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Janusz KLIMEK

Badania nad przemiang aminokwasowa plynnej dziesieciodniowej
hodowli laseczki tezca (Clostridium tetani). 1. Hodowla laseczki
tezca, otrzymywanie przesaczy i oczyszczanie materialu biologicznego

HccnegoBannst aMHHOKHMCIOTHOTO O0MEHa IKIIKONM
JEeCATUIAHEBHON KyJAbTypbl majouku croaduaxka (Clostridium tetani)
I. KyapTMBMpOBaHME HAJIOMKM CTOJIOHAKA, NOJyueHue uIbTpaToB

M OUMCTKA OHMOJIOrMiecKoro Marepuaja

An Investigation of the Amino Acid Transformation of the Liquid
10-Day-Old Culture of Clostridium tetani.
I. Growing of Clostridium tetani, Obtaining of Filtrates
and Purification of the Biological Material

Tezec stanowi wazne i ciagle aktualne zagadnienie zaré6wno ze wzgledu na
ciezki przebieg choroby, wysokag §miertelno§é ludzii zwierzat, jak i z powodu na nie-
calkowicie wyjasniong patogeneze tego schorzenia. Zmiany chorobowe sg $cisle
zwigzane z dzialaniem toksyny tezcowej, ktéra jest ektotoksyng produkowang przez
laseczke tezca, jako jeden z produktéw jej metabolizmu. Do wytwarzania toksyny
tezcowej w celach badawczych lub wytwérczych nalezy uzywaé odpowiednich
podiéz. Pojawilo sie wiele prac po$wieconych badaniom nad wplywem amino-
kwaséw pozywki na wzrost laseczki i toksyny tezcowej (2, 3, 5, 6, 7, 9, 10 i 11).

Wobec wyraznych rozbiezno$ci miedzy wynikami niektérych badaczy stalo sie
uzasadnione podjecie badan nad tym tematem. Niniejsza praca ma na celu: prze-
prowadzenie metodycznego badania nad rozdzialem i identyfikacjg wolnych i zwig-
zanych aminokwaséw podiléz Legroux-Ramon oraz przesgczy hodowli Cl. tetani
zaré6wno na materiale otrzymanym z masowych hodowli, jak i kontrolnych posie-
wéw wilasnych, przeprowadzonych w skali laboratoryjnej.
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METODA BADAN I MATERIALY

Materialy do badan stanowily podloza Legroux-Ramon oraz szczepy pochodzgce
z Lubelskiej Wytwérni Surowic i Szczepionek. Przesgcze otrzymywano z beztleno-
wych hodowli (1), prowadzonych w metalowym anaerostacie (bez blizszych danych)
oraz cieplarce zaprojektowanej i wykonanej przez Warsztaty Akademii Medycznej
w Lublinie. W kazdym przypadku przed analiza skladu jakoSciowego i iloSciowego
aminokwaséw podléz i przesgczy stosowano odbialczanie i odsalanie 96% alkoholem
etylowym (8) wg wtasnej modyfikacji.

BADANIA WLASNE

l. Dziesieciodniowa hodowla laseczki tezca

Czynno$cig wstepna przed zalozeniem hodowli bylo sprawdzenie ja-
lowosci podloza przy pomocy pozywek agarowych. Do erlenmayerki o po-
jemnosci 750 ml wprowadzano 500 ml plynnej pozywki Legroux-Ramon.
Szczep laseczki tezca posiewano przy pomocy pipetki Pasteura. Otwor
erlenmayerki zamykano tamponikiem z waty i gazy, wstawiano do
anaerostatu o pojemnosci 2 1, po czym pokrywe zamykano hermetycz-
nie przy pomocy specjalnych nakretek. Wszystkie prace wykonywano
w boksie w warunkach $cistej jalowosci.

Kolejng czynnoscig bylo wytworzenie atmosfery beztlenowej. W tym
celu wypompowywano powietrze, laczac anaerostat wezem gruboscien-
nym z pompg prozniowg. Po wypompowaniu powietrza do $srodka wpro-
wadzano gaz $wietlny. Nastepnie cale urzadzenie umieszczano w cie-
plarce o temperaturze 37°C. Po dwu dniach anaerostat przenoszono do
boksu i otwierano. Zwykle mozna bylo wyczu¢ nieprzyjemny zapach,
ktéry wzmagal sie w miare zaawansowania hodowli.

2. Otrzymywanie przesgaczy

Z otworzonej erlenmayerki pobierano 20 ml pitynnej hodowli, ktorg
natychmiast przesgczano przez filtr Schotta ,,G5”. Po oddzieleniu masy
bakteryjnej klarowny przesgcz, pozbawiony laseczek tezca, zlewano do
buteleczki ze szkla oranzowego zamykanej doszlifowanym korkiem i za-
bezpieczano fenolem (do koncentracji 0,5%) przed przerastaniem. Bute-
leczke umieszczano w chiodni. Po pobraniu proébki erlenmayerke za-
mykano tamponikiem gazy i waty, umieszczano w anaerostacie, wy-
pompowywano powietrze i wprowadzano gaz swietlny. Podane czynnosci
starano sie wykonywaé szybko, azeby czas, wszystkich operacji, nie prze-
kraczat 15 minut.

Hodowle laseczki tezca prowadzono w ciggu 10 dni. Przy kazdym
pobieraniu probki przeprowadzano mikroskopowa kontrole hodowli:
1) Na szkietko podstawowe wprowadzano kropelke hodowli. 2) Po calko-
witym osuszeniu preparat barwiono metodg Grama. 3) Oglgdano pod
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Po 15 minutach usuwano ze $cianek parowniczki wytracone biatko, a za-
warto$é parowniczki ilosciowo przenoszono do probowki wiréwkowej.
Oddzielenie czesci stalej od plynnej nastepowalo w ciggu 10 minut przy
2.000 obrotéw/min.

Alkoholowy ekstrakt wolnych aminokwaséw odparowywano w pa-
rowniczkach wstawionych do eksykatora proézniowego. Po 24 godzinach
suchg mase rozpuszczano w 0,5 ml wody redestylowanej. W ten sposdb
otrzymany roztwoér nakraplano na bibule celem przeprowadzenia chro-
matograficznego rozdzialu aminokwaséw oraz wyciggniecia jakosciowych
i ilosciowych wnioskéw. Wyniki tych badan beda podane w nastepnych
publikacjach.

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych obserwacji stwierdzono, ze laseczka
tezca moze rozmnaza¢ sie na Swiezo przygotowanych pozywkach. Przy
wykonywaniu wszelkich czynnosci nalezalo zachowywaé¢ bezwzgledng
jalowos¢, poniewaz hodowle w latwy sposéb ulegaly zakazeniu. Z tego
wzgledu stosowano ostra kontrole mikroskopows (usuwanc hodowle za-
nieczyszczone). Konserwowanie podléz i przesgczy przy pomocy 0,5%
fenolu bylo skuteczne przez okres kilku miesiecy pod warunkiem prze-
chowywania ich w chtodni bez dostepu §wiatta. Stosowane odbialczanie
i odsalanie podléz Legroux-Ramon oraz przesaczy ma te zalete, ze jest
proste w wykonaniu. Wprowadzona modyfikacja osuszania probek przed
dodaniem alkoholu etylowego pozwala usung¢ rozpuszczalne w wodzie
peptydy, a tym samym wplynaé korzystnie na pézniejszy chromatogra-
ficzny rozdzial aminokwaséw.

Roéwnoczesnie z wyzej oméwionym sposobem przeprowadzono proby
oczyszczenia badanego materialu, uzywajac do tego jonowymienne zy-
wice (Dowex-50 oraz Amberlit J. R. A.-400 (4), jednak nie zauwazono
wyraznych korzysci, ktére uzasadnialyby wprowadzenie tej metody w ni-
niejszej pracy.
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