VPLYV ZMRAZOVANIA NA METABOLIZMUS
A AKTIVNY POHYB BAKTERII
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Vyskum vplyvu nizkych teplét na mikroorganizmy ukazal, ze spésob nizko-
teplotnej expozicie, ako aj oteplenia, t. j. sklon teplotného spadu a dizka doby
posobenia chladu vytvarajta spolu s vlastnostami média podmienky, ktoré v za-
vislosti od fyziologického stavu, rastovej fazy a fenotypickych vlastnosti kultary
uréuji povahu vysledného efektu chladu. Tento efekt sa méze prejavit ako letaine
alebo neletdlne fyziologické poskodenie buniek. Kym odumieranie mikroorganiz-
mov v dosledku zmrazovania sa sledovalo uz v mnohych pracach a je uz do istej
miery tak z hladiska mechanizmu, ako aj z hladiska kinetiky objasnené (Haines,
1938; Waiser a Osterud, 1945; Arpai, 1960a, 1961a), zatial sa venovala pomer-
ne mal4d pozornost intermedidrnym fdzam poskodenia, t. j. neletdlnym dc¢inkom
rmrazovania (Straka a Stokes, 1959). Touto problematikou sa zaoberd nasa
praca, v ktorej sa sleduja zmeny v niarokoch na vyZivu, ako aj v pohyblivosti
mikroorganizmov po vystaveni udinkom zmrazovania réznej intenzity v rozli¢
nom médiu.

Pokusnad cast
Material a metédy

Poskodenie bakteridlnej bunky v désledku zmrazovania sme sledovali na za-
klade zmeny metabolizmu, prejavujtcej sa v poziadavkdch na vyzivu. Ako merta-
bolicky poskodené sme charakterizovali baktérie, ktoré po nizkoteplotnej expozicii
rastli na komplexnych, obohatenych zivnych pddach, nie v8ak na minimélnon:
médiu. Z rozdielu medzi celkovym poéiom zarodkov stanovenych na obohatene
néde pred zmrazovanim a po zmrazovani sme vypolitali kvétu usmrtenven bax-
rérii. Metodicky sme teda postupovali tak ako uz v predtym uverejnenych pracach
(Arpai, 1961b).

Zmeny pohyblivosti baktérii sme stanovovali Shoesmithovou metédou (1960).
Podstata tejto metddy je v tom, ze sa pod mikroskopom rata pofet mikroorganiz-
mov, ktoré za urcity ¢as prechddzaju cez maly otvor.

Testorganizmy. Sledovali sme typicky psychrofilny kmen Pseudomonas fluo-
_escens, pdévodne izolovany z misa (Arpai, 1960b), ktory este dobre rastol pri
:eplotach okolo 0 °C, a mezofilny kmen Escherichia coli B.



Médid. Ako obohatenti komplexnd pédu sme pouZili trypticky natrdveny bujén
s obsahom 1,5 % kazeinu. Pédu sme pripravili podla Tannerovho predpisu
{1944). Minimalna p6da mala zlozenie: K;HPOs = 0,7 % : KH,PO; = 0,3 % ;
natrium citrdt . 2 H;O = 0,1 %:; MgS0Os.7 H20 = 0,01 %; (NH4):S0; =
= 0,1 % ; glukéza (osobitne autoklavovana) = 0,2% ; pH upravené na 7. V pri-
pade, Zze bola pouzitd vo vystuienom stave, pridavali sme 1,5 % agaru.

Zdkladné kultiiry a bunkové suspenzie. Pseudomonas fluorescens sme kultivo-
vali pri 23 °C, E. coli pri 37 °C. Bunkové suspenzie boli pripravené z 24 hod.
kultdr vyrastenych na obohatenej pode. Kmen Pseudomonas fluorescens sme
suspendovali do 0,1 % pepténového roztoku, aby sa polas riedenia neposkodil,
kym kment E. coli bol suspendovany a riedeny 0,0003 M fosfatovym pufrom
{pil 7.2) podla Strakcve] a Stokesovej metodiky (1657). Tuto zikladna bakterial-
au suspenziu sme dalej riedili médiom, v ktorom sa baktérie zmrazovali a sklado-
vali pri nizkych teplotach. Tieto média sa lisili chemickym zloZenim a [yzikalno-
chemickymi vlastnostami. To umoznile studovaf vplyvy prostredia na biologické
acinky nizkych tepldt. Pouzili sme menovite méisovy extrakt o koncentracii 0,5 Y%
{Me); peptbénovy roztok v koncentracii 1 % (Pr); kvasniény extrakt v koncen-
iracii 1% (Ke); odstredené mlieko (Om) v koncentracii 1 % a destilovand
vodu (Dv). Tieto zmrazovacie médid mali pH upravené §tandardne na 7,2. Vplyv
aktualnej acidity sme vSak sledovali osobitne v prostredi Me, ktorého pH sme
pridavkom 0,04 M fosfatového tlmiaceho roztoku upravili na $tyri hodnoty v roz-
piti od 5 do 8. Pri zmrazovani bela koncentricia bunkovej suspenzie priblizne
5.10° buniek/ml. Koncentrdciu buniek sme sledovali platfiovou metédou na
pddach uz uvedenych.

Zmrazovanie a vyhodnotenie jeho uéinkov. Baktériové suspenzie objemu 10 ml
boli zmrazované v troch paralelnych tenkostennych sktimavkach pri —7©, —18 ¢
a =30 °C. Po prvom, siedmom a pitnastom dni sme tri paralelky z kazdej pokus-
nie] modifikacie rozmrazili pod teftcou studenou vodou. Potom sme ich naotkovali
na minimélnu a sidasne aj na komplexnd pddu, aby sa takio stanovil fyziologicky
stav bakteridlre] populdcie, resp. vzajomny vziah jej poskodenej a neposkodenej
rlozky. Z vysledkov paralelnych pokusov sme vypocitali aritmeticky priemer, ktory
sme porovnavali s prislu§nymi ddajmi kultary pred zmrazovanim (kontroly), na
zdklade ktorych sme vypoéitali kvétu zmrazovanim poskodenych, neposkodenych
. usmrtenych buniek.

Priprava suspenzie na sledovanie pohyblivosti, Material na stanovenie pohybli-
‘osti buniek bol odobraty z kolénii vyrastenych pri platfiovom teste. Baktérie sme
'patrne stiahli z povrchu agarovej pddy, suspendovali a potom odstredili; sadlinkua
-me resuspendovali do tlmiaceho roztoku ebsahujiiceho 0,1 M NaCl a 0,02 fosfo-
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reénan sodny, pH 7,2. Bakteridlnu suspenziu sme malym kompresorom nepretriite
prevzdusiovali.

Mikroskopické pozorovanie. Malé mnozstva jednotlivych bakteridlnych suspen-
zii sme natiahli do kapildr dihjch 50 mm, pripravenych zo sklenenych rarok, a to
metédou, ktord podrobnejsie opisali Wright a Colebrook (1921). Kapilary sme
zatavili, ulozili medzi mikroskopické sklicka a pozorovali pod imerznym objekti-
vom fazovou kontrastnou mikroskopiou.

Meranie pohyblivosti. Pohyblivost sme stanovovali rdtanim mnozstva baktérii,
ktoré preslo zorné pole o ploche ca 0,1 mm? Priemer zorného pola bol 0,125 mm.
Pouziti bakterioskopickdt metédu priameho pocitania buniek podrobne opisali
Arpai a Janotkova (1958). Poditali sme vidy za 1 min. a poéitanie sme opa-
kovali na dvoch réznych miestach kapilary. Zo stanovenjch hodnét sme vypocitali
aritmeticky priemer. Zdroje chyb, ktorymi by mchlo byf rozmnozovanie buniek
a chemotaktické vplyvy, do znafnej miery vyldéila pouzitd pracovni technika
(Shoesmith, 1960). Osobitn( pozornost sme venovali tomu, aby zorné pole pri
potitani lezale pod hladinou styénej plochy tekutiny a skla. Pri poéitani v bliz-
kosti stien kapildry sme ziskalli malo reprodukovatelné vysledky so Sirokym va-
riaénym rozpatim. Bole to sposobené tym, Ze baktérie mali tendenciu zoskupovat
sa v blizkosti sklenej steny, ako na to ui upozornili Clowes, Furness a Rowley,
{1955), ako aj Baracchini a Sherris, (1959).

Koncentrdcia baktérii. Pocet pohyblivych baktérii je ovplyvneny koncentraciou
buniek (Sherris a spol. 1957), preto bolo potrebné koncentriciu testorganizmov
standardizovat vo vietkych suspenziich. Celkovy pocet buniek pre vypolet uka-
zovatela pohyblivosti sme stanovovali v Biirkerovej poéitacej komérke, pri¢om
vhodné riedenie sme pripravili pridanim 0,25 % formaldehydu. V{poget sme robili
fazovou kontrastnou mikroskopiou, ratajac zhluky vidy za jednotku. Bakteridlne
suspenzie sme $tandardizovali podla zdkalu fotokolorimetricky.

Ukazovatel pohyblivosti. Vysledky stanovovania po¢tu pohyblivych buniek sme
vyjadrili ,,ukazovatelom pohyblivosti”, ktory sme vypofitali podla Shoesmithov-
ho navedu (1960). Tato veli¢ina zavisi od plochy vySetrovaného zorného pola
a od koncentracie baktérii, ktoré musia byt $tandardné. Pritomnost nepohyblivych
buniek suspenzii znizuje ukazovatela pohyblivosti. Pomer pohyblivych buniek
k¥ bunkdm nepohyblivym vyplynul z priameho pofitania v niekolkych zornych

poliach a z ich vysledkov sme vypocitavali priemer. Za predpokladu, Ze koncen-
tracia kultdry bola konitantna, je ukazovatel pohyblivosti proporcionalny prie-
mernému poftu buniek v suspenzii. Ukazovatel pohyblivosti sme stanovovali



v suspenzii o koncentracii priblizne 5 X 107 buniek/ml. Z vysledkov sme odpo-
tali numerickda kon§tantu o hodnote 3, ¢im sme podla Shoasmithovych vypoctov
korigovali chybu, ktora vznikla z Brownovho pohybu. Vysledky stanovenia uka-
zovatela pohyblivosti v kultirach poskodenych mrazom sme vyjadrili percentudl-
ne vo vzfahu k ukazovatelovi pohyblivosti buniek u kontroly.

Sledovanie obnovy pohyblivosti. Potkodené kultiry sme uchovdvali v natrave-
nom bujéne pri inkubacnej teplote a tyzdenne sme ich preofkovévali. Po mesiaci
sa v subkultire znova stanovovala pohyblivost buniek, resp. ukazovatel pohybli-
vosti. Pripadné zvySenie pohyblivosti sme vyjadrili v percentach.

Statistické metédy. Vyznamnost rozdielov medzi skupinami pokusnych vysled-
kov sme vypotitali podla t-testu podla Studenta. Vzlahy medzi vysledkami sme
sistovali vypoltom korelatnych koeficientov (oznafovany ,r'') dvojic pokusnych
vysledkov; postupovali sme podla Snedecorovho vzorca (1948) a pouzili sme

: . S )T Ny
zékladnt rovnicu o kovariancii, kde xy = |/ variancia x . variancia y. Reprodu-
tovatelnest vysledkov, resp. chybu metodiky sme vypoéitali podla Weberove]
(1557), pricom vysledky, opierajtice sa o priemer 5 paraleliek, mali maximélnu

chybu 10 %.
Vysledky a vyhodnotenie

Uéinky podmienok zmrazovania na usmrienie a poSkodenie buniek. Pokusné
vysledky zachytdva tab. ¢. 1, §tatistické vyhodnotenie vyznamnosti vztahov a va-
ridcii medzi sledovanymi Cinitelmi uvadza tab. 2. Z tGdajov prvej tabulky vidiet,
se teplota zmrazovania, dlzka trvania zmrazovania, vlastnosti suspenzného média,
najmi jeho pH, majua zjavny vplyv na preZivanie a na rozsah poSkodenia baktérii

Tabulka 2

| .
Korelatny | Pravdepodob- |

Vztahy | V¥znamnost rozdielov koeiicient | nd chyba
|
medzi kvétou poskodenia vysoko signifikantné
Ps. fluorescens a E. cole (P <1 %)
medzi kvdtou neposkodenych vo vod- velii vysoko
nom a inom zmrazovacom prostreci signifikantnd

(P < 0,1 %)

medzi zmenami v ndrokoch na zZiviny P <19, vyznamny | +0,08 |
| a ukazovatelom pohyblivosti (r = 0,38) ‘
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ako aj na pohyblivost preZivajacich buniek. Zistili sme tiez, ze medzi psychrofil-
nou kultarou Ps. fluorescens a mezofilnou E. coli st v prezivani a miere pogko-
denia v désledku zmrazovania napadné rozdiely, a to v tom, Ze psychrofilnd kul-
fara bola rezistentnej§ia nez mezofilna. Ukdzalo sa tiez, ze pokles po¢tu neposkode-
aych baktérii pri nizkych teplotach je u kmenia E. coli pri vietkych skladovacich
¢asoch omnoho pomalsi pri —18 °C a —30 °C ako pri —7 °C. Tento zjav bol uz
predtym opisany (Straka a Stokes, 1959), dosial sa v8ak nezistilo, Ze k tomu
dochadza iba v pripadoch, ked sa zmrazuja bunky maélo rezistentnej kultary vo
vodnom prostredi, ako o tom sved&ia vysledky nagich pokusov. Z nich vidno, Ze pri
pouziti rdéznych suspenznych tekutin kvdta usmrtenych buniek kryorezistentnej
kultdry vzrasta, ak sa zmrazovacia teplota znizi z —7 °C na —18 °C.

Podmienky, ktoré z hladiska poskodenia buniek limitujd ac¢inky nizkych teplét,
st v mnohych pripadoch tie isté ako podmienky vplyvajiice na kvétu usmrtenia.
Naopak, v niektorych pripadoch v podmienkach, ktoré zvysuju kvétu usmrtenych
buniek, klesa kvéta poskodenych buniek. K tejto druhej alternative dochadza naj-
mi viedy, ked len mald Cast kultary preziva zmrazovanie. Medzi déinkami
zmrazovania pri — 18 °C a — 30 °C sa napokon neukézali vacsie rozdiely.

Predizenim mraziarenského skladovania sa zvysil podiel poskodenych i usmrte-
nych buniek. Totc zvysenie bolo na za¢iatku nizkoteplotného pésobenia vyraznej-
gie ako v jeho dalSom priebehu. Predchadzajice prace ukazali, Ze krivka odumie-
rania méi exponencidlny charakter, kym tieto vysledky podporuja nahlad, ze
podkodenie a odumieranie baktérii pre nizke teploty si korelovanymi zlozkami
pokradujiceho procesu (Arpai, 1961d).

Cast pokusov sme venovali sledovaniu vplyvu pH. V kyslom prostredi bol podet
neposkodenych buniek niz§i, v tomto ohlade bol zvlast citlivy kmen Ps. fluores-
cens. Naproti tomu u E. coli pH 8 zjavne znizoval podet neposkodenych buniek.
Tieto vysledky sa potvrdili aj v inej praci (Arpai a kolektiv, 1960), ¢im sa
potvrdila zavislost baktérii od pH zmrazovacieho prostredia vo vztahu k ich indi-
viduélnej citlivosti voéi kyselinam.

Ako prvy zakladny poznatok z tejto prdce, ktorym sa sucasne potvrdzuja pred-
chadzajtce vysledky, vyplyva, ze psychrefilné druhy baktérii odolavaju chladu
a mrazu. Zda sa, Ze je zbyto¢né natolko vyzdvihovat tento poznatok; dosial viak
platil skér opalny nazor, vysloveny Strakom a Stokesom (1959), resp. Ingraha-
mom a Stokesom (1959), podla ktorych jedinou charakteristickou vlastnostou
osychrofilov je schopnost dobre rast pri teplotach okolo 0 °C.

Uéinok zmrazovania na pohyblivost baktérii a jej vziah k metabolickému po-
Skodeniu. Medzi pohyblivosfou a pokodenim metabolizmu testorganizmov sme
zistili zaujimavy vzfah. Rézne podmienky zmrazovania pdsobia skoro rovnakou
mierou tak na neletdlne poskodenie metabolizmu, ako aj na pohyblivost baktérii.
Ukazovatel pohyblivosti bol obdobne ako kvéta metabolického poSkodenia zmra-
zovanim podstatne menej ovplyvneny u psychrofilov nez u mezofilov.
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Obnovenie pohyblivosti. Charakter pokusného materidlu a podmienky zmrazo-
vania spdsobili niektoré rozdiely v obnoveni pohyblivosti buniek, ku ktorej doslo
pocas dlh$ie trvajtcej inkubdcie po zmrazovani. Hoci tato praca neobjasfiuje otéz-
ku restitucie pohyblivosti, moino uviest, ze vysledky, ako vidnc na tabulke 1,
jednoznéne ukazuju zvySent kvétu redtittcie v pripadoch, kde sme baktérie
zmrazovali v médiu s ochrannym aéinkom.

Morfologicky vzhlad poskodenych buniek. Kultiry, ktoré zmrazovanie vo vic-
Som rozsahu metabolicky poskodilo, t. j. kultary s kvétou prezivajtcich
<5 9% vySetrovali sme mikroskopicky. Beznou technikou fazovej kontrastnej
mikroskopie sme nenasli vyznamné rozdiely, treba viak poznamenat, Ze sme ne-
vyfarbili a tak ani nepozorovali biciky.

Sthrn

Sledovali sme niektoré vplyvy podmienok zmrazovania na uhynutie a meta-
bolické poskodenie psychrofilnej a mezofilnej kultdry s osobitnym zretelom na
zmeny v pohyblivosti buniek. Zistili sme, ze medzi rozsahom neletdlneho metabo-
lického poskodenia a zmenami pohyblivosti je vyznamny vztah, podmieneny tep-
lotou a dlikou ¢asu zmrazovania, ako aj vlastnostami, menovite pH suspenznej
tekutiny., Testorganizmy — pokial ide o ich odolnost proii zmrazovaniu — vy-
kazuja zjavné rozdiely: mezofilny kmeri je citlivej$i. Treba poznamenat, ze uka-
zovatel pohyblivosti u chladuvzdornej kultary Ps. fluorescens klesal pri nizko-
teplotnej expozicii pomalsie ako u mezofilnej kultary E. coli. Restitdcia
pohyblivosti potas subkultivacie zévisela od podmienck zmrazovania; najnizsia
bola vtedy, ked sa kultary zmrazovali vo vodnom prostredi.
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FROSTEINFLUSS AUF DEN STOFFWLCHSEL UND DIE BEWEGLICHKEIT
VON BAKTERIEN

Zusammenfassung

Es wurden die Bedingungen des Gefrierens auf das Absterben und die Stoffwechselbeschi-
digung von psychrophilen und mesophilen Bakterien beobachtet, unter be-onderer Beriicksichti-
gung der Verdnderungen bezugs aktiver Beweglichkeit. Es konnte festgestellt werden, dass zwi-
schen dem Ausmass der nichtlethalen Beschiddigung und den Verdnderungen der Beweglichkeit
eine signifikante Korrelation besteht. Diese ist von der Temperatur und der Dauer des Gefrierens.
wie auch von den Eigenschaften, insbesonders von pH der Suspensionsilissigkeit abhingig
Zwischen den Testorganismen war ein signifikanter Unterschied betreifs Resistenz, indem dic
Absinken zeigte, als es dies bei Escherichia coli der Fall war. Die Restitution der Beweglichkeit
koeffizient bei der psychrophilen Kultur Py. fluorescens unter Frosteinfluss ein langsameres
Absinken zeigte, als es d.es bei Esclieridio coli der Tall war, Dle Restitution der Beweglichkeit
wahrend der Subkuitivation war von den Bedingungen des Gefrierens abhangig. Sie erreichte
das kleinste Ausmass bei Wasser aly Gefriermedium.
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