Nr 5

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXXVII

JERZY MIERZEJEWSKI

Rola fagéw w syntezie i determinacji swoistosci toksyny

Clostridium botulinum

7 Oérodka Naukowo-Badaweczego Sluiby Weterynaryjnej w Pulawach

Bakteriofagi odgrywajg istotng role w syn-
tezie niektorych toksyn bakteryjnych. Prace
Freemana (7) nad udzialem faga w produkeji
toksyny dyfterytycznej zapoczatkowaly bada-
nia nad powigzaniem faga z komorkag gospo-
darza — bakteria ulegajacag konwersji. Poz-
niejsze badania wykazaly zlozona nature tych
powiazan i ustalily, ze swoiste fagi kieruja
toksynogenezg  Corynebacterium  diphterice.
Podobnie Blair i Carr (1) wykazali, ze nietok-
synogenne szczepy gronkowcoéw mogay byc
konwertowane do roli producentéw a-toksyny
przez lizogenizacje ich fagami toksynogennych
szezepow. Konwersja nietoksynogennych szcze-
pow w toksynogenne zostala juz opisana u pa-
ciorkowcoéw grupy A (19).

W 1968 r. Vinet i wsp. (18) prowadzac bada-
nia molekul toksyny botulinowej za pomocg
mikroskopu elektronowego po raz plerwszy
stwierdzili obecno$¢ fagéw w hodowli w wo-
reczkach celofanowych Clostridium botulinum
C, dokonali pomiaréw i opisali ich cechy mor-
fologiczne. W tym samym roku Inoue i Iida
(9) wykazali mozliwos¢ uwalniania fagow ze
szczepow toksynogennych wszystkich znanych
woéwezas typow C. botulinum (A—F) za pomo-
ca lizy wywolanej $wiatlem ultrafioletowym
lub mitomyecyna C. Autorzy dokonali podzialu
fagéw botulinowych na 3 grupy w zaleznosci
od ksztaltéw i wielkosci okre§lonych w mikro-
skopie elektronowym. Z uzytych szczepéw tyl-
ko reprezentant typu A byt proteolityczny, a
pozostale nieproteolityczne, z tym, ze typy C
i D znacznie réznily sie od B, E i F wlasci-
wosciami morfologicznymi i biochemicznymi.
Ponadto szczepy typéw B i E wytwarzaly sub-
stancje bakteriocynopodobne.

Wkrétce potem Eklund i wsp. (3) potwier-
dzili wystepowanie wlasciwosei lizogenicznych
u réznych typow C. botulinum, zaréwno pro-
teolitycznych, jak i nieproteolitycznych. Doko-
nali oni podzialu fagéw C. botulinum na 4
grupy, a nie na 3 — jak Inoue i Iida (9). Do
czwartej grupy zaliczyli struktury odpowiada-
jace pod wzgledem morfologicznym ogonkom
fagowym, wytwarzane przez szczepy C. botu-
linum typu E i szczep botulinopodobny (nie-
toksynogenny). Podobne zreszta struktury wy-
twarzane przez szczepy C. botulinum typéw E
i nieproteolitycznych B i F byly obserwowane
przez wspomnianych autorow (9).

Inoue i Iida (8) badajac wlasciwosci produk-
téw lizy hodowli szczep6éw botulinowych po
zadziataniu Swiattem nadfiotkowym lub mito-

myeyna C stwierdzali zdolnos¢ tych produk-
tow do wywolywania aglutynacji i lizy hodo-
wli niektérych innych szezepow botulinowych,
a ponadto C. sporogenes i szezepdéw nalezacych
do rodzaju Clostridium, izolowanych z probek
gleby. Czasteczki odpowiadajace fagom, wy-
stepujace w hodowlach uleglych lizie, okazaly
sie jednak niezdolne do namnazania we wraz-
liwych bakteriach. Takie lizogeniczne szczepy
7z utomnosciami (defektami) genefycznymi sg
znane u wielu rodzajéw bakterii i fagi umiar-
kowane otrzymane z takich szezepéw wykazu-
ja czasami niekompletng morfologie (17). Wy-
niki badain Inoue i Iida (8) sa interesujgce w
aspekcie dyskusji nad fagami ulomnymi i bak-
teriocynami.

Bardziej jednak interesujace pozostawalo za-
gadnienie konwersji fagowej toksynogenezy u
C. botulinum. Od dawna znane byly przypad-
ki izolacji ze $rodowiska morskiego lub ziem-
nego nietoksynogennych szczepéw podobnych
do C. botulinum i pozostawalo otwartym za-
gadnienie ich stosunku do szczepdéw toksyno-
gennych, Fakt, Ze sa to szczepy majace powia-
zania z grupa C. botulinum, udowodnily bada-
nia Inoue i Iida, wyraznie przemawiajgce za
mozliwoscia wlaczania faga w toksynogeneze
C. botulinum (10). Autorom tym udalo sig o-
trzymaé hodowle toksynogenna typu C, z nie-
toksynogennej, w pozywce z filtratami tok-
synogennego szezepu typu C. W hodowli wyste-
powala wyrazna liza.

Eklund i Poysky (4) poszuKujac zaleznosci
miedzy toksynogenezg a lizogenig, zdolali wy-
izolowa¢ 2 fagi z toksynogennego szczepu C.
botulinum C, przy czym tylko od jednego z
nich w pewnym stopniu byla zalezna toksycz-
noéé. Hodowle toksynogenne zakazone tym
fagiem, po potraktowaniu ich surowicg anty-
fagowa, stale zatracaly toksycznosé i faga. Gdy
te nietoksynogenne hodowle byly reinfekowa-
ne fagiem, ponownie stawaly sie toksynogen-
ne. Niektére inne typy C. botulinum uwalnia-
ly sie od swojego profaga, ale nadal pozosta-
waly toksynogenne. Mozliwe, ze albo zacho-
wywaly one inne bakteriofagi, albo zdaniem
autoréw, nie wszystkie toksyny ‘C. botulinum
sa indukowane przez bakteriofagi. Inoue i Iida
(11), podobnie jak Eklund i Poysky (4) uzy-
skali 2 rézne fagi dla typu C, a ponadto tak
samo 2 dla typu D C. botulinum. Gdy mutan-
ty szczepow C. botulinum nielizogeniczne inie-
toksynogenne byly traktowane indukowanymi
lizatami z toksynogennych wyjsciowych szcze-
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pow, 96% i 88% przezywajacych komorek sta-

walo sie lizogenicznymi i toksynogennymi.
Szezegblnie interesujacy wynik uzyskali

Inoue i lida z pewnym szezepem typu D irak-

towanym oranzem akrydyny. Otéz ten nieto-

ksynogenny mutant ulegal konwersji do tok-
synogennego przez indukujacy lizat z jednego
ze szczepow typu. C. Toksyna wytwarzana
przez te konwertowansg hodowle ulegala zobo-
jetnieniu swoistemu antytoksyng typu C w
tescie zobojetniania.

W miare pojawiania sie nowych danych za-
gadnienie wystepowania i roli fagéw w ho-
dowlach C. botulinum stawalo sie coraz bar-
dziej atrakcyjne. Na roznorodnosé¢ form fagow
wytwarzanych przez C. botulinum zwréeili
uwage Dolman i Chang (2). Autorzy doszli do
wniosku, ze charakterystyczne czasteczki fa-
géw spotyka sie w niewielkiej ilosci w wigk-
szosci mlodych toksynogennych hodowli nieza-
leznie od ich typu. W wiekszodei przypadkow
obserwuje sie rozwdj wielu form fagow, a na-
wet dwojaka lizogenicznodé, co powieksza tyl-
ko ilo§é¢ pytan wokol funkeji tych fagow, a co
moze by¢ wyjasnione. tylko droga eksperymen-
talng. Podany przez Dolmana i Chang podzial
wstepny laseczek botulinowych wedlug cech
morfologicznych fagéw, jest przedstawiony w
tab. 1. W tabeli nie uwzgledniono fagéw szcze-
péw nietoksynogennych  botulinopodobnych.
Szezepy te, o czym juz byla mowa, bardzo
rzadko wytwarzajag formy nitkowate fagow
i pozbawione sa wlasciwosei lizogenicznych.

Morfologiczna réznorodnosé¢ fagéw botulino-
wych, a szczegdlnie pojawianie sie dwoch roz-
nych odmian u toksynogennych szczepéw ty-
pow A, BiF stwarza wiele niejasnosci. Hipo-
teza o uwarunkowaniu toksynogenezy zmien-
nosciag metabolizmu bakteryjnego, spowodowa-
nego przez lizogeniczny zespol fagowy, wyda-
je sie byé interesujaca. Mozna przyja¢ za Dol-
manem i Chang, ze do mechanizmu tego mu-
sialyby byé wlgczone 2 zespoly fagéw. Jeden
z nich gralby role wspdlnego mianownika wa-
runkujacego produkcje podstawowej struktury
molekularnej, stuzacej jako prokursor wszyst-
kich toksyn botulinowych, a drugi wplywalby
na te zmiany metabolizmu, ktére determinuja
swoisto$é typowg wytwarzanej toksyny. Z da-
nych tab. 1 wynika, Ze taka role wspdlnego
mianownika przy produkeji toksyn u proteoli-
tycznych typéw A, B i F, moze wlasnie od-
grywaé fag o gtoéwee w ksztalcie kolby si-
towia.

Konwersja fagowa toksynogenezy C. botuli-
num C i D opisana po raz pierwszy we wWspom-
nianej pracy Inoue i Iida (10, 11), a nastepnie
zweryfikowana przez Eklunda i wsp. (4, 5)
stala sie szezegélnie atrakeyjnym tematem ba-
dawczym. Miedzy innymi Oguma i wsp. (13)
podjeli badania nad konwersjg fagowsg z uzy-
ciem szczepow C. botulinum typow C i D wy-
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Tab. 1. Glowne formy morfologiczne bakteriofagow
obserwowane u toksynogennych typow C. botulinum
(wg 2)

Proteolit. Formy morfologiczne
P bakteriofagow

Niepro= Srednica glowki,

teol, NP dtugosé ogonka w nm

Grupa| Typ

Glowki
50—"15;
85—-165
Gloéwki o ksztalcie kolb si-
towia, 75—=85X35—45, 0gon-
ki gietkie, 215—300 (jeden
toksyczny szczep B wytlwa-
rzal faga o mate] glowce
25—30 z kurczliwym ogon-
kiem 180 obok faga o glow-
ce w ksztatcie kolb sito-
wia).

dwudziestoscienne,
Ogonki kurezliwe,

1 |ARF, P 1.

<]

(=]
joe]
Z
e

Glowki dwudziestoscienne 50—

60; ogonek kurczliwy 100—110

1. Glowki o$mioscienne, 50—
60; ogonki gietkie ponad
200

2. Glowki
55—65;
90—100

dwudziestoscienne
ogonki kurczliwe

Glowki oémioscienne 80—87;
ogonki potkurczliwe, zazwy-
czaj otoczone ostonka, 275—325
(jeden szczep C uwalnial faga
tytko z glowkyg dwudziesto-
$cienna 55—65; ogonek kurcz-
liwy 190)

Glowki o$miodcienne 85-—100;
ogonki kurczliwe 400—420

NP Glowki dwudziestoScienne 50—
65; ogonki kurczliwe 85—135;
niekiedy pozbawione oslonki;
czesto towarzyszg im dodatko-
we struktury podobne do
ogonkow.

izolowanych w réznych krajach. Wyniki ba-
dan konwersji przez fagi indukowane z rdz-
nych szczepéw przedstawiono w tab. 2.

Z danych tab. 2 wynika, ze typ wytwarza-
nej toksyny byl determinowany nie przez na-
mnazajaca bakterie gospodarza, ale przez faga.
Mozna takze rozréznié przynajmniej 2 grupy
fagéw typu C. Grupa 1 — fagi szczepow
Sztokholm %t i 468 **** i grupa 2 — fagi szcze-
pow DGF > i 203 **.  Nietoksynogenny
szezep 151 %% wydaje sie posiadaé przynaj-
mniej 2 rézne receptory fagowe: jeden dla fa-
géw typu C, a drugi dla typu D.

Wreszcie jakby podsumowaniem wymienio-
nych badan, a jednoczesnie istotnym postepem
wiedzy, byly kolejne badania Eklunda i Poy-
skiego (6) nad interkonwersjg typu C i D przez
swoiste fagi. Autorzy wykazali, Ze hodowle
C. botulinum C i D moga byé uwolnione od
swoistych profagéow 1 przeksztalcone w jeden
z 2 typow C lub D w zaleznosci od specy-
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Tab. 2. Konwersja toksynogenezy przez indukowane lizaly z konwertowanych szczepéw C. botulinum
C i D (wg 13)

Mutanty nietoksynogenne (tox-)

Lizaty ze
szezepbw Typ C Typ D
kor(lggiit)ow' AC-2 468 468 203 203-  201- 6813-  6814- 6816~  TI- s 1
416 431 428 438 NT NT NT NT N
AO-2 C Cc C — = - - - - = C -
{Sztokholm)
468 c o) c - - — - _ _ -, c ol
139 C o c = — - - — _ = c _
151 (DGF) = = — — — = = — — — _ c
151 (203) = = . . - _ _ = = = ol c
151 (1873) — — — = = — — — = = — D

fiki uzytych fagow. Gdy hodowle typéw C i D
sa uwalniane od profagéw, przestaja réwno-
czeSnie wytwarzaé¢ toksyny C; oraz D i staja
sie nierozroznialne, gdyz obie wytwarzajg tok-
syne C,. Tak wiec typy C i D C. botulinum
mogag wywodzi¢ sie ze wspdlnego szczepu u-
wolnionego od fagéw. Dominacja danego typu
toksyny (C; lub D) wymaga cigglego udzialu
swoistych fagdéw. To jednakze nie wyklucza
faktu, ze mate ilosci toksyn C, i D musza by¢
wytwarzane, gdy nastapi infekcja fagiem od-
powiednioc C i D,

Czynione byly proby systematyki fagow
konwertujacych typéw C i D (15). Konwersja
fagowa toksynogennosci u typéw CiD C. botuli-
num byla dokonywana przez uzycie szczepow
nietoksynogennych 1 oczyszezonych fagow.
Chociaz morfologia fagéw konwertowanych
wydaje sig by¢ taka sama, zostaly one podzie-
lene na 3 grupy na bazie ich spektrum kon-
wersji. Do pierwszej grupy zaliczono fagi o-
trzymane z toksynogennych szczepéw C. botu-
limum typu C, druga z fagéw szezepéw nale-
zacych do typéw C i D i trzecia typu D. Te
konwertujace fagi byly sklasyfikowane na ta-
kie 'same 3 grupy za pomoca testu neutraliza-
¢ji ze swoistymi surowicami antyfagowymi.
Jednakze krzyzows neutralizacje obserwowa-
no miedzy fagami nalezacymi do grupy 1 i
grupy 2 zaréwno w tekscie neutralizacji zdol-
nosci konwertowania, jak i w do$wiadczeniu
z lysinkami, gdzie stopien przezywania fagéw
byl obliczany po traktowaniu ich kazda suro-
wicg antyfagowa. Zroéznicowanie antyfagowe
posréd tych konwertujacych fagéw jest praw-
dopodobnie  przyczyng istnienia swoistego
spektrum infekcyjnego u C. botulinum typow
€iD.

Niektore szezepy C. botulinum typéw C i D,
ktore ulegly lizogenizacji do stanu tolksynogen-
nego przez fagi, po przepasazowaniu przez po-
zywke migsng z surowicq antyfagowa zatra-
caly toksynogenno$é (14). Wiekszos¢ lizogenizo-
wanych szezepow tracila swojg toksynogennosé
nawet w czasie pasazowania bez surowicy

i powstale nietoksynogenne warianty byly o-
porne na lizogenizacje i konwersje przez ory-
ginalnego faga. Jednakze, w pewnych skoja-
rzeniach faga i bakterii gospodarza toksyno-
genno$é byla stala po 10 pasazach, chociaz wy-
kazywala przejsciowe obnizenie, a nietoksyno-
genne warianty, jakie powstawaly, pozostawa-
ly wrazliwe na lize i konwersje. Gdy szczepy
lizogeniczne byly pasazowane na pozywce za-
wierajacej surowice antyfagows, toksynogen-
nos¢ byla zatracana szybciej, niz przy braku
surowicy. Nietoksynogenne warianty, jakie po-
jawialy si¢ w takiej hodowli, pozostawaly wra-
zliwe na lize i konwersje przez fagi wyjsciowe.

Filtraty supernatantéw hodowli szczepéw
pasazowanych bez surowicy antyfagowej wy-
woluja w roznym stopniu konwersje szczepow
nietoksynogennych w toksynogenne. Jednakze
w jednym z filtratéw wykazano obecno$é¢ faga
nielizogenicznego. Fag ten byl identyczny z
oryginalnym fagiem lizogenicznym pod wzgle-
dem morfologii, opornosci na cieplo i antyge-
nowoséci. Szezepy indykatorowe traktowane ta-
kim fagiem pozostawaly oporne na lize fagoéw
wyjsciowych.

Wyniki te wskazuja, ze reinfekcja i konwer-
sja do toksygennosci zachodzi w ukladzie wy-
kazujacym stalg toksynogennoéé po 10 pasazach.
Jednakze w takich kombinacjach, w ktérych
nastgpowala utrata toksynogennosci, reinfekeja
nielizogenicznym mutantem faga oryginalnego
moze przebiega¢ z takim wynikiem, ze nietok-
synogenne warianty staja sie oporne na kon~
wersje za poSrednictwem faga. Wydaje sie to
by¢ jedna z przyczyn utraty toksynogennosci,
ktéra jest wspdlng u niektérych szezepéw C.
botulinum typéw C i D.

Od dawna znane jest zjawisko wytwarzania
przez szczepy roznych gatunkéw C. botulinum
hemaglutynin obok neurotoksyny. Oguma
i wsp. (16) podjeli probe wyjasnienia roli kon-
wersji fagowej w pojawianiu sie i1 zanikaniu
syntezy hemaglutynin. Podobnie jak w przy-
padku neurotoksyny, szczepy wytwarzajgce
hemaglutyniny posiadaly takze fagi. Fagi o-
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trzymane ze szezepow toksynogennych i he-
maglutynujacych zmienialy nietoksynogenny
szczep wskaznikowy w szczep wytwarzajacy
zaréwno neurotoksyne, jak i hemaglutyniny.
Fagi otrzymane ze szczepu toksynogennego, a
nie wytwarzajacego hemaglutyniny mogly je-
dynie indukowaé¢ hodowle do produkeji tok-
syny, natomiast fagize szczepu nietoksynogen-
nego, ale wytwarzajacego hemaglutyniny indu-
kowaly szezep wskaznikowy tylko do wytwa-
rzania hemaglutynin. Badania te wskazuja, ze
wytwarzanie hemaglutynin u szczepow C. bo-
tulinum jest kierowane przez fagi i zdolnosé
do produkeji hemaglutynin moze by¢ przeno-
szona oddzielnie lub wspélnie ze zdolnoscig do
produkeji neurotoksyny.

Z przedstawionych danych pismiennictwa
wynika, ze fagi odgrywaja istotng, a byé¢ moze
nawet i decydujaca role w syntezie i determi-
nacji swoistosci toksyny. Najbardziej intere-
sujace sg badania dotyczace determinacji SWOl-
stosei toksyny. Badania te w latach najbliz-
szych ze wzgledu na dynamiczny rozwoj gene-
tyki i immunochemii, winny ostatecznie roz-

sirzygnaé wiele jeszcze niejasnoSci w omawia-
nych zagadnieniach.
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ZENON TRATWAL

Straty ekonomiczne w hodowli $win spowodowane

wystepowaniem zanikowego zapalenia nosa u Swin —

Rhinitis atrophicans suum (R.a.)

7 zakladu Higieny Weterynaryjnej w Poznaniu

Wzrost ujawniania sie zanikowego zapalenia
nosa u §win (R.a.) w ostatnich latach jest wy-
nikiem specjalizacji i koncentracji produkcji
trzody chlewnej, jak réwniez wysokiego uszla-
chetnienia krajowego poglowia Swin.

7 przegladu piSmiennictwa (1, 4, 5, 7, 10)
wynika, ze wielko§¢ strat w hodowli trzody
chlewnej z powodu R.a. jest podawana Ijcz-
nie z enzootyczna pneumonig (E.P.). Najwiek-
sze szkody ekonomiczne sa spowodowane przy
EP. i Ra. nie przez padniecia zwierzat, ale
przez zmniejszenie przyrostow masy ciala,
nadmierne zuzywanie paszy, wydluzenie okre-
su tuczu $win oraz zaburzenia w rozrodzie.
Wedlug Hamori (6) zwiekszone zuZzycie paszy
na 1 kg przyrostu m. e. przy tych schorzeniach
wynosi 2,4 kg, natomiast Schimel (9) podaje,
7e zwierzeta chore zuzywaja o 20—30% paszy
wiecej od zdrowych. Dla osiagniecia 110 kg
m.c. zwierzeta z E.P. i R.a. zuzywaja o 40 kg
paszy wiecej (4). Tucz takich zwierzat wydlu-
7a sie od 8 dni do 3 miesiecy (3, 6, 9), a réz-
nice dziennych przyrostéw m.c. Wynosza
167 g (10). :

Straty ekonomiczne spowodowane wystepo-
waniem E.P. i R.a. w hodowli §win w NRD
rocznie w latach szesédziesigtych wynosily 29
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do 36 miln. marek (4), w Wielkiej Brytanii w
1953 r. podobne straty wynosily rocznie 15
mln. funtéw angielskich (1), a w USA w 1956
r. 120 min. dolaréw (5). Czerkasowa i wsp. (2)
okredlaja wielkosé strat spowodowanych wy-
stepowaniem R.a. tylko w jednym Sowcho-
zie na 150 tys. rubli rocznie. Hamori (6) obli-
czyl, ze na Wegrzech straty przy wystepowa-
niu R.a. spowodowane przez przymusowe u-
boje, padniecia, dodatkowe koszty zwiazane z
zywieniem, az do uzyskania 110 kg m.c. W
stosunku do jednej $wini wynosza o 400 fo-
rintéw wiecej w poréwnaniu do $redniej kra-
jowej w panstwowych gospodarstwach rol-
nych.

Wielkosé strat ekonomicznych wystepujaca
przy R.a. w znacznym stopniu rzutuje na e-
fektywnosé produkeji w hodowli trzody chlew-
nej. Straty te nabieraja cigzaru gatunkowego,
szezegblnie wtedy, kiedy dotycza hodowli za-
rodowej. Wyniki przeprowadzonych badan w
innych krajach, stanowily inspiracje do pod-
jecia obserwacji dla okreslenia wielkosci strat
ekonomicznych w hodowli trzody chlewnej,
spowodowanych wystepowaniem zanikowego
zapalenia nosa u §win w warunkach krajo-
wych.



