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Zastapienie u gronkowcédw proby na koagulaze odczynem
aglutynacji w postaci grudek

Wojewodzka

Stacja Sanitarno-Epidemiologiczna w Krakowie

Dyrektor Stacji: doc. dr M. BILEK

0Od dawna stwierdzono , ze szczepy gronkowcédw wy-
osobnione z przypadkéw chorobowych, wytwarzaja kil-
ka czynnikéw zwigzanych z ich potencjalng chorobo-
tworczoscig. Do tych czynnikéw nalezy hemolizyna, leu-
kocydyna, fibrynolizyna, enterotoksyna, koagulaza itp.
Juz w 1903 r. Loeb stwierdzil, ze gronkowce wyosob-
nione z przypadkdéw chorobowych, a nastepnie inkubo-
wane w plazmie powoduja jej krzepniecie, Réwniez
Much (1908) zauwazyl, ze gronkowce zanurzone w plaz-
mie natychmiast powoduja wytworzenie sie agregatow
grudkowo-klaczkowych, Champan (1944), oraz Halman
(1961) uwazaja wytwarzanie koagulazy za kryterium
chorobotworczoéei gronkowcow. Cadnes — Graves
i wsp. (1943) ustalili, ze gronkowce wytwarzaja 2 po-
stacie koagulazy, a to koagulaze zwigzana, ktérg moz-
na wykryé za pomocg metody szkietkowej (,slide
test”), oraz koagulaze wolng, ktérg mozna wykryé me-
toda probéwkows. Obie koagulazy sg ta samg substan-
cjg biatkowsg, r6znig sie tylko mechanizmem dziatania.
Koagulaza zwigzana dziata bezposrednio na fibrynogen
(niektérych zwierzat) i powoduje natychmiast zlepianie
sie (clumping) drobnoustrojéw. Natomiast wolna ko-
agulaza dziala na protrombine (niektérych zwierzat)
zmieniajgc jg na substancje trombino podobng. Akty-
wator (protrombina) dla wolnej koagulazy gronkow-
cOw wystepuje tylko w plazmie ludzkiej i w plazmie
zwierzecej krélika, konia, Na dzialanie zwigzanej ko-
agulazy najbardziej wrazliwa jest plazma czlowieka,
krolika, psa, oraz myszy, $rednio wrazliwa plazma po-
chodzenia krowiego i konskiego, a plazma barania
i $winki morskiej jest calkowicie niewrazliwa.

Celem niniejszej pracy jest stwierdzenie, czy
mozna zastgpi¢ odezyn koagulazy wykonanej
metodg probowkowsg odczynem aglutynacji
grudkowo-klaczkujacej w plazmie ludzkiej
cytrynianowej i w plazmie kréliczej.

Materiat i metodv

Materialem do badan byly szczepy gronkowcodw zio-
cistych i szczepy gronkowcoéw bialych wyosobnione
z artykulow zZywnosci pochodzgcych z przypadkow
zatrué¢ pokarmowych i z artykuldw zywmnoSci pocho-
dzgeych z obrotu, przysytanych do zbadania do Woje-
wobdzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej w Kra-
kowie, w celu oceny przydatnosci do spozycia.

Ogolem przebadano 750 szczepdéw gronkowcow
w tym 500 szczepdéw gronkowcoéw zlocistych koagu-
lazo-dodatnich i 250 szczepdéw gronkowceéw bialych
koagulazo-ujemnych. Wyizolowane szezepy pochodzi-
1y z artykuléw zywnosci, a mianowicie mleka i prze-
tworéw mlecznych, miesa i przetworéw miesnych,
przetworéw cukierniczych, ryb i przetworéw rybnych.
Material do badan wysiewano na ptynng pozywke na-
mnazajacg i po 48-godzinnym okresie inkubacji w 37°
przesiewano na pozywke stala Chapmana. Po 48 go-
dzinach inkubacji w 37° na pozywce tej zaobserwo-
wano wzrost kolonii okraglych, wypuklych, nieprzej-
rzystych, o gladkiej biyszczacej powierzchni, o zabar-
wieniu przejsciowym od koloru bialego do zbitozto-
cistego. Kolonie gronkowcéw przesiewano nastepnie

na plytke agarowa z dodatkiem 5% krwi baraniej
w celu znaczenia hemolizy, barwnika, jak réwniez
w celu wykonania odczynu na koagulaze. Odczyn na
koagulaze nastawiano z hodowli 24 godzinnej, w ten
spos6b, ze rozciefczang plazme krélicza w stosunku
1:5 w roztworze [lizjologicznym NaCl i rozciericzong
plazme ludzka cytrynianows w stosunku 1:25 w. bu-
lionie zwyczajnym i w roztworze fizjologicznym NaCl
w stosunku 1:5 rozlewano jalowo do probéwek
o érednicy 1 em w iloSci 0,5 ml. i rozcierano w nich
ezg badane szczepy.

Przy kazdorazowym nastawianiu odezynu uwzgled-
niano kontrole dodatnig i ujemng w celu sprawdzenia
nlazmy. Przy kazdej serii oznaczen sprawdzano kaz-
da partie plazmy ludzkiej eytrynianowe]j na obecnosé
inhibitoréw koagulazy, ktére mogg hamowaé prze-
bieg reakeji. Probowki z nastawionym odczynem
wstawiano do termostatu o temperaturze 37°. Wynik
odczytywano po 3 i po 24 godzinach, Za szczepy leoa-
gulazododatnie uznawanc szezepy, ktére w ciggu 3—24
godzin §cinaly plazme kroliczg i plazme ludzkg cytry-
nianowa. Szezepy gronkowcedéw nieScinajgeych plazmy
kroliezej i plazmy ludzkiej cytrynianowe]j rozeienczo-
nej w bulionie zwyczajnym i rozfworze fizjologicz-
nym NaCl, uwazano za koagulazo-ujemne.

Oprocz odezynu na koagulaze wykonanego metoda
probéwlkowa nastawiano réwniez odezyn aglutynacji
klaczkujacej w postaci grudek na szkielkach podsta-
wowych dla wykrycia koagulazy zwiazanej, Na szkiel-
ku odttuszezonym i nieodtluszczonym umieszezano
ezg (o 4rednicy 2 mm) po jednej kropli wody desty-
lowanej. Nastepnie material z kazdego badanego
szezepu gronkowcedw rozelerano w kropli wody de-
stvlowanej na jednym i na drugim szkielku podsta-
wowym, nie opalajge ezy przy przenoszeniu materialu
z pierwszego szkielka podstawowego na drugie szkiel-
ko podstawowe, tak aby otrzymac jednolita zawiesi-
ne gronkowecéw o zmetnieniu odpowiadajgeym zawie-
sinie przynajmniej 10010" E. coli w cm® Nastepnie
wyjalowiong eza o Srednicy 1 mm nakladano Swiezg
cytrynianowa plazme ludzka na krople wody desty-
lowanej z gronkowcami umieszczonymi na nieod-
tluszezonym szkielku podstawowym. Okolo 10 sekund
wprowadzano szkielko podstawowe w ruch kolisty.
Jezeli nastapilo skupienie gronkowcéw w plazmie
ludzkiei cytrynianowej, wvnik oceniano jako dodatni.
Skupienie gronkoweoéw Cruickshank (1965), Duthie
(1954) tlumaczg obecnoic'g czynnika klaczkujacego
(.,clumping factor”) powcdujacego wytracenie sie fi-
brynogenu na powierzchni komérki drobnoustroju.
Rozmaz na drugim szkielku podstawowym barwiono

metodg Grama, w celu potwierdzenia obecno§ci
gronkowcow.,
Wyniki badan i ich oméwienie

Otrzymane wyniki przedstawiono w tabeli
g2

Jak widzimy z powyzszych danych gronkow-
ce zlociste wykazuja dodatni odczyn prokoéwko-
wy na koagulaze wolng w 100% przy uzyciu
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Tab. 1. Badania na koagulaze wolng i zwigzang szczepéw gronkowcoéw ztocistych *)
1 | meg [Lia [ &, 0L 6

Ogolna | Tlo$é szezepow badanych

ilose z wynikiem
Rodzaj badania Rodzaj plazmy szezepdw|——
bada- | v watpli- | o
nych |d0datmm wym |oiemnym
Odczyn probowkowy na koagulaze | Plazma ludzka cytr. rozcieficzona | 500 487 8 5
wolng w stos. 1/25 bulionem zwyczajnym | (100%) (97%) (2%) (1%)
Odczyn probéwkowy na koagulaze | Plazma ludzka cytr. rozciehczona 500 425 25 50
wolng w stos. 1/5 w roztworze fizjol. NaCl| (100%) (85%) (5%) (10%)
Odczyn probéwkowy na koagulaze | Plazma krolicza rozcienczona w 500 500 0 0
wolna stos. 1/5 w roztworze fizjol. NaCl (100%) (100%) | (0%) (0%)
Odczyn szkielkowy na koagulaze l Plazma ludzka cytrynianowa ! 5007) 404 44 51
= zwigzana | (100%) | (81%) (3,8%) \ (10%)

*) Jeden szczep (0,2%) wykazywal samorzutng aglatynacje juz w wodzie destylowanej (postaé¢ R).

Tab. 2.

Badania na koagulaze wolng i zwigzang szczepow gronkowcow bialych *)

1 |

2 | 3 | 4 | 5 | s

: Ogdélna | Ilos¢é szezepow badanych
| ilogc

z wynikiem
Rodzaj badania Rodzaj plazmy SZCZepOW. T :
bada- | . nqmime Walpli-
nych iu_Temn:vrn dodatnim wym
Odczyn probéwkowy na koagulaze | Plazma Iludzka cytr. rozcieﬁczonal 250 238 ‘ 12 0
wolng 1/25 w bhulionie zwyczajnym | (100%) (95,2%) (4,8%) (0%)
Odczyn probéwkowy na koagulaze | Plazma ludzka cytr. rozcienczona| 250 250 0 0
wolna 1/5 w roztworze fizjol. NaCl (100%) (100%) (0%) (0%)
Odczyn probowkowy na koagulaze | Plazma kroélicza rozeienczona 1/5 w 250 250 0 ‘ 0
wolng roztworze fizjol. NaCl (100%) (100%) (0%) 0%)
Odczyr_l szkietkowy na koagulaze Plazma ludzka cytrynianowa 250%) 241 4 0
Zwigzang (100%) | (96,4%) (1,6%) (0%

*) 5 szezepow (2%) wykazywalo aglutynacje juz w wodzie desiylowanej (posfac’ R).

plazmy kroliczej (1:5 z r. f. NaCl) a w 97 wzgled-
nie tylko w 85% przy zastosowaniu plazmy
ludzkiej. Co do odczynu szkietkowego na koa-
gulaze zwigzang, to przy uzyciu plazmy ludz-
kiej wypada on dodatnio w 81%.

Co do gronkowcéw bialych to pomimo wyo-
sobnienia ich réwnilez z artykulow zywno$ei
z obrotu i z przypadkéw zatrué¢ pokarmowych
wyniki byty zupelnie odmienne. Odeczyn pro-
bowkowy na koagulaze wolng wypadt tu ujem-
nie przy uzyciu plazmy kroliczej w 100%.
plazmy ludzkiej (1:5 z r. f. NaCl) — 100%, a
plazmy ludzkiej 1:25 z bulionem — w 95,2%.
Odczyn szkietkowy na koagulaze zwigzana
w 96,4%. Jak z powyzszych rezultatéw wynika,
najlepsza metodg codréznienia gronkowcow zto-
cistych od gronkowcow biatych okazal sie od-
czyn na koagulaze wolng z uzyciem plazmy
kréliczej (1:5 z r.f. NaCl).

Jednak przy koniecznosci szybkiej oceny
badanego szczepu mozna zastosowacé jako meto-
de orientacyjng (np. przy badaniach wielkich
ilosci préb zywnosciowych, lub masowych po-
szukiwaniach  nosicielstwa  gronkowcowego
u pracownikow przemystu zywnosciowego), od-
czyn szkietkowy na koagulaze zwigzang.
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Mamug K. — 3ameHa y cTahWIOKOKKOB IpoObLI HA

KOaryis3y peaxuueil arrjioTHHAIUN B QOpPMe KYyuek.

Wicenenoanmmu 750 mITaMMOB CTahMJIOKOKKOB, B TOM
uycyie 500 KOaryJA30nOJNOKUTEeNbHBIX St. aureus m 250
KoaryaasoorpuliaredabHeix St. albus. IIItaMmMbl m30-
JUPOBAN W3 IIPOLOBOJBCTBEHHBIX NIPOAYKTOB. YCTa-
HOBMJIM, YTO IUTAaMMbI St. aureus JarmT IIOJOKUTEb-
HYIO0 IIPOOMPOYHYI0 PEAKUMIC HA KOAryJaAa3y IIpM IpH-
MEHEeHMM Kpoauubkeil rrasmer (I:5 dous. pacts, NaCly —
B 100%. a niasmel 4yesoBeKa — B 97% MM jJaxe TOIb-
Ko B 85%. Ha npeaMeTHOM CTeKJe IHCJOXKUTeIbHbBIN
pe3yabTaT Npobbl Ha KOAaryjaa3y € ILJIa3MOil 4deJioBeKa
moaydaxu B 81%. Pezyaprarer y St. albus 6wvmmm co-
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BEPIIEHHO ApyTHe. IIpobupouHaa mnpoba Ha CBOOOZHYIO
KoaryJasy oOKasajack 3aech B 100% oTpuiaTenbHOR
C KPONMYBLEl U ¢ UeJoBeubelr mua3moit 1:5 domuspacTBo-
pa NaCl a B 95.2% c uenoeeuneir mmaszmoi 1:25 Gyab-
oHa, Peagima Ha NpegMETHOM CTEeKJe HA CBA3AHHYIO
KOaryJd3y OKaszajlach oTpuiatensuoii B 96,4%.

ABTOp IPUMXOAUT K BBIBOJY, UTO JIyYILUMM METOIOM
mudppepernnanuu St aureus or St. albus asnaerca
poakIMa Ha CBOOOAHYIO KOaryJsa3y C HPMMEHEHUEM
KPOJMYbell Miaa3Mbl AassegeHHorn dpuszpacrsopom NaCl
165. B cny4dae HeOOXOAMMOCTM YCKOPEHHON OLEHKU
MOXKHO NPUMEHATH B KAUeCTBE OPMEHTUPOBOYHOM MpO-
fBI METOJ pPeaxiiny Ha CBA3AHHYO KOaryina3y Ha Tpen-
METHOM CTEKJIE.

Malik K. — The substitution of tests coagulase with
the agglutination reaction in the form of lumps, in
investigations on Staphylococcus.

The author investigated 750 strains of Staphylo-
coccus, of which 500 were strains of coagulase-posi-
tive Staphylococcus aureus, and 250 were strains of

white coagulase-negative Staphylococcus. The strains
investigated were isolated from food.

It was found that the Staphylococcus aureus sho-
wed a positive test-tube reaction to free coagulase
with the use of rabbit plasma (1:5 with physiological
solution of NaCl) in 100" and with the use of human
plasma in 97% or only 83%. The watch-glass reaction
for linked coagulase was positive, when human pla-
sma was used in 81%. With the white Staphylococci
the results were totally different. The test-tube reac-
tion for free coagulase was 100% negative, both for
rabbit and human plasma with salt solution (1:5) and
95,2% negative for human plasma with broth (1:25).
The watch-glass test for linked coagulase was nega-
tive in 96,4%. As can be seen from the above investi-
gations, the best method for distinguishing Staphy-
lococcus aureus from white Staphylococcus was the
reaction for free coagulase with rabbit plasma (1:5
with NaCl solution), When it is necessary to recognise
the strain investigated quickly, the watch-glass reac-
tion for linked coagulase can be used as an approxi-
mate method.
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Badania nad zarobaczeniem kurczat typu broiler
na terenie woj. zielonogdrskiego

Wojewodzki Zaklad Higieny Weterynaryjnej

w Gorzowie Wlkp.

Kierownik: dr J. CHWALIBOG

Celem pracy bylo uzyskanie danych o zaro-
baczeniu kurczat typu broiler i stwierdzenie
czy mialo ono bezposredni wplyw na wage tu-
szek.

Badano przewody pokarmowe kurczat typu
broiler poddanych ubojowi w rzezni drobiu w B,
w okresie od 1 lipca 1965 r. do 23 czerwca
1966 r. Kurczeta pochodzily z terenu woj. zie-
lonogorskiego z roznych powiatéow i hodowli,
tak panstwowych, jak 1 prywatnych. Ogétem
przebadano 1093 przewoddéw pokarmowych.
Z tego 492 od kurczat z hodowli prywatnych
322 od kurczat z fermy PGR oraz 279 od kur-
czat z PWD w R. Badano tre$¢ przewodow po-
karmowych makroskopowo 1 mikroskopowo
zmodyfikowang metodg flotacyjng Filleborna,
oddzielnie jelit cienkich, oddzielnie jelit $le-
pych. Przy kazdej nadestanej partii przewo-
dow pokarmowych podawano dane tyczace
ogodlnej ilosci, ciezaru 1 wieku kurczgt, Na tej
podstawie obliczono srednig wage pojedymcze-
go ptaka dla kazdej partii. Waga ta wahata sie
w granicach 1,04 do 1,43 kg, wiek natomiast
wynosit od 7 do 12 tygodni zycia.

Wymniki

Stwierdzono mastepujace rodzaje pasozytow:

1) glisty (Ascaridie galli — u 415 kurczat
— 39%),

2) nicienie zo6t.-jelit. (Heterakis gallinarum
— u 115 kurczat — 11%),

3) ococysty kokeydii jelit Slepych (Eimeria
tenella — u 168 kurczat — 16%).

Najczesciej stwierdzano inwazje mieszane.
Przecietny ciezar ptakéw wahal sie od 1,21 do
1,35 kg, a niezarobaczonych od 1,04 do 1,22 kg.

Interesujacego materiatu do badan dostarczyla
ferma PWD w R. U kurczat z tej fermy naj-
wieksze nasilenie inwazji glist przypadalo na
miesigce pozno jesienne. W tym okresie stwier-
dzono sekcyjnie bardzo duze ilosci glist. Cigzar
ptakéw osiggal w tym czasie przecietnie 1,43
kg. Ostatnia partia kurczat w 1965 r. byta od-
robaczona wraz z cals fermg z dodatnim wymi-
kiem i w badaniach nie wykazane juz zaroba-
czenia glistami.

Mimo to $redni ciezar ptakow w wieku 11
tygodni wynosit przecietnie tylko 1,22 kg.

‘W czerwecu 1966 r. w przestanej partii prze-
wodow pokarmowych z fermy PZD w R.
stwierdzono znowu zarobaczenie glistami. Za-
pewne jaja glist odznaczajace sie duzg wytrzy-
maltoscia na niskg temperature i dzialanie
czynnikéw chemicznych przezimowaly w kur-
nikach, a wiosenne ocieplenie stworzyto odpo-
wiednie warunki dalszego rozwoju tychze jaj.
Mimo to ciezar ubitych kurczat w wieku 10
tygodni wynosil przecietnie 1,30 kg, a wigc
wynik produkeji tychze serii byl raczej ko-
rzystny. Heterakidoze stwierdzono w 11 fer-
mach, jednak o malej intensywnosci. Oocysty
kokeydii rozpoznano w 19 fermach w bardzo
matych ilosciach.

7Z powyzszych badan wynika, ze inwazja
omawianych pasozytéw nie wplywa w zasad-
niczy sposob na wage tuszek broileréw.

Zaobserwowane w badaniach réznice w wa-
dze poszczegdlnych partii kurczat, po wyeli-
minowaniu wplywu inwazji pasozytniczych,
mozna tlumaczy¢ warunkami Srodowiskowymi
indywidualnych ferm.

Adres autora: dr Wanda Dubienska,
Bohaterow Warszawy 4.

Gorzow Wlkp., ul
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