Nowy szczep bakterii Raoultella ornithinolytica wyizolowany z jelita dzdzownicy
Dendrobaena veneta oraz sposéb wyizolowania tego szczepu z jelita dzdzownicy

Dendrobaena veneta

Przedmiotem wynalazku jest nowy szczep bakterii Raoultella ornithinolytica
zdeponowany w Narodowym Instytucie Lekéw w Warszawie pod Nr 02/01/2009,
wytwarzajacy substancje antybiotyczne przeciw bakteriom z rodzaju Mycobacterium
1 spos6b wyizolowania tego szczepu z jelita dzdzownicy Dendrobaena veneta nalezacej
do pierscienic, ktorych jelito obfituje w pewne gatunki bakterii stanowiace ich
symbionty.

Gruzlica, jako gléwna przyczyna zgondéw wsrdd chorob zakaznych, jest jednym
z najwazniejszych problemoéw zdrowotnych i spolecznych na $wiecie. Jej gtownymi
sprawcami sa mykobakterie - Mycobacterium tuberculosis, wykazujace duza odpornosc
zarOwno na czynniki zewnetrzne Srodowiska jak i1 oporno$¢ na dzialanie znanych
antybiotykow oraz substancji chemicznych szkodliwych dla innych bakterii.

Trudna terapia przeciwgruzlicza oparta jest na takich antybiotykach jak: streptomycyna,
cykloseryna, kanamycyna, kapreomycyna, wiomycyna, amikacyna lub ryfampicyna,
czy tez lekach syntetycznych jak etionamid, badz zawierajacych kwas
paraaminosalicylowy, hydrazyd kwasu izonikotynowego lub pirazynamid.

Stosowanie wymienionych lekéw nie dalo jednak catkowitego zwycigstwa nad
Mpycobacterium tuberculosis, albowiem pratki szybko uodpamiaja si¢ na leki, a chorzy
w czasie terapii doznaja powaznych dolegliwosci zwiazanych z ich niepozadanymi,
toksycznymi dzialaniami. Ponadto nie ma jednego skutecznego antybiotyku i leczenie
gruzlicy wymaga terapii skojarzone;.

Coraz wigksze rozpowszechnienie lekoopornych pratkéw gruzlicy oznacza, ze w
przysztosci moze zwigkszaC si¢ liczba zachorowan, totez na $wiecie nieustannie

prowadzone sa badania ukierunkowane na poszukiwanie nowych lekow i szczepionek .
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Od setek lat w krajach poludniowej Azji - Japonia, Chiny czy Wietnam,
wykorzystuje si¢ w medycynie preparaty otrzymywane z bezkregowcow, ktore
stanowia wrgcz obowiazkowy skladnik wielu srodkéw farmaceutycznych stosowanych
przede wszystkim w leczeniu infekcji bakteryjnych i wirusowych.

Dowiedziono, ze symbiotyczne bakterie jelitowe wyizolowane z przewodu
pokarmowego owadow i krocionogdéw oprocz funkcji odzywczej peinia wazng role
w  powstrzymywaniu  kolonizacji  jelita przez patogeny, dzigki swym
przeciwbakteryjnym 1 przeciwgrzybicznym wilasciwosciom antybiotycznym. Badania
te zostaly opisane przez Gebhardta i innych, w pracy opublikowanej w FEMS
Microbiological Letters., 2002, 217, 199-205.

W ostatnich kilku latach, popularnym modelem w badaniach nad odpornoscia
bezkregowcoOw staly si¢ pierScienice posiadajagce konserwatywne mechanizmy
odpornosci nieswoistej, wlasciwej zaréwno dla bezkregowcow jak i kregowcow.
Benkendorff i inni, w pracy opublikowanej w Journal of Invertebrate Pathology, 2001,
78, 109-118, stwierdzili aktywno$¢ przeciwbakteryjna biatek z kokonow pierscienic,
dziatajacych na takie patogeny cziowieka jak: Escherichia coli, Pseudommonas
aeruginosa oraz Staphylococcus aureus.

Dotychczasowe badania nad mikroorganizmami zwigzanymi z pierscienicami, skupiaja
si¢ glownie na poznaniu sktadu mikroflory bakteryjne;.

Badania z udzialem samej Dendrobaena veneta, dotyczyty gtéwnie odpornosci
komorkowej, a takze wplywu metali cigzkich na ten typ odpowiedzi immunologiczne;j -
Wieczorek-Olchawa i inni, Pedobiologia, 2003, 47, 702-709.

Nie ma opublikowanych danych o wykorzystaniu aktywnosci przeciwbakteryjnej biatek
wyizolowanych z dzdzownicy, wykazujacych odpomos$¢ skierowang przeciwko
patogenom z rodzaju Mycobacterium.

W  preparatyce  anatomicznej  bezkregowcow,  znanymi  srodkami
anestezjologicznymi sa octan etylu oraz eter. Opary tych zwiazkéw powodujg u
dzdzownicy stres, objawiajacy si¢ wyrzucaniem przez otwory nefrydialne duzej puli
celomocytow 1 plynu celomatycznego wraz z czgscia mikroflory organizmu.

Innym powszechnie stosowanym sposobem anestezy dzdzownic jest zanurzanie
ich w goracej, odtlenionej wodzie, jak opisali Byzov i inni oraz Molinares i inni
w  European Journal of Soil Biology 2007, 43 | jednakze powoduje on wyginigcie
czesci bakteni jelitowych.
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Badania podj¢te przez tworcow wynalazku nad symbiotycznymi bakteriami

jelitowymi dzdzownicy Dendrobaena veneta, mialy na celu wyizolowanie z jej jelita,

identyfikacj¢ i okreslenie wiasciwosci mikroorganizmu wytwarzajagcego substancje
antybiotyczne skierowane zwlaszcza przeciw bakteriom z rodzaju Mycobacterium.

Cel ten osiagnigto stosujac nowy sposob izolacji mikroorganizmow,

pozwalajacy na zachowanie catej mikroflory w organizmie dzdzownicy .

Nowym szczepem bakterii wedtug wynalazku jest Raoultella ornithinolytica,
wyizolowany z jelita dzdzownicy Dendrobaena veneta i zdeponowany w Narodowym
Instytucie Lekéw w Warszawie pod numerem: 02/01/2009, wykazujacy
przeciwbakteryjne dzialanie skierowane na bakterie z rodzaju Mycobacterium, do
ktorych nalezg réwniez pratki bedace czynnikiem etiologicznym gruzlicy i choroby

Lesniewskiego-Crohna.

Sposob wyizolowania nowego szczepu bakterii Raoultella ornithinolytica, nr
depozytu - 02/01/2009, z jelita dzdzownicy Dendrobaena veneta, polegajacy na
uspieniu Zywego organizmu celem przeprowadzenia preparatyki anatomiczne;j
i wyodrebnienia materiatu do identyfikacji charakteryzuje si¢ tym, ze dojrzate osobniki
Dendrobaena veneta z uprzednio oczyszczonym jelitem znanymi sposobami, poddaje
si¢ tagodnej, bez objawow stresu anestezie, dla zachowania w organizmie calej
mikroflory, z uzyciem s$rodka anestezjologicznego w postaci dwutlenku wegla
otrzymywanego in statu nascendi w reakcji kwasu cytrynowego z weglanem
sodowym. Z tak uspionej dzdzownicy wycina si¢ $rodkowy odcinek jelita ok. 1 c¢cm
ponizej clitellum, ptucze w soli fizjologicznej, a po osuszeniu 1 zwazeniu zadaje porcja
buforu fosforanowego Sorensena, korzystnie o pH= 6,4 w stosunku wagowym 1:2.
Nastepnie preparat homogenizuje si¢ w jalowych warunkach, posiewa na podtoze
Sautona, zawierajace pratki saprofityczne i inkubuje przez 3 doby w temp. 37 °C.
Sposérod wyrostych mikroorganizméw wybiera si¢ charakterystyczne sluzowe kolonie o
bialym kolorze z perfowym potyskiem, wokét ktérych wystepuja strefy przejasnienia.

Wyizolowane bakterie namnaza si¢ na skosach Hawigera, przygotowujac do
identyfikacji testami biochemicznymi: Api 20 E oraz testami w kierunku wytwarzania

przez badane bakterie - histaminy i indolu oraz dekarboksylacji omityny.
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Wyniki testow $wiadcza o przynaleznoSci badanego szczepu bakterii do
Raoultella ornithinolytica. Ostateczng identyfikacj¢ szczepu potwierdzila analiza
sekwencji genu 16S rRNA, przeprowadzona przez certyfikowang firme Genomed w

Warszawie.

Sposéb wyizolowania nowego szczepu bakterii Raoultella ornithinolytica

02/01/2009 przedstawiono w przyktadzie wykonania.

Osobniki Dendrobaena veneta pochodzace z jednej linii hodowlane;j,
utrzymywano przez co najmniej 2 lata, w warunkach laboratoryjnych,
w temperaturze pokojowej, w ziemi ogrodowej przy catkowitym zaciemnieniu.
Dojrzate osobniki przekladano do pojemnika z jatowa, wilgotng bibula, gdzie
przebywaty przez 3 doby bez ziemi, aby przewdd pokarmowy ulegt oczyszczeniu.
Ponownie dzdzownice plukano w jalowej wodzie, osuszano jalowa bibulg
i przenoszono do zamknigtego naczynia z odprowadzeniem umozliwiajacym
dostarczanie srodka anestezjologicznego w postaci dwutlenku wegla, otrzymywanego in
statu nascendi, w reakcji kwasu cytrynowego z weglanem sodowym. Z uspionej
dzdzownicy wycinano $rodkowy odcinek jelita ok. 1 cm ponizej clite/lum, ptukano go
w soli fizjologicznej, a po osuszeniu i zwazeniu, zadawano porcjg buforu
fosforanowego Sorensena, o pH = 6,4 w stosunku wagowym 1:2. Preparat rozcierano
w jalowym szklanym homogenizatorze, a nast¢pnie homogenat posiewano na podtoze
Sautona, zawierajace pratki saprofityczne. Plytki z podiozem inkubowano przez 3 doby
w temp. 37°C. Spos$réd wyrostych mikroorganizméw wybierano §luzowe kolonie
o bialym kolorze z charakterystycznym perfowym polyskiem, wokoél ktérych
zaobserwowano strefy przejasnienia.

Wyizolowane szczepy, namnazano na skosach Hawigera, przygotowujac do
identyfikacji testami biochemicznymi: Api 20 E oraz testami w kierunku wytwarzania
przez badane bakterie - histaminy 1 indolu oraz dekarboksylacji ornityny.

Ostatecznie identyfikacje¢ potwierdzono analiza sekwencji genu 16S rRNA, dokonang

w certyfikowanej firmie Genomed w Warszawie.

Dla okreslenia wla$ciwosci nowego szczepu bakterii Raoultella ornithinolytica
02/01/2009 w kierunku wytwarzania substancji antybiotycznych skierowanych przeciw
bakteriom z rodzaju Mycobacterium sporzadzono ekstrakt biatkowy.
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Wyizolowane bakterie namnazano w podiozu Hawigera w temp. 37°C przez 24 godz. w
termostacie z funkcja mieszania. Bakterie wirowano w temp. 4°C, przez 10 min, przy
14000 rpm. Supernatant zlewano, a uzyskany osad bakterii mieszano z buforem
Sorensena o pH = 6,0, zawierajacym inhibitory proteaz ImM PMSF i Complete-
Protease Inhibitor Cocktail Tabletes (Roche) (20 ul/Iml). Tak przygotowane probki
umieszczano w cieklym azocie na 10 min, a nastgpnie w lodzie. Czynnos¢ te
powtarzano trzykrotnie. Uzyskane probki jeszcze raz wirowano w warunkach jak
Wwyzej, a nastgpnie supernatant przesaczano przez saczek Millipore o $rednicy porow
0,22 um. Uzyskany ekstrakt biatkowy o stezeniu biatka okreslonym metoda Bradforda,
uzywano dalej do inkubacji z pratkami saprofitycznymi.

Plynny ekstrakt biatkowy z bakterii Raoultella ornithinolytica inkubowano
z bakteriami z rodzaju Mycobacterium w plynnym podlozu Sautona zawierajacym
pratki saprofityczne: M. butiricum, M. juho, M. phlei i M. smegmatis. Preparaty
inkubowano przez 4-9 dni w temp. 37° C, w termostacie z funkcja mieszania.

Otrzymang zawiesing mieszano w stosunku objetosciowym 1:1 z 1%
krzemowolframianem sodu i przenoszono pipeta na. siatki z filmem formvarowym.
Roztwor ponownie inkubowano na siatkach przez 10-15 minut, a nastgpnie odsaczano
bibulg i suszono w prozni podczas transferu do kolumny mikroskopu. Zaadsorbowane
na filmie komorki obserwowano po 6 dniach metoda kontrastu negatywowego pod
transmisyjnym mikroskopem elektronowym Zeiss/LEO LEO912AB.

Obrazy spod mikroskopu dowodza, ze komoérki Mycobacterium pecznialy,
ulegaly skroceniu, dzielily si¢ na mniejsze struktury o ksztalcie owalnym badz
okraglym, czy tez tworzyly struktury filamentowe, powstale z polaczenia si¢ komorek

w trakcie zaburzonego podziatu.

Na zalaczonym rysunku przedstawiono wyzej opisane obrazy mikroskopowe, na
ktorym:
Fig. 1 przedstawia: A - kontrolne komorki pratkow M. butiricum, B i C - komorki
pratkéw M. butiricum poddane dzialaniu ekstraktu z bakterii R. ornithinolytica.

Fig. 2 przedstawia: D - kontrolne komorki pratkow M. juho, E i F - komoérki pratkow
M. juho poddane dziataniu ekstraktu z bakterii R. ornithinolytica.

Fig. 3 przedstawia: G - kontrolne komorki pratkow M. phlei, H i1 - komorki pratkow
M- phlei poddane dzialaniu ekstraktu z bakterii R. ornithinolytica.
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Fig. 4 przedstawia: J - kontrolne komorki pratkow M. smegmatis, K i L - komorki
pratkéw M. smegmatis poddane dzialaniu ekstraktu z bakterii R. ornithinolytica.

Tak udokumentowane eksperymenty sa dowodem na bakteriobdjcze dziatanie szczepu
Raoultella ornithinolytica 02/01/2009 w kierunku pratkow z rodzaju Mycobacterium.
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