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1 UVOD

Obi£ajno so mikrobiolo²ke laboratorijske raziskave izvedene pri konstantnih �zikalno

kemijskih pogojih. Uporabljamo rastne komore za uravnavanje temperature, pufre za

vzdrºevanje konstantne pH vrednosti goji²£a, vedno iste vire hranil (v koncentraci-

jah, ki obi£ajno mo£no presegajo koncentracije istih snovi v okolju), poleg tega pa

mikroorganizme gojimo v £istih kulturah. Posledi£no je ve£ina mikrobiolo²kega znanja

pridobljenega pri konstantnih pogojih, kar pa ne odraºa naravnega okolja mikroorga-

nizmov. V naravi so konstantne razmere bolj izjema kot pravilo, hrane je obi£ajno

premalo. pH, redoks stanje in drugi dejavniki se spreminjajo tudi kot posledica delo-

vanja drugih organizmov ali mikroba samega.

Raziskave pri konstantnih pogojih nam omogo£ijo vpogled v sicer izjemno kompleksne

biolo²ke sisteme in olaj²ajo razumevanje njihovih mehanizmov. Informacija, ki jo na ta

na£in pridobimo velja v izbranem laboratorijskem sistemu, ni pa nujno, da velja tudi

v okolju. Tam je namre£ organizem izpostavljen druga£nim razmeram, ki od njega

zahtevajo tudi druga£no �ziolo²ko stanje. Posledi£no je lahko delovanje organizma v

okolju razli£no od delovanja organizma v na²em sistemu. Postavi se vpra²anje, ali na

tak na£in pridobljeno znanje v laboratoriju velja tudi v naravnih razmerah.

Pomemben dejavnik, ki vpliva na rast bakterij je temperatura. Ta se spreminja na ra-

zli£nih £asovnih skalah od sekund (nihanje temperature zaradi gibanja molekul atmos-

fere) do let (podnebne spremembe) in organizem se mora za preºivetje znati prilagoditi.

Pri bakterijah sta poznana dva odziva na povi²ano in zniºano temperaturo, ki kulturi

omogo£ita preºivetje izven idealnega temperaturnega obmo£ja, vendar sta bila ta dva

pojava preu£evana predvsem z enkratno izpostavitvijo neugodnim temperaturam. Ne

vemo, ali se bakterije pri periodi£nem spreminjanju temperature enako odzovejo, ali

je odziv druga£en. Poleg tega ne vemo, kako se bakterije odzivajo na razli£ne hitrosti

temperaturnih sprememb.
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1.1 Namen in hipoteze

V diplomski nalogi ºelimo preu£iti, kako periodi£no spreminjanje temperature s hitrim

prehodom med 37 in 5 °C vpliva na rast bakterije Escherichia coli. Poleg tega ºelimo

preu£iti, kak²en vpliv ima hitrost spreminjanja temperature na celico in kako se bo ta

odzvala na inkubacijo pri nizkih temperaturah za dalj²e £asovno obdobje.

Predvidevamo, da hitra sprememba temperature celicam ne dopu²£a metabolne pri-

lagoditve in, da se sestava beljakovin glede na kontrolo ne bo spremenila.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 Ohladitveni ²ok

Bakterija Escherichia coli je fakultativni anaerob, ki je obi£ajno prisotna v prebavnem

traktu ºivali. Iz tega izhaja, da najbolj²e raste med 37 in 40 °C (Madigan in sod., 2003).

Temperaturno obmo£je rasti je od 7,5 do 49 °C. Slika 1 prikazuje Arrheniusov graf

odvisnosti rastne konstante od temperature. Na grafu opazimo ve£je linearno obmo£je

med 21 in 37 °C. V tem obmo£ju se rastna hitrost spreminja sorazmerno s temperaturo,

pri vi²jih in niºjih temperaturah pa se rastna hitrost progresivno zmanj²uje (Herendeen

in sod, 1979; Jones in sod., 1987). �e v obmo£ju med 20 in 37 °C goji²£u s celicami

spremenimo temperaturo, za£nejo celice takoj rasti pri hitrosti, ki je zna£ilna za novo

temperaturo. �e je za£etna ali kon£na temperatura izven tega obmo£ja pa celice rabijo

nekaj £asa (za obdobje ene delitve ali ve£), da se prilagodijo na novo temperaturo (Ng

in sod., 1962). V obmo£ju med 20 in 37 °C so deleºi posameznih beljakovin konstantni,

spreminja pa se hitrost sinteze beljakovin (Lemaux in sod., 1978). Pri temperaturah

vi²jih od 37 °C in niºjih od 20 °C pa se deleºi beljakovin spremenijo (Herendeen in

sod, 1979). Beljakovinam, ki se bolj intenzivno proizvajajo pri povi²ani temperaturi,

pravimo beljakovine toplotnega ²oka (ang. heat shock proteins), tistim, ki se bolj

intenzivno proizvajajo pri zniºani temperaturi pa beljakovine ohladitvenega ²oka (ang.

cold shock proteins) (Lemaux in sod., 1978). Posledi£no odzivoma pravimo toplotni

²ok (ang. heat shock response) oziroma ohladitveni ²ok (ang. cold shock response)

(Jones in sod., 1987).
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Slika 1: Rastna hitrost E. coli v odvisnosti od temperature (Herendeen in sod., 1979)

Ohladitveni ²ok pri Escherichia coli nastopi, ko kulturo celic hitro ohladimo za najmanj

13 °C. Pri tem za£etna in kon£na temperatura nista pomembni, le da sta znotraj

obmo£ja rasti bakterij. Odziv na ohladitveni ²ok zato sproºi tako ohladitev iz 37 na 10

°C kakor tudi ohladitev iz 42 na 29 °C. Ve£ja kot je temperaturna razlika, mo£nej²i je

odziv. Prav tako je odziv mo£nej²i, tem niºja je kon£na temperatura goji²£a (Jones in

sod., 1992).

Po prestavitvi kulture iz 37 °C na temperaturo niºjo od 20 °C najprej nastopi faza, ko

rast ni prisotna. Ta faza traja od ene do ve£ ur, odvisno od temperature na katero

celice ohladimo in temperaturne razlike. Bolj kot je temperatura blizu minimalne tem-

perature rasti organizma, dalj²a je ta faza. Pri prestavitvi iz 37 °C na 10 °C faza

brez rasti traja 4 ure, pri prestavitvi iz 37 na 24 °C pa le 10 minut (Jones in sod.,

1992). 2D elektroforeza pokaºe, da se takrat pove£a sinteza pribliºno 27 beljakovin, ki

jih kodirajo cs geni (geni ohladitvenega ²oka). Pove£anje koncentracije je od 1,3 do

30 kratno, precej pa je odvisno od faze, v kateri so celice, ko jih prestavimo na niºjo

temperaturo. Med odzivom na ohladitveni ²ok se ne pri£ne proizvajati nobena bel-

jakovina, ki ne bi bila prisotna ºe pri rasti pri optimalni temperaturi (Guarlezi in sod.,
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2003). Koncentracija beljakovin ohladitvenega ²oka se za£ne pove£evati ºe po pol ure,

najbolj intenzivno pa se proizvajajo po dveh urah po prestavitvi. Nasprotno se sinteza

ostalih snovi (drugih beljakovin, RNA in DNA) v celici takrat zelo upo£asni oziroma

zaustavi. Izjema so le nekatere beljakovine udeleºene pri transkripciji in translaciji,

katerih sinteza se nadaljuje, kljub temu, da je pri nerasto£i kulturi proizvodnja obi£a-

jno inhibirana (Jones in sod., 1987). Posebej je inhibirana proizvodnja beljakovin, ki

sodelujejo pri toplotnemu ²oku (Jones in sod., 1992). Spremenijo se tudi membrane �

pove£a se deleº nenasi£enih ma²£obnih kislin, vendar pa to ni nujno potrebno za rast

pri nizki temperaturi (Shaw in Ingraham, 1967).

Po fazi brez rasti nastopi faza v kateri za£nejo celice hitro rasti (skoraj dvakrat hitreje

kot sicer pri tej temperaturi), vendar le za obdobje ene delitve. Nato se rastna hitrost

zmanj²a in ostane konstantna (Ng in sod., 1962).

V primeru, da so celice pred prestavitvijo na niºjo temperaturo izpostavljene prehran-

skemu stresu, se odziv na ohladitveni ²ok slabo razvije, rast pa ni mogo£a (Jones in sod.,

1992). Tudi pri anaerobni rasti odziva na ohladitveni ²ok ne zaznamo. Premestitev

celic na 10 °C v tem primeru ne povzro£i nastanka vmesne lag faze. Prav tako je zastoj

v rasti odvisen od vira ogljika. Pri rasti na glukozi celice prenehajo rasti za dolo£en

£as, medtem ko pri rasti na sukcinatu rastejo naprej. Pomembno je v kak²nih pogojih

celica raste pred izpostavitvijo nizki temperaturi in manj kak²ni so pogoji pri inkubaciji

na 10 °C (Shaw in Ingraham, 1967).

�e celice ponovno prestavimo iz temperature niºje od 20 °C v toplej²e okolje, je sprva

opaziti manj²o hitrost rasti kot bi jo pri£akovali glede na temperaturo gojenja. Pri

prestavitvi kulture gojene na 10 °C na 37 °C se ²ele po pribliºno 6 urah vzpostavi

normalna hitrost rasti, zna£ilna za to temperaturo. Medtem pote£eta pribliºno 2 delitvi

celic (Ng in sod., 1962).

Zniºanje temperature ima v celici predvsem naslednje u£inke: zmanj²anje �uidnosti

membrane, po£asnej²e in/ali nepravilno zvijanje beljakovin, stabilizacija sekundarnih

struktur nukleinskih kislin, razpad polisomov in kopi£enje 70S partiklov (Phadtare,

2004; Jones in Inouye, 1994). Pri E. coli se pri nizkih temperaturah aktivira ACP,

desaturaza, ki pove£a �uidnost membrane s pretvorbo nasi£enih ma²£obnih kislin v ne-
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nasi£ene (Phadtare, 2004). Celice so sicer sposobne rasti pri nizki temperaturi tudi brez

spreminjanja membran, kar kaºe, da �uidnost membran ni klju£na za rast pri nizkih

temperaturah (Shaw in Ingraham, 1967). Bolj pomembno se zdi, da pri prestavitvi

kulture E. coli iz 37 °C na temperaturo niºjo od 8 °C pride do kopi£enja ribosomalnih

podenot in 70S partiklov ter razdruºitve polisomov z mRNA (Broeze in sod., 1977),

ponovna inkubacija kulture na 37 °C pa povzro£i hitro zmanj²anje koncentracije ri-

bosomalnih podenot. Sinteza beljakovin se po izpostavitvi zniºani temperaturi sicer

nadaljuje ²e nekaj £asa, vendar le do takrat, ko se prevede vsa mRNA, ki je ºe pris-

otna na ribosomih. Na novo nastale mRNA molekule pa se ne prevedejo v beljakovine

(Jones in Inouye, 1994; Broeze in sod., 1977). Kot kaºe je omejujo£i dejavnik iniciacija

sinteze beljakovin. Domnevajo, da se zaradi zniºanja temperature ribosomi ne morejo

sestaviti in je zato sinteza beljakovin prekinjena. �eprav je dokazov malo pa dosedanje

raziskave nakazujejo na to, da beljakovine ohladitvenega ²oka opravljajo funkcijo ²ap-

eronov za beljakovine in mRNA. Glede na to, da bi lahko beljakovine s takimi funkci-

jami pomagale pri sestavljanju ribosomov pri nizkih temperaturah, se zdi ta predlog

smiseln (Gualerzi in sod., 2003). Nezmoºnost iniciacije sinteze beljakovin je verjetno

glavni razlog za zaustavitev rasti takoj po izpostavitivi kulture nizkim temperaturam.

Rast se lahko nadaljuje ²ele takrat, ko se proizvedejo beljakovine ohladitvenega ²oka,

ki omogo£ijo iniciacijo sinteze beljakovin. Nezmoºnost iniciacije sinteze beljakovin je

verjetno tudi razlog za popolno prekinitev rasti pri 7,8 °C. Predvidevajo, da pri tem-

peraturi niºji od 7,8 °C ni moºna iniciacija sinteze beljakovin niti ob sproºenem odzivu

na ohladitveni ²ok (Jones in Inouye, 1994).

Tudi sicer ve£ina dokazov kaºe na to, da se beljakovine, ki se bolj intenzivno proizvajajo

pri nizkih temperaturah veºejo z nukleinskimi kislinami (Jones in sod., 1987; Phadtare,

2004). To je razumljivo, saj nukleinske kisline pri nizkih temperaturah tvorijo stabilne

sekundarne strukture, ki negativno vplivajo na transkripcijo, translacijo in sestavl-

janje ribosomov. Nadzor teh struktur je zato pomemben za normalno delovanje celice.

Natan£ni mehanizmi delovanja produktov cs genov pove£ini niso jasni. Nobeden ne

nastopa le pri nizkih temperaturah � vse lahko zaznamo tudi pri rasti pri 37 °C (Guar-

lezi in sod., 2003). Celici lahko izbri²emo skoraj katerikoli cs gen (izjema so tisti, ki
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so pomembni za rast pri vseh temperaturah - na primer infA ) pa posledice zanjo ne

bodo usodne. �ele z izbrisom ve£ cs genov (pri E. coli 4 od 9 genov) dobimo celice,

ki so ob£utljive na nizke temperature. Poleg tega so le redki produkti cs genov nu-

jni za normalno rast celic pri nizki temperaturi in hkrati nepomembni pri optimalni

temperaturi. (Gualerzi in sod. 2003)

Poleg beljakovin ohladitvenega ²oka se pri nizkih temperaturah v celici tvorijo ²e druge

snovi, ki celici pomagajo preºiveti v teºkih razmerah. Tako se pri nenadnem zniºanju

temperature pove£a koncentracija trehaloze v celici, podobno kot se to zgodi pri os-

motskem stresu in pri toplotnem ²oku. Predlaganih na£inov delovanja trehaloze je ve£

(kot ²aperon, lovilec prostih radikalov, stabilizacija membran), natan£en mehanizem

delovanja trehaloze pri ohladitvenem ²oku pa ²e ni poznan (Kandror in sod., 2002).

2.2 Rast pri nizkih temperaturah

Minimalna temperatura rasti je de�nirana kot tista temperatura, pri kateri lahko nek

organizem za dalj £asa vzdrºuje kontinuirano rast. Za Escherichia coli je ta temper-

atura med 7,5 in 7,8 °C. Za kraj²i £as pa lahko nekateri organizmi rastejo tudi pod

minimalno temperaturo rasti. Shaw in sod. (1971) so preu£evali rast E. coli pri 6

°C po prestavitvi iz 10 °C. Pove£evanje opti£ne gostote je trajalo pribliºno en teden,

potem pa pove£anja ni bilo ve£ mogo£e zaznati. Skupno se je opti£na gostota pove£ala

za dvakrat. Podobno so opazili tudi Gill in sod. (2001), ko so kulturo E. coli gojili

pri 2, 4, 5 in 6 °C. Pri 6 °C se je opti£na gostota pove£ala za ve£ kot 3-krat, pri 3,

4 in 5 °C pa za ve£ kot 2-krat. Pri 2 °C pove£anja opti£ne gostote ni bilo. Pri 6

°C so pove£anje opti£ne gostote opazili do 6 dni po za£etku inkubacije, pri 5 °C do

5 dni, pri 4 °C do 4 dni, pri 3 °C pa do 3 dni. Pri tem se ²tevilo celic ni bistveno

spremenilo. Pove£anje opti£ne gostote ob enakem ²tevilu celic nakazuje na to, da so

se celice pri takem na£inu gojenja podalj²ale. �e leta 1968 je namre£ Shaw opazil,

da se pri inkubaciji pri temperaturah, niºjih od minimalne temperature rasti, pri E.

coli pojavijo �lamenti. Taka rast je £asovno omejena, saj celice rastejo obi£ajno do

enega tedna po prehodu na nizko temperaturo, potem pa se rast ustavi. Vendar se v
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primeru, da so celice ob£asno (najmanj vsakih 12 ur) izpostavljene temperaturi vi²ji od

7 °C, taka rast lahko nadaljuje dalj £asa (Jones in sod., 2004). Tvorba �lamentov pri

nizkih temperaturah in obseg rasti je sicer mo£no odvisen od seva (Gill in sod., 2007).

Filamentozna rast sicer ni omejena le na temperature, niºje od minimalne temperature

rasti. Tudi pri vi²jih temperaturah (do 10 °C) je opazno podalj²anje celic, vendar je

to zelo odvisno od opazovanega seva (Gill in sod., 2007). Filamentozna rast se sicer

pojavlja tudi v druga£nih pogojih, na primer pri okuºbi urinarnega trakta (Justice in

sod., 2006).

2.3 Rast pri ne-konstantnih temperaturah

Raziskave na tem podro£ju so omejene predvsem na patogene organizme, ki jih na-

jdemo v hrani in na preu£evanje njihove rasti pri pogojih, ki so obi£ajni pri predelavi

in distribuciji hrane. Mitchell in sod. (1995) so gojili kulturo bakterij Salmonella ty-

phimurium LT2 pri periodi£no nihajo£i temperaturi med 4 in 22 °C s periodami od

60 do 240 minut. Opazili so, da se kultura glede na temperaturo predvidljivo obna²a

(raste pri 22 °C in miruje pri 4 °C), med rastjo z razli£no dolgimi periodami pa niso

opazili razlike. Bovill in sod. (2001) so opazovali rast bakterij Listeria monocytogenes,

Salmonella stanley in Salmonella thompson pri nihajo£ih temperaturah. Razli£ni tem-

peraturni gradienti pri ohladitvi kulture Listeria monocytogenes iz 25 na 2 °C na rast po

prestavitvi niso imeli vpliva. Enako so opazili tudi pri prestavitvi Salmonella stanley in

Salmonella thompson iz 25 na 10 °C. Tudi kulture (vseh preu£evanih vrst), ki so jih

izmeni£no prestavljali med nizko in visoko temperaturo, se po kon£anem periodi£nem

gojenju med seboj niso razlikovale glede na rast in sposobnost preºivetja.

Jones in sod. (2004) so gojili E. coli pri 2, 4 in 6 °C, vsakih 6, 12 ali 24 ur pa

so temperaturo za 35 minut dvignili na 10 °C. Ugotovili so, da se rasti E. coli pri

takih temperaturnih reºimih ne da natan£no napovedati, da pa lahko bakterije, ki so

ob£asno izpostavljene temperaturam nad minimalno temperaturo za rast, rastejo tudi

pri temperaturi niºji od minimalne potrebne za rast.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Merjenje temperature

Temperaturo goji²£a v serumskih stekleni£kah smo merili z merilcem ThermoLogR

podjetja Cole Parmer. Napravo smo nastavili tako, da je meritev temperature samod-

ejno izvedla vsakih 15, 30 ali 60 sekund, odvisno od hitrosti spreminjanja temperature

v goji²£u.

Temperaturo hladne komore, tople komore in vodne kopeli smo merili s klasi£nim

termometrom, ki vsebuje alkohol.

3.2 Organizem

Pri vseh poskusih, ki smo jih izvedli, smo uporabljali bakterijo Escherichia coli ESH10

K-12 iz mikrobiolo²ke zbirke Katedre za mikrobiologijo, Oddelek za ºivilstvo, Biotehni²ka

fakulteta, Univerza v Ljubljani. Je eden najbolje preu£enih organizmov, kar predstavlja

prednost pri raziskavah.

3.3 Reagenti in raztopine

3.3.1 Tris-HCl

10 mM Tris-HCl smo pripravili z uporabo Tris-Base (Merck). Zatehtali smo 1,21 g

Tris-Base in 85,57 g saharoze (Kemika, Hrva²ka) ter ju raztopili v dvakrat destilirani

vodi do 1000 ml. Pufer smo nato sterilizirali preko �ltra s pomo£jo vakuumske £rpalke.

3.3.2 Fiziolo²ka raztopina

Fiziolo²ko raztopino smo pripravili iz 2,25 g NaCl (Merck) in dvakrat destilirane vode

do 250 ml. Po pripravi smo raztopino avtoklavirali pri 121 °C in 1,2 bar za 15 minut.
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3.4 Goji²£e

E. coli smo gojili v teko£ih in trdnih goji²£ih LB. Teko£e goji²£e LB smo pripravili po

naslednjem postopku:

10 g NaCl (Merck), 10 g triptona (Biolife) in 5 g kvasnega ekstrakta (Biolife) smo re-

suspendirali v destilirani vodi in v bu£ki dopolnili do 1l. Goji²£e smo prelili v serumske

stekleni£ke in jih avtoklavirali 15 minut pri 121 °C in 1,2 bar.

Za pripravo trdnih goji²£ smo dodali 15 g agarja (Agar technical, Biolife) na liter

teko£ega goji²£a.

3.5 Gojenje

3.5.1 Predpriprava

Celice E. coli smo za poskus pripravili tako, da smo jih dan pred poskusom precepili

iz starega trdnega goji²£a na novo in ga inkubirali pri 37 °C 8 ur. Po preteku 8 ur smo

iz nove plo²£e celice nacepili v teko£e goji²£e v serumski stekleni£ki, ki smo jo nato

preko no£i stresali pri 200 vrtljajih na minuto v topli komori (37 °C). Z vedno istim

postopkom smo zagotovili, da so bile celice v podobnem �ziolo²kem stanju.

3.5.2 Gojenje celic na 37 °C

Prekono£no kulturo smo 100 krat red£ili z 50 ml na 37 °C ogretega goji²£a in jo postavili

v stresalno kopel Julabo ShakeTemp SW22. Kopel smo nastavili na 37 °C in 200 vrtl-

jajev na minuto. Kulturo smo pri konstantni temperaturi gojili 7 ur. Meritve opti£ne

gostote smo izvajali vsakih 30-60 minut, odvisno od predvidene hitrosti spreminjanja

opti£ne gostote.

3.5.3 Gojenje celic s hitrim spreminjanjem temperature

Prekono£no kulturo smo 100 krat red£ili z 50 ml na 37 °C ogretega goji²£a in jo postavili

v stresalno kopel Julabo ShakeTemp SW22. Kopel smo predhodno ogreli na 37 °C in
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nastavili na 200 vrtljajev na minuto. Po enourni inkubaciji na 37 °C smo stekleni£ke

vzeli iz kopeli in jih prenesli v hladno komoro, kjer je bila postavljena posoda z vodo

in ledom (0 °C). Stekleni£ke smo ohladili na 5 °C z ro£nim kroºnim me²anjem v posodi

v 3 minutah (Slika 2). Nato so se stekleni£ke stresale pri 200 vrtlj./min in 5 °C za

57 minut. Celice smo nato prestavili v stresalno kopel (37 °C), kjer smo jih ponovno

gojili eno uro. Ta postopek smo ponavljali do prehoda celic v stacionarno fazo po 7

urah. Reºim spreminjanja temperature je bil 37 °C - 5 °C - 37 °C - 5 °C - 37 °C - 5

°C - 37 °C. Skupno so bile celice torej 4 krat izpostavljene temperaturi 37 °C in 3 krat

temperaturi 5 °C. Meritve opti£ne gostote smo izvajali na vsakih 15 minut pri gojenju

na 37 °C, pri gojenju na 5 °C pa meritev nismo izvajali, saj rasti v tem £asu ni bilo.

3.5.4 Gojenje celic s po£asnim spreminjanjem temperature

Prekono£no kulturo smo 100 krat red£ili z 50 ml na 37 °C ogretega goji²£a in jo postavili

na stresalnik v toplo komoro (37 °C). Stresalnik smo nastavili na 200 vrtljajev na

minuto. Po enourni inkubaciji na 37 °C smo stekleni£ke prenesli na stresalnik v hladno

komoro (200 vrtlj./min in 5 °C), kjer so ostale 1 uro. Celice smo nato ponovno prestavili

v toplo komoro. Ta postopek smo ponavljali do prehoda celic v stacionarno fazo po

11 urah. Reºim spreminjanja temperature je bil 37 °C - 5 °C - 37 °C - 5 °C - 37 °C -

5 °C - 37 °C - 5 °C - 37 °C - 5 °C - 37 °C. Skupno so bile celice 6 krat izpostavljene

temperaturi 37 °C in 5 krat temperaturi 5 °C. Meritve opti£ne gostote smo izvajali na

vsakih 15 minut.

3.5.5 Vpliv hitrega spreminjanja temperature na celice, ki so bile dalj £asa

izpostavljene nizki temperaturi

Prekono£no kulturo smo 100 krat red£ili z 50 ml na 37 °C ogretega goji²£a in jo postavili

v stresalno kopel. Kopel smo nastavili na 37 °C in 200 vrtljajev na minuto. Po enourni

inkubaciji na 37 °C smo stekleni£ke vzeli iz kopeli in jih prenesli v hladno komoro, kjer

je bila postavljena posoda z vodo in ledom (0 °C). Stekleni£ke smo ohladili z ro£nim

kroºnim me²anjem v posodi v 3 minutah. Nato smo stekleni£ke prestavili na stresalnik
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(200 vrtlj./min in 5 °C), kjer so ostale 1 uro. Nato smo celice prestavili s stresalnika

na tla v hladni komori, kjer so, glede na poskus ostale razli£no dolgo (1 dan, 3 dni, 5

dni, 8 dni ali 15 dni). Po preteku tega £asa smo celice prestavili ponovno na stresalnik

za 1 uro, da so se celice preme²ale in nato v stresalno kopel (37 °C) za eno uro. Pri

poskusu, kjer smo merili vpliv hitrega spreminjanja temperature na celice, ki so bile

nizki temperaturi izpostavljene 1 uro, smo po ro£nem ohlajanju in enournem stresanju

celice takoj prestavili v stresalno kopel (37 °C).

3.5.6 Vpliv po£asnega spreminjanja temperature na celice, ki so bile dalj

£asa izpostavljene nizki temperaturi

Postopek je bil enak kot je opisan v prej²njem podpoglavju, le da smo celice po za£et-

nem enournem gojenju na 37 °C po£asi ohladili s stresanjem v hladni komori pri 200

vrtljajih na minuto.

3.6 Meritve opti£ne gostote

Opti£no gostoto smo merili s spektrofotometrom Multiskan spectrum podjetja Thermo

(ZDA). Ob dolo£enem £asu smo s pomo£jo brizge in igle preko gumijastega zama²ka

serumske stekleni£ke vzeli 300 µL suspenzije in jo prenesli v mikrotitrsko plo²£o. Za

slepi vzorec je sluºila enaka koli£ina sterilnega goji²£a LB. Meritve so bile izvedene pri

valovni dolºini 650 nm. Vsako meritev smo izvedli enkrat.

3.7 Meritve koncentracije CO2

Koncentracijo CO2 smo merili s plinskim kromatografom Hewlett Packard 5890A in

integratorjem Hewlett Packard 3392A. Kromatograf je imel vgrajen TCD detektor

(toplotno prevodno celico). Uporabljali smo kolono napolnjeno s Porapak R 100/120

polnilom dolºine 1,83 m in preseka 3 mm. Pretok nosilnega plina (helij) je bil 180

ml/min. Pe£ica je bila nastavljena na 50 °C, injektor in detektor pa na 100 °C.
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3.8 Izolacija beljakovin

Za lo£itev beljakovin z 2D elektroforezo smo pripravili beljakovinske ekstrakte. Kulturo

smo gojili kot je opisano v poglavjih 3.5.2 in 3.5.3, odvisno od poskusa. Po zaklju£enem

gojenju smo kulturo prenesli iz serumske stekleni£ke v 50 ml centrifugirko. Kulturo

smo pri 3000 vrtlj./min in 4 °C za 10 minut centrifugirali v centrifugi 3K30 (Sigma).

Supernatant smo odlili. Pelet smo s pomo£jo vrtin£nika resuspendirali v 50 ml Tris-

HCl. Kulturo smo ponovno za 10 minut centrifugirali pri 3000 vrtlj./min in 4 °C.

Ta postopek spiranja kulture s Tris-HCl smo 4-krat ponovili. Po zadnjem spiranju

smo celice resuspendirali v rehidracijskem pufru (urea, tiourea, CHAPS, amfoliti in

DTT), ki smo mu tik pred uporabo prime²ali DTT v kon£ni koncentraciji 65 mmol/l.

Rehidrirano kulturo smo prestavili v 2 ml mikrocentrifugirke in jo soni�cirali pri valovni

dolºini 6 mikrometrov. Kulturo smo soni�cirali 4 krat po 15 sekund s 30 sekund

premora za ohlajanje kulture. Soni�cirano kulturo smo nato centrifugirali za 30 minut

pri 4 °C in 21000G. Supernatant (beljakovinski ekstrakt) alikvotirali po 100 µl na

mikrocentrifugirko in ga prestavili na -80 °C. Pred tem smo odvzeli 60 µl ekstrakta

za merjenje koncentracije proteinov po Bradfordu. Celotno izolacijo beljakovin smo

izvedli asepti£no in na ledu. Koncentracijo beljakovin v celi£nem ekstraktu smo izmerili

metodo po Bradfordu (1976).

3.9 2D gelska elektroforeza

Dvodimenzionalna gelska elektroforeza je najbolj uveljavljena metoda za lo£evanje ve£-

jega ²tevila beljakovin. Omogo£a lo£evanje beljakovin glede na njihovo izoelektri£no

to£ko in glede na velikost (Fey in Larsen, 2001). Na tak na£in lahko med seboj lo£imo

tudi ve£ kot 1000 beljakovin. Poleg tega lahko iz gela dolo£imo tudi koli£ino posameznih

beljakovin v celici in tako zaznamo ºe najmanj²e spremembe v izraºanju beljakovin in ne

le na novo izraºenih beljakovin. Zato je posebej primerna za spremljanje odziva celice

na spremenjene okoljske dejavnike (Lilley in sod., 2001). Dvodimenzionalna gelska

elektroforeza v kombinaciji z masno spektroskopijo pa omogo£a takoj²njo identi�kacijo

lo£ene beljakovine iz gela. Tehnika je zato, kljub nekaterim pomanjkljivostim glavno
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orodje proteomike (Fey in Larsen, 2001). V na²em poskusu smo dvodimenzionalno

gelsko elektroforezo izvedli na enak na£in kot Semeni£ in sod. (2008).

3.10 Obdelava podatkov

Podatki so bili obdelani (izra£un povpre£ij in standardnega odklona) s pomo£jo pro-

grama OpenO�ce.org Calc. Gra� so bili izrisani s pomo£jo programa QtiPlot, prav

tako smo ta program uporabili za izra£un in izris regresijskih premic in njihovih

odvodov. Programa sta delovala na operacijskem sistemu Ubuntu 8.04.

Karakteristi£ni £as segrevanja in ohlajanja kulture smo izra£unali tako, da smo na

eksperimentalne podatke spreminjanja temperature po £asu (Slika 2) prilegali ekspo-

nentno ena£bo.

y = y0 + Ae−
x
t (1)

kjer je t karakteristi£ni £as, x £as v sekundah, A predeksponencialni faktor, y0 zamik

v smeri y in y temperatura pri danem £asu.

Za£etek rasti kulture po inkubacij na 5 °C za razli£no dolgo £asa smo dolo£ili tako, da

smo na eksperimentalne podatke rasti po prestavitvi na 37 °C prilegali Boltzmannovo

funkcijo. Funkcijo smo nato odvajali in tako dobili naklon krivulje v posamezni to£ki.

Arbitrarno smo se odlo£ili, da bomo za za£etek rasti privzeli tisti trenutek, ko je odvod

v to£ki presegel 0,002. Primer dolo£itve je v prilogah A in B.

Gele pridobljene iz 2D elektroforeze smo analizirali s programom Dymension podjetja

Syngene (VB).

3.11 Mikroskopiranje

Kulturo smo si ogledali z mikroskopom Reicher (Avstrija). Preparate smo barvali po

Gramu in z akridin oranºem in jih preko mikroskopa fotogra�rali z digitalnim fotoa-

paratom.
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4 REZULTATI

4.1 Merjenje temperature

4.1.1 Hitro spreminjanje temperature

Potek sprememb temperature v goji²£u pri poskusu s hitrim spreminjanjem temper-

ature je prikazan na sliki 2. Vidimo, da se goji²£e segreje nad 36 °C po 7 minutah,

37 °C pa doseºe v nadaljnje pol ure. Eksperimentalnim podatkom smo prilegali ek-

sponentno funkcijo in iz nje dolo£ili karakteristi£ni £as. Karakteristi£ni £as segrevanja

je bil pribliºno 2 minuti (118s). Za ohladitev kulture do 5 °C so potrebne 3 minute,

karakteristi£ni £as pa je v tem primeru 1,3 minute (79 sekund). Tako segrevanje kot

ohlajanje natan£no sledi eksponentni funkciji, le prva meritev v obeh primerih odstopa.

Razlog je segrevanje oziroma ohlajanje same stekleni£ke. Zaradi tega smo prvo to£ko

v obeh primerih pri ra£unanju karakteristi£nega £asa izpustili.
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Slika 2: Hitro segrevanje in ohlajanje goji²£a v serumskih stekleni£kah: � prikazuje
podatke za hitro segrevanje, • prikazuje podatke za hitro ohlajanje; graf prikazuje
povpre£ja eksperimentalnih podatkov z izra£unanimi standardnimi odkloni (n=4)

4.1.2 Po£asno spreminjanje temperature

Slika 3 prikazuje spreminjanje temperature v goji²£u pri po£asnem segrevanju in ohla-

janju. Tako kot pri hitrem ohlajanju in segrevanju se tudi tukaj podatki lepo prilegajo

eksponentni funkciji. Kultura v enourni inkubaciji ne doseºe 35 °C, ohladi pa se na

pribliºno 12,5 °C. Karakteristi£ni £as za segrevanje je pribliºno 28, za ohlajanje pa 22

minut. Podobno kot pri hitrem ohlajanju tudi tukaj spremembe temperature natan£no

sledijo eksponetni funkciji.
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Slika 3: Po£asno segrevanje in ohlajanje goji²£a v serumskih stekleni£kah: � prikazuje
podatke za po£asno segrevanje, • prikazuje podatke za po£asno ohlajanje; graf prikazuje
povpre£ja eksperimentalnih podatkov z izra£unanimi standardnimi odkloni (n=5)

4.2 Gojenje E. coli pri razli£nih temperaturnih reºimih

4.2.1 Gojenje E. coli s hitrim periodi£nim spreminjanjem temperature

Slika 4 prikazuje rast E. coli pri razli£nih temperaturnih reºimih. Kultura, ki je bila

konstantno gojena na 37° ima rastno krivuljo zna£ilne sigmoidne oblike. V stacionarno

fazo rasti preide pribliºno po 4 urah gojenja pri opti£ni gostoti 1,2. Pri kulturi, ki je

bila gojena pri reºimu 37 °C - 5 °C - 37 °C - 5 °C - 37 °C - 5 °C - 37 °C in s hitrim

spreminjanjem temperature je krivulja rasti stopni£asta. Med obdobji inkubacije na

37 °C je vidna intenzivna rast (podvojevalni £as pribliºno 25 minut); med obdobji

inkubacije na 5 °C se celice ne delijo (krivulja je vodoravna). V stacionarno fazo rasti

pride kultura gojena s periodi£nim spreminjanje temperature po pribliºno 7,5 urah pri

enaki opti£ni gostoti kot pri kulturi, ki je bila gojena konstantno na 37 °C, torej pri
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1,2. Kot je razvidno iz grafa, sta tudi hitrosti rasti obeh kultur pri inkubaciji na 37

°C primerljivi. To potrjuje Slika 5, kjer smo iz grafa na Sliki 4 izrezali obdobja ko je

bila kultura na 5 °C in se celi£na gostota ni pove£evala. Graf smo nato zlepili skupaj.

Vidimo, da je rast obeh kultur v obdobjih rasti na 37 °C skoraj enaka.
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Slika 4: Rast E. coli pri razli£nih temperaturnih reºimih gojenja: M prikazuje rast
kulture gojene neprestano pri 37 °C; � prikazuje rast bakterije gojene s hitrim sprem-
injanjem temperature; karakteristi£ni £as za segrevanje je bil 118 s, za ohlajanje pa
79 s; graf prikazuje povpre£ja eksperimentalnih podatkov z izra£unanimi standardnimi
odkloni (n=7)
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Slika 5: Rast E. coli pri gojenju s hitrim spreminjanjem temperature - modi�ciran
graf: Mprikazuje rast kulture gojene konstantno pri 37°; � prikazuje rast kulture gojene
s hitrim spreminjanjem temperature, ki smo ji gra�£no odstranili obdobja brez rasti,
ko je bila kultura na 5 °C

4.2.2 Gojenje E. coli s po£asnim periodi£nim spreminjanjem temperature

E. coli smo gojili tudi s po£asnim periodi£nim spreminjanjem temperature med 37 in

5 °C, kar prikazuje Slika 6. Tu smo kulturo ohlajali in segrevali po£asneje, pri £emer je

bil karakteristi£ni £as za segrevanje 1678 s (pribliºno 28 minut), za ohlajanje pa 1300 s

(22 minut). To je pribliºno 16-krat po£asneje kot pri hitrem ohlajanju oziroma 14-krat

po£asneje kot pri hitrem segrevanju. V tem primeru je kultura pri reºimu 37 °C - 5 °C

- 37 °C - 5 °C - 37 °C - 5 °C - 37 °C- 5 °C - 37 °C - 5 °C - 37 °C do stacionarne faze

potrebovala 11 ur, kar je 4 ure ve£ kot v primeru, ko smo kulturo ohladili in segreli

hitro (Slika 4). Podobno kot pri hitrem spreminjanju temperature smo tudi grafu na

Sliki 6 izrezali obdobja, ko je bila kultura na 5 °C in dobili graf na Sliki 7. Vidimo,

da se podatki o opti£ni gostoti pri razli£nih temperaturnih reºimih ujemajo pri niºjih
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vrednostih in ob prehodu v stacionarno fazo rasti, v fazi eksponentne rasti pa ne.
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Slika 6: Rast E. coli pri razli£nih temperaturnih reºimih gojenja:Mprikazuje rast kulture
gojene konstantno pri 37 °C; � prikazuje rast kulture gojene s po£asnim spreminjan-
jem temperature; karakteristi£ni £as za segrevanje je bil 1678 s, za ohlajanje pa 1300
s; graf prikazuje povpre£ja eksperimentalnih podatkov z izra£unanimi standardnimi
odkloni(n=4)
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Slika 7: Rast E. coli pri po£asnem spreminjanju temperature - modi�ciran graf:
Mprikazuje rast kulture gojene konstantno pri 37 °C; � prikazuje rast kulture gojene s
po£asnim spreminjanjem temperature, ki smo ji gra�£no odstranili obdobja brez rasti

4.2.3 Proizvodnja CO2 med rastjo E. coli pri razli£nih temperaturnih

reºimih

Poleg merjenja opti£ne gostote smo rast E. coli pri razli£nih temperaturnih reºimih

spremljali tudi z merjenjem koncentracije CO2 v serumskih stekleni£kah s kulturo.

Odvzeli smo vzorec plinske faze in dolo£ili vsebnost CO2 s plinskim kromatografom.

Slika 8 prikazuje spreminjanje koncentracije CO2 in spreminjanje opti£ne gostote. Kul-

tura je v stacionarno fazo pre²la pri pribliºno 16% koncentraciji CO2, kar odgovarja

opti£ni gostoti 1,2. �e iz grafa na Sliki 8 izreºemo obdobja, ko ni rasti vidimo, da sprem-

injanje koncentracije CO2 in spreminjanje opti£ne gostote dobro sovpadata (Priloga C).
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Slika 8: Rast E. coli in izmerjena koncentracija CO2: Graf prikazuje rast kulture pri
gojenju s hitrim spreminjanjem temperature (�) in izmerjeno koncentracijo CO2 (◦) v
serumski stekleni£ki. (n=7)

4.2.4 Revitalizacija kulture E. coli po hranjenju na 5 °C pri razli£nih tem-

peraturnih reºimih

Kulturo E. coli smo najprej gojili eno uro, nato smo jo ohladili na 5 °C in jo pri tej

temperaturi inkubirali za 1 uro oziroma za 1, 3, 5, 8 ter 15 dni. Za tem smo jo ponovno

prestavili na 37 °C za eno uro in opazovali rast z opti£no gostoto. Ohlajanje kulture

smo izvedli na 2 na£ina. Pri prvem je bil karakteristi£ni £as za ohlajanje 1,3 minute

(79 sekund), pri drugem je bil 21,7 minute (1300 sekund). Na Sliki 9 lahko vidimo,

da kultura, ki je bila ohlajena po£asi in 3 dni inkubirana na 5 °C, za£ne prej rasti kot

tista, ki je bila ohlajena hitro in inkubirana na 5 °C za enako obdobje.

Podatke smo obdelali kot je opisano v poglavju 3.10 in dolo£ili £as, po katerem je

posamezen vzorec pri£el rasti. Ti £asi so prikazani na Sliki 10. Vidimo, da pri kraj²ih

obdobjih inkubacije na 5 °C (1 ura in 1 dan), na£in ohlajanja na za£etek rasti nima
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vpliva, pri dalj²ih obdobjih pa je razlika precej²nja. Najdalj²o lag fazo (zamik do

za£etka rasti) smo opazili pri inkubaciji za 3 dni, kjer kultura, ki je bila ohlajena

po£asi za£ne rasti po 4 minutah, tista, ki je bila ohlajena hitro pa po 26 minutah.

Dolºina lag faze se po 5-8 dneh inkubacije na 5 °C ne pove£uje ve£.
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Slika 9: Primerjava rasti med kulturama E. coli, ki sta bili inkubirani za 3 dni pri 5 °C
in nato prestavljeni na 37 °C: • prikazujejo rast kulture, ki je bila ohlajena hitro (karak-
teristi£ni £as 1,3 minute), � prikazuje kulturo, ki je bila ohlajena po£asi (karakteristi£ni
£as 21,7 minute). �rta prikazuje krivuljo, dobljeno s prileganjem na ekperimentalne
podatke. Kultura, ki je bila ohlajena hitro je za£ela rasti po 26 minutah, kultura, ki je
bila ohlajena po£asi pa po 5 minutah (dolo£itev je prikazana v Prilogi B)
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Slika 10: Dolºina lag faze pri razli£nih reºimih ohlajanja kulture E. coli na 5 °C in
inkubaciji za razli£no dolgo obdobje: • prikazujejo rast kulture, ki je bila ohlajena hitro
(karakteristi£ni £as 79 sekund), � pa kulture, ki je bila ohlajena po£asi (karakteristi£ni
£as 1300 s). �rta je dodana zaradi bolj²e preglednosti grafa in ne dolo£a vrednosti med
to£kami.

Pri gojenju kulture E. coli na 5 °C smo opazili, da se opti£na gostota pove£uje prvih 5

dni, potem pa se rast zaustavi (Slika 11). Pri kulturi, ki je bila ohlajena hitro rast po

1 dnevu gojenja ²e ni prisotna, pri po£asi ohlajeni kulturi pa smo opazili, da kultura

na 5 °C za£ne rasti ²e pred potekom prvih 24 ur, opti£na gostota pa se pove£uje do 5

dneva gojenja na 5 °C (Slika 11). Zaradi po£asnega ohlajanja je kultura rastla ²e nekaj

£asa po prestavitvi na 5 °C (Slika 6), zato je ºe prva vrednost ve£ja od vrednosti pri

hitrem ohlajanju, kar pa ne pomeni, da je v tem £asu kultura ponovno za£ela rasti.

Obema kulturama se je opti£na gostota med gojenjem na 5 °C pribliºno podvojila.
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Slika 11: Rast kulture E. coli pri gojitvi na 5 °C: • prikazuje opti£no gostoto po gojenju
na 5 °C po hitrem ohlajanju na 5 °C, � prikazuje opti£no gostoto po gojenju na 5 °C
po po£asnem ohlajanju na 5 °C. �rta je dodana zaradi bolj²e preglednosti grafa in ne
dolo£a vrednosti med to£kami. Graf prikazuje povpre£ja eksperimentalnih podatkov z
izra£unanimi standardnimi odkloni (n=6).

Z merjenjem hitrosti rasti (opti£na gostota) in metabolizma (koncentracija CO2) smo

pokazali, da bakterije, ki smo jim hitro spreminjanjali temperaturo niso zaznale, da

so bile v vmesnem £asu na 5 °C, saj so nadaljevale z enako hitrostjo rasti kot pred

izpostavitvijo nizkim temperaturam. Da bi to potrdili na molekularnem nivoju, smo

primerjali beljakovinska pro�la kontrolne kulture gojene na 37 °C in kulture, ki smo

ji periodi£no spreminjali temperaturo. Slika 12 prikazuje gel kontrolne stekleni£ke, ki

je bila 4 ure konstantno gojena na 5 °C, Slika 13 pa gel vzor£ne stekleni£ke, ki je bila

gojena 7 ur pod reºimom 37 °C - 5 °C - 37 °C - 5 °C - 37 °C - 5 °C - 37 °C. Analiza obeh

gelov je pokazala, da si statisti£no nista razli£na. Vse beljakovine, ki so prisotne na

enem gelu lahko najdemo tudi na drugem, prav tako pa ni statisti£no zna£ilnih razlik

v koncentraciji posameznih beljakovin.
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Slika 12: Beljakovinski pro�l kulture E. coli gojene konstantno pri 37 °C za 4 ure:
Beljakovine so lo£ene glede na pH (horizontalno) in molekulsko maso (vertikalno).

Slika 13: Beljakovinski pro�l kulture E. coli gojene 7 ur pod reºimom 37 °C - 5 °C -
37 °C - 5 °C - 37 °C - 5 °C - 37 °C. Beljakovine so lo£ene glede na pH (horizontalno) in
molekulsko maso (vertikalno).
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5 RAZPRAVA

V diplomski nalogi smo ºeleli preu£iti kako periodi£no spreminjanje temperature med

rastjo bakterij vpliva na rast mikrobnih celic. Odlo£iti smo se morali s kak²no ampli-

tudo, frekvenco in hitrostjo spremembe bomo celice gojili. V literaturi je zelo malo

podatkov o tem, kak²ne temperaturne gradiente so raziskovalci uporabili pri preu£e-

vanju ohladitvenega ²oka, zato smo si gradiente izbrali po lastni presoji. Za po£asnej²o

razli£ico smo izbrali ohlajanje s karakteristi£nim £asom 1300 sekund. S hitrej²o ra-

zli£ico ohlajanja pa smo ºeleli kulturo £im hitreje ohladiti, saj smo ºeleli preveriti, kako

se bodo celice odzvale na zelo hitro ohladitev. Predvidevali smo, da se celica na 5

minutno ali hitrej²e ohlajanje ne bo odzvala, zato smo posku²ali celice ohladiti prej

kot v 5 minutah. Uporaba vodne kopeli s temperaturo 0 °C ob so£asnem spremljanju

temperature se je izkazala za dovolj hitro in ponovljivo metodo.

Kot kontrola nam je sluºila kultura E. coli gojena na 37 °C, ki je rastla po pri£akovanjih

(Slika 4). Pri hitrem spreminjanju temperature je v skladu s pri£akovanji kultura pri

gojenju na 37 °C eksponentno rastla, v £asu gojenja na 5 °C pa rasti nismo opazili.

Zanimivo je, da je kultura po ponovni prestavitvi na 37 °C, takoj za£ela rasti z enako

hitrostjo kot v predhodnem ciklu gojenja na 37 °C. To kaºe na to, da celice s hitro

ohladitvijo �zamrznemo� v trenutnem �ziolo²kem stanju (torej v eksponentni fazi rasti).

Po ponovni prestavitvi na 37 °C celice rastejo naprej enako hitro kot pred ohladitvijo.

Celice ne zaznajo, da so bile v vmesnem £asu na 5 °C. To je v skladu z na²o hipotezo,

da hitra sprememba temperature celicam ne dopu²£a metabolne prilagoditve.

Da bi to potrdili, smo iz celic gojenih konstantno pri 37 °C in celic gojenih pod reºimom

37 °C - 5 °C - 37 °C - 5 °C - 37 °C - 5 °C - 37 °Cs hitrim ohlajanjem izolirali beljakovine

in naredili 2D elektroforezo. Zanimalo nas je, ali se bo v vzorcu pojavila kak²na nova

beljakovina in ali se bo spremenila koncentracija katere od ºe prisotnih beljakovin.

Tako eno kot drugo bi pomenilo, da se je celica odzvala na okoljske spremembe in

da je zato sposobna spremembe v £asu spreminjanja temperature, torej prej kot v

3 minutah. Analiza podatkov elektroforeze je pokazala, da sta beljakovinska pro�la

enaka. Izraºanje beljakovin se koli£insko ni spremenilo, prav tako med gojenjem ni
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nastala nobena nova vrsta beljakovine. Gojenje celic pod reºimom 37 °C - 5 °C - 37 °C

- 5 °C - 37 °C - 5 °C - 37 °Cs hitrim ohlajanjem na metabolizem celic torej ni vplivalo. S

tem smo potrdili hipotezo, da hitro ohlajanje kulture celicam ne dopu²£a prilagoditve.

Metabolizem celic se ni spremenil in zato se posledi£no ni spremenila niti rast.

Druga£no obna²anje celic smo zasledili pod reºimom 37 °C - 5 °C - 37 °C - 5 °C - 37

°C - 5 °C - 37 °C - 5 °C - 37 °C - 5 °C - 37 °C s po£asnim spreminjanjem temperature

(Slika 6). Kultura je rastla pri gojenju na 37 °C in mirovala na 5 °C, prehod pa

je bil v primerjavi s prej²njim na£inom gojenja zna£ilno bolj po£asen. Celice so za

prenehanje rasti po prestavitvi na 5 °C potrebovale pribliºno 20 minut, prav toliko za

ponoven za£etek rasti po prestavitvi na 37 °C. Kultura, ki je bila gojena s po£asnim

ohlajanjem in ogrevanjem je do stacionarne faze rasti potrebovala precej ve£ £asa (11

ur) kot tista, ki je bila gojena s hitrim ohlajanjem in ogrevanjem (7 ur). Razlog je v

temu, da je bila slednja med gojenjem v povpre£ju izpostavljena vi²jim temperaturam.

Prehod je bil namre£ oster in v le nekaj minutah po prestavitvi iz 5 na 37 °C je kultura

ºe rastla z najve£jo hitrostjo. Nasprotno je kultura, ki je bila ohlajena in segreta

po£asi po prestavitvi iz 5 na 37 °C potrebovala veliko £asa da se je temperatura goji²£a

pribliºala optimalni in je kultura dosegla najve£jo hitrost rasti. Glede na literaturo

bi pri£akovali, da prilagoditev celic med po£asnim ohlajanjem vpliva na hitrost rasti

po ponovni prestavitvi na 37 °C in da bo hitrost rasti pri kulturi, ki je bila ohlajena

po£asi, po£asnej²a (Ng in sod., 1962). Za natan£no dolo£itev razlike v hitrosti rasti

nismo opravili poskusa, zato tega ne moremo potrditi.

2D eletroforeze v tem primeru nismo naredili, saj so to predhodno ºe opravili Semeni£

in sod. (2008). Ugotovili so, da po£asno periodi£no spreminjanje temperature med 37

in 4 °C spremeni beljakovinski pro�l bakterij, saj so se nekatere beljakovine izraºale

bolj intenzivno, nekatere pa manj intenzivno kot pri kontrolni kulturi, ki je bila gojena

konstantno pri 37 °C. �e je £asa dovolj se pri periodi£nem spreminjanju temperature

torej molekularni odgovor na spremenjene razmere razvije. V na²em eksperimentu

£asa o£itno ni bilo dovolj in zato ni bilo odgovora. Za uspe²no prilagoditev celic na

spremenjene razmere je torej bistvena hitrost spremembe.

Poleg merjenja opti£ne gostote smo med rastjo kulture spremljali tudi koncentracijo
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CO2 pri hitrem spreminjanju temperature. Ugotovili smo (Slika 8 in Priloga C), da

se koncentracija CO2 s £asom spreminja podobno kot opti£na gostota. Koe�cient ko-

relacije med opti£no gostoto in koncentracijo CO2 zna²a 0,975. To je pri£akovan rezul-

tat, saj se za rast potrebna energija proizvaja pri celi£nemu dihanju, katerega kon£ni

produkt je CO2.

Z naslednjim poizkusom smo ugotavljali, ali hitrost ohlajanja kulture vpliva na rast

kulture pri ponovnem gojenju na 37 °C. Primerjali smo 2 na£ina ohlajanja - takega

s karakteristi£nim £asom 1,3 minute (hitro ohlajanje) in takega s karakteristi£nim £a-

som 21,7 minute (po£asno ohlajanje). Ugotovili smo, da za kulturo pri kraj²ih £asih

gojenja (1 ura in 1 dan) na 5 °C na£in ohlajanja ni pomemben, pri dalj²em gojenju (3,

5, 8 in 15 dni) na 5 °C pa se je pojavila razlika (Slika 10). �as potreben za za£etek rasti

se je pove£eval s £asom inkubacije na 5 °C. Dolºina lag faze se pri po£asnem in hitrem

ohlajanju spreminja na podoben na£in, zato lahko sklepamo, da je vzrok za lag fazo na

celi£nem nivoju v obeh primerih enak, le obseg je razli£en. Iz grafa je razvidno, da po

prestavitvi na 5 °C v celici ²e potekajo dolo£eni procesi, saj se z dalj²anjem izpostavitve

nizkim temperaturam dalj²a tudi £as, potreben za ponoven za£etek rasti pri ponovnem

gojenju na 37 °C ne glede na predhodno zgodovino gojenja. Poleg tega je o£itno, da

so celice, ki so se po£asi ohlajale in so imele moºnost za prilagoditev bolje prilagojene

na hranjenje na nizki temperaturi.

Pojav lag faze po ponovni prestavitvi na 37 °C po inkubaciji na 5 °C je mogo£e povezan

s pojavom �lamentozne rasti pri tej temperaturi. Kulture, ki so bile hitro ohlajene na

5 °C in 8 ali 15 dni gojene pri tej temperaturi smo po koncu gojenja pogledali pod

mikroskopom. Opazili smo �lamente dolºine do 150 µm, ki jih pred gojenjem na 5 °C

ni bilo. Kulturo smo nato gojili na 37 °C in opazili, da se �lamenti razgradijo. To je

v skladu z dosedanjimi raziskavami (Shaw, 1968). Fotogra�ja kulture po 15 dnevnem

gojenju na 5 °C je v Prilogi D.

Pri inkubaciji na 5 °C se je ne glede na reºim spreminjanja temperature opti£na gostota

povi²ala za pribliºno 2-krat, kar je v skladu z rezultati prej²njih raziskav (Gill in sod.,

2001). Moºna razlaga za enako pove£anje opti£ne gostote pri obeh temperaturnih

reºimih je ta, da je v celicah v obeh primerih pribliºno enako ²tevilo beljakovin v
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fazi prevajanja na ribosomih. Ko se vse obstoje£e mRNA molekule prepi²ejo se rast

zaustavi, saj nove mRNA molekule ne nastanejo (Jones in Inouye, 1994; Broeze in

sod., 1977). Zaradi tega je pove£anje opti£ne gostote enako, kljub temu, da kultura,

ki je bila ohlajena po£asi za£ne rasti pred kulturo, ki je bila ohlajena hitro. Navedene

domneve bi bilo potrebno ²e dodatno eksperimentalno potrditi.

�e primerjamo Sliko 10 in Sliko 11 vidimo, da je rast na 5 °C prisotna do 5 dneva gojenja

pri tej temperaturi, enako dolgo pa se pove£uje tudi dolºina lag faze po revitalizaciji na

37 °C. O£itno je, da sta rast pri nizki temperaturi in dolºina lag faze po revitalizaciji

povezana. To bi lahko bilo povezano s pretvorbo celic v �lamentozno obliko. Moºno

je, da se celice pri po£asnem ohlajanju v manj²i meri pretvorijo v �lamentozno obliko

in zato pri ponovni izpostavitvi vi²ji temperaturi prej za£nejo rasti.

5.1 Sklepi

� celice E. coli se ne odzivajo na spremembe temperature iz 37 na 5 °C, ki se zgodijo

prej kot v 3 minutah; to kaºe beljakovinski pro�l celic, ki se glede na beljakovinski

pro�l celic, ki so gojene konstantno pri 37 °C, ne spremeni

� celice, ki jih hitro ohladimo iz 37 °C na 5 °C in tam gojimo za 8 ali 15 dni, rastejo

�lamentozno; po ponovni prestavitvi na 37 °C se podalj²a lag faza glede na celice,

ki smo jih po£asi ohladili iz 37 na 5 °C, kar kaºe, da je za bolj²e preºivetje celic

na nizki temperaturi potrebna prilagoditev celic.
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6 POVZETEK

Mikroorganizmi ºivijo v okolju, ki se nenehoma spreminja. Eden od dejavnikov, ki

opredeljujejo rast mikroorganizmov je temperatura. Rast pri konstatnih temperaturah

je pri bakteriji Escherichia coli ºe dobro preu£ena, zato smo se pri na²ih raziskavah

osredoto£ili na vpliv periodi£nih sprememb temperature na rast. Z gojenjem celic

v zaprtem rastnem sistemu in merjenjem opti£ne gostote s spektrofotometrom smo

preu£evali odziv celic na periodi£no nihanje temperature med 37 in 5 °C. Poleg spreml-

janja rasti z opti£no gostoto smo merili tudi koncentracijo CO2 v plinski fazi. Ugotovili

smo, da se koncentracija CO2 spreminja podobno kot opti£na gostota ne glede na reºim

spreminjanja temperature.

Zanimalo nas je, ali se celice lahko odzovejo na hitre periodi£ne spremembe tempera-

ture. Ugotovili smo, da je sprememba temperature iz 37 na 5 °C, ki se zgodi v £asu, ki

je kraj²i od 3 minut premalo za odziv celic na spremenjene razmere, saj so ob ponovni

inkubaciji na 37 °C rasle enako kot pred izpostavitvijo nizki temperaturi. Da bi prever-

ili, £e se zaradi nihanja temperature spremeni beljakovinski pro�l celice smo naredili

2D elektroforezo beljakovinskih ekstraktov kulture, ki je bila gojena konstantno pri

37 °C in kulture, ki smo jo izmeni£no gojili pri 37 in 5 °C. Rezultati so potrdili na²e

domneve, da celice ostanejo nespremenjene, saj med geloma ni bilo zna£ilnih razlik.

Spremljali smo tudi rast E. coli pri gojenju na 5 °C. Ugotovili smo, da se opti£na

gostota pove£uje 5 do 8 dni, nato pa ostane konstantna. Kultura, ki je bila iz 37 na 5

°C ohlajena po£asi je za£ela rasti prej kot tista, ki je bila ohlajena hitro. Sklepamo, da

se celice med po£asnim ohlajanjem bolj²e prilagodijo nizkim temperaturam. Z ogledom

mikroskopskih preparatov celic, ki so bile hitro ohlajene in gojene za 8 ali 15 dni na 5

°C smo ugotovili, da so se celice med inkubacijo pri 5 °C podalj²ale, £emur smo tudi

pripisali pove£anje opti£ne gostote.
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Priloga A: Rast E. coli po 5 dnevnem gojenju na 5 °C in aproksimacija podatkov z

Boltzmannovo funkcijo. To£ke predstavljajo eksperimentalne vrednosti, krivulja pa

njihovo aproksimacijo z Boltzmannovo funkcijo.
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Priloga B: Primera dolo£itve za£etka rasti kulture po 3 dnevnem gojenju E. coli na 5

°C. Krivulja predstavlja odvod funkcije, ki smo jo prilegali na podatke dobljene po 3
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dnevnem gojenju E. coli na 5 °C, kriº pa ozna£uje to£ko, ki smo jo dolo£ili kot za£etek

rasti kulture. Na y os je nane²en k, ki predstavlja naklon tangente v posamezni to£ki

funkcije, ki smo jo dobili s prileganjem na eksperimentalne podatke, ki prikazujejo rast

E. coli po prestavitvi na 37 °C po 3 dnevni inkubaciji na 5 °C.
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Priloga C: Rast E. coli in izmerjena koncentracija CO2: Graf prikazuje rast kulture pri

reºimu 37 °C - 5 °C - 37 °C - 5 °C - 37 °C - 5 °C - 37 °C ( � ) in izmerjeno koncentracijo

CO2 (◦) v serumski stekleni£ki potem kosmo izrezali obdobja, ko je bila kultura na 5

°C.



Stojkovi£ G. Vpliv hitrega periodi£nega spreminjanja temperature na rast bakterije Escherichia coli.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni²ka fakulteta, Enota medoddel£nega ²tudija mikrobiologije, 2008

Priloga D: Escherichia coli po 15 dnevnem gojenju na 5 °C. Na fotogra�ji vidimo celice

�lamentozne oblike, ki so zna£ilne za E. coli gojeno pri nizkih temperaturah.


