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Proteinaza typu InA w gasienicach Galleria mellonella

zakazonych Serratia marcescens

Exoproteinasc of the type InA in Galleria mellonella larvae infected with Serratia
marcescens

WSTEP

Sposrad wielu czynnikéw wplywajacych na dzialanie chorobotwércze bak-
terii enzymy, dziatajgce destrukcyjnie na tkanki owada lub blokujgce jego uktad
obronny, ksztattujg ogélng zjadliwos¢ niektérych bakteryjnych patogenéw owa-
déw. Ostatnie osiagniecia w dziedzinie immunologii owadéw wykazaty, ze bar-
dzo waznymi czynnikami zjadliwosci bakterii entomopatogennych (2) sg inhibi-
tory niszczace selektywnie aktywnosé bakteriobdjczg hemolimfy uwarunkowangy
obecnosciy cekropin 1 attacyn.

Po raz pierwszy obecnosc¢ inhibitora immunologicznego typu proteinaz, ktéry
nazwano inhibitorem typu A (InA), wykazano u bakterii entomopatogennej Ba-
cillus thuringiensis (8). Egzoproteinaza o aktywnosci inhibitora typu A B. thu-
ringiensis wystgpuje u wielu entomopatogennych bakterii. Jej obecnos¢ wy-
kazano u Serratia marcescens (3), Pseudomonas aeruginosa (7), Bacillus la-
rvae (4). Inhibitory odpornosci o dzialaniu zblizonym do inhibitora InA pro-
dukujg takze nicienie entomopatogenne Steinernema feltiae (S) 1 Heterorhabdi-
tis bacteriophora (6) oraz zwigzane z nimi symbiotyczne bakterie Xenorhab-
dus (1).
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MATERIAL | METODY

Jako owady modelowe w badaniach posluzyly poczwarki barciaka wigkszego, Galleria
mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) oraz poczwarki w diapauzie bielinka kapustnika Pieris
brassicae L. (Lepidoptera: Pieridae). Do indukowania odpowiedzi przeciwbakteryjnej u owadow
zastosowano zywe komorki bakterii saprofitycznej Escherichia coli D31 w dawce ok. 10°
komodrek/owad.

Otrzymywanie inhibitorow immunologicznych typu A. Proteinazy produkowane w gasienicy
G. mellonella zakazonej przez entomopatogenng bakteri¢ S. marcescens, szczepy CCM 2221,
2222 lub 2223, przygotowano z gasienic bgdacych w stanie smierci oraz z owadéw po 24 godz.
od momentu padnigcia. Owady homogenizowano w jalowe) wodzie destylowanej (1 owad/l ml
wody) przy uzyciu moZdzierza bakleriologicznego. Tkanki owada oddzielono z homogenatow
przez wirowanie w czasie 15 min. przy 12000 obr/min. Klarowny supecrnatant jalowiono na
saczku bakteriologicznym typu Schott G-5. Filtraty przechowywano w stanie zamrozonym do
czasu uzycia.

Otrzymywantie filtratow bulionowych. Szczepy CCM 2221, 2222 1 2223 S. marcescens
namnazano w hodowli stacjonarncj w bulionie odzywczym w temp. 28°C przez okres 3 dni,
t). do czasu zakonczenia fazy wzrostu logarytmicznego bakterii. Hodowle bulionowe jalowiono
przez saczek bakteriologiczny Schott G-5 i przechowywano w stanie zamroZonym.

Oznaczanie aktywnosci proteolitycznej. Aktywnos¢ proteolityczng zar6wno w ekstraktach
z gasienic Galleria porazonych badanymi szczepami S. marcescens, jak 1 w filtratach bulionowych
tych baklerii, oceniano metodg basenikowo-dyfuzyjng w podlozu agarowym zawierajacym 5 mg
Hide Powder Azure, 10 mg agarozy oraz (0,3 mg streptomycyny w 10 ml 0,066 M buforu Sorensena,
pH 6.8. Do basenikéw w podlozu (Srednica 2,7 mm) wprowadzono odpowicdnie prébki proteinazy.
Srednica strefy proteolizy wokét basenikow, oceniana po 24 godz. inkubacji w 28°C, wskazywata
na obecno$¢ enzymow proteolitycznych, przy czym w zakresie niskich stgzen (do 50 ug) byla
proporcjonalna do ich stgzenia w badanej probce. Poziom aktywnosci proteinaz kalkulowano
z krzywej kalibracyjnej wykreslonej zc znanych stgzen trypsyny i1 wyrazano w pig/ml badanego
filtratu w przeliczeniu na aktywnos¢ trypsyny (E.C. 3.4.4.4.).

Oznaczanie aktywnosci bakreriobojczej hemolimfy. Aktywnos¢ bakteriob6jcza hemolimfy po-
czwarek G. mellonella 1 P. brassicae, uwarunkowang obecnoscig cekropin, oceniano metodg
basenikowo-dyfuzyjna. Szczep indykatorowy E. coli D31, wrazliwy na dzialanie cekropin, zawie-
szono w migkkim (0,7%) agarze odzywczym, zawierajacym streptomycyng i slady fenylotiomocz-
nika. Srednica stref przejasnienia wokél basenikéw (srednica 2,7 mm) wypelnionych hemolimfy
owadow byla proporcjonalna do st¢zenia cekropin w badanych prébkach.

Hamowanie aktywnosci przeciwbakteryjnej typu cekropin przez inhibitory typu InA. W celu
wykazania aktywnosci inhibitorowej egzoproteinaz produkowanych przez szczepy CCM 2221,
2222 oraz 2223 bakteni S. marcescens na aktywnosé bakteriobdjczg typu cekropin w immunizo-
wanej hemolimfie poczwarek Galleria lub Pieris, zastosowano test in vitro. Mieszanina reagujaca
zawierala w kazdym przypadku 25% badanej hemolimfy oraz 50; 25; 12,5; 6,25 i 3,1% suro-
wego preparatu egzoproteinazy preparowanej z larw G. mellonella 24 godz. po padnigciu owadow,
natomiast 50; 25 1 12,5% jalowego filtratu z hodowli bulionowej poszczegolnych szczepéw S. mar-
cescens. Kazda probke uzupelniano jalowy woda destylowang do 100 zl. Aktywnos$¢ typu cekropin
w mieszaninie reagujacej, a tym samym blokowanie bakteriobdjczego dziatania hemolimfy przez
inhibitory typu A, oceniano po 45 min. preinkubacji mieszaniny w probéwkach Eppendorfa (1,5
ml) w temp. 23°C.

W przypadku obecnosci inhibitora. ktéry inaktywowal czg¢sciowo lub calkowicie niszczyl ak-
tywnos¢ bakteriobdjczg typu cekropin, obserwowano redukcj¢ strefy bakteriolizy E. coli wokot
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basenika, az do calkowitego jej zaniku w przypadku wysokicj aktywnosci inhibitora immunolo-
gicznego typu A.

WYNIKI

W cyklu doswiadczalnym badano zdolnos¢ wytwarzania proteinaz przez
rézne szczepy bakterii entomopatogennej Serratia marcescens.

Jak wykazano (tab. 1), poziom aktywnosci proteolitycznej wzrasta wraz z roz-
wojem bakteremii S. marcescens w gasienicach Galleria do 24 godziny po pad-
nigciu owadow. Wyrazne podwyzszenie si¢ aktywnosci proteolitycznej obserwo-
wano w przypadku szczepow CCM 2221 oraz CCM 2222 S. marcescens. W eks-
traktach uzyskanych z gasienic bgdacych w punkcie smierci po zakazeniu szcze-
pem CCM 2221 notowano 10-krotnie nizszg aktywnos¢ anizeli w ekstraktach
preparowanych z owadéw 24 godz. po padnig¢ciu. Natomiast wraz z rozwojem
bakteremii S. marcescens CCM 2222 obserwowano 5-krotny wzrost aktywno-
sci proteolitycznej. W przypadku zakazenia owadéw szczepem CCM 2223 nie
stwierdzono zaleznosci pomigdzy stezeniem aktywnosci proteolitycznej a roz-
wojem bakteremii w gasienicach G. mellonella. Ekstrakty uzyskane z owaddéw
w punkcie smierci oraz po 24 godz. od ich padnigcia charakteryzowaly si¢ niska
1 zblizong aktywnoscig proteolityczng.

Tab. |. Aktywnos¢ proteolityczna w ckstraktach z ggsienic Galleria mellonella porazonych bakterig
Serratia marcescens oraz. w hodowli bulionowej tej bakterii
Protcolytic activity in extracts from Galleria mellonella larvae infected with Serratia marcescens
and in bactenal broth culture

Aktywnos¢ proteolityczna (pg/ml)
Proteolytic activity (j:g/ml)

Szczep S. marcescens

i Ekstrakt z gasienic*
S. marcescens strain

Larval extract® Hodowla bulionowa

Broth culture

0 24
CCM 2221 1.4 14,8 0
CCM 2222 5.6 284 1,1
CCM 2223 6,5 74 0

* Ekstrakt z gasienic Galleria zakazonych S. marcescens (CCM 2221, 2222 lub 2223) preparowany
z owadéw w punkcie $mierci oraz 24 godziny po $mierci owadow.

* Crude larval extract from Gualleria infected with S. marcescens (CCM 2221, 2222 or 2223) prepared
from moribund larvae and 24 h after insect's death.

W stacjonarnych hodowlach bulionowych badanych szczepéw S. marcescens
strefg proteolizy w podlozu z Hide Powder Azure obserwowano jedynie w przy-
padku szczepu CCM 2222 (tab. 1).
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Przy zastosowaniu systemu in vitro, ztozonego z immunizowanej hemolimfy
poczwarek Pieris lub Galleria 1 preparatéw egzoproteinazy z gasienic G. mel-
lonella porazonych S. marcescens, badano zdolnos¢ blokowania aktywnosci
bakteriobojcze) hemolimty owaddw, uwarunkowanej obecnoscia cekropin przez
egzoproteinazy uwalniane podczas porazenia owada (tab. 2).

Tab. 2. Hamowanie aktywnosci bakteriobodjczey typu cekropin w hemolimfie poczwarck Pieris
brassicae i Galleria mellonella przez egzoproteinazy typu InA z Serratia marcescens
Inhibition of cecropin antibactenal activity in haemolymph of Pieris brassicae and Galleria
mellonella pupac by Serratia marcescens exoproteinases of the type InA

Pieris brassicae Gualleria mellonella
Inhibitor Srednica strefy bakteriolozy E. coli D31 (mm)
(%) Zone diameter of E. coli D31 lysis (mm)

Som. 2221 Sm. 2222 Sm.2223 Sm. 2221 Sm.2222 S.m. 2223

50.00 6.5 0 6.5 6.0 45 6.0
25.00 6.5 SEA(Tr) 6,5 6.0 4.5 6.0
12,50 7,0 St (Tr) 6,5 6.0 5,0 6,0
6,25 7.0 5,0 6,5 6.0 5,0 6.0
3,12 7.0 5.0 6,5 6.0 6.0 6,0
Kontrola
Control 6.5 6.5 6,0 6.0 6.0 6.0

Kontrolg stanowil 25% roztwor immunizowanej hemolimfy P2 brassicae lub G. mellonella bez dodatku
cgzoproteinazy.

Control mixture contained 25% P brassicae or G. mellonella immune haecmolymph without exoproteinase

SI: strefa bakteriolizy £. coli D31<4.0 mm.

Tr: trace £ coli D31 lysis less than 4.0 mm.

Ekstrakt larwalny uzyskany z gasienic Galleria zakazonych S. marcescens,
szczep CCM 2222, preparowany po 24 godzinach od czasu padnigcia gasienic,
wyraZznie hamowat aktywnos¢ bakteriobéjczg typu cekropin, zaréwno w hemo-
limfie P. brassicae, jak i G. mellonella. Inhibitor dostrzegalnie hamowal ak-
tywnos¢ cekropin w hemolimfie poczwarek Galleria juz w stezeniu 6,25% eks-
traktu w ukladzie doswiadczalnym, natomiast obnizenie aktywnosci przeciwbak-
teryjnej u poczwarek Pieris notowano juz po ekspozycji hemolimfy na st¢zenie
3,12% badanego ekstraktu. W stezeniach wyzszych obserwowano zaledwie sla-
dowy aktywnos¢ typu cekropin w immunizowanej hemolimfie, a zastosowanie
50% stezenia ekstraktu larwalnego catkowicie zablokowalo aktywnos¢ przeciw-
bakteryjng.

Ekstrakty larwalne otrzymane z gasienic porazonych szczepem CCM 2221
lub CCM 2223 S. marcescens nie wywieraly wplywu na aktywnos¢ cekropin
zarowno w hemolimfie poczwarek Galleria, jak 1 poczwarek Pieris. Notowanc
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strety bakteriolizy E. coli porownywalne ze strefami otrzymanymi po nalozeniu
na podioze indykatorowe probek kontrolnych.

W tescie in virro, w ktérym do hamowania aktywnosci bakteriobdjczej he-
molimfy zastosowano jalowe tiltraty z hodowli bulionowych bakterii S. marce-
scens, wykazano wspolzaleznos¢ pomigdzy aktywnoscig proteolityczng filtratéw
1 ich zdolnosciy do blokowania aktywnosci cekropin (tab. 3 1 tab. 1). Nieznaczne
obnizenie aktywnosci notowano po eksponowaniu hemolimfy Galleria i hemo-
limfy Pieris na dziatanie filtratu bulionowego szczepu CCM 2222. Podobnie jak
w przypadku ekstraktow z ggsienic porazonych S. marcescens, cekropiny P. bras-
sicae okazaly si¢ bardziej wrazliwe na dzialanie egzoproteinazy produkowane)
w hodowli bulionowej przez szczep CCM 2222, anizeli cekropiny G. mellonella.

Tab. 3. Hamowanic aktywnosci bakteriobojczej typu cekropin w hemolimfie poczwarek Galleria
mellonella 1 Pieris brassicae przez cgzoproteinaze produkowany przez Serratia marcescens w
hodowlach bulionowych
Inhibition of cecropin antibacterial activity in haemolymph of Galleria mellonella and Pieris
brassicae pupae by exoproteinase from Serrana marcescens broth cultures

Srednica strefy bakteniolizy E. coli
D31 (mm)
Zonce diameter of E. coli
D31 lysis (mm)

Szczep S. marcescens Stgzenie filtratow (%)
S. marcescens strain Filtrates concentration (%)

Galleria mellonella  Pieris brassicae

50.0 6.5 6.0
CCM 2221 25.0 6.5 6.0
12.5 6.5 6,0
50.0 6.0 5.0
CCM 2222 25.0 6.5 5.5
12.5 6,5 5,5
50.0 6,5 6.0
CCM 2223 25.0 6.5 6.0
12.5 6.5 6.0

Kontrola
Control 6.5 6.0

Kontrolg stanowila 25% hemolimta poczwarck G. mellonella lub I’ brassicae bez dodatku egzoproteinazy.
Control mixture contained 25% P’ hrassicae or G. mellonella immune hacmolymph without exoproteinase.

WNIOSKI

1. Poziom aktywnosci proteolitycznej wzrasta wraz z rozwojem bakteremii
S. marcescens w gasienicach G. mellonella. Wysokg aktywnos¢ proteolityczng
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notowano w przypadku szczepu CCM 2222, ktdry jednoczesnie charakteryzowat
si¢ zdolnoscig do blokowania aktywnosci bakteriobojczej typu cekropin zaréwno
w hemolimfie Pieris brassicae, jak 1 Galleria mellonella (tab. 1 1 tab. 2).

2. Niski poziom aktywnosci proteolitycznej, stwierdzony w stacjonarnych
hodowlach bulionowych jedynie w przypadku szczepu CCM 2222 S. marcescens
(tab. 1), jest skorelowany ze slaby zdolnosciy tego szczepu do blokowania
aktywnosci przeciwbakteryjnej typu cekropin w hemolimfie Pieris oraz Galleria
(tab. 3).

3. Wydaje sig, ze egzoproteinaza uwalniana przez szczep CCM 2222 w za-
kazonym owadzie jest funkcjonalnie identyczna z inhibitorem immunologicznym
typu InA, opisanym u Bacillus thuringiensis (8).
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SUMMARY

The authors wanted to answer the question if exoprotcinase relcased during parasitism in
Galleria mellonella larvae by entomopathogenic bacteria Serratia marcescens, strains CCM 2221,
2222 and 2223, operates as inhibitor of cecropin-like activity in haemolymph of Galleria mellonella
and Pieris brassicae pupac. Only S. marcescens strain CCM 2222, released in parasitized insects
exoproteinase, which inhibited cecropins in Pieris and Galleria haemolymph. The exoproteinase
seems to be similar to immune inhibitor of the type A from Bacillus thuringiensis (8).
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