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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein aus dem Siufwasserpolypen
Hydra isoliertes, ein antimikrobielles Peptid codierendes Gen, das von diesem Gen codierte antimikrobielle
Peptid sowie dessen Verwendung zur Herstellung antimikrobiell wirksamer Arzneimittel.

[0002] Bakterienstdmme, die gegen herkdmmliche Antibiotika resistent geworden sind, stellen heute ein glo-
bales Gesundheitsproblem mit grofden sozialen und ékonomischen Auswirkungen dar. Inzwischen haben so-
wohl WHO als auch die EU Resolutionen verabschiedet, in denen sie vor diesem Problem warnen. Verscharft
tritt dieses in Krankenhausern auf, da ein grof3er Teil der dort Gbertragenen Infektionen durch antibiotikaresis-
tente Bakterien verursacht wird. GrolRe Besorgnis erregt dabei das Auftreten von Krankenhauskeimen, die ge-
genlber Vancomycin resistent sind, einem Antibiotikum, das Ublicherweise als letzter Ausweg eingesetzt wird.

[0003] Die durch das Auftreten antibiotikaresistenter Bakterien zusatzlich verursachten Kosten betragen in
den USA 4-5 Milliarden $/Jahr und dlrften in Europa etwa gleich grofd sein. Diese alarmierenden Zahlen un-
terstreichen die dringende Notwendigkeit, neue Antibiotika zu entwickeln.

[0004] Als Antibiotika werden Wirkstoffe definiert, die von Mikroorganismen produziert werden um andere Or-
ganismen in ihrer Entwicklung zu hemmen oder abzutdten. Als Alexander Flemming 1928 das Penicillin und
damit die Antibiotika entdeckte, konnte man viele Krankheiten heilen, gegen deren Erreger bislang keine wirk-
same Substanz bekannt gewesen war. Der Entdeckung des Penicillins folgten in kurzen Absténden die Sul-
phonamide, das erste Breitband-Antibiotikum Tetracyclin, Streptomycin, Chloramphenicol und die Makro-
lid-Antibiotika, namentlich Erythromycin. Damit standen in den 60er und 70er Jahren eine Vielzahl wirkungs-
voller Antibiotika fur praktisch jede bakterielle Infektion zur Verfigung, so dass William H. Stewart, US Surgeon
General, 1969 dem amerikanischen Kongress mitteilte: ,The time has come to close the book an infectious
disease." Der intensive Einsatz der traditionellen Antibiotika hat zunachst zwar zu einer drastischen Abnahme
der infektionsbedingten Todesfalle in den Industrienationen gefiihrt, ironischerweise ist der intensive Einsatz
von Antibiotika aber auch der primare Grund fiir deren zunehmende Wirkungslosigkeit. Uberdosierungen und
Antibiotikamissbrauch (wie z. B. die grundsatzliche Verwendung von Antibiotika als Futterzusatz) haben es
Bakterien daher erméglicht, widerstandsfahiger und resistent zu werden. Selbst Methicillin und Vancomycin,
die erst dann zum Einsatz kommen, wenn die Standardantibiotika ineffektiv geworden sind, verlieren zuneh-
mend an Wirkung, und so wurden in den letzten Jahrzehnten steigende Zahlen an multiresistenten Bakteri-
enstdmmen registriert. Da nur wenige neue Antibiotika in den vergangenen Jahren entwickelt wurden, ist zu
beflrchten, dass in fiinf bis zehn Jahren resistente Stdmme gegen alle zugelassenen Antibiotika auftreten.

[0005] Es fehlen daher neue, wirkungsvolle Antibiotika, gegen die Mikroben keine Resistenzmechanismen
entwickeln kénnen. Auf der Suche nach entsprechenden neuen Wirkstoffen sind in den letzten Jahren so ge-
nannte antimikrobielle Peptide (AMPs) in das Zentrum des Interesses gertickt. Bakterielle und menschliche
Zellmembranen unterscheiden sich stark in ihrer Zusammensetzung. Es gibt nicht nur eine Reihe von unter-
schiedlichen Proteinen, auch die Art der Membranlipide variiert sehr stark. AMPs gelten als wirkungsvolle Al-
ternative zu Antibiotika, weil sie nicht an spezifische Membranrezeptoren binden, sondern mit den Lipiden der
Zellmembranen interagieren. Da die Wirkung auf einem biophysikalischen Prinzip (Wechselwirkung eines am-
phipathischen Molekils mit der anisotropen Membranschicht) beruht, sind die AMP gegen ein breites Spek-
trum von Bakterien aktiv. Der Hauptvorteil der AMPs gegentiber klassischen Antibiotika liegt also darin, dass
die Zerstérung der Bakterien durch einen Angriff von aullen an die Zellmembran erfolgt. Da es dabei zu keiner
Bindung an spezifische Rezeptoren kommt, ist die Bildung resistenter Keime unwahrscheinlich. AMPs werden
nicht von Bakterien selber sondern von entwicklungsgeschichtlich héher entwickelten Organismen hergestellt
und sind Bestandteil des sog. angeborenen Abwehrsystems. Als potentielle Medikamente kommen AMPs des-
halb in Frage, weil sie fir menschliche Zellen unschadlich sind: menschliche Zellmembranen sind nach auf3en
hin ungeladen und treten mit den geladenen AMPs nicht in Wechselwirkung. Inzwischen sind mehr als 2000
antimikrobielle Peptide aus den unterschiedlichsten Organismen identifiziert worden.

[0006] Allerdings wirken die bisher bekannten Breitband-AMPs erst bei relativ hohen Konzentrationen. Bei-
spielsweise betragt im Fall von Magainin, einem antimikrobiellen Peptid, dass aus der Epidermis von Amphi-
bien isoliert wurde, die aktive Konzentration 50-200 ug/ml (Zasloff, M. ,Magainins, a class of antimicrobial pep-
tides from Xenopus skin: isolation, characterization of two aktive forms, and partial cDNA sequence of a pre-
cursor." 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: 5449-5453). Herkdmmliche Antibiotika hingegen wirken gegen
einen spezifischen Mikroorganismus in der Regel in einem Bereich von 0,1-1 pg/ml.

[0007] Es besteht daher noch immer Bedarf an hochwirksamen antimikrobiellen Peptiden mit einem breiten
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Wirkungsspektrum, inbesondere gegen multiresistente Mikroorganismen. Es ist Aufgabe der vorliegenden Er-
findung, ein antimikrobielles Peptid bereitzustellen, das diese Anforderungen erfiillt.

[0008] Die Aufgabe wird geldst durch ein ein derartiges antimikrobielles Peptid codierendes Nukleinsauremo-
lekdl mit den Merkmalen von Anspruch 1. Die Aufgabe wird auch durch einen Vektor, eine Wirtszelle und die
Verwendung des erfindungsgemalfien Peptids nach einem der nebengeordneten Anspriiche geldst. Die Unter-
anspriche stellen vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung dar.

[0009] Die unter der SEQ ID: NO 1 angegebene Nukleinsaduresequenz stellt ein Gen des StiRwasserpolypen
Hydra magnipapillata dar und codiert fir ein antimikrobielles Peptid (cDNA-Sequenz mt Sighalsequenz siehe
SEQ ID: NO 2, ohne Signalsequenz siehe SEQ ID: NO 4; Aminosauresequenz siehe SEQ ID: NO 3 mit Sig-
nalsequenz und SEQ ID: NO 5 ohne Signalsequenz), das eine besonders vorteilhafte Aktivitdt gegen ein brei-
tes Spektrum pathogener Bakterien einschlieBlich multiresistenter Enterobacteriaceae hat (siehe Tabelle 1 bis
3). Es ist den bislang in der Klinik eingesetzten klassischen Antibiotika sowie den bislang bekannten Breit-
band-AMPs in seiner bakteriziden Wirkung deutlich Gberlegen.

[0010] Der SiBwasserpolyp Hydra ist ein entwicklungsgeschichtlich alter, vielzelliger Organismus. Hydra-Po-
lypen zeichnen sich durch einen einfachen morphologischen Aufbau aus: sie bestehen im Wesentlichen aus
zwei Zellschichten, dem der auReren Umgebung zugewandten Ektoderm und dem im Wesentlichen dem zen-
tralen Gastralraum zugewandten Endoderm. Da die Polypen Uber keinerlei physikalische Barrieren (Epidermis,
Hornhaut, Panzer etc.) verfigen, sind die diinnen Epithelien der Hydra dem umgebenden aquatischen Milieu
und den darin enthaltenen potentiell pathogenen Mikroorganismen scheinbar schutzlos ausgesetzt. Trotzdem
besiedeln Hydra-Polypen selbst mikrobiell stark belastete Si3gewasser und zeigen dabei keine Anzeichen ei-
ner Infektion. Dieser Umstand hat die Erfinder dazu veranlasst, in Hydra nach Substanzen, inbesondere Pep-
tiden zu suchen, die einen wirksamen antimikrobiellen Schutz flr die Hydra vermitteln.

[0011] Das erfindungsgemalie antibakterielle Peptid und das hierfir codierende Gen konnten identifiziert
werden, indem aus Hydra-Polypen ein Proteinextrakt hergestellt und Gber HPLC-Fraktionierung, Testung der
Fraktionen auf antimikrobielle Aktivitadt und anschlieliende Subfraktionierung der jeweiligen aktiven Fraktionen
bis hin zu den einzelnen reinen antimikrobiell aktiven Peptiden aufgereinigt wurde. Fir das dominierende an-
timikrobielle Peptid konnte Uber massenspektrometrische Analysen ein acht Aminosauren umfassendes Pep-
tid-Fragment identifiziert werden. Datenbankanalysen ergaben eine Ubereinstimmung mit einer Gruppe von
translatierten Hydra ESTs (expressed sequence tags) (z. B. Acc. No. CX833582). Nachfolgende Untersuchun-
gen fuhrten zur Identifizierung der vollstandigen unter der SEQ ID: NO 1 dargestellten genomischen DNA-Se-
quenz sowie der unter der SEQ ID: NO 2 dargestellten cDNA-Sequenz. Das von dieser Sequenz codierte Pep-
tid weist eine Signalsequenz und das direkt hierauf folgende eigentliche aktive Peptid auf. Dieses besteht aus
60 Aminosaduren und ist stark positiv geladen (pl 9,05). Unter den 60 Aminosauren sind 8 Cysteine, die Disul-
fidbricken ausbilden kénnen und somit vermutlich zu einer fur viele antimikrobielle Peptide (z. B. Defensine)
typischen raumlich kompakten Struktur des Molekdls beitragen.

[0012] Um die antimikrobielle Aktivitat des erfindungsgemafien Peptids zu ermitteln, wurde das aktive Peptid
rekombinant in E. coli hergestellt und die MBC (minimal bactericidal concentration, minimale bakterizide Kon-
zentration) sowie die LD90 (lethale Dosis 90, d. h. Konzentration bei der 90% der Mikroorganismen abgetétet
werden) gegen eine Vielzahl von Mikroorganismen getestet. Wie aus den Tabellen 1 und 2 hervorgeht, ist das
erfindungsgemale antimikrobielle Peptid gegen verschiedene gram-negative Bakterien (z. B. verschiedene E.
coli-Stamme, Klebsiella pneumonia etc.), insbesondere jedoch gegen das gram-positive Bakterium Bacillus
megaterium aktiv. Aus Tabelle 3 ist ersichtlich, dass das Hydra-Peptid dariiber hinaus sogar gegen fast alle
getesteten multiresistenten E. coli- und Klebsiella-Stdmme hochwirksam ist.

[0013] Das erfindungsgemalie antimikrobielle Peptid eignet sich somit hervorragend als Wirkstoff fuir die Her-
stellung von antimikrobiell wirksamen Arzneimitteln. Beispielsweise kdnnte das erfindungsgemalie Peptid fur
die oberflachliche auferliche Anwendung als Wirkstoff in Hautcremen und in Lésungen Verwendung finden
und somit bei der Behandlung chronischer Wunden eingesetzt werden, die sich schnell infizieren und bei sta-
tionaren Patienten oft mit multiresistenten Keimen besiedelt werden. Ein weiterer Einsatzbereich ware bei-
spielsweise der Einsatz als Wirkstoff in antimikrobiellen Beschichtungen von z. B. medizinischen Implantaten.
So kommt z. B. bei Schwerstbrandverletzten sog. kiinstliche Haut aus einem Biopolymer zum Einsatz, um den
enormen Verlust der Haut zu decken. An dieses Biopolymer haften sich Bakterien sehr gut an, sodass Infekti-
onen den Heilungsprozess behindern. Eine Beschichtung mit dem erfindungsgemalfien antimikrobiellen Pep-
tid, das anschlieRend kontinuierlich freigesetzt wird, wiirde das Problem 16sen und damit den Heilungsprozess
beschleunigen.
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[0014] SchlieBlich wird auch ein Vektor mit einem Nukleinsduremolekul mit der als SEQ ID: NO 1 oder der als
SEQ ID: NO 4 dargestellten Nukleotidsequenz oder einer in Anspruch 1 naher definierten Sequenz zur Trans-
fektion von Wirtszellen beansprucht, wobei besonders bevorzugt regulatorische Elemente fiir die Expression
in Hydra vorgesehen sind. Es versteht sich, dass damit auch Wirtszellen beansprucht werden, die eine derar-
tige Sequenz oder einen derartigen Vektor aufweisen.

[0015] Die Identifizierung von antimikrobiellen Peptiden in Hydra, die Herstellung des erfindungsgemafien an-
timikrobiellem Peptids in E. coli sowie die Durchfiihrung der Tests zur Bestimmung der MBC und der LD9O0 fur
die verschiedenen Mikroorganismen werden im Folgenden beschrieben.

1) Identifizierung von antimikrobiellen Peptiden in Hydra:

[0016] Um sowohl von Hydra konstitutiv gebildete als auch induzierbare antimikrobielle Peptide (AMPs) zu
identifizieren, wurden rund 15000 Hydra-Polypen fir 24 Stunden mit verdlinnten sterilfiltrierten Pseudomonas
aeruginosa-Kulturiiberstédnden inkubiert und anschlielRend homogenisiert. Der Proteinextrakt wurde Gber eine
Heparin-Sepharose-Affinitatssdule geleitet und die hieran gebundenen Proteine Uber eine praparative C8-re-
versed phase(RP)-HPLC fraktioniert. Uber einen antimikrobiellen Plattendiffusionstest (radial diffusion assay)
wurden antimikrobielle Aktivitat enthaltende Proteinfraktionen identifiziert. Die aktivsten Fraktionen wurden
weiter Uber Kationen-Austausch-HPLC und anschliefende C2C18-RP-HPLC bis zur Homogenitat aufgerei-
nigt. Elektronenspray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS)-Analysen ergaben fir das dominierende
Peptid eine Masse von 6994 Da. Uber ,peptide-mapping"-Experimente mittels ESI-MS- und MS/MS-Analysen
wurde ein 8 Aminosauren umfassendes Peptid-Fragment identifiziert, das mit einer Gruppe von translatierten
Hydra ESTs (expressed sequence tags) in der NCBI-Gendatenbank Ubereinstimmte (z. B. Acc. No.
CX833582). Nachfolgende Untersuchungen fihrten zur Identifizierung der vollstandigen genomischen
DNA-Sequenz sowie der cDNA-Sequenz. Das vollstandige von dieser DNA-Sequenz codierte Peptid (84 Ami-
nosauren) weist eine Signalsequenz (24 Aminosauren) und das direkt hierauf folgende eigentliche aktive Pep-
tid auf. Dieses besteht aus 60 Aminosauren, von denen 8 Cysteine sind, und ist stark positiv geladen (pl 9,05).

2) Herstellung des antimikrobiellen Peptids in E. coli:

[0017] Der bakterielle Expressionsvektor pET-32a(+), der fir ein aus Thioredoxin, einem Histidin-Tag, einer
Enterokinase Schnittstelle und dem reifen antimikrobiellen Peptid bestehendes Fusionsprotein kodiert, wurde
in E. coli BL21pLys transformiert. Proteinexpression wurde in Flissigkulturen durch IPTG induziert bei einer
optischen Dichte (600 nm) von 0,5. Nach 4 h wurden die Zellen geerntet, lysiert und die Fraktion mit dem un-
[6slichen Protein (,inclusion bodies") wurde durch Zentrifugieren isoliert. Die isolierten ,inclusion bodies" wur-
den gewaschen, in 6 M Guanidinium-Hydrochlorid Tris, pH = 8,0 aufgeldst und mit Ni-Agarose unter denatu-
rierenden Bedingungen aufgereinigt. Das aufgereinigte antimikrobielle Fusionspeptid wurde dann durch Dia-
lyse (50 mM Tris, pH = 8,0) renaturiert und mit Enterokinase verdaut. Die letzte Aufreinigung erfolgte durch
Kationen-Austauschchromatographie gefolgt von RP-HPLC (C18-Saule, Vydac) mit einem linearen Acetonit-
rilgradienten.

3) Durchflhrung der Tests zur Bestimmung der antimikrobiellen Aktivitat

[0018] Die antimikrobielle Aktivitadt des Peptids wurde wie bereits beschrieben bestimmt (Sahly H. et al., "Bur-
kholderia is highly resistant to human beta-defensin 3.” 2003, AAC, 47: 1739-1741):

Test-Isolate wuchsen 2 bis 3 h in ,brain heart infusion broth" bei 36 +/- 1°C, wurden dann 3-mal in 10 mM Na-
trium Phosphat Puffer (pH 7,4) mit 1% ,tryptic soy broth" (TSB) gewaschen und eingestellt auf 10* bis 10° Bak-
terien/ml. Je 100 yl Bakteriensuspension wurden mit 10 yl L6sung des antimikrobiellen Peptids versetzt (ge-
testete Endkonzentrationen: 0,0125-100 pg/ml) und bei 36 +/- 1°C inkubiert. CFUs (,colony forming units” =
.Koloniebildende Einheiten") wurden nach 2 h bestimmt. Als Negativkontrolle dienten Bakteriensuspensionen,
die mit 10 pl Phosphat Puffer/1% TSB statt Peptid-Lésung versetzt wurden. Die Ergebnisse werden entweder
als LD90 oder als MBC angegeben. Um die antimikrobielle Aktivitat durch den Radialdifusionstest zu bestim-
men, wurde die Wachstumsinhibition von E. coli XL blue wie beschrieben gemessen.
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Tabelle 1
Organismus MBC [umol/I] LD90 [pumol/1]
gram-negative Bakterien:
E. coli ATCC11775 0,447 0,447
E. coli ATCC35218 0,447 0,223
E. coli D31 7,149 0,447
Kleb. pneumoniae ATCC13883 0,447 0,447
P. aeruginosa ATCC10145 >14,3 >14,3
gram-positive Bakterien:
B. megaterium ATCC14581 0,223 0,143
E. faecalis ATCC29212 14,3 0,894
S. aureus ATCC12600 >14,3 14,3
S. epidermidis ATCC14990 >14,3 > 14,3
S. hominis ATCC27844 >14,3 3,574
S. pneumoniae ATCC33400 >14,3 >14,3
Pilze
C. albicans ATCC10231 >14,3 > 14,3
C. albicans ATCC24433 >14,3 > 14,3
C. glabrata ATCC90030 >14,3 > 14,3

Tabelle 2
Organismus MBC [pg/ml] LD90 [pg/ml]
E. coli ATCC25922 6,25 1,56
E. coli ATCC11775 6,25 3,125
Citrobacter freundii NCTC9750 50 6,25
Citrobacter freundii UR 1776/03 6,25 1,56
Kleb. pneumoniae ATCC13883 6,25 3,125
Kleb. oxytoca ATCC13182 6,25 3,125
Salmonella typhimurium 6,25 1,56
ATCC13211
Salmonella typhimurium 10003630 6,25 3,125
Salmonella typhimurium 10003442 6,25 3,125
Eb. chloacae ATCC13047 12,5 3,125
Eb. chloacae Va12270/03 6,25 3,125
Yers. enterocoli NCTC11174 3,125 1,56
Yers. enterocoli NCTC11176 6,25 1,56

Tabelle 3
Organismus MBC [pg/ml] LD90 [pg/ml]
E. coli ESBL Co 80 3,125 3,125
E. coli ESBL Co 82 3,125 1,56
E. coli ESBL Co 83 6,25 3,125
E. coli ESBL Co 84 6,25 1,56
E. coli ESBL Co 85 6,25 1,56
Kleb. oxytoca ESBL 2 6,25 1,56
Kleb. oxytoca ESBL 3 6,25 3,125
Kleb. pneum. ESBL 8 25 6,25
Kleb. pneum. ESBL 11 12,5 3,125
Kleb. pneum. ESBL 20 6,25 3,125
Kleb. oxytoca ESBL 23 6,25 3,125
Kleb. oxytoca ESBL 24 6,25 3,125

Es folgt ein Sequenzprotokoll nach WIPO St. 25.
Dieses kann von der amtlichen Verdffentlichungsplattform des DPMA heruntergeladen werden.
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Diese Liste der vom Anmelder aufgefiihrten Dokumente wurde automatisiert erzeugt und ist ausschlielSlich zur
besseren Information des Lesers aufgenommen. Die Liste ist nichf Bestandtell der deutschen Patent- bzw. Ge-
brauchsmusteranmeldung. Das DPMA lbernimmt keinerlei Haftung fiir etwaige Fehler oder Auslassungen.

Zitierte Nicht-Patentliteratur

- William H. Stewart, US Surgeon General, 1969 [§384]

- Zasloff, M. ,Magainins, a class of antimicrobial peptides from Xenopus skin: isolation, characterization of
two aktive forms, and partial cDNA sequence of a precursor." 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84:
5449-5453 [((8]

- Sahly H. et al., "Burkholderia is highly resistant to human beta-defensin 3.” 2003, AAC, 47: 1739-1741)
[8818]
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Patentanspriiche

1. Nukleinsauremolekil ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus
a) einem Nukleinsauremolekdl mit der in der SEQ ID: NO 4 dargestellten Nukleotidsequenz,
b) einem Nukleinsduremolekil, das ein Polypeptid mit der in der SEQ ID: NO 5 dargestellten Aminosaurese-
quenz codiert,
c) einem Nukleinsduremolekill, dessen Komplementarstrang an ein Nukleinsduremolekll nach a) oder b) hy-
bridisiert und ein Polypeptid mit antimikrobieller Aktivitat codiert, und
d) einem Nukleinsduremolekil, dessen Nukleotidsequenz von der Nukleotidsequenz eines Nukleinsduremole-
kidls nach c) aufgrund des degenerierten genetischen Codes abweicht.

2. Nukleinsauremolekiil ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus
a) einem Nukleinsauremolekdl mit der in der SEQ ID: NO 1 dargestellten Nukleotidsequenz,
b) einem Nukleinsauremolekil, das ein Polypeptid mit der in der SEQ ID: NO 3 dargestellten Aminosaurese-
quenz codiert,
c) einem Nukleinsduremolekill, dessen Komplementarstrang an ein Nukleinsduremolekll nach a) oder b) hy-
bridisiert und ein Polypeptid mit antimikrobieller Aktivitat codiert, und
d) einem Nukleinsduremolekil, dessen Nukleotidsequenz von der Nukleotidsequenz eines Nukleinsduremole-
kidls nach c) aufgrund des degenerierten genetischen Codes abweicht.

3. Vektor, gekennzeichnet durch ein Nukleinsauremolekil mit der Nukleotidsequenz nach einem der vor-
hergehenden Anspriche.

4. Vektor nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass das Nukleinsduremolekil mit regulatorischen
Elementen fiir die Expression in Hydra kombiniert ist.

5. Wirtszelle, gekennzeichnet durch eine Nukleinsduremolekdil mit der Nukleotidsequenz nach Anspruch 1.
6. Wirtszelle, gekennzeichnet durch den Vektor nach Anspruch 3.
7. Peptid, gekennzeichnet durch die unter SEQ ID: NO 5 dargestellte Aminosauresequenz.

8. Verwendung eines Peptids mit der unter SEQ ID: NO 5 dargestellten Aminosauresequenz fiir die Her-
stellung eines Antibiotikums zur Behandlung mikrobieller Infektionen.

9. Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass das Antibiotikum ein gegen gram-nega-
tive und gram-positive Bakterien wirkendes Antibiotikum ist.

10. Verwendung nach einem der Anspriiche 8 und 9, dadurch gekennzeichnet, dass das Antibiotikum ge-
gen Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Klebsiella oxytoca, Citrobacter freundii, Salmonella typhimurium,
Yersinia enterocoli, Enterobacter cloacae, Bacillus megaterium verwendet wird.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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