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JAN ARPAI, MARTA GROFOVA, MARTA BANHEGYIOVA

Nizke teploty uc¢inkuji na zivi bunku, resp. mikroorganizmy pro-
strednictvom rozmanitych fyzikdlnych i chemickych mechanizmov, ako
sme o tom uZ ob3irnejSie pisali v predchadzajicich pracach (Arpai,
1960a, 1961a, b, c). Tu sa iba uvadza, Ze spbésch zmrazovania ako aj roz-
mrazovania, t. j. teplotny spad a diZka ¢-osu pdsobenia chladu spolu
s vlastnostami média vytvaraji podmienky, xtoré v zavislosti od fyzio-
logického stavu, rastovej fazy a fenotypickych vlastnosti kultiry urcuja
povahu vysledného efektu nizkoteplotnej expozicie. Tento efekt sa moze
prejavit ako letdlne alebo neletdlne fyziologické poSkodenie buniek.
Podla Stilleho (1950) kinetika letédlneho poSkodenia mikrcorganiz-
mov zmrazovanim zodpoveda exponencialnemu procesu (Rahn, 1933).
0 tomto nazore sa medzidasom vela diskutovalo. Pochybovaci sa opie-
raji najmi o skutocnost, Ze krivky odumierania klesaji spocliatku
rychle, v dalSom priebehu vSak uZ pomalSie, takZe poCet nepoSkodenych
mikrocrganizmov klesa pomalSie nez to zodpoveda ich proporciondinemu
ubldaniu (Christophersen, 1955). Z toho sa vyvodzuje, Ze crga-
nizmy jednotne]j populacie musia mat nerovnaka rezistenciu a zhoda
kinetiky odumierania s monomolekularnymi procesmi je len zdanliva,
zalozenad na tom, Ze aj bunky nerovnakej rezistencie moéZu v pripade
rovnomerne]j distribiicie dat krivku odumierania, ktorej funkcia je
geometricky rad. Rovnocennost buniek c¢istej kultiry je vSeobecne
a zvlast z hladiska rezistencie — ako sa zdd — skdr pomdéckou pracovne]
hypotézy nez objektivnou skutolnostou. A naopak, rozdielne vlastnosti
buniek &istej kultiry pokusne dokédzal Madlek (1935) a sami sme na
tomto zaklade vypracovali a aplikovali niektoré nové selekéné postupy
(Arpai, 1957, 1960b).

Aj v predloZenej praci sme vychéadzali z predpokladu nerovnocennosti
buniek bakteridlnej populdcie, pri vysvetleni mechanizmu protireéivého
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zjavu, s ktorym sme sa stretdvali v pokusoch ako aj v literarnych uda-
joch. Tento zjav spocival v tom, Ze mikrébne kultdry rastd po rozmra-
zeni niekedy pomalSie a inokedy rychlejSie nez kontrola, ktord nepre-
konala nizkoteplotnt expoziciu. Deotto (1946) zistil, Ze kratkodobé
zmrazovanie, t. j. zmrazovanie pri —2 a7z —3 °C trvajice 20—40 minut
spdsobuje u E. coli 200—500 % zvySenie metabolizmu, sledovaného
podla spotreby kyslika. Sdhlasné vysledky ziskal Deotto aj s inymi
druhmi baktérii. TiezZ Tanguay (1959), podobne ako aj Fanelli
a Ayres (1959) dokéazali, Ze v niekolkych pripadoch bol rast kultary
po zmrazovani vyrazne stimulovany. Hartsell (1951, 1959) spresnil
tento zjav v tom zmysle, Ze v dizke Casu pdsobenia mrazu videl Cinitela,.
ktory uréuje kinetiku rastu kultdry po rozmrazeni. Podla neho a v rozpo-
re s Deottovymi vysledkami dlhodobé zmrazovanie kultiry stimu-
luje rast, kym kratkodobé zmrazovanie ho spomaluje; pritom hovori,,
.ze z genetického hladiska doglo k selekcii rychlorastdcich organizmov®.
Sledujic dalej tito myslienku, kladie si otéazku, ¢i pred selekCnym za-
sahom nizkej teploty obsahovala ¢&istd kultGra ,,pomaly“ a ,rychle”
rastice bunky, poznamenavajic, Ze nie je jasné, aky druh genotypickéha
vyrazu prisldcha individudlne] rastove]j charakteristike. Treba k tomu
dodat cotazku, ¢i je pripustné rozliSovat bunky s rozdielnymi generaé-
nymi ¢asmi v ramci Cistej kultary tak, ako moZno z hladiska generaé-
ného Casu rozliSovat ¢isté kultary-

K prvej otazke, tykajace]j sa vyskytu rozdielne rychlo rasticich buniek
v jednotnej mikrobnej populdcii zaujmeme principidlne kladné stano-
viske. Mdézeme ho zddvodnit na zaklade pokusnych vysledkov starSich
prac (Arpai, 1957) a beznym poznatkom, Ze kolonie Cistej kultiry
rastd nerovnako rychlo, o — samozrejme — nemozno pripisovat vylucne
individualnej rastovej charakteristike jednotlivych buniek. S druhou
ctazkou, ¢ individualna rastova charakteristika je na Urovni genctypic-
kého znaku, bude sa treba vyrovnat v dalSich préacach.

V tejto prdci sa zameriavame na vysvetlenie zmien rychlosti rastu
kultiry po nizkoteplotnej expozicii tym, ze sme ich uviedli do vztahu
k zmenam v zloZeni bakteridlnej populdcie, ktoré nastali nasledkom
a v zavislosti od podmienok zmrazovania. Zlozky bakteridlnej populécie
sme charakterizovali na zdklade ich vyzivovych narokov.

Pokusnéa ¢ast

Pracovny postup:

a) sledovali sme rast testorganizmov pred nizkoteplotnou expoziciou
a po nej,
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b) stanovovali sme ukazovatele fyziologického stavu inokula pred
zmrazovanim a po zmrazovani,

¢) skUmali sme vztahy medzi zmenami ukazovatelov fyziologického
stavu inckula, podmienkami zmrazovania a kinetikou rastu prislusnej
kultary.

Materidl a metddy

Organizmy : Bol pouzity psychrofilny kmen Pseudomonas fluores-
cens a mezofilny kmefi Escherichia coli. Boli to tie isté kmene, s ktorymi
sme pracovali uZ v predchadzajdcich rokoch (Arpai 1961).

Priprava baktériovej suspenzie: Pred zmrazcvanim sa
organizmy kultivovali za 18 hodin v skimavkach s 25 ml bujénu, pri
inkubatnej teplote 27 °C pre Ps. fluorescens a 37 °C pre L. coli. Po tomto
fase boli baktérie odstredené, premyté fyziologickym roztokom kuchyn-
skej soli a suspendované do 0,1 % peptonu (pH upravené na 7). Toto
suspenzné médium sme zvolili preto, lebo v flom baktérie pocas prace
pri izbovej teplote (t. j. pred zmrazovanim a po zmrazovani) neodu-
mieraja natolko ako vo fyziologickom roztoku NaCl, pritom toto médium
nevplyva ochranne pri zmrazovani, t. j. len velmi maéalo zniZuje jeho
G¢inky na baktérie (Straka a Stokes, 1957). Baktériové suspenzie
beli pred zmrazovanim upravené podla zdkalu na koncentraciu 10° buniek
v ml. Pouzil sa k tomu S&tandard, kterého celkovy pocCet zarodkov sa
stanovoval platiicvou metddou (Standard Methods, 1955). Zakal kultiry
sa meral Langehco kolorimetrom; model UK VII s filtrom BG 7
(644 «) bol upraveny na fotonefelometriu podla Fagueta (1935).
Silasne sa odobrala vzorka na stanovenie pottu vyZivove nepogkcde-
nych (Na,) a poSkcdenych (Nb,) buniek.

Zmrazcvanie a roczmrazovanie: 20 ml-ové mnozstva
tektériovych suspenzii sa zmrazovali v tenkostennych skimavkéach.
Kazdy pokus sa robil sdbeZzne v 3 skimavkéach. Zmrazovalo sa pri teplo-
tdch —4, —18 a —30 °C, a to pracovnou technikou podrobne opisanou
v na$ich predoslych pracach (Arpai 196la, b). Dizka ¢asu zmrazovania
hola sc¢asti 24 hodin a scasti 5 mesiacov. Pri rozmrazovani sa ska-
mavky ponorili do vodného kupela s teplotou 25 °C na €as, kym teplota
suspenzie nevystupila na 1—2 °C, ¢o trvalo len niekolko minit.

Stanovenie rozsahu poSkodenia buniek: Postupovalc
sa zésadne podla metodiky, ktord vypracovali Straka a Stokes
(1959). V ml. suspenzie sa stanovoval poCet buniek schopnych rastu na
minimalnej pdde; tieto bunky sa hodnotili ako vyZivove nepoSkodené
a oznaCovali sa pred zmrazovanim Na,, po zmrazovani Na¢. SdbeZne sa
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stanovoval pocCet kolonii na obohatenej pdde. Na zéaklade rozdielu sa vy-
cislil poCet buniek v ml suspenzie, ktoré sa diferencovali zvySenymi po-
Zziadavkami na vyzivu. Podet tychto buniek sa ozna&il u nezmrazenej
kontroly Nb,, po zmrazeni Nb,.

ZloZenie wminimélnej pédy: K:HPO4 = 0,7 %; KH,PO; = 0,3 %: Na-
citrat. 2 Hy0=0,01 %; MgSO4.7 Hy0=0,01 %; (NHy), SO4=0,1 %; glu-
koza (oddelene sterilizovand) = 0,2 %; pH upravené na 6,8.

Ako obohatend pdda sa pouZil enzymaticky natraveny bujén, resp.
MPA podla Mottla (1958), pH 6,8.

Zo stanovenych hodnét sa vypocital potet buniek usmrtenych mrazom

Nec = (Nao + Nby) — (Nay -+ Nhy)
Dalej sa zaviedli pomerné &isla (kvéty) jednotlivych, vyzivove defino-
vanych zloZiek baktériovej populdcie na celkovom poéte buniek pred

zmrazovanim (v kontrole).
Boli to:

8. .. percentuélny podiel nepoSkodenych buniek v kontrole:

------- 0
% = Na, + Nb, " 1°
b, percentualny podiel poSkodenych buniek v kontrole:
Nb,
b, = = — . 100
Na, + Nb,
¢ ... percentudlny podiel zmrazovanim usmrtenych buniek:
o — Ne
- Na'o _l_ Nbo . 100
at. .. percentudlny podiel zmrazovanim neposkodenych buniek:
Nay Nay
¢ = 100
M= Nao 3 Nb, 0 (5 xm T ¥D, 4 Ne 100
bi. .. percentualny podiel zmrazovanim po$kodenych buniek:
Nat
b = &, = N,

Na zvyraznenie presunov, ku ktorym dosSlo nasledkom zmrazovania
medzi zlozkami baktériovej populacie definovanymi na zaklade svojich
vyzivovych vlastnosti slizZili pomerné ¢isla vztahované na celkovy podiel
buniek preZivajicich nizkoteplotni expoziciu a na prisludni kvétu kon-
troly. Boli to:



an ... pomer kvoty nepoSkodenych buniek po zmrazovani ku celkovej
kvote preZivajucich buniek:

at
= . 100
A ar + by
bu... pomer kvéty pofkodenych buniek po zmrazovani ku celkovej
kvéte prezivajacich buniek:
by — =t 100

a, + by

ap... pomer kvoty nepoSkodenych buniek po zmrazovani ku prisluSnej
kvote kontroly:
at

ap = - . 100
Ao

by... pomer kvéty poSkodenych buniek po zmrazovani ku prislusnej
kvéte kontroly:

by =

.1
be 00

Vzajomny pomer oboch definovanych zloziek baktériovej populacie
&g

sa oznaCil, resp. vypo¢ital u kontroly ako P = 5, 100, po zmrazovani a

Py = ﬁ . 100. Zmenu vo vztahu tychto pomerov, vyvolani uGéinkami

zmrazovania sme opdt vyjadrili ako Pp = % . 100. Dal§ie ukazovatele,
ktoré vyplynuli z postupu vyhodnocovania vysledkov, uvadzame v c¢asti
o vysledkoch.

Sledovanie rastu. Inokulum sa pripravilo z rozmrazenej bakté-
riovej suspenzie odstredenim, usadenina sa premyla, znova odstredila
a riedila pomocou tekutej pody:

1. minimalnej = M
2. obohatenej (natrdvenym bujénom) = O
3. bujénom (obyfajnym) = B

Stanovoval sa pocet buniek vyzivove nepoSkcdenych (Na;), i po€et buniek
vyzivove poSkodenych (Nb:); koncentracia sa upravila na celkovy pocet
= 106 huniek/ml. Podobne sa upravila aj po€iatoénd hustota nezmrazenych
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zarodkov (X,) u kontroly. Kultivatné podmienky boli také isté ako
polas pripravy haktériovej suspenzie pred zmrazovanim. Rast sa sledo-
val v hodinovych intervaloch biofotometrickou metédou, ktord vypra-
covali Lambin, German a Bernard (1961). Rastové krivky
sa kalibrovali na celkovy pocet baktérii stanoveny priamym bakterio-
skopickym pocitanim. Zo stradnicového systému, v ktorom na abscise
bol vyznaleny ¢Cas inkubacie a na ordindtach stupnice percentuilnej
" priepustnosti svetla ako aj korelované hodnoty celkového poctu buniek
v ml kultdry previedli sa exponencidlne Casti rastovych kriviek do semi-~
logaritmickej ststavy, ¢im dostdvali tvar priamok.

Pri sledovani vplyvu zmrazovania na rychlost rastu testorganizmov
sa vychadzalo zo stanovenia €asu (f) potrebného na to, aby sa kultiry
z pociatotnej koncentracie (X,) rozmnozili na I'ubovolne zvoleni kon-
centraciu, leziacu v rozsahu exponencidlnej fazy rastu (X:), ktorG sme
si zvolili (5.109 buniek/ml). Rozdiel medzi dizkou &asu narastania kul-
tiry po zmrazovani a ¢asom narastania kontroly (kultdry pred zmrazo-
vanim) vyjadrila hodnota D v mindtach. Percentudlny pomer dizky Gasu
narastania kultGry ku prisluSnej hodnote kontroly sme oznacili hodno-
tou Q. Z toho vyplyva, Ze hodnota D zodpovedala sictu vSetkych parcial-
nych rozdielov (d) pri jednotlivich deleniach v exponencidlnej faze.
Hodnotu D bolo moZno priamo odé¢itat tym, Ze sa na grafoch rastovych
kriviek viedla Ciara paralelne s abscisu vo vyske hodnoty X.Hodnota D
je teda priamo Umerna poctu deleni (n) potrebnych na to, aby z poCia-
tonej koncentracie buniek (X,) vziSla koncentricia (Xi¢). Podla toho

D
plati rovnica D =d . n, z ktorej mozno vypocitat d= o ked je zname n.

K hodnote n sa mozno dostat pouzitim zakladného vzorca pre vypocet

intervalu medzi dvoma deleniami podla Buchnera(X;=X,.2", resp.
log X; — log X,

= log 2 ) . Generalny ¢as vyjadreny v minttach (g) sa

s A oot ot t.log 2
vypodital podla toheo, Ze n = rE Tesp. gir= == = 10g_Xt_—“lgg X,

Statistické vyhodnotenie

V pripadoch, Ze rozptyl 3 stbeznych vysledkov bol Statisticky bezvy-
znamny, bral sa na d'al§ie vyhodnotenie ich aritmeticky priemer. Vyznam-
nost rozdielov a vztahov sa Statisticky hodnotila podla Weberovej
{1957) pri konvenc¢nej hranici P < 0,05.



Vysledky a vvhodnotenie

Konformne k trom etapam pracovného postupu vyhodnocujeme vy-
sledky v troch skupinéch:

a) Vyhodnotenie rastovych kriviek ukézalo, Ze ich moZno rozdelit
zhruba na dva typy.

I. typ rastovych kriviek sa vyznacoval subeznym priebehom vzhladom
na kontrolu, ako vidiet z obrazu 1 aj 2. To znamen4, Ze im prislichajice
kultury mali rovnakd exponencidlnu rychlost rastu ako kontrola, od
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1 Rastove krivky I. typu u testorganizmu E. coli po jednodennej expozicii pri teplote
—4, —18, —30 °C v prostredi O, B, M.

| Krivka 1 2 3 4 5 B 7 8 9 | 10
| Teplota —30|—30| K | K | —18| —18 | —18 | —4 | —4 | —4
B| M | O B | M| O B | M

Médium | O=B M O=
| | | |

Na osi useiek: ¢as v hodinach; na osi poradnic vpravo dole: prepustnost svetla

v % na logaritmickej stupnici; vlavo dole; pofet buniek v ml na logaritmickej
stupnici. Na hornom grafe to isté s lineédrne delenymi poradnicami.

ktorej sa odliSovali len rozdielnym &asom latencie. O trvani latentnej
fazy teoreticky plati, Ze méze byt podmienené tym, Ze k deleniu buniek
nedochddza (skutoiny lag), alebo Ze toto delenie v pociato¢nej faze
zrychleného rastu prebieha v metodicky nesledovatelnej oblasti (zdan-
livy lag). Pri prepise I. typu rastovych kriviek do semilogaritmickej
sustavy sme dostali priamky navzdjom rovnobezné, ktoré st na grafoch
hrubo vyznaCené. Priamky prislichajdce kultdram vyrastenym z ne-
zmrazeného inokulu v bujéne a obohatenom médiu, napr. u E. coli kon-
troly K, = K, u Ps. fluoroscens K, = Ky =— K, po prediZeni do nemera-
telnej oblasti, ktoré st na grafoch vyznacené tenkou ¢&iarou, pretinaju
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Pok [
pndm;:esr?ky Ukazovatelia fyziolog. stavu inokula a jeho zmien nasledkom zmrazovania podla priemernych hodri:
s ' 'g ~ pre kvotu buniek . I | sclekEné = d_ e
Sl 8 = neposkodengch poskodenych |mitvyeh) p_ 4 faktory" N PEisiady. Jednotivych v
£Elg | ¢ | | | g 0
28 | 8n = ‘ Sl g | e
= E.ﬂ | 2 — o= | ® gﬁg‘ Ll E —
5 S| @, | ar | an 2 by | bu by e Py Pp | &1& | Pree [ Pyoe ol a0l Z :
S| e | 2 | | | o = | =12l ol -
W £ _p'_. ‘ ‘ | = = | e gy
s |2 3 o L= | =1 el
= O = I | | ay =il
1] 2 | 3 4 | 5 6 7 | 8 s |10 1 12 | 18| 14 | 15 | 16 | 17 | 18 18
Kontrola iy = 88,3 | by =117 Py = 750 '
1| — 4|29 |66 |29 |505 | 634 4550 | 204 | 576 | 747|se78| 11650 | 1524 0506 0028 a4 sesc
B —18| 47 | 311 | 53 | 104 | 689 | 888 | 849 | 455 6,06 451| 38650 | 5141 307 | 0175|352 2130
= . { S e |
: —30| 58 | 420 @ 66 | 80 | 580 | 684 | 862 | 725 | 967 724| 62500 | 8340/ 128 0135 522 4320
S| L | | e - =l |k
150 | — 4| o008| 889 009 001 11,1 | 008 99,9 | 8000 |1065 |80L0| 797000 1064001104 | 536 105  oas
—18| 011|578 @ 012 008 422 | oes| 998 | 1370 | 185 | 1370 156800 | 1821,2!45,5 8,645 654 3805
—30| 020]57.2 | 022] 015 428 | 127| 996 | 1350 | 177 1360 152500 | 17683256 | 598 648 3635
i | | | §
Kontrola ay = 92,6 | bo = 7.4 :Pu = 1250 | |
— A L ' ———1 [
| | P A
1 — 4| 733 | 87,5 | 792 | 105 12,5 | 1420 | 16,2 | 698,0 ‘ 55,8 1697,0 11 310,0 | 904,0| 0,031 0,000 832 235,0
i ! — —_— + = | ————— e
= |
2 —18| 224 | 47.2 | 242 | 251 52,8 | 539,0 | 52,5 89,2 | 7,14 | 883 680,0 | 383,0 0,58 | 0,036 30,6
8 _—— | — || ey | R ——ml
S
S —30| 253 | 454 | 276 | 304 | 546 |4110 | 443 | 852 | 665 851 | 536840 | 2045055 | 0034 4905 7320
& : = I e L .
| | =
c;:- 150 — 4| 21 | 189 296| 47 811 | 63,5 | 93,2 447 3,98 | 23,3 4 166,0 337,01235 | 0,428 204 10950
_18| 018|783 | 018| 005 217 068 99.8 | 3600 28,8 361,0 | 35900,0 | 2870,0/19,3 ‘4,09 849 | 2430
| —30| 092 797 | 097| 025| 203 | 265 989 | 3900 | 5L2 3925 | 385100 30820 5.2 | 105 | 865 2740
o | g |
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zovania podla priemernych hodndt merani:

Ukazovatelia rychlosti rastu kultiry:
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- s Typ
| [ | Typ rasto- |
i | ey =] | = | - fyziologic- vej »D Q varci;aé g_,*.tgtt Bex/tgotex |
& a4 S | £ | &2 keého stavu krivky L S riemer | priemer
Brive p_:'|z | SINE - i | ;|"Qé | inokula kul- | r rozpdtie 2
-~ & | = — + )
._‘ = | &la El\&o | b | tary
P | o el | |
55 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | = | 2 | 25 | 2a | 5 | )
5 42,5 42,5
| | a>b 510 ‘ 41 —qF5e—= i
AR ‘ I ‘ ‘ i O s O A
1524 0,596 0028| a4 | 5150 76 0399,a.<b‘ 1 | 490 |1960| 81 —ga5 |3 42,5
- == = JEC | e B : 03574 | 0,7536
I N | l 675 | 425
5141 3,07 75| 352 | 4150/ 851|c<9%,a<b| I | 10 | 160,8 | 65,5—685 —*
| i ﬁ__e_‘_a_ S g | 85,5685 | =5 4665 | 0,753
416 42,5
8340 1,28 | 0,135 | 52,2 20| 1155 | o< 99,8 <b| 1 |_zo 96,1 —gp || ed
e |l E a:— i |—‘-” peEn ) S R LY 2 T ogeis | opme
10640,0/10,4 \ 536 | 105 | o4 0‘ 11,05 |c=99,a>b| IL |—70 | 906 | 35.5—37 5 366 | 294
i ' ‘_ e — ~ ' ' ‘ 08541 | 10,8693
56 416 23,4
182121456 | 6,845 654 5| 181 [ez99,a>b| I |— _gp | AL 2%
1821, 5 E 360,5 !L | I - i! 96,]_._ 40,5—42 0.7813 14103
_— ; 39,5 26,0
1768,3|25,6 98 | B4,8 17,7 lez90,a>b| IL —40 | @ — L L
_ 56 | 398 | ‘ isahsﬁ [oEe>E]| B [ 92.1_ 36,5—40 07885 | 1197
| a>b 540 | | 450 |45
| _ 4 N o = 4 —433 "o 7m0 | 07310
004,0| 0,051 | 0,000 | 892 | 2350| 57,6 |c=99,a=Db| L | 50  1092| 465_ags || %
L =t e — e e R ) aEpEsT | 0,7510
393,0| 0,58 | 0,036 | 506 | 7140 7.09/c=<99,a<b| 1 | 150 |1279| 57 —sos |02 | 49
- - IR - | B P | 05832 | 0,7310
2945 055 | 0,034 | 49,05| 7320 67 |e<99.a<b| L | 270 1500| &6 —705 |-0B2__ 4B
_ e it o sl ol e ® 104452 0,7310
337,0/12,35 | 0,425 204 | 1095 0‘ 185|0<99,a<b| 1 | 190 ‘ 1352| 60 —et |-of__| 43
Setenlbe ' G ) o) ot i e —O | osa23 | 07310
_ 423 27,3
2870,0(19,3 84,9 ¢ > 99, | 926] 41 —4 e
BT0.0193 | 409 | 2030/ 200 [0=90.2>b| IL |—40 | 926| 41 —425 | g7ei-| 1 1s0s
387 | 278
2 | 103 ‘ 5 <99, o s | o 38,7
e n Ll B D ol Bl il Sl e R s i oy e
(++ )‘ (+ |
—0,75 0,20 —0,38|—0,07 | 0,01 '—0,02 |




stupnicu ordinaty v bode zodpovedajicom hodnote pociatoénej koncen-
tracie kultiry: 6 (log 108 buniek/ml.). Pri E. coli priamka prislichajica
kontrole, rasticej na minimalnej pdde (K, ), pretina ordindtu v bode
5,5, ¢o mozno hodnotit ako slabo signifikantna odchylku. To znamenj,
ze pri sledovanych pokusoch rast kontroly prebiehal dplne od zagiatku
podla kinetiky, ktord je znazornena priamkou. Z toho vyplyva, ze ,la-
tentna faza*, ako sa javi u rastovych kriviek kontroly, je zdanliva a pod-
mienena prahom citlivosti meracej aparatiry. MoZno teda konStatovat,
7e za danych metodickych podmienok kontrola rastla bez latentnej fazy.
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2. Rastové krivky I. typu u testorganizmu Ps. fluorescens po jednodennej expozicii
pri teplote —4, —18, —30 °C a po 150 dennej expozicii pri teplote —4 °C.

Krivka N T I 4 5 6 7 8

S = : ==—i=R = S
Teplota K | —4 | —18, —18 —4 —30 | —30 | —30
i Meédium ;()QBQM!‘OQBQMi 0=~B. M 0=B=M o | B M

Ostatné oznacCenia ako na obr. 1.

Kultiry vyrastené zo zmrazeného inokula mali rozdielne dlhé latentné
fazy. Ci iSlo o skutodny alebo zdanlivy lag, nedalo sa pouzitou metodikou
stanovit. Stadium tejto problematiky bude predmetom dalSej préace. Tu
len konstatujeme, Ze delenie buniek sa bud skutotne oddialilo, kedZe
baktérie po nizkoteplotnej expozicii sa tazsie adaptovali, potrebujic
dlhsi ¢as na zacatie rastu a prechodu do fazy zrychleného rozmnoZovania,
alebo bolo rozmnoZzovanie vo faze zrychlenia pod prahom metodickej
zdchytnosti vyrazne pomalSie neZ vo vyhodnocovacom tseku rastovej
krivky. Tieto dve alternativy sG graficky zndzornené na obr. 1—4. Sku-
toény lag vidiet z predizenia priamky zo sledovanej oblasti rastu do
nemeratelnej oblasti po priesefnik s abscisou s €asovou stupnicou, na
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3. Rastové krivky II. typu u E. coli po 150 dennej expozicii pri teplote —4, —18,

—30 °C
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Ostatné oznacenia ako na obr. 1.
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4. Rastové krivky II. typu u Ps. fluorescens po 150 dennej expozicii pri teplote —18

a —30 °C.
Krivka ' 1 i 2 . 3 4
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Ostatné oznacenia ako na obr. 1.

26



ktorej sa da priamo od¢itat dizka trvania lagu. Charakter zdanlivého
lagu je znazorneny bodkovanou éiarou. Osobitne sa treba zmienit o pri-
pade, ked kultdra E. coli, ktorda vziSla z inokula vystaveného teplote
— 30 °C potas 1 dila, rastla o nieco rychlejsie ako kontrola, majic pritom
tvar rastovej krivky I. typu. Podobny jav opisal uz Hartsell (1939),
bliz&ie ho vSak nevysvetlil. Vzhladom na to, Ze skratenie lag fazy v po-
rovnani s kontrolou je na zéklade uvedeného vylG¢ené, mozno si polohu
rastove] krivky vysvetlit iba na zaklade zvySenej rychlosti delenia
v nesledovatelnom tuseku podiatoCnej rastovej fazy. To vSak predpoklada,
Ze zmrazovanie vyvolalo zmeny vo fyziolégii, resp. v zloZeni baktériove]
populécie, z ktorej sa vyselektovali rychlejSie rastice organizmy. Bakté-
rie s touto fyziologickou vlastnostou si vS8ak pravdepodobne svoju do-
minéciu pre vyZivové tazkosti neudrzali, resp. sa dalej tak rychlo ne-
rozmnozovali a tak KkultGra pokracovala v raste takou rychlostou ako
kontrola.

II. typ rastovych kriviek charakterizuje rozdielna exponencidlna rych-
lost vo vztahu ku kontrole. To vyplyva uz z toho, Ze rastové krivky,
resp. ich priamociare prepisy neprebiehali rovnobeZne s kontrolou. Pri-
tom platilo, Ze priamky po prediZeni uzavierali s abscisou uhol (o).
ktory je funkciou exponencidlnej rychlosti rastu, t. j. nepriamo dmerny
generatnému c¢asu v sledovanom useku rastu (g..). Tato hodnota nie je
zavisla od dizky lagu, ktora sa u kriviek II. typu principidlne neliSila od
charakteru lagu kriviek typu I, t. j. aj v tomto pripade sa lag nasled-
kom zmrazovania mohol skutolne alebo zdanlive zmenit. Podla toho ge.
sa za podmienok, ked kultdra rastla s lag fazou, odliSovala od hodnoty g
vypocitanej podla opisanej metodiky z dseku X,-»X,, z ¢oho vyplyva, Ze
velkost hodnoty g je podmienena trvanim lag fazy. Pre g prisldchal uhol
oy, ktory sa dal zostrojit tym, Ze sa od bodu rastovej krivky leZiacej vo
vySke koncentracie X* viedla priamka do poc¢iatotného bodu zodpoveda-
jaceho koncentréacii X, . Uvedené mozno zhrnut ako:

tgaex = f(gex) ; nezavisly na lagu,
tga, = f(g) : zavisly na lagu.

Tieto vztahy sa pouZili v dalSom pri charakterizacii rastu kultir a
sledovani jeho zavislosti na podmienkach zmrazovania a fyziologickych
ukazovetelov inokula. Pri Statistickom vyhcednoteni tejto korelacie sa
vyuZzila vyhoda bezprostrednej stanovovatelnosti velkosti uhlov oproti
hodnotam ¢, ktoré treba vypotitat.

Rastové krivky L. typu mali obvykle kultiry E. coli ako aj Ps. fluores-
cens po jednodennom zmrazovani bez ohladu na teplotu zmrazovania,
ktord v tychto pripadoch ovplyviiovala iba dizku lagu, ako vidiet z obra-
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zov 1—2. Po 150-dennom zmrazovani rastla podla rastovej krivky I. typu
iba kultdra Ps. fluorescens, vystavena teplote —4 °C. U testorganizmov
E. coli sa predizil lag najviac po zmrazovani pri —4 °C, menej pri —18 °C,
kym pri —30 °C doSlo k javu, ktory sme uZ spomenuli, totiZ, 7e kulttra
réstla o nieco rychlejsSie ako kontrola. Ps. fluorescens reagoval vSeobecne
v mensej miere na vplyvy zmrazovania ako E. coli, €0 si mozZno vysvetlit
rozdielmi cryosenzitivity. Pomerne najdlhSie zdrzanie rastu testorganiz-
mu Ps. fluorescens spdsobilo jednodenné zmrazovanie pri —30 °C, len
o malo kratgi bol lag po 150 dennom zmrazovani pri —4 °C a po jedno-
dennom zmrazovani pri —18 °C. Kratkcdobé zmrazovanie pri —4 °C
pOsobilo vSak len bezvyznamné zvySenie hodnoty g pri nezme-
nenej hodnote g.. ako to vo vSeobecnosti zodpoveda typu 1. Vplyv
zloZenia kultivaéného média sa v pripadoch, kde bol rast charak-
terizovany 1. typom krivky prejavil v tom, Ze v pdde obohatenej
hydrolyzatmi a latkami vitaminovej povahy rastli kultiry s kratSim
lagom ako v p6de minimélnej. O uvedenom podrobnejSie orientuju uka-
zatelia rastu v tabulke 1.

Rastové krivky II. typu su zndzornené na obrazoch 3 a 4. Patria kul-
tdram, ktoré vyrastli z inokdl dlhodcbe zmrazovanych. V tychto pripa-
doch ca po zmrazovani fdza lag zmenila, resp. aj nezmenila; exponen-
cidlna rychlost rastu vzrastla vSak vzdy. NajvyraznejSie zrychlenie rastu
spoOsobile dlhodobé zmrazovanie E. coli pri —4 °C ako vidiet z grafu na
obr. 3. DoS8lo tu ku skrédteniu genera¢ného casu v exponencidlnej faze
(gex). Pri nezmenenom, resp. nulovom lagu. Dlhodobé zmrazovanie malo
aj pri dalSich teplotach za nésledok stimuldciu rastu kultdry E. coli,
ktord sa prejavila vo vztahu ku kontrole aj napriek tomu, Ze kultiry
vyrdstli po istom trvani lagu. Ps. fluorescens reagoval aj v tomto pri-
pade s men8imi vykyvmi na zmrazovanie, ¢o zodpovedalo naSej predstave
o vSeobecnom vyzname cryorezistencie pre efekty nizkych teplot. Ale aj
pritom bolo moZné zaznamenat vzostup rychlosti rastu po dihodobom
zmrazovani, ktory zédlezal v skrdteni generacného €asu ¢,, pri miernom
predizeni latentnej fazy vo vztahu ku kontrole. U¢inky zmrazovacich
tepldt —18 a —30 °C sa od seba vyznamnou mierou neodliSovali.

Pri sledovani vplyvu dlhodobého zmrazovania sme nespozorovali roz-
diely v kinetike rastu v roéznych zivnych prostrediach, menovite nie
v tom zmysle, Ze by rast v minimélnej p6de bol pomalSi. Plati to pravda
len pre kultury rastice podla charakteristiky II. typu.

b) Stanovenie fyziologickych ukazovatelov inokula a ich zmien na-
sledkom zmrazovania sa robilo so zameranim na pracovni hypotézu
cpierajicu sa o vysledky predchadzajicich prac (Arpai, 196la, c),
ktord mozno vyjadrit takto:

28



ad 1. zmeny fyziologického prejavu kultiry sd spdté so zmenami vza-
jomného pomeru zloziek fyziologicky plnohodnotnych a menejcennych
crganizmov bakterialnej populécie;

ad 2. ze bunky bakteridlnej populdcie si nerovnako rezistentné, pri-
com najodolnejSie st sicasne aj fyziologicky najaktivnejSie, resp. rastd
najrychlejsie;

ad 3. z uvedeného sa usudzuje, Ze fyziologicka aktivita kultary je tym
vys8ia, ¢im menSi bude podiel poSkodenych buniek a selek&ny zdsah
je tym GcinnejSim, ¢im bude mensi pediel nepoSkodene prezivajicich
organizmov, t. j. pri idealnej, maximéalne G¢innej selekcii iba jedna ne-
poSkodend bunka by mala selekény zdsah prezit.

Pcokusné prace zamerané na 1. bod vychadzali zo stanovenia poctu
baktérii s normdinymi (Nu,. Nu¢) a so zvySnymi ndrokmi na Ziviny
(Nb,, Nb;), resp. z pottu mrazom usmrtenych buniek. Postupujic
podla metodiky sme vypoéitali z nameranych hodnét ukazovatele na vy-
jadrenie:

a) podielu definovanych zloZiek bakterialnej populacie v celkovom poc-
te zarodkov (a,, b, ¢, a;, b;) a v kvote buniek preZivajlcich zmrazo-
vanie (ag, by);

b) vztahu tychto hodnét k prisludnym hodnotam kontroly (a, b,).

Okdobnym spdsobom sme vyéislili aj vzajomné vztahy oboch defino-
vanych zloZiek bakteridlnej populdacie (P,, P:+) a zmeny tychto vztahov
nasledkom zmrazovania (F,).

Experimentalnemu 3tudiu hypotézy vyslovenej v bodoch 2 a 3 slazili
ukazovatele, ktoré sme zostrojili na zdklade Gvahy, Ze relativne hodnoty
vyjadrujuce vzajomné vztahy definovanych zloZiek a zmeny tychto vzta-
hov budd korelované so zmenami fyziologickych prejavov kultiry len
v pripade, Ze tie ukazovatele sa uvedi do funk&ného vztahu s kvétou
selek¢né vylaCenych, t. j. odumretych organizmov (c¢). To sa dalo v pri-
mitivnej forme realizovat vyndsobenim hodndt P, alebo P, kvotou
usmrtenych buniek (c¢).

Pokusne ziskané vysledky spracované do uvedenych ukazovatelov su
zostavené do tabulky 1. Z nich vidiet:

Kratkodobé zmrazovanie posobilo pri —4 °C na E. coli len
v malej miere letdlne (c~20 %), priCom medzi preZivajicimi baktériami
doSlo k vyraznému zvySeniu podielu poskodenych organizmov, vycislené
ukazovatelom b, na 433 %, na ktorych dominanciu v kultdre ukazuje
bu hodnotou ~ 63 %. Zmrazovacie teploty —18 a ~30 °C usmrtili za
tych istych pokusnych podmienck uz vySe 80 % baktérii coli. Medzi pre-
zivajicimi baktériami aj v tomto pripade nadobudli prevahu poSkodené
bunky. Medzi G¢inkami zmrazovania pri —18 a —30 °C sa javil rozdiel
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v tom, Ze pri —18 °C kvé6ta usmrtenych buniek bola o mélo niz§ia, kym
kvota poskodenych pomerne vy$8ia ako pri —30 °C. Inymi slovami po
zmrazovani pri —30 °C pri menSom potte preZivajucich buniek bol
podiel neposkodenych buniek vy$si. Kratkodobé zmrazovanie pri —4 °C
vplyvalo na Ps. fluorescens letdlne v eSte menSej miere ne? na E. coli
(cas 16 %), pritom sa cryorezistencia pseudomonasu vyrazne prejavila
v tom, ze medzi preZivajicimi organizmami si nepoSkodené bunky za-
chovali v populacii svoju vysokd dominanciu (ay~ 87 %) kedZze pokles
kvoty nepoSkodenych buniek bol v porovnani s kontrolou ako vidiet
z hodnoty a, nizky, t. j. ¢inil len asi 20 %. ZniZenie zmrazovacej teploty
na —18, resp. —30 °C sposobilo, ¥e asi polovica exponovanych organiz-
mov uhynula. Medzi prezivajicimi organizmami do$lo k vel'mi slabej do-
minancii poSkodenych buniek, ktoré ako vidiet z hodnét by predsta-
vovali pc —18 °C asi 53 % a po —30 °C asi 55 % Zivych buniek.

Dlhodobé zmrazovanie pri —4°C spdsobilo u testorganizmu
E. coli maximalne odumieranie. Medzi preZivajacimi bunkami, ktorych
celkova kvéta nepresahovala 0,1 %, bolo skoro 90 % nepoSkodenych. Pri
niz8ich teplotdch, t. j. —18 a —30 °C vystupila celkova kvéta preZivaju-
cich buniek na 0,2 %, resp. 0,4 %, pricom podiel neposkodenych buniek
poklesol aZ na = 57 % ako to vyplyva z hodnét ag. Bunky Ps. fluorescens
zmrazované po rovnako dlhy ¢as pri —4 °C zostali na Zive v rozsahu asi
7 %, satasne doSlo k presunu vyZivove definovanych zloZiek v tom
zmysle, ze podiel poSkodenych buniek vzrastol na vySe 80 %. Teplota
—18 °C usmrtila po 150 diioch aZ 99,8 % buniek, medzi preZivajicimi
bunkami prevladali nepoSkodené bunky, ktoré reprezentovali ~ 78 %
bakteridlnej populdcie. UCinok teploty — 30 °C sa bezvyznamne odlioval
od Glinkov —18 °C v tom, %e kvéta uhynutych buniek bola asi o 1 %
nizsia, kym pomer nepodkodenych buniek k poSkodenym bunkam bol
opéat zhruba 8 :2.

c) Medzi zmenami ukazcvatelov fyziologického stavu inokula, podmie-
nck zmrazovania a kinetiky rastu sme nasli tieto vztahy:

1. E. coli, ako cryosenzitivny typ bol uZ po kratkodobom zmrazovani
do zna¢nej miery letdlne poSkodeny, vzdy vSak vyrazne <C 99 %, pritom
medzi preZivajicimi organizmami prevladali viac alebo menej vyznamne
vyzivove poSkodené bunky (charakteristika ¢ = 99, a < b). Po dlhodobom
pdschbeni nizkych tepl6t ¢inilo odumieranie >99 %, priom medzi preZi-
vajucimi bunkami prevladdali vidy i ked nerovnakou mierou vyZivove
neposkcdené bunky (¢ z 99 % a > b). Ps. fluorescens ako cryorezistent-
ny typ, po kratkodobom zmrazovani uhynul len v pomerne malej miere
bez vyznamnych zmien v zloZeni popuidcie (c £99, a>b). Len pri
hikSich zmrazovacich teplotach sa zmenil pomer definovanych zloZiek
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baktériovej populdcie v prospech nepoSkodenych buniek (c = 99, a < b),
rovnako tomu bolo aj pri dlhdie trvajucom zmrazovani pri —4 °C. Na-
proti tomu niZSie zmrazovacie teploty za tychto podmienok pdsobili na
~ 99 % letalne, pritom medzi prezivajacimi bunkami ziskali nepoSkodené
bunky prevahu (c = 99, a > b).

Mnohostranne podmienené vztahy medzi pésobenim nizkych teplét a
fyziologickym stavom bakterialnej populdcie sa uvedenym spdsobom
pre dané metodické podmienky pri premennej teplote a dizke zmrazo-
vania, ako aj pri Specifickej cryorezistencii testorganizmov zuZujui na 4
alternativy, resp. charakteristiky:

I.. ¢=599, a<b
Ia: ¢<99, a>b
II.. ¢299, a>bhb
I[la: ¢299, a<b

z nich iba pripad Ila sa v naSich pokusnych podmienkach, resp. vysled-
koch nevyskytol.

2. V pripadoch, ked sa na ocCkovanie pouzili bakteridlne suspenzie,
ktorym po zmrazovani prislichala charakteristika ¢z 99, a>Db (II)
kultdry mali rastové krivky II. typu. Exponencidlna rychlost ich rastu
bola vysSia ako u kontroly. Tuto stimuldciu sme si vysvetlili na zdklade
selekcie rychlejSie rasticich organizmov, o ktorych predpokladame, Ze
patria k najviac cryorezistentnej casti kultiry. Podiel takychto orga-
nizmov v kultdre je pravdepodobne velmi nizky a preto aby sa nimi
ovplyvnil celkovy fyziologicky prejav kultiry bude asi treba usmrtit
> 99 % populacie.

Kvantitativha miera stimulécie, priamo viditelnd z polohy rastovych
kriviek a vyCislend ukazovatelmi rychlosti rastu v tabulke (D; Q; g..,
resp. tge..,; g.(g) <a Statisticky analyzovala na stupen korelacie (Pear-
sonov test) s jednotlivymi ukazovatelmi fyzidlogického stavu a zmien
inokula. Ako vidiet z tabulky pomerne najvySSia signifikantnost koreld-
cie sa javi s ukazovatelom P;.c¢; o nieCo niz8ia je s ukazovatelom P, . ¢
Zostavili sme cely rad dalSich ukazovatelov, v ktorych sme sa snaZili
rozliSovat vahu &iselnej hodnoty definovanych zloZiek kultury ich umiest-
nenim vo vzorci ako Cinitel, delitel, delenec alebo exponent a dat im
Specifickd funkciu zavadzanim konstant. Hodnoty vypotitané podla nie-
ktorych jednoduchsich vzorcov sd aj v tab. 1, dalSie hodnoty zlozitejSich
ukazovatelov predbeZzne neuverejiiujeme, lebo na danom Statistickom
sibore neindikuju vztah medzi charakterom rastu a fyziologickym sta-
vom baktériovej populdcie o mnoho citlivejSie ako pomerne jednoduchy
vzorec P . c.
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V pripadoch, ked sa inokulovalo bakteridlnymi suspenziami, u ktorych
sa u¢inky zmrazovania z(Zili na charakteristiku ¢ £ 99, a < b, (I), resp.
v jednom pripade aj ¢ £ 99, a > b (Ia), vziSli kultary rastdce ako Krivky
I. typu. Pri rovnakej exponencialnej rychlosti rastu (pozri g,.,, resp. o)
mali rozdielnu dizku lagu (pozri na grafoch pomery o, : @., resp.
v tabulke 1 hodnoty pomeru ¢ : g..). Stuhlasne s predpokladom, Ze se-
lekcia rychlejSie rastdcich organizmov je podmienena > 99 % usmrtenim
populécie, nedoSlo v tychto pripadoch k stimuldcii rastu kultary, ale
naopak k prediZeniu lagu, a to v korelacii so zvySenim kvoty poskode-
nych baktéril. Vynimku predstavoval uZz spominany pripad, Ze jedno-
denné zmrazovanie pri teplote —30 °C vyvolalo mald a v kratkom &ase
odznievajucu stimulédciu rastu E. coli. Pclohu prislusnej rastovej krivky
sme uZ predtym rozoberali, tu uz len poukazujeme na to, Ze relativne
ukazovatele fyziologického stavu P ¢, resp. P, . ¢ maji v tomto pri-
pade vyznamne vySSie hodnoty, ako pre ostatné inokuld charakteristiky
c =99, a<Db, resp. rastové krivky typu I. Naopak napadne sa Dblizia
k hodnotdm prisluSnych ukazovatelov krivky typu 1I.

Tu treba poznamenat, Ze aj ked sa na danom Statistickom suibore
podarilo vyhladat pomerne jednoduchd matematickd diferencidciu pre
dva alternativne efekty, je zrejmé, Ze ich nemozno oddelit ostrou hra-
nicou. Kinetika rastu, ako aj ostatné Zivotné prejavy su fenotypicky
pocdmienené a len vo zvlédStnych pripadoch ddjde k jednoznaénej domi-
nancii istého fyziologického mechanizmu, aky by sa dal pripisat napr.
negenetickej adaptécii pre zmeny rastovych kriviek podla I. typu a ge-
notypickej selekcii pre pripady zhrnuté pod II. typ rastovych kriviek.
Tu treba poznamenat, Zze nemozZno zasadne vylacit ani to, Ze za istych
podmienok sa zmrazovanim vyselektujd aj pomaly rastice organizmy,
¢o by sa muselo prejavit vo forme kriviek II. typu s exponencidlnou
rychlostou rastu nizSou ako u kontrolnej vzorky. Hartsell (1951,
1959) nieco podobného zachytil, zatial vSak nemame preto ddkazy.

Diskusia

O tom, Ze problematiku inhibicie a stimulacie nesledujeme len z jedno-
stranného pristupu opisaného v tejto préci, sved€i uz séria uverejnenych
zmrazovania na peptidazova aktivitu a jej zmeny. Ako zo suiborného
spraccvania dosiahnutych vysledkov vyplyva (Arpai 1961d), boli
mnohé poznatky tychto prac, tykajice sa najmd selekcného efektu
zmrazovania, v plnom sulade so zavermi predloZenej préce. Zistili sme
tiez, Ze nizke teploty mdzZu vyvolat zmeny u baktérii, ktoré maja cha-
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rakter mutacie (Arpai 1961c). Lom v prvej tretine exponencialneho
priebehu rastovej krivky zmrazovanej kultiry v minimélnej péde sme
skiumali aj z hladiska mozZnej parasexudlnei interakcie medzi mrazom
poSkodenymi ,,auxotrofmi*, vyzna¢ujlcimi sa pomalym rastom a mrazom
nepcskodenymi ,,prototrofmi®, vyzna¢ujicimi sa rychlym rastom. Tieto
pokusy eSte neviedli k publikovatelnym vysledkom. Predkladame v3ak
pracu, ktorou sme potvrdili pozorovania citovanych autorov o kladnom
i zdpornom vplyve zmrazovania na rast mikroorganizmov, a sulasne sme
prispeli k objasneniu ich protire¢ivych vysledkov na zéklade vykladu
o zavislosti fyziologického prejavu kultury od selekéného efektu zmra-
zovania. Sucasne sa vSak poukazuje na Siroku stupnicu fyziologickej
aktivity mikroorganizmov a miery jej poSkodenia, ktord bude treba
kvantitativne stanovovat, aby sa spresnili vztahy, ktoré sa manifestujo
prave pri posobeni nizkych teplot. Je to pravdepodobne preto, Ze pomaly
antimikrobidlny G¢inok zmrazovania umoZiluje pomerne selektivne roz-
ligit fazy poskodenia kultdry. To vS8ak neznamend, Ze u rychlejSie uéin-
kujtcich agensov sa vyluCuje upiatnenie analogickych efektov.

Sidhrn

Rychlost rastu bakteridlnej kultdry sa po zmrazovani vo vdéSine pri-
padov meni v zmysle zapornom (inhibicia) alebo aj kladnom (stimuléacia).
Sledovali sme limitujuce zavislosti tychto zmien k vykladu ich mecha-
nizmu. Mezofilny a cryosenzitivny testorganizmus E-coli, ako aj psycho-
filny a cryorezistentny kmen Ps. fluorescens sa kratkodobe (1 defi) a
dihodobe (150 dni) zmrazovali pri —4, —18 a —30 °C. Pred zmrazova-
nim a po expozicil bhakteridlneho materidlu sa stanovila kvota buniek
schopnych rastu na minimalnej Zivnej pdde (vyzivove nepo$kodené), ako
aj vyzadujucich si k rastu obohatenej pddy (vyzivove poSkodenych).
Zistila sa tiez kvota mrazom usmrtenych buniek. Tieto ddaje slazili ako
zékladné ukazovatele fyziologického stavu bakteridlnych suspenzii, ktoré
se pouzili ako inokulum pre kultivaéné testy na stanovovanie rychlosti
rastu. Biofotometrickou metédou sa namerali hodnoty rastovych kriviek,
bakterioskopicky kalibrované na celkovy pocet buniek. Skimali sme
vztahy medzi podmienkami zmrazovania, zmenami ukazovatelov fyzio-
legického stavu inckula a kinetikou rastu prislusnych kultdar.

Zistilo sa, Ze za podmienok, pri ktorych malo zmrazovanie vysoku
baktericidni u¢innost (> 89 % uhynutie buniek), pri¢om medzi preziva-
jacimi organizmami inokula prevléddali vyzivove neposkodené bunky, sa
zvySila exponencidlna rychlost rastu kultur. K takémuto efektu doglo
obvykle az po dlhodobom zmrazovani a to pri cryosenzitivnom testorga-

3

<

4



P

nizme uZ pri zmrazovacej teplote —4 °C, u cryorezistentného organizmu
vSak az pri hlbSich teplotach.

Opactne, ked nasledkom zmrazovania sa prejavila dominancia, resp.
zvySenie kvoty vyzivove poSkodenych organizmov, doSlo k spomaleniu
rastu kultdry, ktord zéaleZala v prediZeni lag-fazy pri nezmenenej rych-
losti rastu vo faze exponencidlnej. Takyto U¢inok malo cbvykle kratko-
dobé zmrazovanie, ale na cryorezistentny testorganizmus takto pdsobilo
aj dlhodobé zmrazovanie pri —4 °C.

Medzi uvedenymi dvoma typickymi alternativnymi reakciami v raste
testorganizmov na podmienky zmrazovania boli niektoré medzistupne.
AvSak pre hodnoty tychto medzistuptiov rovnako ako pre cely Statis-
ticky subor platilo, Ze fyziologicky stav inokula, empiricky vyjadreny
sucinom kvoty usmrtenych organizmov a podielu kvéty neposkodenych
buniek s kvotou huniek poSkodenych, je v signifikantnom vztahu k rych-
losti rastu kultdr. V préci sa podrobnejSie vysvetluje princip postupu,
ktorym sa naSiel tento vztah.

Spozorované efekty sa vysvetlujd v pripadoch stimulacie, prejavujice
sa zvySenou exponenciilnou rychlostou rastu, na zaklade mrazovej selek-
cie rychlejSie rastucich organizmov, o ktorych sa predpoklada, ze patria
k najviac cryorezistentnej zlozke bakteridlnej populdcie. Naproti tomu
irhibicia, na zaklade prediZenia lag-fazy je vysvetlitelnd spomalenou
adaptaciou zmrazovanim poSkodenych buniek. Selekéné a adaptadné
precesy sa vzajomne nevylucuid, resp. sa predpoklada, Ze sa mozu sa-
¢asne uplatnit.

V diskusii sa hovori o moznostiach spresnenia a S$irSieho uplatnenia
spoznanych vztahov medzi zmenami fyziologickych prejavov a zmenami
metatolicky definovanych zloZiek kulttry, opierajic sa pritom aj o vy-
sledky predtym uverejnenych pric.
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MATHEMATISCH-STATISTISCHE ANALYSE DER ABHANGIGKEIT
DER WACHSTUMSKINETIK VON BAKTERIEN NACH FROSTEINFLUSS

Zusammenfassung

Die Vermehrungsgeschwindigkeit von Bakterienkulturen verdndert sich zumeist
nach Frosteinfluss. Wir untersuchten die Abh#ngigkeit und den Mechanismus dieser
Verdnderungen. Zu den Versuchen nahmen wir einen mesophilen und cryosenzitiven
Stamm Escherichia coli und einen psychrophilen und cryoresistenten Stamm Pseudo-
monas fluorescens. Die Kulturen der Testorganismen wurden kurzfristig, d. h. 1 Tag
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und langfristig, d. h. 150 Tage bei —4, —18 und —30°C der Frostwirkung ausgesetzt.
Vor dem Gefrieren und nach dem Auftauen bestimmten wir den Anteil der Bakte-
rienzellen, die zum Wachstum auf Minimalndhrboden fdhig waren. Diese bezeichneten
wir als physiologisch, bzw. vom Standpunk des Erndhrungsanspruchs als unbeschidigte
Bakterien. Jener Anteil der Bakterienpopulation, der zu seinem Wachstum einen
komplexen, angereicherten Ndhrboden erforderte, konnte als entsprechend beschddigte
Bakterien bezeichnet werden. Der Anteil der durch Frost abgetdteten Zellen wurde
gleichfalls bestimmt. Bakterienkulturen die auf angefiihrte Weise charakterisiert
waren, verwendeten wir als Inokula zu Vermehrungsgeschwindigkeitsbestimmungen.
Die Vermehrungskurven wurden mittels biophotometrischen Triibungsmessungen
ermittelt und anhand bakterioskopischer Z#hlungen kalibriert. Wir untersuchten die
Beziehungen zwischen der Gefrierweise, den Verdnderungen in der physiologisch
unterschiedenen Zusammensetzung der Bakterienpopulation und der Vermehrungski-
netik wéhrend der Kultivation.

Es konnte festgestellt werden, dass unter den Bedingungen, da das Gefrieren stark
baktericid wirkte, das heisst ein Absterben von uber 99 % zur Folge hatte, wobei die
Uberlebenden Bakterien zum {berwiegenden Teil physiologisch unbeschiddigt waren,
es zu einer ErhShung der Vermehrungsgeschwindigkeit wéhrend des exponentiellen
Wachstums kam. Dieser Effekt konnte zumeist nach einem langandauerden Gefrieren
von cryosenzitiven Bakterien —4°C und bei cryoresistenten Bakterien bei tieferen
Temperaturen beobachtet werden.

Im gegengesetzten Féllen, wenn es unter Gefriereinfluss zu einer Dominanz be-
schidigter kam, konnte ein verlangsamtes Wachstum der Kulturen festgestellt werden
Diese beruhie in einer Verldngerung der lag—Phase bei unverdnderter Vermeh-
rungsgeschwindigkeit in der exponentieller Phase, Dieser Effekt war zumeist die
Folge Kkurzfristigen Gefrierens, doch bei cryoresistenten Testorganismen auch nach
langfristigem Gefrieren bei —4 °C.

Zwischen den angefiihrten typischen Reaktionsalternativen der Wachstumsverdnde-
rungen nach dem Gefrieren, gab es auch verschiedene Ubergangsformen. Es wurde
eine statistisch gesicherte Korrelation zwischen der Vermehrungsrate und einer
physiclogischen Charakterisation der zur Beimpfung verwendeten Bskterienpopulation
gefunden. Dies wird im Text eingehend erldutert und eine hypothetische Erklidrung
der Wirkung der Frostselektion erbracht.
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