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OGRANICZONA DOSTEPNOSC SKEADNIKOW ODZYWCZYCH
W SRODOWISKU JAKO INDUKTOR WZROSTU OPORNOSCI
DROBNOUSTROJOW NA CZYNNIKI ANTYMIKROBIOLOGICZNE

Streszczenie

W dostgpne;j literaturze pojawiaja si¢ doniesienia §wiadczace o tym, ze ograniczona dostgpnosé sktad-
nikow pokarmowych w $rodowisku wzrostu drobnoustrojow indukuje ich oporno$é na czynniki antymi-
krobiologiczne. Celem przeprowadzonych doswiadczen byta weryfikacja tej hipotezy badawcze;.

Okreslono wplyw ograniczonej dostgpnosci sktadnikow pokarmowych w medium hodowlanym, na
opornos¢ drobnoustrojow Enterococcus faecalis, Proteus vulgaris i Pseudomonas aeruginosa na dziatanie
wybranych $rodkéw dezynfekcyjnych: formaldehydu, nadtlenku wodoru oraz IV-rzedowych soli amonio-
wych.

Wyznaczenie minimalnych stgzen hamujacych wzrost drobnoustrojow w 90 % (wskaznik MICqqs,
ang. minimal inhibitory concentration) i minimalnych stgzen bdjczych (wskaznik MBC, ang. minimal
bactericidal concentration) badanych $rodkow dezynfekcyjnych wykonano metoda zawiesinowa. Analizg
zmian profilu bialek ogoélnych drobnoustrojow przeprowadzono metoda elektroforezy jednokierunkowe;j
w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE).

Na podstawie przeprowadzonych badan nie stwierdzono wpltywu ograniczonej dostgpnosci sktadni-
kéw pokarmowych w pozywce oraz czasu trwania hodowli na wzrost oporno$ci drobnoustrojéw podda-
nych dziataniu wybranych §rodkéw dezynfekcyjnych. Najskuteczniejsze dziatanie bdjcze wobec Entero-
coccus faecalis wykazaty IV-rzgdowe sole amoniowe, a w przypadku komoérek Proteus vulgaris i Pseu-
domonas aeruginosa ekspozycja na formaldehyd. Stwierdzono takze, ze hodowla komorek Pseudomonas
aeruginosa, prowadzona na podlozu o ograniczonej dostgpnosci sktadnikéw pokarmowych, indukowata
zmiany profilu biatek ogélnych tych drobnoustrojow.

Stowa kluczowe: stres glodowy, opornos¢, MIC, MBC

Wprowadzenie

Zmniejszenie wrazliwosci drobnoustrojéw inkubowanych w warunkach glodo-
wych na $rodki antymikrobiologiczne moze stanowi¢ zagrozenie i moze by¢ przyczyna

Mgr inz. A. Kosmider, dr inz. K. Myszka, dr hab. inz. K. Czaczyk, Katedra Biotechnologii i Mikrobiolo-
gii Zywnosci, Wydz. Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, ul. Wojska
Polskiego 48, 60-627 Poznan



308 Alicja Kosmider, Kamila Myszka, Katarzyna Czaczyk

wielu komplikacji w leczeniu zatru¢ pokarmowych i innych schorzen. Ograniczona
dostgpnos¢ sktadnikow pokarmowych w §rodowisku wzrostu jest bezposrednim induk-
torem zmian morfologicznych i fizjologicznych mikroorganizméw, chronigcych ko-
morki przed degradacyjnym wplywem substancji toksycznych [13]. Pod wptywem
szokow $rodowiskowych inhibicja szeregu szlakéw metabolicznych réznych drobno-
ustrojow np. Escherichia spp., Salmonella spp., Vibrio spp., ksztaltuje ich wysoka
oporno$¢ na czynniki antymikrobiologiczne [17]. Efektem stresu gtodowego wywota-
nego u drobnoustrojow jest zahamowanie wzrostu i syntezy $ciany komorkowej bakte-
rii [7, 9]. Faza zastoju stanowi okres przygotowawczy, w trakcie ktorego bakterie
przebudowuja swoj aparat enzymatyczny [7, 8, 9]. Zwolnieniu tempa wzrostu towarzy-
sza zmiany morfologiczne. Bakterie Gram-ujemne np. Escherichia coli w stadium
zyjacych lecz nie dajqcych sie hodowacé mikroorganizméw (ang. viable but noncultu-
rable - VBNC), przybieraja posta¢ kulista i maja mniejsze wymiary niz aktywne fizjo-
logicznie komorki wegetatywne [5, 11, 17]. Bakterie Gram-dodatnie przy deficytowej
dostepnosci sktadnikéw pokarmowych w pozywce nie kurcza sig, ale wskutek asyme-
trycznego podziatu komorki moga przybiera¢ formy o zdecydowanie mniejszych wy-
miarach [5]. U drobnoustrojoéw poddanych stresowi glodowemu stwierdzono takze
zmiany fizjologiczne, objawiajace si¢ wzmozona sekrecja egzopolisacharydow oraz
zmianami konformacyjnymi btonowych kwasow tluszczowych [5, 13, 17]. Zdaniem
badaczy zmiany te sa reakcja adaptacyjna drobnoustrojéw na stres Srodowiskowy
i warunkuja one komoérkom oporno$¢ przed autoliza wywotywang przez $srodki dezyn-
fekcyjne [5].W warunkach stresu gtodowego drobnoustroje zdolne sg takze do syntezy
specyficznych biatek stresowych i genow glodzenia [3, 6, 15].

W celu skutecznego usuwania aktywnych mikroorganizméw z powierzchni uzyt-
kowych, wazne jest obliczenie warto$ci klasycznych wskaznikow MICggy,, 1 MBC
w warunkach imitujacych naturalne nisze ekologiczne. Skuteczna strategia jest takze
lepsze zrozumienie natury sktadnikow komoérkowych i ich funkcji w opornosci drob-
noustrojow w warunkach gtodowych na czynniki toksyczne.

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie wptywu ograniczonej dostepno-
sci sktadnikow pokarmowych w medium hodowlanym na oporno$¢ drobnoustrojéw
Enterococcus faecalis, Proteus vulgaris 1 Pseudomonas aeruginosa na dziatanie wy-
branych $rodkow dezynfekcyjnych, takich jak: formaldehyd, nadtlenek wodoru i IV-
rzedowe sole amoniowe.

Material i metody badan

Przedmiotem badan byly 3 szczepy bakterii chorobotworczych: Enterococcus fa-
ecalis ATCC 7080, Proteus vulgaris ATCC 6380 i Pseudomonas aeruginosa ATCC
10145.
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W badaniach uzyto nastgpujacych $rodkow dezynfekcyjnych: formaldehydu
(POCH, Gliwice), nadtlenku wodoru (STANDARD, Lublin) i chlorku didecylodimety-
loamoniowego (kationowa QAC) (Jodex, Poznan)

Warunki prowadzenia hodowli

Hodowle mikroorganizmow prowadzono na pozywkach ptynnych do namnazania
Enterococcus faecalis: pepton K (BTL, Lo6dz) (15 g/l), ekstrakt migsny (BTL, £6dz)
(4,5 g/l), glukoza (Chempur, Piekary Slaskie) (7,5 g/1), azydek sodu (POCH, Gliwice)
(0,2 g/1), chlorek sodu (Chempur, Piekary Slaskie) (7,5 g/l) [4], Proteus vulgaris: go-
towa pozywka do namnazania Enterobacteriaceae wg Mossela [12], Pseudomonas
aeruginosa: gotowa pozywka ABGP wg Schuberta [16]. Jako podtoze state do wzrostu
drobnoustrojow zastosowano agar wzbogacony (BTL, Lodz) (30 g/l) z glukoza
(Chempur, Piekary Slaskie) (10 g/1) [17]. Hodowle prowadzono w warunkach dyna-
micznych (100 obr./min). Jako optymalne warunki hodowli przyjeto podstawowy sktad
pozywek do namnazania drobnoustrojow i temp. 37 °C. Badajac wptyw stresu glodo-
wego na komorki bakterii, zawarto$¢ sktadnikow pokarmowych w medium hodowla-
nym zredukowano 10-krotnie. Hodowle prowadzono przez 144 h, przeszczepiajac co
48 h 10 % hodowli drobnoustrojow do $wiezych pozywek o optymalnym i 10-krotnie
zredukowanym sktadzie. Oznaczen dokonywano po 48 h i 144 h hodowli, odpowiada-
jacym odpowiednio fazie wzrostu logarytmicznego drobnoustrojéw oraz fazie stacjo-
narne;j.

Oznaczanie ogolnej liczby drobnoustrojow

Liczbe badanych mikroorganizméw w warunkach optymalnego i glodowego $ro-
dowiska wzrostu okreslano metoda ptytkowa Kocha. Z kolejnych rozcienczen dziesigt-
nych wykonywano posiewy, przenoszac po 1 ml zawiesiny do dwoch réownoleglych
ptytek Petriego. Zawarto$¢ ptytek Petriego zalewano ok. 15 ml uptynnionego podtoza.
Plytki Petriego inkubowano przez 24 h w temp.37 °C, nastepnie dokonywano odczytu
wynikow.

Wyznaczenie wskaznikow MICqg % i MBC

Wskazniki MICyg, 1 MBC badanych preparatow dezynfekcyjnych okre§lano me-
toda zawiesinowa. Do wyznaczenia wskaznikow MICgg, i MBC [%]: 0,1; 0,2; 0,3;
0,5; 1; 2 ; 3; 51 7 roztworow formaldehydu, nastepnie [%]: 0,5; 1; 2; 3; 5; 7; 81 10
roztworow nadtlenku wodoru oraz [%]: 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 1; 3; 5; 7 roztworow IV-
rzedowych soli amoniowych, drobnoustroje poddano 15 min ekspozycji na dziatanie
tych preparatow dezynfekcyjnych.
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Do probéwek zawierajacych 9 ml ptynnej pozywki namnazajacej wprowadzano
po 1 ml badanego $rodka dezynfekcyjnego o odpowiednim stezeniu i hodowle testo-
wanego szczepu bakteryjnego o gestosci 107 — 10° jtk/ml. Po 15 min wykonywano
posiew metoda ptytkowa Kocha. Wyznaczenia wskaznikow MICyy, i MBC dokony-
wano po 24 h inkubacji prob w temp. 37 °C.

Elektroforetyczna identyfikacja zmian profilu biatek ogolnych (SDS-PAGE)

Do oceny zmian profilu biatek ogélnych wytypowano drobnoustroje Pseudomo-
nas aeruginosa 1 poddawano je 15 min ekspozycji na dziatanie 2 % wodnego roztworu
nadtlenku wodoru. Hodowle bakterii prowadzono w warunkach dynamicznych na pod-
lozu ptynnym przeznaczonym do namnazania komoérek Pseudomonas aeruginosa
przez 144 h. Osad komoérek poddawano lizie 8 M roztworem mocznika. Zawarto$¢
wyekstrahowanych biatek komérkowych w probach oznaczano spektrofotometrycznie
metoda Bradforda [2]. Rozdziatu wyizolowanych biopolimeréw dokonywano technika
jednokierunkowej elektroforezy w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) przy na-
pieciu 100 V. wg Laemmli [10]. W doswiadczeniach zastosowano 12 % zel poliakry-
lamidowy. Czas trwania rozdziatu wynosit 1,5 h. Jako wzorzec zastosowano mieszani-
n¢ biatek o znanej masie czasteczkowej (Sigma, USA). Wizualizacje rozdzielonych na
zelach poliakrylamidowych biatek komoérkowych prowadzono technika wybarwiania
pasm solami srebra [1].

Wyniki i dyskusja

W pierwszym etapie pracy zbadano wptyw ograniczonej dostepnosci sktadnikow
odzywczych w pozywce, jako potencjalnego induktora wzrostu opornosci komorek
Enterococcus faecalis, Proteus vulgaris i Pseudomonas aeruginosa, na wybrane czyn-
niki antymikrobiologiczne. W tab. 1., 2. i 3. przedstawiono wyniki tych badan.

Po przeprowadzeniu eksperymentdéw, majacych na celu wyznaczenie wskaznikow
MICyg, i MBC badanych $rodkoéw dezynfekcyjnych, stwierdzono, ze bakterie Entero-
coccus faecalis, Proteus vulgaris i Pseudomonas aeruginosa inkubowane na pozyw-
kach o optymalnej i 10-krotnie zredukowanej zawarto$ci sktadnikow pokarmowych,
poddane 15 min ekspozycji na dziatanie wybranych st¢zen roztworu formaldehydu, nie
wykazaty znaczacych roéznic wzrostu opornosci w warunkach gtodowych. Nie zaob-
serwowano rowniez wpltywu czasu trwania hodowli na zmiang warto$ci wskaznikéw
MICyg, 1 MBC, ktore wahaty si¢ w granicach 0,5-2 %.

Wyznaczone wskazniki MICgyp, 1 MBC nadtlenku wodoru, z wykorzystaniem
drobnoustrojow Enterococcus faecalis w 48 h hodowli, w warunkach optymalnej
i ograniczonej zawarto$ci sktadnikow pokarmowych cechowaly sig zblizong wartoscia.
Podobne wartosci wskaznika MICyg, dla tego drobnoustroju zanotowano takze w 144 h
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Tabela l
Wartosci wspotczynnikéw MICqgge, 1 MBC formaldehydu w zaleznosci od dostgpnosci sktadnikow pokar-
mowych w pozywce hodowlane;.
Values of MICyy, and MBC of formaldehyde depending on the availability of nutrients in the culture
medium.

Dostepnos¢ sktadnikow pokarmowych w pozywce

E g | Czas Auvailability of nutrients in the culture medium
% % £ | hodowli .
5 % é optymalna 10-krotnie zredukowana
& qi g1 (] optimal tenfold reduced
§ A | Timeof
© incuba- MICyqs, MBC MICoqo, MBC
tion
[h] E. P. P. E P. P. E. P. P. E. P. P.

faec. | vulg. |Aerug.| faec. | vulg. |aerug.| faec. | vulg. |aerug.| faec. | vul.. |aerug.

48 1 05| 2 2 o5 | 2 1 ]05]05] 2 |05 05

Formaldehyd
Formaldehyde

144 05 [ 05 | 05 2 051051051 05| 05 2 0,5 | 05

E. faec.-Enterococcus faecalis; P. vulg.- Proteus vulgaris; P. aerug.- Pseudomonas aeruginosa

Tabela 2
Wartosci wspotczynnikow MICgg, 1 MBC nadtlenku wodoru w zalezno$ci od dostgpnosci sktadnikow
pokarmowych w pozywce hodowlane;j.
Values of MICyg,, and MBC of hydrogen peroxide depending on the availability of nutrients in the culture
medium.

. Dostegpnos¢ sktadnikow pokarmowych w pozywce
z e Czas oo . . .
= g hodowli Availability of nutrients in the culture medium
% | hodowli
-"é ;q% & [h] optymalna 10-krotnie zredukowana
s g £ . optimal tenfold reduced
A _Tlme of
S incuba- MICy o, MBC MICyq MBC
tion
23 [h] E. P. P. E. P. P. E P. P. E. P. P.
-§ § faec. | vulg |aerug.| faec. | vulg. |aerug.| .faec. | vulg. |aerug.| faec. | vulg. |aerug.
(5]
% g" 48 2 X 10 2 X X 2 2 7 3 3 X
59
= =
§ 2 144 0,5 | x X 2 X X 2 8 2 3 10 3
T

E. faec.-Enterococcus faecalis; P. vulg.- Proteus vulgaris; P. aerug.- Pseudomonas aeruginosa;

X - nie wyznaczono (okres$lana warto$¢ nie znalazta si¢ w badanym przedziale stezen preparatu)

x - not determined (the value being determined was not comprised by the studied concentration range of
the preparation)
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Tabela 3
Warto$ci wspotezynnikow MICgge, i MBC IV-rzgdowych soli amoniowych w zaleznosci od dostgpnosci
sktadnikow pokarmowych w pozywce hodowlane;.
Values of MICyy, and MBC of quaternary ammonium compounds depending on the availability of nutri-
ents in the culture medium.

o Cuas Dostepnos¢ sktadnikéw pokarmowych w pozywce
g g S . . .
» § § hodowli Availability of nutrients in the culture medium
‘é & f‘% [h] optymalna 10-krotnie zredukowana
« %é’ Time of optimal tenfold reduced
= incuba- MICoqo; MBC MICoqo; MBC
s | " e PP |E|P|P|E|P|P|E|P]|P
3 [h] faec. | vulg |aerug.| faec. | vulg. |aerug.| faec. | vulg. |aerug.| faec. | vulg. |aerug.
QB).E S g 48 X X 3 0,3 X X X X X 0,3 0,2 0,1
£2ES
> 2 3
YE e
Z £
g 144 X X 0,5 0,3 X X X X X 0,3 0,1 0,1
&

E. faec.- Enterococcus faecalis; P. vulg.- Proteus vulgaris; P. aerug.- Pseudomonas aeruginosa;

X - nie wyznaczono (okre$lana warto$¢ nie znalazta si¢ w badanym przedziale stezen preparatu)

x - not determined (the value being determined was not comprised by the studied concentration range of
the preparation)

trwania procesu. Widoczne roéznice w stopniu wrazliwosci badanych komorek na za-
stosowany $rodek dezynfekcyjny odnotowano podczas wyznaczenia wskaznika MBC
w fazie stacjonarnej. Catkowite zamieranie komodrek Enterococcus faecalis, prowadzo-
nych w warunkach optymalnego wzrostu, odnotowano po uzyciu 2 % roztworu nad-
tlenku wodoru. Bakterie poddane stresowi glodowemu wykazywaty mniejsza wrazli-
wos$¢ 1 moment catkowitej inaktywacji badanych komoérek zaobserwowano po zasto-
sowaniu 3 % roztworu preparatu. Analizujac warto$ci wskaznikow MICoggy, 1 MBC
komorek Proteus vulgaris stwierdzono wyzsza oporno$¢ drobnoustrojow w warunkach
optymalnych. Zastosowane st¢zenia roztwordéw nadtlenku wodoru nie spowodowaty
wyraznej inhibicji wzrostu komorek Proteus vulgaris. W przeprowadzonych ekspery-
mentach odnotowano wpltyw czasu trwania hodowli Proteus vulgaris w warunkach
glodowych na wzrost opornosci komorek na dziatanie nadtlenku wodoru. Zastosowa-
nie tego srodka dezynfekcyjnego w stezeniach w zakresie 1- 3 % oraz 8 % spowodo-
wato 90 % inhibicj¢ wzrostu odpowiednio 48 h i 144 h hodowli badanych drobnoustro-
jow. Widoczne réznice wrazliwos$ci na zastosowany srodek dezynfekcyjny odnotowa-
no takze przy wyznaczeniu wskaznika MBC. Catkowite zamieranie 48 h hodowli Pro-
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teus vulgaris prowadzonej w warunkach glodowych wzrostu zaobserwowano przy
uzyciu 3 % roztworu nadtlenku wodoru, a w 144 h hodowli — po zastosowaniu 10 %
roztworu badanej substancji dezynfekujacej. Nadtlenek wodoru zastosowany na ko-
morki Pseudomonas aeruginosa okazat si¢ catkowicie nieskuteczny w przypadku ho-
dowli o optymalnej podazy sktadnikow odzywczych. W zadnym z przeprowadzonych
eksperymentow zastosowane stgzenia nadtlenku wodoru nie dziataly bakteriobdjczo na
komorki inkubowane w warunkach optymalnej zawartosci zrodet wegla i azotu przez
144 h. Eksponowanie drobnoustrojow Pseudomonas aeruginosa inkubowanych
w warunkach gltodowych przez 144 h na dziatanie 3 % roztworu nadtlenku wodoru
spowodowalo catkowita eradykacjg¢ tych mikroorganizméw. W powyzszym wariancie
doswiadczenia, warto$¢ wskaznika MICgg, wyniosta 2.

W wigkszosci przeprowadzonych eksperymentow nie zanotowano inhibicji wzro-
stu drobnoustrojow w optymalnych i gtodowych warunkach srodowiska przy ekspozy-
cji badanych drobnoustrojéw na dziatanie zastosowanych stgzen [V-rzgdowych soli
amoniowych. W zadnym z przeprowadzonych doswiadczen nie zaobserwowano dzia-
fania bojczego tego srodka na mikroorganizmy Proteus vulgaris i Pseudomonas aeru-
ginosa w warunkach optymalnych. W przypadku komorek Enterococcus faecalis
wskaznik MBC wyniost 0,3. Stosujac warunki glodowe hodowli, oporno$¢ drobno-
ustrojow Proteus vulgaris 1 Pseudomonas aeruginosa obnizyla si¢ i catkowita inakty-
wacja komorek nastgpowata juz przy zastosowaniu 0,1 — 0,3 % stgzenia IV-rzgdowych
soli amoniowych. W przypadku komorek Enterococcus faecalis warto$¢ wskaznika
MBC pozostala na poziomie 0,3.

W wigkszosci przeprowadzonych do§wiadczen nie stwierdzono znaczacego wzro-
stu oporno$ci komorek, inkubowanych przy 10-krotnie zredukowanej podazy zwiaz-
kéw chemicznych w pozywce, na zastosowane stgzenia badanych §rodkéw dezynfeku-
jacych. W niniejszej pracy wydluzenie czasu trwania hodowli nie spowodowato wzro-
stu opornosci komoérek na zastosowane czynniki toksyczne. Odmienne rezultaty uzy-
skali Pichereau i wsp. [14], badajac stopien wrazliwosci komorek Enterococcus faeca-
lis, inkubowanych przy ograniczonym dostepie zrodet wegla w pozywcee, na $rodki
przeciwdrobnoustrojowe. Zdaniem tych badaczy, warunki gtodowe $srodowiska wzro-
stu sa induktorem silnej krzyzowej ochrony w komorkach, przeciwdziataniu takich
substancji toksycznych, jak etanol i sole kwasow zotciowych. Zwigkszona opornosé
drobnoustrojow pozyskanych z naturalnych nisz ekologicznych zaobserwowano takze
wsrdd innych grup mikroorganizméw np. podczas badan przeprowadzonych przez
Panstwowy Zaktad Higieny (PZH) [18] z wykorzystaniem grzybow Candida albicans,
wyizolowanych ze Srodowiska szpitalnego i eksponowanych na dziatanie takich $rod-
kow dezynfekcyjnych, jak: chloramina, aldehyd glutarowy, formaldehyd i pochodne
fenolu. Wigkszo$¢ zastosowanych szczepow przez PZH, wyizolowanych ze $rodowi-
ska szpitalnego, tolerowato wysokie stezenia srodkow dezynfekcyjnych, w poréwnaniu
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ze szczepem laboratoryjnym Candida albicans. Ponadto niektore szczepy Candida
albicans wyizolowane od chorych pacjentow lub kolonizujacych urzadzenia medycz-
ne, odznaczaly si¢ wyzsza przezywalnoscia po bezposredniej ekspozycji na wybrane
stezenia srodkow dezynfekcyjnych niz szczepy laboratoryjne.
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Rys. 1. Wplyw dostgpnosci sktadnikow pokarmowych w pozywce na profil zewnatrzkomérkowych
biatek komoérek Pseudomonas aeruginosa (A - inkubowanych w warunkach gtodowych, B - in-
kubowanych w warunkach optymalnych, C - inkubowanych w warunkach gtodowych i podda-
nych ekspozycji na dziatanie $rodka dezynfekcyjnego, D - inkubowanych w warunkach opty-
malnych i poddanych ekspozycji na dziatanie srodka dezynfekcyjnego, M - marker cigzaru cza-
steczkowego).

Fig. 1.  Effect of availability of nutrients in the culture medium on the extra-cellular protein profile of
Pseudomonas aeruginosa cells (A - incubated under starvation conditions, B - incubated under
optimal conditions, C - incubated under starvation conditions and treated by a disinfectant, D -
incubated under optimal conditions and treated by a disinfectant, M - molecular weight marker).

W przedstawionych badaniach stwierdzono, ze zastosowane $rodki dezynfekcyjne
nie spowodowaly w wigkszo$ci przypadkoéw narastania opornosci badanych drobno-
ustrojow w warunkach gtodowych. Dobor odpowiedniego $srodka ma wigc kluczowe
znaczenie w walce z mikroflora patogenna. Brak zmniejszenia wrazliwosci wynikac
moze takze z faktu, ze drobnoustroje narazone na subletalne warunki bytowania znacz-
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nie wydiuzaja czas generacji. Takie prawidlowosci zaobserwowano w hodowli Esche-
richia coli prowadzonej na pozywce zawierajacej jako zrodto wegla i energii laktoze
w stezeniu 90 mg/l [9]. Srednie tempo wzrostu badanych mikroorganizméw w tych
warunkach inkubacji wynosito 53 min. Zmniejszenie stgzenia laktozy w podtozu ho-
dowlanym do poziomu 9 mg/l, wydluzylo okres miedzypodziatlowy komodrek do
550 min. Na skutek zahamowania wzrostu i biosyntezy $ciany komorkowej, dziatanie
$rodka antymikrobiologicznego w postaci penicyliny stato si¢ nieskuteczne [9]. Zasto-
sowany w niniejszej pracy 144 h czas inkubacji, prawdopodobnie nie spowodowat
jeszcze wyksztatcenia pelnych mechanizméw narastania opornosci drobnoustrojow.
W celu sprawdzenia tej hipotezy przeprowadzono analize bialek ogodlnych wybranej
grupy drobnoustrojow, poddanej stresowi glodowemu w stacjonarnej fazie wzrostu.

W drugim etapie badan oceniano wpltyw ograniczonej dostgpnosci sktadnikow
odzywczych w srodowisku wzrostu na zmiany profilu biatek ogdlnych Pseudomonas
aeruginosa po ekspozycji na 2 % roztwor nadtlenku wodoru. Wpltyw optymalnej
i ograniczonej dostgpnosci sktadnikow pokarmowych w $rodowisku wzrostu na zmia-
ny profilu biatek ogdlnych komoérek Pseudomonas aeruginosa przedstawiono na rys. 1.
Roéwnoczesny rozdziat mieszaniny biatek wzorcowych i wyekstrahowanych biatek
komoérkowych umozliwil przeprowadzenie analizy poréwnawczej wzglednych mas
czasteczkowych.

Wielu autorow wykazuje indukcje gendw kodujacych specyficzne biatka pozwa-
lajace przetrwa¢ drobnoustrojom stres glodowy i inne niekorzystne czynniki hodowla-
ne [3, 6, 15]. Zmiany w profilach ogoélnych biatek Enterococcus faecalis ATCC 19433,
powodowane oddziatywaniem na komorki ciepta, soli kwasow zotciowych i chlorku
sodu, stwierdzono w badaniach przeprowadzonych przez Rince i wsp. [15]. Warunki
stresowe $rodowiska wzrostu indukowaly powstanie az 167 nowych biatek, z czego 6
makromolekut okreslono jako podstawowe biatka stresowe GSP (ang. general stress
proteins). Odmienne wyniki uzyskano w niniejszej pracy. Nie stwierdzono biosyntezy
przez badane mikroorganizmy nowych biatek w warunkach stresu glodowego. Zauwa-
zono jednak roznice efektywnosci biosyntezy ogdlnych biatek wytwarzanych przez
badane drobnoustroje w warunkach optymalnej i zredukowanej dostgpnosci sktadni-
kéw pokarmowych. Intensywno$¢ barwy rozdzielonych na zelu poliakrylamidowym
biopolimeréw o wzglednej masie czasteczkowej mieszczacej sie w zakresie 14,2:10° —
36-10° Da, wskazuje na wyrazne ograniczenie biosyntezy tych zwiazkow przez komor-
ki Pseudomonas aeruginosa w warunkach glodowych. W powyzszym wariancie do-
$wiadczenia nie stwierdzono biosyntezy przez badane mikroorganizmy wysokocza-
steczkowych biatek o wzglednej masie czasteczkowej powyzej 66:10° Da. Ekspozycja
komorek Pseudomonas aeruginosa, hodowanych przy ograniczonym dostepie sktadni-
kow odzywczych w s§rodowisku wzrostu, na dziatanie 2 % roztworu nadtlenku wodoru
indukowala zmniejszenie wydajnosci biosyntezy zwiazkow o masie czasteczkowej
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mieszczacej si¢ w zakresie 24-10° — 66:10° Da. Takich zaleznosci nie zaobserwowano
u drobnoustrojéow inkubowanych przy optymalnej zawartosci zrodet wegla i azotu
w pozywce 1 narazonych na dziatanie danej substancji dezynfekujace;.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki §wiadcza o tym, ze warunki glodowe,
ktérym poddane zostaty drobnoustroje, nie spowodowaty znaczacych réznic we wzro-
$cie opornosci w poréwnaniu z hodowla prowadzona w warunkach o optymalnej poda-
zy sktadnikéw pokarmowych. Stwierdzono, ze proces nabywania opornosci przez ba-
dane mikroorganizmy jest okresem dlugim, o czym $wiadcza zmiany intensywnosci
biosyntezy bialek ogoélnych przez drobnoustroje poddane stresowi glodowemu i eks-
pozycji na zastosowany $rodek dezynfekcyjny po 144 h hodowli.

Whioski

1. Nie stwierdzono wplywu ograniczonej dostepnosci skladnikoéw pokarmowych
W pozywce na wzrost opornosci drobnoustrojow poddanych dzialaniu wybranych
stezen srodkow dezynfekcyjnych.

2. W wigkszosci wariantow eksperymentéw wydtuzenie czasu trwania hodowli mi-
kroorganizméw na podtozu o zredukowanej zawarto$ci substancji odzywczych nie
wptyneto na wzrost oporno$ci komorek na zastosowane srodki dezynfekcyjne.
Sposrod przebadanych substancji antymikrobiologicznych, najefektywniejsze dzia-
fanie hamujace wzrost testowanych drobnoustrojow (redukcja o 90 %) odnotowano
po zastosowaniu wodnych roztwordéw formaldehydu.

4. W przeprowadzonych doswiadczeniach catkowite zamieranie komoérek Enterococ-
cus faecalis w badanym ptynie hodowlanym nastgpowalo po zastosowaniu IV-
rzedowych soli amoniowych. Najskuteczniejsze dziatanie bakteriobdjcze wzgledem
komorek Proteus vulgaris 1 Pseudomonas aeruginosa wykazano w przypadku wod-
nych roztwordéw formaldehydu.

5. Hodowla komorek Pseudomonas aeruginosa, prowadzona na podtozu o ograniczo-
nej dostepnosci sktadnikéw pokarmowych, indukowata zmiany w profilu biatek
ogolnych. Po narazeniu badanych komorek na dziatanie wodnego roztworu nad-
tlenku wodoru stwierdzono ograniczenie biosyntezy biopolimerow o wzglednej ma-
sie czasteczkowej mieszczacej si¢ w zakresie 24-10° - 66:10° Da.

Badania prowadzono w ramach projektu badawczego MNiSW N N312 3265 33.
Praca byla prezentowana podczas XIII Ogolnopolskiej Sesji Sekcji Mtodej Kadry Na-
ukowej PTT. 7, £odz, 28 - 29 maja 2008 r.
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LIMITED AVAILABILITY OF NUTRIENTS IN ENVIRONMENT AS INDUCER OF INCREASE
IN THE RESISTANCE OF MICRO-ORGANISMS AGAINST ANTIMICROBIAL FACTORS

ture

Summary

In the reference literature available, there are reports that the limited availability of nutrients in the cul-
medium of micro-organisms induces their resistance against antimicrobial factors. The objective of

the conducted experiments was to verify this research hypothesis.
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The effect was determined of the limited availability of nutrients in a culture medium on the resistance
of Enterococcus faecalis, Proteus vulgaris, and Pseudomonas aeruginosa against the action of three se-
lected disinfection agents: formaldehyde, hydrogen peroxide, and quaternary ammonium salts.

A suspension method was applied to determine MICyo, (minimal inhibitory concentration), i.e. mini-
mal concentration levels inhibiting the growth of micro-organisms in 90% disinfection agents studied, and
MBC (minimal bactericidal concentration), i.e. minimal, bactericidal concentration levels. The analysis of
changes in the profile of total proteins of micro-organisms was performed using a single-direction electro-
phoresis method under denaturing conditions (known as SDS-PAGE method, i.e. sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis).

Based on the experiments accomplished it was found that neither the limited availability of nutrients in
the culture medium nor the time of incubation had any impact on the increase in the resistance of micro-
organisms treated by the three selected disinfectants. The quaternary ammonium salts proved to have the
most effective bactericidal activity against Enterococcus faecalis, whereas in the case of Proteus vulgaris
and Pseudomonas aeruginosa cells - the formaldehyde agent. It was also found that the incubation of
Pseudomonas aeruginosa cells grown in a medium with a limited availability of nutrients induced changes
in the profile of general proteins of this micro-organism.

Key words: starvation stress, resistance, MIC, MBC
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