
ANNALEŚ
U N I V E R S I T A T I S MARIAE CURIE-SKŁODOWSKA

LUBLIN —POLONIA
VOL. XXVIII, 8 SECTIO C 1973

Instytut Biologii UMCS 
Zakład Fizjologii Roślin

Zbigniew JÓŹWIK
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AHTMÓMOTMMeCKMe CBOMCTBS 42 11IT3MMOB KMLUeMHOM tpdOpbl J1MMMHOK Galleria 
mellonella L. no oTHouieHmo k Mycobacterium sp.

Antibiotic Properties of 42 Strains from the Intestinal Flora of Galleria mellonella 
L. Larvae in Relation to Mycobacterium sp.

WSTĘP

Metalnikow (12) wykazał, że larwy mola woskowego Galleria 
mellonella L. są oporne na zakażenia wysokowirulentnymi bakteriami 
gruźlicy i że odporność ta związana jest ze specyficznym czynnikiem, 
rozkładającym lipido-woski. Substancja ta, zawarta w limfie owadów, 
posiada zdolność niszczenia prątków gruźlicy również in vitro. Według 
O 1 i v i e r a (13), przyczyną hamowania wzrostu prątków jest substancja 
o charakterze anty biotycznym, znajdująca się w ustroju larw. Prace Oli- 
viera potwierdzili Kuzniecow i Wojciechowski (10). Warto 
także wspomnieć o primycynie, antybiotyku izolowanym przez V a 1 y i- 
-N a g y i współprac. (16), działającym na prątki kwasooporne. Mikroorga­
nizm produkujący ten antybiotyk izolowano z przewodu pokarmowego 
larw mola woskowego.

Te interesujące badania, prowadzone od pierwszych lat XX wieku, 
nad wpływem ekstraktów z larw mola woskowego na wzrost prątków 
gruźlicy podjął Paszewski (14). Przetrzymywał on Mycobacterium 
607 w ekstraktach z gąsienic przez 24 godziny, a następnie na bakterie 
te działał sulfatiazolem i penicyliną. Okazało się, że wyciągi enzymatycz­
ne z larw uczulają saprofityczne prątki kwasooporne na działanie sul­
fatiazolu i penicyliny. W dalszych badaniach prowadzonych pod kie­
runkiem Paszewskiego (1, 2) wykluczono naturę enzymatyczną



76 Zbigniew Jóźwik

Tab. 1. Opis morfologiczny i własności biochemiczne szczepów bakteryjnych 
czynnych antybiotycznie

Morphological description and biochemical properties of bacterial strains active 
antibiotically

Test
Test

Nr szczepu Strain No.
4-bis 12-bis 26-bis 37-bis

Barwienie laseczki ziarniaki ziarniaki laseczki
Staining Gram + 

bacilli 
Gram +

Gram + 
cocci 

Gram +

Gram + 
cocci 

Gram 4-

Gram + 
bacilli 

Gram +

Ruch
Movement

+ + — +

Indol
Indole

— — — —

Arabinoza
Arabinose

+ +/- +/- +/-

Laktoza
Lactose

— +/- +/- —

Sacharoza
Saccharose

+/- +/- +/- +/-

Glukoza
Glucose

+/- +j- +/- +/—

Odczyn Voges-Proskauera 
Voges-Proskauer reaction

+ — — +

Methyl-Red + - - +

H2S - - - -

Upłynnianie żelatyny
Gelatin: liąuefaction

+ — — +

Mleko lakmusowe
Litmus milk

+ skrzep
kwas
ciot
acid

skrzep
kwas
ciot
acid

+

Redukcja azotanów
Nitrate reduction

+ — — +

Koagulaza
Coagulase

— — — —

Katalaza + - — 4-

Catalase
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Ciąg dalszy tabeli 1 — Table 1 continued

Peroksydaza
Peroxidase

Esteraza
Esterase

Wzrost w temperaturze 4°C 
Increase at 4°C

Wzrost w temperaturze 25°C 
Increase at 25°C

+

4-

+

+

+ + + +

+Wzrost w temperaturze 37°C 
Increase at 37°C

+ + +

czynnika aktywnego (1), a następnie zbadano wpływ innych chemote- 
rapeutyków na uczulone, saprofityczne prątki kwasooporne.

Skąpe wiadomości o znaczeniu mikroflory jelitowej gąsienic mola 
woskowego dla procesów trawienia wosku były podstawą do badań nad 
znalezieniem szczepów hydrolizujących wosk pszczeli. Dudziak wyizo­
lowała ok. 500 szczepów bakteryjnych z przewodu pokarmowego larw 
G. mellonella. Niektóre z tych szczepów, jak wykazali Jarosz (8) 
i Jóźwik (9), produkują antybiotyki zdolne do zahamowania wzro­
stu prątków gruźlicy.

Trudno obecnie zająć zdecydowane stanowisko, jaka istnieje zależ­
ność między czynnymi przeciwprątkowo ekstraktami z larw G. mellonel­
la a metabolizmem niektórych szczepów flory jelitowej tych larw, to 
jednak pierwsze doniesienia Valyi-Nagy i współprac. (16), a także 
Jóźwika (9), stwierdzające obecność substancji czynnych antybiotycz- 
nie w filtratach bakteryjnych niektórych szczepów izolowanych z larw 
mola woskowego, zachęciły do szerszego opracowania materiału bakte­
ryjnego w kierunku poszukiwania antybiotyków przeciwprątkowych 
i bardziej wnikliwego zbadania tych substancji.

MATERIAŁ

Szczepy: 42 szczepy bakteryjne, wyizolowane przez B. Dudziak z przewo­
du pokarmowego larw młodych G. melonella L. (larwy o długości 0,8—1,5 cm). 
Szczepy te oznaczono numerami od 1-bis do 42-bis.

Z tych szczepów: 4-bis, 12-bis, 26-bis i 37-bis działały antybiotycznie na prątki 
kwasooporne (tab. 1).

Saprofityczne prątki kwasooporne: Mycobacterium 607, Myco- 
bacterium 279, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium phlei' i Mycobacterium 
bulyricum z Muzeum Szczepów Zakładu Fizjologii Roślin UMCS w Lublinie.
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Prątki gruźlicy otrzymane z Kliniki Ftizjatrycznej AM w Lublinie: nr 766 
wrażliwy na Sm, INH i PAS i nr 500 oporny na 8 ng/ml Sm, 0,4 ng/ml INH 
i 2 ug/ml PAS. Szczep nr 827 oporny na 0,4 p.g/ ml INH wrażliwy na Sm i PAS, 
nr 1076 oporny na 2 pg/ml PAS i 8 ug/ml Sm wrażliwy na INH i szczep nr 1073 
wrażliwy na Sm, INH i PAS. Szczep Mycobacterium tuberculosis H37RW,

Z Muzeum Szczepów Mikrobiologii Ogólnej UMCS w Lublinie: Bacillus sub- 
tilis ATCC nr 6633, Bacillus mycoides, Bacillus megaterium, Bacillus cereus, Ba­
cillus sp. Puławy, Bacillus firmus, Bacillus brevis, Bacillus circulans, Escherichia 
coli K-12, Proteus uulgaris, Aerobacter Aerogenes, Serratia marcescens, Pscudo- 
raonas aeruginosa, Micrococcus lysodeikticus, Sarcina lutea, Staphylococcus aureus, 
Micrococcus cilreus, Sreptococcus lactis i Staphylococcus albus.

Z Muzeum Szczepów Zakładu Mikrobiologii Szczegółowej UMCS w Lublinie: 
Saccharomyces mellis, Saccharomyces nedwigii (garrecki), Candida utilis (palz), 
Schizosaccharomyces acidodeuoratus, Saccharomyces carlsbergensis, Saccharomy­
ces cereuisiae i Kloeckera apikulata.

Podłoża: agar odżywczy, Sautona, Capeka, Hellera, Hart-Hillsa, Anderso­
na M-9, Garibaldiego-Feeney, NK-2 Syma, Capeka-Doxa i Kozera.

Zwierzęta doświadczalne: chomiki syryjskie Mysocricetus auratus 
(W a t e r h) z Zakładu Biochemii UMCS w Lublinie.

Enzymy: pronaza firmy Koch-Light, pepsyna firmy Fluka i trypsyna fir­
my Koch-Light.

METODY

Przygotowanie filtratów bakteryjnych: Do butli Legroux 
z 50 ml bulionu, pH 7,2 wprowadzano zawiesinę Bacillus sp. 4-bis. Inkubowano 
w temp. 37°, a następnie po 1—21 dniach oddzielano masę bakteryjną i dopro­
wadzano odczyn filtratu do pH 7,2. Metabolity sączono przez filtr Schotta G-4, 
a następnie G-5.

Do oznaczania działania substancji antybiotycznej stosowano trzy metody:
1. Metodę podwójnych warstw agarowych Gratii (5).
2. Metodę cylinderkową.
3. Metodę seryjnych rozcieńczę ń. Filtrat bakteryjny, otrzymany 

po 1—21 dniach inkubacji Bacillus sp. 4-bis, dodawano do podłoża Sautona w iloś­
ciach: 50, 30, 20, 10, 5, 1, 0,5 i 0,1%. Wprowadzano po 0,01 mg/ml 5-dniowej kul­
tury saprofitycznych prątków kasoopornych. Zawiesinę prątków przygotowywano 
przez roztarcie wilgotnej masy bakterii w moździerzach bakteryjnych, tak aby stę­
żenie końcowe wynosiło 1 mg/ml. Za kontrolę przyjęto wzrost prątków na podłożu 
Sautona i podłożu Sautona z bulionem w stosunku 1:1. W przypadku szczepów 
patogennych filtrat bakteryjny dodawano w ilościach 50, 30 i 5% do podłoża 
Lówensteina-Jensena przed skoszeniem, a następnie na skosach rozprowadzano 
homogenną zawiesinę prątków. Kontrolę stanowiła pożywka Lówensteina-Jensena 
i podłoże Lówensteina-Jensena zmieszane z bulionem w stosunku 1:1. Dla sapro­
fitycznych prątków wyniki sprawdzano po 4 dniach, dla szczepów patogennych 
po 4 tygodniach inkubacji w temp. 37°C.
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OPIS DOŚWIADCZEŃ I WYNIKI

Własności antybiotyczne 42 szczepów bakteryj­
nych w stosunku do Mycobacterium sp. (metoda G r a t i i): 
Spośród 42 szczepów (36 ziarniaków Gram+ i 6 laseczek Gram + ) tylko 
cztery wytwarzały substancję czynną w stosunku do saprofitycznych 
prątków kwasoopornych. Były to laseczki Granad-: 4-bis i 37-bis oraz 
ziarniaki Gram-H: 12-bis i 26-bis. Najbardziej czynny antybiotycznie 
jest szczep 4-bis (tab. 2). Najwrażliwszy spośród pięciu szczepów Myco­
bacterium sp. na działanie substancji antybiotycznej, tworzonej przez 
szczep 4-bis, jest Myc. smegmatis.

Charakterystyka szczepu 4-bis. Szczp 4-bis jest tleno­
wą laseczką, zarodnikującą — z rodzaju Bacillus. 0,8X2,5 u. Tworzy 
łańcuszki.

Tab. 2. Działanie antybiotyczne 42 szczepów flory jelitowej larw Galleria mello­
nella L. w stosunku do saprofitycznych prątków kwasoopornych (metoda Gratii) 
Antibiotic effect of 42 strains from the intestinal flora of Galleria mellonella L. 

larvae on saprophytic acid-fast tubercle bacilli (Gratii’s method)

Strefy zahamowania wzrostu (mm) 
Zones of growth inhibition (mm)

Szczep badany nr 
Studied strain No. Mycobac­

terium
607

Mycobac­
terium

279

Mycobac­
terium

smegmatis

Mycobac­
terium
phlei

Mycobac­
terium

butyricum

1-bis do 3-bis — — — — —

4-bis 21 20 23 19 22

5-bis do 11-bis — — — — —

12-bis 15 14 16 14 15

13-bis do 25-bis — — — — —

26-bis 15 15 17 14 15

27-bis do 36-bis — — — — —

37-bis 14 15 16 15 16

38-bis do 42-bis
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Wybór podłoża. Substancja antybiotyczna nie była wytwarza­
na na podłożach: Sautona, NK-2 Syma, Capeka, Capeka-Doxa, Garibal­
diego i współprac., Hart Hillsa, Hellera i Andersona M-9. Stwierdzono 
natomiast wytwarzanie antybiotyku na agarze odżywczym i podłożu 
Kozera z cytrynianem sodu. Czynnik antybiotyczny otrzymany na aga­
rze odżywczym dawał największe strefy zahamowania wzrostu Myco­
bacterium. Kolejne doświadczenia prowadzono w oparciu o agar od­
żywczy.

Wpływ pH na tworzenie antybiotyku. Zależność mię­
dzy pH podłoża a działaniem substancji antybiotycznie czynnej spraw­
dzano metodą Gratii. Do płytek Petriego wlewano po 9 ml agaru odżyw­
czego (1,4%), doprowadzając uprzednio pH do wartości: 6,0, 6,4, 7,0, 7,4, 
7,6, 8,0 i 8,4.

Na tak przygotowane podłoża wsiewano szczep Bacillus sp. 4-bis. 
Szczepy prątków rozprowadzano w miękkim podłożu Sautona (0,6%, 
pH 7,2) i nawarstwiano je na wyrośnięte i zabite chloroformem kolonie 
szczepu Bacillus sp. 4-bis. Inkubowano przez 24 godz. w temp. 37°C.

Tab. 3. Wpływ pH na tworzenie substancji antybiotycznej przez szczep Bacillus sp. 
4-bis (metoda Gratii)

Effect of pH on the production of antibiotic substance by Bacillus sp. 4-bis 
(Gratii’s method)

pH podłoża 
Medium pH Mycobac­

terium
607

Mycobac­
terium

279

6,0 12 8

6,4 14 13

6,6 16 15

7,0 19 20

7,2 21 18

7,4 18 15

7,6 17 14

8,0 15 11

8,4 15 10

Strefy zahamowaniu wzrostu (mm) 
Zones of growth inhibition (mm)

Mycobac­
terium

smegmatis

Mycobac­
terium
phlei

Mycobac­
terium

butyricum

10 11 11

11 13 13

14 14 16
17 17 22
23 19 18
18 16 16
18 15 15
17 13 13
17 13 11
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Optymalne pH dla produkcji czynnika aktywnego zamyka się w grani­
cach 6,8—7,2 dla Myc. 279 i Myc. butyricum oraz 7,0—7,4 dla Myc. 607, 
Myc. phlei i Myc. smegmatis. Średnia wielkość stref dla Myc. smegma- 
tis wynosiła 23 mm (tab. 3).

Zależność między okresem inkubacji szczepu Ba- 
cillus sp. 4-bis a produkcją antybiotyku. W celu zbadania 
wpływu okresu inkubacji szczepu Bacillus sp. 4-bis na produkcję anty- 
biotycznej substancji zastosowano metodę cylinderkową i metodę seryj­
nych rozcieńczeń. Kulturę szczepu Bacillus sp. 4-bis prowadzono sposo­
bem powierzchniowym w temp. 37nC na bulionie. W czasie 1—21 dni 
inkubacji szczepu 4-bis odzielano metabolity od kożucha bakteryjnego.

Tab. 4. Wpływ okresu inkubacji szczepu Bacillus sp. 4-bis na aktywność anty- 
biotyczną filtratów bakteryjnych (metoda cylinderkową)

Effect of the incubation period of Bacillus sp. 4-bis on the antibiotic activity of 
bacterial filtrates (cylindrical method)

Strefy zahamowania wzrostu (mm)
Okres Zones of growth inhibition (mm)

inkubac j i ——----------------------------------------------------------------------------- — -----
w dniach 
Incubation 
in days

Mycobac-
terium

607

Mycobac-
teriam

279

Mycobac-
teriurn

smegmatis

Mycobac-
terium
phlei

Mycobac-
terium

tutyricum
Kontrola
Control

1
2 19 15 22 18 18 —
3 23 22 25 24 24 —
4 30 29 35 3? 34 —
5 32 29 36 34 35 —
6 29 28 29 32 31 —
7 28 28 ' 30 32 31 —
8 28 28 30 30 30 —
9 23 29 30 31 30 —

10 27 28 29 30 29 —
11 27 28 28 29 28 —
12 13 12 15 14 15 —
13 13 13 14 14 14 —
14 13 12 15 13 15 —
15 18 17 19 18 19 —
16 18 16 19 19 19 —
17 17 16 20 18 20 —
18 17 17 20 18 20 —
19 17 16 19 17 20 —
20 17 16 19 17 19 —
21 16 16 18 17 19 —

6 Annales, sectio C, t. XXVIII
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Wartość pH doprowadzano do 7,2. Metabolity z kolejnych dni inkuba­
cji szczepu 4-bis dodawano w metodzie seryjnych rozcieńczeń do pod­
łoża Sautona w ilości od 50 do 0,1%. W metodzie cylinderkowej wypeł­
niano studzienki filtratami z kolejnych dni prowadzenia kultury szcze­
pu 4-bis (tab. 4 i 5).

Tab. 5. Wpływ okresu inkubacji Bacillus sp. 4-bis na aktywność antybiotyczną 
filtratów bakteryjnych w stosunku do saprofitycznych prątków kwasoopornych: 
Effect of the incubation period of Bacillus sp. 4-bis on the antibiotic actiyity of 

bacterial filtrates against saprophytic acid-fast tubercle bacilli: 
Mycobacterium 607, Mycobacterium 279, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium 
phlei i Mycobacterium butyricum (metoda seryjnych rozcieńczeń — method of 

serial dilutions)

Okres inkubacji 
w dniach

Incubation 
in days

Filtraty bakteryjne w podłożu Sautona (%) 
Bacterial filtrates in Sauton‘s medium (%)

Kontrola
Control

50 30 20 10 5 1 0,5 0,1 1* 11**

1 - + + + + + + 4- + +

2—11 + +
12 — — — — + + + + + +
13 — — — — + -j- + + + +
14 — — — — + + + + -ł- +

15—21 — — — — — + + + + +

* Podłoże Sautona.
** 50% podłoża Sautona + 50% bulionu.

* Sauton’s medium.
*♦ 50% Sauton’s medium + 50% bouillon.

Spektrum działania antybiotycznego. Spektrum an- 
tybiotyczne szczepu Bacillus sp. 4-bis oznaczano przy użyciu metody 
cylinderkowej wobec drobnoustrojów należących do różnych grup mor­
fologicznych: laseczek Gram+, pałeczek Gram—, ziarniaków i drożdży. 
Do doświadczeń użyto filtraty czterodniowe (tab. 6).

Wpływ temperatury i czasu przetrzymywania na 
aktywność antybiotycznie czynnej substancji. Ak­
tywność filtratu bakteryjnego z 4-dniowej kultury szczepu 4-bis pod­
danego gotowaniu przez 30 min. nie zmieniła się. Czynnik aktywny 
nie ulegał również inaktywacji po przetrzymywaniu w temp. 4°C, po­
kojowej i 37 °C przez okres trzech miesięcy.
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Tab. 6. Spektrum antybiotyczne szczepu Bacillus sp. 4-bis (metoda cylinderkowa) 
Antibiotic spectrum of Bacillus sp. 4-bis (cylindrical method)

Drobnoustrój
Microorganism

Strefy zahamowania 
wzrostu (mm) 

Zones of growth 
inhibition (mm)

Bacillus subtilis ATCC nr 6663 12
Bacillus mycoides —
Bacillus megaterium —
Bacillus cereus 13
Bacillus sp. Puławy 14
Bacillus firmus —
Bacillus breuis —
Bacillus circulans —

Escherichia coli K-12 17
Proteus uulgaris —
Aerobacter aerogenes —
Serratia marcescens —
Pseudomonas aeruginosa —

Microccocus lysodeikticus 19
Sarcina lutea 12
Staphylococcus aureus —
Micrococcus citreus 18
Streptococcus lactis —
Staphylococcus albus —

Saccharomyces mellis, Saccharomyces nedwigii (garecki), 
Saccharomyces carlsbergonsis, Saccharomyces ceruisiae, Schi- 
zosaccharomyces acidodeuoratus, Candida utilis (plaż) Kloe- 
ckera apiculata.

—

Działanie substancji antybi otycznej na prątki 
zjadliwe. Dodatek 5% filtratu bakteryjnego, 4-dniowej kultury 
szczepu Bacillus sp. 4-bis, powodował całkowite zahamowanie wzrostu 
szczepów: Myc. tuberculosis H37RV , 766, 1073, 500, 827 i 1076.



84 Zbigniew Jóźwik

Schemat 1

] Metabolity 4 dniowej

pH doprowadzono do 4
gotowanie przez 

30 mm

Osad szarobiały 
rozpuszcz w H,0 
(nieczynny)

Supernatant (aktywny) 
i

C2 H5 OH w stosunku 1*.5

aikobol oddestylowano

Szary osad 
rozpuszcz w HjO

(nieczynny)

Supernatant (aktywny)
I
CjHsOH w stosunku 1.5

alkohol oddestylowano

Szary osad 
rozpuszcz w h20 

(nieczynny)

I
Supernatant (aktywny)
I
CjHsOH w stosunku 1 5 

4 | alkohol oddestylowano

Szary osad 
rozpuszcz w HjO 
(nieczynny)

Supernatant (aktywny) 
l
Zagęszczenie pod 

prozma

Osad brązowy 
rozpuszcz w HjO 

(nieczynny)

Płyn pozostały 
| ( aktywny) 

n - butanol (15)

6 t
Warstwa górna warstwa dolna brązowa

Próba oczyszczenia antybiotycznie czynnej sub­
stancji. Preparat oczyszczano według schematu 1. Wyjściowym 
materiałem były filtraty 4-dniowej kultury szczepu Bacillus sp. 4-bis. 
Każdorazowo brano po 500 ml filtratu. Aktywność frakcji z kolejnych 
wariantów schematu oczyszczania antybiotyku sprawdzano metodą cy- 
linderkową. W miarę odrzucania zanieczyszczeń od antybiotyku zwięk­
szała się jego aktywność. Wytrącenie białka przez zakwaszenie filtra­
tu do wartości pH 4 i zagotowanie dało o 5—10 mm większe strefy w 
porównaniu z kontrolą. Po zastosowaniu metody, według schematu 1, 
otrzymano substancję dającą strefy o średnicy większej o 15—25 mm 
od kontroli. W końcowym etapie oczyszczania substancji antybiotycznie 
czynnej (przejście 9 na schemacie 1) otrzymano surowy osad, czynny 
antybiotycznie, który wypadał z roztworu po zagęszczeniu pod próżnią
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supernatantu, otrzymanego z przejścia 8. Osad słomkowożółty, dobrze 
rozpuszczalny w wodzie, a nieropuszczalny w alkoholu, chloroformie, 
eterze i benzenie.

Charakterystyka substancji antybiotycznej. Pre­
parat antybiotyczny poddawano działaniu pronazy (500 gg/ml) przy 
37 PC w ciągu 1—72 godz. Potem pronazę inaktywowano przez ogrze­
wanie do 100°C (substancja antybiotyczna jest termostabilna) i po ostu­
dzeniu doprowadzano do pH 7,2. Pronaza nie inaktywowała antybio­
tyku. Również trypsyna (100 gg/ml) i pepsyna (100 ug/ml) nie trawiły 
substancji antybiotycznej.

Substancja antybiotyczna wykazuje pozytywną reakcję ninhydryno- 
wą i Molischa, redukuje jony Mn+7 do Mn+4, nie redukuje FeCl3. Daje 
ujemną próbę z płynem Lugola i ujemną reakcję Fehlinga.

Oznaczanie składu a m i n o k w a s o w e g o filtratu 
bakteryjnego i podłoża bulionowego. Analiza na zawar­
tość aminokwasów w częściowo oczyszczonych filtrach bakteryjnych (sche­
mat 1) wykonana została na analizatorze Unichrom firmy Beckmana. 
Wykonano także analizę na zawartość aminokwasów w podłożu bulio­
nowym, które podobnie jak filtraty poddane zostało oczyszczeniu zgod­
nie ze schematem 1. Zestawienie procentowej zawartości aminokwasów 
przedstawiono w tab. 7.

Toksyczność substancji antybiotycznej. Filtrat 
oczyszczony i zagęszczony do 1/50 objętości (50 mm strefy zahamowania 
wzrostu) podawano: 4 zwierzętom dootrzewnowo (0,1 ml preparatu) 
4 zwierzętom podskórnie (0,1 ml preparatu) i 2 zwierzętom kontrolnym 
(0,1 ml bulionu dootrzewnowo). Zwierzęta zniosły zabieg dobrze. Czyn­
nik antybiotyczny nie jest toksyczny dla chomika.

DYSKUSJA

Cztery szczepy wyosobnione z przewodu pokarmowego larw G. mel- 
lonella wykazują antybiotyczne działanie w stosunku do saprofitycz­
nych prątków kwasoopornych. Szczep Bacillus 4-bis wydziela substan­
cję antybiotyczną. Substancja ta hamuje wzrost i działa bakteriobójczo 
na prątki. Antybiotyk tworzony przez Bacillus 4-bis nie jest identyczny 
z substancją zawartą w ekstraktach enzymatycznych z larw G. mello- 
nella, hamującą wzrost Mycobacterium, ponieważ jest termostabilny 
(11, 12).

Bulion okazał się najlepszą pożywką do intensywnego wytwarzania 
antybiotyku przez Bacillus sp. 4-bis. Na podłożu Kozera czynnik aktyw­
ny wytwarzany był w mniejszych ilościach. Dodatek cynku i manganu 
do podłoża nie wpłynął dodatnio na produkcję antybiotyku. Pod tym
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Tab. 7. Udział aminokwasów w filtracie bakteryjnym i podłożu bulionowym 
Participation of amino acids in the bacterial filtrate and bouillon medium

Lp.
No.

Aminokwasy
Amino acids

Filtrat (%) 
Filtrate (%)

Bulion (%) 
Bouillon (%)

1. kwas asparaginowy 
aspartic acid

7,65 8,10

2. treonina
threonine

1,87 3,49

3. seryna
serine

2,26 3,88

4. kwas glutaminowy 
glutamic acid

5,81 10,89

5. prolina
proline

3,20 4,71

6. glicyna
glycine

4,82 8,43

7. alanina
alaninę

2,91 5,98

8. cystyna
cystine

0,38 0,47

9. walina
valine

2,97 3,31

10. metionina
methionine

1,47 1,12

11. izoleucyna
isoleucine

1,28 1,81

12. leucyna
leucine

2,72 2,92

13. tyrozyna 
ty rosi ne

1,62 0,82

14. fenyloalanina
phenylalanine

1,98 1,42

15. lizyna
łysinę

9,17 9,66

16. histydyna
histidine

2,12 2,32

17. arginina
arginine

1,62 5,54

Suma
Sum 53,85 74,87

amoniak
ammonia

3,52 1,86
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względem wyniki różniły się od uzyskanych w badaniach nad subtyli- 
ną i subtenoliną (6, 7).

Istotny wpływ na aktywność antybiotyczną filtratów bakteryjnych 
miało stężenie jonów wodorowych podłoża. Przy pH 6,8—7,4 najinten­
sywniej syntetyzowała się substancja antybiotyczna i najsilniej działała 
na saprofityczne prątki kwasooporne.

Gotowanie 30-minutowe jak również przetrzymywanie w tempera­
turze pokojowej i 37cC w ciągu 3 miesięcy nie inaktywowało antybio­
tyku.

Z przeprowadzonych badań nad działaniem antybiotyku na bakterie 
należące do różnych grup systematycznych interesujący wyda je się 
fakt hamowania wzrostu Escherichia coli. Mogłoby to rzucić pewne 
światło na brak bakterii z grupy E. coli, w przewodzie pokarmowym 
G. mellonella. Dudziak nie udało się izolować tych pałeczek z mi­
kroflory gąsienic mola woskowego. Wydaje się, że wstępne badania nad 
naturą antybiotyku wskazują na budowę polipeptydową substancji czyn­
nej, chociaż substancja antybiotyczna nie ulegała trawieniu pepsyną, 
trypsyną i pronazą. Warto podkreślić, że małe cykliczne peptydy i pep- 
tydy zawierające D-aminokwasy są raczej odporne na działanie enzy­
mów proteolitycznych, a często w skład antybiotyków peptydowych 
wchodzą aminokwasy nie spotykane w białkach. W większości przypad­
ków są to aminokwasy konfiguracji D (3).

Wnioskiem wiążącym pewne nadzieje z substancją czynną jest jej 
działanie in vitro na wzrost szczepów patogennych. Podkreślić również 
należy, że czynnik aktywny nie wywiera szkoliwego wpływu na orga­
nizm chomika syryjskiego.
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PE3K3ME

H3 42 LLIT3MMOB KMUJ6HHOM cpnopbi jiMMMHOK Galleria mellonella L. 
4 imaMMa: 4-bis, 12-bis, 26-bis, 37-bis npoflBnptoT aHTMÓMOTMMecKoe fleia- 
CTBMe no oTHOLueHMło k canpocpMTMHecKMM KMcnoycTOMMMBbiM nanoMKaM. 

LLbaMM Bacillus sp. 4-bis oónaflaeT HawóonbUjeM aHTMÓMOTMMecKoil a«THB- 
nocTbto. M3 canpocpMTOB Hanóonee MyBCTBMTenbHbiM Ha flewcTBue aHTMÓno- 

TMHecKoro BemecTBa sB/iseTcs Mycobacterium smegmatis. MaKCHManbHas 

aHTMÓnoTMHecKaa a«TMBHocTb y KynbTypbi HiTaMMa Bacillus sp. 4-bis Ha 
óynbOHHOM nmaTenbHOM cpefle npnxoflHTc« Ha 4—5 fleH. 3th wiaMMbi 

SaKTepHOLIHflHbl no OTHOlLieHMK) K CanpOCpHTHMeCKHM KHCnOyCTOMMMBbIM na- 

noMKaM, 3a,ąep>KMBaioT poci Mycobacterium tuberculosis H37RV h LUTaM- 

mob Mycobacterium, n3onnpoBaHHbix y 6onbHbix, ujTaMMbi KOTopbix qyB- 

CTBMTe/lbHblH H yCTOMHMBbl K KJiaCCMMeCKHM neKapcTBaM.

AHTHÓHOTHHeCKOe BemeCTBO He BJlHBeT Ha CMpMMCKMX XOMSIKOB.
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SUMMARY

Of 42 strains from the intestinal flora of wax moth larvae — Gal- 
leria mellonella L., four strains (4-bis, 12-bis, 26-bis, 37-bis) showed 
antibiotic action against saprophytic acid-fast tubercle bacilli. The 
strain Bacillus sp. 4-bis had the highest antibiotic actvity. Of saprophy- 
tes, Mycobacterium smegmatis appeared to be most sensitive to the 
action of antibiotic substance. The maximum accumulation of active 
substance was found in the 5-day-old culture of Bacillus sp. 4-bis on 
a bouillon medium. The antibiotic substance had a bacteriostatie effect 
on saprophytic acid-fast tubercle bacilli, it inhibited the growth of My­
cobacterium tuberculosis H37RV and also of Mycobacterium strains, iso- 
lated from patients, which were sensitive and resistant to classical 
drugs.

The antibiotic substance had no harmful effect on the Syrian ha- 
msters.
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