
ANNALEŚ
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKŁODOWSKA

LUBLIN—POLONIA
VOL. XXXVIII, 2 SECTIO C 1983

Instytut Mikrobiologii UMCS 
Zakład Mikrobiologii Ogólnej

Maria WIClNSKA, Ewa PONIATOWICZ, 
Wincenty DRO2AŃSKI
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Determination of Base Composition of DNA from a Bacterium Pathogenic 
for Amoebae

Bakteria patogenna dla ameb została wyizolowana z ameby glebowej 
przez Drożańskiego (4). Otrzymano ją w czystej kulturze ameba— 
pasożyt bakteryjny (6) i częściowo scharakteryzowano. Jest to Gram- 
-ujemna pałeczka o wymiarach 1,3—2,1 pX0,6—0,8 p, o lofotrichalnym 
urzęsieniu, nie wytwarzająca endospor ani otoczek (5). Drobnoustrój ten, 
zakażając Acanthamoeba castellanii, powoduje zmiany w rozmieszczeniu 
organelli komórkowych, ich uszkodzenie, a następnie całkowitą lizę ko­
mórki gospodarza (8). Nie obserwowano wzrostu bakterii na podłożach 
bakteriologicznych i na dezintegracie amebowym (7). Namnaża się ona 
w wolno żyjących amebach, wyizolowanych z gleby i zbiorników wod­
nych, nie zakaża zarodków kurzych, myszy, świnek morskich i królików 
(5). Mimo że znana jest morfologia bakterii patogennej dla ameb i bu­
dowa mureiny w jej ścianie komórkowej (D różański, dane nie opu­
blikowane) nie została ona dotychczas sklasyfikowana z powodu trudności 
w określeniu jej wymagań wzrostowych (7).

W niniejszej pracy ustalono procentową zawartość par zasad guani- 
na—cytozyna (GC) i adenina—tymina (AT) w DNA bakterii patogennej 
dla ameb.

MATERIAŁY I METODY

Mikroorganizmy. Acanthamoeba castellanii — szczep otrzymany od Dr. 
W. Balamutha (Department of Zoology University of California). Bakteria pa­
togenna dla ameb — wyizolowana przez Drożańskiego (Instytut Mikrobiologii 
UMCS). Micrococcus lysodeikticus (Muzeum szczepów Zakładu Mikrobiologii Ogól­
nej UMCS).
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Otrzymywanie masy bakteryjnej. Acanthamoeba castellanii na- 
mnażano na wytrząsarce w temp. 28°C w 500 ml kolbach Erlenmeyera, zawierają­
cych po 250 ml pożywki dla ameb, wg Banda (1). Hodowlę ameb w logarytmicznej 
fazie wzrostu (ok. 2X10® komórek/ml) zakażano 10 ml hodowli bakterii patogennej 
dla ameb i nadal inkubowano, aż do uwolnienia drobnoustrojów z komórek gospo­
darza (24—48 godz.). Bakterie, odwirowane przy 6000 obr./min. przez 20 min., od­
dzielano od cyst i ameb, które nie uległy lizie przez wirowanie przy 1000 obr./min. 
przez 10 min. Enzymy hydrolityczne zawarte w lizosomach i sedymentujące razem 
z bakteriami przeprowadzano w formę rozpuszczalną, dodając do zawiesiny bakterii 
w płynie fizjologicznym Triton X-100 w stężeniu 0,1%. W celu oddzielenia bakterii 
od rozpuszczalnych hydrolaz, w tym DNA-zy amebowej, zawiesinę komórek bakterii 
nanoszonono na 15% roztwór sacharozy i wirowano przy 6000 obr./min. przez 30 min. 
Procedurę powtarzano kilkakrotnie, aż do zaniku w supernatancie aktywności 
DNA-zy (9).

Micrococcus lysedeikticus namnażano na płytkach Petriego z agarem odżyw­
czym. Po 24 godz. inkubacji w temp. 37°C bakterie zawieszano w 0,15 M NaCl+0,1 M 
EDTA pH 8,0 i odwirowywano przy 6000 obr./min. przez 20 min.

Izolowanie DNA. DNA izolowano zmodyfikowaną metodą M a r m u r a 
(13). 5 g wilgotnej masy bakteryjnej zawieszano w 60 ml 0,15 M NaCl+0,1 M EDTA 
pH 8,0 i trawiono lizozymem (50 mg) przez 20 min. w temp. 37°C. Następnie doda­
wano 5 ml 25% roztworu SDS i inkubowano przez 20 min. w temp. 60°C. Po ochło­
dzeniu do temperatury pokojowej dodawano nadchloran sodu do stężenia 1 M 
i odbiałczano równą objętością mieszaniny chloroform—alkohol izoamylowy (24:1), 
łagodnie mieszając przez 20 min. Po odwirowaniu przy 5000 obr./min. przez 20 min., 
DNA znajdujące się w fazie wodnej wytrącano ochłodzonym etanolem. Precypitat 
rozpuszczano w 0,015 M NaCl+0,0015 M cytrynianu sodu (SSC) pH 7,0, dodawano 
RNA-zę do stężenia 50 pg/ml i inkubowano 30 min. w temp. 37°C. Następnie DNA 
poddawano odbiałczaniu i wytrącano etanolem. Odbiałczanie prowadzono kilka­
krotnie do chwili, kiedy nie wykryto obecności białka metodą L o w r y (11). Po 
rozpuszczeniu DNA w SSC dodawano 1/5 objętości 3 M octanu sodu+0,001 M EDTA 
pH 7,0, a następnie wytrącano DNA, dodając kroplami 0,54 objętości izopropanolu. 
Precypitat przemywano 70% etanolem i rozpuszczano w SSC. W celu otrzymania 
DNA bakterii patogennej dla ameb komórki bakterii poddawano dwukrotnej de­
zintegracji ultradźwiękami o amplitudzie 4, 8, 12, 14 i 16 (im w temp. 0°C w czasie 
30 sek. dla każdej amplitudy, stosując 30-sekundowe przerwy. Przed inkubacją 
z SDS dezintegrat trawiono pronazą (0,5 mg/ml) przez 20 min. w temp. 37°C. Obok 
otrzymanych preparatów DNA z M. lysodeikticus i bakterii patogennej dla ameb 
w oznaczeniach składu zasad DNA stosowano preparat handlowy DNA z grasicy 
cielęcej (Sigma).

OZNACZANIE SKŁADU PROCENTOWEGO ZASAD DNA

Metoda depurynacji. Roztwór DNA o stężeniu 400—800 pg/ml (0,5 ml) 
umieszczano w workach dializacyjnych wygotowanych w SSC pH 7,0 i przepłuka­
nych SSC pH 1,58. Worki przenoszono do probówek zawierających po 6 ml SSC 
pH 1,58. Po 24 godz. delikatnego wytrząsania w temp. 37°C oznaczano gęstość op­
tyczną (OD) dializatu w zakresie bliskiego ultrafioletu wobec standardowego roz­
tworu SSC pH 1,58. Molową frakcję GC obliczano wg wzoru:

a—c+(d—b)R
(10).
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gdzie XG=molowa część guaniny, R=ODM5/OD280, a, b, c, d—wielkości wyznaczone 
doświadczalnie: 0=13,25 — molarna absorpcja adeniny przy 265 nm, b = 5,2 — mo- 
larna absorpcja adeniny przy 280 nm, c=7,4 — molarna absorpcja guaniny przy 
265 nm, d=7,0 — molarna absorpcja guaniny przy 280 nm.

Wyznaczanie punktu topnienia Tm. Oznaczanie temperatury top­
nienia Tm DNA przeprowadzano wykonując pomiar OD przy 260 nm w ogrzewa­
nych kiuwetach kwarcowych wobec standardowego roztworu SSC i SSC 10-krotnie 
rozcieńczonego. Ilość GC w DNA obliczono wg wzoru:

GC = (Tm—60,3)X2,44 dla DNA w SSC,
GC=(Tm—53,9) X 2,44 dla DNA w SSC 10-krotnie rozcieńczonym (12).
Metoda brominacji. Reakcję przeprowadzano w oparciu o metodę opi­

saną przez W a n g a (17). Próbki DNA dializowano przez całą noc wobec wody 
destylowanej. Następnie DNA rozcieńczano 1 N H2SO4 tak, aby gęstość optyczna 
przy 260 nm wynosiła 0,4—0,8. Wodne 1 mM roztwory dezoksyrybonukleotydów 
(Sigma) rozcieńczono 1 N H2SO4 do stężenia 0,05 mM i użyto je jako wzorce. Zmie­
rzono OD roztworów wzorcowych i preparatów DNA przy 270 i 360 nm wobec 
1 N H2SO4 Różnicę OD270—ODseo oznaczono jako ODB. Następnie do probówek 
odmierzono po 3 ml każdej z próbek DNA i dodano po 0,1 ml 6 mM wodnego roz­
tworu N-bromoacetamidu (NBA). Do kontroli zawierającej 1 N H2SO4 dodano 
0,075 ml NBA. Po 2 godz. inkubacji w temperaturze pokojowej mierzono gęstość 
optyczną przy 270 i 360 nm. Różnicę OD27ir-OD,,, oznaczono jako ODA. Zawartość 
AT w badanym materiale obliczono wg wzoru:

100x(ODAa+ODAt)+(100-x) (ODAo+ODAc) 
-------------------------------------------------------------

X(ODBa+ODBT) + (100—x) (ODBa + ODBC)
ODA

gdzie x=%AT, P= ------ X100.
ODB

Hydroliza DNA i chromatografia bibułowa. 2,5 mg zliofili- 
zowanego DNA zawieszano w 0,05 ml 12 N HC1O4. Hydrolizę prowadzono w 100°C 
przez 60 min. (2). Następnie rozcieńczano próbkę wodą redestylowaną do objętości 
0,5 ml i odwirowywano od brunatnych pozostałości. Klarowny hydrolizat DNA 
w ilości 20—40 ml nanoszono na bibułę Whatmana nr 1 o wymiarach 18X50 cm. 
Jako wzorce użyto 4 zasady: A, G, C, T w stężeniach 2 mg/ml 1,2 N HC1O4 które 
nanoszono na bibułę w postaci mieszanin zasad w różnych stosunkach ilościowych. 
Chromatogram rozwijano 25 godz. w 2 N HC1 w mieszaninie izopropanol—woda 
(65:35) (2). Zidentyfikowano poszczególne zasady, obliczając współczynniki migracji 
(R, i Rt) dla otrzymanych plam. Rozdzielone zasady wyeluowano z bibuły 0,1 N 
HC1 i spektrofotometrycznie określono ich stężenia. Na podstawie molarnych eks­
tynkcji zasad przy charakterystycznych dla nich długościach fal obliczono procen-

OD
tową zawartość zasady w badanym DNA wg wzoru: molarność=----- , gdzie OD=gę-

e
stość optyczna dla Xmax, e = molarna ekstynkcja (2).

Wszystkie pomiary spektrofotometryczne w powyższych metodach wykonywano 
na spektrofotometrze UV-Vis Varian Techtron Model 635.

WYNIKI I DYSKUSJA

Przeprowadzona analiza widmowa otrzymanych preparatów DNA 
wskazuje na wysoki stopień ich oczyszczenia (tab. 1, ryc. 1, 2 i 3).
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Zawartość AT i GC w badanych preparatach DNA, wyznaczona me­
todą depurynacji i reakcji z N-bromoacetamidem, jest zgodna z danymi 
przedstawionymi w literaturze (10, 17) i wynosi 71% GC i 28% AT w DNA
M. lysodeikticus oraz ok. 40% GC i 59% AT w DNA grasiczym. Procen­
towy skład DNA bakterii patogennej dla ameb określony tymi metodami 
przedstawia się następująco: 46% GC i 56% AT (tab. 2 i 3, ryc. 1, 2 i 3).

Tab. 1. Analiza widmowa badanych preparatów DNA 
Analysis of UV absorbance profiles of DNA samples

r......................
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i
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1 OD280/OD260
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i - * **.................................... 1
[ U.lyoodolktlouo J 0,47

•

; -0,57
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1 Oraolaa olal*oa
1 Calf thymua , 0.36 , 0,66

Tab. 2. Zawartość GC w badanych preparatach DNA, oznaczona metodą depurynacji 
GC eontent of DNA samples astimated by depurinatioin

« źródło DNA 
ii DNA Bouroe

11 Bakteria patogenna 
Jj dla ameb
« Becterium pethogenic 
« for emoebee

J U•lysodeikticus

J Grasica clelfoa 
n Calf thymus glandU

1,75

1.40

0D265/0D280

1,84

Tab. 3. Zawartość AT w badanych preparatach DNA, oznaczona metodą brominacji 
AT oontent of DNA samplets estimated by bromination

N
1, źródło DNA

DNA source

r-
I
(

...........
p ‘

1

AT
%

1
HHBfii >ai

i!
Bakteria patogenna 1 1

ii

■
» dla ameb 1 35,50 i 56,6 M
* Becterium pethogenic 1 1 H
2 for emoebee 1 1 N

n
[' M.lyeodeiktioue 1 22.40 , 28, l“ u■
u.............................................. - - - - -

2 Grasioa ci elfca 1 36,25 ! 59,0^
N
1

■ Calf thymus gland 1
1 ■ 1 B-r1_____________

»1
•a«

* Średnia z 2 powtórzeń. * Mean values of 2 experiments.
** Średnia z 5 powtórzeń. ’* Mean values of 5 experiments.
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Zawartość AT i GC, oznaczona metodą chromatografii bibułowej hy­
drolizatu DNA bakterii patogennej dla ameb, wynosi 56,7% AT i 42,3% GC 
(tab. 4).

Punkt topnienia Tm DNA bakterii patogennej dla ameb i DNA gra- 
siczego wyznaczono w dwóch stężeniach SSC. Nachylenie krzywej Tm 
zależy od rodzaju anionu silnego elektrolitu obecnego w roztworze, na­
tomiast położenie krzywej Tm w stosunku do osi temperatur zależy od

Tab. 4. Zawartość AT i GC w DNA bakterii patogennej dla ameb, oznaczona metodą 
chromatografii bibułowej

AT and GC content of bacterial parasite DNA estimated by paper chromatography

jZasada

u Bane

Stężenie zneady />bM/ 
w 0,1 K HC1 po elucji 
z bibuły
Bano conc. Zi

AT.OC* **

1 aftin 0.1 N HC1 aft er 
elution from paper

0,0870

0,0638

56,7

43.3
0,0565

* Ze względu na niski odzysk, jaki uzyskano podczas elucji tyminy (T) z bi­
buły, pominięto ją w obliczeniach.

** Średnie z 4 powtórzeń.
*** Średnie z 4 powtórzeń, obliczone na podstawie stężeń A i C oraz A i G.

* Since thymine (T) wais not well eluated by 0.1 N HC1 from paper iits values 
were omitted in calculations.

** Meam values of 4 experiments.
*** Mean valuess of 4 experimemts calculated from A and C, A and G com- 

centrations.

Tab. 5. Zawartość GC w DNA bakterii patogennej dla ameb obliczona na podstawie 
temperatury topnienia (Tm)

GC comtent of DNA of bacterial parasite estimated by mełting temperaturę (Tm)

1 Próbka EGA
1 DNA sample

Ta
1 °c

■■ »«

\ 1
oc
%

”11■■■1■II

IGA w SSC 10 x roao. i l
. 70.7 43.5“

■■i
HII

DNA in 0.1 x SSC R
• - - r - - - HU

DNA W SSC ' 86,9 i 43,2“ nN
DNA in 1 x SSC i n

H

* Średnia z 2 powtórzeń. * Meain value of 2 experiments.
** Średnia z 3 powtórzeń. ** Meam vaiue of 3 experiments.
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Ryc. 1. Krzywa absorpcji UV DNA bak­
terii patogennej dla ameb, 1 — przed 

i 2 — po brominacji 
UV absorbance profile of bacterial pa- 
rasite, 1 — before and 2 — after bro- 

mination

Ryc. 2. Krzywa absorpcji UV DNA M. 
lysodeikticus, 1 — przed i 2 — po bro­

minacji
UV absorbance profile of M. lysodeikti­
cus DNA, 1 — before and 2 — after 

bromination

Ryc. 3. Krzywa absorpcji UV DNA gra- 
siczego, 1 — przed i 2 — po brominacji 
UV absorbance profile of calf thymus 
DNA, 1 — before and 2 — after bro­

mination

55 60 65 70 75 BO tempCC)
Ryc. 4. Temperatura topnienia (Tm), 
1 — DNA bakterii patogennej dla ameb 
i 2 — DNA grasiczego w SSC 10-krot-

> nie rozcieńczonym
Thermal denaturation curves (Tm), 1 — 
Tm of bacterial parasite DNA and 2 — 
Tm of calf thymus DNA in 0.1 X SSC

ODt
* Wartość-------- z uwzględnieniem

OD„
poprawki na rozszerzalność termiczną 
wody (12).

ODt
* Value-------- corrected for therm

ODm
al expansion of water (12).
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siły jonowej roztworu oraz od wielkości i wartościowości kationu. 
W związku z tym do wartości Tm uzyskanej dla DNA w 10-krotnie roz­
cieńczonym roztworze SSC dodano wyznaczoną doświadczalnie wartość 
15,4 (12). Ponieważ wartość Tm uzyskana dla DNA grasiczego różniła 
się o 2,8° od temperatury topnienia tego DNA podanej w literaturze (12), 
różnica ta została uwzględniona w odniesieniu do pomiarów wykonanych 
na spektrofotometrze Varian Techtron. Ilość GC, określona tą metodą dla 
DNA bakterii patogennej dla ameb, wynosi średnio 43,3% (tab. 5, ryc. 4).

Procentowa zawartość par zasad w DNA bakterii patogennej dla 
ameb, obliczona jako średnia oznaczeń wykonanych czterema różnymi 
metodami, wynosi 56,5% AT i 43% GC. DNA bakterii patogennej dla 
ameb ma zawartość GC zbliżoną do endosymbitonów Paramecium cauda- 
tum, w których DNA % GC wynosi od 33 dla mu do 49 dla lambda (14). 
Organizmy te wykazują pod tym względem podobieństwo do niektórych 
tlenowych drobnoustrojów z rodzaju Flavobacterium i Proteus (14). Ist­
nieje pewne ich podobieństwo również do form wewnątrzkomórkowych 
bytujących w organizmach kręgowców i stawonogów — zawartość GC 
dla rodzaju Rickettsia waha się w granicach 30—45% i zbliżona jest do 
zawartości GC w DNA Caedobacter (16). Wartości GC, uzyskane dla DNA 
obligatoryjnego pasożyta ameb, są również zbliżone do wartości GC okre­
ślonej dla DNA Legionella penumophila (39% GC) (2), patogennej dla 
człowieka gramujemnej pałeczki, której wektorami przenoszącymi mogą 
być ameby, a wśród nich Acanthamoeba castellanii (15).
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PE3IOME

OnpeaejiHJiM cocraB inejioueii flHK naTorenHoit ajih aMeb baKTepnn, BbiflejieHuow 
b 1956 r. ApostaHbCKHM. ripuMeneubi MeTo^bi flenypnHaipiw, xpoMaTorpa4>nn 
KMCJioTHOro rnflpoflM3aTa HHK, peaKunM c N-6poMauaTaMHflOM u onpeflejieHwe TeM- 
nepaTypbi njiaBjienna flHK. YcTaHOBjieHO, hto b HHK 3Toro objinraTnoro BiiyTpu- 
KjieTOHHoro napa3irra okojio 43% cocTaBjiaeT Tli, okojio 57% — AT.

SUMMARY

The DNA base composition from the bacterium pathogenic for amoebae (D r o- 
żański, 1956) was assayed. Depurination, bromination, ultraviolet absorbance — 
temperaturę profile and paper chromatography of acid hydrolyzates were used 
for determination of DNA base composition. It was found that DNA of this obligate 
intracellular bacterial parasite contained about 43% guanine plus cytosine and 57% 
adenine plus thymine.


