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JE}I"ZY MOLENDA

Enzymotyczne skłodniki pozokomórkowe

wytworzone przez gronkowce wyosobnione

z przypodków mostitis u krów

ż Zakłaclu l{igieny WctCIyn.rryjnej We wroclawitl

Badiłria wicl,u autorów (I, 2, 1,2, 17) wsrkaz,u-
ią na wzrastaiące w ,ostatnich latach zrnaczerlie
grorrk iologicznego zapa-
leii gr w. Zwył<le stwier-
clza s charakteryzujące
pro,nkowce potenc-ialnie clrorobo,twórcze tal<ie

iak zdolność beztlenowej fermerrtacii mannito-
lu i rvytwarzarnia koagulazy. Gronk,owce choro-
botłvócze wytwarzają ponadto szereg substałrc,ii
enzymaty.cz,nych, wydziolanych pozakomórk,o-
wo, talkich jak: lipaz,a, fibryrnolizyna, dezofi<sy-
rvbonul<leaza, hialuroł-r i,daza itp., których,obec-
ność wzrnaq,a a rriekiedy warunkuje zjadliwosć
i właściwości inwazyjne tvch,d,robno,ustrojów.
W przedstawiorrych badarriach podięto próbę
trnalizy enzymów wydzielanych pozajkomórrko-
wo i oceny ich ewentualnei przrndatnośei ia]ko
pośrednich krvteliów chorobotwórcz,ości, szcze-
gólnie -w o,dniesierriu do pyrolidonyl,peptydazy
(PLP) odkrytei przez Mulcz)rka i Szewczuka
(13), wytwarzaniu którei autorzy przypisuią
po,dst-awowe zna,czełlie w różnic,owaniu gron-
kowcó,w potencj alniechoro,botw ór ezych i sapr,o-
fitycznych rvyosobrnioinych o,d ludzi.

Mirlcriał i niettldy

Baclatriom potlclano 232 szczepy g1,onkorł,córv beta-he-
nrolit.'cznvch, 11,1,9sgbnionych z mlel<a lirórłl 1eaguią-
cvch dodatnio rv terenorvym odczl,nie komólko,,vvm
(TOK). stosowanym rv celu lvvkr,lnvania zaburzeń rł,
stanie zdrorvia gruczołu mlel<orvego ol,az, 21 szczepórv
gronkowcóv, saprofitl,cznl,ch, pochodzących ze skór,y
rvymienia i śrclrlo-wiska oboly. U rvszystkich uprzedni<l
rvymienicnych szczepórł, określono następujące rł,laś-
cirvości: rvytwarzanie katalazy, ufeazy, acetoiny. żela-
t],naz"v i indolu, zdolność fermentacji glukoz-y w wa-
rttnkach beztlerrowl,ch, redukcji azotanórv oraz zaktłla-
szania nrlel<a 1akmusowego, laktozy. sacharozy, g]icc-
rolu. rafinozy, salicyny i inuliny, Zachowanie się ba-
danych szczeprilrr rvo]lec porł,yższych testćllv pozrvoljłrl
n:r zalilasl,fikolvanie ich clo rodzaju Staphylococcus.

Obecnie przyjrnuje się, Że podstawowe kryterium
prldziału nriędzy gronkowcami potencjrrlnie chorobo-
twórczymi a saprofitycznymi stanowi zdolność beztle-
nowej fermentacji mannitolu i wytwarzanie koagulazy.
Uwzględniając powyższe kryteria, gronkowce wyosob-
nione z przypadków mastitis podzielono na dwie gru-
py. Do grupy I zaliczono I72 szczepy fermentujące
mannitol w q,arunkach beztlenowych i wytwarzające
koagulazę, natomiast do grupy II 60 szczepów man-
nito1o-dodatnich, niewytwarzających koagulazy. Gru-
pę 1II (kontrolną) stanowiło 27 szczepów gronkowców
saprofitycznych - niefermentujących matrnito]u i nie-
wytrvarza j ących koagulazy.

Właściwość kwaśnej fermentacji mannitolu określa-
no na podłożu Hugh-Leifsona, natomiast wytlvarza-
nie koagulazy,lvykrywano stosując cytlynianowane
osocze królika rozcieńczone 1:5 fizjologicznylr: roz-
tworem NaCl.

Ponadto u wszystkich szczepów w poszczególnych
grupach określano zdolność wytwarzania następują-
cych substancji enzymatycznych: fibrynolizyny - sto-
sując metodę opisaną przez Lack i Wailling (5), fo-
sfatazy, Iipazy - na podłożu z Tweenem B0 (5), dez-
oksyrybonukleazy wg Weckman i Catin (16), murami-
clazv wg Hawigera (5) oraz pyrolidonyl-peptydazy wg
Mulczyka i Szewczuka (13). Test CF (clumping factor)
wykonywano używając nierozcieńczonej plazmy króli-
cze],

Wyniki
Obecności librvnolizynv (stafylokinrrzy) nic wykaza-

no u żaclnego z barlanyclr szczepów mimo stosowania
iako suhstratu fibrynogenu ludzkiego i króliezego,
Wydaje się to potwierdzać spostrzeżenia, że fibrynoli-
zyna jest zwykle wytwarzana przez gronkowce \^7yo-
sobnione z drążącycl,1 zakaŻeń ropnych u ludzi nato-
miast z reguły nie jest produkorvana plzez szczepy
patogennc dla zrvierząt.

Wśród gronkowców mannito1o i koagulazt_l-dodat-
nich (qrupa I) v,lJkazano 75 szczepów -wytwarzaii}cych
wszystl<ie poza fibrynolizyną badane enzymy. Dalsze
24 sz.czep1, rv5,trva|załv 6 spośród 8 badanych składni_
l<riw pozakomórkowych a tylko 5 szczepów z tej Eru-
pv produkowało mniej niż 4 enzyrny (tab, 1). Należy
podkreślić. że w qrupie tej rłlvsteporłlirll. wszv.tk'e
(poza f ibr},rrolizyną) badane enzym]/ a zdolność ich
rvyt.,varzatlia (pozł lipazą) łtvkazallo u z1-1ttcznegrr ocl-
set'ka szczepów. Wi,soką korelację z r,vytwarzanien

Tab. 1. Czr;sLr-ltliwość wyslc2powania badanych enzymów wśród szczcpów grupy 1 (koagulazo*,
marrnito1o*)

J(oŚc szczepów stut'erdzono enzqmow
nóń)(ćiczb9/ Pontż oznąc z'loścć enz RązemEnzgm

Koagutaza
Fo5faćązd,
łłuramtd
cF
DlVA - Zą
PLP
Ltpaza-

/5
t5
l5
15
|5
|5

45
45
45

5
4
45
45

l72
l62
l47
/46
l39
t26
97

(/00,oou
( 94,18%)
( a5,47 %)
( 84,08 %)
(8o,8/%)
( 73,25%)
( 56,39 %)

RaZem
badanqch
szczepów

9ll 5332
9 ll 5 3

52
5332

ą

75
75

ł5
75
75
75
75

36 3 /54 4
36 3154 4
36 l54 4

6315 4
3 3l54
334

64

677
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koagulaz), w;lĘ22y\M3|1l , fostataza a naslępnie mufa_
midaza i CF (czynnik zlepiający), W nieco słabszyn,t
stopnirr lniało to miejsce -w odniesieniu do DNA-zy
i PLP, Stosunlirlrvo najmniej szczepów z tej g-rupy
w-ytlvarzało lipazę (tab. 4).

Wśród szczcpórv nalrnitolo-dodatnich i koagulazo-
-ujernnl,cl-t (grupa II) -w żadlrym rvypadku nie stwier-
dzono rvytwarzania r,vszystkicli enzymórv przez jeden
szczęp. SpoŚrór1 60-ciu badan;rcl-t szczepów 16 wytwa-
rzalo 5 enz;,ll,ttiw natomiast aż 3l szcz.epólv pL,odu-
korvało dwie i mnie j pozakomćllkowych substancji
enzymatycznyci-r (tab, 2). Najczęściej stwierdzanymi

Tab. 2. CzęstotLiwość ,,vys|ępowaLria badanych enzy-
rlów rvślód szczepów grupy II (koagulazo-, manni-

tolo1-)

Bdzem

enz)'trlami u gronkowcórł, z te.i glupy byl1, p),folido-
rr.yl-peiltydaza i DNA-za. Pozrlstałe sl<ładniki poza-
komórkowe byly wytrłlaL,zane przez zdccydor,r,anie niż-
szą liczbę szczc,pórv (tab. 4)

Wśr,ócl gronkcl,a,córv saplofitl,cznych stlvierdzono l
szczep wytrvarzający zal,clrvno DNA zę jak i PLP, któ-
re bl,łr, ,jedyn;,,mi enzynami u niclr w-ykazan),mi. Po-
zostaIe wytr,llal,zały albo DNA-zę (16 szczepów) albo
PLP (10 szczepów). Nie stwierdzono natomiast ani jed-
nego szczepu, któryby nie posiadał zdolności wytwa-
r,;rania choćby jednego z badanych cnzvmórv (t,ab, 3).

Tab. 3. Częstotliwość występowania badanych errz1--
mów ivśród szczepów grupy III (koagulazo 

-, man-
nito1o-)

Enzqm

DilA-zą
pLP
Fo zcs ta fe
e.żqmł

(J m rl !vi t]n i c w yn ik () w

Znaczenie p()zako,mórko\Mych składników wy-
twarza,nyclr pl,zez gronko,wce w patogenezie za-
kazeń glonkowcowych nie zostało do clrwili
obecnej całk,cl,wicie wyj,aśnione. Są one brane
pod uwagę przy oceLnie po,tencjalne.j chorob,o-
twórczości badanego szczepu, chociaż obec,ność
któreikolwiek z t;rc| substancji lrir moze sta-
nowić b,e,zwzględrre,go kryterium l,óżnicuiącego.
Z badań Kaprala i Li (6) wynika, ze riawet wy-
twarzanie ko,agulazy nie z,awsze jcst bezwzględ-
nym mąIlkerem zjadliwości. W badaniach włas-
nych koagulaza s,tarr,orwiła podstawowe kryte-
rium p,odziału badanych szczepórv i w o,dniesie-
niu do niej porówn-rywano wytwarzŁlnie pozo,sta-
łych errzymów. Czyrnnik zlepiający jest strbstan-
cją odręb,ną o,d koagulazy, d,ziałaiącą zarówno
na fibryn,ogen jak i komploksy rozpuszcz,alnych
lrurnotnerów fibryny bez u,działu alrtywatora -koniecznego dla działania k,oagulazy (11). Więk-
szość (B59o) badanych szczepów koagulazo-do-
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datnich wytwarzała równocześnie CF, niemrriej
jednak wykazano jego ołbe,cn,ość u ;pewrrej gru-
,py (270h) szczepów marrnito1o-do,datnich, rkoagu-
1azo-,ujemnych. Cz}xnnika teg,o nie sbwierdzono
u SZcZe,pÓW saprof ityc]Znych.

F,o,sfa,taza jest enzymem rozbijającym połą-
czenia o|rganiczne kwasów fosforowych i po-
pyzez iilgerencję w procesy metlabrolizmu tkan-
kowego m,oże odgrywać pewną rolę w patoge-
:nezie zakażeń grorrkowcowych. Wśród wykaza-
nych enz}Tnów wytwarza,nie fosfatazy było w
rT ajsilniejszym stoprrriu skoreloiwane z wytwa-
l,zaniem koagulazy. Obecność jej stwierdzono
równiez u niemal trze,ciej części grołnkowców z
grupy II. Nie wytwarzały jej grorrkowce sapro-
fityczne.

Tab. 4. Odsetek enz5,rnów stwierdzonyclr u i]r()n-
korł,córv w poszczególnych grupach

KoąQu!tlzą
Fo5fataZd,
Huramr'dązd
cF
DNA- zą
pLp

31,66
3/,66
21,6l
83,33
95,@
25,00

0
n

0
0

63,oo
40,o0

ozą

Podobnie wysoką korelację z wytwafzalricm koagu-
lazy stwierdzono w przypadku nrulamidazy - Iizozy-
mu gronkowcowego, który zdaniem Hawigera (3) może
odgly-wać r,vybitną rolę w zakażeniu gronkcwcowym,
a także stano-wić istotne kryterium pośrednie ich cho-
1,obot,wórczości. Wytwarzanie muramidazy obselworva-
lto u rvszystkich fosfatazo-dodatnich gronkorvców z
gfupy II, natomiast nie stwierdzono jej u gronko,wcórv
saprofitycznych. Gronkowce saprofityczne nie plodu-
kowały rórvnieŻ lipazy. Wytwarzały ją natonriast
gronkorvce mannito1o-dodatnie, koagulazo-ujemne
(250lo) oraz koagulazo-dodatnie, u których enzym ten
występował u ponad połowy badanych szczepów (579o).

Rola lipazy w patogenezie zakażeń gronkowcowych
jak i jej znaczenie taksonomiczne nie są także jedno-
znacznie okreś]one. 'Wytwarzanie lipazy t koagulazy
było dokładnie skorelowane u gronko,1vców wyosobnio-
nych z mięsa i produktów mięsnych (I5), Znaczne na-
tomiast rozbieżności między wytwarzaniem tych dwóch
cnzymów stwierdzono rr szczepów pochodzących z
przypadl;ów mastżtis u krów (B) oraz z zakażeń u
Iudzi (4, 7).

Zdolność ."vytrvarzania DNA-zy a zlvłaszcza paloli-
donvl-peptydazv rvl,stęporvala u nieco niższego odset-
ka szczepów lloagulazo-dodatnicłi niż to miało miejscc
1y 11,ypa,dku muramidazy i CF. Enzymy te natomiast,
wykazano u większości gronkowców mannitolo-dodat-
nich, koagulazo-ujemnych (gruńa II). Jednocześnie
były to jedyne substancje pozakomórkowe jakie
stwierdzono u gronkowcó-w saprofitycznych. Znacze-
nie DNA-zy w procesach choroborvych v,ywoływan;l,ch
przez gronko,wce nie jest znane. Kordecki i Jeliasze-
wicz (9) wskazują na możliwość działania synergicz-
nego DNA-zy i alfa-hemo7izyny na komórki w ho-
c]owli in vitro. Mulczyk (14) natomiast donosi o rvr,-
sokiej w,artości taksonomicznej pyrolidonyl-peptydaz1,
w różnicowaniu gronkowców chorobotwórczych izolo-
wanych od ludzi. Wśród 232 badanych gronko-wców
pochodzących od kró ze .stanami zapalnymi wymion,
183 (79%) wytwarza ten enzym. Niemniej jednak
stwierdzono go ró-wnież u 400/o gronkowców saprofi-
t),cznych. Wydaje się więc, że zarówno okreśIenie
przvdatności ,wvtwarzania PLP jako kryterium po-
średrriego chorobotr.rrórczości gronkowców wyosabnia-

57 (95,00%)
50 (83,33%)
19 (31,66v")
|9 (31,66 %)
|5 ( 25,00%)
l3 ( 2i,6l%)

Razem
dangch

J! aść s z c z e póH h, kć orqc h
styterdzono enzqmó'w

7 (62,9/ "/")
| ( 4a,74 óZ)

0 (o7.)
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llych z plz5,padliórv chorobowych u zwietząt jak
ewentualnej roli l,y ploccsie chrlrobowym wymaga
szvch badań.

Ba.dania powyzsze wykazały, ze wśró,d gron-
krlwców wyosojJnionych z przypadk<iw nlą,stitżs
mogą występourać oprócz szczepów koagulazo-
dodatnich takze koaguJ.azo-ujemng 

- fgl,rnę11-
tujące mannitol w warunkach beztleno\Mych,
rvv twarzaj ąc e ró r,vnocześnie kilka p ozakomórko-
rvych skŁadnikólr,, enzymatyczrrrych. Częstość ich
występowania jest zdecydowanie najwyzsza
rvśród qronł<orvców kclagulazo-do,datnich, sp,o-
śród których tvlko 5 szczepóu, 1pytwarzało
mniej niż 1 ertzymy. Po,dobne wyniki uzyskal,i
Lack i Wailling (10) u szczepów izololvarnych
z zakażęn gronkovzco,,łlych od lu,dzi. Po,na,dtrl
zdolność wytwarzania takich składników poza-
komórkowych jak: koagulaza, CF, rnuramidaza,
fosfataza i ]ipaza obser\r.,o\ł,ano tvl,.ko u grorr-
korvców izolorvan;rch z przypadków mastżtżs
(szczepy grupy I i II). Być może substaneie te
posiadaią specyficz-ne nnaczqnie dla ro,zwiiania
się qrurrkorłIcowvch zakażeń wyrnienia u krórł,.
Zadna z cech rvymienionych wvze,i nie p,o5jąflą
z_naczenia krvtelir_rn bezlvzględrrego, nienrnie.i
icdr-rak więl<szość szczepów notencialnie choro-
botlvórczych lv,r,twarza te enzr"my, Szc,zepy bar-
c,lzie,| _-zjadliurc zrł.\,kle wytwarzaja ich rłdęcei.

Z prze,dstarvionvch badań lvy,nika. że zdecy-
clrlwana rviekszość (820/o) cronkowcórł, 1yyosob-
nion\rclr z zapaleń $Ivlnięnia pro,duko,wała r,vszv-
stkie lub cc najmnie,i 4 spośród badanyeh enzy-
mów. Szcze'pv wvtwarza,iące mniei niż 4 enzy-
mat.,,czne sk]a dn jki p ozakom ór:kowe występ o.wa-
ły główłrie wśró cl qro,n k,owców mannitolo-do,dlat-
nich - nie,urrvfwarzajacvch koagułazv. Należv,iednak nodkreś]ić. że szczely te pno,dukorn ały
W1l1';1 enzymów
dellr nia jak j

kr;rvc v,czirvch. B
rv zwiazku z mozliwościil clz1ałan ja ehor,crbtl-
tlvórezego tvch szczepów.
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lĄccleąonaawflM noABeprjlvt 232 ullavNros 6era-r,a-
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Ycrarroerłnlr, LITo cpeAl luTa}&rroB BL,IAeJIeHHsrx ,43
cJlyqaeB MaeTr{Ta BcTpetlaloTcff TaK}Ke [ITaMMbI MaH-
1l]4ToJI-noJIo>Kr4TeJIbII},Ie) KoaryJIa3o-oTpI{I{aTeJIbHbIe Ko-
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,Ir{qecKrIx BHeKJICToIlHLIx KoMnoHeHroe, 9arqe ecero
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Ąma\wv TaK ],1 MHorotłlcJIeF]I-IocTrI, or canpodluTu..:^ec-
xrłx cra@r.rnoKoKKoB. Kpove Toro upoAyKq]4to TaKr{x
9H3I4MoB KaK: I<0ary.[a3a, CF, MypaM].lAa3a, óocóa-
"Ia3a TĘ Jlr4na3a ua6ntolanrł ToJIL,Ko y cradllłnoxoxr<or
],l3oJII{poBaHrILIx I43 cJlyqaeB MacTI4Ta a I{I4KolAa y
canpoSrr:z.lc cttI,Ix rLrTaMMoB.

Molenda J. 
- 

Enzymatic extracellrtlar elemcnts pro-
rluced by staphylococci isolatetl from cows with mas-
titis.

There were sttrdied 232 strain§ of beta-haemolytic
staphylococei isolated from milk of cows with rnasti-
tis and 27 saproolrytic strains For all strains there
was deter^rnined the ability of cclagulase, CF. phos-
phatase, muramidase- desoxyrybonuclease, pirolidonyl-
pept5zdase €LP) and lipase production. It rvas found
that among strains isolated from mastitis a|peared
mannitol-positive strains, coagulase-ne!ative. pr.odu-
cing feul enzymatic cxtracellular elements. They ap-
peared'the most often among coagulase-nositive stra-
ins. coagulase-negative strains isolated from mastitis
co,ws produced generally less enzymes than those
coagu)ase-positivc, but more (qualitatively and quanti-
tatively) than saprophńic strains, Coagulase. CF.
muramidase, olrosphatase ancl lipase were prodtlced
łrnly by staph_rzlocooci isolated fr,om cows with masti_
tis. Saprophytic strains rrlere devoid that propertv,

CATSARAS M.. GULI§TANI A. w.. MossEL D. A,
A.: Powierzehowne zaka,żen7e mrożonyeh tusz bytlla
i koni. (Contaminations superficielles tles carcasses
rćfrigóróes ćle bovins et dle chevaux). Reel Mód, r,ót.
150 ?_B1 . 1,974 (4\.

Przeprorvadzono badania 40 mrożonlt,b tusz bvdle-
cvch i 122 mrożonvch tusz końskich u, kic.runku sirl-
monel]i. E coli. Enterobacteriaceae oraz psvchrofilnvcłl
],tseczn]< gtamouicmnvch Próhr. nol_rierano pr7,! uży-
ciu " acikórv z porvierzchni ,l 0)il0 em z 5 dokładnie
określonych miejsc trtszy. salmoneli rł tuszach bytl-
]ec.,ch nip strvierdzono, natomiast rł, tuszach koń-
skjr,lr fr:]ko v, l] r.r.zvpa<Jkaćh. Stopi^li zakażelnia tusz
bvdlr,cvcb r]robnortstroiami E coli. Enterobacferi:lceae
i psvchrofilnymi laseczkami qramoujemnvmi b:rł niż-
szv w porównaniu z z,a_l<ażęniem mięsa wołorł,ego no'.
l)r:npFn z vrvbranvch c]ośrr:iadczalnych, sklepów rze-
źniczvr:h. }/Iięso tusz l<ońskich hvło zaka_żone drobno-
ustro jami z 1-odzinv Enterohacteriaceae w tvm sa-
m}-m stopniu co hand).olve mięso rvołorxle. jednak miało
mniejszą ilość psvchrofilnych ]aseczel< gramouiem-
nweh.

Na podstarvie przepro-ł,adzonych badań. przy po-
mocv metody wymazóv,,, otrzvmano nastepujące mi-
l<robiologiczne r,vskaźniki dla mięsa: E. coli: ł w410
na 100 wymazów z 10 cmr i ż20 na 166 y,ymazów
r, 7 mm2i Enterobacteriaceae: ilość bakterii ż103 na
100 cm2; psychrofilnych laseczek gramouiemnvch 410;
na 100 cm2,
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