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Dynomika lVylworzonifi i swoistość subslrqtowo proleoz_szczepów
BociElus sp. i C. pyogene§ siwierdzonych w ,,kulowce" owiec

Z zakładn tligieny wcterynaryjnej w Luł]linie
Z centi,alnego Laboratoriun' Aparaturowego AR' w Lublinie

Aktywność proteolityczna beztlenowców B,
łlodosus - uznanych za główny czynnik etiopa-
togenetyczny tzw. ,,kulawki" owiec (KO) w
formie ,,foot rot" - stanowi ptzyjęte kryterium
względnej chorobotwórczości tych bakterii (11,
23). Wykazano bowiem, że ten radzaj właści-
wości enzy:rr,aŁycznydn zarazka koreluje z jego
wirulencją (10). Zdolność do wytwarzania pro-
teaz oceniano zwykle w stosunku do kazeiny
(11), preparatów z rogu racicowego (22), ela-
styny (20, 22) i fibrynogenu (20). PodkreśJ.ić
przy tym należy, że w takim zakresie dotych-
czas nie sprawdzano - występującej przy tym
schorzeniu mikroflory tlenowej. Ostatnio
loowiem zdobyte dane ograniczaŁy się tylko do
ogólnej charakterystyki cech elastolitycznych
tych bakterii (6).

W związku z powyższyrn celem niniejszej
pracy było p - wyos z
przypadków ,, wiec - s a-
cillus sp. i C. w zakres ki
wytwarzania proteaz w hodowlach tych bakterii
i ich swoistości substratowej.

Materiał i metody

Szczepy i ich hodowla. W badarriach użyto 3 szcze,
py laseczek Baclllus sp. z tzw. grupy A, B i C (;6)

oraz I szczep C. paogenes - TB1 (7). Hodowlę tych
bakterii prowadzono w podłożu bulionowym z 0,5nh

gJ,ukozy i 0,5Yo surowicy końskiej.
Dynamika aktywności proteolitycznej. Hodowle Ia-

seczek Bacilus sp. (B1) otaz C. pogenes (TB1) badano
na aktywność proteolityczną w różnycŁ fazach ich
wzrostu. Stopien proteolizy określano wobec kazeiny

(inkubacja w 30oC-30 minut). Działanie proteaz na
kazeinę sprawdzańo według Davidsona i lVellsa (B)

tj. metodą okreś]enia uwotnionych z kazeiny grup
karboksylowych, miareczkowanych alkoholowym roz-
tworem 0,05 N I(OH (etanolowy blok zasadowych
grup aminokwasów). Z różnic i
tego KOH ptzy analizie próby
(płyn samego podłoża) oznacza

karboksylo na
międzynaro ho-

t do oceny ycz,
vzzględem ratu

BAPNA - stosowano metodę Erlangera i wsp. (12).
trIydrolizę BAPNA śIedzono w dwuzwiązkowym spek-
trofotometrze rejestrującym UV-VIS (C. Zeiss-Jena).
Powstały produkt reakcji, tj. p-nitroanilinę identyfi-
kowano przy długości fali 410 nm. Aktywność pły-
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nów podawano jako ilość jedno,stćk międzynarodo-
wych (JM) wyliczoną z wzoT11 Bergnreyera (2):

Ą A/min . 106
JM: EXd

gdzie:
AA/min - przyrost absorbancji roztworu na minutę;
Vk - objętość końcowa próby w cm8;
Vp - objętość badanego preparaiu w cmg;
E - molowy współczynnik absorbancji w cmz/mol;
d - długość drogi optycznej kuwety spektrometru

w cm,

Poza tym sprawdzono także aktywność proteoli-
tyczną - wobec BAPNA i kazeiny - 2,pozostałych
szczepów Baci,llus sp. (tzw. grupa A i C), W tym
przypadku badane płyny pochodziły z 5-dniowych
kultur (szczyt produkcji pr,oteaz),

Substraty bialkowe
a) Fibrynogen przygotowywano metodyką podaną

przez Christie i Wilsona (3). W tym celu do podłoża
agarowego o temp. około 50oC wprowadzano 120ń ste-
rylnej plazmy krwi owczej. Przed wylaniem na płyt-
ki, podłoże podgrzewano przez 15 min. do około 56oC
celem sprecypitowania fibrynogenu. Jako dowód fib-
rynogenolizy przyjęto całkowite przejaśnienie podło-
ża dookoła wyrosłych kolonii.

b) Sproszkowany róg racicowy łączony z czerwie-
nią Kongo (POCH, Gliwice) sporządzano według pre-
paratyki Rinderknechta i wsp. (1B).

c) Kolagen badano zgodnie z metodyką przedsta-
wioną w pracy Cygana (5).

Ocenę lizy fibrynogenu i proszku rogowego prze-
prowadzano na podłożach agarowych - stosując li-
nijny posiew dużej dawki bakterii (inkubacja w 37oC
przez 5 dni), Poza tym rozpuszczanie rogu-dodatkowo
spralvdzano w u,arunkach 8-tygodniowej inkubacji
tego substratu w 37oC (dawka 10 mg) w bulionowej
hodowli bakteryjnej (makroskopowa ocena procesu
1rawienia).

Wyniki i omówienie
Poziom aktywności proteolitycznej w hodo-

wlach laseczek Bacillus sp. (szczep 81) i pałe-
czels. C. paogenes (szczep TB1) ilustrują ryc. 1

i 2. Z ryc. 1 wynika, że l<rzywa dla kazeiny
przedstawia - w przypadku szczepu TB1 -szybką progresję koncentracji proteaz ze szczy-
tem w 4 dniu hodowli. Natomiast szczep Bl
charakteryzuje wolniejszy wzrost poziomu tych
enzymów z apogeum przypadającym w 5 dniu.
Równiez wyniki oznaczeń z syntetycznym sub-
stratem BAPNA wypadły nieco inaczej dla bak-
ierli Baciltt s sp. i C. pgogenes (ryc. 2). Szczep
B1 po 1 dniowym namnazaniu wytwarzał wvż-
szą aktywność (1,I4 JMII) niż TB1 (0 JM)"
Maksimum tego działania przypadło dla 81 vl
5 dniu (2,35 JM/I), o fu przypadku TB1 - w
4 dniu hodowli (2,50 JM). Stąd też badanie 2
pozostałych izolatów Bacżl}us sp. (A1 i C1)
przeprowadzono z uŻyciem juŻ 5-dniowych kul-
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Ryc. 1. Dynamika aktywności proteolitycznej slcle1
§Ów Baci.lius sp. (--ńtl i C. pyoger.es (--.-TB1)

wobec kazeiny

tur. W tych aktywności ka-
zeinolityczne pów A1 i C1-
36 i 10 JM, kolejno 1,89 i
0,74 JMA hodowli.

Zakres proteolitycznej aktyrvności szczepów
Bacillus sp. (A1, 81 i C1) oTaz C. paogenes
(TB1), ustalony w stosunku do ńżnych sub-
stratów białkowych, przedstawiono w tab. 1.

Tab. 1. Swoistość substratowa proteaz ,lv hodowli ba-
danych szczepów

Ryc. 2. Dynamika aktywności proteolit e-pór,v Bocillus sp. (-_ ril) : C. pEogen"s 1)w stosunku do syntetycznego substra

fazie wzrostu tych bakterii. Potwierdzono zatem
aktualny w tym względzie pbglącl Colemana
(4),

E. nodosus (główny czynnik etiologiczny ,,ku-lawki" owiec). Aktywność płynów ńodowli Bo-

Na uwagę zasługuje stwierdzenie u 2 szcze-
pów Bacżllu§ sp. (A1 i 81) zdolności keratyno-
litycznych. Fakt ten - w świetle danych War-
da i Lundgrena (24) o dużej zawartości argini-
ny w keratynie racic - wskazuje na mozliwość
wykorzystywania przez niektóre szczepy Bacil-
lus tycll ni.ezwykle opornych białek, Właści-
wość tę opisano juz wcześniej w grupie lase-
czek glebowych (15, 16). Podkreślić też naIeży,
że argininie przypisuje się również rolę czyn-
nika stymulującego wzrost beztlenowców B.
nodosus (l9).

Żaden z badanych szczepów nie posiadał
zdolności kolagenolitycznych. Wynik ten, w
kontekście danych o braku argininy w kolagenie
(9), przemawia za słusznością powyższyclt roz-
u,ażań. Tym bardziej staje się to logiczne przy
stwierdzeniu, ze aminokwas ten nie występuje
lv wełnie owczej (21), która też nie podlega ke-

szczep!
fló.uno9en 8APłA

8aciuus z gruP!
A
B
c

G)
(!)

objaśnienia: l : liza Sub§tratu, (+) : obecność lizy substratu
tylko w hodowli bulionolvej zara?.ka, - : blak lizy sub-
stTatu.

Wynika z niej, ze wszystkie izolaty, oprócz hy-
drolizowania kazeiny i BAPNA, posiadały rów-
nież zdolność trawienia fibrynogenu, a częścio-
wo także preparatu rogowego. Jednak efekt ke-
ratynolityczny wystąpił tylko w warunkach
przedłużonej inkubacji substratu z hodowlą bu-
liclnową 2 szczepów Bacillus sp. tj. ,Ą1 i B1. Te
same szczepy na podłozach stałych nie posia-
dały już tej aktywności. Zaden ze szczepów -przy zastosowanej metodzie - nie działał ko-
lagenolitycznie.

Przeprowadzone badania wykazały, że wystę-
pujące w ,,kulawce" owiec laseczki Bacillus sp.
(tzw, grupy A, B i C) oraz maczugowce C. pgo-
genes (szczep TB1) cechuią na ogół sllne i zroż-
nicowane właściwości proteolityczne. Stwier-
dzono przy tyrn, że proteazy są syntetyzo,wane
i uwalniane do podłoża głównie w stacjonarnej
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ratynoiizie nawet po zadziałaniu enzymórv .ts.

, rvyde-je się
owlec (KO)
!3acl,LLus i pl

I-rzemałvia za tym powszecirnośc wysrępowanla

Prevot (1'l), Kati,ich (1lJ.1 oraz Katitch i lvla-
titcn (14). .
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Nie obserlvo-wano znarniennych tóżnic zarówno w za-

pień doustnych. 
G.
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