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Kinetyka ekscystacji ameb wolnozyjacych
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Kinetics of the Excystment of Free-living Amoebae

WSTEP 1

Ekscystacja form przetrwalnych pierwotniak6éw jest procesem zlozo-
nym. Wedlug Wagtendonk a (7) polega ona na odtworzeniu struktur
cytoplazmatycznych, wewnetrznej reorganizacji oraz na wydostaniu sie
formy troficznej z ostony. Ekscystacje form przetrwalnych indukujg bak-
terie, gléwnie okreSlone zwigzki chemiczne przez nie produkowane
(1, 2, 4, 5, 6). Mechanizm aktywacji form przetrwalnych przez stymula-
tory ekscystacji nie zostal dotad wyjasniony. Brak rowniez danych do
okreslenia najkrotszego czasu kontaktu cyst ze stymulatorem, potrzeb-
nego do pobudzenia ekscystacji.

Celem pracy bylo okreslenie czasu kontaktu form przetrwalnych ameb
oraz zbadanie wplywu temperatury na ten proces.

MATERIAL I METODY

Przygotowanie cyst pozbawionych bakterii. Do badan uzyto
cyst Hartmannella rhysodes oraz ameb glebowych szczepu B. Ameby hodowano
na agarze nieodzywczym w obecnosci gestej zawiesiny zywych komoérek A. aerogenes.
Cysty, zebrane z 7—10-dniowej monoksenicznej hodowli, kilkakrotnie wirowano
przy 100—200 g, przemywajac je za kazdym razem jalowym plynem fizjologicznym.
Pozostate bakterie niszczono przy pomocy antybiotykéw (3) oraz 2% kwasem sol-
nym (6). W celu zlizowania zabitych bakterii do zawiesiny cyst dodawano
2%/0 desoksycholanu sodu. Gestg zawiesine cyst po kilkakrotnym przeplukaniu
jalowg woda destylowang przechowywano w temp. 4°C. Oczyszczone formy prze-
trwalne nie tracily aktywnosci biologicznej przez okres ok. 10 dni.
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Przygotowanie stymulatora procesu ekscystacji. Jako sty-
mulatora procesu ekscystacji uzywano wyciggu wodnego z A. aerogenes. Dwudzie-
stoczterogodzinng hodowle A. aerogenes na agarze odzywczym przemywano plynem
fizjologicznym. Uzyskang mase bakterii dezintegrowano przez wielokrotne zamra-
zanie do —178°C i odmrazanie. Po rozbiciu ok. 60—70% komorek bakterie gotowano
przez 1 godz.,, a nastepnie wirowano przy 6000 obr./min. przez 30 min. Uzyskany
plyn znad osadu ekstrahowano etanolem; koficowe stezenie etanolu wynosilo 80%.
Frakcje rozpuszczalng w alkoholu oddzielano od rozpuszczalnika przez odparowanie.
Otrzymany osad rozpuszczano w wodzie destylowanej i 3-krotnie jalowiono w temp.
100°C. Stezenie substancji stymulujgcej ekscystacje odpowiadalo zawartosci 1% ala-
niny oznaczonej ninhydryng. Jako stymulatora ekscystacji uzywano tez frakcji roz-
puszczalnej w alkoholu z wyciggu drozdzowego Difco. Koncowe stezenie substancji
stymulujacej w wyciggu alkoholowym odpowiadalo ilosci tej substancji zawarte)
w 1% wyciagu drozdzowym Difco.

Badania kinetyki ekscystacji. Pozbawiong bakterii zawiesine
cyst o gestosci ok. 4 X 105 w ml rozlewano po 0,1 ml do jalowych probéwek, dodajac
0,4 ml ekstraktu alkoholowego z A. aerogenes lub z wyciggu drozdzowego Difco.
W doswiadczeniach, w ktérych badano najkrétszy czas kontaktu cyst ze stymula-
torem, jaki jest potrzebny do wywolania ekscystacji u najwiekszej ilosci form prze-
trwalnych, cysty po okreslonym czasie kontaktu odplukiwano od substancji stymu-
lujacej przez 3-krotne wirowanie i przemywanie wodg destylowana. Laczny czas
inkubacji wynosil 12 godz. Liczbe ameb ekscystujgcych podano w procentach, obli-
czdjgc stosunek cyst pelnych do pustych.

W podobny sposob przeprowadzono doswiadczenia nad wplywem temperatury
na czas kontaktu cyst ze stymulatorem. Poszczegolne prébki wstawiano na okreslony
czas do lazni wodnej w temp. 22, 28, 37 i 50°C. Po odptukaniu od stymulatora cysty
pozostawiano w temp. 22°C na czas potrzebny do dopelnienia do 12 godz.

WYNIKI I DYSKUSJA

Cysty H. rhysodes i szczepu B pobudzano do ekscystacji w réznych
temperaturach, stosujac jako stymulatory ekstrakty alkoholowe z wy-
ciggu drozdzowego Difco oraz z komoérek A. aerogenes. Zawieraly one
zarowno frakcje aminokwasows, jak i frakcje ,,obojetng’ (3). Wykazano,
ze optymalna dla ekscystacji obu szczepéow ameb byla temp. 28°C, temp.
37°C hamowatla calkowicie ekscystacje H. rhysodes oraz wyraznie obni-
zala procent ekscystacji szczepu B, natomiast w temp. 22°C ameby ekscy-
stowaly w wysokim procencie, jednak proces ten przebiegal wolniej niz
w temp. 28°C (ryc. 1).

Poza tym stwierdzono, ze proces ekscystacji jest wyraznie zalezny od
obecnosci stymulatora, W seriach kontrolnych cysty zawieszone tylko
w plynie fizjologicznym nie ekscystowaly. W dalszych doswiadczeniach
starano sie wykazaé¢, czy aktywne ekstrakty A. aerogenes oraz z wyciagu
drozdzowego sg potrzebne tylko do zapoczatkowania ekscystacji, czy tez
obecnosé ich jest niezbedna przez caly okres wewnetrznej reorganizacji
pelzaka, az do momentu migracji z oston okrywajacych. Wyniki-doswiad-
czen (tab. 1) przemawiajg za tym, ze proces ekscystacji wymaga stalej
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Ryc. 1. Wplyw temperatury na ekscystacje ameb: 1 — szczep B, 2 — H. rhysodes,
3 — kontrola
The influence of temperature on excystment of amoebae: 1. — strain B,
2 — H. rhysodes, 3 — control

Tab. 1. Wplyw czasu kontaktu cyst ameb szczepu B i H. rhysodes
ze stymulatorem na ekscystacje
The influence of the time of contact of strain B and H. rhysodes cysts with the
stimulator on the velocity of excystment

Procent cyst wykielkowanych po 12 godz.
Czas kontaktu inkubacji w temp. 22°
w godz. Per cent of excystation after 12 hr of
Time of contact incubation at 22°
in hr
szczep B
ST neR H. rhysodes
Y 0 0
1 2 0
2 11 8
4 29 19
6 52 48
9 76 72
12 89 86
Kontrola — plyn fizjologiczny i .
Control — physiological saline

obecnosci stymulatora. Do podobnych wnioské6w prowadza wyniki do-
$§wiadczen, w ktorych przed dodaniem stymulatora cysty zawieszone
w plynie fizjologicznym inkubowano przez 6 godz. w temp. 28°C. W do-
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$wiadczeniach tych proces ekscystacji rozpoczynal sie réowniez po 4 godz
od momentu dodania stymulatora. Procent ekscystujgcych ameb po odpo-
wiednim czasie kontaktu ze stymulatorem byl taki sam jak w doswiad-
czeniach, w ktérych nie prowadzono preinkubacji w plynie fizjologicznym
(tab. 1). Uzyskane wyniki wskazujg, ze stymulator jest potrzebny za-
réowno do zapoczgtkowania ekscystacji, jak i w dalszych etapach tego
procesu.

Badano réwniez wplyw czasu dzialania temperatury na ekscystacje
ameb. Doswiadczenia przeprowadzono z cystami zawieszonymi w ptynie
fizjologicznym oraz w S$rodowisku zawierajagcym stymulator. Uzyskane
wyniki (tab. 2) wskazuja, ze najkrétszy czas potrzebny do pobudzenia cyst

Tab. 2. Wplyw temperatury na minimalny czas kontaktu cyst H. rhysodes
ze stymulatorem procesu ekscystacji
The influence of the temperature on the time of contact of H. rhysodes cysts with
the stimulator of excystment

i . Procent cyst wykietkowanych po 12 godz.
Czas dzialania inkubacji w temp.:
w godz. Per cent of excystment after 12 hr of
Time of action incubation at:
in hr
229€-%: Jou2i28PCo egris878CH o} e 509€
1 0 0 0 ‘ 0
2 8 2 18 0
4 22 37 45 0
6 31 52 64 0
9 9 817 48 0
12 93 91 37 0
Kontrola — plyn fizjologiczny 0 0 0 :
Control — physiological saline

do ekscystacji wynosi 4 godz. Najwiekszy procent ekscystujacych ameb
uzyskano po czasie 9—12 godz. w temp. 28°C. Temperatura 50°C catko-
wicie hamuje ten proces, natomiast w temp. 37°C obserwuje sie cha-
rakterystyczny jego przebieg, a mianowicie — aktywacja cyst pod wptly-
wem stymulatora przebiega poczatkowo najszybciej, jednak po diuzszym
czasie nastepuje uszkodzenie mlodych form troficznych.

Z dodatkowych doswiadczen wynika, ze cysty ameb sg mato odporne
na dzialanie temperatury. Cysty trzymane przez 1 godz. w temp. 55°C,
przez 15 min. w temp. 60°C oraz przez 2 min. w temp. 80°C tracily
catkowicie zdolnos¢ do ekscystaciji.
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PE3IOME

UccaenoBany BJMAHME TeMIlepaTypbl M BPCMEHM KOHTAKTa LMCT
Hartmannella rhysodes v mtamMmMa B co cTMMyJsssiTOpOM Ha IIpOTEKaHMe
9KCLMCTALUMN.

B kaudecTBe cTMMyJATOpa 9KCUMCTALMM MCIIOJb30BaJy CNMPTOBOMA SKC-
TpakT u3 Aerobacter aerogenes u apozkikeBoi skcrpakT Difco.

KoHxcTaTupoBaay, 4TO CTMMYJIATOP 3KCUMCTALMM ABJIAETCA HeoOXoau-
MbIM KakK AJIA HA4YaJIbHOTO, TaK M AJIA IO3AHEr0 3TanoB MMPOpacTaHMUA.

SUMMARY

The influence of the temperature and time of contact of Hartmannella
rhysodes and strain B cysts with stimulator on excystment was studied.

Ethanol fractions both from water-soluble extract of Aerobacter
aerogenes and from Difco yeast extract were used as stimulators of
excystment.

It was shown that the stimulators are involved not only in the initia-
tion of excystment but also in further steps of excystation.
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