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Azot catkowity, azot a-aminowy, pH w przesaczach hodowli réznych
serotypoéw leptospir na plynnym podiozu Korthofa

ToTaabHBIA a30T, 0-aMUMHOBLIE a30T, pH B bMabTpaTaxX BhIPAaUIMBAHUA PA3HBIX
CEepOTUIIOB MEeJITOCHMP B XKMAKOI cpene Koprxoda

Total Nitrogen, a-Amine Nitrogen and pH in the Cultural Filirates of Various
Leptospiral Serotypes being Cultured in a Liquid Korthof’s Medium

Najczesciej do namnazania leptospir stosuje sie podloze Korthofa. Pro-
cesy biochemiczne zachodzace w nim podczas inkubacji leptospir nie sg
dokladnie poznane. Nasze obserwacje mialy na celu wyjasni¢, jak ksztal-
tuje si¢ w tym podlozu stezenie azotu catkowitego, azotu a-aminowego,
wartoé¢ pH w zalezno$ci od wieku i temperatury prowadzonych hodowli.

MATERIAL I METODY

Badano podloze Korthofa i podloze zakazone leptospirami w rbéznych okresach
hodowli. Obserwacje prowadzono na 3 serotypach: Leptospira patoc, Leptospira cani-
cole i Leptospira icterohaemorrhagiae (szczep 20 i szczep Wijnber g). Temperatura
inkubacji wynosita: a) 30°C, b) 26°C. Pr6by do analizy odlewano sterylnie. Sgczono
przez sgczki Schotta G-5. Przesgcz zageszczano w eksykatorze prézniowym, a nastep-
nie poddawano analizie chemicznej.

Azot calkowity oznaczano metodg mikro- Kjeldahla w aparacie Parnasa
(do analizy pobierano 5 ml przesgczu z hodowli i zageszczano do objeto$ci 1 ml).

Azot a-aminowy oznaczano wedlug metody Pope-Stewensa, oddzielajgc
kompleks miedziowy od roztworu przez wirowanie. Do analizy pobierano 2 ml
przesgczu hodowli, odparowywano w eksykatorze prézniowym do objeto$ci 1 ml.
Do tej dloSci dodawano 2 ml ortofosforanu miedziowego, zostawiano na 20 min.
w temperaturze pokojowej. Cze§é rozpuszczalng oddzielano od osadu przez wiro-
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wanie. Z roztworu nad osadem pobierano 2 ml plynu do erlenmeyerki, zakwaszano
kwasem octowym lodowatym, dodawano 2 g jodku potasu. Miareczkowano 0,01 M
roztworem Na,S,0;. Przyjeto, ze 1 ml 0,01 M roztworu tiosiarczanu sodowego, zuzyte-
go podczas miareczkowania, odpowiada 0,28 mg azotu a-aminowego. W wyliczeniach
koncowych w przypadku azotu calkowitego i a-aminowego uwzgledniono rozciencze-
nia. Podane w tabelach wyniki stanowig $§rednie arytmetyczne (X) z 9—11 pomiaréw
roéwnoleglych hodowli. Ustalono przedziat ufno$ci, uwzgledniajac $redni bigd kwa-
dryczny Sredniej arytmetycznej i warto§¢ funkeji Studenta przy odpowiedniej liczbie
stopni swobody dla prawdopodobienstwa 95% (8).

Wolny amoniak wykrywano jako§ciowo przy pomocy odczynnika Nesslera.

Pomiary pH prowadzono przy pomocy pehametru LBS-66.

Komoérki leptospirowe w poszczegblnych okresach hodowli liczono w
komorze Petroffa-Hansena.

WYNIKI BADAN

1. Stwierdzono, ze w miare starzenia sie hodowli, prowadzonych za-
réwno w temp. 30, jak i 26°C, stezenie azotu catkowitego w przesgczach
bezkomérkowych stopniowo malalo (tab. 1).

2. Stezenie azotu c-aminowego ulegalo zmianom nieregularnym. Po
uplywie jednej doby w przesgczach z hodowli badanych serotypoéw, inku-
bowanych w temp. 30°C obserwowano ubytek azotu a-aminowego. W na-
stepnych okresach poziom azotu o-aminowego ksztaltowal sie réinie,
w pewnym stopniu w zaleznosci od wieku hodowli, a takze serotypu.
Obserwowano zaréwno ubytek, jak i przyrost stezenia (tab. 2). Najwie-
kszy ubytek azotu a-aminowego stwierdzono: w przesgczach z hodowli
L. canicola w si6dmej dobie, z hodowli L. icterohaemorrhagiae-20 —
w czwartej dobie, z hodowli L. icterohaemorrhagiace Wijnberg i L. pa-
toc w pierwszej dobie. W tym okresie u serotypéw L. canicola i L. ictero-
haemorrhagiae obserwowano pewng wspélzaleznos¢ pomiedzy ubytkiem
azotu a~-aminowego w przesaczach a iloscig komoérek leptospirowych w ho-
dowlach.

3. W przesgczach hodowli prowadzonych w temp. 26°C ubytek azotu
a-aminowego byl niewielki (tab, 2). Po uptywie jednej doby inkubaciji,
zmniejszenie stezenia azotu a-aminowego obserwowano gléwnie u Lepto-
spira icterohaemorrhagice Wijnberg. W przesgczach hodowli L. patoc
niewielki ubytek stwierdzono dopiero w 6smej dobie.

4. Wolny amoniak stwierdzono jakodciowo w przesgczach hodowli pro-
wadzonych w temp. 30°C w si6dmej dobie. Natomiast w przesgczach ho-
dowli inkubowanych w temp. 26°C w wiekszoéci przypadkéw w trzeciej
dobie.

5. BezpoSrednio po zakazeniu leptospirami pH badanych hodowli wy-
nosilo 7,2. W pierwszej dobie inkubacji prowadzonej w temp. 30°C obser-
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Ryc. 1. Zmiany pH w przesaczach hodowli réznych serotypdéw leptospir; 1 — Lepto-
spira canicola, 2 — Leptospira icterohaemorrhagiae szczep 20, 3 — szczep Wijn-
berg, 4 — Leptospira patoc, inkubowanych na plynnym podlozu Korthofa w za-
lezno$ei od wieku hodowli
pH alternations dependent on the age of cultures in the cultural filtrates of various
serotypes of leptospirae; 1 — L. canicola, 2 — L. icterohaemorrhagiae strain 20,
3 — Wijnberg, 4 — L. patoc, being incubated in a liquid Korthof’s medium
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Ryc. 2. Zmiany pH w przesgczach hodowli réinych serotypéw leptospir; 1 — Lepto-

spira canicola, 2 — Leptospira icterohaemorrhagiae szczep 20, 3 — szczep Wijn-

berg, inkubowanych na plynnym podiozu Korthofa, w zalezno§ci od wieku hodowli

PH alterations dependent on the age of cultures kept in the cultural filtrates of

various serotypes of leptospirae; 1 — Leptospira canicola, 2 — Leptospira icterohae-

morrhagiae strain 20, 3 — Wijnberg, being incubated in a liquid Korthof’s
medium
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wowano nieznaczne przesuniecie wartosci pH w kierunku kwasnym. Mie-
dzy drugim a czwartym dniem hodowli stwierdzono stopniows alkalizacje
(ryc. 1). W hodowlach inkubowanych w temp. 26°C alkalizacja zachodzila
wczesniej. Natomiast przesuniecie wartosci pH w kierunku kwasnym
stwierdzomo dopiero w széstej dobie (ryc. 2). W czternastym dniu hodowli
pH osiggnelo warto$¢ 7,8 (w przesaczach pH ksztaltowalo sie analogicznie
jak w calych hodowlach).

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

1. W przesgczach hodowli wszystkich badanych serotypéw leptospir
pH ksztaltowalo sie podobnie. Na wystepujgce roznice wplywaly nie tyle
wlasciwosci serotypowe, ile warunki prowadzonych do$wiadczen. Alkali-
zacja hodowli i ich przesaczy zachodzita wolno, nie przekraczajac w czter-
nastym dniu wartoéci pH=8. W hodowlach prowadzonych w temp. 26°C
alkalizacja przebiegala szybciej niz w hodowlach inkubowanych w temp.
30°C, gdzie czeéciej wykrywano wolny amoniak. Natomiast przesunie-
cie wartosci pH w kierunku kwasnym obserwowano znacznie poézniej,
okoto szostej doby hodowli, Stalheim i Wilson (10) w czasie
hodowli Leptospira canicole stwierdzili przesuniecie wartosci pH w kie-
runku alkalicznym o 0,2-—0,9 jednostek. Wyniki te w wiekszosci przypad-
kow pokrywaty sie z uzyskanymi w naszych doswiadezeniach, dotyczacych
réoznych serotypow. Czas prowadzonych przez nas obserwacji byl jednak
dluzszy. Czekalowski i Rodikan (1) po uplywie tygodnia uzy-
skali pH hodowli 7,6—17,8. Podczas naszych obserwacji akalizacja hodowli
zachodzila wolniej.

2. Nasuwa sie pytanie, w jaki sposdéb powstaje amoniak w hodowlach
leptospirowych. Czy na skutek dzialania dezaminaz, czy tez jakiego$ in-
nego czynnika? Dlaczego wolnego amoniaku nie stwierdzono we wszyst-
kich okresach hodowli? Mozliwe, ze brak go w podlozu zwigzany jest
z wiekszym okresowym nan zapotrzebowaniem, Przypuszczenia opieramy
na spostrzezeniach autoréw, ktérzy uznajg amoniak za gléwne zrédlo
azotu dla leptospir (3, 4, 5, 9).

3. Ubytek azotu calkowitego z przesgczy wzrastal w miare starzenia
sie hodowli. Podobne zjawisko stwierdzit K1lim ek (6) w czasie doswiad-
czen z laseczky teica. Autor ten uwaza, Ze przyczyna ubytku azotu cal-
kowitego sa dezaminazy wydzielane endogennie przez laseczki tezca.
Obecnost zas dezaminaz uzasadnial wydzielaniem sie gazowego amoniaku.
Kondratiewa i Schwiedowa (7), obserwujgec hodowle niekté6-
rvch beztlenoweéw z rodzaju Clostridium, stwierdzily zmniejszanie sie
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azotu catkowitego na ubogim w biatko podlozu. W podlozu bogatym w bial-
ko wzrost zwigzany byt z silng proteolizg i przyrostem azotu calkowitego.
W odniesieniu do leptospir nie przeprowadzano tego rodzaju badan.

4. Ubytek azotu u-aminowego w hodowlach poszczegdlnych seroty-
poéw leptospir ksztaltowal sie réznie. W wiekszosci przypadkéw, zwlasz-
cza w poczgtkowym okresie hodowli, ubytek azotu au-aminowego miescit
sie w ubytku azotu catkowitego. W nielicznych przypadkach stwierdzono
ubytek azotu a-aminowego przy nienaruszonym stezeniu azotu calkowi-
tego. W pewnych okresach stezenie azotu u-aminowego w przesgczach
wzrastalo. Iwanowa i Siergiejewa (2), obserwujgc hodowle Clo-
stridium botulinum, stwierdzily u najbardziej proteolitycznych szczepow
trzykrotny przyrost azotu oc-aminowego. W przypadku leptospir nalezy
przypuszczat, ze inne czynniki odpowiedzialne sg za przyrost azotu o-ami-
nowego. Nasze obserwacje wykazaly, ze podczas hodowli leptospir zacho-
dza w podlozu Korthofa procesy sugerujgce dzialanie enzymatyczne. Uby-
tek azotu catkowitego, w pewnych okresach azotu a-aminowego, stopnio-
wa alkalizacja, $ladowe ilo$ci wolnego amoniaku wskazywalyby na wy-
stepowanie dezaminaz. Prawdziwy obraz maskuje w pewnym stopniu,
obok ubytku, przyrost stezenia azotu u-aminowego.

5. Oboni2enie temperatury hodowli o kilka stopni wplywalo ujemnie
ra przebieg badanych proceséw. Wezesniejsza alkalizacja sugeruje mniej-
sze zapotrzebowanie na amoniak.

6. W ogbélnym zarysie ubytek azotu calkowitego w hodowlach wszyst-
kich badanych serotypow leptospir przebiegal podobnie. Natomiast ste-
zenie azotu o-aminowego ksztaltowalo sie w poszczegélnych okresach
hodowli odmiennie u réznych serotypow. Obserwowano pewien wplyw
temperatury inkubacji na zawartosé azotu a-aminowego.

7. Réimice zachodzace pomiedzy serotypami nie byly wieksze od réz-
nic wystepujacych pomiedzy szczepami tego samego serotypu (Leptospira
icterohaemorrhagiae-20 oraz Wijnberg).

PISMIENNICTWO

1. Czekalowski I, W. Mec Leod 1. W,, Rodican J.: J. General Micro-
biolog. 10, 199—204, 1954.

2. Iwanowa L. G, Siergiejewa N.: Zurn. Mikrobiol. Epid. Immunol. 1,
101—107, 1964.

3. Johnson R. C,, Gary N. D.: J. Bacteriol. 83, 668—672, 1962.

4, Johnson R. C, Rogers P.: Arch. of Biochem. Biophys. 107, 459—470, 1964.

5. Johnson R. C, Virginia G, Harris, Judith K. Walby: J. General
Microbiol. 55, 309—407, 1969.

6. Klimek J.: Ann. Univ. M. Curie-Sklodowska, Lublin, sectio D 20, 35—41, 1965.

7. Kondratiewa W. F, Schwiedowa W. H.: Mikrobiotogija 32, 829—
935, 1963,



Azot calkowity, azot a-aminowy, pH w przesaczach hodowli... 123

8. Minczewski J, Marczenko Z.: Chemia analityczna, PWN, Warszawa
1965, s. 49 (Statystyczne kryteria oceny wynikéw).

9. Shenberg E.: J. of Bacteriol. 93, 1598—1606, 1967.

10. Stalheim O. H. V, Wilson J. B.: J. Bacteriol. 88, 48—54, 1964.

Otrzymano 23 XI 1976.

PE3IOME

B cduabTpaTax BbIpalMBaHMA NEJITOCHMD B XKUAKOM cpene Koprxoda omnpene-
JIEHO, YTO y BCe€X MCCIEeNOBAHHBIX CEPOTMIIOB KOHUEHTpalMA TOTAJLHOrO a30Ta Io-
CTENEeHHO MOHMXKaJach IIPONOPLUMOHAJIBHO BPEMEHM KyJbTMBMpOBaHuA. KoHIieHTpa-
1IIMA -aMMHOBOTO a30Ta M3MEHAJNACh HEPEeryJjdpHO B 3aBMCHMMOCTM OT CPOKa BhIpalu-
RaHMA, TeMIepaTypsl u ceporuna. OQHOBpeMEHHO HabJ0ganyu KakK NPUPOCT TaK M U3-
pacxozoBaHMe KOHIEHTPaluM a-aMMHOBOrO as3oTa. IlocTemneHHbIM oOpa3oM ompegeie-
PO allkanus3auuie (PUILTPATOR, 3aBUCALIMX OT CPOKA ¥ TEMIIEPATYPb! BhLIPALMBAHUA.

SUMMARY

Total nitrogen concentration gradually decreased in the cultural filtrates of all
the examined leptospiral serotypes: the process being directly proportional with
the time of incubation. a-amine nitrogen concentration changed unregularly which
was dependent upon the time of culturing, temperature and serotype. The concentra-
tion mentioned above both increased and decreased. Gradual alkalization was show
to occur which was dependent upon the age and temperature of the cultures.






