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Tworzenie substancji antybiotycznej przez Bacillus sp. nr 26 (20) a

O6pa3OBaHne aHTn6u0THHecK0fi cy6cTant(HM M3 Bacillus sp. JVs 26(20)a

Formation of Antibiotic Substance by Bacillus sp. No. 26 (20)a

W poprzednich doniesieniach podano wyniki badań nad wpływem wyciągów z larw mola woskowego (Galleria mełlonella L.) na wzrost prątków kwasoopomych na podłożu z antybiotykami i sulfatiazolem (2, 3, 12). W ostatnich pracach badano wpływ produktów metabolizmu szczepu Bacillus galleriae nr 7 n. sp. (8), wydzielonego z flory jelit larw mola woskowego, na wzrost prątków kwasoopomych (9, 10). Działanie to jest prawdopodobnie związane z obecnością substancji antybiotycznie aktywnych, wytwarzanych przez mikroflorę larw mola woskowego.W pracy niniejszej badano warunki powstawania substancji czynnej antybiotycznie w hodowli Bacillus sp. nr 26(20)a. Szczep ten cechuje silne działanie antybiotyczne o spektrum skierowanym również wobec 
Mycobacterium sp. ATCC nr 607. Często izolowano podobne laseczki tlenowe z flory bakteryjnej przewodu pokarmowego larw mola woskowego.

MATERIAŁ I METODY

Badane szczepy zostały wyizolowane z flory jelitowej larw mola woskowego 
(Galleria mełlonella L.) na agarze odżywczym przez Barbarę Dudziak. Szczepy te 
zaliczono do rodzaju Bacillus. Szczepy testowe — Bacillus subtilis ATCC nr 6633, 
Bacillus breuis, 5286, Bacillus cereus, 8145, Esćherićhia coli ROW, Micrococcus 
lysodeikticus i Candida arborea sprowadzono z Państwowego Zakładu Higieny, 
a Mycobacterium sp. ATCC nr 607 i Mycobacterium tuberculosis H37Rv z Instytutu 
Gruźlicy w Warszawie.

Własności antybiotyczne na podłożach stałych badano przy pomocy metody
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podwójnych warstw agarowych Gratii w modyfikacji kłutej (5). Działanie anty- 
biotyczne filtratów bakteryjnych sprawdzano metodą seryjnych rozcieńczeń i metodą 
cylinderkową.

Zmodyfikowana metoda podwójnych warstw agarowych 
Gratii. Szczepy z rodzaju Bacillus inkubowano w temp. 37°C do chwili osiąg
nięcia kolonii o średnicy 0 0,3—0,5 cm, tj. w czasie 12—24 godz. (zależnie od 
szczepu). Kolonie te zabijano parami chloroformu. Młode hodowle szczepów, wobec 
których określano własności antybiotyczne, rozcieńczano w podłożu optymalnym 
z 0,6% agaru, w stosunku 1:60. Myc. sp. ATCC nr 607 homogenizowano w moździe
rzach bakteriologicznych i zawieszano w podłożu NK/2-Syma zestalonym agarem 
0,6%, C. arborea — w podłożu brzęczkowym 10° Big zestalonym agarem 0,6%. 
Pozostałe szczepy zawieszano w agarze odżywczym miękkim 0,6%. Wszystkie badane 
szczepy inkubowano w temp. 37°C, Bac. subtilis ATCC nr 6633, Bac. brevis, Bac. 
cereus, E. coli ROW, M. lysodeikticus w czasie 7 godz., natomiast Myc. sp. ATCC 
nr 607 i C. arborea w czasie 18 godz.

Metodą Gratii badano wpływ jonów cynkowych i manganawych na wytwa
rzanie substancji czynnych antybiotycznie przez szczepy z rodzaju Bacillus. Do pod
łoża syntetycznego NK/2-Syma dodawano cynk i mangan w ilości 10 mg ZnSO4 • 7H2O 
i 15 mg MnSO4 • 4H2O na 1 1 pożywki.

Przygotowanie filtratu bakteryjnego. Do butli Roux wlewano 
po 150 ml podłoża NK/2-Syma z cynkiem i manganem (10 mg ZnSO4 • 7H2O i 15 mg 
MnSO4 • 4H2O w 1 1 podłoża). Odczyn pożywki doprowadzano do wartości pH 6,8. 
Wsiewano 0,25 ml 24-godzinnej hodowli bulionowej szczepu nr 26(20)a. Inkubowano 
w temp. 37°C w czasie 48, 96, 144, 192 godz. Po oddzieleniu masy bakteryjnej na 
sączku Buchnera wirowano przy 4000 obr./min. w ciągu 15 min. i sączono przez filtr 
Schotta G-5. Jałowy przesącz z 2-, 4-, 6- i 8-dniowych hodowli stosowano do dal
szych badań. Odczyn filtratu bakteryjnego doprowadzano każdorazowo do wartości 
pH 7,2.

Metoda seryjnych rozcieńczeń. Filtrat bakteryjny dodawano do 
podłoża NK/2-Syma (pH 7,2) w ilości 50, 30, 15, 5 i 1%. Wsiewano po 1 oczku ezy (0 0,3 cm) młodej, homogennej hodowli szczepu testowego do 5 ml podłoża NK/2-Syma 
z przesączem bakteryjnym. Jako kontrolę przyjęto wzrost tych szczepów w podłożu 
NK/2-Syma bez filtratu bakteryjnego.

Tab. 1. Własności antybiotyczne szczepów z rodzaju Bacillus wyizolo 
Antibiotic properties of the strains of Bacillus genus isolated

Drobnoustrój testowy
Test micro-organism

1 AK 2 AK 5 AK 8 15 16 18 19 26 30

Średnica strefy 
Diameter of the z

zahamowania 
one of growth

Bacillus subtilis ATCC nr 6633 _ _ 15 15 17 9 8 12 8 _
Bacillus cereus ATCC nr 8145 — — 18 19 11 13 14 13 18 —

Escherichia coli ROW — — — — — — — — — 5
Micrococcus lysodeikticus — — 12 20 — 19 16 5 16 —
Mycobacterium sp. ATCC nr 607 — — 9 — 10 — — — — —

Candida arborea
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Metoda cylinderkowa. Na płytkach Petriego (0 100 mm) ustawiano 

cylinderki o średnicy 0,6 cm i wylewano po 10 ml agaru odżywczego 1,4%. Młode 
hodowle szczepów testowych rozcieńczano w stosunku 1:60 i zawieszano w podłożu 
NK/2-Syma z 0,8% agaru lub w agarze odżywczym miękkim. Nawarstwiano wyle
wając 5 ml podłoża miękkiego na płytkę Petriego. W studzienki, które powstały 
po usunięciu cylinderków, wlewano 0,15 ml filtratu bakteryjnego. Płytki pozosta
wiano przez 5 godz. w temperaturze pokojowej, aby nastąpiła dyfuzja czynnika 
aktywnego do agaru. W przypadku szczepu H37Rv w miarę wysychania dodawano 
co 5 dni aktywny filtrat bakteryjny.

WYNIKINa podstawie badań określono własności antybiotyczne szczepów z rodzaju Bacillus na agarze odżywczym 1,4% (pH 7,4) względem kilku szczepów testowych, należących do różnych grup drobnoustrojów.W oparciu o analizę widm działania antybiotycznego wykazano, że 28 badanych szczepów wytwarza wiele substancji o charakterze antybiotyków o spektrum skierowanym głównie przeciw bakteriom gram- dodatnim i prątkom kwasoopomym. Żaden z badanych szczepów nie wykazywał działania fungistatycznego (względem C. arborea), tylko w trzech przypadkach stwierdzono hamowanie wzrostu E. coli ROW (tab. 1).Stwierdzono wyższą aktywność antybiotyczną szczepów, jeżeli do podłoża dodawano cynk i mangan w porównaniu z kontrolą (podłoże bez mikroelementów). Obecność jonów tych pierwiastków w podłożu w różnym stopniu, zależnie od szczepu, wzmagała wytwarzanie substancji czynnych antybiotycznie. Wpływ ten szczególnie uwidocznił się w przypadku szczepu nr 26(20)a (tab. 2).Badano wpływ okresu inkubacji Bac. sp. nr 26(20)a na działanie antybiotyczne filtratów bakteryjnych. Jako szczepów testowych użyto: Bac. 
subtilis ATCC nr 6633, Bac. brevis 5286 i E. coli ROW oraz opracowane
wanych z flory jelitowej larw mola woskowego (Galleria mellonella L.) 
froim the intestinal flora of bee moth larvae (Galleria mellonella B.)

31 40 51 53 56 60 62 67 68 69 74 88 92 96 12
(38)

13
(39)

15
(19)

26
(20)a

26
(20)b

wzrostu szczepu testowego w mm 
inhibition of test strain in mm

8 26 18 6 _ 12 _ 5 _ 9 11 8 15 8 13 11 14 8 9
8 12 11 16 — 12 13 — — 7 — 15 16 10 — 6 — 26 19

5 6
10 21 15 28 — 15 — 8 — 14 6 29 9 11 14 16 12 28 29

12 11 11
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Tab. 2. Wpływ jonów cynkowych i manganawych na aktywność antybiotyczną 
szczepów z rodzaju Bacillus

The influence of zinc and manganese on antibiotic activity of the strains 
of Bacillus genus

Badany szczep 
Examined strain

Agar odżywczy 
1,4%

Nutrient agar

Podłoże
NK/2-Syma
NK/2-Sym’s

medium

Podłoże NK/2-Syma 
z cynkiem i manganem 

NK/2-Sym’s medium 
with zinc and

manganese

Średnica strefy zahamowania wzrostu Bac. breuis w mm
Diameter of the zonę of growth inhibition of Bac. brevis

5286 in mm

Nr 8 8 13 19
Nr 12(38) 12 12 14
Nr 13(39) 16 12 15
Nr 15(19) 11 16 19
Nr 26(20)a 19 16 23
Nr 26(20)b 9 11 13
Nr 5AK 12 8 14

przez Helenę Makulus* Myc. sp. ATCC nr 607 i Myc. tuberculosis H37Rv. Najwyższą aktywność antybiotyczną wykazywały przesącze bakteryjne przygotowane z 8-dniowych hodowli, tj. po okresie, kiedy obserwowano autolizę komórek bakteryjnych (tab. 3).Filtrat bakteryjny ogrzewany do 100°C przez 5 min. nie wykazywał spadku aktywności. Czynnik antybiotyczny był termostabilny. Stwierdzono stosunkowo szybką inaktywację czynnika w temp. 37°C oraz powolną w temp. 4°C (tab. 4).
DYSKUSJAFeeney, Lightbody i Garibaldi (4) stwierdzili, że obecność cynku w podłożu jest nieodzowna do wytwarzania subtyliny. Syntezę tego polipeptydu warunkuje również obecność soli manganu w podłożu. Howell i Tauber (6) donoszą o wpływie manganu na syntezę subtenoliny innego antybiotyku, wytwarzanego przez Bac. subtilis.

W podjętych badaniach stwierdzono, że jony cynkowe i manganawe wpływają na wytwarzanie przez różne gatunki z rodzaju Bacillus substancji czynnych antybiotycznie (tab. 2). Należy przypuszczać, że dzia-
* Maszynopis pracy magisterskiej znajduje się w Katedrze Fizjologii Roślin

UMCS.
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Tab. 3. Działanie antybiotyczne szczepu nr 26/20/a na podłożu NK/2-Syma

z cynkiem i manganem
Antibiotic activity ol the strain No. 26/20/a in NK/2-Sym’s medium with zinc 

and manganese

Drobno
ustrój

testowy
Test

micro-
organism

Okres 
inku
bacji 

szczepu 
w godz. 
Incuba- 
tion pe
riod of
strain
in hrs

Metoda seryjnych rozcieńczeń 
Method of serial dilution Metoda

cylinder-
kowa

Cylnidr-
ical

method

Metoda
Gratii
Method 
of Gra-

tia50$ 30$ 15$ 5% IS

Kon
trola*
Con
trol*

Bacillus 48 ++ +++ +++ 4-4-4- +++ +++ brak stref
subtilis lack of
ATCC zones
nr 6633 96 + ++ +4- +++ +++ +++ 0 10 mm Q 13 mm

144 + + ++ +++ T-H- +++ 0 14 mm
192 — + + 4-4- +++ +4-4- 0 15 mm

Bacillus 48 + ++ ++ +-i+ +++ +++ 0 12 mm
brevis 5286 96 - - - + +++ +++ 0 17 mm Q 20 mm

144 — - — + ++ +++ 0 21 mm
192 - - - + +++ +++ 0 21 mm

Escheri- 48 +++ +++ +++ +++ +++ -l-H- brak stref brak
chia coli 96 +++ +++ +4- 4“ +++ +++ +++ laok of stref
ROW 144 ++ +-H- +++ +++ +++ +++ zones lack of

192 ++ +++ +++ +++ +++ +++ zones

Mycobac- 48 +++ +++ +++ 4-4-4- +++ +++ brak stref
terium sp. laok of
ATCC zones Q 11 mm
nr 607 96 — — ++ +++ +++ +++ 0 12 mm

144 — — ++ +++ +++ 0 18 mm
192 - - — + +++ +++ 0 20 mm

Mycobac- 48 +++ +++ +++ +++ +++ +++ brak stref nie
terium 96 +++ +++ -r++ +++ +++ +++ lack of badano
tubercu- 144 +++ +++ +++ +++ +++ +++ zones not exa-
losis 192 +++ +++ +++ +++ +++ +++ mined
H37Rv

Objaśnienia: + + + wzrost bardzo dobry, ++ dobry, + słaby, — brak wzrostu.
* Wzrost drobnoustrojów testowych na podłożu NK/2-Syma (pH 7,2) bez fil

tratu bakteryjnego.
Explanation: + + + very good growth, + + good, + weak, — no growth.
* Growth of test miero-organisms in NK/2-Sym’s medium (pH 7.2) without 

bacterial filtrate.
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Tab. 4. Inaktywacja czynnika aktywnego w przesączu bakteryjnym 
w temp. 37 i 4°C

Inactivation of the active agent in bacterial filtrate at temp. 37° and 4°C

Drobnoustrój
Micro-organism

4°C 37°C

Kontrola
Control

Średnica strefy zahamowania wzrostu 
po 21 dniach w mm

Diameter of the zonę of growth 
inhibition after 21 days in mm

Bacillus brevis 5286 21 11 22

łanie to wiąże się ze znanym wpływem kationów dwuwartościowych (głównie magnezu) na biosyntezę cząsteczki białka. Podczas syntezy polipeptydów bakteryjnych o charakterze antybiotyków jony cynkowe i manganawe bowiem, jak się wydaje, pełnią rolę kofaktorów. Antybiotyki izolowane z rodzaju Bacillus są przeważnie polipeptydami, w nielicznych przypadkach — białkami (11).Uczulenie Myc. sp. ATCC nr 607 i innych prątków kwasoopomych wyciągami z larw mola woskowego (2, 3, 12) na penicylinę, chloromyce- tynę, aureomycynę i oksyterramycynę wiąże się — być może — z sy- nergizującym działaniem antybiotyków, wytwarzanych przez florę bakteryjną larw mola, ze stosowanymi lekami. W obrębie antybiotyków poli- peptydowych, wytwarzanych przez rodzaj Bacillus, znane są bowiem przypadki silnego synergizmu, np. subtyliny, antybiotyku, wytwarzanego przez Bac. subtilis, ze streptomycyną, bacytracyny, innego antybiotyku, izolowanego z laseczki siennej, z penicyliną (1, 7, 11).
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PE3IOMEMccjieflOBajiM aHTn6noTOHecKMe CBoiiCTBa niTaMMOB po.ua Bacillus,
M3OJIMpOBaHHbIX M3 nHIL(eBapMTejIbHOrO TpaKTa JIHHHH0K TIHejIHHOM MOJIM 
(Galleria mellonella L.). KoHCTaTnpoBaHO, hto 85% niTaMMOB oSjia^aioT aHTitSMOTMHecKMM fleiicTBHeM, cneKTp KOToporo HanpaBJieH, rjiaBHbiM 06- pa30M, npoTMB rpaMnojiojKMTejibHbix SaKTepnii m MMKo6aKTepnił.IjMHKOBbie m MapramjeBbie nora, noóaBJieHHbie b cyScTpaT NK/2-Syma b KOjmnecTBe 0,01% ZnSO4 • 7H2O m 0,015% MnSO4 • 4H2O CTMMyjinpo- Bajiw o6pa3OBaHne cybcTaHUMM, o6jiaflaiomMX aHTMbMOTMHecKMMK cBoii- CTBaMM, B 3HBMCMM0CTM OT UITaMMa b pa3Hoił CTeneHM.Onpe^ejieHa 3aBMCMM0CTb Meamy nepnoflOM MHKyBapMM Bacillus sp. N° 26(20)a) n aHrabMOTUHecKOM aKTMBHOCTbio. Han6ojibinaH 3htm6motm- HecKan aKTMBHOCTb KOHeraTupoBaHa nocjie nepuo^a MaKCMMajibHoro pa3- MHOJKeHMH najioneK, t. e. nocjie 8 flHefi MHKybaijMM, Koiyja noHBJiaeTCH ayTOJIM3 6aKTepMMHbIX KJieTOK.

SUMMARYAntibiotic properties were studied in the strains of Bacillus genus isolated from the alimentary tract of Galleria mellonella L. In 85% of the examined strains the antibiotic activity with its spectre directed mainly at gram-positive bacteria and acid-fast tubercle bacilli was found out.Zinc and manganese added to NK/2-Sym’s medium at the amount

po.ua


74 Jan Jaroszof 0.01% ZnSO4 • 7H2O and 0.015% MnSO4 • 4H2O stimulated differently, depending on the strain, the formation of active antibiotic substances.The relation between the incubation period of Bacillus sp. No. 26(20)a and the antibiotic activity was determined. The highest antibiotic activity was observed after the period of maximum bacillus multiplication i.e. after 8 days of incubation when the autolysis of bacterial cells occurred.
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