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Whplyw przeciwdrozdzowej substancji antybiotycznej ze szczepu
Streptomyces sp. nr 121 na procesy fizjologiczne drozdzy

The Effect of the Antifungal Antibiotic Substance from Streptomyces sp. No 121
on the Physiology of Yeasts

WSTEP

W licznych pracach nad antybiotykami duzo uwagi poswieca sie za-
gadnieniu oddzialywania tych zwigzkéw na komérki wrazliwych na nie
mikroorganizméw (22). Odnosnie antybiotykéw przeciwdrozdzowych
najwieksza liczba prac dotyczy dwu najlepiej dotychczas poznanych
antybiotykow: aktydionu i nystatyny. Tuk ey (32) byl zdania, ze akty-
dion ma wilasnosci grzybobdjcze, podczas gdy Kielhoffer
i Aumann (14) stwierdzili, ze ma on wlasnosci grzybostatyczne i dziala
najefektywniej w warunkach beztlenowych. Dzialanie to okazalo sie
bardzo swoiste, np. u szczepé6w Saccharomyces cerevisiae aktydion po-
wodowal zahamowanie procesu fermentacji cukru (8, 23), podczas gdy
u Sacch. mandsuricus (12). Sacch. carlsbergensis (13) i Sacch. pastoria-
nus (27, 28) hamowat synteze bialek i DNA. U tych ostatnich blokowanie
syntezy bialek polegalo na hamowaniu syntezy kwasu glutaminowego (3).
Podobne zjawisko blokowania syntezy polaczen bialkowych opisal
Shephard (26) u Aspergillus nidulans.

Mechanizm dzialania nystatyny na komorki drozdzowe, jak wykazaly
badania, ré6zni sie od mechanizmu dzialtania aktydionu. Stwierdzono
(2, 18), ze nystatyna wplywa ujemnie na procesy fermentacji i oddy-
chania tlenowego drozdzy. Antybiotyk zmienia przepuszczalnosé blony
komoérkowej i powoduje zakiocenia w wymianie jonowej mikroorga-
nizmu (21), wplywajgc ujemnie na przebieg procesow glikolitycznych.
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Dalsze badania (15, 16, 19) wykazaly, ze nystatyna jest absorbowana
z roztworu przez wrazliwe na nig mikroorganizmy. Antybiotyk wchodzi
w polaczenia ze zwigzkami zlokalizowanymi w blonie komoérkowej i cy-
toplazmatycznej (17). Wprowadzenie do srodowiska soli zélciowych (29),
kwasu olejowego lub linolenowego (5) blokuje dzialanie nystatyny.

Nystatyna w dawkach grzybostatycznych redukuje ilosé aminokwa-
sow w komorkach Candida albicans, przez co powoduje zaburzenia w syn-
tezie RNA komorkowego u tych drozdzy.

Z innych antybiotykéw przeciwdrozdzowych — wirydyna blokuje
synteze bialek i kwas6w nukleinowych u Sacch. carlsbergensis (13), anty-
mycyna — hamuje oddychanie u drozdzy z rodzaju Saccharomyces
(1, 25), podobnie jak cerwiokcydyna (33), fermicydyna (10) i azase-
ryna (9) aktywne gléwnie wobec tego rodzaju drozdzy.

Celem pracy bylo przesledzenie wplywu przeciwdrozdzowej sub-
stancji antybiotycznej na procesy fizjologiczne nastepujacych szczepow
drozdzy: Saccharomyces cerevisiae piekarnicze rasy As, Sacch. cerevisiae
var. ellipsoideus rasy Tokay 22, Kloeckera apiculata, Schizosaccharomy-
ces acidodevoratus, Candida albicans — szczep chorobotwdrczy.

MATERIAL I METODY

Stosowang substancjg antybiotyczng byt surowy preparat antybiotyku, otrzy-
many ze szczepu Streptomyces sp. nr 121 (30). Oddzialywanie substancji antybio-
tycznej na drozdze z rodzaju Saccharomyces, Kloeckera i Schizosaccharomyces
badano w pozywce syntetycznej wg Lodder (20) i w pozywce Sabourauda (24)
w doSwiadczeniu ze szczepem Candida. Inoculum wynosilo 105 komérek/ml. Sub-
stancje antybiotyczng rozpuszczano w jednej z wymienionych pozywek, sgczono
przez filtr Gs i dodawano do koncowego stezenia 25—150 pg/ml do hodowli droz-
dzy technicznych i 200, 500 i 1000 pg/ml do hodowli szczepu Candida.

Wplyw substancji antybiotycznej na: 1) procesy wzrostu i rozmnazania bada-
nych drozdzy okre$lano na podstawie ogélnej iloSci komoérek/ml oraz na podstawie
czasu trwania generacji — obliczonego metoda Jankego (31); 2) procesy asymilacji
glikozy oznaczano metoda Somogyi-Nelsona (7); 3) uzdolnienia fermentacyjne —
na podstawie zawarto$ci alkoholu w podtozu (11).

Wszystkie te oznaczenia wykonywano w trzech powtérzeniach po 10-, 24-
i 48-godzinnym kontakcie z antybiotykiem. Aktywno$¢é oddychania tlenowego
hodowli oznaczano w aparacie Warburga. Prébami do$wiadczalnymi byly 24-go-
dzinne hodowle drozdzy z antybiotykiem w stezeniu: 25, 50 i 75—100 pg/ml. Po-
miary wykonywano w ciggu 1 godz. w odstepach 15-minutowych w 2 powtérze-
niach. We wszystkich om6éwionych do$wiadczeniach pr6be kontrolng stanowila
pozywka zaszczepiona drozdzami bez dodatku antybiotyku.
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WYNIKI
Wzrost i rozmnazanie

Wiekszosé badanych szczepoéw drozdzy okazala sie wrazliwa na dzia-
lanie substancji antybiotycznej. Tak np. stezenie 150 pg/ml hamowato
wzrost wszystkich badanych szczepéw précz C. albicans, ktory byt
oporny na stezenie rzedu 1000 ug/ml (ryc. 1).
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Ryc. 1. Wplyw substancji antybiotycznej na szczep Candida albicans; a — na roz-
nazanie, b — na czas generacji

The effect of the antibiotic substance on Candida albicans; a — on multiplication,
b — on the generation time

W doswiadczeniach ze szczepami wrazliwymi stezenie 150pg/ml po-
wodowalo zahamowanie proces6w rozmnazania, natomiast stezenia 50—
100 pg/ml znacznie zwalnialy tempo tych procesoéw, szczegdlnie podczas
pierwszych 24 godz. hodowli. Tak np. drozdze rasy Tokay 22 (ryc. 2a)
po 24 godz. hodowli z antybiotykiem (100 ng/ml) rozmnazaly sie okolo
25 razy wolniej w poréwnaniu do kontroli. Wskazywal na to réwniez
okres generacji, ktéry przy tym stezeniu antybiotyku wynosil ponad
8 godz., podczas gdy w hodowli kontrolnej 3 godz. (ryc. 2b).

Podobne wyniki uzyskano w doswiadczeniu z drozdzami Kl. apicu-
lata (ryc. 3), ktore po 24 godz. hodowli z antybiotykiem w stezeniu
100 ng/ml rozmnazaly sie ok. 20 razy wolniej, a czas trwania generacji
(ryc. 3b) rowniez ulegal przedluzeniu z 3 do prawie 11 godz. W obec-
nosci posrednich stezen — 50—75 ng/ml — roéznice te byly jeszcze
znaczne, zwlaszcza w doswiadczeniu z drozdzami Schiz. acidodevoratus
(ryc. 4), a w miare obnizania dawek antybiotyku w podiozu zanikaly
coraz bardziej, co bylo widoczne w doswiadczeniu ze szczepem Sacch.
cerevisiae rasy As (ryc. 5).

Po 48 godz. zauwazono istotne zmiany w reakcji poszczegélnych szcze-
péw drozdzy na antybiotyk. Stwierdzono np., ze drozdze Kl. apiculata
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Ryc. 2. Wpltyw substancji antybiotycznej na szczep Sacch. cerevisiae var. ellipsoi-
deus Tokay 22; a — na rozmnazanie, b — na czas generacji
The effect of the antibiotic substance on Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus To-
kay 22; a — on multiplication, b — on the generation time
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Ryc. 3. Wplyw substancji antybiotycznej na szczep Kloeckera apiculata; a — na

rozmnazanie, b — na czas generacji
The effect of the antibiotic substance on Kloeckera apiculata;
a — on multiplication, b — on the generation time
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Ryc. 4. Wplyw substancji antybiotycznej na szczep Schizosaccharomyces acidode-
voratus; a — na rozmnazanie, b — na czas generacji
The effect of the antibiotic substance on Schizosaccharomyces acidodevoratus;
a — on multiplication, b — on the generation time
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Ryc. 5. Wplyw substancji antybiotycznej na szczep Saccharomyces cerevisiae
rasy As; a — na rozmnazanie, b — na czas generacji
The effect of the antibiotic substance on Saccharomyces cerevisiae strain As;
a — on multiplication, b — on the generation time

(ryc. 3) i Schiz. acidodevoratus (ryc. 4) nabierajg pewnej opornosci w sto-
sunku do substancji antybiotycznej. Szczegdlnie wyraznie wystgpilo to
w doswiadczeniu z drozdzami Kl. apiculata, u ktérych réznica w czasie
trwania generacji pomiedzy hodowlg kontrolng i doswiadczalng (przy
100 ng/ml) wynosila juz tylko niecale 2 godz. (ryc. 3b). Drozdze rasy
Tokay 22 po 48 godz. hodowli pozostawaly nadal wrazliwe na antybiotyk,
a roznica w czasie trwania generacji (ryc. 2b) pomiedzy hodowlg kon-
trolng i doswiadczalng (100 ng/ml) wynosita nadal ok. 8 godz.
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Asymilacja i fermentacja glikozy

Celem tej serii doswiadczen bylo przesledzenie wplywu substancji
antybiotycznej na metabolizm weglowodanowy badanych szczepow
drozdzy. W wyniku tych doswiadczen stwierdzono, ze stezenia antybio-
tyku, ktére powodowaly zahamowanie proceséw wzrostu i rozmnazania
szczepoéw wrazliwych (150 pg/ml), hamowaly réwniez przemiane glikozy,
natomiast stezenia ponizej 150 ng/ml badz nie wplywaty na procesy asy-
milacji, badZ tez powodowaly wyrazng stymulacje tych proceséw (ryec.
6a—e).

Obserwowano to np. w doswiadczeniu ze szczepami Sacch. cerevisiae
rasy As (ryc. 6a) i Tokay 22 (ryc. 6b), ktére w Srodowisku ze 100 ng/ml
znacznie aktywniej zuzywaly glikoze. Rownoczesnie stwierdzono, ze przy
stezeniach stymulujacych procesy asymilacji cukru, drozdze nie synte-
tyzowaly alkoholu etylowego (tab. 1). Okazalo sie przy tym, ze szczepy
Kl. apiculata i Schiz. acidodevoratus, nawet przy nizszych stezeniach
antybiotyku, byly niezdolne do prowadzenia proceséw fermentacji,
w przeciwienstwie do szczepéw Sacch. cerevisiae rasy As i czesciowo

rasy Tokay 22, ktéore syntetyzowaly alkohol w obecnosci 50 ng/ml anty-
biotyku.

Tab. 1. Ilo§¢ wytworzonego alkoholu etylowego (procent objeto$ciowy)
w przeliczeniu na 10¢ komorek
The synthesis of ethyl alcohol (per cent V/V) produced per 106 cells

e 4 Sacch. cerevisiae
Stezenie i i ;0=
et bi S‘,lc.Ch‘ var. ellipsoideus KIl. apiculata Sehizt eldocero
anlyblo-|  cerevisiae—As — Tokay 22 ratus
tyku v
Antibio-
Ncs godz.-hours godz.-hours godz.-hours godz.-hours
e/ml | Ty | 24 | 48 | 10 | 24 | 48 | 10 | 24 10 | 24 | 48
|
0 0,041 0,025 | 0,022 0,046/ 0,024 | 0,023 0,027{ 0,010 | 0,007 | 0,020/ 0,019 | 0,014
25 0,04 | 0,013 | 0,021 0,040, 0,022]| 0,018f 0 | O 0,005| 0 0,010 | 0,009
50 0 l} 0,011 | 0,011 0,036} 0,015| 0,011| O ’ 0 0,005| 0 0 0,009
5 0 00100010 O 0 0 0 | 0 0 0 0 0
10 | 0o o ’ o oo | o o0 | o0 |0 0o o0

Oddzielnego omdwienia wymagajg doswiadczenia ze szczepem C. albi-
cans. W przypadku tego szczepu nawet bardzo wysokie dawki rzedu
1000 ng/ml nie mialy wplywu na przebieg procesow asymilacji glikozy
(ryc. 6e).

To ciekawe zjawisko — stymulujgcego dzialania antybiotyku w wy-
sokich dawkach (75—100 ng/ml) na procesy asymilacji przy réwnoczes-
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Ryc. 6. Wplyw substancji antybiotycz-
nej na procesy asymilacji glikozy;
a — Saccharomyces cerevisige rasy As,
b — Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus
Tokay 22, ¢ — Kloeckera epiculata,
d — Schizosaccharomyces acidodevo-
ratus, e — Candida albicans
The effect of the antibiotic substance
on the assimilation of glucose; a —
Saccharomyces cerevisiae strains As,
b — Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus
Tokay 22, c¢ — Kloeckera apiculata,
d — Schizoscacharomyces acidodevo-
ratus, e — Candida albicans
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nym blokowaniu fermentacji cukru — dalo podstawe do przeprowadze-
nia nastepnej serii doswiadczen. Doswiadczenia te mialy wyjasnié, czy
wzmozonej aktywnosci proceséw asymilacji w obecnosci grzybostatycz-
nych dawek antybiotykow towarzyszy zwiekszona aktywnosé procesow
oddychania.

Oddychanie tlenowe

Z uwagi na fakt, ze najbardziej istotne zmiany w procesach rozmna-
zania drozdzy, a takze asymilowania i fermentowania przez nie glikozy,
obserwowano po okresie dobowym, do pomiaréw aktywnosci oddychania
w aparacie Warburga uzyto hodowle znajdujace si¢ od 24 godz. w kon-
takcie z antybiotykiem. Badaniom poddano hodowle z takimi stezeniami
antybiotyku, w ktorych obecnosci uzyskiwano najbardziej charaktery-
styczne wyniki w poprzednich seriach doswiadczen. Byly to stezenia
100 ng/ml dla szczepoéw Saccharomyces i 75 ng/ml dla szczepow Kloeckera
i Schizosaccharomyces, ponadto dla wszystkich szczepéw stezenie
50 pg/ml i 25 pg/ml.

Pomiary wykazaly, ze badana substancja antybiotyczna powodowata
wyrazne zaburzenia w procesach oddychania (ryc. 7). Stwierdzono, ze
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Ryc. 7. Wplyw substancji antybiotycznej na procesy oddychania tlenowego drozdzy
The effect of the antibiotic substance on the respiration of yeasts
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stezenia 75—100 ng/ml wybitnie stymulowaly proces oddychania, np.
w doswiadczeniu z drozdzami rasy Tokay 22 przy stezeniu 100 ug/ml
obserwowano prawie trzykrotny wzrost aktywnosci oddychania w po-
rownaniu do kontroli. W doswiadczeniu z drozdzami Kl. apiculata no-
towano dwukrotny wzrost aktywnosci oddychania (75 ng/ml), a w przy-
padku szczepu Sacch. cerevisiae rasy As proces oddychania przebiegal
o ok. 50% aktywniej niz w kontroli, podczas gdy u Schiz. acidodevoratus
tylko o 30% aktywniej. Stezenie 50 ng/ml powodowalo nieznaczng sty-
mulacje oddychania wymienionych szczepéw drozdzy, natomiast wyniki
uzyskane przy dawce najnizszej (25 pg/ml) nie odbiegaly od wynikéw
uzyskanych w doswiadczeniach kontrolnych.

DYSKUSJA

W ostatnich latach ukazalo sie wiele prac omawiajacych zagadnienie
wplywu antybiotykow na rézne rodzaje drozdzy. Zainteresowano sie
przede wszystkim aktywnosScig tych antybiotykéw wobec poszczegdlnych
gatunkéw i probowano okreslié mechanizm ich dzialania na komorki
drozdzowe.

Podjeta praca stanowila probe przesledzenia wspoélzaleznosci miedzy
procesami fermentacji i oddychania .tlenowego oraz asymilacji glikozy
W powigzaniu z procesami rozmnazania sie drozdzy w obecnosci réznych
stezen substancji antybiotycznej.

Na uwage zastugujg wyniki doswiadczen, w ktérych badano przebieg
procesow asymilacji i oddychania tlenowego w srodowisku z grzybosta-
tycznymi dawkami antybiotyku. Okazalo sie bowiem, ze dawki hamu-
jace rozmnazanie drozdzy stymulowaly procesy asymilacji glikozy. Wy-
nikaloby stad, ze przyczyng bardziej aktywnej asymilacji glikozy mo-
globy byé¢ pobudzenie aktywnos$ci enzymatycznej przez antybiotyk. Zna-
lazto to potwierdzenie w doswiadczeniach nad oddychaniem tlenowym,
bowiem tej wzmozonej asymilacji cukru towarzyszyt wzrost aktywnosci
oddychania komoérek w doswiadczeniach z grzybostatycznymi dawkami
antybiotyku. To specyficzne dzialanie tylko pewnych dawek antybiotyku
na pochtanianie tlenu, potwierdzaloby sugestie, ze substancja antybio-
tyczna w Scisle okreslonych dawkach aktywuje uklady enzymatyczne
zwiazane z procesami oddychania tlenowego. Podobng stymulacja proce-
sé6w oddychania u drozdzy C. albicans pod wplywem amfoterycyny B
opisal Drouchet (4).

W niniejszych badaniach znacznemu pobudzeniu proceséw oddy-
chania i asymilacji cukru towarzyszylo bardzo wyrazne zahamowanie
proceséw fermentacji w obecnosci grzybostatycznych dawek antybiotyku
zaréwno u drozdzy produkcyjnych, jak i Kl. apiculata i Schiz. acidode-
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voratus, aczkolwiek warunki srodowiskowe byly sprzyjajace (hodowla
plynna, nie nawietrzana) dla prowadzenia proceséw oddychania bez-
tlenowego.

Ogoélnie mozna stwierdzié, ze silne dzialanie grzybobdjcze wyzszych
stezen i grzybostatyczne nizszych, otrzymanej substancji antybiotycznej,
i stosunkowo szerokie spektrum dzialania, rozciggajace sie na drozdze
z rodzaju Saccharomyces i malo wrazliwe na antybiotyki rodzaje Kloe-
ckera i Schizosaccharomyces wskazujg na celowos¢ dalszych badan.

WNIOSKI

1. Badana substancja antybiotyczna oddzialywala hamujgco na 4 z 5
testowanych szczepéw drozdzy, tzn. na Sacch. cerevisiae rasy As, Sacch.
cerevisiae var. ellipsoideus rasy Tokay 22, Kl. apiculata i Schiz. acido-
devoratus.

2. Antybiotyk w stezeniu 150 pg/ml oddzialywal grzybobéjczo,
a w stezeniu 75—100 ng/ml grzybostatycznie na wymienione szczepy
drozdzy.

3. Dawki grzybostatyczne wplywaly hamujgco na proces fermentacji
glikozy.

4. Te same dawki wybitnie stymulowaly procesy asymilacji cukru
i oddychania tlenowego u badanych szczepéw drozdzy.

5. Szczep chorobotwoérczy C. albicans okazal sie oporny nawet na
stezenie 1 000wng/ml antybiotyku.
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BausHue npoTHBOAPOIKIKEBOr0o aHTMOMOTUIECKOrO BelllecTBa,
noJydeHHOro u3 mramma Streptomyces sp. Ne 121, Ha dusnonornueckue
NpoIecChl B JPOMKIKaAX

Pe3womMme

IlonyyeHHoe m3 wTamMma Streptomyces sp. No 121 antubmorumueckoe
BEILECTBO TOPMO3AIIE JEMCTBOBAJIO Ha CJEAYIOIME BUABI JPOIKKeEN:
Saccharomyces cerevisiae pacwl As, Saccharomyces cerevisiae var. el-
lipsoideus Tokay 22, Kloeckera apiculata, Schizosaccharomyces acide-
devoratus. Ha BblIenepedyucyeHHbIe INTaMMbI JpOXKIKeN aHTUOMOTHK
nesictBoBasn (PYHIMUMAHO TIpUM KOHLEHTpaimu 150 ur/man u cyHrmuumaHo-
CTAaTHMYECKY IIPU KOHIeHTpaIyy 75—100 pr/mir.

Cratuyeckue [A03bI TOPMO3MJIM (PEPMEHTALMI0 IJIMKO3bl, B TO K2
BpeMA CUJIBHO CTHMMYJIMPOBAJM IPOLIECCh! aCCUMMJIALMM caxapa M KUCJO-
poaHoro JabixaHMA. OcoGeHHO 3TO OBLIO 3aMETHO B 3KCIEPUMEHTAX
¢ wrammom Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus Tokay 22, xorma B npu-
cyrcrBum 100 ur/mMs aHTMOMOTHMKA HaOMIOfalIOCH TPOEKPATHOE, IO CpaB-
HEHMIO C KOHTPOJIbHBIM, yBeJNYEeHMe aKTUBHOCTU JIbIXaHNUS.

IlItamm C. albicans oka3aycsa yCTOMYMBBIM JaXXe NPU KOHIEHTpaLuyu
nopanka 1000 ur aHTu6MoTMKa Ha 1 ML

The Effect of the Antifungal Antibiotic Substance from Streptomyces sp.
nr 121 on the Physiology of Yeasts

Summary

An antibiotic substance produced by Streptomyces sp. No 121 inhibited
the growth of Saccharomyces cerevisiae strains As (baker yeast), Sacch.
cerevisiae var. ellipsoideus strain Tokay 22, Kloeckera apiculata and
Schizosaccharomyces acidodevoratus.
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The antibiotic at a concentration of 150 ng/ml had a fungicidal effect,
while at a concentration of 75—100 ng/ml was fungistatic. Fungistatic
doses of the antibiotic inhibited glucose fermentation in the examined
yeast strains, but they considerably stimulated the assimilation of sugar
and the oxygen respiratory process in all strains. This was particularly
observed in the experiments with the strain Sacch. carevisiae var. ellip-
soideus (Tokay 22) the respiratory activity of which was found to
increase three times at a concentration of the antibiotic equal to
100 pg/ml.

Candida albicans proved to be resistant to the antibiotic even at
a concentration of 1,000 pg/ml.
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