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Scme Intestinal Bacteria Isolated from Wax Moth Larvae (Galleria mellonela L.)

Zagadnienie flory bakteryjnej przewodu pokarmowego larw mola
woskowego bylo tematem niewielu prac (2, 3, 5, 8). Mol woskowy jest
jednym z nielicznych organizméw zdolnych do wykorzystywania wosku
pszczelego (palamitynianu mirycylowego) jako zrédla energii. Wraz z wo-
szczyng pszczelg, ktora stanowi glowny pokarm larwy, moga wnikaé do
jej wnetrza liczne drobnoustroje. Nalezy przypuszczaé, ze w procesie
trawienia wosku uczestniczg mikroorganizmy zyjgce w przewodzie po-
karmowym larwy (6).

W pracy niniejszej okreslono przynaleznosé systematyczng kilku
szczepéw bakteryjnych wyosobnionych z przewodu pokarmowego larwy
G. mellonella L. przez Barbare Dudziak. W odréznieniu od innych
szczepy te cechuje silne dzialanie antybiotyczne o spektrum skierowa-
nym przeciw drobnoustrojom gram-dodatnim i pratkom kwasoopor-
nym.

WYNIKI

Badaniami taksonomicznymi objeto 8 szczepéw: 5AK, 8, 15, 26a, 26b,
53, 74 i 92.

Morfologia mikroskopowa. Szczepy badane s3 gram-do-
datnie, paleczkowate, ruchliwe, tworza zarodniki, tlenowce. Wykazujg
wiec cechy typowe dla laseczek zarodnikujacych z rodzaju Bacillus.
Zesp6l cech morfologii mikroskopowej zestawiono w tab. 1.
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Morfologia makroskopowa (charakterystyka hodowli).
Agar odzywczy stanowil dla badanych szczepéw podloze optymalne.
Na zelatynie szczepy chromogenne 5AK, 15, 74 i 92 wytwarzaly rdzawo-
fioletowy, a szczep 26a rdzawoczerwony barwnik. Barwniki dyfundo-
waly do podloza. W odrdznieniu od pozostalych szczep 26b nie wykazy-
wal wzrostu na podlozu z ziemniakiem. Szczepy 5AK, 15, 26a, 53 i 92
rosty w bulionie odzywczym jako hodowla tlenowa z wytworzeniem na
powierzchni podloza grubego, mocno pofaldowanego, zwartego, wosko-
wego, brudnobialego (w przypadku szczepu 26a rdzawoczerwonego) ko-
zucha, z trudnoscig ulegajgcego rozbiciu na jednolitg zawiesine. Kruchv
kozuszek formowany przez szczep 74 byl latwo zawieszalny w ptynie fi-
zjologicznym. Szczep 26b powodowal jednolite zmetnienie bulionu
(wzrost dyfuzyjny) z wytworzeniem ziarnistego osadu, natomiast szczep
8 tworzyl na powierzchni podloza delikatna, bialawg blonke, wypelza-
jacq na Scianki probdwki, nie powodowal zmetnienia bulionu.

Tab. 2. Zdolnosci fermentacyjne wyosobnionych szczepow
Fermentation properties of the isolated strains

Numery Kkolejne szczepow
No. of strains

Substrat rozkladajacych substrat O o T T e 1 )

Substrate decomposing the substrate = BELEa
szybko (++ +) powoli (+) not decomposing the
quickly (+++) slowly (+) substrate

Sacharoza 5AK, 8, 15, 26a, 26b, e —

Saccharose 53, 74, 92

Glukoza 5AK, 8, 15, 26a, 26b, = =

Glucose 53, 74, 92

Laktoza — -— 5AK, 8, 15, 26a, 26b,

Lactose 53, 74, 92

Arabinoza S5AK, 15, 26a, 26b, 53, T4 8

Arabinose 92

Ksyloza 15, 53, 92 HAK, 26a, 26b, 74 8

Xylose

Glicerol 8, 26a, 74, 92 5AK, 15, 26b, 53, —

Glycerol 74, 92

Mannitol 15, 26a, 26b, 53 92 5AK, 8, 74 —

Mannitol

Salicyn 8, 26a, 26b, 53, 92 fAK, 15, 74 —

Salicin
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Na agarze odzywczym szczepy 5AK, 15, 26a, 53 i 92 rosty w postaci
szorstkich, nieregularnych, woskowych, warstwowo ulozonych kolonii.
Na brzegach brudnobialych kolonii widoczne byly charakterystyczne
sluzowate brodawki. Nieznacznie rozciggniete o odcieniu rdzawoczer-
wonym kolonie szczepu 26a, ktéry nie tworzyl brodawek, posiadaty sze-
roki margines koloru sinego. Kolonie szczepu 74 byly gladkie, miekkie,
cienko rozlozone i regularne. Rozlegle, szorstkie, plasko rozlozone, nie-
regularne, bialawe z charakterystycznym uzylkowaniem kolonie szcze-
pu 8 w miare starzenia przybieraly odcien zéltawy. Nie przylegajacy
do agaru szczep 26b rost w postaci mlecznobiatych, oslizgtych, gladkich,
zwartych i kolistych kolonii.

Nieznacznie rozpelzajgce szczepy 5AK, 15, 26a, 53 i 92 dawaly na
skosach agarowych wzrost skorzasty, mocno przylegajacy do agaru.
Obfity i mocno rozciggniety wzrost szczepow 8 i 26b nie byl wrosniety
w agar.

Wlasnosci fizjologiczne i biochemiczne. Szczepy ro-
sty zar6wno w temperaturze pokojowej, jak i w 37°C. Optymalna tem-
peratura wzrostu dla szczepu 26b wynosila 28—34°C, dla pozostalych
32—37°C. Optymalna kwasowos¢ pH 6,5—8,0, wzrost szczepu 26b byl
hamowany ponizej pH 6,0. Skapy wzrost szczepow obserwowano w bu-
lionie odzywczym z glukozg w warunkach beztlenowych.

Szczep 8 powodowal energiczne uplynnienie zelatyny, workowate
rozrzedzenie z wytworzeniem na powierzchni uplynnionej zelatyny
blonki stwierdzono w przypadku szczepow 5AK, 15, 26a, 53, 74 i 92, na-
tomiast szczep 26b nie wytwarzal zelatynazy.

Gwaltowng peptonizacje mleka bez uprzedniej koagulacji stwierdzo-
no w przypadku szczepu 8, powolng peptonizacje bez kwasowego skrze-
pu powodowal szczep 26a, w przypadku szczepéw 5AK, 15, 53, 74 i 92
obserwowano najpierw nieznaczng koagulacje zwigzang z zakwaszeniem
mleka, a nastepnie stopniowo postepujgce przejasnienie podloza na sku-
tek peptonizacji kazeiny. Szczep 26b nie powodowal zmian w mleku
lakmusowym, cechowaly go slabe zdolnosci proteolityczne.

Badane szczepy fermentowaly znaczng ilos¢é weglowodanow i alko-
holi wyzszych z wytworzeniem kwasu bez gazu. W bulionie odzywczym
z glukoza szczepy 5AK, 8, 15, 26a, 53, 74 i 92 po wstepnym zakwaszeniu
do pH okolo 5,0 powodowaly silng alkalizacje podioza; w 7 dniu inku-
bacji kwasowosé osiggala wartosé pH 8,5—39,0.

Fermentacje weglowodanow, rozkiad alkoholi wyzszych zestawiono
w tab. 2, pozostale wlasciwosci biochemiczne przedstawiono w tab. 3.

Szczepy bakteryjne 5AK, 15, 26a, 53, 74 i 92 zaliczono do B. subtilis,
szczep 8 zidentyfikowano jako wariant B. cereus, szczep 26b wykazywal
wiele cech wspolnych z B. lentus (1).
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Tab. 3. Wlasnoéci biochemiczne i fizjologiczne szczepow
Biochemical and physiological properties of strains

Numery szczep6w dajgcych odczyny
No. of strains giving reactions

Odczyn
Reaction dodatni codatni opoz- ujemny
positive niony negative
positive retarded
Odczyn Voges-Proskauera 5AK, 8, 15, 26a, - 26L
Voges-Proskauer reaction S3, 74, 92
Redukcja NO’s—NO’, 5AK, 8, 15, 26a, = 26b
NO’s—NO’, reduction 53, 74, 92
Wytwarzanie ureazy 26a, 26b SAK 48515553, -
Urease production 74, 92
Rozklad skrobi (amylaza) 5AK, 15, 26a, 8 =
Starch hydrolysis (amylase) 26b, 53, 74, 92
Hemoliza krwinek konskich 5AK, 8 = 15, 26a, 26b,
Hemolysis of horse blood 53, 74, 92
Cytrynian sodu 26a, 53 5AK, 8, 15, 74, 26b
Sodium citrate 92
Bulion odzywczy 4% NaCl 5AK, 8, 15, 26a, 26b —
NaCl broth 4% 53, 74, 92
Bulion odzywczy 5% NaCl SAK, 8, 15, 26a, 26b —
NaCl broth 5% 53, 74, 92
Bulion odzywczy 7% NaCl 5AK, 15, 53, 74, 8, 26a 26b
NaCl broth 7% 92

DYSKUSJA

Flora autochtoniczna jest w pewnych granicach stala. Zalezy w nie-
znacznym stopniu od warunkéw bytowania i stadium rozwojowego owa-
da (jajo, larwa, poczwarka, imago). Steinh aus wymienia 38 szczepéow
wydzielonych z G. mellonella L. nalezacych do 19 rodzajéow (7). Hemo-
lityczna odmiana paleczki siennej Bacterium subtilis var. galleriae, opi-
sana przez Chorine (5), w odroznieniu od szczepow S5AK, 15, 26a,
53, 74 i 92, oznaczonych w niniejszej pracy jako B. subtilis, byla koagu-
lazo-dodatnia, nie fermentowata sacharozy. Ze wzgledu na wytwarzanie
krystalicznej endotoksyny B. subtilis i B. cereus znane s3 jako pospolite
entomopatogeny owadéw (4). W odroznieniu od nich B. lentus nie byt
dotychczas izolowany z larw mola woskowego.

Jedynym organizmem stale zamieszkujgcym przewéd pokarmowy
mola woskowego okazal sie — wg Buchera i Williamsa — Streptococcus
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faecalis (2). Mikroorganizm ten przezywal okres metamorfozy G. mel-
lonella L. i byl normalnie przekazywany nastepnym generacjom (3).
Stephens uznal natomiast szczep S. faecalis za patogeniczny dla
larw mola woskowego (8).
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PE3OME

8 6akTepuanbHbIX LITAMMOB, KOTOPble B OTAMUME OT APYFUX M3OAUPO-
BAHHbIX M3 KuweYHoN Pnopsbl nuuuHok Galleria mellonella L. xapaktepuao-
BANUCbh CHNbHBLIM aHTMOMOTMUECKMM AeicTeBueM, 3auucneHo B8 poa Bacillus.
Wrammer 5 AK, 15, 26 a, 53, 74 u 92 upeHtudpuumposaHbl kak B. subtilis,
Wramm 8 npunsnu 3a sapuanT B. cereus. LLiramm 26 b, 3HauutensHo otnu-
valoWMHcs MOpPEdONOrMuecKUMU uYeptamu u BUOXMMUUECKMMKM CBOMCTBAMM,
umeetr mHoro obuwux ueprt ¢ B. lentus.

SUMMARY

Eight bacterial strains which, contrary to other strains isolated from
the intestinal flora of wax moth larvae, showing a high antibiotic activity
were included into the genus Bacillus. The strains 5AK, 15, 26a, 53, 74
and 92 were identified as B. subtilis, whereas the strain 8 as a variant
of B. cereus. The strain 26b, differing in morphological features and
particularly in biochemical properties, had many features in common
with B. lentus.



