Stidium vplyvu zmrazovania na vznik bakteridlnej rezistencie

J. ARPAI, M. BANHEGYIOVA, M. GROFOVA, J. TOMISOVA

Synergické posobenie nizkych teplot a bakteriostatickych resp. baktericidnych
prostriedkov sme $tudovali na zaklade reverzibilného a letdlneho poskodenia
mikroorganizmov (Arpai 196la, 1962a). Pokrafovali sme sledovanim takto
vyvolanych fyziologickych a genetickych zmien u mikroorganizmov (Arpai
1961b, 1963). Teraz predkladame zpravu o pokusoch, ktorymi sme skamali
vplyv nizkoteplotnej expozicie na u¢innost mutagénnych faktorov na baktérie.
V prvej Casti sme pouzili chemické latky, a to menovite niektoré derivaty pu-
rinu a pyrimidinu, o ktorych je znidme nielen to, Ze indukuji mierne zvysenie
mutacénej kvoty mikroorganizmov, ale aj ich synergizmus s mutagénnou uéin-
nosfou roéznych druhov Ziarenia, najma ultrafialového svetla (Navick a
Szilard 1951, Witkin 1958, Lieb 1961, Shankel a Wyss 1961,
Shankel 1961, 1962). Zameranie nasej prace bolo podmienené tym, Ze sme
predtym zistili urcéitu analdégiu medzi Uéinkami Ziarenia a zmrazovania na
mikrobidlnu bunku (Arpai 1964). Muta¢ny prejav sa zistil na zdklade strep-
tomycinovej rezistencie, vzhTadom na to, Ze tento znak sa zvolil aj v citovanych
pracach a jeho variabilitu moZno metodicky dobre sledovat (Sedliakova
1961a, b).

Material a metédy

Mikroorganizmus. K pokusom sa pouzil kmerni Escherichia coli B
(1375), ktory sa uschovaval v lyofilizovanom stave. Pocas pokusov sa udrZoval
dvojtyzdennym preoc¢kovanim na Sikmom agare s mineralno-glukézovou pédou.
Pred kazdym pokusom sa overovala citlivosf na streptomycin podla Otte
a Koéhlera (1958) a kmen bol priebeZne lyzotypizovany fagom T;.

Standardnd bakteridlna suspenzia sa pripravila naotkovanim
tekute] minimdélnej pédy, ktora obsahovala také mnozZstvo glukézy, aby sa nim
limitoval rast kultury, t. j. 0,02 %,. ZloZenie minimalnej pddy bolo rovnaké ako
v predodlej praci a tiez v tych pripadoch, ked sa pouzila kompletnid péda na
baze trypticky natrdveného bujénu (Arpai 196la). Inkubéacia pri 37°C na
mechanickej trepacke trvala 15 hodin. Kultura dosiahla medzi 6. a 7. hodinou
inkubécie maximalnu koncentraciu, ktora obnisala priblizne 5.10% buniek v ml.
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Druhy poléas kultivacie sluzil na vyéerpanie endogénnych Zivin. Vyhladované
bunky sa dvakrat za sebou premyli neutralnym fosfatovym tlmivym roztokom
a resuspendovali znova na koncentraciu 5.108 buniek v ml. Aj t4ato bakteridlna
suspenzia sa eSte ochudobnila o vnutrobunkové ziviny tym, Ze sa eSte dve
hodiny inkubovala za mechanického pretrepavania pri teplote 37 °C, az potom
sa vystavila vplyvu mutagénnych faktorov, resp. zmrazovaniu.

Expozicia bakteridlnej suspenzie uéinkom kofeinu, teobro-
minu a teofylinu, ktoré sa v mnozstve 0,5 mg priddvali na ml média, trvala
2 hodiny pri teplote 37 °C (genera¢na doba g = 25 minut resp. Specificka rasto-
va konstanta k = 0,0287 min—1) a umerne sa predlZovala na 7 hodin pri 25 °C
(g = 90 min, k = 0,0078 min—?!) a na 30 hodin pri 15°C (g = 380 min, k =
0,0015 min—?), t. j. expoziény das trval pri jednotlivych teplotdch vzdy pri-
blizny sedemnésobok generaénej doby. Hodnoty g a k sa vypocitali ako uve-
dené nasledujuce.

Rast kultury sa sledoval periodickym meranim zdkalu kultury pomo-
cou Zeissovho spektrofotometra pri vlnovej dlzke 644 my. Spdsob vypodtu ge-
nera¢nej doby (g) sme uz uviedli (Arpai 1963) a $pecificki rastovi konstan-
tu (k) sme poéitali zo vzorca

dx _ 2303 (logio xo — logio x1)
xdt th —ty

kde x; a x» znamenaju pocéet baktérii v ¢ase t; a ty, t. j. na zadiatku rastu pri
Standardnom inokulu o koncentréacii 106 buniek v ml a po &ase, ked hustota
kultury dosahovala zaokruhlene 5.108 buniek v ml.

k=

Zmrazovanie ako prostriedok predexpoziénej senzibilizdcie bakteridl-
nych buniek sa robilo tym spdsobom, Ze 20 ml-ové mnozZstva suspenzie sa zmra-
zovalo v tenkostennych skumavkach v mrazni¢ke pri —7 a —18°C. Roz-
mrazovanie sa dialo pod tedicou vodovodnou vodou a trvalo tak diho,
kym teplota suspenzie nevystupila na teplotu vodného prostredia. Pri tomto
spdsobe rozmrazovania sa bunky vyraznejsie neposkodili. Nizkoteplotny uéinock
mal az 90 denné trvanie.

Rezistencia na streptomycin sa stanovovala platiovou metédou
obdobne ako to publikovala Sedliakova (196la, b)), pricom sa pouZili
uz uvedené glukézo-mineralne pédy ako minimélne a enzymaticky natravené
bielkovinné pdédy ako kompletné. Prisada 1 mg siranu dehydrostreptomycinu
»Spofa“® na 1 ml kultivaénej pody sluzila na vyselektovanie resp. zistovanie
vysokorezistentnych mutantov, ktoré mali schopnost sa prejavit tvorbou ko-
I6nii pri optimélnej inkubaénej teplote do 3 dni. Za suboptimalnych teplot
sa inkubadénd doba predlZila primerane k zniZenej rychlosti rastu. To znamena,
Ze pri 25 °C trvala postexpoziéna inkubdcia 10—11 dni a pri 15°C aZ 43 dni.
Sterilnym privodom vlhkosti do Petriho misky cez pruZok filtra¢ného papiera
sa zabranilo pocas dlhodobej inkubécie vysychaniu pédy.

Stabilizacia rezistencie na streptomycin sa dosahovala predlZenou
expoziciou ,ktora trvala 4 hodiny pri 37 °C, 14 hodin pri 25°C a 60 hodin pri
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15 °C. Zakladna dlzka doby postexpoziénej citlivosti sa prevzala z prac Shan-
kela (1962), tato sa prepoditala pre pokusné teploty na zéklade dizky gene-
racnej doby.

Restitucia citlivosti na streptomycin sa sledovala na bakteridlnom ma-
teriali vyrastenom na subeZne naoc¢kovanych pédach bez prisady kofeinu, teo-
brominu alebo teofylinu. Postupovalo sa tym spdsobom, Ze z kolénii vyraste-
nych na pdédach so streptomycinom sa naockovali tekuté pody, ktoré sa po-
nechali na trepacke pri 37°C na 30 hodin, potom sa preoCkovali na ¢&erstva
pddu rovnakého zloZenia a po dalsich 30 hodindch sa skusala citlivost kultary
na streptomycin. Strata odolnosti sa sledovala priebehom 10 dennej kultivacie
po kazdom druhom preockovani, . j. v 60 hodinovych intervaloch.

Kontroly sa robili na streptomycinovi citlivost a identitu, t. j. fagotyp
pokusného organizmu; stanovovanie spontdnneho vyskytu proti streptomycinu
rezistentnych organizmov sprevadzalo kazdy pokus.

Statistické vyhodnotenie vysledkov sluzilo na stanovenie
vyznamnosti rozdielov medzi jednotlivymi chemickymi agensmi, teplotami a
sposobmi zmrazovania resp. vyznamnosti rozdielov medzi poétom proti strep-
tomycinu rezistentnych organizmov v pokuse a v kontrole. Vysledky pokusov
sa povazovali za signifikantné, ked pravdepodobnost, Ze by hodnoty pokusné
boli zhodné s hodnotami kontrolnymi, bola mensia ako 5:100 (P<0,05). Vypocet
sa robil pomocou Studentovho testu podla ndvodu Weberovej (1957).

Vysledky a vyhodnotenia

Zo zdkladnych pokusov vyplyva predovsetkym, Ze v povodnej kultire bolo
len velmi maélo proti streptomycinu rezistentnych (Stm—) buniek, ich pocet
nepresahoval v priemere pomer 1:108 celkového poétu organizmov. Na strep-
tomycinovej poéde obohatenej Zivinami vyrastlo spravidla viac kolénii ako na
minimalne] pdéde s obsahom streptomycinu, ¢o je v sulade s predstavou, Ze
vznik rezistencie je sprevadzany takou zmenou v chode metabolizmu, ktorou
sa zvySuju vyzivové ndroky organizmu. Vplyv inkubacnej teploty sa vSak pre-
javil opa¢énym spésobom, a to tak, Ze pri optimalnej teplote sa na poéde so
streptomycinom vyvinulo spravidla najmenej kolonii, kym pri suboptimalnych
inkubaénych teplotich sa vyskyt rezistentnych foriem zvysil.

Zmrazovanim doslo k vyraznej diferencidcii bakteridlnej populacie, a to
v zavislosti od podmienok zmrazovania. Vzhladom na to, Ze po8kodenie bunky
zmrazovanim je pokracujicim procesom, ktorého rychlost uréuje predovietkym
vztah medzi zmrazovacou teplotou a eutektickym bodom biologického systému,
sposobili vyssie teploty (—7) prevazne len reverzibilné pogkodenia, prejavu-
juce sa zvySenymi narokmi na ziviny ¢iZe neschopnost rastu na minimélnych
pbédach, kym hlbsie teploty (—18) vplyvali uz vo zvySenom rozsahu letdlne,
t. j. bunky nerastli ani na kompletnych podach. Postupny prechod od zvratnej
formy poskodenia k nezvratnej, ktorym sa vyznadluje S$pecificky ué¢inok zmra-
zovania na bunky, sa ukdazal vo vysledkoch nasich pokusov na stupajucej kvéte
odumretych organizmov pri prediZeni doby zmrazovania, sprevadzanej sube?—
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nym poklesom kvoty vyzivove poskodenych buniek za podmienok intenzivneho
zmrazovania (—18). Tento zjav, ktory sme opisali uz aj v predoslych kryo-
mikrobiologickych studidch, oznac¢ujeme ako pozitivnu mrazovu selekciu, ktorej
produkiom su extrémne kryorezistentné bakteridlne bunky, ktorych podstatnou
charakteristikou je, Ze neutrpeli zmrazovanim fyziologické poskodenie preja-
vujuce sa zvySenymi ndrokmi na vyzZivu, t. j. rastd aj na minimalnych pédach.
Takto selektované bunky prejavuju niektoré fyziologické plusvarianty ako
napriklad rychlejsi rast (A rpai, 1963).

Pokles koncentracie Zivych buniek v suspenzii, ku ktorému doglo nasledkom
zmrazovania, sa vyrovnal zahustenim. Robilo sa to pomocou odstredenia bak-
teridlnej suspenzie a resuspendovanim do média o rovnakom zlozeni, avSak
o primerane redukovanom objeme, aby sa tym zachovala $tandardnd hustota
buniek — jedna zo zakladnych podmienok porovnavatelnosti faktorov ovplyv-
nujucich zmenu rezistencie.

Z pokusnych vysledkov sa zisfuje, Zze po kratkodobom zmrazovani pocet
vyskytu rezistentnych organizmov u kontrolnej suspenzie slabo klesa, kym
po dlhodobom zmrazovani stupa. Statistické vyhodnotenie vysledkov stano-
vovania poctu rezistentnych baktérii u kontroly nasvedéuje tomu, Ze rozdiely
medzi vyskytom rezistentnych organizmov po kratkodobom a dihodobom
zmrazovani su v rdmci rovnakej teploty bezvyznamné (P>0,05) a len vo
vztahu medzi vys$Sou a niZSou zmrazovacou teplotou slabo signifikantné. Ked
zosuladime vysledky stanovovania Géinnosti zmrazovania na poSkodenie buniek
a na vyskyt rezistentov, dochadza sa k zaveru, Ze takyto spdsob zmrazovania,
ktory z prevaznej miery len poskodzuje, ale neusmrcuje baktérie, ma za na-
sledok zniZenie kvéty rezistentnych organizmov. Tato kvota sa viak zvysi pod
vplyvom pozitivnej mrazovej selekcie.

Expoziciou bakteridlnych buniek udinkom kofeinu, teobro-
minu alebo teofylinu sa zvysil pocet rezistentnych organizmov v kulture, a to
za niektorych pokusnych podmienok aj 4 az 5 nasobne. Pri tom sa jednotlivé
pokusné modifikacie prejavili opit tak, Ze na obohatenej pode vzdy a pri nizsej
inkubac¢nej teplote poviddésinou vyrastol viaési podet Stm— koldnii. Teplota
podas expozicie mala v8ak opaény vplyv, t. j. po expozicii pri vys$sej teplote
sa zjavil vyssi pocet Stm— organizmov. Medzi uéinnostou kofeinu a teobrominu
bol mensi rozdiel, teofylin bol najuéinnejsi.

Zmrazovanim bakteridlnej suspenzie sa uéinok chemickych agensov
vyrazne zvysil, najmi ked sa zmrazovalo kratdi &as, t. j. takym spbsobom,
aby nedoslo k pozitivnemu selekénému efektu. Slabsi mrazovy inzult pdsobil
senzibiliza¢ne na bunky, u ktorych doslo k zvy$enej indukecii streptomycinovej
rezistencie prejavujuicej sa vSak iba pri kultivicii na kompletnej péde, a to
aj v priéinnej suvislosti so zvy$enim narokov na ziviny u baktérii reverzibilne
poskodenych zmrazovanim o menSej intenzite. Teplota pri expozicii chemic-
kému agensu a podas inkubacie, t. j. v priebehu fenotypického prejavu, vply-
vala na rozvoj streptomycinovej rezistencie v podstate rovnakym spésobom
na bakteridlny materidl zmrazovany ako na nezmrazenu kontrolu. To zhamend,
ze k tomu, aby sa indukoval maximdilny vyskyt rezistentnych baktérii bolo
potrebné exponovat pri vyssej teplote, avSak kultivovat pri suboptiméilnej
teplote. Vyklad pre mechanizmus tohto nerovnakého vztahu treba hladat v tak-
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tiez rozdielnom teplotnom koeficiente U€innosti chemickych agensov a anti-
biotika, resp. kinetiky vymeny latkovej alebo vyvinu rezistencie.

Restitlicia citlivosti na streptomycin ma svoj priebeh gra-
ficky znazorneny na obraze 1. Z vysledkov vidiet, Ze poc¢as 10 denného inten-
zivneho rastu baktérii v prevzdusnenom prostredi silne poklesol pocet rezistent-
nych organizmov, ktory v krajnom pripade dosiahol az 809%, Z d&initelov
ovplyviiujucich restituény proces sa ukazalo ako prvoradé predexpozi¢né zmra-
zovanie., Bakteridlny materidl, ktory bol pred expoziciou kratkodobe zmrazo-
vany, strdcal svoju odolnost vo¢i streptomycinu len pomaly a signifikantne
mensim podielom ako kultury vystavené chemickym agensom bez predchadza-
juceho zmrazovania. Rozdiely medzi pouzitymi chemickymi mutagénmi, ktoré
sa prejavili pri indukecii, sa ukéazali obdobne aj v priebehu restitucie. Odraz
expozi¢nej a inkubacnej teploty na obnovu citlivosti buniek voéi streptomycinu
sa v ramci opisanych pokusov nesledoval, lebo tym by sa bol rozsah sledovania
rozrastol do nezvladnutelnej sirky.

100 ]
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O br., 1. ReStiticia streptomycinovej citlivosti buniek Escherichia coli, Krivka A —
Rezistencia po expozicii kofeinu; krivka B — rezistencia po expozicii teobrominu:
krivka C — rezistencia po expozicii teofylinu. Plné krivky: zmrazované baktérie:
preruSované krivky: nezmrazované baktérie. Na osi Usediek = ¢as v hodindch; na
osi poradnic = percentudlne zvySenie podielu na streptomycin citlivych buniek.

Stabilizdcia rezistencie, &m sa v zmysle Shankela (1962)
rozumie, Ze pod vplyvom prediZeného resp. dodatotného uéinku mutagenného
agensu nastava dalSie zvySenie poctu rezistentnych organizmov, sa ukazuje vo
vysledkoch graficky znazornenych na obrazoch 2a, b, c¢. Poznamendva sa, Ze
Stabiliz4cia rezistencie protrahovanym udéinkom mutagénneho faktoru sa robi
v obdobi, v ktorom su bunky este pod vplyvom predchadzajucej expozicie
v stave zvySenej vnimavosti. Pri radiacnej technike, ktori aplikoval Sh an-
kel (1962), trva tato citlivost asi 4 hodiny. Za na8ich pokusnych podmienock
sme trvanie stavu zvySenej vnimavosti voéi chemickym agensom nestanovili,
avsSak naSe vysledky vyrazne ukazuju, Ze takato faza existuje aj po zmrazovani.
Takyto vysledok je v sulade s viacerymi subeZnostami v uéinkoch ionizujuceho
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ako aj ultrafialového Ziarenia a zmrazovania, i ked su z hladiska rychlosti
ucinkov velké rozdiely (A rpai, 1964).

MoZno oéakavat, e nejednotné vplyvy zmrazovania podmienené spoésobom
jeho aplikdcie sa prejavuju aj na rozdielnych vysledkoch stabilizaéného zisahu.
Podrobnejsie sa viak tato problematika eite v rameci predloZenej prace ne-
sktimala, takisto ako sa nesledovali ani vplyvy inkubaénej teploty. Zdovodiiuje
sa to nielen vyskumnou kapacitou, ale aj opravnenym predpokladom, Ze z4-
vislost efektu sekunddrnej expozicie sa nebude podstatne ligit od primarnej.
Tento nazor je podloZeny aj tym, ze vplyvy inkubaénej teploty a zloZenia
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kultivaéne] pody boli zhodné s tymi vplyvmi, ktoré sme zaznamenali v pred-
chadzajucich éiastkovych sledovaniach. K restituénym pokusom sa pouzil
len jeden druh bakterialneho materidlu, o ktorom sa v predoslych pokusoch
dokazalo, Ze sa zmrazovanim uviedol do najvhodnejsieho stavu pre expoziciu
chemickym agensom, t. j. ten, ktory bol po 3 dni zmrazovany pri —7 °C.

Diskusia

Mechanizmus mutagénneho 0é&inku sledovanych chemickych agensov treba
hladat v ich vztahu, resp. analdgii k zloZkam dezoxiribonukleovej kyseliny
(DNA). Da sa predpokladat, Ze nasledkom inkorporacie analogickych purino-
vych derivatov nastidvaju zmeny v poradi baz, resp. podjednotiek DNA a to
vedie k vyskytu mutantov. Tato hypotéza sa opiera o nazory, resp. pokusné
vysledky niektorych autorov (Greer 1958, Shankel 1961, 1962), rozchadza
sa v8ak s udajmi inych (Koch 1956) alebo je odliSnym spdsobom vysvetlova-
nd (Witkin 1958, Lieb 1961). Namietky sa opieraju najmi o pokusy s ré-
dioaktivnym kofeinom, o ktorom sa dokézalo, Ze sa len v nepatrnej miere véle-
nil do DNA buniek Escherichia coli B. Tento argument, ktory pochadza predo-
véetkym od Kocha (1958), je viak oslabeny tym, Ze sa na pokusy nezobrali
vyhladovelé bunky. U takychto buniek je totiz vtelenie analdégov ovela pravde-
podobnejsie a nie je mozné vyludit, Zze aj inymi zdsahmi sa da zvysit prijimanie
analogov do jadernej hmoty. Ako také zdsahy sa Uspesne aplikovali ionizujuce
a ultrafialové Ziarenia (Merz, Swanson, Cohn 1961, Shankel 1962).
Najmi po oziareni malymi didvkami, ktoré este sami osebe nevyvoldvali vy-
raznd mutagenézu, poésobili kofein, teobromin alebo teofylin tak silne muta-
génne, Ze sa hovorilo o ,,muta¢nom synergizme".

Pouzitie nizkych teplét ako éinitela, ktory moze prispief k prenikaniu a in-
korporécii analégov do nukleidov, sa opiera nielen o mnohé subezné uéinky
zmrazovania a radiaénych, resp. radiomimetickych zasahov, ale aj o poznatok,
Ze v bunkdch Zijucich za nizkych tepldt prebieraju este metabolické procesy —
i ked len velmi pomaly, ktoré vedit k extrémnemu vyéerpaniu endogénnych
Zivin a k zvySenej permeabilite. Je nesporné, ze uvedené zmeny v biol6gii bun-
ky mézu mat obdobny vyznam pre zvySenie udinnosti sledovanych chemickych
agensov ako radiacia.

Predlozen& praca upravuje e$te aj starsi nazor vysloveny uz citovanym Wit -
kinom (1958), podla ktorého purinové a pyrimidinové analdgy su pri subop-
timalnych teplotach mutacne neudinné. Pozorovania autorov boli zaloZené na
nedostatoénom trvani expozicie. Pri stanoveni mutagénnej tiéinnosti chemikalii
pri zniZenej teplote treba totiZ prihliadat nielen na teplotny koeficient uéin-
nosti prislugnej latky, ale aj na zniZzenu kinetiku metabolickych procesov expo-
novaného organizmu.

Sthrn

Sledoval sa vplyv kratko a dlhodobého zmrazovania pri —7 a —18°C na
baktérie Escherichia coli, u ktorych sa uéinkom kofeinu, teobrominu a teofylinu
indukovala rezistencia proti vysokej koncentricii streptomycinu (1 mg/ml).
K premennym pokusnym veli¢indm patrila aj teplota, pri ktorej sa baktérie
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exponovali ufinkom chemickych agensov, resp. sa inkubovali pri stanoveni
fenotypického prejavu rezistencie. Dizka doby inkubécie sa upravila tak, aby
pocdet generacii bol pri vSetkych sledovanych teplotadch priblizne rovnaky (pri
37°C = 3 dni, pri 256 °C = 10—11 dni, pri 15°C = 43 dni). Expozicia chemic-
kym agensom trvala pri 37°C = 2 hodiny, pri 256°C = 7 hodin a pri 15°C
= 30 hdin. Pri pokusoch o stabilizaciu fenotypického prejavu vzniku rezistent-
nych buniek sa tadto expozi¢na doba eite dvojnasobila. Studoval sa aj priebeh
restitucie streptomycinovej citlivosti priebehom 10 dennej kontinudlnej kulti-
vacie.

Zistilo sa, Ze vyskyt proti streptomycinu rezistentnych organizmov sa vply-
vom sledovanych chemickych agensov len malo zvysi, ked sa vSak bakteridlna
suspenzia pred expoziciou zmrazuje, velmi vyrazne stipne podiel Stm-buniek.
Zmrazovanie ma tym vicsiu senzibilizaénu uéinnost, ¢im je podiel vyzivove
podkodenych baktérii nasledkom zmrazovania vy$si, ako je tomu pri kratko-
dobom zmrazovani. Rozdiely v udéinnosti jednotlivych chemikalii a teplét sa
prejavuju nielen pri prvotnom vyvolavani rezistentnych organizmov, ale aj
pri tzv. $tabilizdcii a restitucii.
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zy4enne BAUAHNA 3aMOPaKUBAHNA HA BOSHUKHOBEHIIE
farTepuaNbHON PeANCTeHTHOCTI

PeswoMme

Usyuamoch BiIMARNE KPATKOBPEMEHHOTO A TAKME NIUTEILHOTO 3aMOPARUBAHUA Tpu —7
w —18°C ma Gawrvepuu Escherichia coli, y KOTODPHIX IIOf BIUAHNEM Kodewna, TeofpomuHa
0 Teo(UINHA WHYUHPOBATACH PESHCTENINA IPOTUB BHCOKON KOHIEHTPAMN CTPENTO-
viiiEa (1 Mr/MiT). K HepeMenuniM 8RCHepuMeHTANbHEIM BeJUIIHAM NIPHHAIICHATA TAKHe
TEMMePaTypa, OpH KOTOPOoil 0awrepiil BHCTABIAMICE AEHCTBUIO XHMIMECKIX areHTos,
WIH e MHKYOMPOBANUCH HpU ompefieieHui (eHOTHIONYECKOr0 NPOABIEINA [esucTeHin.
LIpOMOIDKATENEHOCTE IHKYOAUM  PeryIMpPORAIACh TAK, 4T0GH uyMcio reHepauni 6s110
pYM BCEX MCCIEHOBAHHBIX TEMIEpATYpax NpROausuTeTbHO OAuHaKoBo (mpn 37 °C =3
aus, mpr 25 °C = 10 jmeit, npu 15 °C = 43 jn#A). Buerasacine XumuueckuM arenrad
npogomRagoch npy 37 “C = 2 uaca, mpu 25 °C = 7 wacos wupn 15 °C = 30 uacon. B omwr-
Tax Ha CTaGI/IfIMBaHYI‘H’] II)L‘-H!J'NIIII'l'll"f.'l{Ul‘O II}'IOFI]!.TI{?].‘U}.H BOSHUKHOBEHNUA pPesieTeCHTHRIX
HIETOK IMPOJXOJIKNTEILHOCTD OKCIOMIMYA yaBanpaiack. Mayuamcn rawie Aponece Bocera-
HOBIIEHUA CTDPETTOMUIMHOEBO{l 4YBCTBHTEILHOCTH B TedeHHW 10 AUEBHOI MempepsIBIIOL
KYJBTHRALNY .

Brilo 00HAPYHEEL0, UTO BCTPEUAEMOCTh OPFaHU3MOB, DEBHCTEHTHEIX IPOTHR CTPEmTO-
MULMHA, BIVALNEM HNCCUAETOBAHILX XUMWKATOB TOJBEO HEANANHTENBHO IOBBINACTCA;
O eCIH Hepe SKCMOBUIMeH cycmemcns GaxTepuil 3aMOpoauTCd, ITO NPUBOUAT K OYEHP
OTUETINBOMY TOBBILIEHWIO 4YacTH stm-waerok. CeHsuOHIUSANNOHHOE TelcrBue 3aMopa-
MRUBAHMA TEM BBHIIE, UeM OOJbIIAA YACTL GarTepuif paspylneHa ¢ TOYKHM 3pEHUA MUTAHNA,
Kax OTO BCTPEYaeTCs [PH KOPOTKOBPEMEHHOM 3aMopamuBaHuiu. Pasumipt B peifcrsun
OTHENBHLIX XUMHUKATOB K TEMICPATYpD NpPOABIAITCA HE TONBKO NPU IePBOHAYAILHOM
BHLIBBAHMM PECHCTEHTHHIX OPraHM3MOE, IO TO’KE NpU TaK HAsHBAaeMoil crafumisannu u pe-
CTUTYTUH.

Untersuchungen iiber den Einfluss von Gefrieren
auf die Resistenz von Bakterien

Zusammenfassung

Der kurz- und langfristige Frosteinfluss (—7 und —18°C) auf Bakterien
Escherichia coli, die unter der Einwirkung von Coffein, Theobromin und
Theophyllin zu einer Resistenz gegeniiber von hohen Streptomycinkonzentrationen
(1 mg/ml) induziert wurden, kam zur Untersuchung. Zu den verdnderlichen Ver-
suchsbedingungen zihlie auch die Expositions — bzw, Inkubationstemperatur, bei der
die phenotypische Auswirkung der Resistenzenistehung verfolgt wurde. Die Dauer
der Inkubationszeit wurde so gewihlt, dass die Generationszahl unter verschiedener
Temperaturbedingungen ungefdhr die Gleiche blieb (bei 37°C = 3 Tage, bei 25°C
= 10 bis 11 Tage, bei 15°C = 43 Tage). Dem Einfluss der chemischen Wirkstoffe
wurden die Bakterien bei der Temperatur von 37°C = 2 Stunden, von 25°C = 7
Stunden und bei 15°C = 30 Stunden exponiert. Bei Versuchen, die der Stabilisation
der phenotypischen Ausserung der Resistenzwandlung der Zellen dienten, wurden
die angefithrten Expositionszeiten verdoppelt. Die Restitution der Streptomycin-
empfindlichkeit wurde im Laufe einer Sublkultivation in einer Dauer von 10 Tagen
verfolgt

Es konnte festgestellt werden, dass bei normaler Temperatur unter dem Einfluss
der verwendeten chemischen Stoffe die Rate der streptomycinresistenten Organismen
nur unbedeutend ansteigt. Falls jedoch die Bakteriensuspension vor der Exposition
einem Frosteinfluss ausgesetzt wird, kommt es zu einem ausgeprédgten Ansteigen der
streptomycinresistenten Rate. Das Gefrieren bedingt eine umso hithere Sensibilisa-
tion, je mehr Bakterien infolge der Kilteeinwirkung eine Stoffwechselstérung erlit-
ten, die sich durch erhihte Erndhrungsanspriiche ersichtlich macht, Dies trifft im
Falle von kurzfristigem Frosteinfluss zu. Die unterschiedliche Einwirkung der unter-
suchten chemischen Stoffe- und Temperaturer haben ihre Auswirkung nur auf die
Induktion. sondern auch auf die Stabilisation der Streptomycinresistenz bzw, auf die
Restitution der Streptomycinempfindlichkeit.
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