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Dalsze badania nad metabolizmem i zmienneécia Brucella brucei
wysoko oporna na dzialanie streptomycyny

HasbHelIMe KUCCHETOBAHUA N0 MeTadoaM3My M M3MEHYMBOCTHM IHTAMMOB
Brucella brucei ycTOMYMBBIX B 3HAYMMTEJIbHOI CTENEHN K CTPEINTOMMIMHY

Further Studies on the Metabolism and Variability of Brucella brucei
Strains Highly Resistant to Streptomycin

W r. 1959 prowadzone byly u nas badania nad zmienncécig metabolizmu pate-
czek Brucella opornych na aureomycyne 1000 gamma/ml i streptomycyne
10000 gamma/ml. (J. Parnas, L. Lysikowska, T. Kuzietla). Ustalono, iz
roznice miedzy szczepami wyjsciowymi i opornymi na antybiotyki dotycza glow-
nie aktywnosci enzymatycznej. Szczepy oporne na aureomycyne i streptomycyne
rozkladaly mocznik szybciej niz szczepy macierzyste — wrazliwe, Otrzymane wy-
niki, dotyczace aktywnosci katalazy wykazuja podobne réznice. Proces redukcji
nadtlenku wodoru przebiegal u szczepéw opornych energiczniej niz u wyjsciowych.

Wyniki dotyczace wytwarzania siarkowodoru wykazaly, Ze brucele oporne na
streptomycyng wytwarzaly siarkowodor krécej, lecz intensywniej niz szczepy wyj-
§ciowe; u aureomycyncopornych nie zauwazono tego. ‘

Doswiadczenia z zakresu bakteriostatycznego dzialania innych antybiotykéw
i barwnikéw anilinowych ujawnily nieznaczne réznice miedzy szczepami wyjscio-
wymi a ich wariantami opornymi na streptomycyne i aureomycyne. Szczegolng
uwage zwraca fakt calkowitej lub cze$ciowej utraty wrazliwoéci na terramycyng
wérod szczepéw aureomycynocopornych. Zauwazono tez, Ze szczepy lepiej rosty na
agarze z dodatkiem tioniny niz szczepy wyjsciowe. Analiza serologiczna szczepéw
opornych i wyjsciowych nie wykazala istotnych réznic. Pasazowanie szczepow
opornych na streptomycyne na podlozu bez tego antybiotyku, pozwolilo stwier-
dzi¢ trwalo$é tej cechy. Oporno$é na streptomycyne okazala sie cechg jakby ge-
notypowa, w przeciwienstwie do aureomycynocopornosci, ktéra ma charakter przej-
sciowy (fenotypowy).
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BADANIA WLASNE

Celem naszej pracy bylo otrzymanie szczepéw Brucella brucei opor-
nych na stezenie 40000 gamma streptomycyny w 1 ml agaru i badanie
zmian ich wlasnosci w stosunku do szczepow wyjéciowycﬁ.

Material badan

Przedmiotem badan byly szczepy muzealne np. 13, 22, 43, 44, 53, 60,
68, S 19, BA oraz 3 szczepy wzorcowe odmiany: bovis 544/24, suis 1330,
melitensis M 16.

Metodyka badan

Przed rozpoczeciem do$wiadczenn wszystkie szczepy doprowadzone
zostaly do czystej fazy ,,S”.

I etap polegal na otrzymaniu szczepé6w opornych na 40000 gamma
streptomycyny w 1 ml agaru metodg gradientowg Szybalskiego.
Po 54 pasazach otrzymano brucele o opornosci 40.000 razy wiekszej od
wyjsciowej. '

II etap pracy polegal na badaniu wlasnosci uzyskanych szczepéow
cpornych w poréwnaniu z wyjsciowymi. W tym celu przeprowadzono
nastepujgce préby:

a) biochemiczne: rozklad mocznika, wytwarzanie siarkowo-
doru, aktywnosé¢ katalazy,

b) bakteriostatyczne: wzrost na fuksynie i tioninie, wplyw
preparatu DEDTC, zachowanie sie wobec 6 antybiotykdw,

¢)dziatania fagow,

d) serologiczne.

Badania biochemiczne

a) Préba na ureaze Do oznaczenia uzyto podioza o nastepujacym skila-
dzie: 49/, mocznika, 4,89, NaHPQ,, 1,8% KH,PO, 20% wyciggu drozdzowego,
2 mgY%e czerwieni fenolowej. Odczynniki te uzupelniono do objetosci 11 woda de-
stylowang, pH ustalono na 6,8, Uzyskany roztwér przesaczono przez filtr Berke-
felda. Do probdéwek aglutynacyjnych wprowadzono po 1 ml pozywki i dodawano
1 ml zawiesiny 48-godzinnej hodowli pateczek Brucella o gesto$ci 5 mlrd komo-
rek/ml. Alkalizacja $rodowiska w procesie rozkladu mocznika powodowala zmiang
barwy podloza z pomaranczowej na rozowg. W tym momencie notowano czas,
jaki uplyngl od chwili rozpoczecia obserwacji.

b) Wytwarzanie siarkowodoru. Badane szczepy wysiewano na aga-
rze skosnym Brauna o pH 7,2—T7,4. W kazdej probéwce umieszczano miedzy $cian-
ka przeciwlegla do podioza a korkiem pasek bibuly filtracyjnej (0o wymiarach
0.5 X 6 cm). nasyconej 10% roztworem octanu olowiu. Hodowle wstawiano do ter-
mostatu na okres 7 dni. Co 24 godziny zmieniano paski i mierzono powstale za-
czerwienienie.

¢) Aktywno$é katalazy. 48-godzinng hodowle na agarze skos$nym
splukiwano 0,059/, roztworem tryptozo-peptonu w 0,5%/¢ NaCl. Roztwor ten jalo-
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wiono w autoklawie i saczono przez filtr Seitza. pH ustalano na 6,8—7,0. Gestosé
zawiesiny bakteryjnej, uzytej do oznaczenia wynosita 1,5 milrd/ml. Do kolb Erlen-
mayera wprowadzano 5 ml tak wystandaryzowanego materiatu i dodawano 15 ml
ochtodzonego do -+ 5°C 1/15n H,O,; (63 ml H,O, na 1000 ml tryptozo-peptonu).
Kolbe zawierajgcg probe poddawano wytrzgsaniu w ciggu 30 min. Po 5, 15 i 30 min.
pobierano 5 ml mieszaniny i dodawano 3 ml H,SO, celem zahamowania dzialania
katalazy. Ubytek wody utlenionej oznaczano przez miareczkowanie 0,1n KMnO,
do lekko rozowego zabarwienia.

Badania bakteriostatyczne

a) Wzrost na fuksynie zasadowej i tioninie (wg Cruick-
shanka w modyfikacji Chodkowskiego). Na dnie jalowych plytek Petriego
ukladano réwnolegle 2 paski bibuly filtracyjnej o szer. 5 mm. Jeden nasycony byl
roztworem tioniny (rozcienczonej 1:1000), drugi roztworem fuksyny zasadowej
(rozcieniczonej 1:400). Odleglo$¢ miedzy paskami wynosila 6 cm. Nastepnie do
plvtek tych wlewano pozywke agarowg o pH 6,6—6,8 z dodatkiem 19/ glukozy
i 5%, inaktywowanej surowicy konskiej. Na tak przygotowanym podlozu wysie-
wano prostopadle do paskéw 5 szczepéw: 3 wzorcowe M 16, 1330, 544 oraz 2 badane:
wyj$ciowy i pochodzgcy od niego oporny na streptomycyng. Do posiewéw uzy-
wano 48 godzinnej hodowli, zawieszonej w plynie fizjologicznym i rozciefAczonej
do gestosSei 5 milionow/ml. Wyniki odczytywano po 3—5 dniach inkubacji
w temp. 37°C.

b) Oznaczanie wrazliwoéci na penicylineg, streptomycy-
ne, chloromycetyne, aureomycyneg, terramycyne i erytro-
mycyne. Plytki zawierajace 0,5 cm warstwe agaru Brauna zasiewano zawiesing
paleczek Brucella o gesto$ci 300 milionéw komoérek w 1 ml. Na zakazone podloze
po 30-minutowym suszeniu w termostacie zakladano rozetki z bibuly filtracyjnej
o0 ramionach zakonczonych krgzkami, ktore byly oznaczone i nasycone roztworami
antybiotykéw. Po 3 dobach inkubacji oznaczano stopien wrazliwo$ci na podsta-
wie diugo$ci promienia strefy zahamowania mierzonej w milimetrach.

¢) Wplyw hamujgcy preparatu DEDTC. Badania przeprowadzone
byly na plytkach Petriego, zawierajgcych podloze agarowe o pH 7,2—74. Do po-
siewu uzywano 48-godzinnej hodowli na agarze skosnym splukanej 4 ml plynu
fizjologicznego. Przed posiewem poddawano plytki suszeniu w termostacie w ciagu
3 godzin. Nastgpnie wylewano na nie zawiesiny, odciagajac nadmiar materiatu pi-
peta. Zakazone ptytki wstawiano do cieplarki na godzine. Po uplywie {ego czasu
umieszczano w nich jalowe krazki bibuty, nasyconej 19/, roztworem preparatu

DEDTC wg Renoux. Wyniki odczytywano po uplywie 72 godzin inkubacji
w temp. 37°C.

Badania fagowe

Badanie dzialania bakteriofaga anti-Brucella przeprowadzono wg u nas stoso-
wanej metody. Jedng krople zawiesiny 48-godzinnej hodowli po wymieszaniu
z 3 kroplami zawiesiny faga wysiewano ezg na 1,49/, agarze Brauna o pH 7,2—74.
Do badan szczepéw opornych stosowano réwniez podloze streptomycynowe. W do-
Swiadczeniu uzywano faga nr 9.

WYNIKI BADAN

Wyniki badan aktywnosci ureazy przedstawione sg w tab. 1 i na
ryc. 1. Dane te wskazuja, ze 42%¢ szczep6w opornych na streptomycyne
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40000 gamma/ml wykazuje wyzszg aktywnos¢ ureazy w poréwnaniu ze
szczepami wyjsciowymi. Kazda probe wykonano dla kontroli 3-krotnie,
po czym obliczano Srednig. Ryc. 1 opracowano wg metody statystycznej
szeregu rozdzielczego.
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Ryec. 1. Wykres aktywno$ci ureazy; 1 — szczepy wyjsciowe, 2 — szczepy oporne,
n — ilo§¢ szczepéw zachowujacych sie w pewnych granicach podobnie, t — czas.
Graph showing the activity of urease; 1 — initial strains, 2 — resistant strains,
n —numbcr of strains whose behaviour within certain limits is similar, t — time

Tab. 1. Aktywnos$¢ ureazy
The activity of urease

Nr szczepu Czas rozktadu Nr szczepu Czas rozktadu
wyjsciowego mocznika w min. opornego mocznika w min.
13 37 13,40 mg 42
22 29 22/40 mg 21
43 : 54 43/40 mg 59
44 ‘ 62 44/40 mg 48
53 45 53,40 mg 46
60 106 60,40 mg 91
68 101 68/40 mg 115

S19 15 S19/40 mg 19
M16 89 M16/40 mg 59
1330 133040 mg 12

544/24 544/24/40mg 0
BA 80 BA/40 mg 76
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Wytwarzanie HyS. W badaniu tym zauwazono, ze szczepy opor-
ne wytwarzaja siarkowodér w czasie krotszym i mniej intensywnie niz
szczepy wyjsciowe. Wyniki badan przedstawiliSmy na ryc. 2, na ktérej
oznaczono czas wytwarzania H,S (w dniach) i intensywnos$¢ (w mm za-
czernienia paska bibuly).
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Ryec. 2. Wykres zalezno$ci miedzy c‘zasem a intensywno$cia wytwarzania H,S;
1 — szczepy wyjsciowe, 2 — szczepy oporne.
‘Graph showing the correlation between the time and the intensity of the
formation of H,S; 1 — initial strains, 2 — resistant strains

Aktywnos§¢ katalazy. Wyniki doSwiadczenia zamieszczono na
ryc. 3 i 4. Szezepy streptomycynooporne wykazuja wyzszg aktywnosé
katalazy w poréwnaniu ze szczepami wyjsciowymi.

Dziatanie bakteriostatyczne barwnikéw anilinowych
(fuksyny i tioniny). Nie stwierdzono w tych prébach zadnych roznic
miedzy szczepami wyjSciowymi i opornymi na dzialanie streptomycyny.
To samo dotyczy analizy serologicznej.

WrazliwosS¢ na inne antybiotyki. Zauwazono zmniej-
szenie wrazliwosci szczepéw streptomycynoopornych na dziatanie chloro-
mycetyny. W dzialaniu pozostalych antybiotykéw nie bylo istotnych
zmian.

Badanie fagowe. Wylonily sie tu 3 grupy szczepdéw, réznigce
sie wrazliwoscig na dzialanie faga (tab. 2). 1) szczepy wyjsciowe i po-
chodzgce od nich streptomycynooporne wrazliwe na dziatanie faga,
2) szczepy wyjSciowe i oporne-wrazliwe na dziatanie faga, 3) szczepy
wyjSciowe-niewrazliwe i oporne na dzialanie faga.
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Ryc. 3. Wykres aktywnos$ci katalazy; Ryc. 4. Wykres aktywnosci katalazy;
1 — szczepy wyjsciowe, 2 — szczepy 1 — J$rednia szczepéw wyjsciowych,

oporne, t — czas. 2 — S$rednia szczepéw opornych.

Graph showing the activity of catalase Graph showing the activity of catalase

Tab. 2. Wyniki badania dzialania bakteriofaga anti-Brucella
]

G iatani Dziatanie faga | Dzialanie faga
ru- Nr. ,sz_czepu D21fa anie Nr szczepu na podtozu na podiozu
pa wyjsciowego aga opornego zwyklym streptomyeyny

I M 16 — M 16 — —

544,24 — 544/24/40 — —_

1 53 + 53/40 +
BA + BA/40 , -+

13 - 13/40 + -+

22 - 22/40 + -+

43 — 43/40 + +

I 44 - 44/40 -+ -+
60 — 60/40 -+ -+

68 — 68/40 + i +

S19 - S19/40 -+ +

1330 — 1330/40 -+ +
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b. Aktywno$¢ katalazy byla wieksza u szczepéw opornych na strep-
tomycyne anizeli u szczepéw wyjsciowych (ryc. 3 i 4).

c. Aktywnosé H,S byla kroétsza u szczepéw streptomycynoopornych.
Niektére z nich wykazywaly wieksza intensywno$¢ zaczernienia bibutly
(ryc. 2).

d. Wrazliwo§é na fuksyne, tionine i preparat DEDTC: nie stwier-
dzono istotnych réznic we wrazliwosci na tionine i fuksyne szczepow
opornych i wyjsciowych, natomiast wyraZznie zaznaczyla sie zmniej-
szona wrazliwo§¢ na dzialanie preparatu DEDTC.

e. Zmiana wrazliwosci na lityczne dzialanie faga anti-Brucella:
szczepy streptomycynooporne wykazaly wieksza wrazliwosé na lityczne
dzialanie faga anizeli szczepy wyjsciowe. 8 szczepow niewrazliwych na
dzialanie faga wykazalo duzg wrazliwos¢ po uzyskaniu streptomycy-
noopornosci (tab. 2, ryc. 6 i 7).
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PE3IOME

¥ 9-u mramMmoB Brucella brucei n 3-x mirammos T.e. B. bovis, B. suis
u B. melitensis aBrOpaM, IpM IpuUMEeHeHUM MeToma rpagmenrtos I u
6ayNBCKOTO, yAaJoCh BeI3BaThL ycroitumBocTs K 40.000 ramma crpenrto-
muimHa. Jlasee aBTopaMy ObLiu obcsenoBanbl ocobeHHOCTH, MpHobpeTeH-
Hble yCTOMYMBBIMM K CTPENTOMMUMHY LUITAMMaMy, I10 CPaBHEHUM C MCXOL-
HBIM, IIyTEM ONLpPEeHeJIeHMA ypeasbl, KaTajasbl, H:S, 4yBCTBUTENBHOCTIL
K cdbykeuny, ™mornny u npenapary DEDTC, a TakXe BOCIPUMMYMBOCTD
K JauTH4ecKoMmy BoszelictBuio para anti Brucella. IIlTaMMmbl yCTOM4YMBEIE
K CTPeIITOMMIMHEY 00JafaloT BBICIIEN aKTUBHOCTBIO ypeassl (y 42% 1uram-
MOB) M KaTaJsasbl, 6osiee KOPOTKOII aKTUBHOCTBIO H3S, 3aTeM CHMIKEHHOM
YYBCTBUTEJBHOCTBIO K aelcTBuI0 npenapara DEDTC u nosslenHoi 4yB-
CTBUTEJBHOCTBIO K JMTUYECKOMY BO3AelcTBUIO dara.

Ta6n. 1. AKTHBHOCTb ypeasbl.

Ta6a. 2. PesynbTathi uccieRoBaHus no AeilcTBHIO GaTepuodara anti Brucella.

Pic. 1. KpuBasi aKTHBHOCTH ypeasHl.

Puc. 2. KpuBas 3aBHCHMOCTH MeXZy MPOMEXYTKOM BpeMCliH a HHTEHCHBHOCTBIO
o6pasoBanns H,S. )

Pic. 3. KprBasi aKTHBHOCTH KaTaJsa3el.

Puc. 4. KpuBas akTtuBHOCTH Katasnassl DEDTC.

Puc. 5. KpuBas neiictBHs npenapara.

Puc. 6. Cnepa cusbHoe BosgeiictBue Gakrepuorpada. Ulramm 53/40 ycroituuebiit
K 40.000 ramma crpentomMuuuHa. CnpaBa 3TOT Xe MCXOAHBI mTamMm Ne B3 B HHUTOXKHOH
CTeneHH YyBCTBHTENbHHII K Bo3geiicTBuio dara.

Puc. 7. HUcxopnmii mTtaMm Brucella brucei BA B oueHp 3HAuHTeNBHON CTemeHi 4yB-
CTBHTEIbHHI] K Bo3jeiicTBHIO (hara.

SUMMARY

9 museum strains of Brucella brucei and 3 standard strains (bovis,
suis and melitensis) were transformed by the gradient method of Sz y-
balski into strains resistant to 40 000 gamma of streptomycin. The
properties of these resistant strains were compared with those of the
initial strains; the authors determined urease, catalase, H,S, sensitivity
to fuchsin, thionine and the preparation DEDTC as well as sensitivity to
the lytic action of the anti-Brucella phage. Strains which are resistant
to streptomycin show a higher activity of urease (42 per cent of strains)
and catalase, a shorter activity of H,S, a decreased sensitivity to the
action of DEDTC and a greater sensitivity to the lytic action of the
phage.
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