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I. WSTEP

W toku wywolywania opornosci bakterii fermentacji mlekowe] na
dzialanie nizyny przekonano sie, ze antybiotyk ten moze powodowa¢c
rézne typy opornosci (6); bakterie mogg wytwarza¢ enzym, nizynaze (10).
Zaobserwowano tez typ opornosci, ktoremu nie towarzyszvlo enzyma-
tyczne niszczenie antybiotvku.

Badania dotyczace mechanizmu dzialania nizyny oraz nizynoopornosci
sg nieliczne. Najpelniejszg préba poznania tych zjawisk sg prace Ram-
seiera (11) prowadzone na bakteriach kwasu maslowego. Doprowadzity
one autora do wniosku, ze dziatanie nizynv na komorki bakteryjne jest
typowe dla antybiotykéw polipeptydowych, oraz zwiazkéw powierzchnio-
wo-czynnych. Ma ono polega¢ na atakowaniu biony cytoplazmatycznej
z towarzyszagcym mu wydaleniem do otoczenia skladnikow komorki
m. in. zwigzkéw absorbujgcych swiatlo w ultrafiolecie. Teoria Ramseiera
nie stanowi podstawy, takze zdaniem jej autora, do wyjasnienia mecha-
nizmu nizynoopornosci, ktéoremu nie towarzyszy enzymatyczne niszczenie
antybiotyku.

Podjete przez nas badania mialy na celu wykrycie niektorych réznic
w skladzie komérek bakteryjnych, wrazliwych i opornych na nizyne,
drogg okreslenia jakosci i ilosci ich wolnych aminokwasow.

1. CZESC DOSWIADCZALNA

1. Metody, podtoza i szczepy uzyte do badan

Poddano badaniom hodowle wrazliwe i oporne na 320 j/ml nizyny
szczepu Str. lactis 2a3 uprzednio scharakteryzowanego serologicznie
i czesciowo biochemicznie (7). Hodowle nizynooporne uzyskane zostaly
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drogg przeszczepiania w podlozach o wzrastajgcym: stezeniu antybiotyku.
W czasie trwania doswiadczen hodowle wrazliwe i nizynooporne prze-
szczepiano codziennie na Swieze podloze, ktérym bylo mleko odttusz-
czone. Zawartos¢ aminokwaséw oznaczano w hodowlach 4-krotnie pasa-
zowanych w bulionie! z 1% glikozy i 1% ekstraktu drozdzowego
(pH — 7,35).

Badaniom poddano hodowle 8-godzinne (logarytmiczna faza rozwoju)
1 16-godzinne (faza zastoju). Faza wzrostu hodowli okreslano fotokolory-
metrem ,,Unicam” przy dlugcsci fali 608 mu (filtr czerwony). Szybkosé
wzrostu hodowli wrazliwych i nizynoopornych réznila sie nieco w loga-
rytmicznej fazie rozwoju (rys. 1).
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Rys. 1

Zawarto$s¢ aminokwasow oznaczano metodg chromatografii bibutowej
kwasnych wyciggéw z komoérek bakteryjnych wedlug metody Matticka
i innych (9), w modyfikacji Mabbit i Gregory (8), ponadto do identyfi-
kacji aminokwaséw stosowano 0,2% roztwoér izatyny i odezynnik wedlug
Dalghish’a (2).

Do ilosciowej interpretacji plam uzyskanych na paskach bibuly zasto-
sowano metode wagowa. Wykresy otrzymane na densytometrze ,,Vari-
cord” odpowiadajgce plamom poszczegdlnych aminokwaséw i standardéw,
byly przerysowywane na kalke techniczng, wycinane i wazone. Po-
wierzchnie plam wywolanych przez substancje nie zidentyfikowane wy-

1 Produkcja Wytwérni Surowic i Szczepionek (Warszawa).
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razono w przeliczeniu na standard kwasu glutaminowego. W sklad war-
tosci liczbowych oznaczajacych substancje nazwang peptydem A wli-
czono takze punkt naniesienia wyciggu z komoérek bakteryjnych, ponie-
waz plamy odpowiadajgce tej substancji byly umiejscowione tak blisko
punktu naniesienia, iz ich oddzielenie na wykresach bylo niemozliwe.
Sredni blad tak stosowanej metody wynosit 15,2 + 6,9% (16).

2. Wyniki doswiadczen

Ogoélem wykonano 8 doswiadczen. W kazdym doswiadczeniu poddawano
ekstrakcji 2 niezalezne hodowle szczepu w badanej fazie rozwoju. Wy-
niki wszystkich do§wiadczen zestawiano w tabeli 1. W celu sprawdzenia
jednorodnosci 4 wynikéw liczbowych uzyskanych dla kazdej z wykry-
tych substancji, zastosowano ,test x?’ (16). Na podstawie testu staty-
stycznego potwierdzono jednorodno$¢ wynikéw, co pozwalalo na obli-
czenie $rednich zawartosci substancji ekstrahowanych z komérek bak-
teryjnych.

W tabeli 2 przedstawiono $rednie z czterech oznaczen (wraz z obli-
czonymi przedziatami ufnosci na poziomie istotno$ci a = 0,05) zawartosci
poszczegblnych wolnych aminokwaséw i peptydéw w wyciggach z ko-
moérek bakteryjnych wrazliwych i nizynoopornych Str. lactis 2ag w oby-
dwu badanych fazach wzrostu.

Dane zawarte w tabeli 2 wykazuja, ze wszystkie badane wyciggi bak-
teryjne zawieraly te same ninhydrynododatnie substancje, jednak w roz-
nych ilosciach. Osiem spos$réd jedenastu zwigzkow zidentyfikowano jako
aminokwasy: lizyna, kwas asparaginowy, seryna, glicyna, kwas glutami-
nowy, treonina, alanina, walina. Trzy substancje niezidentyfikowane
nazwano peptydami A, B, C.

Mozna bylo zaobserwowa¢ trzy kierunki zmian w zawartoSci poszcze-
gbélnych aminokwaséw w wyciggach bakteryjnych, w obydwu badanych
fazach rozwoju:

— peptydy B i C, lizyna, seryna, glicyna, kwas glutaminowy i alanina
wystepowaly w mniejszych iloSciach w ekstraktach z nizynoopornych
komérek bakteryjnych, w poréwnaniu do ekstraktéw z komorek bakte-
ryjnych wrazliwych;

— kwas asparaginowy, treonina i walina wystepowaly w wiekszych
iloéciach, wzglednie mialy tendencje do wzrostu (jak wynika z obliczo-
nych przedzialow ufnosci) w ekstraktach z nizynoopornych komérek
bakteryjnych, w poréwnaniu do wyciggow z wrazliwych komoérek;

— peptyd A wystepowal w wyciagach bakteryjnych w ilosciach réz-
nych, w zaleznoséci od fazy rozwoju hodowli; ekstrakty z 8-godzinnych
komérek nizynoopornych zawieraly wigksze ilosci peptydu, za$ ekstrakty
z 16-godzinnych komoérek nizynoopornych, mniejsze ilosSci tego zwigzku
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Tabela 2
Srednie zawarto$ci- wolnych aminokwaséw i peptydéw w wyciggach
z 8-godzinnych i 16-godzinnych hodowli wrazliwych i nizynoopornych Str. lactzs 2ay
(w ug na 10 ml standaryzowanej zawiesiny bateryjnej1

. ; Wrazliwa Nizynooporna Wrazliwa Nizynooporna
Lp. Rodzaj hodowli 8-godzinna 8-)godz?nha 16—godzin.na 163godzl;nna
plam* prze- | prze- prze- prze-
aminokwasy peptydy pg dzial ng dzial T dzial rg dziatl
ufnosci* ufnosci ufnosci u’nosci
1- 2 3 | 4 5 | 6 7 | 8 9 | 10
1 Peptyd A3 2,96 10,54 462 +2,60 618 +109 497 +038
2 Peptyd B - 565 *1,54 370 +088 683 +141 504 *£1,20
3 ' Lizyna - 10,26 £2,10° 511 +1,24 11,58 +0,82 7,08 10,91
4 Kwasasparaginowy 441 - '+1,73 - 6,08. +140 4,03 +2,09 6,40 =+0,95
5 -Seryna 2,81 161 255 1040 328 +142 296 +0,98
6 Glicyna 315 +101 192 +089 269 132 . 266 10,30
7 Kwas glutaminowy 11,31 +2,11 6,90 +295 671 +119 397 +1,94
8 Treonina’ 1,29 10,55 1,24 40,26 1,12 +0,52 ° 2,90 +0,32
9 Peptyd C 13,37 +2,86 9,67 £2,04 12,53 +407 1097 +£392
100 Alanina 483 +0,58 291 +1,59 4,57 +£2,04 334 =£081
11 Walina 1,08 +0,58 6,27 1046 Slady 12,81  £275
61,12 50,47 59,52 62,50

1 Sucha masa 100 ml standaryzowanej zawiesiny wynosila 0,041 g.

2 Substancje wykryte w ekstraktach podane sg w kolejnosci w jakiej wystewpowaly na
chromatogramach

3 Zawarto$é peptydéw A, B, C przeliczono na standart kwasu glutammowego

4 Na poziomie istotno$sci = 0,05

w poréwnaniu do wyciggéw z wrazliwych na nizyne komoérek bakteryj-
nych. ‘

Stwierdzi¢ wreszcie nalezy, ze mimo réznic w zawartosci poszczegél-
nych aminokwaséw, calkowita iloé¢ badanych substancji byla tego sa-
mego rzedu wielkosci dla wyciagéw z 8-godzinnych i 16-godzinnych ko-
moérek wrazliwych na nizyne, oraz z 16-godzinnych komoérek nizyno-
opornych. Tylko wyciggi z 8-godzinnych komoérek nizynoopornych byly
znacznie ubozsze w badane zwigzki.

ITII. OMOWIENIE WYNIKOW

Réznice w zawartoéci wolnych aminokwaséw i peptydéw jakie zostaty
zaobserwowane w komérkach wrazliwych i nizynoopornych mogly byc
wyrazem zmian wywolanych w wrazliwych komoérkach bakteryjnych na
skutek dzialania suboptymalnych ilosci nizyny, ktére dodawane byly do
podloza w toku indukowania nizynoopornosci. Jezeli chodzi o amino-
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kwasy i peptydy, ktore wystepowaly w mniejszych ilosciach w komér-
kach nizynoopornych, to zjawisko zubozenia komoérek bakteryjnych
w podobne zwigzki na skutek dzialania antybiotykéw polipeptydowych
zostalo juz zaobserwowane przez Gale i Taylor’a (5), ktérzy uwalniali
z komérek Str. faecalis kwas glutaminowy i lizyne przez dzialanie tyro-
cydyny L. Wieksza zawarto$¢ waliny, treoniny i kwasu asparaginowego
w wyciggach z paciorkowcéw nizynoopornych mogla réwniez byé zwig-
zana ze zmianami wywolanymi w komoérce bakteryjnej przez dzialanie
suboptymalnych ilosci nizyny. Zmiany te mogly stanowi¢ wyraz dosto-
sowania metabolicznego (4) komdrki bakteryjnej do obecnosci antybio-
tyku. Walina i treonina sg niezbednym budulcem bialka cytoplazmatycz-
nego komorki bakteryjnej. Zas kwas asparaginowy, ktéory w naszych ba-
daniach byl trzecim z aminokwaséw wystepujacych w wiekszych ilo-
sciach w nizynoopornych paciorkowcach, to zgodnie z wynikami badan
Abelsona i innych (1) oraz Delluvy (3), moze on by¢ prekursorem treo-
niny i stanowi¢ posrednie ogniwo biosyntezy bialtka cytoplazmatycznego.

W Swietle uzyskanych przez nas wynikéw dostosowanie metaboliczne
komoérki bakteryjnej do obecnosci nizyny moze polega¢é m. in. na wiek-
szej aktywnosci w zakresie syntezy bialka cytoplazmatycznego. Siedli-
skiem zmian, ewentualnie czesSci zmian w komoérce bakteryjnej, jakie
wigzalyby sie z nizynoopornoscig, bylaby wiec substancja cytoplazma-
tyczna komoérki. Doszukujgc sie przyczyn postulowanej wiekszej inten-
sywnosci syntezy biatka cytoplazmatycznego w komérkach opornych niz
w komoérkach wrazliwych na dzialanie nizyny, mozna zalozyé¢, ze jest ona
spowodowana przez zmiany w przepuszczalnosci blony cytoplazmatycz-
nej, ktérg suboptymalne ilosci nizyny czesSciowo uszkadzajg. Tylko ta
czes¢ populacji bakteryjnej, ktéra okazalaby sie zdolna do wyréwnania
strat substancji cytoplazmatycznej (wynikajacych z czeSciowego uszko-
dzenia blony cytoplazmatycznej komoérki przez antybiotyk), intensyw-
niejszg syntezg m. in. biatka cytoplazmatycznego bylaby zdolna przezyé¢
1 rozmnazaé¢ sie¢ w obecnosci nizyny, stajagc sie tym samym oporng na
dzialanie tego antybiotyku.

Mozna uzna¢ za potwierdzenie hipotezy o zalezno$ci miedzy zawarto-
Scig waliny i treoniny w komoérce bakteryjnej, a intensywnoscig syntezy
bialka cytoplazmatycznego, badania Toennisa i Shockmana (14), Shock-
mana (12), Toennisa, Balaya i Shockmana (15) oraz Shockmana i in-
nych (13), ktére wykazaly, ze wyczerpanie niektérych aminokwaséw
a szczegblnie waliny i treoniny w podiozu powodowalo dalszy wzrost

1 Zaznaczyé jednak nalezy, ze hodowle Str. faecalis byly uprzednio prowadzone
w podlozach szczegélnie bogatych w omawiane aminokwasy.
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hodowli, charakteryzujacy sie gléwnie przyrostem Scian komérkowych,
przy zmniejszonym przyroscie substancji cytoplazmatycznej komérki.

Zoabserwowany przez nas podobny kierunek zmian w zawartosci ba-
danych substancji w hodowlach w logarytmicznej fazie rozwoju i w fazie
ZaStOJH pozwala przypuszcza¢, ze mechanizm obrony komérki bakteryj-
nej przed dzialaniem nizyny jest jednakowy w obydwu fazach wzrostu
hodowli.

Zaznaczyc wreszcie nalezy, ze obserwacje i oparta na nich préba wy-
jasnienia nizynoopornosci paciorkowcéw, ktorej nie towarzyszy enzyma-
tyczne niszczenie antybiotyku dotyczy tylko komérek bakteryjnych o na-
bytej opornosci.

Dalsze badania powinny wyjasnié, czy podane réznice w zawartosci
wolnych aminokwaséw oraz innych skladnikéw komérki bakteryjnej
dajg sie zaobserwowaé w paciorkowcach o naturalnej opornosci na nizyne.
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DYSKUSJA

Prof. dr J. Janicki, WSR, Poznan

Doniesienie jest bardzo interesujgce ze wzgledu na mozliwo§¢ wplywania na
sktad aminokwasowy réznych mikroorganizméw przy pomocy an.tybiotykc’)w.' Mo-
globy to byé jedng z drég przygotowania mikroorganizméw do b1osynjcezy bialek,
ktére by mialy okreSlony sklad chemiczny. Jak wykazano w pracy, nizynooporne

11 — Zeszyty problemowe, zeszyt 53



162 E. Lipinska, J. Tomaszewska | 8

mikroorganizmy majg np. mniej lizyny. W zwigzku z tym interesuje mnie czy ba-
dano tylko skilad samych komorek bakteryjnych i czy aminokwasy przechodzity
do roztworu.

Dr E. Lipinska, Instytut Przemystu Mleczarskiego, Warszawa

Badane byty ekstrakty z komoérek bakteryjnych, oddzielonych od podloza i wy-
mytych ze skladnikéw podloza. Komoérki byly ekstrahowane 10% kwasem octowym
przez 4 godziny. Tak uzyskany kwas$ny roztwoér aminokwaséw i peptydéw byt na-
noszony na chromatogram. W niniejszej pracy nie badano zmian zawartosci amino-
kwasOw 1 peptydow w podilozu po zadzialaniu antybiotykiem na hodowle bakte-
ryinag.



