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Enzymatyczne sktadniki pozakomorkowe
wytwarzane przez gronkowce wyosobnione
z przypadkéw mastitis u krow
4 Zakiadu Higieny Welerynaryine] we Wrockawiy
Badania wiclu autoréw (1, 2, 12, 17) wskazu- ~ Obecnie przyimuje sie, Ze podstawowe kryterium

ja na wrzrastajgce w ostatnich latach znaczenie
gronkowcow jako czynnika etiologicznego zapa-
lerr gruezolu mlekowego u krow. Zwykle stwier-
dza sie u nich wlasciwosei charakteryzujgce
gronkowce potencijalnie chorobotworcze takie
jak zdolnoéé beztlenowej fermentacji mannito-
lu i wytwarzania koagulazy. Gronkowce choro-
botwédcze wytwarzaja ponadto szereg substancji
enzymatycznych, wydzielanych pozakomoérko-
wo, takich jak: lipaza, fibrynolizyna, dezoksy-
rybonukleaza, hialuronidaza itp., ktérych obec-
noéé wzmaga a niekiedy warunkuje zjadliwosé
i wlasciwo$ci inwazyine tych drobnoustrojow.
W przedstawionych badaniach podjeto prébe
analizy enzymow wydzielanych pozakomodrko-
wo 1 oceny ich ewentualnej przydatnosel jako
poérednich kryteriéw chorobotwérezoéci, szcze-
gblnie w odniesieniu do pyrolidonyl-peptydazy
(PLP) odkrytej przez Mulczyka i Szewczuka
(13), wytwarzaniu ktérej autorzy przypisujg
podstawowe znaczenie w rdéznicowaniu gron-
koweow potencjalnie chorobotwérezych i sapro-
fitycznych wyosobnionych od ludzi.

Material I metody

Badaniom poddano 232 szezepy gronkoweoéw beta-he-
molitycznyeh, wyosobnionveh z mleka kréw reaguja-
c¢veh dodatnio w terenowvm odczynie komoérkowym
(TOK), stosowanym w celu wykrywania zaburzen w
stanie zdrowia gruczolu mlekowego oraz 27 szczepow
sronkowedw saprofitycznych, pochodzacych ze skéry
wymienia i $rodowiska obory. U wszystkich uprzednio
wymienionych szezepow okreslono nastepujace wlas-
ciwoscl: wytwarzanie katalazy, ureazy, acetoiny, Zela-
tynazy 1 indolu, zdolno$§¢ fermentacji glukozy w wa-
runkach beztlenowych, redukeji azolanéw oraz zakwa-
szania mleka lakmusowego, laktozy. sacharozy, glice-
rolu, rafinozy, salicyny i inuliny. Zachowanie sie ba-
danych szczepdéw wobec powyzszych testéw pozwolilto
na zaklasyfikowanie ich do rodzaju Staphylococcus,

podzialu miedzy gronkowcami potencjalnie chorobo-
twéreczymi a saprofitycznymi stanowi zdolno$é beztle-
nowej fermentacji mannitolu i wytwarzanie koagulazy.
Uwzgledniajgc powyzsze kryteria, gronkowce wyosob-
nione z przypadkéw mastitis podzielono na dwie gru-
py. Do grupy I zaliczono 172 szczepy fermentujace
mannitol w warunkach beztlenowych i wytwarzajgce
koagulaze, natomiast do grupy II 60 szczep6w man-
nitolo-dodatnich, niewytwarzajgcych koagulazy. Gru-
pe IIT (kontrolng) stanowilo 27 szczepdw gronkowcow
saprofitycznych — niefermentujgcych mannitolu i nie-
wytwarzajgcych koagulazy.

Wiasciwosé kwasnej fermentacji mannitolu okresla-
no na podlozu Hugh-Leifsona, natomiast wytwarza-
nie koagulazy wykrywano stosujgc cytrynianowane
osocze krolika rozcienczone 1:5 fizjologicznym roz-
tworem NaCl

Ponadto u wszystkich szczepdw w poszczegdlnych
grupach okre$lano zdolno$é wytwarzania nastepuja-
cveh substaneji enzymatycznych: fibrynolizyny — sto-
sujac metode opisang przez Lack i Wailling (5), fo-
sfatazy, lipazy — na podlozu z Tweenem 80 (5), dez-
oksyrybonukleazy wg Weckman i Catin (16), murami-
dazy wg Hawigera (5) oraz pyrolidonyl-peptydazy wg
Mulczyka i Szewczuka (13). Test CF (clumping factor)
wykonywano uzywajgc nierozcienczonej plazmy kréli-
czej.

Wyniki

Obecnosci [ibrynolizyny (stafylokinazy) nic wykaza-
no u zadnego z badanych szczepéw mimo stosowania
jako substratu fibrynogenu ludzkiego i krdliczego.
Wydaje sie to potwierdzaé spostrzezenia, ze fibrynoli-
zyna jest zwykle wytwarzana przez gronkowce wyo-
sobnione z drazgcvch zakazZen ropnych u ludzi nato-
miast z reguly nie jest produkowana przez szczepy
patogenne dla zwierzat.

Wsréd gronkoweow mannitolo i koagulazo-dodat-
nich (grupa I) wykazano T szczepdéw wytwarzajacveh
wszystkie poza fibrynolizyng badane enzymy. Dalsze
24 szczepyv wytwarzaly 6 sposrod 8 badanych skladni-
kow pozakomorkowych a tylko 5 szczepdw z tei gru-
py produkowalo mniej niz 4 enzymy (tab. 1). Nalezy
nodkreslié. ze w grupie tej wystepowaly wszvstkie
(poza fibrynolizyng) badane enzymy a zdolnosé ich
wytwarzania (poza lipazg) wykazano u znacznego od-
setka szczepow. Wysoka Kkorelacje z wytwarzaniem

Tah. 1. Czeslotliwo$é wyslepowania badanych enzymow wérdd szezepow grupy I (koagulazo-,

mannitolo+)
Razem Jlo3C szczepdmw w kicrych stwierdzono enzymow
Enzym badanych (liczby poniZef oznaczajq ((o5CL enzymow) Raizem

szczepow | 7 & 5 4 Al i
Koagulaza 172 75115 4 5|13 6 3154 41915 33 24|11 |172 (10000%)
Fosfataza 172 501549 5|36 3 1554 4|91 53 162 (94,18%)
Muramidaza| 172 2511549 5|36 15 4 4 1" 3 2 147 (85497%)
CF 172 75 |15 5 6 3 15 419 11 3 746 (84,88%)
ONA-za 172 75 |15 4 3 3 15 4 9 O 2 |4 139 (80,81%)
pPLP 172 75154 5|3 3 4 53 3 2|4 126 (73,25%)
lLipaza 172 75 4 5 6 4 3 97 (56,39%)
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koagulazy wykazywaly: fosfataza a naslepnie mura-
midaza i CF (czynnik zlepiajgcy). W nieco stabszym
stopniu mialo to miejsce w odniesieniu do DNA-zy
i PLP. Stosunkowo najmniej szczepoéw 2z lej grupy
wytwarzalo lipaze (tab. 4).

Wsrod szezepow  mannitolo-dodatnich 1 koagulazo-
~ujemnych (grupa II) w zadnym wypadku nie stwier-
dzono wytwarzania wszystkich enzymow przez jeden
szczep. Sposrod 60-ciu badanych szezepdw 16 wytwa-
rzalo 5 enzymoOw natomiast az 31 szezepow produ-
kowalo dwie i mniej pozakomorkowych substancji
enzymatycznych (tab. 2). Najczesciej stwierdzanymi

Tah. 2. Czestotliwodé wystepowania badanych enzy-
mow wsrod szczepow grupy II (koagulazo—, manni-
tolo+)

Rgrer [T ::s_om» # Ac’w /rf* [

e -.,—_', nyeh | | Stwiergzong enzymow Rozem

L U ottt l(z‘:czbg oz &4 oa‘f_enz:fmdw,
[BEESES ] et
60 (97| 3|4 6|1€ 2|8 | 57(9500%)
s0 |a|3lasle |Ta|s008333%
Fie a0 2.7 3 | 19 (31,66 %)
‘fu.f"rmfrazu 60 gi=2 | 19 (31,66 %)
Lipara 60 7 t 2 15 (2500%)
| 60 o] la°] 13 (21614

enzymami u gronkowcow z tej grupy byly pyrolido-
nyl-peptydaza i DNA-za. Pozostale sktadniki poza-
komoérkowe byly wytwarzane przez zdecydowanie niz-
sza liczbe szczepow (tab. 4).

Wiéréd gronkowceow saprofityeznych  stwierdzono 1
szczep wytwarzajacy zaréwno DNA-ze jak 1 PLP, kto-
re byly jedynymi enzymamj u nich wykazanymi. Po-
zoslale wytwarzaly albo DNA-ze (16 szczepdw) albo
PLP (10 szczepdw). Nie stwierdzono natomiast ani jed-
nego szczepu, ktoryby nie posiadal zdolnosei wytwa-
tzania choc¢by jednego z badanych enzymow (lab. 3).

Tab. 3. Czestotliwo§é¢ wystepowania badanych enzy-

moéw wsréd szczepéw grupy IIT (koagulazo —, man-
nitolo—)
] Razem | 7i05¢ Jz_"zepow w ktaryc/?
Enzym \badanych | stwierdzono enzymow KFazem

|sTczepow ] ) 7

DNA-za = 727 I / 0 |17 (6291%)

PLP 27 0 ' 18 |11 (4074 %)

£ | e

pogia 27 0 0 o | 0c0%)

Omowienie wynikow

Zmaczenie pozakomoérkowych skladnikéw wy-
twarzanych przez gronkowce w patogenezie za-
kazen gronkowcowych nie zostalo do chwili
obecnej calkowicie wyjasnione. Sg one brane
pod uwage przy ocenie potencjalnej chorobo-
tworczosci badanego szezepu, chociaz obecnosé
ktorejkolwiek z tych substancji nic moze sta-
nowié¢ bezwzglednego kryterium réznicujgcego.
Z badan Kaprala i Li (6) wynika, ze nawet wy-
twarzanie koagulazy nie zawsze jcst bezwzgled-
nym markeérem zjadliwosci. W badaniach wlas-
nych koagulaza stanowila podstawowe kryte-
rium podzialu badanych szczepéw i w odniesie-
niu do niej poréwnywano wytwarzanie pozosta-
lych enzymdéw. Czynnik zlepiajacy jest substan-
cja odrebna od koagulazy, dzialajgcg zaréwno
na fibrynogen jak i kompleksy rozpuszezalnych
monomerow fibryny bez udziatu aktywatora —
komecznego dla dziatania koagulazy (11). Wiek-
szo$¢ (85%) badanych szczepow koagulazo-do-
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datnich wytwarzala réwnoczeénie CF, niemniej
jednak wykazano jego obecnosé u pewmej gru-
py (21%) szczepéw manmitolo-dodatnich, koagu-
lazo-ujemnych. Czynnika tego nie stwierdzono
u szezepoéw saprofitycznych.

Fosfataza jest enzymem rozbijajacym pola-
czenia organiczne kwaséw fosforowych i po-
przez ingerencje w procesy metabolizmu tkan-
kowego moze odgrywaé pewng role w patoge-
nezie zakazen gronkowcowych. Wérdd wykaza-
nych enzymow wytwarzanie fosfatazy bylo w
najsilniejszym stopniu skorelowane z wytwa-
1zaniem koagulazy. Obecno$é jej stwierdzono
rowniez u niemal trzeciej czesci gronkowcéw z
grupy II. Nie wytwarzaly jej gronkowce sapro-
fityczne.

Tab. 4. Odsetek enzymow stwierdzonych u gron-
kowcedw w poszczegbdlnych grupach
Enzym Gripe | Grape ! | Grupa

Koagulaza 100,00 1] 0
Fosfatazal 94,18 37,66 0
Muramidaza 854r 31,66 0

CF &4,88 21671 0

DNA - za 8061 83,33 63,00

PLRP 73,25 95,00 40,00
Lipaza 56,39 2509 0

Podobnie wysokg korelacje z wytwarzaniem koagu-
lazy stwierdzono w przypadku muramidazy — lizozy-
mu gronkowcowego, ktéry zdaniem Hawigera (3) moze
odgrywaé wybitng role w zakazeniu gronkowcowym,
a takze stanowi¢ istotne kryterium posrednie ich cho-
robotwoérezosci. Wytwarzanie muramidazy obserwowa-
no u wszystkich fosfatazo-dodatnich gronkowcow z
¢rupy II, natomiast nie stwierdzono jej u gronkowcow
saprofitycznych. Gronkowce saprofityczne nie produ-
kowaly réwniez lipazy. Wytwarzaly jg natomiast
vronkowce  mannitolo-dodatnie, koagulazo-ujemne
(25%) oraz koagulazo-dodatnie, u ktoérych enzym ten
wystepowal u ponad polowy badanych szczepdéw (57%).
Rola lipazy w patogenezie zakazen gronkowcowych
jak i jej znaczenie taksonomiczne nie sg takze jedno-
znacznie okre§lone. Wytwarzanie lipazy i koagulazy
bylo dokladnie skorelowane u gronkowcow wyosobnio-
nych z miesa i produkiéw miegsnych (15). Znaczne na-
tomiast rozbieznosci miedzy wytwarzaniem tych dwdch
enzymow  stwierdzono u szczepdéw  pochodzacych z
przypadkéw mastitis u kréw (8) oraz z zakazen u
ludzi (4, 7).

Zdolno$é wyiwarzania DNA-zy a zwlaszcza parvoli-
donyl-peptydazy wystepowala u nieco niZszego odset-
ka szczepdéw koagulazo-dodatnich niz to mialo miejsce
w wypadku muramidazy i CF. Enzymy te natomiast,
wykazano u wiekszosei gronkowcéw mannitolo-dodat-

nich, koagulazo-ujemnych grupa II). Jednoczesnie
byly to jedyne substancje pozakomérkowe jakie
stwierdzono u gronkowcéw saprofitycznych. Znacze-

nie DNA-zy w procesach chorobowych wywolywanych
przez gronkowce nie jest znane. Kordecki i Jeliasze-
wicz (9) wskazujg na mozliwo$é dzialania synergicz-
nego DNA-zy i alfa-hemolizyny na komérki w ho-
dowli in vitro. Mulczvk (14) natomiast donosi o wy-
sokiej wartoscl taksonomiczne] pyrolidonyl-peptydazy
w réznicowaniu gronkowcdéw chorobotworezych izolo-
wanych od ludzi. Wérdéd 232 badanych gronkowcéw
pochodzacych od kréw ze stanami zapalnymi wymion,
183 (79%) wytwarzalo ten enzym. Niemniej jednak
stwierdzono go réwniez u 40% gronkowcéw saprofi-
tycznych. Wydaje sie wiec, ze zar6wno okres§lenie
przyvdatnosei wytwarzania PLP jako kryterium po-
$redniego chorobotwoérezosci gronkowcodw wyosabnia-
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nych z przypadkow chorobowych u zwierzat jak i jej
ewentualne] roli w procesie chorobowym wymaga dal-
szych badan.

Badania powyzsze wykazaly, ze wsrod gron-
kowedéw wyosobnionych z przypadkéw mastitis
moga wystepowaé oprocz szczepow koagulazo-
dodatnich takze koagulazo-ujemne — fermen-
tujace mannitol w warunkach beztlenowych,
wytwarzajgce rownoczesnie kilka pozakomérko-
wych skladnikow enzymatycznych. Czesto$é ich
wystepowania jest zdecydowanie mnajwyzsza
wsréd gronkowcow koagulazo-dodatnich, spo-
srod ktérych tylko 5 szezepow wytwarzalo
mmiej niz 4 enzymy. Podobne wyniki uzyskali
Lack i Wailling (10) u szczepéw izolowamych
z zakazen gronkowcowych od ludzi. Ponadto
zdolnos¢ wytwarzania takich skladnikéw poza-
komérkowych jak: koagulaza, CF, muramidaza,
fosfataza i lipaza obserwowano tylko u grom-
kowedw izolowanych z przypadkow mastitis
(szczepy grupy I i II). Byé moze substancje te
posiadaja specyficzne znaczenie dla rozwijania
sie gronkowcowvch zakazen wymienia u kréw.
Zadna z cech wymienionych wyzej nie posiada
znaczenia kryterium bezwzglednego, niemniej
iednak wiekszo$¢é szczepdw potencjalnie choro-
botwoérezych wytwarza te enzymy. Szczepy bar-
dziej zjadliwe zwykle wytwarzaja ich wiecej.

Z przedstawionvch badan wynika, ze zdecy-
dowana wiekszoéé (B2%) gronkowcdéw wyosob-
nionych z zapalen wymienia produkowala wszy-
stkie lub co najmniej 4 sposréd badanych enzy-
mow. Szezepy wvtwarzajace mniej niz 4 enzy-
matyezne skladniki pozakomérkowe wystepowa-
1y glownie wérdd gronkowesw mannitolo-dodat-

nich — niewvtwarzajacych koagulazv. Nalezy
jednak podkreslié. ze szezepy te produkowaly
wyvrainie wiecei enzymow zardwno pod wzele-

dem zréznicowania iak i liczebnogei od oron-
kowcedw saprofitveznyeh. Byé moze pozostaie to
w zwiazku z mozliwoéeia dzialania chorobo-
twdérezego tveh szezepdw.
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Monesga E. — Ox3xMarHyecKHMe BHEKJRETOYHbIE KOM-
NOHEHTHI BBLIPAGOTLIBAEMEIE CTAMDUIOKOKKAMM J30JM-
POBAHHBIMH M3 CIYYACB MACTUTAa KODOB.

VccnemoBanuaM monBepram 232 uiTamMMoB OeTa-ira-
MOJIMUTUYECKUX CTAMdUIOKOKKOB, M30JMPOBAHHBIX W3
MOJOKA KOPOB OOJNBLHBLIX MacTMTOM, M 27 campouTy-
4eCKMX MITAMMOR. ¥ BCeX IITAMMORB OIPeNeaaNu CII0-
cobHocTM K mpoayrimm Koarynaswl, CF, docdarassr,
MypaMmuaasbl, Ie30KCUPUOOHYKIea3bl, IIHPOJNUIOHIII-
-nterrtipasel (PLP) 11 munasel

VYCTaHOBMIIM, YTO CPeAyr ILUTAMMOB BbIJIRJIEHHBIX U3
CIy4aeB MacCTUTa BCTPEUAKTCH TaKiKe IITAMMbI MaH-
HUTOJI-TI0JOKMTENbHBIE, KOATYJIa30-0TpHilaTe bHbIe KO~
TOPBbIE OZHOBPEMEHHO BBIZEJIAIOT HECKOJLKO SH3MMAa-
TUYECKMX BHEKJOTOYHEIX KOMIOHEeHTOB., Yallle BCero
MX  HaXOAMJIM  Cpefy  KOalyJa30-IOJOKUTEIbHLIX
mraMMoOB. Koarymnaso-orpunaTenbHble IIITAMMEL U3 CJY-
gaeB MacTUTA KOPOB HNPOM3BOIMAM B OOLIEM MeEHbIIe
9H3VMOB HEM IMITAMMBLI KOAaryJsaso-TIOJOKMUTENbHbIE HO
BeccriopHO BoJiblile, KAk B OTHOWIeHM K auddepeH-
UMangMy TaK ¥ MHOTOYMCJEHHOCTH, 0T canpodurudec-
KX CTadMIOKOKKOB, Kpome TOTO NPOAYKLMIO TaKMX
SH3MMOB Kak: Koarymnaza, CF, mypammupasa, docda-
Taza ¥ Jmnaza HabJIronanamM TOABKO Y CTAadUIOKOKKOB
U3OJIMPOBAHHLIX U3 CJydYaep MacTUTa a HMKOTAQ Y
CanpoPUTUIECKIIX HITAMMOB.

Molenda J. — Enzymatic extracellular elements pro-
duced by staphylococei isolated from cows with mas-
titis.

There were studied 232 strains of beta-haemolyvtic
staphylococei isolated from milk of cows with masti-
tis and 27 saprophytic strains. For all strains there
was determined the ability of coagulase, CF. phos-
phatase, muramidase. desoxyrybonuclease, pirolidonyl-
peptydase (PLP) and lipase production. It was found
that among strains isolated from mastitis appeared
mannitol-positive strains, coagulase-negative. produ-
cing few enzymatic extracellular elements. They ap-
peared the most often among coagulase-positive stra-
ins., coagulase-negative strains isolated from mastitis
cows produced generally less enzymes than those
coagulase-positive, but more (qualitatively and quanti-
tatively) than saprophytic strains. Coagulase, CF.
muramidase, phosphatase and lipase were produced
only by staphylococei isolated from cows with masti-
tis. Saprophytic strains were devoid that property.

CATSARAS M., GULISTANI A. W.. MOSSEL D. A.
A.: Powierzchowne zakaZenie mrozonych tusz bydla
i koni. (Contaminations superficielles des carcasses
réfrigérées de bovins et de chevaux). Recl Méd. vét.
150, 287. 1974 (4.

Przeprowadzono hadania 40 mrvoronvceh tusz bvdle-
cveh 1122 mroZzonveh tusz konskich w kierunku sal-
monelli. E. coli. Enterobacteriaceae oraz nsvehrofilnvch
Jaseczek gramouiemnvch. Prbébv nobierana przv uzy-
cju - acikéw z powierzchni 1010 em 7z 5 dokladnie
okredlonych miejsc tuszy. Salmoneli w tuszach byd-
lecvch nie stwierdzono, natomiast w tuszach koh-
skich fvlko w 3 rrzvpadkach. Stopien zakaZenia tusz
hvdlecveh drobnoustroismi B, coli, Enterobacferiaceae
i psychrofilnymi laseczkami eramoujemnvmi byt niz-
szv w porébwnaniu 7z zakszeniem miegsa wolowego 1o-
brapegn z wybranveh do§wiadczalnych, sklepédw rze-
7zniczvch. Mieso tusz konskich bylo zakaZzone drobno-
ustrojami 7 rodzinv Enterobacteriaceae w tvm sa-
mym stopniu co handlowe mieso wolowe, jednak miato
mniejszg ilo§é psychrofilnych laseczek gramoujem-
nveh.

Na podstawie przeprowadzonych badan, przy po-
mocy metody wymazéw, otrzymano nastepujace mi-
krobiologiczne wskaZniki dla migsa: E. coli: + w="T0
na 100 wymazéw z 10 ecm? i <20 na 100 wymazow
71 mm?2; Enterohacteriaceae: ilo§¢ bakterii =10% pa
100 cm?; psychrofilnych laseczek gramoujemnych =105
na 100 cm?2,

d.i.
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