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R e c e i v e d  f o r  p u b l i c a t i o n  2 9  N o v e m b e r  1 9 6 7

E n te r o b a c te r  c lo a c a e  ( s t r a i n  D F 1 3 )  w a s  f o u n d  t o  p r o d u c e  a  b a c t e r i o c i n  w h i c h  

c o u l d  b e  i n d u c e d  b y  m i t o m y c i n  C .  I n  t h e  s u p e r n a t a n t  f l u i d  o f  t h e  i n d u c e d  c u l t u r e  

p h a g e l i k e  p a r t i c l e s  w e r e  f o u n d .  T h e  b a c t e r i o c i n  w a s  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  f r o m  i n d u c e d  

c u l t u r e s  b y  a m m o n i u m  s u l f a t e  p r e c i p i t a t i o n  a n d  g e l - f i l t r a t i o n  o n  S e p h a d e x  G - 1 5 0 .  

U l t r a v i o l e t - a b s o r b i n g  m a t e r i a l  w a s  e l u t e d  f r o m  t h e  S e p h a d e x  c o l u m n  in  t h r e e  

f r a c t i o n s .  T h e  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  w a s  m a i n l y  p r e s e n t  i n  t h e  s e c o n d  f r a c t i o n  a n d  is  

a s s o c i a t e d  w i t h  a  p r o t e i n  w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a b o u t  6 1 , 0 0 0 .  T h e  p h a g e l i k e  

p a r t i c l e s  w e r e  f o u n d  i n  t h e  f i r s t  f r a c t i o n  a n d  s h o w  n o  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y .  U p o n  c o n ­

j u g a t i o n  o f  E . c lo a c a e  s t r a i n  D F 1 3  w i t h  a n o t h e r  s t r a i n  o f  t h e  s a m e  s p e c i e s  a n d  w i t h  

E s c h e r ic h ia  c o l i  K - 1 2 S ,  t h e  a b i l i t y  t o  p r o d u c e  b a c t e r i o c i n  w a s  t r a n s f e r r e d .  T h e  n e w  

b a c t e r i o c i n o g e n i c  s t r a i n  p r o d u c e d  b a c t e r i o c i n ,  w h i c h  c o u l d  n o t  b e  d i s t i n g u i s h e d  

f r o m  t h a t  p r o d u c e d  b y  E . c lo a c a e  s t r a i n  D F 1 3 .  A l t h o u g h  t r a n s f e r  o f  t h e  b a c t e r i o ­

c i n o g e n i c  f a c t o r  o f t e n  o c c u r r e d  t o g e t h e r  w i t h  t r a n s f e r  o f  t h e  a b i l i t y  t o  p r o d u c e  

p h a g e l i k e  p a r t i c l e s ,  i t  w a s  s h o w n  t h a t  t h e s e  t w o  f a c t o r s  a r e  t w o  s e p a r a t e  g e n e t i c  

e n t i t i e s .  I n  a d d i t i o n  t o  a  b a c t e r i o c i n o g e n i c  f a c t o r ,  E . c lo a c a e  s t r a i n  D F 1 3  w a s  

f o u n d  t o  c a r r y  t w o  o t h e r  t r a n s f e r a b l e  p l a s m i d s :  o n e  d e t e r m i n i n g  r e s i s t a n c e  a g a i n s t  

s t r e p t o m y c i n  a n d  s u l f a n i l a m i d e  a n d  a n o t h e r  d e t e r m i n i n g  r e s i s t a n c e  a g a i n s t  p e n i c i l l i n .

B a c t e r i o c i n s  a r e  h i g h l y  s p e c i f i c  a n t i b i o t i c s  

p r o d u c e d  b y  m a n y  b a c t e r i a  a n d  a r e  a c t i v e  

a g a i n s t  s t r a i n s  o f  t h e  s a m e  o r  r e l a t e d  s p e c i e s .  

M a n y  b a c t e r i o c i n s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  a n d  

c l a s s i f i e d  ( 2 6 ) ,  b u t  o n l y  a  f e w  o f  t h e m  h a v e  b e e n  

s t u d i e d  i n  d e t a i l .  T h e  c h a r a c t e r i s t i c  p r o p e r t y  o f  

b a c t e r i o c i n s  i s  t h e i r  a b i l i t y  t o  k i l l  s e n s i t i v e  c e l l s ,  

b u t  n o t  t o  m u l t i p l y  w i t h i n  t h e m .  B a c t e r i o c i n s  a r e  

p r o d u c e d  s p o n t a n e o u s l y  o r  a f t e r  i n d u c t i o n .  T h e  

a b i l i t y  t o  p r o d u c e  c o l i c i n s  i s  d e t e r m i n e d  b y  a  

g e n e t i c  f a c t o r  ( c o l i c i n o g e n i c  f a c t o r )  w h i c h  

b e h a v e s  a s  a  c y t o p l a s m i c  e l e m e n t  a n d  w h i c h  c a n  

b e  t r a n s f e r r e d  f r o m  c o l i c i n o g e n i c  t o  n o n c o l i c i n o -  

g e n i c  b a c t e r i a  b y  c o n j u g a t i o n  ( 6 , 2 5 ) .  M a n y  b a c ­

t e r i o c i n s  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  l y s o g e n i c  o r  d e f e c t  

l y s o g e n i c  s t r a i n s .  F r e d e r i c q  ( 1 2 )  a n d  I v a n o v i c s  

( 1 6 )  s u g g e s t e d  t h a t  b a c t e r i o c i n s  m a y  r e p r e s e n t  

t h e  p r o d u c t s  o f  d e f e c t i v e  l y s o g e n y  a n d  t h e r e f o r e  

m a y  v a r y  f r o m  s i m p l e  p r o t e i n s  t o  c o m p l e t e  p h a g e  

p a r t i c l e s .

I n  a n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  o f  

c o l i c i n o g e n i c  s t r a i n s ,  K e l l e n b e r g e r  a n d  K e l l e n -  

b e r g e r  ( 1 9 )  f o u n d  m a n y  p h a g e l i k e  p a r t i c l e s  b u t  

c o u l d  n o t  i d e n t i f y  t h e  s t r u c t u r a l  c o m p o n e n t s  a s  

b e i n g  t h e  b a c t e r i o c i n o g e n i c  p r i n c i p l e .  P a r t i a l l y  

p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n s  o f  c o l i c i n  1 5 ,  a n  i n d u c i b l e  

b a c t e r i o c i n  f r o m  E s c h e r ic h ia  c o l i  W T 1 5 ,  s h o w  a n  

a b u n d a n c e  o f  p h a g e l i k e  p a r t i c l e s  a n d  i n t a c t

p h a g e s  ( 9 ,  2 7 ) .  T h u s ,  E .  c o li  W T 1 5  i s  a  d e f e c t i v e  

l y s o g e n i c  s t r a i n ,  a n d  c o l i c i n  1 5  i s  a  b a c t e r i c i d a l  

c o m p o n e n t  o f  i t s  p h a g e .  A  p u r i f i e d  p y o c i n  i s o ­

l a t e d  f r o m  P s e u d o m o n a s  a e r u g in o s a  s t r a i n  R ,  

h o m o g e n e o u s  i n  u l t r a c e n t r i f u g a l  a n a l y s i s  ( 1 8 ) ,  

c o n s i s t e d  o f  h e a d l e s s  t a i l s  o f  c o n t r a c t i l e  b a c ­

t e r i o p h a g e s  ( 1 7 ) .  O t h e r  p h a g e l i k e  p a r t i c l e s ,  w h i c h  

a r e  a p p a r e n t l y  i d e n t i c a l  t o  b a c t e r i o c i n s ,  h a v e  

b e e n  i s o l a t e d  f r o m  s e v e r a l  B a c i l lu s  s p e c i e s  ( 3 ,  2 9 ,  

3 0 ) .  M o r e  r e c e n t l y ,  B r a d l e y  a n d  D e w a r  ( 4 )  d e ­

s c r i b e d  t h e  s t r u c t u r e  o f  p h a g e l i k e  p a r t i c l e s  f r o m  

b a c t e r i o c i n o g e n i c  s t r a i n s  o f  E . c o l iy P . a e r u g in o s a , 

a n d  L is te r ia  m o n o c y to g e n e s .  T h e y  c o n c l u d e d  t h a t  

s o m e  o f  t h e s e  p h a g e l i k e  p a r t i c l e s  a r e  r e s p o n s i b l e  

f o r  t h e  b a c t e r i o c i n o g e n i c  a c t i v i t y .  O n  t h e  o t h e r  

h a n d ,  s o m e  b a c t e r i o c i n s  a r e  k n o w n  w h i c h  a r e  

a p p a r e n t l y  p r o t e i n s  w i t h  r e l a t i v e l y  l o w  m o l e c u l a r  

w e i g h t .  M e g a c i n ,  a  b a c t e r i o c i n  p r o d u c e d  b y  B .  

m e g a te r iu m ,  h a s  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a b o u t

5 1 , 0 0 0  ( 1 5 ) ,  a n d  c o l i c i n  A ,  a  b a c t e r i o c i n  p r o d u c e d  

b y  C i tr o b a c te r  f r e u n d i i  C A 3 1 A ,  h a s  a  m o l e c u l a r  

w e i g h t  o f  5 0 , 0 0 0  ( 2 ) .  T h e s e  p r e p a r a t i o n s  h a v e  n o t  

b e e n  i n v e s t i g a t e d  u n d e r  a n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e .

I f  b a c t e r i o c i n s  r e p r e s e n t  t h e  p r o d u c t s  o f  d e f e c ­

t i v e  l y s o g e n y  ( 12 , 1 6 ) ,  i t  w i l l  b e  n e c e s s a r y  t o  

a c c o m p l i s h  i s o l a t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  b a c ­

t e r i o c i n s  b y  u s e  o f  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y ;  i f  b a c -  

t e r i o c i n o g e n y  is  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p r o d u c t i o n
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o f  p h a g e l i k e  p a r t i c l e s ,  t h e  r e l a t i o n  b e t w e e n  b o t h  

s h o u l d  b e  c l a r i f i e d .  T h i s  w a s  t h e  p u r p o s e  o f  o u r  

s t u d y .  I n  t h i s  p a p e r ,  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  a  p r e v i ­

o u s l y  d e t e c t e d  ( 3 1 )  b a c t e r i o c i n  p r o d u c e d  b y  

E n te r o b a c te r  c lo a c a e  is  r e p o r t e d .  I n  a d d i t i o n  t o  

t h e  b a c t e r i o c i n  o f  r e l a t i v e l y  l o w  m o l e c u l a r  

w e i g h t ,  t h i s  s t r a i n  a l s o  p r o d u c e s  p h a g e l i k e  p a r ­

t i c l e s  w i t h o u t  b a c t e r i o c i n o g e n i c  a c t i v i t y .  B y  c o n ­

j u g a t i o n  e x p e r i m e n t s ,  i t  c o u l d  b e  s h o w n  t h a t  

b a c t e r i o c i n o g e n y  c a n  b e  t r a n s f e r r e d  w i t h  o r  w i t h ­

o u t  t h e  a b i l i t y  t o  p r o d u c e  p h a g e l i k e  p a r t i c l e s .  I t  

i s  c o n c l u d e d  t h a t  i n  t h i s  c a s e  t h e  b a c t e r i o c i n  is  

n o t  a  p r o d u c t  o f  t h e  m u l t i p l i c a t i o n  o f  t h e  p h a g e ­

l i k e  p a r t i c l e s .

M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s

O rgan ism s.  T h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  o r g a n i s m s  

u s e d  a r c  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  1. E. c loacae  s t r a i n  D F 1 3  

w a s  f o u n d  t o  b e  r e s i s t a n t  t o  2 , 4 0 0  ¿zg o f  p e n i c i l l i n  

p e r  m l  a n d  t o  5 0 0  /ng o f  s t r e p t o m y c i n  p e r  m l  in  B r a i n  

H e a r t  I n f u s i o n  m e d i u m  a n d  t o  8 0 0  ¿¿g o f  s u l f a n i l a ­

m i d e  p e r  m l  in  m i n i m a l  m e d i u m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  

1 %  C a s i t o n e .  T h e  s t r a i n  is s e n s i t i v e  t o  t e t r a c y c l i n e ,  

k a n a m y c i n ,  a n d  c h l o r a m p h e n i c o l .  S t r a i n  S 4 7 8  w a s  

i s o l a t e d  f r o m  s t r a i n  S 4 5 8  a f t e r  m u t a g e n e s i s  w i t h  

N - m e t h y l - j V ' - n i t r o - A ' - n i t r o s o g u a n i d i n e  b y  t h e  m e t h o d  

o f  A d e l b e r g ,  M a n d e l ,  a n d  C h e n  ( 1 ) .

M ed ia .  C u l t u r e s  w e r e  u s u a l l y  g r o w n  in  d i a l y z e d

3 . 7 r ( B r a i n  H e a r t  I n f u s i o n  ( O x o i d ) ,  d e s i g n a t e d  a s  

B H 1  m e d i u m .  B r a i n  H e a r t  A g a r  c o n t a i n e d  3 . 7 %  

B H I  a n d  1 . 2 %  a g a r  ( D a v i s  G e l a t i n e  L T D ,  C h r i s t ­

c h u r c h ,  N e w  Z e a l a n d ) .  S o f t  a g a r  c o n t a i n e d  3 . 7 %  

B H I  a n d  0 . 8 %  a g a r  ( D i l c o ) .  T h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  

m i n i m a l  m e d i u m  w a s  a s  d e s c r i b e d  b y  H a d j i p e t r o u  

e t  a l .  ( 1 4 ) .

C hem icals. M i t o m y c i n  C  a n d  t r y p s i n  w e r e  o b t a i n e d  

f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  C o . ,  S t .  L o u i s ,  M o .  B e e f  l i v e r  

c a t a l a s e  ( a n a l y t i c a l  g r a d e ,  a b o u t  2 7 .  (XX) u n i t s / m g )  

w a s  o b t a i n e d  f r o m  C .  F .  B o e h r i n g e r  &  S o e h n e  G m b H ,  

M a n n h e i m ,  G e r m a n y .  j V - m e t h y l - N ' - n i t r o - A f - n i t r o s o -  

g u a n i d i n e  w a s  o b t a i n e d  f r o m  K o c h - L i g h t  L a b o r a t o r i e s  

L t d . ,  C o l n b r o o k ,  B u c k s . ,  E n g l a n d .

B u ffe r  solutions. T r i s  b u f f e r  w a s  0 . 0 5  m  t r i s ( h y -  

d r o x y m e t h y l ) a m i n o m e t h a n e  c h l o r i d e  ( /?H  7 .0 )  c o n ­

t a i n i n g  10~3 m  M g S O  t. P h o s p h a t e  b u f f e r  w a s  0 . 0 2  m  

p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  (p H  7 . 5 ) .

T urb id ity .  T h e  t u r b i d i t y  (E )  o f  g r o w i n g  c u l t u r e s  o r  

s u s p e n s i o n s  o f  b a c t e r i a  w a s  m e a s u r e d  a t  a  w a v e ­

l e n g t h  o f  6 6 0  m / i  w i t h  a n  U n i c a m  S P  6 0 0  s p e c t r o ­

p h o t o m e t e r  w i t h  1 - c m  g l a s s  c e l l s  ( U n i c a m  I n s t r u ­

m e n t s  L t d . ,  C a m b r i d g e ,  E n g l a n d ) .

C h em ica l analysis .  P r o t e i n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  

m e t h o d  o f  L o w r y  ( 2 1 )  w i t h  t h e  u s e  o f  F o l i n ’s  r e a g e n t ;  

d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d  ( D N A ) ,  b y  t h e  m e t h o d  o f  

B u r t o n  ( 5 ) ;  r i b o n u c l e i c  a c i d  ( R N A ) ,  b y  t h e  m e t h o d  

o f  M e j b a u m  ( 2 3 ) ;  a n d  s u g a r s ,  b y  t h e  m e t h o d  o f  

S c o t t  a n d  M e l v i n  ( 2 8 ) .

A ssa y  o f  the k illin g  a c tiv ity  o f  bac terioc in .  S a m p l e s

T a b l e  1 . C h a r a c te r i z a t io n  o f  th e  b a c te r ia l  s t r a in s  u s e d

C o l l e c t i o n

n o .
B i o t y p e S t r u i n P r o p e r t i e s " O r i g i n

R e f ­

e r e n c e

S  4 5 8 E n te r o b a c te r  c lo a c a e D F 1 3 ( B a c  D F 1 3 )  ( s t r - r  su l-r )  (p e n -r ) ( 1 3 )

S  165 D F 1 3 a rg  th y  ( B a c  D F 1 3 ) ( s t r - r S  4 5 8 ( 1 3 )
su l-r )  {p en -r)

S  4 7 8 D F 1 3 u ra  a rg  ( B a c  D F 1 3 ) ( s t r - r S  4 5 8

su l-r )  (p e n -r )

H  4 5 6 0 2 ( 1 3 )

H  4 7 5 0 2 m e t H  4 5 6 ( 1 3 )

H  4 7 8 0 2 h is H  4 5 6 ( 1 3 )

S  89 0 2 h is  b a c  D F 1 3 - r H  4 7 8 ( 3 1 )

S  231 0 2 h is  ( B a c  D F \ Z ) ( s t r - r  s u l - r ) ( p e n - r ) S  165 X  S  8 9

S  2 3 2 0 2 h is  ( B a c  D F 1 3 ) S  165  X  S  8 9

S  2 3 7 0 2 m e t  ( B a c  D F 1 3 ) ( s t r - r  su l-r ) S  231  X  H  4 7 5

S  2 3 8 0 2 h is  ( s t r - r  su l-r ) S  2 3 7  X  S  8 9

S  2 3 9 0 2 m e t  ( B a c  D F 1 3 ) S  165 X  H  4 7 5

S  15 K le b s ie l la  e d w a r d s i i N T C C  7761

v a r .  e d w a r d s i i

H  4 4 7
1

E s c h e r ic h ia  c o l i K - 1 2 S K M  B L _ _ _ _ _ _ h

a T h e  l o l l o w i n g  a b b r e v i a t i o n s  a r e  u s e d :  arg , th y , u r a , m e t , a n d  his  i n d i c a t e  s t r a i n s  w h i c h  g r o w  o n  

m i n i m a l  m e d i u m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  a r g i n i n e ,  t h y m i n e ,  u r a c i l ,  m e t h i o n i n e ,  o r  h i s t i d i n e  r e s p e c t i v e l y  

( a l l  a t  2 0  M g / m l  e x c e p t  t h y m i n e  a n d  u r a c i l ,  w h i c h  a r e  p r o v i d e d  a t  10 M g / m l ) ,  n o  d e s i g n a t i o n  i n d i c a t e s  

s t r a i n s  a b l e  t o  g r o w  w i t h o u t  s u p p l e m e n t ;  s y m b o l s  p l a c e d  i n  p a r e n t h e s e s  r e p r e s e n t  p l a s m i d s  o r  p r o p e r t i e s  

w h i c h  a r e  l o c a t e d  o n  a  p l a s m i d ;  s t r - r ,  s u l - r ,  a n d  p e n - r  i n d i c a t e s  r e s i s t a n c e  t o  s t r e p t o m y c i n  (200 j u g / m l ) ,  

s u l f a n i l a m i d e  ( 8 0 0  M g / m l ) ,  a n d  p e n i c i l l i n  ( 2 , 4 0 0  j u g / m l ) ,  r e s p e c t i v e l y .  B a c  D F 1 3  i s  a  g e n e t i c  f a c t o r  d e t e r ­

m i n i n g  t h e  p r o d u c t i o n  o f  b a c t e r i o c i n  D F 1 3 .  B a c  D F 1 3 - r  i n d i c a t e s  a  s t r a i n  i s o l a t e d  a s  r e s i s t a n t  t o  t h e  

b a c t e r i o c i n  D F 1 3  f r o m  s t r a i n  S 4 5 8 .

6 R e p t .  n o .  M B L / 1 9 6 5 / 8  o f  t h e  M e d i c a l  B i o l o g i c a l  L a b o r a t o r y  o f  t h e  N a t i o n a l  D e f e n c e  R e s e a r c h  

O r g a n i s a t i o n  T N O ,  1 9 6 5 .
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o f  b a c t e r i o c i n  w e r e  t e s t e d  b y  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  

m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  F r e d e r i c q  ( 1 0 ,  1 1 ) .  A  3 - m l  

a m o u n t  o f  s o f t  a g a r  a t  5 0  C ,  s e e d e d  w i t h  0 .1  m l  o f  a  

f r e s h  c u l t u r e  o f  t h e  i n d i c a t o r  s t r a i n  S  15 ( d i l u t e d  t o  

E  =  0 . 2 0 0  i n  B H I  m e d i u m ) ,  w a s  l a y e r e d  u p o n  2 0  

m l  o f  B r a i n  H e a r t  A g a r .  D r o p s  ( 0 .0 3  m l )  o f  s u i t a b l y  

d i l u t e d  s a m p l e  w e r e  s p o t t e d  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  

p l a t e s .  A f t e r  i n c u b a t i o n  o v e r n i g h t  a t  2 5  C ,  t h e  b a c ­

t e r i o c i n  t i t e r  w a s  e s t i m a t e d .  T h e  b a c t e r i o c i n  t i t e r  

( c a l l e d  “ k i l l i n g  u n i t s ”  i n  t h i s  p a p e r )  w a s  a r b i t r a r i l y  

d e f i n e d  a s  t h e  h i g h e s t  d i l u t i o n  w h i c h  g a v e  a  c l e a r  

i n h i b i t i o n  z o n e .  T h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  a  b a c t e r i o c i n  

s o l u t i o n  is  d e f i n e d  a s  “ k i l l i n g  u n i t s ”  p e r  m i l l i g r a m  

o f  p r o t e i n .

F o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a c t i v i t y  s p e c t r u m  o f  t h e  

b a c t e r i o c i n ,  w e  u s e d  t h e  s a m e  d o u b l e - l a y e r  m e t h o d  

w i t h  v a r i o u s  i n d i c a t o r  s t r a i n s  a s  d e s c r i b e d  b y  

S t o u t h a m e r  a n d  T i e z e  ( 3 1 ) .

P repara tion  a n d  purifica tion  o f  bacteriocin . A  

3 0 0 - m l  a m o u n t  o f  a n  o v e r n i g h t  c u l t u r e  o f  E . cloacae  

s t r a i n  D F 1 3  ( S  4 5 8 )  w a s  i n o c u l a t e d  i n t o  5 l i t e r s  o f  

f r e s h  B H I  m e d i u m  in  a  M i c r o  F e r m  L a b o r a t o r y  

F e r m e n t o r ,  m o d e l  M F  1 1 4  ( N e w  B r u n s w i c k  S c i e n ­

t i f i c  C o . ,  N e w  B r u n s w i c k ,  N . J . ) .  T h e  c u l t u r e  w a s  

i n c u b a t e d  a t  3 7  C  w i t h  c o n s t a n t  s t i r r i n g  ( 2 0 0  r e v / m i n ) .  

T h e  a e r a t i o n  r a t e  w a s  a d j u s t e d  t o  2  l i t e r s  o f  a i r  p e r  

m i n .  W h e n  t h e  t u r b i d i t y  o f  t h e  c u l t u r e  h a d  i n c r e a s e d  

t o  e x t i n c t i o n  0 . 5 ,  m i t o m y c i n  C  ( 1 . 0  / u g / m l )  w a s  a d d e d  

a n d  i n c u b a t i o n  w a s  c o n t i n u e d  f o r  10 m i n .  T h e  c e l l s  

w e r e  t h e n  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s ­

p e n d e d  i n  f r e s h  p r e w a r m e d  B H I  m e d i u m ;  i n c u b a t i o n  

w a s  c o n t i n u e d  f o r  3 h r .  A f t e r  t h i s  p e r i o d ,  c h l o r o f o r m  

(7  m l / l i t e r )  w a s  a d d e d ,  a n d  t h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  

f o r  5 m i n .  C e l l s  w e r e  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t

2 3 , 0 0 0  X  g ,  a n d  a m m o n i u m  s u l f a t e  w a s  a d d e d  t o  t h e  

s u p e r n a t a n t  f l u i d  t o  o b t a i n  4 0 %  s a t u r a t i o n .  A f t e r  

c e n t r i f u g a t i o n  o f  t h e  p r e c i p i t a t e ,  m o r e  a m m o n i u m  

s u l f a t e  w a s  a d d e d  t o  6 0 %  s a t u r a t i o n .  T h e  p r e c i p i t a t e  

w a s  a l l o w e d  t o  s t a n d  o v e r n i g h t ,  a n d  t h e n  w a s  c o l ­

l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  d i s s o l v e d  in  T r i s  b u f f e r  

( / ; H  7 . 0 ) .  T h e  c o n c e n t r a t e d  b a c t e r i o c i n  s o l u t i o n  w a s  

t h e n  d i a l y z e d  a g a i n s t  t h e  s a m e  b u f f e r  f o r  2 4  h r  in  

c e l l o p h a n e  t u b i n g .  T h i s  s o l u t i o n  w i l l  b e  r e f e r r e d  t o  a s  

“ c r u d e  b a c t e r i o c i n . ”  F o r  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n ,  10 m l  

o f  “ c r u d e  b a c t e r i o c i n ”  w a s  a p p l i e d  o n  a  c o l u m n  o f  

S e p h a d e x  G - 1 5 0  (3  b y  4 0  c m ) ,  w h i c h  h a d  p r e v i o u s l y  

b e e n  e q u i l i b r a t e d  w i t h  0 . 0 5  m  T r i s  b u f f e r  (p H  7 . 0 ) .  

T h e  c o l u m n  w a s  t h e n  w a s h e d  w i t h  t h e  s a m e  b u f f e r .  

F r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  o n  a n  L K B  3 4 0 0  B R a d i R a c  

f r a c t i o n  c o l l e c t o r ,  a n d  u l t r a v i o l e t  a b s o r p t i o n  a t  a  

w a v e l e n g t h  o f  2 8 0  m/x w a s  m e a s u r e d  w i t h  a n  U v i c o r d

I I  L K B  8 3 0 0 ,  e q u i p p e d  w i t h  a  L K B  6 5 2 0  A  C h o p p e r  

B a r  R e c o r d e r  ( L K B - P r o d u k t e r  A B ,  S t o c k h o l m ,  

S w e d e n ) .  A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  4  C .

E lec tro n  m icroscopy .  T h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  o f  a  

m i t o m y c i n  C - i n d u c e d  c u l t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  f o r  1 h r  

a t  5 7 , 0 0 0  X  g. T h e  p e l l e t  w a s  s u s p e n d e d  i n  0 .1  m  a m ­

m o n i u m  a c e t a t e .  N e g a t i v e l y  s t a i n e d  s p e c i m e n s  w e r e  

p r e p a r e d  b y  d e p o s i t i n g  a  d r o p  o f  t h e  s a m p l e  s o l u t i o n  

o n  a  c a r b o n - c o a t e d  g r i d .  A f t e r  1 m i n ,  t h e  e x c e s s  o f  t h e  

s o l u t i o n  w a s  w i t h d r a w n  b y  t o u c h i n g  t h e  e d g e  o f  t h e  

g r i d  w i t h  f i l t e r  p a p e r .  T h e n  a  d r o p  o f  a  2 %  s o l u t i o n  

o f  p h o p h o t u n g s t i c  a c i d  a d j u s t e d  t o  p H  7 . 0  w i t h  

p o t a s s i u m  h y d r o x i d e  w a s  d e p o s i t e d  o n  t h e  g r i d  a n d

w i t h d r a w n  a f t e r  1 m i n .  W h e n  d r y ,  t h e  s p e c i m e n s  

w e r e  r e a d y  f o r  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .  A  P h i l i p s  E . M .  

200 e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  w a s  u s e d .

E stim a tio n  o f  m o lecu lar weight. T h e  m o l e c u l a r  

w e i g h t  o f  b a c t e r i o c i n  w a s  e s t i m a t e d  b y  t h e  m e t n o d  o f  

M a r t i n  a n d  A m e s  ( 2 2 ) .  C a t a l a s e  ( 5 2<mv =  1 1 . 3 5 )  

w a s  u s e d  a s  s t a n d a r d  e n z y m e  (22). S a m p l e s  t o  b e  

t e s t e d  w e r e  c e n t r i f u g e d  u n t i l  c l e a r  a n d  m i x e d  w i t h  

c a t a l a s e  ( 10,000 u n i t s / m l ,  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n ) ;  0.10 

m l  o f  t h i s  m i x t u r e  w a s  l a y e r e d  o n  4 . 6  m l  o f  a  l i n e a r  

s u c r o s e - g r a d i e n t  (5  t o  2 0 %  s u c r o s e  in  0 . 0 5  m  T r i s  

b u f f e r ,  />H 7 . 0 ) .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  16 h r  a t

1 3 5 , 0 0 0  X  g  a t  4  C ,  t h e  c e n t r i f u g e  t u b e  w a s  p u n c t u r e d ,  

a n d  f r a c t i o n s  o f  e q u a l  v o l u m e  w e r e  c o l l e c t e d .  E a c h  

f r a c t i o n  w a s  d i l u t e d  w i t h  2  m l  o f  a  0 . 9 %  N a C l  s o l u ­

t i o n  a n d  a n a l y z e d  f o r  b a c t e r i o c i n  a n d  c a t a l a s e  a c t i v i t y .  

C a t a l a s e  w a s  a s s a y e d  b y  f o l l o w i n g  t h e  d e c r e a s e  i n  a b -  

s o r b a n c y  a t  a  w a v e l e n g t h  o f  2 4 0  m / i  o f  a  2 . 5 - m l  r e a c ­

t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n i n g  1.0 m l  o f  p o t a s s i u m  

p h o s p h a t e  b u f f e r ,  p H  7 . 5  ( 3 0  /u m ) ,  1 m l  o f  H 20 2 

s o l u t i o n  ( 3 6  / iM ), a n d  0 . 5  m l  o f  t h e  d i l u t e d  f r a c t i o n ,  

d u r i n g  1 0 0  s e c .  R e a c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  a  

U n i c a m  S P  8 0 0  u l t r a v i o l e t  s p e c t r o p h o t o m e t e r  

( U n i c a m  I n s t r u m e n t s  L t d . ,  C a m b r i d g e ,  E n g l a n d ) .  

T h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  ( o r  a p p r o x i m a t e  m o l e c ­

u l a r  w e i g h t )  o f  t h e  b a c t e r i o c i n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  a  

s i m p l e  r a t i o  o f  m o b i l i t i e s  o f  b a c t e r i o c i n  a n d  c a t a l a s e .

T ra n sfer  o f  bacterioc inogeny.  T r a n s f e r  e x p e r i m e n t s  

w e r e  c a r r i e d  o u t  b y  m e a n s  o f  t h e  m i x e d  c u l t u r e  

m e t h o d  o f  O z e k i ,  S t o c k e r ,  a n d  S m i t h  ( 2 5 ) ,  m o d i f i e d  

i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  M u l c z y k  a n d  D u g u i d  

( 2 4 ) .  T h e  d o n o r  a n d  a c c e p t o r  b a c t e r i a  c o u l d  b e  d i s ­

t i n g u i s h e d  b y  n u t r i t i o n a l  d e f i c i e n c i e s  o f  t h e  d o n o r  o r  

o f  b o t h  o f  t h e m .  A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  d o n e  a t  3 7  C .  

B a c t e r i a  w e r e  g r o w n  in  B H I  m e d i u m  f o r  18 o r  4 8  h r ,  

a n d  t h e n  6 m l  o f  t h e  d o n o r  c u l t u r e  w a s  m i x e d  w i t h  2 

m l  o f  t h e  a c c e p t o r  c u l t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  

f o r  2 4  h r .  A f t e r  t h a t ,  t h e  c u l t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d ,  t h e  

s e d i m e n t  w a s  r e s u s p e n d e d  in  0 . 9 %  N a C l  s o l u t i o n ,  

a n d  0 . 1- m l  a m o u n t s  o f  s e r i a l  10- f o l d  d i l u t i o n s  w e r e  

s p r e a d  o n  p l a t e s  o f  m i n i m a l  s a l t s - a g a r ,  s u p p l e m e n t e d ,  

i f  n e c e s s a r y ,  w i t h  a p p r o p r i a t e  n u t r i e n t s  t o  a l l o w  

g r o w t h  o f  t h e  a c c e p t o r  b a c t e r i a  o n l y .  T h e  s e l e c t i v e  

p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t ,  a f t e r  w h i c h  a l l  

c o l o n i e s  f r o m  a  n u m b e r  o f  p l a t e s  w e r e  r e i n o c u l a t e d  

o n  p l a t e s  o f  t h e  s a m e  m e d i u m .  F i f t e e n  i n o c u l a  a t  

r e g u l a r  d i s t a n c e s  w e r e  u s e d  o n  e a c h  p l a t e .  A f t e r  

o v e r n i g h t  i n c u b a t i o n ,  t h e  b a c t e r i a  w e r e  k i l l e d  b y  

c h l o r o f o r m  v a p o r .  T h e  p l a t e s  w e r e  o v e r l a y e r e d  w i t h  

3 .5  m l  o f  s o f t  a g a r ,  s e e d e d  w i t h  a b o u t  107 i n d i c a t o r  

b a c t e r i a .  F o r  i s o l a t i o n  o f  a c c e p t o r  c e l l s  w h i c h  h a d  

a l s o  a c q u i r e d  r e s i s t a n c e  a g a i n s t  a n t i b i o t i c s ,  a  s i m i l a r  

m e t h o d  w a s  f o l l o w e d ,  e x c e p t  t h a t  b e f o r e  b e i n g  k i l l e d  

c o l o n i e s  w e r e  r e p l i c a t e d  o n  s e l e c t i v e  p l a t e s  a p p r o ­

p r i a t e l y  s u p p l e m e n t e d  w i t h  a n t i b i o t i c s  a n d  i n c u b a t e d  

o v e r n i g h t .

F o r  r a p i d  i s o l a t i o n  o f  r e c i p i e n t  c e l l s  w h i c h  h a d  

r e c e i v e d  a n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e ,  t h e  m e t h o d  o f  D a t t a ,  

L a w n ,  a n d  M e y n e l l  ( 7 )  w a s  u s e d .  D o n o r  a n d  a c c e p t o r  

c e l l s  w e r e  g r o w n  f o r  6 h r  i n  B H I ,  a n d  t h e n  1 m l  o f  

e a c h  w a s  a d d e d  t o  8 m l  o f  f r e s h  b r o t h  a n d  i n c u b a t e d  

f o r  2 4  h r .  A f t e r  t h a t  t i m e ,  0 . 1 - m l  a m o u n t s  o f  s e r i a l  

10 - f o l d  d i l u t i o n s  o f  t h e  m i x t u r e  w e r e  s p r e a d  o n  a  s e t  

o f  p l a t e s  o f  m i n i m a l  s a l t s - a g a r  w i t h  n u t r i e n t s  a n d
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a n t i b i o t i c s  t o  a l l o w  s e l e c t i o n  o f  a c c e p t o r  b a c t e r i a  

w h i c h  h a d  a c q u i r e d  r e s i s t a n c e  a g a i n s t  a n t i b i o t i c s .  

T h e n ,  i n d i v i d u a l  c o l o n i e s  w e r e  i s o l a t e d  a n d  t e s t e d  l o r  

b a c t e r i o c i n  p r o d u c t i o n .

R e s u l t s

P r o d u c t io n  o f  b a c te r io c in .  I n  B H I  m e d i u m ,  

c e l l s  o f  E . c lo a c a e  s t r a i n  D F 1 3  p r o d u c e d  b a c ­

t e r i o c i n  s p o n t a n e o u s l y .  T h e  a m o u n t  o f  b a c ­

t e r i o c i n  p r o d u c e d  w a s  r e l a t i v e l y  s m a l l ;  t h e  

s u p e r n a t a n t  f l u i d  c o n t a i n e d  a b o u t  20  k i l l i n g  

u n i t s / m l .  L a t e r ,  w e  f o u n d  t h a t  m i t o m y c i n  C  

c o u l d  i n d u c e  b a c t e r i o c i n  p r o d u c t i o n ,  a s  h a s  b e e n  

d e s c r i b e d  i n  a  n u m b e r  o f  o t h e r  c a s e s  ( 8 , 2 0 ,  2 9 ) .  

A b o u t  1 j u g / m l  w a s  m o s t  e f l i c i e n t  f o r  i n d u c t i o n  

o f  b a c t e r i o c i n  f o r m a t i o n  i n  a c t i v e l y  g r o w i n g  

c u l t u r e s .  T h e  t i m e  c o u r s e  o f  t h e  p r o d u c t i o n  is  

s h o w n  i n  F i g .  1 .  A f t e r  r e m o v a l  o f  m i t o m y c i n  C ,  

t h e  t u r b i d i t y  o f  t h e  c u l t u r e  i n c r e a s e d  s t e a d i l y  f o r  

a b o u t  4 5  m i n ,  a n d  t h e n  s u d d e n l y  f e l l ,  a f t e r  w h i c h  

g r o w t h  s t a r t e d  a g a i n .  D u r i n g  t h e  f i r s t  p e r i o d  i n  

w h i c h  t h e  t u r b i d i t y  i n c r e a s e d ,  t h e r e  w a s  n o  r i s e  in  

t h e  n u m b e r  o f  c o l o n y - f o r m i n g  c e l l s .  I n  t h i s  p e r i o d ,  

t h e  f o r m a t i o n  o f  f i l a m e n t o u s  c e l l s ,  a s  r e c e n t l y  d e ­

s c r i b e d  b y  S u z u k i ,  P a n g b o r n ,  a n d  K i l g o r e  ( 3 2 ) ,  

w a s  o b s e r v e d .  T h e  a m o u n t  o f  b a c t e r i o c i n  l i b e r ­

a t e d  q u i c k l y  r o s e  a f t e r  r e m o v a l  o f  t h e  m i t o m y c i n  

C  a n d  t h e n  r e m a i n e d  c o n s t a n t  f o r  s e v e r a l  h o u r s ,  

a f t e r  w h i c h  t h e  b a c t e r i o c i n  c o n c e n t r a t i o n  d e ­

c r e a s e d .  U s u a l l y ,  a b o u t  1 0 , 0 0 0  k i l l i n g  u n i t s  p e r

m l  o f  s u p e r n a t a n t  f l u i d  w e r e  a t t a i n e d .  I n d u c t i o n  

w i t h  0 .1  fjig  o f  m i t o m y c i n  C  p e r  m l  g a v e  a  b a c ­

t e r i o c i n  p r o d u c t i o n  w h i c h  w a s  a b o u t  o n e - t e n t h  a s  

g r e a t ;  w i t h  c o n c e n t r a t i o n s  h i g h e r  t h a n  1.0  jug  o f  

m i t o m y c i n  C  p e r  m l ,  n o  i n c r e a s e  i n  b a c t e r i o c i n  

p r o d u c t i o n  c o u l d  b e  a t t a i n e d .

P a r t ia l  p u r i f ic a t io n  o f  th e  b a c te r io c in .  P u r i f i c a ­

t i o n  o f  t h e  b a c t e r i o c i n  w a s  p e r f o r m e d  a s  d e ­

s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s .  D u r i n g  g e l  

f i l t r a t i o n  o f  “ c r u d e  b a c t e r i o c i n ”  o n  S e p h a d e x  

G - 1 5 0 ,  t h e  s a m p l e  w a s  s e p a r a t e d  i n t o  t h r e e  

f r a c t i o n s  h a v i n g  u l t r a v i o l e t  a b s o r p t i o n  a t  2 8 0  m p. 

( F i g .  2 ) .  T h e  f i r s t  f r a c t i o n  s h o w s  a  s m a l l  b a c ­

t e r i o c i n  a c t i v i t y  i n  a d d i t i o n  t o  a  h i g h  u l t r a v i o l e t  

a b s o r p t i o n .  T h e  m a j o r  p a r t  o f  t h e  b a c t e r i o c i n  

a c t i v i t y  i s  e l u t e d  i n  t h e  s e c o n d  f r a c t i o n  w i t h  l o w  

u l t r a v i o l e t  a b s o r p t i o n .  T h e  t h i r d  f r a c t i o n  h a s  n o  

b i o l o g i c a l  a c t i v i t y .  T a b l e  2  s h o w s  t h e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  a t  s e v e r a l  s t e p s  o f  t h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e ­

d u r e .  A s  c a n  b e  s e e n  f r o m  t h i s  t a b l e ,  t h e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  i n c r e a s e s  10 - f o l d  a f t e r  a m m o n i u m  s u l f a t e  
• /

p r e c i p i t a t i o n  a n d  o n c e  a g a i n  s e v e n  t i m e s  a f t e r  

izel f i l t r a t i o n .  T h e  i d e n t i t y  o f  t h e  b a c t e r i o c i n  

d u r i n g  t h e  p u r i f i c a t i o n  is  c o n t r o l l e d  b y  t h e  a c ­

t i v i t y  s p e c t r u m .  T h i s  s p e c t r u m  i s  q u i t e  t h e  s a m e  

f o r  t h e  s u p e r n a t a n t  f l u i d ,  t h e  “ c r u d e  b a c t e r i o c i n , ”  

a n d  t h e  p u r i f i e d  b a c t e r i o c i n  e l u t e d  a s  t h e  s e c o n d  

f r a c t i o n  b y  g e l  f i l t r a t i o n .

U p o n  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  t h r e e  f r a c t i o n s  u n d e r  

a n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e ,  p h a g e l i k e  p a r t i c l e s  w e r e  

f o u n d  i n  t h e  f i r s t  f r a c t i o n .  I n  t h e  s e c o n d  a n d  

t h i r d  f r a c t i o n s ,  n o  p h a g e l i k e  p a r t i c l e s  n o r  o t h e r  

s t r u c t u r a l  c o m p o n e n t s  c o u l d  b e  d e t e c t e d .

C h e m ic a l  n a tu r e  o f  th e  b a c te r io c in .  B i o l o g i c a l  

a c t i v i t y  o f  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  b a c t e r i o c i n  p r e p a r a ­

t i o n s  is  c o m p l e t e l y  d e s t r o y e d  b y  i n c u b a t i o n  w i t h  

t r y p s i n .  T h e s e  p r e p a r a t i o n s  c o n t a i n  l a r g e  a m o u n t s  

o f  p r o t e i n  a s  e s t i m a t e d  b y  t h e  L o w r y  t e s t  ( 2 1 ) .

F i g . 1 . B acteriocin  production  b y  E n te ro b a c te r  

cloacae stra in  D F I 3  a fte r  induction  with 1.0 n g  o f  

m ito m y c in  C / m l , a d d ed  as ind ica ted  b y  the arrow .

( T h e  in terrup tion  in the g ro w th  curve is ca u sed  b y  

cen tr ifug a tion .)

100
15 30 45 60

f ract io n  num ber

F i g . 2 .  G el f i l tra tio n  o f  “crude b a c te r io c in ” on 

S e p h a d e x  G -150.

- - -  t ransm ission  at 280 m / j

o —« bacter iocin  - act i vi t y
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T a b l e  2. P u r i f ic a t io n  o f  b a c te r io c in

F r a c t i o n

S p e c i f i c  a c t i v i t y  

X  1 0 “ 3 ( k i l l i n g  

u n i t s / m g  o f  p r o t e i n ;

S u p e r n a t a n t  f l u i d . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3 . 2

C r u d e  b a c t e r i o c i n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

A f t e r  g e l - i i l t r a t i o n  ( F i g .  2 )

T o p  o f  t h e  l i r s t  f r a c t i o n . . . . . . . . . 4

T o p  o f  t h e  s e c o n d  f r a c t i o n . . . 200

S e c o n d  f r a c t i o n  ( a v e r a g e ) . . . . 6 2 . 5

T h i r d  f r a c t i o n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0

R N A ,  m e a s u r e d  w i t h  t h e  o r c i n o l  r e a g e n t  ( 2 3 ) ,  

D N A ,  m e a s u r e d  w i t h  t h e  d i p h e n y l a m i n e  r e a g e n t  

( 5 ) ,  a n d  s u g a r s ,  m e a s u r e d  w i t h  t h e  a n a t h r o n e  

r e a g e n t  ( 2 8 )  a r e  e i t h e r  c o m p l e t e l y  a b s e n t  o r  a r e  

p r e s e n t  i n  n e g l i g i b l e  a m o u n t s  ( l e s s  t h a n  2 . 5 %  o f  

t h e  a m o u n t  o f  p r o t e i n ) .  W e  m a y  c o n c l u d e  t h a t  

t h e  b a c t e r i o c i n  i s  a  p r o t e i n .

E s t im a t io n  o f  m o le c u la r  w e ig h t .  T o  e s t i m a t e  

t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  b a c t e r i o c i n ,  t h e  s e d i ­

m e n t a t i o n  b e h a v i o r  o f  b a c t e r i o c i n  a n d  c a t a l a s e  

w a s  s t u d i e d  i n  a  s u c r o s e  g r a d i e n t .  T h e  d i s t r i b u ­

t i o n  o f  b a c t e r i o c i n  a n d  c a t a l a s e  a c t i v i t y  a f t e r  

c e n t r i f u g a t i o n  i s  s h o w n  i n  F i g .  3 .  F r o m  e i g h t  

e x p e r i m e n t s ,  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o n s t a n t  S ->0iW o f  

t h e  b a c t e r i o c i n  c o u l d  b e  c a l c u l a t e d  a s  4 . 4  d t  

0 . 2 5  a t  3  C .  A s s u m i n g  a  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e  

o f  0 . 7 3  c m 3/ g ,  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  b a c ­

t e r i o c i n  c a n  b e  c a l c u l a t e d  a s  6 1 , 0 0 0  db 4 , 0 0 0 .

D e te c t io n  o f  p h c ig e l ik e  p a r t ic le s  b y  e le c tr o n  m i ­

c r o s c o p y .  A s  c a n  b e  c o n c l u d e d  f r o m  t h e  l i t e r a t u r e  

( 4 ,  9 ,  1 7 ,  1 9 ,  2 7 ,  2 9 ,  3 0 ) ,  c u l t u r e s  o f  s o m e  b a c -  

t e r i o c i n o g e n i c  b a c t e r i a  c o n t a i n  d e t e c t a b l e  n u m ­

b e r s  o f  p h a g e l i k e  p a r t i c l e s .  A f t e r  i n d u c t i o n  w i t h  

m i t o m y c i n  C  ( 1 . 0  / i g / m l ) ,  t h e  c u l t u r e  l y s a t e  o f  E .  

c lo a c a e  s t r a i n  D F 1 3  w a s  t h e r e f o r e  i n v e s t i g a t e d  

u n d e r  a n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e .  A f t e r  n e g a t i v e  

s t a i n i n g ,  w e  f o u n d  p h a g e l i k e  p a r t i c l e s  ( F i g .  4 C ) .  

O n  t h e  s h e a t h ,  w e  c o u l d  d i s t i n g u i s h  a n n u l i ,  

c o a r s e  h e l i c e s ,  a  b a s e  p l a t e ,  a n d  v e r y  d e l i c a t e  

t a i l  f i b e r s .  A s  c a n  b e  s e e n  ( F i g .  4 A ) ,  t h e  t a i l  i s  

c o n t r a c t i l e .  A f t e r  c o n t r a c t i o n  t h e  c o r e  i s  e x ­

p o s e d .  T h u s ,  t h i s  p h a g e  f i t s  i n t o  t h e  f i r s t  c l a s s  

o f  m o r p h o l o g i c a l  p h a g e  t y p e s  o f  B r a d l e y  ( 3 ) .  

T h e  h e a d  e x h i b i t s  a  s i x - s i d e d  o u t l i n e ,  w h i c h  

is  b e s t  p r e s e r v e d  ( F i g .  4 B )  b y  a d d i t i o n  o f  

5  X  1 0 ~3 m  M g C l o  t o  t h e  c u l t u r e  m e d i u m ,  a s  

d e s c r i b e d  b y  S e a m a n  e t  a l .  ( 2 9 ) .  I f  t h e  h e a d  is  

e m p t y ,  w e  c a n  s e e  w i t h i n  i t  a  b a s a l  k n o b  o n  t h e  

p r o x i m a l  e n d  o f  t h e  c o r e .  T w o  v a r i a n t s  o f  t h i s  

p h a g e  e x i s t  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  d i m e n s i o n s  o f  t h e  

h e a d .  B e t w e e n  8 5  a n d  9 0 %  o f  t h e  m e a s u r e d  p a r ­

t i c l e s  h a v e  a  h e a d  w i t h  a n  a x i a l  d i a m e t e r  o f  3 5 0  

A  ( F i g .  4 A ,  C )  , a n d  1 0  t o  1 5 %  h a v e  a  h e a d  w i t h  

a n  a x i a l  d i a m e t e r  o f  a b o u t  5 4 0  A  ( F i g .  4 B ) .  F i g ­

u r e  4 E  s h o w s  b o t h  v a r i a n t s .  W i t h  r e s p e c t  t o  t h e
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F i g . 3 .  C en trifuga tion  o f  a m ix tu r e  o f  p a r tia lly  

p u r ifie d  bacteriocin  (fra c tio n  2 a fte r  ge l f i l tra tio n ) a n d  

ca ta lase  on a linear sucrose-gradient  ( 5  to  2 0 %  

sucrose in 0 .05  m T ris  b u f fe r , p H  7.0).

h e a d  m o r p h o l o g y ,  t h e  t a i l  m o r p h o l o g y ,  a n d  t h e  

d i m e n s i o n s  o f  t h e  t a i l ,  t h e r e  i s  n o  a p p a r e n t  d i f f e r ­

e n c e  b e t w e e n  t h e  t w o  v a r i a n t s .  W e  w i l l  r e f e r  t o  

b o t h  v a r i a n t s  a s  p h a g e  t y p e  D F 1 3 .

A p p a r e n t l y  i n t a c t  p h a g e s  w e r e  f o u n d  r e l a t i v e l y  

r a r e l y .  M o s t  o f  t h e  p a r t i c l e s  w e r e  i n c o m p l e t e ,  s o  

w e  f o u n d  p h a g e s  w i t h  f u l l  o r  e m p t y  h e a d  a n d  

c o n t r a c t e d  s h e a t h  ( F i g .  4 A ) ,  e m p t y  h e a d s  w i t h o u t  

t a i l  ( F i g .  4 B ) ,  a n d  t a i l s  w i t h  e x t e n d e d  o r  c o n ­

t r a c t e d  s h e a t h  w i t h o u t  a  h e a d  ( F i g .  4 A ,  E ) .  A l l  

d i m e n s i o n s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  3 .

E . c lo a c a e  s t r a i n  0 2 ,  w h i c h  w a s  u s e d  a s  a c c e p ­

t o r  s t r a i n  i n  t r a n s f e r  e x p e r i m e n t s ,  h a s  a l s o  b e e n  

i n v e s t i g a t e d  i n  t h e  s a m e  m a n n e r .  I n  t h i s  s t r a i n ,  

t o o ,  w e  f o u n d  p h a g e l i k e  p a r t i c l e s  w i t h  c o n t r a c t i l e  

t a i l s .  W e  n e v e r  f o u n d  a n  i n t a c t  p h a g e ,  b u t  f o u n d  

m o s t l y  e m p t y  h e a d s  a n d  v e r y  r a r e l y  ( 2 %  o f  a l l  

o b s e r v e d  p h a g e l i k e  p a r t i c l e s )  a  p h a g e  w i t h  

e m p t y  h e a d  a n d  c o n t r a c t e d  s h e a t h  ( F i g .  4 D ) .  T h e  

d i m e n s i o n s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  3 .  W e  w i l l  r e f e r  t o  

t h i s  p h a g e  a s  p h a g e  t y p e  0 2 .

T h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  p h a g e  t y p e  D F 1 3  a n d  

p h a g e  t y p e  0 2  a r e  f o u n d  m a i n l y  i n  t h e  d i m e n s i o n s  

o f  t h e i r  t a i l s  ( T a b l e  3 ) .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  s u r f a c e  

o f  t h e  h e a d  o f  p h a g e  t y p e  0 2  s h o w s  a  t r i a n g u l a r  

a n n u l u s ,  a n d  t h e  c o r e  d o e s  n o t  h a v e  a  b a s a l  k n o b  

a t  i t s  p r o x i m a l  e n d  ( F i g .  4 D ) .

I t  m u s t  b e  e m p h a s i z e d  t h a t  a l t h o u g h  i n t a c t  

p h a g e l i k e  p a r t i c l e s  a r e  o b s e r v e d  i n  c u l t u r e  l y s a t e s  

o f  E . c lo a c a e  s t r a i n  D F 1 3 ,  w e  h a v e  b e e n  u n a b l e ,  

u n t i l  n o w ,  t o  f i n d  a  s u i t a b l e  h o s t  f o r  t h e  m u l t i p l i ­

c a t i o n  o f  t h e s e  p h a g e l i k e  p a r t i c l e s .  T h i r t y - f i v e
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F i g . 4 .  E lec tro n  m icrograph  o f  p h a g e lik e  p a rtic les  f r o m  E n te ro b a c te r  c loacae stra ins D F 13  a n d  0 2  s ta in ed  

w ith  ph osph o tun gstic  acid. (A  a n d  E )  P h ag e like  pa rtic les  typ e  D F 13. (B ) L a rg e  e m p ty  heads o f  typ e  D F 13. ( O  

In ta c t p hage  p a rtic le  typ e  D F I 3 .  (D)  P hage p a rtic le  typ e  0 2  with c o n tra c te d  shea th  a n d  e m p ty  head. M a g n if i ­

ca tion  o f  A  =  X  200 .000; B, C ,  D , a n d  E  =  X  300,000. M a r k e r  represen ts  0.1  ju.

s t r a i n s  o f  K le b s ie l la  s p e c i e s ,  f i v e  s t r a i n s  o f  E .  

c lo a c a e , a n d  f o u r  s t r a i n s  o f  E s c h e r ic h ia  c o / i  h a v e  

b e e n  t e s t e d  b y  t h e  d o u b l e - l a y e r  m e t h o d  f o r  d e ­

t e c t i o n  o f  p l a q u e  f o r m a t i o n  w i t h o u t  s u c c e s s .  A l l  

t h e s e  s t r a i n s  h a v e  b e e n  u s e d  p r e v i o u s l y  ( 3 1 )  f o r  

d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a c t i v i t y  s p e c t r u m  o f  b a c -  

t e r i o c i n .

T r a n s fe r  e x p e r im e n t s .  A s  s h o w n  i n  T a b l e  4 ,  

t r a n s f e r  o f  b a c t e r i o c i n o g e n y  is  p o s s i b l e  f r o m  E .  

c lo a c a e  s t r a i n  D F 1 3  t o  E . c lo a c a e  s t r a i n  0 2  w i t h

f r e q u e n c i e s  v a r y i n g  b e t w e e n  6 5  a n d  9 0 %  o f  t h e  

t o t a l  f i n a l  a c c e p t o r  p o p u l a t i o n .  T h e  r e s u l t s  o f  

d i f f e r e n t  t r a n s f e r  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  

h i g h e s t  t r a n s f e r  i s  r e a c h e d  i f  t h e  p r e c u l t u r e s  a r e  

i n  t h e  p o s t l o g a r i t h m i c  p h a s e  b e f o r e  m i x i n g .  

O v e r n i g h t  i n c u b a t i o n  o f  t h e  m i x t u r e  f o r  1 8  h r  i s  

t h e n  s u f f i c i e n t  t o  o b t a i n  a  h i g h  t r a n s f e r  ( T a b l e  4 ) .

T r a n s f e r  o f  t h e  b a c t e r i o c i n o g e n i c  f a c t o r  o c c u r s  

f r e q u e n t l y  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  t r a n s f e r  o f  r e ­

s i s t a n c e  a g a i n s t  s t r e p t o m y c i n ,  s u l f a n i l a m i d e ,  a n d
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T a b l e  3 .  D im e n s io n s  o f  p h a g e l ik e  p a n i c l e s  

p r o d u c e d  b y  s tr a in s  o f  E n te r o b a c te r

c lo a c a e

D i m e n s i o n

A v g  d i m e n s i o n s  (A )

P h a g e  t y p e  
ID F 13

P h a g e  t y p e  0 2

D i a m e t e r  o f  h e a d . . . 3 5 0 ,  5 4 0 " 5 9 0

L e n g t h  o f  c o n ­

t r a c t e d  s h e a t h . . . . 4 5 0 7 0 0

L e n g t h  o f  e x t e n d e d

s h e a t h . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 , 1 9 0 N e v e r  o b s e r v e d

D i a m e t e r  o f  s h e a t h . 1 9 0 2 2 0

L e n g t h  o f  c o r e . . . . . . . . . 1 , 1 9 0 1 , 6 3 0

D i a m e t e r  o f  c o r e .  . . 8 0 9 0

a I n  p h a g e  t y p e  D F 1 3 ,  t w o  t y p e s  o f  h e a d s  e x i s t  

w i t h  d i f f e r e n t  d i a m e t e r s .

T a b l e  4 .  T r a n s fe r  o f  b a c te r io c in o g e n y  in  

E n te r o b a c te r  c lo a c a e  s tr a in  D F 13  X  E .  

c lo a c a e  s tr a in  0 2  c r o s s e s

S t r a i n  n o .
N o .  o f  

c o l o n i e s  
t e s t e d

•

( B a c  D F 1 3 )  
t r a n s f e r  ( % )

I n c u b a t i o n  
t i m e  o f  p r e ­
c u l t u r e  ( h r )

D o n o r A c c e p t o r

S  4 7 8 H  4 7 8 4 0 5 7 8 18

S  1 6 5 H  4 7 8 3 9 9 6 5 4 8

S  4 7 8 H  4 5 6 135 9 0 4 8

p e n i c i l l i n .  T h e  r e s u l t s  o f  a n  a n a l y s i s  o f  a l l  t h e  

t e s t e d  c o l o n i e s  f r o m  a  t r a n s f e r  e x p e r i m e n t  a r e  

s h o w n  i n  T a b l e  5 .  I t  i s  e v i d e n t  t h a t  t h e  f r e q u e n c y  

o f  t r a n s f e r  o f  r e s i s t a n c e  a g a i n s t  t h e s e  t h r e e  a n t i ­

b i o t i c s  i s  a l s o  v e r y  h i g h .

T r a n s f e r  o f  b a c t e r i o c i n o g e n y  o r  r e s i s t a n c e  

a g a i n s t  a n t i b i o t i c s  b y  m e a n s  o f  a  c u l t u r e  f i l t r a t e ,  

i n d u c e d  o r  n o t  i n d u c e d ,  w a s  n o t  p o s s i b l e ,  i n d i ­

c a t i n g  t h a t  t r a n s f e r  c a n n o t  b e  d u e  t o  t r a n s d u c ­

t i o n  b y  t h e  D F 1 3  p h a g e .  I t  m a y  b e  c o n c l u d e d  

t h a t ,  i n  a l l  t h e s e  c a s e s ,  t r a n s f e r  i s  d u e  t o  c o n j u g a ­

t i o n .

A s  m e n t i o n e d  a b o v e ,  i n  o u r  t r a n s f e r  e x p e r i ­

m e n t s  t h e  d o n o r  a n d  a c c e p t o r  c e l l s  c o u l d  b e  d i s ­

t i n g u i s h e d  b y  n u t r i t i o n a l  d e f i c i e n c i e s .  I n  m o s t  

e x p e r i m e n t s ,  t h e  a c c e p t o r  s t r a i n  n e e d e d  m e t h i ­

o n i n e  o r  h i s t i d i n e  f o r  g r o w t h .  I n  n o n e  o f  t h e s e  

e x p e r i m e n t s  w a s  t r a n s f e r  o f  b a c t e r i o c i n o g e n y  a n d  

s t r e p t o m y c i n  r e s i s t a n c e  f o u n d  t o  b e  a c c o m p a n i e d  

b y  c h r o m o s o m e  t r a n s f e r .  A  c h r o m o s o m e  t r a n s f e r  

w i t h  f r e q u e n c i e s  l o w e r  t h a n  10 -8  c o u l d  n o t  b e  

d e t e c t e d  b e c a u s e  o u r  m u t a n t s  r e v e r t  w i t h  t h i s  

f r e q u e n c y .  A l s o ,  i n  m a n y  o t h e r  e x p e r i m e n t s  w i t h  

s t r a i n s  w i t h  o t h e r  n u t r i t i o n a l  d e f i c i e n c i e s  n o  

c h r o m o s o m e  t r a n s f e r  w a s  o b s e r v e d  (u n p u b l i s h e d  

d a ta ) .  T h u s ,  w e  m a y  c o n c l u d e  t h a t  t r a n s f e r  o f

T a b l e  5 .  A n a ly s i s  f o r  b a c te r io c in o g e n y  a n d  

r e s is ta n c e  a g a in s t  a n t ib io t ic s  o f  th e  

c o lo n ie s  o f  th e  t r a n s fe r  e x p e r im e n t  

S  478  X  H  456  ( T a b le  4)

F 'a c t o r s

N o .  o f  c o l o n i e s  
w h i c h  o b t a i n e d  

t h e  i n d i c a t e d  
f a c t o r s

P e r c e n t a g e  o f  
t o t a l  n o .  o f  

c o l o n i e s

N o n e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 1 . 5

( B a c  D F 1 3 ) ( s t r  s u l )

( p e n ) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 0 9 8 0 . 8

( B a c  D F 1 3 ) ( p e n ) .. . . . . . . . . 12 8.8

( B a c  D F 1 3 ) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 0 . 7

( p e n ) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11 8.1

c h r o m o s o m e  m a t e r i a l  d o e s  n o t  o c c u r  i n  t h i s  c o n ­

j u g a t i o n  s y s t e m .

F r o m  t h e  h i g h  f r e q u e n c y  o f  t r a n s f e r  o f  b a c -  

t e r i o c i n c g e n y  a n d  t h e  a b s e n c e  o f  t r a n s f e r  o f  

c h r o m o s o m e  m a t e r i a l ,  w e  m a y  c o n c l u d e  t h a t  

b a c t e r i o c i n o g e n y  i s  d e t e r m i n e d  b y  a  p l a s m i d ,  a s  

h a d  b e e n  d e m o n s t r a t e d  b e f o r e  f o r  c o l i c i n  p r o d u c ­

t i o n  i n  E . c o l i  ( 6 , 2 5 ) .  S i m i l a r l y ,  r e s i s t a n c e  a g a i n s t  

t h e s e  t h r e e  a n t i b i o t i c s  m u s t  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  

p r e s e n c e  o f  a  r e s i s t a n c e - t r a n s f e r  f a c t o r .  S e p a r a t e  

t r a n s f e r  o f  r e s i s t a n c e  a g a i n s t  s t r e p t o m y c i n  a n d  

s u l f a n i l a m i d e  w a s  n e v e r  o b s e r v e d .  T h e s e  t w o  

p r o p e r t i e s  a r e  m o s t  p r o b a b l y  l o c a t e d  o n  o n e  

s i n g l e  f a c t o r .  T r a n s f e r  o f  p e n i c i l l i n  r e s i s t a n c e  

is  s o m e t i m e s  o b s e r v e d  w i t h o u t  t r a n s f e r  o f  t h e  

b a c t e r i o c i n o g e n i c  f a c t o r  a n d  w i t h o u t  t r a n s f e r  o f  

t h e  r e s i s t a n c e  a g a i n s t  s t r e p t o m y c i n  a n d  s u l ­

f a n i l a m i d e  ( T a b l e  5 ) .  T h u s ,  p e n i c i l l i n  r e s i s t a n c e  

s e e m s  t o  b e  l o c a t e d  o n  a  s e p a r a t e  p l a s m i d .  T r a n s ­

f e r  o f  t h e  f a c t o r  d e t e r m i n i n g  r e s i s t a n c e  a g a i n s t  

s t r e p t o m y c i n  a n d  s u l f a n i l a m i d e  w i t h o u t  t r a n s f e r  

o f  t h e  b a c t e r i o c i n o g e n i c  f a c t o r  w a s  n o t  o b s e r v e d  

i n  t h e  e x p e r i m e n t  o f  T a b l e  5 .

T h e  s e p a r a t e  t r a n s f e r  o f  t h e s e  f a c t o r s  w a s  

o b s e r v e d  b y  t h e  r a p i d  s e l e c t i o n  m e t h o d  f o r  

t r a n s f e r  o f  s t r e p t o m y c i n  r e s i s t a n c e .  T h i s  m e t h o d  

l o w e r s  t h e  t r a n s f e r  f r e q u e n c y  t o  a b o u t  5  x  1 0 _ c . 

T h e r e f o r e ,  t h i s  m e t h o d  is  n o t  s u i t a b l e  f o r  d e t e c ­

t i o n  o f  t r a n s f e r  o f  b a c t e r i o c i n o g e n y  a l o n e ,  a s  v e r y  

h i g h  n u m b e r s  o f  i n d i v i d u a l  c o l o n i e s  w o u l d  h a v e  

t o  b e  t e s t e d .  H o w e v e r ,  i t  is  s a t i s f a c t o r y  a s  a  r a p i d  

t e s t  f o r  t r a n s f e r  o f  r e s i s t a n c e  a g a i n s t  s t r e p t o ­

m y c i n ,  w h e t h e r  o r  n o t  i t  i s  a c c o m p a n i e d  b y  

t r a n s f e r  o f  t h e  b a c t e r i o c i n o g e n i c  f a c t o r .

M o s t  o f  t h e  r e s u l t i n g  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  

c o l o n i e s  w e r e  f o u n d  t o  h a v e  a l s o  r e c e i v e d  t h e  

b a c t e r i o c i n o g e n i c  f a c t o r  ( T a b l e  6 ) .  I n  t h e  s a m e  

w a y ,  t r a n s f e r  o f  t h e  b a c t e r i o c i n o g e n i c  f a c t o r  i n  

a d d i t i o n  t o  t h e  f a c t o r  d e t e r m i n i n g  s t r e p t o m y c i n  

r e s i s t a n c e  w a s  o b s e r v e d  i n  E n te r o b a c te r  c lo a c a e  

s t r a i n  D F 1 3  X  E . c o l i  K - 1 2 S  c r o s s e s .  F u r t h e r ­

m o r e ,  i t  w a s  o b s e r v e d  t h a t  E . c lo a c a e  s t r a i n  0 2
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T a b l e  6 .  T r a n s fe r  o f  b a c te r io c in o g e n y  

a s s o c ia te d  w ith  t r a n s fe r  o f  r e s is ta n c e

aga in s t  s t  r e p to m y c in

C r o s s ,  d o n o r  X  a c c e p t o r "

F r e q u e n c y  o f  

s t r - r  o f  t o t a l  

f i n a l  a c c e p t o r  

p o p u l a t i o n

P e r c e n t ­

a g e  o f  

r e s i s t a n t  

a c c e p t o r  

c e l l s  

w h i c h  

o b t a i n e d  

( B a c  

D F 1 3 )

I s o l a t e

( 1) S  1 6 5  x  s  8 9 _ _ _ 1 .3  X  1 0~6 100 S 231

( 2 )  S  231 X  H  4 7 5 . . . 1 .2  X  1 0~7 4 3 S  2 3 7

( 3 )  S  2 3 7  X  S  8 9 _ _ _ 6 . 0  X  lO -c 8 9

( 4 )  S  1 6 5  X  H  4 4 7 . . . 1.0 x  i o - 5 4

T a b l e  7 .  In v e s t ig a t io n  o f  va r io u s  c a te g o r ie s  o f  

r e c ip ie n t  c e l ls  f r o m  E n te r o b a c te r  c lo a c a e  s tr a in  

D F 13  X  E . c lo a c a e  s tr a in  0 2  c r o s s e s  f o r  

a b i l i ty  to  p ro d u c e  p h a g e  t y p e  D F 13

n ( 1 )  =  E n te r o b a c te r  c lo a c a e  s t r a i n  D F 1 3  X  E-  

c lo a c a e  s t r a i n  0 2 ;  (2  a n d  3 )  =  E . c lo a c a e  s t r a i n  

0 2  X  E . c lo a c a e  s t r a i n  0 2 ;  ( 4 )  =  E . c lo a c a e  s t r a i n  

D F 1 3  X  E s c h e r ic h ia  c o / i  K - 1 2 S .

s t o c k s  w h i c h  h a d  r e c e i v e d  b o t h  b a c t e r i o c i n o g e n y  

a n d  s t r e p t o m y c i n  r e s i s t a n c e  c o u l d  t r a n s f e r  t h e i r  

f a c t o r s  t o  o t h e r  m u t a n t s  o f  E . c lo a c a e  s t r a i n  0 2  

( T a b l e  6 ) .

In v e s t ig a t io n  o f  i s o la te d  r e c ip ie n t  c e lls .  F r o m  

a  n u m b e r  o f  c r o s s e s ,  a c c e p t o r  c e l l s  w e r e  i s o l a t e d  

w h i c h  h a d  r e c e i v e d  o n e  o r  a n o t h e r  o f  t h e  f a c t o r s  

s t u d i e d .  F r o m  s o m e  o f  t h e s e  s t r a i n s  ( S  2 3 1 ,  S  2 3 2 ,  

S  2 3 7 ,  S  2 3 9 ) ,  t h e  b a c t e r i o c i n  p r o d u c t i o n  w a s  

i n d u c e d  a n d  t h e  b a c t e r i o c i n  w a s  p u r i f i e d .  T h e  

e l u t i o n  p r o f i l e  o f  g e l - f i l t r a t i o n  o f  “ c r u d e  b a c ­

t e r i o c i n ”  p r e p a r a t i o n s  o f  t h e s e  s t r a i n s  o n  S e p h a -  

d e x  G - 1 5 0  w a s  e x a c t l y  i d e n t i c a l  w i t h  t h a t  o f  t h e  

w i l d  t y p e  ( F i g .  2 ) .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  a c t i v i t y  

s p e c t r u m  o f  t h e  p u r i f i e d  b a c t e r i o c i n  a n d  i t s  

m o l e c u l a r  w e i g h t  w e r e  a l s o  e x a c t l y  t h e  s a m e  a s  

o f  t h e  w i l d  t y p e .  T h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e  w a s  

a l s o  a p p l i e d  t o  s t r a i n  S  2 3 8 ,  w h i c h  a c q u i r e d  r e ­

s i s t a n c e  a g a i n s t  s t r e p t o m y c i n  a n d  s u l f a n i l a m i d e  

b u t  d i d  n o t  p r o d u c e  b a c t e r i o c i n .  I n  t h e  e l u t i o n  

p r o f i l e  o f  g e l  f i l t r a t i o n  o f  t h e  a m m o n i u m  s u l -  

f a t e - p r e c i p i t a t e d  s u p e r n a t a n t  f l u i d  o f  t h i s  s t r a i n ,  

t h e  s e c o n d  p r o t e i n  p e a k  i s  a b s e n t .

B y  m e a n s  o f  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y ,  t h e  i s o l a t e d  

s t r a i n s  w e r e  i n v e s t i g a t e d  o n  r e c e p t i o n  o f  t h e  

a b i l i t y  t o  p r o d u c e  p h a g e  t y p e  D F 1 3 .  T h i s  w a s  

p o s s i b l e  a s  t h e  d i m e n s i o n s  o f  t h e  p h a g e s  p r o ­

d u c e d  b y  E . c lo a c a e  s t r a i n s  D F 1 3  a n d  0 2  a r e  

d i f f e r e n t  ( T a b l e  3 ) .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  v a r i o u s  

E n te r o b a c te r  c r o s s e s  f o r  a b i l i t y  t o  p r o d u c e  p h a g e  

t y p e  D F 1 3  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  7 .  A  n u m b e r  o f  

t h e s e  c e l l s  h a v e  i n d e e d  r e c e i v e d  t h e  a b i l i t y  t o  

p r o d u c e  t h i s  p h a g e ,  b u t  t h e r e  i s  n o  c o r r e l a t i o n  

b e t w e e n  t h i s  a b i l i t y  a n d  b a c t e r i o c i n o g e n y .  

N e i t h e r  h a s  t h e  r e s i s t a n c e  a g a i n s t  a n t i b i o t i c s  

a n y  c o r r e l a t i o n  w i t h  t h e s e  t w o  f a c t o r s .

I f  E . c o / i  K - 1 2  S ,  w h i c h  is  c o m p l e t e l y  f r e e  

f r o m  a n y  p r o p h a g e ,  i s  u s e d  a s  a c c e p t o r ,  t h i s

X o .  o f  

s t r a i n s

I s ; o l a t e d

f r o m F a c t o r s  o b t a i n e d

N o .  o f  s t r a i n s  

w h i c h  h a d  p h a g e  

t y p e  D F  13

t e s t e d c r o s s e s

O b t a i n e d
N o t

o b t a i n e d

2 A , c ( B a c  D F 1 3 )

( s i r  s u I) 

{pen)

2
0

1 B ( B a c  D F 1 3 )

(s t r  su l)

0 1

3 A . B ( B a c  D F 1 3 )  

(pen)

1 2

4
A , C ,  D , ( B a c  D F 1 3 )

3

1

3 B . E ( s t r  su l) 1 2

3 B (pen ) 1 2

5 j A N o n e 0 5

a C o d e  o f  c r o s s e s ,  d o n o r  X  a c c e p t o r :  A  =  S  

4 7 8  X  H  4 5 6 ;  B  =  S  1 6 5  X  H  4 7 8 ;  C  =  S  165  X  S  

8 9 ;  D  =  S  1 6 5  X  H  4 7 5 ;  E  =  S  2 3 7  X  S  8 9 .

m e t h o d  i s  e a s i e r .  F o u r  c e l l s  w h i c h  h a d  r e c e i v e d  

t h e  a b i l i t y  t o  p r o d u c e  b a c t e r i o c i n  w e r e  i n v e s t i ­

g a t e d  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p h a g e  t y p e  D F 1 3 .  

T h e  s u p e r n a t a n t  f l u i d  o f  t w o  o f  t h e m  c o n t a i n e d  

e m p t y  h e a d s  o n l y ;  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  f l u i d  o f  

t h e  o t h e r  t w o ,  w e  c o u l d  n o t  o b s e r v e  p h a g e l i k e  

p a r t i c l e s .

D i s c u s s i o n

E . c lo a c a e  s t r a i n  D F 1 3  h a s  b e e n  f o u n d  t o  

p r o d u c e  a  b a c t e r i o c i n  i n d u c i b l e  b y  m i t o m y c i n  C .  

T h e  c u l t u r e  l y s a t e  o f  a n  i n d u c e d  c u l t u r e  c o n t a i n s  

a  c o n s i d e r a b l e  n u m b e r  o f  p h a g e  l i k e  p a r t i c l e s  a n d  

i n t a c t  p h a g e s .  F o r  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  b a c t e r i o c i n ,  

w e  m a d e  u s e  o f  g e l  f i l t r a t i o n  t o  s e p a r a t e  t h e s e  

p h a g e l i k e  p a r t i c l e s  f r o m  s u b s t a n c e s  o f  l o w e r  

m o l e c u l a r  w e i g h t .  T h e  b a c t e r i o c i n  w a s  e l u t e d  

s e p a r a t e l y  f r o m  t h e  s t r u c t u r a l  c o m p o n e n t s  a n d  

h a s  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a b o u t  6 1 , 0 0 0 ,  s h o w i n g  

s i m i l a r i t y  t o  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  m e g a c i n e  

a n d  c o l i c i n  A  ( 2 ,  1 5 ) .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  

w e  m u s t  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  r e a l  b a c t e r i o c i n s  

w i t h  r e l a t i v e l y  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  d e f e c t  

l y s o g e n i c  p h a g e s  w i t h  i n t a c t  k i l l i n g  c a p a c i t y .  

T h u s ,  w e  m a y  c o n c l u d e  t h a t  a t  l e a s t  t h r e e  t y p e s  

o f  b a c t e r i o c i n o g e n i c  b a c t e r i a  e x i s t :  ( i )  b a c t e r i a  

p r o d u c i n g  p h a g e l i k e  p a r t i c l e s  w h i c h  r e p r e s e n t  

t h e  b a c t e r i c i d a l  p r i n c i p l e ,  ( i i )  b a c t e r i a  p r o d u c i n g  

b a c t e r i o c i n s  o f  r e l a t i v e l y  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t ;  

( i i i )  b a c t e r i a  p r o d u c i n g  b a c t e r i o c i n s  i n  a d d i t i o n  

t o  p h a g e l i k e  p a r t i c l e s  w i t h o u t  k i l l i n g  a c t i v i t y .

T h e  t r a n s f e r  e x p e r i m e n t s  s h o w  t h a t  b a c t e r i o ­

c i n o g e n y  i n  E . c lo a c a e  s t r a i n  D F 1 3  i s  d e t e r m i n e d
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b y  a  p l a s m i d ,  w h i c h  c a n  b e  t r a n s f e r r e d  b y  c o n j u ­

g a t i o n .  A s  t r a n s f e r  w a s  m o s t  s u c c e s s f u l  i f  p o s t -  

l o g a r i t h m i c  d o n o r  a n d  a c c e p t o r  c u l t u r e s  w e r e  

u s e d ,  t h e  c o n j u g a t i o n  s y s t e m  i s  s o m e w h a t  s i m i l a r  

t o  t h a t  d e s c r i b e d  b y  M u l c z y k  a n d  D u g u i d  ( 2 4 ) ,  

A 'h o  s t u d i e d  t h e  k i n e t i c s  o f  t r a n s f e r  o f  t h e  

c o l i c i n o g e n i c  f a c t o r  c o l  I - C T 2  i n  c r o s s e s  b e t w e e n  

a  c o l i c i n o g e n i c  s t r a i n  o f  S h ig e l la  f l e x n e r i  a n d  a  

n o n c o l i c i n o g e n i c  s t r a i n  o f  t h e  s a m e  s p e c i e s .  

S o m e  o f  t h e  r e c i p i e n t  c e l l s  w h i c h  h a v e  r e c e i v e d  

t h e  b a c t e r i o c i n o g e n i c  f a c t o r  o r  r e s i s t a n c e  f a c t o r s  

a l s o  h a v e  r e c e i v e d  t h e  a b i l i t y  t o  p r o d u c e  t h e  

d e f e c t i v e  p h a g e  o f  t h e  d o n o r .  H o w e v e r ,  n o t  a l l  

o f  t h e  s t r a i n s  w h i c h  h a v e  r e c e i v e d  b a c t e r i o c i n o g -  

e n y  p r o d u c e  t h e  d e f e c t i v e  p h a g e  o f  t h e  d o n o r ,  

a n d  s o m e  s t r a i n s ,  w h i c h  h a v e  r e c e i v e d  t h e  a b i l i t y  

t o  p r o d u c e  d e f e c t i v e  p h a g e ,  h a v e  n o t  r e c e i v e d  

b a c t e r i o c i n o g e n y .  T h u s ,  b a c t e r i o c i n  f o r m a t i o n  

a n d  p r o d u c t i o n  o f  t h e  d e f e c t i v e  p h a g e  a r e  d e ­

t e r m i n e d  b y  s e p a r a t e  g e n e t i c  e n t i t i e s .  O u r  r e s u l t s  

e x c l u d e  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  b a c t e r i o c i n  i s  a  

p r o d u c t  f o r m e d  d u r i n g  t h e  m u l t i p l i c a t i o n  o f  t h e  

d e f e c t i v e  p h a g e .  I f  t h e  b a c t e r i o c i n  w a s  a  p r o d u c t  

f o r m e d  d u r i n g  t h i s  m u l t i p l i c a t i o n ,  i t  m i g h t  b e  

e x p e c t e d  t h a t  b o t h  b a c t e r i o c i n  a n d  p h a g e l i k e  

p a r t i c l e s  w o u l d  b e  d e t e r m i n e d  b y  o n e  s i n g l e  

g e n e t i c  e n t i t y .  H o w e v e r ,  t h i s  r e s u l t  d o e s  n o t  

i n v a l i d a t e  t h e  h y p o t h e s i s  o f  F r e d e r i c q  ( 12 ) a n d  

I v a n o v i c s  ( 1 6 ) ,  t h a t  b a c t e r i o c i n s  a r e  t h e  p r o d u c t s  

o f  d e f e c t i v e  l y s o g e n y .  T h e  p o s s i b i l i t y  c a n n o t  b e  

e x c l u d e d  t h a t  t h e  b a c t e r i o c i n o g e n i c  f a c t o r  i s  

a n o t h e r  d e f e c t i v e  p r o p h a g e ,  w h i c h  i s  o n l y  c a p ­

a b l e  o f  p r o d u c i n g  t h a t  p a r t  o f  a  p h a g e  t h a t  i s  

r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  k i l l i n g  o f  s e n s i t i v e  b a c t e r i a .

A c k n o w l e d g m e n t s

W e  t h a n k  E .  A .  S p a n j a e r d t  S p e c k m a n ,  M r s .  H .  

D e u r l o o - B o o m p a a l ,  B . L e b b i n g ,  J .  S i m o n s ,  a n d  J .  W .  

S l o t  f o r  t e c h n i c a l  a s s i s t a n c e .  W e  a r e  v e r y  g r a t e f u l  t o  

W .  L e e n e  ( A c a d e m i c  H o s p i t a l ,  D e p a r t m e n t  o f  E l e c ­

t r o n  M i c r o s c o p y ,  F r e e  U n i v e r s i t y )  f o r  t h e  u s e  o f  t h e  

e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  a n d  f o r  v a l u a b l e  a d v i c e  o n  e l e c ­

t r o n  m i c r o s c o p y .

L i t e r a t u r e  C i t e d

1. A d e l b e r c . ,  E .  A . ,  M .  M a n d e l , a n d  G .  C .  C .

C h e n . 1 9 6 5 .  O p t i m a l  c o n d i t i o n s  f o r  m u t a ­

g e n e s i s  b y  N - m e t h y l - N ' - n i t r o - N - n i t r o s o s o g u a -  

n i d i n e  i n  E scherich ia  co /i  K  12. B i o c h e m .  B i o -  

p h y s .  R e s .  C o m m u n .  1 8 : 7 8 8 - 7 9 5 .

2 .  B a r r y , G .  T . ,  D .  L .  E v e r h a r t , a n d  M .  G r a h a m .

1 9 6 3 .  C o l i c i n e  A .  N a t u r e  1 9 8 : 2 1 1 - 2 1 3 .

3 .  B r a d l e y , D .  E .  1 9 6 5 .  T h e  m o r p h o l o g y  a n d

p h y s i o l o g y  o l  b a c t e r i o p h a g e s  a s  r e v e a l e d  b y  

t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e .  J .  R o y .  M i c r o s c o p .  

S o c .  8 4 : 2 5 7 - 3 1 6 .

4 .  B r a d l e y , D .  E . ,  a n d  C .  A .  D e w a r . 1 9 6 6 .  T h e

s t r u c t u r e  o f  p h a g e - l i k e  o b j e c t s  a s s o c i a t e d  w i t h  

n o n - i n d u c e d  b a c t e r i o c i n o g e n i c  b a c t e r i a .  J .  G e n .  

M i c r o b i o l .  4 5 :  3 9 9 - 4 0 8 .

5 .  B u r t o n , K .  1 9 5 6 .  A  s t u d y  o f  t h e  c o n d i t i o n s  a n d

m e c h a n i s m  o f  t h e  d i p h e n y l a m i n e  r e a c t i o n  f o r  

t h e  c o l o r i m e t r i c  e s t i m a t i o n  o f  d e o x y r i b o n u c l e i c  

a c i d .  B i o c h e m .  J .  6 2 :  3 1 5 - 3 2 3 .

6 .  C l o w e s , R .  C .  1 9 6 4 .  T r a n s f e r t  g é n é t i q u e  d e s

f a c t e u r s  c o l i c i n o g è n e s .  A n n .  I n s t .  P a s t e u r  107: 

7 4 - 9 2 .

7 .  D a t t a , N . ,  A .  M .  L a w n , a n d  E .  M e y n e l l . 1 9 6 6 .

T h e  r e l a t i o n s h i p  o f  F  t y p e  p i l i a t i o n  a n d  F 

p h a g e  s e n s i t i v i t y  t o  d r u g  r e s i s t a n c e  t r a n s f e r  i n  

R  F ~  E scherich ia  co /i  K 1 2 .  J .  G e n .  M i c r o b i o l .  

4 5 : 3 6 5 - 3 7 6 .

8 .  D e  W i t t , W . ,  a n d  D .  R .  H e l i n s k i . 1 9 6 5 .  C h a r ­

a c t e r i z a t i o n  o f  c o l i c i n o g e n i c  f a c t o r  E i  f r o m  a  

n o n - i n d u c e d  a n d  m i t o m y c i n  C  i n d u c e d  P ro teu s  

s t r a i n .  J .  M o l .  B i o l .  1 3 : 6 9 2 - 7 0 3 .

9 .  E n d o ,  H . ,  K .  A y a b e ,  K .  A m a k o ,  a n d  K .

T a k e y a . 1 9 6 5 .  I n d u c i b l e  p h a g e  o f  E s c h e r i c h i a  

c o l i  1 5 .  V i r o l o g y  2 5 : 4 6 9 - 4 7 1 .

1 0 .  F r e d e r i c q , P . 1 9 5 7 .  C o l i c i n s .  A n n .  R e v .  M i c r o ­

b i o l .  1 1 : 7 - 2 2 .

1 1 .  F r e d e r i c q , P . 1 9 6 3 .  C o l i c i n e s  e t  a u t r e s  b a c -

t é r i o c i n e s .  E r g e b .  M i c r o b i o l .  I m m u n o l .  E x p t l .  

T h e r a p y .  ( B e r l i n )  3 7 : 1 1 4 - 1 6 1 .

1 2 .  F r e d e r i c q , P .  1 9 6 3 .  O n  t h e  n a t u r e  o f

c o l i c i n o g e n i c  f a c t o r s :  a  r e v i e w .  J .  T h e o r e t .  

B i o l .  4 : 1 5 9 - 1 6 5 .

1 3 .  H a a n , P . G .  d e , A .  H .  S t o u t h a m e r , H .  S .

F e l i x , a n d  A .  K .  M o l . 1 9 6 3 .  T r a n s f e r  o f  F '  

f r o m  E scherich ia  co li  K 1 2  t o  E scherich ia  co li  B 

a n d  t o  s t r a i n s  o f  P araco lobacter  a n d  Klebsiella. 

A n t o n i e  v a n  L e e u w e n h o e k .  J .  M i c r o b i o l .  S e r o l .  

2 9 : 4 0 7 - 4 2 0 .

1 4 .  H a d j i p e t r o u , L .  P . ,  J .  P .  G e r r i t s , F .  A .  G .

T e u l i n g s , a n d  A .  H .  S t o u t h a m e r . 1 9 6 4 .  R e ­

l a t i o n  b e t w e e n  e n e r g y  p r o d u c t i o n  a n d  g r o w t h  

o f  A ero b a c te r  aerogenes. J .  G e n .  M i c r o b i o l .  3 6 :  

1 3 9 - 1 5 0 .

1 5 .  H o l l a n d , I. B . 1 9 6 1 .  T h e  p u r i f i c a t i o n  a n d  p r o p ­

e r t i e s  o f  m e g a c i n ,  a  b a c t e r i o c i n  f r o m  Bacillus  

m eg a ler iu m .  B i o c h e m .  J .  7 8 : 6 4 1 - 6 4 8 .

1 6 .  I v a n o v i c s , G .  1 9 6 2 .  B a c t e r i o c i n s  a n d  b a c t e r i o c i n -

l i k e  s u b s t a n c e s .  B a c t e r i o l .  R e v .  2 6 : 1 0 8 - 1 1 8 .

1 7 .  I s h ii, S . ,  Y .  N i s h i , a n d  F .  E g a m i . 1 9 6 5 .  T h e  f i n e

s t r u c t u r e  o f  a  p y o c i n .  J .  M o l .  B io l .  1 3 : 4 2 8 - 4 3 1 .

1 8 .  K a g e y a m a , M . ,  a n d  F .  E g a m i . 1 9 6 2 .  O n  t h e

p u r i f i c a t i o n  a n d  s o m e  p r o p e r t i e s  o f  a  p y o c i n ,  

a  b a c t e r i o c i n  p r o d u c e d  b y  Pseuclom onas  

aeruginosa. L i f e  S c i .  n o .  9 ,  p .  4 7 1 - 4 7 6 .

1 9 .  K e l l e n b e r g e r , G . ,  a n d  E .  K u l l e n b e r g e r . 1 9 5 6 .

E t u d e  d e  s o u c h e s  c o l i c i n o g è n e s  a u  m i c r o s c o p e  

é l e c t r o n i q u e .  S c h w e i z .  Z .  P a t h o l .  B a k t e r i o l .  

1 9 : 5 8 2 - 5 9 7 .

2 0 .  K i n g s b u r y , D .  T .  1 9 6 6 .  B a c t e r i o c i n  p r o d u c t i o n

b y  s t r a i n s  o f  N eisser ia  m en ing itid is .  J .  B a c t e r i o l

9 1 : 1 6 9 6 - 1 6 9 9 .

2 1 .  L o w r y , O .  H . ,  A .  L .  F a r r , N .  J .  R o s e b r o u g h ,

a n d  R .  J .  R a n d a l l . 1 9 5 1 .  P r o t e i n  m e a s u r e ­

m e n t  w i t h  t h e  F o l i n  p h e n o l  r e a g e n t .  J .  B i o l .  

C h e m .  1 9 3 : 2 6 5 - 2 7 5 .

2 2 .  M a r t i n , R .  G . ,  a n d  B. N .  A m e s . 1 9 6 1 .  A  m e t h o d

f o r  d e t e r m i n i n g  t h e  s e d i m e n t a t i o n  b e h a v i o u r  

o f  e n z y m e s :  a p p l i c a t i o n  t o  p r o t e i n  m i x t u r e s .  J .  

B io l .  C h e m .  2 3 6 : 1 3 7 2 - 1 3 7 9 .
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2 3 .  M e j b a u m , W .  1 9 3 9 .  Ü b e r  d i e  B e s t i m m u n g  k l e i n e r

P c n t o s e m e n g e n ,  i n s b e s o n d e r e  in  D e r i v a t e n  d e r  

A d e n y l s ä u r e .  Z .  P h y s i o l .  C h e r n .  2 5 8 : 1 1 7 - 1 2 0 .

2 4 .  M u l c z y k , M . ,  a n d  J .  P .  D u g u i d . 1 9 6 6 .  I n f l u e n c e

o f  t h e  s t a t e  o f  f i m b r i a t i o n  o n  t r a n s m i s s i o n  o f  

t h e  c o l i c i n o g e n i c  f a c t o r  c o l  I b e t w e e n  s t r a i n s  o f  

Sh ige lla  f le x u e r i .  J .  G e n .  M i c r o b i o l .  4 5 : 4 5 9 -  

4 7 7 .

2 5 .  O z e k i , H . ,  B . A .  D .  S t o c k e r , a n d  S .  M .  S m i t h .

1 9 6 2 .  T r a n s m i s s i o n  o f  c o l i c i n o g e n y  b e t w e e n  

s t r a i n s  o f  S a lm o n e lla  typ h im u riu m  g r o w n  t o ­

g e t h e r .  J .  G e n .  M i c r o b i o l .  2 8 : 6 7 1 - 6 8 7 .

2 6 .  R e e v e s , P .  1 9 6 5 .  T h e  b a c t e r i o c i n s .  B a c t e r i o l .  R e v .

2 9 : 2 5 - 4 5 .

2 7 .  S a n d o v a l . H .  K . ,  H .  C .  R e i l l y , a n d  B. T a n d l e r .

1 9 6 5 .  C o l i c i n  1 5 :  p o s s i b l y  a  d e f e c t i v e  b a c ­

t e r i o p h a g e .  N a t u r e  2 0 5 : 5 2 2 - 5 2 3 .

2 8 .  S c o t t , T .  A . ,  a n d  E. H .  M e l v i n . 1 9 5 3 .  D e t e r -
/  /

m i n a t i o n  o f  d e x t r a n  w i t h  a n t h r o n e .  A n a l .  

C h e m .  2 5 : 1 6 5 6 - 1 6 6 1 .

2 9 .  S e a m a n , E . ,  E .  T a r m y , a n d  J .  M a r m u r . 1 9 6 4 .

I n d u c i b l e  p h a g e s  o f  B acillus suhri/is. B i o c h e m ­

i s t r y  3 : 6 0 7 - 6 1 2 .

3 0 .  S t i c k l e r , D .  J . ,  R .  G .  T u c k e r , a n d  D .  K a y .

1 9 6 5 .  B a c t e r i o p h a g e - l i k e  p a r t i c l e s  r e l e a s e d  

f r o m  B acillus sub til is a f t e r  i n d u c t i o n  w i t h  

h y d r o g e n  p e r o x y d c .  V i r o l o g y  2 6 : 1 4 2 - 1 4 5 .

3 1 .  S t o u t h a m e r , A .  H . ,  a n d  G .  A .  T i e z e . 1 9 6 6 .

B a c t e r i o c i n  p r o d u c t i o n  b y  m e m b e r s  o f  t h e  

g e n u s  K lebsiella . A n t o n i e  v a n  L e e u w e n h o e k .  J .  

M i c r o b i o l .  S e r o l .  3 2 : 1 7 1 - 1 8 2 .

3 2 .  S u z u k i , H . ,  J .  P a n g b o r n , a n d  W .  D .  K i l g o r e .

1 9 6 7 .  F i l a m e n t o u s  c e l l s  o f  E scherich ia  co li  

f o r m e d  in  t h e  p r e s e n c e  o f  m i t o m y c i n  C .  J .  

B a c t e r i o l .  9 3 : 6 8 3 - 6 8 8 .


