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Dynamika wylwarzania i swoistoé¢ substratowa proteaz_szczepéw

Bacillus sp. i C. pyogenes stwierdzanych w ,kulawce” owiec

Z zakladu Higieny Weterynaryjnej w Lublinie
Z Centralnego Laboratorium Aparaturowego AR w Lublinie

Aktywnos¢ proteolityczna beztlenowcéw B.
nodosus — uznanych za glowny czynnik etiopa-
togenetyczny tzw. ,kulawki” owiec (KO) w
formie ,,foot rot”” — stanowi przyjete kryterium
wzglednej chorobotwoérezodci tych bakterii (11,
23). Wykazano bowiem, ze ten rodzaj wlasci-
wodcli enzymatycznych zarazka koreluje z jego
wirulencjg (10). Zdolnoé¢ do wytwarzania pro-
teaz oceniano zwykle w stosunku do kazeiny
(11), preparatow z rogu racicowego (22), ela-
styny (20, 22) i fibrynogenu (20). Podkresli¢
przy tym nalezy, ze w takim zakresie dotych-
czas nie sprawdzano — wystepujacej przy tym
schorzeniu — mikroflory tlenowej. Ostatnio
bowiem zdobyte dane ograniczaly sie tylko do
ogo6lnej charakterystyki cech elastolitycznych
tych bakterii (6).

W zwigzku z powyzszym celem niniejsze]
pracy bylo przebadanie — wyosobnionych z
przypadkow ,kulawki” owiec — szczepow Ba-
cillus sp. i C. pyogenes w zakresie dynamiki
wytwarzania proteaz w hodowlach tych bakterii
i ich swoistosci substratowe].

Material i metody

Szezepy i ich hodowla. W badamiach uzyto 3 szcze-
py laseczek Bacillus sp. z tzw. grupy A, B i C (6
oraz 1 szczep C. pyogenes — TB1 (7). Hodowle tych
bakterii prowadzono w podiozu bulionowym z 0,5%
glukozy i 0,5% surowicy konskiej.

Dynamika aktywno$ci proteolitycznej. Hodowle la-
seczek Bacilus sp. (Bl) oraz C. pogenes (I'Bl) badano
na aktywnosé proteolityczng w roéznych fazach ich
wzrostu. Stopien proteolizy okreflano wobec kazeiny
(BDH) i syntetycznego subsiratu BAPNA przedsia-
winjacego chlorowodorek N-alfa-benzoilo-DL-argini-
ny-p-nitro anilid (BDH). W tym celu z bulionowych
hodowli bakteryjnych pobierano — przy réinych in-
terwalach — prébki plynéw, ktore wirowano w cig-
gu 1 godziny przy 3000Xg, a nasigpnie przeprowa-
dzano oznaczanie poziomu akiywnosci enzymalycznej
(inkubacja w 30°C—30 minut). Dzialanie proteaz na
kazeing sprawdzano wediug Davidsona i Wellsa (8)
tj. metodg okre$lenia uwolnionych z kazeiny grup
karboksylowych, miareczkowanych alkoholowym roz-
tworem 0,060 N KOH (etanolowy blok zasadowych
grup aminokwasow)., Z roéznic objglosciowych zuzy-
tego KOH przy analizie proby badanej i kontrolnej
(Plyn samego podloza) oznaczano iloé¢ gramorowno-
waznikéw grup karboksylowych przeliczanych na
liczbe jednostek miedzynarodowych w 1 litrze ho-
dowli. Natomiast do cceny akiywnodci proteolitycz-
nej kultur — wzgledem syntetycznego subsiratu
BAPNA — stosowano metode Erlangera i wsp. (12).
Hydrolize BAPNA $ledzono w dwuzwigzkowym spek-
trofotometrze rejestrujgcym UV—VIS (C. Zeiss-Jena).
Powstaly produkt reakeji, tj. p-nitroaniline identyfi-
kowano przy diugosci fali 410 nm. Aktywno$é ply-
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néw podawano jako ilo§é jednostek miedzynarodo-
wych (JM) wyliczong z wzoru Bergmeyera (2):

A A/min - 10° Vk

JM= Exd W}LM,’L/mm

gdzie:

AA[/min — przyrost absorbancji roztworu na minuteg;

Vk — objetoé¢ koncowa proby w cms;

Vp — objeto$é badanego preparatu w cm?;

E — molowy wspoélczynnik absorbancji w cm2/mol;

d — dtugo$¢ drogi optycznej kuwety spektrometru
W cm,

Poza tym sprawdzono takze aktywno$é proteoli-
tyczng — wobec BAPNA i kazeiny — 2 -pozostalych
szczepow Bacillus sp. (tzw. grupa A i C). W iym
przypadku badane piyny pochodzily =z 5-dniowych
kultur (szezyt produkcji proteaz).

Substraty biatkowe

a) Fibrynogen przygotowywano metodyka podang
przez Christie i Wilsona (3). W tym celu do podloza
agarowego o temp. okoto 50°C wprowadzano 12% ste-
rylnej plazmy krwi owczej. Przed wylaniem na ptyt-
ki, podloze podgrzewano przez 15 min. do okolo 56°C
celem sprecypitowania fibrynogenu. Jako dowoéd fib-
rynogenolizy przyjeto calkowite przejasnienie podio-
za dookola wyrostych kolonii.

b) Sproszkowany roég racicowy lgczony z czerwie-
nig Kongo (POCH, Gliwice) sporzadzano wedlug pre-
paratyki Rinderknechta i wsp. (18).

c¢) Kolagen badano zgodnie z metodyka przedsta-
wiong w pracy Cygana (5).

Oceneg lizy fibrynogenu i proszku rogowego prze-
prowadzano na podlozach agarowych — stosujac li-
nijny posiew duzej dawki bakterii (inkubacja w 37°C
przez 5 dni). Poza tym rozpuszczanie rogu dodatkowo
sprawdzano w warunkach 8-tygodniowej inkubacji
tego substratu w 37°C (dawka 10 mg) w bulionowej
hodowli bakteryjnej (makroskopowa ocena procesu
trawienia). 2

Wyniki i oméwienie

Poziom aktywnosci proteolitycznej w hodo-
wlach laseczek Bacillus sp. (szczep Bl) i pale-
czek C. pyogenes (szczep TB1) ilustrujg rye. 1
i 2. Z ryc. 1 wynika, ze krzywa dla kazeiny
przedstawia — w przypadku szczepu TB1 —
szybka progresje koncentracji proteaz ze szczy-
tem w 4 dniu hodowli. Natomiast szczep Bl
charakteryzuje wolniejszy wzrost poziomu tych
enzymow z apogeum przypadajacym w 5 dniu.
Réwniez wyniki oznaczeh z syntetycznym sub-
stratem BAPNA wypadly nieco inaczej dla bak-
terii Bacillus sp. i C. pyogenes (ryc. 2). Szczep
B1 po 1 dniowym namnazaniu wytwarzal wyz-
sza aktywno§¢ (1,14 JM/I) niz TB1 (0 JM).
Maksimum tego dzialania przypadlo dla Bl w
5 dniu (2,35 JM/I), a w przypadku TBl — w
4 dniu hodowli (2,50 JM). Stad tez badanie 2
pozostalych izolatow Bacillus sp. (Al i Cl)
przeprowadzono z uzyciem juz 5-dniowych kul-
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Ryc. 1. Dynamika aktywnoéci proteolitycznej szcze-
péw Bacillus sp. (——B1) i C. pyogenes (———TB1)
wobhec kazeiny

tur. W tych warunkach poziom aktywnosci ka-
zeinolitycznej wynidsl dla szezepow Al i C1 —
36 i 10 JM, a wobee BAPNA kolejno 1,89 i
0,74 JM/I hodowli.

Zakres proteolitycznej aktywnosci szczepow
Bacillus sp. (Al, Bl i Cl) oraz C. pyogenes
(TB1), ustalony w stosunku do réinych sub-
stratow bialkowych, przedstawiono w tab. 1.

Tab. 1. Swoistosé substratowa proteaz w hodowli ba-
danych szczepow

Subsérady

Szczepy

rog racicormy ]'Ez;zna frbrynogern | kolagen | BAPNA
Bacillus z grupy .
A - (2)
8 - (%)

c —
L gyogenes ==

+ 4+ 4
+ o+ v %
LIS J I |
S

Objaénienia: 4 = liza substratu, () = obecnosé lizy substratu
tylko w hodowli bulionowej zarazka, — = brak lizy sub-
stratu.

Wynika z niej, ze wszystkie izolaty, oprocz hy-
drolizowania kazeiny i BAPNA, posiadaly réw-
niez zdolnoé¢ trawienia fibrynogenu, a cze$cio-
wo takze preparatu rogowego. Jednak efekt ke-
ratynolityczny wystapil tylko w warunkach
przedluzonej inkubacji substratu z hodowla bu-
lionowa 2 szczepdéw Bacillus sp. tj. A1 i Bl. Te
same szczepy na podlozach stalych nie posia-
daly juz tej aktywnosci. Zaden ze szczepow —
przy zastosowanej metodzie — nie dzialal ko-
lagenolitycznie.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze wyste-
pujace w ,kulawce” owiec laseczki Bacillus sp.
(tzw. grupy A, B i C) oraz maczugowce C. pyo-
genes (szczep TB1) cechujg na ogodl silne i zroz-
nicowane wlasciwoéci proteolityczne. Stwier-
dzono przy tym, ze proteazy sg syntetyzowane
1 uwalniane do podloza gléwnie w stacjonarnej

Ryc. 2. Dynamika aktywno$ci proteolitycznej szeze-
péw Bacillus sp. (— B1) i C. pyogenes (——— TBIl)
w stosunku do syntetycznego substratu BAPNA

fazie wzrostu tych bakterii. Potwierdzono zatem
?i;tualny w tym wzgledzie poglad Colemana

Laseczki Bacillus sp. (A1, B1 i C1) oraz ma-
czugowee C. pyogenes (TB1) posiadaly szeroka
swoistos¢ substratows. Wszystkie bowiem szeze-
py hydrolizowaly fibrynogen, kazeine i BAP-
NA, a 2 spos$réd tych izolatéw wykazywaly
rowniez pewng aktywnosé keratynolityezna.
Wspomnie¢ nalezy, ze weczeéniej Cygan i wsp.
(6) opisali wlasciwosci elastolityczne tych bak-
terii. Zatem enzymy badanych szczepéw Bacil-
lus sp. i C. pyogenes swoja swoistoscia substra-
towg przypominaly wlasciwosei beztlenowceow
B. nodosus (gléwny czynnik etiologiczny ,ku-
lawki” owiec). Aktywno$é pltynéw hodowli Ba-
ctllus sp. 1 C. pyogenes wobec BAPNA sugeru-
je trypsynopodobny mechanizm dzialania po-
przez hydrolize wigzan peptydowych — wy-
twarzanych przez grupy karboksylowe argini-
ny. Podobnie zachowuja sie peptydazy z gru-
py hydrolaz peptydylo-peptydow [3.4.4.].

Na uwage zasluguje stwierdzenie u 2 szcze-
péw Bacillus sp. (Al i B1) zdolnosci keratyno-
litycznych. Fakt ten — w $wietle danych War-
da i Lundgrena (24) o duzej zawartosci argini-
ny w keratynie racic — wskazuje na mozliwosé
wykorzystywania przez niektére szczepy Bacil-
lus tych niezwykle opornych bialek. Wtasci-
wos¢ te opisano juz wezesniej w grupie lase-
czek glebowych (15, 16). Podkresli¢ tez nalezy,
ze argininie przypisuje sie réwniez role czyn-
nika stymulujacego wzrost beztlenowcéw B.
nodosus (19).

Zaden z badanych szczepéw nie posiadal
zdolnodci kolagenolitycznych. Wynik ten, w
kontekscie danych o braku argininy w kolagenie
(9), przemawia za slusznoscia powyzszych roz-
wazan. Tym bardziej staje sie to logiczne przy
stwierdzeniu, ze aminokwas ten nie wystepuje
w welnie owczej (21), ktéra tez nie podlega ke-
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ratynolizie nawet po zadzialaniu enzymow B.
noaosus (1).

Heasumujge, wydaje sig, ze w ellopatogenc-
zie ,kulawki’ owilec (KO) mozna sugerowac u-
dzial laseczek Bacitius i paieczek C. pyogenes.
Przemawia za tym powszechnosc wystgpowania
tych bakterii w KO oraz icn elzymatyczne
mozliwosel hydrolizowania niekiorych struktur
skory. Zalem ,,Eulawkl’ Owlec posiadalypy ce-
chy syndromu chorobowego, co juz wezesniej
zakiagali — nie motywujge tego dostatecznie —
Prevot (17), Katitch (13; oraz Katitch 1 Ma-
titen (14).

4
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[pran 3., Bepunupeswia A, Bapa U, — JKuoaMuka 0b-
pasosanug  # cyOerparnas cnenudumEocts HpoTeal
mravaos Bacillus sp, u C. pyogenes, o0HaPYEMBACMBIX
B IMCCEOTIICHMIM OBCH,

lizoimpoBanHble Y3 CIAyYaeB IMOCENTHULEMNM OBEN
3 mraMMa Bacillus sp. (Al, Bl u Cl), a Takxe 1 mtaMM
C. pyogenes (TB1) b oBclepoBaHbl OTHOCHTENLHO
mranvuky 00pasopanui NPOTeas M UX cyOCTpaTHOMH clie-
[ THOCT OTHOCATENLHO Ka3EHHa, HOPoUIKa KOMLLT-
HOrO POTA ¢ KouropoToM, uipMHOTEHa, KOJLIareHa i
cunTergecKoro npeaapata BAPNA (X 1OpPMCTOBOROPOA-
gasg coab N ameda-Gensnon-DL-apruHun-p-EUTPOA~
). OTHOCHTENEMO AMHAMUKY 00pasoBainsd TPOTEas
e l-guesioro naMuomenna B 37°C mramm Bl mo-
KA3LImajl BHICLIYI0 aKTMBHOCTH (1,14 JM/m) uem TB1
(0 JN/m). Maxeumynm STOr0 AeiCTBUA NPUXOINMIICA LA
Bl ug 5 meum (2,35 JM/n), a B cay4ae TB1 ua 4 gedb
wynuTypol (2,50 JN/m;). Bee IMTaMMBL THAPOJIAZMPOBA N
waseus, BAPNA u coubpuores, a 2 cpefu HUX TaKIKe
HeperapuBali TOPOUIOK Dora (Al u Bl). KepazoJurii-
yeckyii apdherT MOABMICA AUIIb TPH TIPOATISHOM Jif-
rybamy cyberpara B fynnoinoil KyanType. B pabore
TPONHCEY THROBAH npeinoiaraeMoii MEXaHHIM nencTBMA
mporeas mraumos Bacillus sp. u C. pyogenes, a TaKme
7% BOIMOIKHAS DOML B KOHTEKCTE 9THOTIATOTEHEe3a o=
COerTUIeMMM OBELL.

Cygan %, Wiercinski J., Barez L. — Production and
spesificity of proteases produced by Bacillus sp. and
Coryuebacterium pyogenes discovered in ,Jlameness”
of sheep.

Three strains of Bacillus sp. (Al, Bl and Cl) and
one strain of C. pyogenes (TBl) were examined to-
wards the proteases production and their specificity
agalnst casein, powder of the hoof horn with Congo
red, fiprinogen, collagen and synthetic preparation
BAPNA (N—a]pha-bermail—DL-a;rgiMe-p-mtm-amilid
hydrochloride). The strain Bl showed higher dynamics
activity in rsference to proteases generation following
pne day multiplication at 37°C compared with TB1
(1,14 JM/L and 0. JM/1). The nic of that production
for the strain Bl was on day 5th (2,35 JM/1) and
of day 4th in ecase of TBL (2,50 JM/1) All the strains
split casein, BAPNA and and fibrinogen, and two
of them also digested the hoof powder (Al and Bl).
Keratinolytic effect occurred only at extended incuba-
tion of the subsirate in broth culture. The possible
mechanisn  of proteases action produced by the
strains and their role in the etiopathogenesis of la-
meness have been dicussed.

LEEUW P, W., ELLENS D, J., TALMON ¥ P,
ZIMMER G. N.: Zakazenia cielgt rolawirusami: sku-
tecznodé szezepien doustnych w stadach zakeZoenych
endemicznie, Rofavirus infections in calves: efficacy
of oral vaccination in endemically infecied herds),
Res. vet. Sci. 29, 142—147, 1980 (2).

Obserwacije przeprowadzone na cieletach pozhawlio-
nych siary i zaszezepionych doustnie szezeplonks opar-
tg o zywy zmodyfikowany rofawirus (4 ml, 10%¢
TCIDs;) wykazaly, Ze szezepienie chropilo 1 z S za-
szezepionych cielat przed zakazeniem zjadliwym
szczepem Wirusa podanym po 72 godzinach po sacze-
pieniu., Efektywno$¢é szeczepionki oceniono rownisz w
dwoch stadach lkrow mlecznych w okresie wycielen.
Nie obserwowano znamiennych réznic zaréwno w za-
padalnogei jak i natezeniu objawéw biegunki u nowo-
rodkéw miedzy T4 cieletam] szczepionymi i 76 cie-
letami ktérym podano placebo. Neuiralizacja wirusa
w przewodzie pokarmowym cielat przez przeciwciala
siarowe byla glowna przyczyng nieskutecznosci szcze-
pien doustnych.

G.
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LEEUW P. W., ELLENS D. J, STRAVER P. J. VAN
BALKEN J. A. M, MOERMAN A, BAANVIGER T.:
Zokazenia wirnsowe 1 cielat w stadach kréw mlecz-
nych, (Rotavirus infections in calves in dairy herds).
Res. vet. Sci. 29, 135—141, 1980 (2).

U 115 cielat noworodkéw pochodzaeych z jednego
stada Lkrow mlecznych przesledzono wysigpowanie bie~
gunki. Biegunka przebiegala w formie dwoch syndro-
mow: jake tzw. lagodna, krotkotrwata ,wezesna” bie-
gunka u cielat w pierwszych trzech dniach Zycia oraz
jako ,p@zna” biegunka o cigzkim przebiegu u cielat
w wieku 4—I14 dni Zycia. Ten ostaini syndrom noto-
wano u cielgt w okresie od stycznia do czerwea. Ro-
tawirusy wydalalo 34 z 45 cielat z poing biegunkg
i jedno z 34 cielat z biegunksg wczesna. Rotawirusy %
lkatern wydalaly réwniez cieleta zdrowe i ozdrowien-
cy. Siara wielkszoSci kréw zawierala swoiste prze-
ciwelata dla rotawiruséw, Nie obserwowano jednak za-
leimodei miedzy wielkodcla poczatkowego miana tyeh
f)rzeciwcial W siarze i wystepowaniem biegunek u cie-
alb.

G.



