ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKLODOWSKA

LUBLIN—POLONIA
VOL. XXV, 7 SECTIO C 1970

Z Katedry Mikrobiologili Ogélne] Wydziatlu Biologii i Nauk o Ziemi UMCS
Kierownik: prof. dr Zbignlew Lorkiewicz

Wincenty DROZANSKI

Wplyw filtratu hodowli bakteryjnych na ekscystacje malych ameb
wolnozyjacych
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M30JIMPOBAHHEIX M3 eCTeCTBEHHbIX YCJIOBUM

The Influence of Culture Filtrates of Bacteria on the Excystment of Small
Free-living Amoebae

WSTEP

Przejscie ameby ze stanu spoczynkowego w forme troficzng uzalez-
nione jest w znacznym stopniu od czynnikéw srodowiskowych, takich jak
wilgotnosé, zasolenie podioza, pH, temperatura, stopien natlenienia, obec-
nos¢ czynnikéw redukujacych i sklad chemiczny podloza (3, 6, 8, 19). Do
ekscystacji niezbedne sa w Srodowisku pelzakow takze zywe bakterie
(6, 8, 9, 12, 18). Ekscystacja ameb glebowych moze takze zachodzi¢ pod
wplywem bakteryjnych produktéw metabolizmu, dyfundujacych do pod-
toza (12). Singh i wspolprac. (18), badajgc nature czynnika stymulu-
jacego ekscystacje Schizopyrenus russelli, zawartego w komdrkach Aero-
bacter aerogenes, wykazali, ze czynnik ten jest termolabilny oraz dyfun-
duje przez blony kolodionowe. Wyniki badan Singha (19) i Dro-
zanskiego (7) wskazujg, ze ekscystacja ameb zachodz: pod wplywem
wodnych wyciggow z bakterii, gléwnie frakcji aminokwasoéow.

Celem pracy bylo zbadanie wplywu przesagczy hodowli bakterii na
ekscystacje form przetrwalnych ameb oraz uzyskanie frakcji przesgczy
aktywnych w tym procesie.
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MATERIAL I METODY

Organizmy: Do badan uzyto Hartmennella rhysodes Singh, Acanthamoeba
castellanii Duglas Volkonsky* Schizopyrenus russelli Singh **, Didasculus
Thorntoni Singh®** oraz 41 nie oznaczonych ameb wolnozyjacych, z ktérych
19 szczep6w wyizolowano z gleby, a 22 wyodrebniono ze zbiornikéw wodnych. Po-
nadto do badan uzyto nastepujacych gatunkow bakterii: Aerobacter aerogenes —
szczepy 25 i 26, Escherichia coli — szczepy 23 i 24, Proteus vulgaris, Proteus 0x19,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa — szczepy 9, 10 i 12, Serratia marcescens,
Vibrio cyclosites, Staphylococcus aureus, Staphylococcus albus — szczepy 5 i 25, Ba-
cillus cereus v. thuringensis, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Proactinomyces
sp., Corynebacterium equi oraz dwie paleczki gramujemne — szczepy 96 i 115 wy-
osobnione z gleby.

Otrzymanie monoksenicznej hodowli ameb. W celu uzyskania
monoksenicznej hodowli poszczegélnych szczepoéw ameb wykorzystano zdolno$é roz-
pelzania sie pelzakéw po podlozu stalym (4, 16, 17, 21). Szczepy ameb, ktére wyka-
zywaly slabg zdolnosé¢ migracji po agarze, oczyszczano od bakterii przy pomocy
antybiotykow (11, 14, 19), dodajac do podloza 500 y streptomycyny i 500 j. penicyliny
na ml. Do wyprowadzenia czystych kultur stuzyly pojedyncze cysty, izolowane pod
mikroskopem. Oczyszczone szczepy ameb przechowywano na skosach agaru nie-
odzywczego (1,5% agaru, 0,5%/c NaCl) w obecnosci A. aerogenes.

Przygotowanie cyst. Gesta zawiesine cyst z monoksenicznej hodowli
45 szczep6w ameb nanoszono na plytki z agarem nieodzywczym, zawierajagcym 500 y
streptomycyny i 500 j. penicyliny na ml], i inkubowano w ciggu 5—3 dni w temp. 22°C
Nastepnie cysty splukiwano plynem fizjologicznym i sprawdzano ich jatowosé. Po-
niewaz cysty 7 szczepow ameb kielkowaly na tym podlozu, a formy troficzne za-
mieraly z braku pokarmu, dla uzyskania bezbakteryjnej zawiesiny cyst na agarze
nieodzywczym z antybiotykami dodawano zawiesine komoérek A. aerogenes. W tych
warunkach cysty kielkowaly, a formy troficzne namnazaly sie i ponownie ency-
stowaly.

Do doswiadczen nad ekscystacjg uzywano 15—20-dniowych cyst przemytych
przez 3-krotne wirowanie w plynie fizjologicznym w czasie 2 min. przy 500 obr./min.
Cysty ameb, ktére po wykielkowaniu nie pozostawialy oslon okrywajacych, oczy-
szczano od zywych form troficznych 0,5% chlorowodorkiem emetyny (19). Jaltowe
pod wzgledem bakteryjnym i pozbawione form troficznych zawiesiny cyst nanoszono
po 0,1 ml do malych probéwek i dodawano badany czynnik stymulujacy ekscystacje.
Liczbe ameb ekscystujagcych podano w procentach, obliczajac stosunek cyst pelnych
do pustych albo cyst pelnych do form troficznych po oznaczonym czasie inkubacji.
W tych warunkach formy troficzne nie namnazajg sie (19).

Przygotowanie przesgczy z hodowli bakterii. Przesgcze uzy-
skiwano z hodowli bakterii na:

a) zmodyfikowanej pozywce Kwapinskiego (13) o skladzie: 4 g NaCl, 5 g
Na,HPO,, 0,5 g cytrynianu amonu, 0,5 g MgSO,, 0,05 g Zn SO,, 10 g glukozy, 3 g
NH, .NO,, H;O do 1030 ml, pH 17,2;

* Otrzymano od prof. dr W. Balamutha, Department of Zoology, University of
California, Berkeley.

** Otrzymano od prof. dr B. N. Singha, Central Drug Research Institute, Luckoow,
India.
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b) zmodyfikowanej pozywce Kwapifiskiego, w ktérej azotan amonu za-
stapiono 3 g neopetonu Difco;

c) pozywce stosowanej przez Singha i wspél;;rac. (19) do hodowli bakterii
z grupy coli-aerobacter;

d) pozywce Franka i Mossa (10), do ktérej dodano kwas dl-glutaminowy
jako jedyne Zrodlo azotu.

Szczepy bakterii, z wyjatkiem kilku szczepow glebowych, inkubowano w temp.
37°C w czasie 48 godz. Nastepnie hodowle wirowano przy 6000 obr./min. Uzyskany
plyn jalowiono, saczac go przez swiece Chamberlanda L5 i dzielono na 3 czeSci.
Jedng cze$é¢ uzywano bezposrednio do doswiadczen, drugg ogrzewano W czasie
1 godz. w temp. 60°C, trzecia — w czasie 1 godz. w temp. 100°C.

Frakcjonowanie przesgczy bakteryjnych. W celu znalezienia
w przesgczach bakteryjnych zwigzkéw czynnych, stymulujgcych ekscystacje form
przetrwalnych ameb, uzyto przesaczy hodowli P. aeruginosa i V. cyclosites. Przebieg
frakcjonowania przedstawia schemat (ryc. 1).

Hodowla bakterii na ptynnej pozywce syntetycznej
Bacterial culture in the synthetic medium

wirowanie
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plyn znad osadu osad bakteryjny
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extraction with B0 %o ethanol
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Ryc. 1. Schemat frakcjonowania hodowli bakteryjnej
The scheme of fractionation of bacterial culture
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Frakcje aminokwasowg otrzymano tez sposobem stosowanym przez Léeflera
i Scherbeuma (15). Obecnosé zwigzkéw zawierajgcych grupy aminowe, amino-
kwasy i peptydy niskoczgsteczkowe w poszczegélnych frakcjach wykrywano z po-
mocg roztworu ninhydryny w acetonie po uprzednim rozwinieciu chromatogramow
w ukladach : fenol nasycony woda oraz butanol—kwas octowy—woda w stosunku
4:1:5.

Weglowodany wykrywano testem anilinowym oraz amoniakalnym roztworem
azotanu srebra, organiczne zwigzki fosforowe — testem molibdenianowym po uprzed-
nim sporzgdzeniu chromatogramu badanej frakcji, a zasady purynowe i pirymidy-
nowe — na chromatogramach w $wietle ultrafioletowym.

W badaniach postugiwano sie réwniez wyciggiem drozdzowym Difco, rozdzielo-
nym na frakcje w ten sam sposéb jak przesgcze z hodowli bakterii.

WYNIKI

W pierwszej czesci pracy przebadano wplyw przesaczy, uzyska-
nych z 23 szczepéw bakterii, na ekscytacje A. castellanii, H. rhysodes
i 2 (B i D) nie oznaczonych szczepéw ameb. Do doswiadczen uzyto
przesaczy 2z 48-godzinnej hodowli bakterii na podlozu syntetycznym
oraz na podlozu syntetycznym z dodatkiem 0,3% neopeptonu. Ponadto
uzywano przesaczy z hodowli bakterii grupy coli-aerobacter na po-
zywce syntetycznej, stosowanej przez Singha i wspoélprac. (19),
oraz przesgczy z hodowli Pseudomas na pozywce syntetycznej, uzy-
wanej przez Franka i Mossa (10). Wyniki tych doswiadczen
(tab. 1) wskazujg, ze najsilniejszymi °stymulatorami kielkowania cyst

Tab. 1. Wplyw przesgczy bakteryjnych na ekscystacje ameb
The influence of bacterial culture filtrates on excystation of amoebae

Sposéb Procent ekscystacji
5 jalowienia Per cent of excystation
g przesgczy
%ztktgrh Means of B D H. rhysodes a.
rains 1 fil- castellanti
of bacteria (A2 (R
t;a;:at‘i)gs- a c albfec alblc|d|alb]e
filtracja
- : 4 1 9 3 0 0 0 0
filtration
A. aerogenes 25 60°C 4 1 12 0 2 0 0 0
100°C 3 1 10 1 2 3 0 0
filtracja l '
A. aerogenes 26 filtration ¥ : f ; . ° 0! X
: 60°C 9 1 5 2 0 0 1 1}
100°C 7 2 3 2., 0 0 0| 0
filtracja
E. coli 23 filtration 2 g g . . 0
v 60°C 0 0 2 8 2 2
100°C 1 2 6 (] 4 0
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c.d. tab. 1 — table 1 continued

Sposéb Procent ekscystacji
SzcIeE jalowienia Per cent of excystation
e przesgczy
bakterii A
" Means of >
Strams. culture fil- B D H. rhysodes castellanii
of bacteria trate pre- T
paration a | "bll cuiideigasinb [c | d'[af b el d [fafl b
filtracia | gg19s /45 |96 92 |96 |76 3
E. coli 24 filtration .
i 60°C 6492 |56 93 88 |98 |69 4
100°C 12(94( 8 71 62|91 (42 5
filtracja 45 37 0
. filtration
P, vulgaris 60°C 43 20 " 0
100°C 40 34 9 0
filtracja
: : 39 60 0 0
filtration
Proteus Ox19 60°C 30 49 9 0
100°C 32 . 48 7 0
filtracja 39 60 0 0
: & filtration
P. mirabilis 60°C 48 53 28 14
100°C 49 46 30 11
|
_ g%g:g:n 34|70| |43|54]40 46 40/ 0| 9
igiicriyirigg 60°C [77/70| |49!|69(39 60 9| o] 6
100°C 98 | 82 55 (76|39 69 94| 0} 4
g}:;sggﬂ 74 51|58 30 | 40 0
i ik i e o 52 |89 43 38 0
100°C 93 78 | 96 70 | 68 0
filtracja
P. aeruginosa 12 | filtration 9 il A A
0 60°C 84 64|82 46 | 58 14
100°C 92 63 | 94 72|72 9
filtracja !
A : 0 0| 0 0
filtration i
S. marcescens 60°C 0 0| 0 0
100°C 0 0! 0 0
filtracja 94|95 99 58 84 20 (24
V. cyclosites filtration
5o 60°C 92|92 89 66] 90 20 | 22
100°C 62|94 46 29 14 18 | 24
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c.d. tab. 1 — table 1 continued

Szczepy bakterii
Strains of bacteria

Sposéb jalo-
wienia
przesgczy
Means of cul-
ture filtrate
preparation

Procent ekscystacji
Per cent of excystation

B

D H

A

castellanii

rhyso.des
a } b|ajb

S. aureus 2

filtracja
filtration

60°C

100°C

co ©

0

== =]

0
0

a b

oo <

. albus 5

filtracja
filtration

60°C

100°C

(=

oo

S. albus 25

filtracja
filtration

60°C

100°C

N ©

(=N

. cereus 26

filtracja
filtration

60°C

100°C

31

11
10

46

39
37

21

22
16

B. cereus v. thuringensis

filtracja
filtration

60°C

100°C

56
652

23

[=N=]

70

51
33 |

59

30
28

(=N}

B. subtilis

filtracja
filtration

60°C

100°C

B. megaterium

filtracja
filtration

60°C

100°C

60
59
60
27
79

54

60
36

53

54
60

oo ©

] 36

| 29
| 30

oo ©

Proactinomyces sp.

filtracja
filtration

60°C

100°C

{81l

i)
11

i 24

17

(=N}

C. equi

filtracja
filtration

60°C

100°C

oo O

oo ©

Pateczka glebowa ar 115

filtracja
filtration

60°C

100°C

28

18
12

34 | 8

15 12
8 13

18

Paleczka glebowa nr 96

filtracja
filtration

60°C

100°C

92
93

49

92 |

92
93

: i |
90

91
53

96 | 98

93 | 94 |
95

79

82
39 | 80

33

22
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cd .tab. 1 — table 1 continued

S Procent ekscystacji
Sposéb jalo- 2
wienia £ ol _Per cent of excystation
Szczepy bakterii przesaczy i3 A.
Strains of bacteria ! Means of cul- B D rhysodes |castellanii
ture filtrate ~———— -
preparationla‘b a|b‘a‘b a‘b
plyn fizjologiczny
physiological saline 2 9 9 .
pozywka syntetyczna | -
synthetic medium 2 | R 9 Q
pozywka syntetyczna z neopeptonem 0 0 0 0
synthetic medium with neopeptone
Objasniensa: a — zmodyfikowana pozywka syntetyczna wg Kwapifhskie-
go, b — zmodyfikowana pozywka syntetyczna wg Kwapinskiego z neopep-
tonem, ¢ — poiywka syntetyczna wg Singha, d — pozywka syntetyczna wg

Franka i Mossa.

Explanation: a — synthetic medium prepared according to Kwapifnski,
b — synthesis medium prepared according to Kwapinski with neopepton,
¢ — synthetic medium prepared according to Singh, d — synthetic medium
prepared according to Frank and Moss.

byly przesagcze z hodowli E. coli szczepu 24, P. aeruginosa szcze-
pow 9, 10 i 12, V. cyclosites i pateczki glebowej nr 96. Rowniez dodatni
wplyw na kielkowanie cyst wywieraly przesgcze uzyskane z hodowli
P. vulgaris, Proteus O.19, P. mirabilis, B. subtilis i B. megaterium na
podlozu syntetycznym z dodatkiem neopeptonu. Natomiast przesgcze uzy-
skane z hodowli szczepé6w A. aerogenes i E. coli na pozywce syntetycznej
z doclatkiem neopeptonu oraz na pozywce opracowanej przez Singha
i wspolprac. (19) prawie zupelnie nie pobudzaly ekscystacji. Réwniez
przesgcze z hodowli S. marcescens, S. aureus, S. albus, Proactinomyces
sp., C. equi i paleczki glebowej nr 115 nie stymulowaly tego procesu.
Najsilniejsze dzialanie pobudzajgce ekscystacje wykazywaly przesacze
jalowione przez swiece Chamberlanda L5. Przesacze ogrzewane przez
1 godz. w temp. 100°C wykazywaly sltabsze dzialanie, wyjatek stanowity
przesgcze otrzymane z hodowli P. aeruginosa. Poniewaz szczep ten pro-
dukowal znaczne ilosci pyocjaniny, sprawdzono, czy surowy ekstrakt
tego pigmentu nie wywiera hamujacego dzialania na ekscystacje ameb.
W tym celu sprawdzono kietkowanie cyst szczepu B pod wplywem aktyw-
nego stymulatora ekscystacji (ekstrakt alkoholowy z wyciggu z A. aeero-
genes) w obecnosci surowego ekstraktu pyocjaniny. Uzyskane wyniki
(tab. 2) wskazuja, ze pyocjanina nie wywiera zadnego wplywu na ekscy-
stacje. Slabe kielkowanie cyst pod wplywem przesgczy z hodowli innych
gatunkéw bakterii niepigmentotwoérczych, ogrzewanych do temp. 100°C,
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Tab. 2. Wplyw surowego ekstraktu pyocjaniny na kielkowanie cyst ameb szczepu D
Effect of crude extract of pyocyanine on excystation of D strain of amoebae

Procent wykiet-
Stymulator ekscystacji kowanych cyst
Stimulator of excystation Per cent
of excystment
Ekstrakt alkoholowy z wyciggu z A. aerogenes it
Fraction soluble in ethanol from desintegrated A. aerogenes
Ekstrakt alkoholowy z wyciggu z A. aerogenes + surowy
ekstrakt pyocjaniny (1:1) 92
Fraction soluble in ethanol from desintegrated A. aerogenes
+ crude extract of pyocyanine (1:1)
Ekstrakt alkohclowy z wyciaggu z A. aerogenes -+ surowy
ekstrakt pyocjaniny gotowany przez 2 godz. w temp. 100°C 92
Fraction soluble in ethanol from desintegrated A. aerogenes
4+ crude extract of pyocyanine heated at 100°C for 2 hr
Przesgcz z hodowli P. aeruginosa ogrzany w temp. 100°C +
surowy ekstrakt pyocyaniny (1:1) A
Culture filtrate of P. aeruginosa heated at 100°C + crude
extract of pyocyanine (1:1)
Pyocjanina
Pyocyanine 0

sugeruje, ze w przesgczach tych istnieje cieplochwiejny aktywator pro-
cesu ekscystacji, ktory ulega zniszczeniu przez gotowanie.

Poniewaz najsilniejsze dzialanie stymulujace wywieraly przesgcze
z hodowli V. cyclosites i P. aeruginosa, w dalszej czesci pracy przebadano
ich wplyw na kielkowanie form przetrwalnych 45 szczepéw ameb
(fot. 1—12).

Badajgc wplyw przesgczy V. cyclosites i P. aeruginosa na ekscystacje
(tab. 3) stwierdzono, ze cysty 7 szczepow ameb przechodzily w formy
troficzne w srodowisku pozbawionym zupelnie substancji organicznej
(ptyn fizjologiczny, pozywka syntetyczna). Cysty 32 szczepow kielkowaty
w duzym procencie pod wplywem przesgczy z hodowli V. cyclosites
i P. aeruginosa, tylko cysty 6 szczepow potrzebowaly do kielkowania
obecnosci zywych komoérek A. aerogenes.

W celu znalezienia zwigzkéw chemicznych, ktére stymulujg ekscystacje
form przetrwalnych ameb przeprowadzono frakcjonowanie przesgczy.
Podczas obserwacji dzialania poszczegélnych frakcji przesgczu hodowli
P. aeruginosa na kietkowanie kilku wybranych szczep6w ameb stwier-



Wplyw filtratu hodowli bakteryjnych na ekscystacje matych gleb...
Tab. 3. Wplyw wyciggu bakterii, przesaczy z hodowli bakterii oraz wyciggu
drozdzowego na ekscystacje ameb
The influence of bacterial culture filtrates and of yeast extract on excystation

Stymulator procesu ekscystacji
Stimulator of excystation
2 hodowii| 2 hodowsi | Ekstrakt alkoholowy z wy- |Pozywka)  Plyn
Szczepy V. cyclo- | P. aeru- ciagu drozdzowego Difco y . z)o
Strains | cditgre | iftare | FTRCHON of yeast extract | o | N oy
tiltrate of| filtrate of soluble in ethanol y't‘lt iy 1:; y§10;
V. cyclo- | P. aeru- — < “ ggich
sites ginosa a ‘ medium | saline
Procent cyst wykietkowanych
Per cent of excystment
w1 0 (] 0 0 0 0 0
w2 84 60 89 46 90 0 0
w3 70 32 78 39 16 0 0
w4 72 37 99 98 98 68 58
W5 22 71 96 53 91 0 0
w6 40 39 72 71 74 0 0
w9 0 0 33 - — 0 0
w10 96 89 90 85 91 89 72
wi2 — 28 31 — - 0 0
W13 0 0 39 36 43 0 0
W15 — 25 36 — — 0 0
wie 86 92 86 58 62 0 0
w17 57 93 95 94 y2 39 41
wis 78 86 91 37 84 59 63
w19 0 0 0 0 0 0 0
Wa2 51 33 98 72 38 0 0
‘v]gzs 28 32 98 98 98 3 5
Ai‘ 0 56 97 82 90 0 0
C - 71 99 62 77 0 0
B — 16 49 22 49 0 0
x — 62 95 80 76 0 0
a1 66 59 84 76 86 0 0
G3 83 86 96 84 92 0 0
G — 46 84 29 86 48 47
ax 59 37 79 36 52 26 19
G8 32 48 42 38 40 0 (i}
G10 - 39 89 53 92 7 6
0 0 0 0 00 0 0
G11 85 62 98 70 98 0 0
G13 22 27 32 12 43 0 0
Gl4 34 39 50 40 61 0 0
G16 39 36 76 72 68 0 0
G17 50 85 65 57 69 0 0
G18 58 89 90 88 90 0 0
G19 0 0 0 0 0 00 0
G20 27 0 69 - — 0 0
G21 22 16 30 22 20 0 0
G22 70 (i{] 87 50 70 6 4
G23 18 31 74 52 66 0 0
B 94 92 96 96 95 0 0
A. castellanit 20 — 79 — - 0 0
H. rhysodes 58 66 68 12 79 0 0
S. russelli _— 43 8 92 8 0 0
D. thorntoni excyst | excyst | excyst | excyst | excyst | excyst | excyst

Obja$nienia: a — pelny ekstrakt, b — frakcja aminokwasowa, ¢ — frakcja
,»obojetna”.

Explanation: a — alcohol extract, b — fraction of amino acids, ¢ — ’neutral”
fraction.
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Tab. 4. Wplyw poszczegblnych frakcji przesgczu z hodowli P. aeruginosa
na ekscystacje
The influence of fractions of P. aeruginosa culture filtrate on excystation

Procent wykietkowanych cyst

Nazwa frakcji i Pfien_t qf excys.t_milt__
Fraction '
B D H. Sch. ‘
rhysodes | russelli
Przesacz jalowiony przez sgczenie przez §wie- |
ce Chamberlanda L5 72 89 ! 66 33
Culture sterilized by filtration through Cham- '
berland L5
Ekstrakt alkoholowy z przesgczu 79 66.8
Ethanol extract from culture filtrate
Osad z przesgczu po ekstrakcji alkoholowej 9 n 0
Sediment after ethanol extraction
Frakcja aminokwasowa 12 18 ‘ 0 21
Fraction of aminoacids . ]
Frakcja ,,0bojetna” 76 68 70 54
"Neutral” fraction
Frakcja kwaséw organicznych 0 0 0 0
Fraction of organic acids |
plyn fizjologiczny 0 0 ‘ b 0
Kontrola physiological saline
Control pozywka syntetyczna . o 0
synthetic medium ! 0

dzono, ze czynnik warunkujacy ekscystacje zawarty jest we frakeji roz-
puszczalnej w 80% etanolu (tab. 4). Frakcje te rozdzielono przy pomocy
wymiennikéw jonowych, uzyskujac 3 dalsze frakcje: a) zlozong z amino-
kwasow, ktore wystepowaly w przesaczach bakteryjnych w bardzo ma-
lych ilosciach, b) zawierajacg kwasy organiczne oraz c) ,,0bojetng”, ktéra
nie absorbowala sie na wymiennikach jonowych. Frakcja ta zawierata
niskoczasteczkowe peptydy, substancje redukujace, gtéwnie glukoze, oraz
nieznaczne ilosci fosforanéw organicznych. Sposréd tych trzech frakeji
stymulujgco na kielkowanie cyst szczepéw B, D i S. russelli wplywala
frakcja am:nokwasowa. Najsilniejsze dzialanie wykazywala jednak frak-
cja ,,obojetna”, pobudzajgc do ekscystacji najwiekszy procent cyst (tab. 4).

DYSKUSJA

Badania nad ekscystacjg form przetrwalnych pierwotniakow byly po-
dejmowane przez Wolffa (22, 23), Barkera i Taylora (2),
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Letice Crump (6), dopiero jednak prace Singha (9, 18, 19, 20),
Beersa (3), Bakerspiegela (1), Barbary Dudziak (8,9), Dro-
zanskiego (7), Kunickiego-Goldfingera i wspoélprac. (12)
oraz Butzela i Horwitza (5) wykazaly, ze obok wielu czynnikow
Srodowiskowych bakterie odgrywajg zasadniczg role w procesie kietko-
wania form przetrwalnych niektérych gatunkow pierwotniakow.

Zaleznos¢ ekscystacji ameb od obecnosci bakterii w ich srodowisku
byta stwierdzona przez Crump (6), ktéra, badajagc wplyw czynnikéw
zewnetrznych na kielkowanie dwéch nie oznaczonych szczepéw ameb,
stwierdzila, ze formy przetrwalne jednej z nich nie kietkowaty, jesli brak
bylo w sSrodowisku bakterii. Autorka ta nie obserwowala kietkowania
cyst zaré6wno w plynie fizjologicznym, jak i w pozywce, na ktérej uprzed-
nio namnazata bakterie. W oparciu o te spostrzezenia Crump wnios-
kuje, ze bakterie produkujg substancje indukujace ekscystacje pelzakow.
Wedlug tej autorki substancje te bardzo szybko ulegajg inaktywacji.

Do podobnych wnioskéw doszedt Bakerspiegel (1), stwierdzajac,
ze badana przez niego ameba kielkuje tylko w obecnosci zywych, namna-
zajacych sie bakterii.

Singh i wspoélprac. (18, 19) uzywali cyst ameby stosowanej do ba-
dan przez Crump i oznaczonej przez Singha jako S. russelli. Wy-
kazali oni, ze cysty S. russelli kielkujg nie tylko w obecnosci bakterii, ale
réwniez pod wplywem produktéw dyfundujacych przez blone poéiprze-
puszczalng. Wyniki te zostaly potwierdzone przez Kunickiego-
Goldfingera i wspolprac. (19) w badaniach nad amebami wolno-
zyjacymi wyosobnionymi z gleby. Singh i wspdltprac. (21) wykazali,
ze kielkowanie cyst S. russelli powoduja substancje cieplostale, gléwnie
aminokwasy uzyskane przez ekstrakcje bakterii.

Podejmujac badania starano sie wyjasni¢, czy zaleznos¢ procesu ekscy-
stacji ameb od obecnosci bakterii oraz ich metabolitéw jest zjawiskiem
powszechnym. Uzyskane wyniki (tab. 4) wskazujg, ze na 45 przebadanych
szczepow ameb u 39 ekscystacja jest uzalezniona od obecnosci w Srodo-
wisku bakterii oraz ich produktow. Nie wszystkie jednak bakterie wy-
twarzaly metabolity stymulujace ekscystacje (tab. 2). Nie jest wyklu-
czone, ze odgrywal w tym przypadku role sktad pozywki, na ktérej na-
mnazano bakterie oraz wydzielane przez niektére bakterie produkty me-
tabolizmu, dzialajgce szkodliwie na ekscytacje.

Potwierdzone zostaly rowniez wyniki uzyskane przez Singha
i wspolprac. (19) w badaniach nad S. russelli. Wykazano bowiem, ze for-
my przetrwalne 45 szczepé6w ameb moga kietkowa¢ pod wplywem czyn-
nikéw cieplostalych, uzyskanych przez ekstrakcje komoérek bakteryjnych
albo pod wplywem przesaczy z ich hodowli. Nie wszystkie jednak formy
przetrwalne ekscystuja pod wplywem tych samych zwigzkéw organicz-
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nych. Stwierdzono, ze formy przetrwalne ameb B i D kietkujg zaréwno
w obecnosci frakcji aminokwasowej, jak i frakeji ,,0bojetnej”’, podczas
gdy cysty H. rhysodes kietkuja tylko w obecnosci frakeji ,,0bojetnej’”.
Wyniki te wskazujg, ze ekscystacja poszczegélnych gatunkéw, a nawet
szczepOw ameb, wymaga swoistych stymulatoréw tego procesu.
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OPIS FOTOGRAFII

Fot. 1—9. Cysty wybranych szczepéw ameb wyizolowanych z gleby i zbiorni-
kéw wodnych:

Fot. 1. szczep B

Fot. 2. szczep D

Fot. 3. szczep G 10

Fot. 4. szczep G 18

Fot. 5. szczep G 22

Fot. 6. szczep W 2

Fot. 7. szczep W 10

Fot. 8. Didasculus thornthoni
Fot. 9. Schizopyrenus russelli

Fot. 10 i 11. Kolejne stadia kielkowania cyst H. rhysodes
Fot. 12. Oslony cyst szczepu W 2 i G 10 po ekscystacji.

PE3IOME

MccnepoBaiy BamaHue puiabTpaToB 23 1ITaMMOB bGakTepuit Ha 9KC-
mucraumio Acanthamoeba castellanii 1 Hartmanella Thysodes, a Takxke
Ha 3KCLMCTalMIO ABYX HeonpeaesieHHbIX noYBeHHbIx ameb. Camad CuJb-
Hafd CTUMYJIALUMA 3KCLUMCTAUMM ITOJyY€Ha MOJ BAuAHMEM (buIbTpaTa KyJb-
Typbl Pseudomonas aeruginosa u Vibrio cyclosites. CTepunan3oBaHHbIE
yepe3 Gakrepuosornyeckue ¢UILTPbI DUIBTPATHI ObIIYM aKTHMBHEE IO
CpaBHEHMIO ¢ PUIBTPATaMM CTEPUIM3OBAHHLIMM NPy TemmepaType —+60°C
u +100°C.

UccnenoBanu BausaHue duabrpaToB KyabTyp V. cyclosites u P. aeru-
ginosa Ha skcuucramyioo 45 mrammoB ameb. OmpenesieHO, 4YTO LMCTBI 32
IITAMMOB aMeb 3KCHMCTMPOBAJM IO BJIMAHMEM I3TUX uabrparoB. IIn-
cTtbl 7 mramMMoB aMe® He TpeGoBaay AJA SKCUMCTALMM MPUCYTCTBUA HU-
KaKoOro CTMMYJATOpPA, 3aTO UMCTBI 6 mraMMmoB amMeb mpopacTaju TOJBKO
B IIPUCYTCTBUM KUBBIX BGaKTepuii.

IlpoBesnn pasgenenue ¢puiabTpaToB Kyastyp P. aeruginosa u V. cyclo-
sites Ha ¢pakuuyu. Joka3aHO, YTO AKTUBHBIA (DAaKTOp B MpoOLeCcCe 3KCIM-
CTaLMMU COAEPKMUTCA B aMMHOKMCJIOTHOM (bpaklMyM M B, TaK Ha3bIBAEMOWH,
»yHeENTpanbHOI dpakumu.
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SUMMARY

The influence of the filtrates of 23 bacterial strains on excystment of
Acanthamoeba castellanii, Hartmanella rhysodes and two not classified
strains of small free-living amoebae was tested. It was shown that culture
filtrates of Pseudomonas aeruginosa and Vibrio cyclosites were most
active. The culture filtrates sterilized by filtration induced the excyst-
ment more effectively than those sterilized by heating.

Studies on the influence of culture filtrates of P. aeruginosa and
V. cyclosites on the excystation of 45 strains of amoebae isolated from
soil and fresh water reservoires were also carried out. It was shown that
culture filtrates of these two bacteria stimulated the excystation of
32 strains of amoebae. The cysts of 7 strains of amoebae excysted readily
in water or in the synthetic media without bacteria while the cysts of
6 strains of amoebae excysted very rarely unless living bacteria were
present.

Fractionation of P. aeruginosa culture filtrates was carried out. It was
shown that the factors active in excystment were present in the fraction
of amino-acids as well as in the “neutral” fraction.

EXPLANATION TO PHOTOS

Photos 1—9. Cysts of selected strains of amoebae isolated from soil and fresh
water reservoires:

Photo 1. strain B

Photo 2. strain D

Photo 3. strain G 10

Photo 4. strain G 18

Photo 5. strain G 22

Photo 6. strain W 2

Photo 7. strain W 10

Photo 8. Didasculus thorntoni

Photo 9. Schizopyrenus russelli
Photos 10 and 11. Successive stages of excystment of H. rhysodes
Photo 12. Empty cysts of strains W 2 and G 20 after excystment.
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