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

Of6pa3oBaHue aHTHMOMOTHMUYECKO) cybGctaHumm w3 Bacillus sp. Ne 26(20)a

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

W poprzednich doniesieniach podano wyniki badan nad wplywem
wyciggow z larw mola ‘woskowego (Galleria mellonella L.) na wzrost
pratkéw kwasoopornych na podlozu z antybiotykami i sulfatiazolem
(2, 3, 12). W ostatnich pracach badano wplyw produktéw metabolizmu
szczepu Bacillus galleriae nr 7 n.sp. (8), wydzielonego z flory jelit larw
mola woskowego, na wzrost pratkow kwasoopornych (9, 10). Dzialanie
to jest prawdopodobnie zwigzane z obecnoscig substancji antybiotycznie
aktywnych, wytwarzanych przez mikroflore larw mola woskowego.

W pracy niniejszej badano warunki powstawania substancji czynnej
antybiotycznie w hodowli Bacillus sp. nr 26(20)a. Szczep ten cechuje
silne dzialanie antybiotyczne o spektrum skierowanym réwniez wobec
Mycobacterium sp. ATCC nr 607. Czesto izolowano' podobne laseczki
tlenowe z flory bakteryjnej przewodu pokarmowego larw mola wosko-
wego.

MATERIAL I METODY

Badane szczepy zostaly wyizolowane z flory jelitowej larw mola woskowego
(Galleria mellonella L.) na agarze odzywczym przez Barbare Dudziak. Szczepy te
zaliczono do rodzaju Bacillus. Szczepy testowe — Bacillus subtilis ATCC nr 6633,
Bacillus brevis, 5286, Bacillus cereus, 8145, Escherichia coli ROW, Micrococcus
lysodeikticus i Candida arborea sprowadzono z Panstwowego Zakladu Higieny,
a Mycobacterium sp. ATCC nr 607 i Mycobacterium tuberculosis Hy;Rv z Instytutu
Gruzlicy w Warszawie.

Wlasnosci antybiotyczne na podlozach stalych badano przy pomocy metody
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podwéjnych warstw agarowych Gratii w modyfikacji ktutej (5). Dzialanie anty-
biotyczne filtratéw bakteryjnych sprawdzano metodg seryjnych rozciericzenn i metoda
cylinderkowg.

Zmodyfikowana metoda podwéjnych warstw agarowych
Gratii. Szczepy z rodzaju Bacillus inkubowano w temp. 37°C do chwili osigg-
niecia kolonii o srednicy ¢ 0,3—0,5 cm, tj. w czasie 12—24 godz. (zaleznie od
szczepu). Kolonie te zabijano parami chloroformu. Mtode hodowle szczep6w, wobec
ktérych okreslano wlasnosci antybiotyczne, rozciericzano w podlozu optymalnym
z 0,6% agaru, w stosunku 1:60. Myc. sp. ATCC nr 607 homogenizowano w mozdzie-
rzach bakteriologicznych i zawieszano w podlozu NK/2-Syma zestalonym agarem
0,6%, C. arborea — w podlozu brzeczkowym 10° Blg zestalonym agarem 0,6%.
Pozostale szczepy zawieszano w agarze odzywczym miekkim 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.

Metodgq Gratii badano wplyw jonéw cynkowych i manganawych na wytwa-
rzanie substancji czynnych antybiotycznie przez szczepy z rodzaju Bacillus. Do pod-
loza syntetycznego NK/2-Syma dodawano cynk i mangan w ilosci 10 mg ZnSO, - 7H,0
i 15 mg MnSO,-4H,0 na 1 1 pozywki.

Przygotowanie filtratu bakteryjnego. Do butli Roux wlewano
po 150 ml podloza NK/2-Syma z cynkiem i manganem (10 mg ZnSO,-7H,O i 15 mg
MnSO,-4H,0 w 1 1 podloza). Odczyn pozywki doprowadzano do wartosci 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
saczku Bilichnera wirowano przy 4000 obr./min. w ciggu 15 min. i sgczono przez filtr
Schotta G-5. Jalowy przesgcz z 2-, 4-, 6- i 8-dniowych hodowli stosowano do dal-
szych badan. Odczyn filtratu bakteryjnego doprowadzano kazdorazowo do wartosci
pH 1,2.

Metoda seryjnych rozciericzen. Filtrat bakteryjny dodawano do
podtoza NK/2-Syma (pH 7,2) w ilosci 50, 30, 15, 5 i 1%. Wsiewano po 1 oczku ezy
(® 0,3 cm) mlodej, homogennej hodowli szczepu testowego do 5 ml podloza NK/2-Syma
z przesgczem bakteryjnym. Jako kontrole przyjeto wzrost tych szczepow w podlozu
NK/2-Syma bez filtratu bakteryjnego.

Tab. 1. Wilasno$ci antybiotyczne szczep6w z rodzaju Bacillus wyizolo
Antibiotic properties of the strains of Bacillus genus isolated
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Test micro-organism Srednica strefy zahamowania
Diameter of the zone of growth

Bacillus subtilis ATCC nr 6633 = - 15 |(15(17| 9| 8|12| 8| —
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Metoda cylinderkowa. Na plytkach Petriego (@ 100 mm) ustawiano
cylinderki o srednicy 0,6 cm i wylewano po 10 ml agaru odzywczego 1,4%. Mlode
hodowle szczepéw testowych rozciericzano w stosunku 1:60 i zawieszano w podlozu
NK/2-Syma z 0,8% agaru lub w agarze odzywczym miekkim. Nawarstwiano wyle-
wajac 5 ml podloza miekkiego na plytke Petriego. W studzienki, ktére powstaly
po usunieciu cylinderkéw, wlewano 0,15 ml filtratu bakteryjnego. Plytki pozosta-
wiano przez 5 godz. w temperaturze pokojowej, aby nastgpila dyfuzja czynnika
aktywnego do agaru. W przypadku szczepu H;;Rv w miare wysychania dodawano
co 5 dni aktywny filtrat bakteryjny.

WYNIKI

Na podstawie badan okreslono wlasnosci antybiotyczne szczepow
z rodzaju Bacillus na agarze odzywczym 1,4% (pH 7,4) wzgledem kilku
szczepow testowych, nalezgcych do réznych grup drobnoustrojow.

W oparciu o analize widm dzialania antybiotycznego wykazano, ze
28 badanych szczepéw wytwarza wiele substancji o charakterze anty-
biotykéw o spektrum skierowanym gléwnie przeciw bakteriom gram-
dodatnim i pratkom kwasoopornym. Zaden z badanych szczepéw nie
wykazywal dziatania fungistatycznego (wzgledem C. arborea), tylko w
trzech przypadkach stwierdzono hamowanie wzrostu E. coli ROW (tab. 1).

Stwierdzono wyzszg aktywnos¢ antybiotyczng szczepow, jezeli do
podioza dodawano cynk i mangan w porownaniu z kontrolg (podloze
bez mikroelementow). Obecno§é jonéw tych pierwiastkow w podiozu
w réznym stopniu, zaleznie od szczepu, wzmagala wytwarzanie substancji
czynnych antybiotycznie. Wplyw ten szczegélnie uwidocznit si¢ w przy-
padku szczepu nr 26(20)a (tab. 2).

Badano wplyw okresu inkubacji Bac. sp. nr 26(20)a na dzialanie anty-
biotyczne filtratow bakteryjnych. Jako szczepow testowych uzyto: Bac.
subtilis ATCC nr 6633, Bac. brevis 5286 i E. coli ROW oraz opracowane

wanych z flory jelitowej larw mola woskowego (Galleria mellonella L.)
from the intestinal flora of bee moth larvae (Galleria mellonella L.)

|
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wzrostu szczepu testowego w mm
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Tab. 2. Wplyw jondw cynkowych'i manganawych na aktywno$é antybiotyczna
szczepbw z rodzaju Bacillus
The influence of zinc and manganese on antibiotic activity of the strains
of Bacillus genus

Podloze Podloze NK/2-Syma
Agar odzywczy NK/2-Syma z cynkiem i manganem
1,4% NK/2-Sym's NK/2'-Sym.'s medium
Badany szczep Nutrient agar eIt with zinc and
Examined strain e

Srednica strefy zahamowania wzrostu Bac. brevis w mm
Diameter of the zone 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 Helene Makulus* Myc. sp. ATCC nr 607 i Myc. tuberculosis
Hj;Rv. Najwyiszg aktywnos¢ antybiotyczng wykazywaly przesgcze bak-
teryjne przygotowane z 8-dniowych hodowli, tj. po okresie, kiedy obser-
wowano autolize komorek bakteryjnych (tab. 3).

Filtrat bakteryjny ogrzewany do 100°C przez 5 min. nie wykazywat
spadku aktywnosci. Czynnik antybiotyczny byt termostabilny. Stwier-
dzono stosunkowo szybkg inaktywacje czynnika w temp. 37°C oraz po-
wolng w temp. 4°C (tab. 4).

DYSKUSJA

Feeney, Lightbody i Garibaldi (4) stwierdzili, ze obecnosc
cynku w podlozu jest nieodzowna do wytwarzania subtyliny. Synteze
tego polipeptydu warunkuje réwniez obecnos¢ soli manganu w podtozu.
Howell i Tauber (6) donoszg o wplywie manganu na synteze
subtenoliny innego antybiotyku, wytwarzanego przez Bac. subtilis.

W podjetych badaniach stwierdzono, ze jony cynkowe i manganawe
wplywaja na wytwarzanie przez rézne gatunki z rodzaju Bacillus sub-
stancji czynnych antybiotycznie (tab. 2). Nalezy przypuszcza¢, ze dzia-

* Maszynopis pracy magisterskiej znajduje sie w Katedrze Fizjologii RoSlin
UMCS.
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Tab. 3. Dzialanie antybiotyczne szczepu nr 26/20/a na podiozu NK/2-Syma
z cynkiem i manganem
Antibiotic activity of the strain No. 26/20/a in NK/2-Sym’s medium with zinc
and manganese
Okres
inku- Metoda seryjnych rozcienczen
Drobn?- bacji Method of serial dilution | Metoda Metoda
ustréj szczepu cylinder- | ..
testowy w godz. kovs{a Method
'I-‘est I.ncuba— Kon- Cy.lmdr- TV A
micro- tion pe- . trola® ical tia
organism | riod of | 50% | 30% | 15% 5% 12 Con.| method
.strain trol*
in hrs
Bacillus 48 ++ | ++4 | +++| +++ | +++ | +++ | brak stref
subtilis lack of
ATCC zones ,
nr 6633 96 +| ++| 4+ |+t | +++ | 4+ | O 10 mm Q 13mm
144 + +| ++ |+ |4++ |+ D 14 mm
192 - 4| +| |+ |+ | D 15 mm
Bacillus 48 4 | |4 |+ | @ 12 mm
brevis 5286 96 = = = + | +++ | +++ | @ 17 mm ' 20mm
144 - - — +| ++|+++| @ 21 mm
192 = = < +|+++ | +++ | ® 21 mm
Escheri- 48 | 444 | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | brak stref| prak
chia coli 96 | +++4 | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | lack of stref
ROW 144 ++ | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | zones lack of
192 4+ |+ | | | zones
Mycobac- 48 | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | brak stref
terium sp. lack of
ATCC ZORES Q 11mm
nr 807 96 - - ++ | +++ | +++ | +++ | © 12 mm
144 - - - 4+ | +++ | +++ | @ 18 mm
192 - -1 - +|+++|+++| ® 20 mm
Mycobac- 48 | 44+ | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | brak stref| nie
terium 96 | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | lack of badano
tubercu- 144 |44+ | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | Zones not exa-
losis 192 | 4 | +4+ |+ | HH+ | HH | mined
HyRv

Objasnienia: +++ wzrost bardzo dobry, ++ dobry, + staby, — brak wzrostu.
* Wazrost drobnoustrojéw testowych na podiozu NK/2-Syma (pH 17,2) bez fil-
tratu bakteryjnego.
Explanation: + + + very good growth, + + good, + weak, — no growth.
*+ Growth of test micro-organisms in NK/2-Sym’s medium (pH 17.2) without
bacterial filtrate.
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Tab. 4. Inaktywacja czynnika aktywnego w przesgczu bakteryjnym
w temp. 37 i 4°C
Inactivation of the active agent in bacterial filtrate at temp. 37° and 4°C

4°C SIRE
Drobnoustr6j Srednica strefy zahamowania wazrostu Kontrola
Micro-organism po 21 dniach w mm Control

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

Bacillus brevis 5286 21 11 22

lanie to wigze sie ze znanym wplywem kationow dwuwartosciowych
(gléwnie magnezu) na biosynteze czasteczki bialka. Podczas syntezy
polipeptydéw bakteryjnych o charakterze antybiotykéw jony cynkowe
i manganawe bowiem, jak si¢ wydaje, pelnig role kofaktoréw. Anty-
biotyki izolowane z rodzaju Bacillus s przewaznie polipeptydami, w nie-
licznych przypadkach — biatkami (11).

Uczulenie Myc. sp. ATCC nr 607 i innych pratkéw kwasoopornych
wyciggami z larw mola woskowego (2, 3, 12) na penicyline, chloromyce-
tyne, aureomycyne i oksyterramycyne wigze sie¢ — by¢ moze — z sy-
nergizujacym dzialaniem antybiotykéw, wytwarzanych przez flore bakte-
ryjng larw mola, ze stosowanymi lekami. W obrebie antybiotykéw poli-
peptydowych, wytwarzanych przez rodzaj Bacillus, znane sg bowiem
przypadki silnego synergizmu, np. subtyliny, antybiotyku, wytwarza-
nego przez Bac. subtilis, ze streptomycyna, bacytracyny, innego anty-
biotyku, izolowanego z laseczki siennej, z penicyling (1, 7, 11).
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PE3IOME

VccnemoBanu aHTMOMOTHMYECKME CBOMCTBa 1UTAaMMOB pozxa Bacillus,
M30JIMPOBAHHBIX U3 MUIIEBAPUTEJBHOTO TPAaKTa JIMYMHOK IMYEJIMHOM MOJIM
(Galleria mellonella L.). KoncratupoBaHo, yto 85% wurammoB obinanaior
aHTMOMOTUMYECKMM JEMCTBMEM, CIIEKTP KOTOPOrO HamnpaBJIEH, TJaBHBIM 00-
pa3oM, NMPOTMB TPaMIIOJIOXKUTENbHbIX 6akTepuit M MuxobakTepmi.

IlnukOBEIe ¥ MapraHileBble MOHBI, A0baBeHHbIe B cyberpat NK/2-Syma
B kommnuectse 0,01% ZnSO,-7H,O u 0,015% MnSO,-4H,0 crumyaupo-
Baau oOpa3oBaHme cyGcraHumit, obiamarommMx aHTUOMOTHMYECKUMM CBOII-
CTBaMM, B 3aBMCUMOCTHM OT LITaMMa B pa3HOU CTEMEHM.

OnpeneJsieHa 3aBUCUMOCTb MEXKAY nepuoiaoM uHKybaumum Bacillus sp.
Ne 26(20)a) M aHTMOMOTHMUYECKOI aKTMBHOCThIO. Hambonbmiaa aHTHMGMOTH-
YyecKas aKTMBHOCTb KOHCTaTMPOBaHa IIOCJE NEPHMOAa MaKCUMMAJILHOTO pas-
MHOXXEHMA TNaJlodek, T. e. mocje 8 aHelit MHKyOaumm, Korma IOABJIAETCA
ayTosm3 GaKTEpUIHBIX KJIETOK.

SUMMARY

Antibiotic 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
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of 0.01% ZnSO, - 7TH,0 and 0.015% MnSO, - 4H,0O 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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