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Jak wynika z badan licznych autorow (13,

Agar z6ltkowy do izcolacji

koagulazododat-

14, 22, 24, 26, 29) wytwarzanie koagulazy przez
gronkewce jest cechg potencjalnej chorobo-
twérezosel tych drobnoustrojéow dla zwierzat
i ludzi. Jest jednak wiele doniesien o zmianach
wlasciwosci fizjologicznych gronkowcow pod
wplywem antybictykéw, ktore powoduja opoz-
nianie wzglednie zanik wykrzepiania plazmy
kroliczej (1, 5, 12, 15, 16).

Z dostepnego pi$miennictwa wynika, ze wy-
twarzanie fosfatazy przez gronkowce zachodzi
w doé¢ scistej korelacji z wystepowaniem koa-
gulazy i moze by¢ wskaZnikiem charobotwor-
czcsei groenkowedw (3, 4, 10, 13, 19, 21, 28).
Wyniki préb zmierzajgcych do wykazania ana-
logicznych korelacji zachodzgcych miedzy wy-
stepowaniem lipazy i koagulazy sg mniej zgod-
ne. Alder i wsp. (2) oraz Richou i wsp. (23)
sugerujg, ze czynnik enzymatyczny wytwa-
rzajacy wokdl gronkowceow strefe zmetnienia
na podlozu agarcwym z zéttkiem jaja okresla-
ny jako ,staphylccoccus egg yolk factor”, a
bedagcy wg Shaha i Wilsona (25) lipazg, po-
wstaje podobnie jak koagulaza w zwigzku z
chorobotwérczoscia tego drobnoustroju. Oz-
dzynska i Kafel (18) wykazali w temp. 44°C
zupelng zgodno$¢ prob na lipaze i koagulaze
groenkewcow wyosobnionych ze $rodkow spo-
zywezych, jednak inne doniesienia moéwig o
braku takiej korelacji (8, 11, 17). Panuje po-
glad, ze rozbiezno$ci w ocenie wlasciwosei
fizjolegicznych gronkowcéw moga byvé wywo-
lywane stosowaniem roznych substratow i
metod badawczych (20, 27, Kasarow i Baj-
ljczow cyt. za 18).

nich gronkowcéw wprowadzil Colbeck i wsp.
(9), a Carter (7) zastosowal do tego celu zéltko
jaja w podlozu Staphylococcus 110. Barber i
Kuper (3) zastosowali w podlozu stalym do
wykrywania fosfatazy gronkowcow substrat
w postaci kwasu fenolftaleinodwufosforowego
w stezeniu-0,01%. Wryroste kolonie poddawali
dziataniu par amoniaku, pod wplywem kto-
rych gronkowce wytwarzajace fosfataze uwal-
niajgcg z substratu wolng fenolftaleine,
przyjmowalty zabarwienie czerwone. Wg Pa-
kulty i wsp. (19) sposdb ten stwarza trudnosci
w ocenie szczepdw fosfatazododatnich ponie-
waz w przypadku zanieczyszczen bakteryjnych
pary emoniaku barwig wszystkie kolonie wy-
roste na podlozu statym.

Na podstawie obserwacji wtasnych stwier-
dzono, ze bardzo czesto nie ma zgodnosci mie-
dzy zdolno$cia wykrzepiania plazmy kroéliczej
przez gronkowce wyasabniane z chorych zwie-
rzat, a wytwarzaniem przez nie lipazy i fosfa-
tazy. Postanawiono okresli¢, czy wytwarzanie
fosfatazy zalezy od rodzaju podloza na ktérym
nastepuje wzrost gronkcwcow. Okreslono roéw-
niez stopien korelacji zachodzacej miedzy wy-
stepowaniem lipazy i fosfatazy oraz koagulazy
grenkoweow wyosobnionych ze zwierzat.

Material i metody

Badaniom poddano 679 szczepéw gronkowcow wy-
osobnionych z mileka kréw hodowli wielkostadne]
dotknietych Kklinicznymi i podklinicznymi postaciami
mastitis, oraz przypadkéw bezobjawowego niezapal-
nego stanu utajonego zakazenia bakteryjnego gruczo-
16w mlecznych kréw. Szczepy wyosabniano na agarze

Tab. 1. Wplyw podioza na wytwarzanie przez gronkowce lipazy i fosfatazy w korelacji z wystepowaniem
koagulazyv .
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* Dodalek substratu w postaci 0,01% wodnego roztworu soli dwuzasadowej kwasu fenolftaleinodwufosforowego.

* Odczyn stabo dodatni (zabarwienie rozows).
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odzywezym  z dodafkiem 5% krwi konskiej, Celem
wykazania obecno$ei wytwarzanej przez sronkowcee
lipazy, przesiewano wybrane losowo kolonie na pod-
loze Staphylococceus 110 z dodatkiem zoltka jaja (7)
1 Inkubowano w temp. 44°C przez 24 pgodziny (18).
Probe na obecno§é fosfatazy wykonywano rownolegle
w 18 godzinnej hodowli bulionowej w temp. 37°C =z
dodatkiem wodnego roztworu soli dwuzasadowe]
kwasu fenolftaleinodwufosforoweso (Cuy 1,40, Py » Nay)
W slezeniu 0,01% (6), oraz podlozu Staphylococcus 110
z zollkiem jaja w temp. 44°C, ktdre s yTikawano
przez dodanie analogicznege substratu o podobnym
stezeniu jak w bulionie. Wodny roztwor substratu
wyjalawiano przez filtr Seitza.

Wytwarzanie lipazy okredlana w oparciu o wyste-
powanie wokol kolonii gronkoweéw strefy strgconveh
kwasow {luszezowveh, Obecnodé fosfatazy stwierdza-
no na podstawie reakeji barwnyeh. dekonuiae réwno-
czesnie odezytu w kierunlku lipazy. Reakeje barwne
wykonywano w sposab nastgpujaey: do 18 godzinnej
hodowli buliomowe] gronkoweow dawano lkilka kropli
10% NaOH. a na kulturg balterving wyroslg na zmo-
dyfikowanym podtozu Staphylococeuns 110 7z dodatiiem
z0Mka jaja nakraplano tug sodowy bezposrednio na
wyroste kolonie. Zabarwienie podloza plynnego o od-
cieniu amarantowo-czerwonym okreslano jako od-
czyn dodatni, odcien rézowy traktowano jako reakcje
slabo dodatnia. Na podlozu stalym reakeja dodatnia
charakteryzowala sie wytworzeniem amarantowo-czer-
wonej plamy zanikajacej po uplywie 1—3 godzin. Do-
konywano kontrdli podlozy nieposianych zawieraja-
cych substrat, ktére inkubowano w temp. 37°C i 44°C
i alkalizowano w sposdéb wyzej opisany po uplywie
18, 24, 48 godzin.

Badania na koagulaze wykonywano przy uzyciu
plazmy kroliczej rozeieniczonej 1:5 inkubujac préby
w temp. 37°C przez 3 godziny. Wyniki odczytywano
co godzing, a ostatnie sprawdzenie wladciwosei wy-
krzepiania plazmy kroliczej przez gronkowce prze-
prowadzano po 18 godz. przetrzymywania probowek
w temp. pokojowej.

Wyniki

Z danych zawartych w tab. 1 wynika, ze
zaleznie od rodzaju podloza wzrostowego wy-
stapily znaczne roznice ilosciowe w zakresie
dodatnich odczynéw na fosfataze. Na zmody-
fikowanym podtozu wg Cartera uzyskano do-
datkowo 181 odczynow na fosfataze (44,2%),
ktorych nie wykazano u szczepéw gronkowco-
wych hodowanych na bulionie odzywczym. Po-
nadto, na podlozu stalym wszystkie wyniki wy-
stagpily w postaci amarantowo-czerwonych
plam, gdy tymczasem w hodowli bulionowej
stwierdzono 48 odczynow stabo dodatnich. Od-
czyny ujemne cechowat brak reakeji barwnych,
ktorych nie stwierdzano tez na podlozach kon-
trolnych. Z tab. 1 wynika réwniez, ze na pod-
tozu Staphylococcus 110 z dodatkiem zditka
jaja i substratu oraz na podlozu bez substratu,
stwierdzono taka sama ilo§¢ dodatnich odczy-
néw na lipaze. Korelowaly one z wystepowa-
niem koagulazy zaledwie w 9,1%. Zgodnosé
wytwarzania koagulazy z wystepowaniem fos-
fatazy wynosita dla drobnoustrojéw hodowa-
nych na bulionie odzywczym w 43,7%, a na
zmodyfikowanym agarze zoltkowym wg Car-
tera 30,5%.
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Omowienie wynikow

Z poczynionych obserwacji wynika, ze gron-
kowce wyosobnione z gruczoldéw mlecznych
krow zachowaly w wiekszym stopniu wlasci-
wosci wytwarzania fosfatazy anizeli koagula-
zy, a pojawienie sie enzymu uwalniajgcego
wolng fenolftaleine z substratu zachodzito wie-
lokrotnie czesciej na zmodyfikowanym podlo-
zu anizeli w bulionie. Wynika z tego, Ze u
pewnej ilo§ci szczepow bakteryjnych nastgpi-
ta rewersja wiasciwo$ci enzymatycznych, kto-
re gronkowce utracily in vivo. Mozna przy-
puszczaé, ze na zjawisko to mogly wplynac
antybiotyki stosowane masowo u kréw w lecz-
nictwie mastitis podawane na zasadzie ex
iuvantibus, co potwierdzono wywiadem w od-
niesieniu do zwierzat hodowli wielkostadnej
od ktérych wyosobniono badane szczepy gron-
kowcowe. Zmiana wlasciwosci biochemicznych
gronkowcow pod wplywem dzialania antybio-
tykéw jest znana (1, 5, 12, 15), jednak z do-
slepnego pismiennictwa nie wynika aby cecha
ta dotyczyta rowniez i fosfatazy. Poniewaz wy-
twarzanie koagulazy nastepuje w scislej kore-
lacji z wystepowaniem fosfatazy (4, 5, 10, 13,
19, 21, 28) nie mozna wykluczy¢, ze w warun-
kach in vivo badane szczepy utracily wtasci-
wosci  wykrzepiania plazmy kroliczej pod
wplywem niekorzystnych czynnikdéw rozwojo-
wych. Na uwage zastuguje stwierdzenie, ze na
agarze Staphylococcus z zoltkiem jaja 1 sub-
stratem, sposrod 270 szczepow fosfatazoujem-
nych tylko jeden szczep wytwarzal koagulaze
(0,37%), natomiast sposréd 451 analogicznie
reagujgcych szczepdw na podlozu bulionowym,
koagulaze wytwarzalo 18 szczepow (4%).

Trudny do interpretacji jest wynik uzyska-
ny w zakresie niskiej korelacjl zachodzgcej
miedzy wytwarzaniem lipazy i koagulazy u
badanych szczepéw, co potwierdza spostrzeze-
nia innych autorow (8, 11, 17). Wyniki badan
uzyskane przez Ozdzynsky i Kafla (18) wg kto-
rych zgodno$¢ w zakresie wytwarzania lipazy
i koagulazy gronkowcow wyosobnionych ze
srodkow spozywezych wynosita 100% zdaje sie
wskazywa¢, ze zmiana cech biochemicznych
tych drobnoustrojéw zachodzi in vivo w wiek-
szym stopniu w organizmach chorych zwierzat
anizeli poza nimi.

Ocena potencjalnej chorobotworczoscei bada-
nych gronkowcow w odniesieniu do klinicz-
nych i podklinicznych postaci mastitis u kréw
stanowi przedmiot osobnych badan.

Wnioski

1. Zmodyfikowany agar zoéttkowy wg Car-
tera umozliwia réwnoczesne okreslenie lipazy
oraz fosfatazy gronkowcdw.

2. Wielckrotnie zwiekszona czuloé¢ odczynu
w wykrywaniu fosfatazy gronkowcéw na pod-
tozu zmodyfikowanym, umozliwia doktadniej-
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sze okreslenie wlasciwosci biochemicznych
tych drobnoustrojéow, moze tez stanowic

usprawnienie w rutynowej pracy diagnostycz-
nej.

3. Stopien korelacji zachodzgcej miedzy wy-
stepowaniem lipazy 1 koagulazy gronkowcow
wyosobnionych z gruczoldw mlecznych kréw
jest nizszy, anizeli analogiczny stosunek zacho-
dzacy pomiedzy fosfatazg a koagulazg tych sa-
mych drobnoustrojow.
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Kypox Y. — Mopudugainmusa arapoBoil cpegbl ¢ Kel-
TKoM sauna mo Carter I ONHOBPEMEHHOro omnpene-
JeHusa aunasel u docdarazpl cTaOUIOKOKKOB B KO-
penaumuu ¢ oGHApYRKEeHMEeM KO0aryaasbl,

HUcecnenoBanm 679 1mraMMoB cTaOUIOKCKKOB BbIJE-
JICHHBIX M3 MOJIOUHON IXKeye3bl KOPOB HA CIOCOGHOCTL

OPOAYKLMM Junasbl, docdara3bl M KOATYAA3BI HA
arapoeoyt cpezpe ,Staphylococous 110”7 ¢ KeJITKOM
Auria (o Carter) MOAMMUIIMPOBAHHON OyTEeM TIpHU-

0aBru cybcerpara B sBume 0,01 Bomsoro pacrBopa de-
HOJI-(PTaNTeMHOBY ~(POCOPHOI KMUCIOTLI (MOAMEUIIMPO-
DaHHA KeJjqToyHas cpega = M2KC), VYCTaHOBUIM YTO

Ha M2KC KONMYECTBO MNOJNORKUTEABHLIX pPearkLuy Ha
docharasy okasamach Ha 44,2% Bbllle YeM B OyanoH-
HOMl KyJbType; KOJWYECTBO MIOJOKMUTENBHLIX pPearkiuit
Ha M2KC Ha amunasy ObLIO TakKoe Ke, KaK Ha HEeMOAM-
dbunuposanHoil cpefe no Carter. CreneHb KOPeIAINHU
Mex7y oOOHapy:KeHyeMm mumasbl, chocdarasel ompeje-
asgemMoil B Oyamone m ma M2IKC a xoaryasasoil co-
craBaan  9,1%, 473% wu  30,5%. MoancuimpoBansa
KEJNTOUHAA cpeja ABJIAETCA MHOTOKPATHO foJsiee 4yB-
CTBMUTEIBHON IIpM OOHapy:RUBaHUIO docdarasnl cra-
(OUIOKOKKOB, IO3BOJIAET OJHOBPEMEHHOTO OIPCAEINUTL
IPMUCYTCTBME JMIIa3bl #M MOZKeT ObITh NOPUHATA Kak
YCOBEPIIIEHCTBOBaHME B PYTHMHHON OMATHOCTMYECKOM
pabore.

Kurek C. -— The modification of Carter’s yolk egg
agar for simultaneous determination of lipase and
phosphatase from staphylococei in correlation with
the presence of coagulase.

The production of lipase, phosphatase and coagu-
lase by 679 strains of Staphylococcus genus, isolated
{from wudders, was examined. On Carter’s agar
(Staphylocdccus 110 with yolk egg), modified by the
addition of 0.01% water solution of dibasic salt of
phenolphtalein diphosphoric acid, the production of
lipase and phosphatase was determined. On the above
medium 44.2% more positive reactions against phos-
phatase were obtained than that in broth. The num-
ber of positive reactions for lipase on Carter's yolk
egg agar with or without the substrate was the same.
The extent of correlation between the production of

lipase, phosphatase — determined in broth and on
the modified medium — and coagulase was 9.1%o,
47.3% and 30.5%, The modified medium is much

more sensitive for the detection of staphylococcic
phosphatase and it also epables to determine the
presence of lipase.

MCBEATH D. G., PENHALE W. J., LOGAN E. F.:
Badanie wplywu hodowili na poziom immunoglobulin
plazmy u nowo narodzonych cielat w oparciu o szyb-
ki test refraktometrycznego oznaczania poziomu im-
munoglobulin. (An examination of the influence of
husbandry on the plasma immunoglobulin level of
the new born calf, using a rapid refractometer test
for assessing immunoglobulin content). Vet. Rec., 88,
266-270, 1971 (11).

Okreslono poziom immunoglobulin w surowicy 80
nowo narodzonych cielgt z trzech réznych farm ho-
dowlanych. Pierwszg grupe stanowily cieleta od-
dzielone od Kkréw =zaraz po urodzeniu i karmione
siarg z wiadra. Do grupy drugiej nalezaly cieleta
pochodzace z farm, w ktérych nie byla prowadzona
hodowla zarodowa. Cieleta te karmiono mlekiem.
Do trzeciej grupy wiaczono cieleta, ktore ssaty mat-
ki. Wyniki oznaczen uzyskane w oparciu o szybki
test refraktometryczny uzupeiniono testem zmetnie-
nia roztworu siarczanu cynku oraz testem dyfuzji
pierscieniowej (testy te umozliwily oznaczenije trzech
typéw immunoglobulin IgG, IgM, i IgA wystepujg-
cych w surowicy bydta). W oparciu o wyniki trzech
zastosowanych testéw nie stwierdzono roéznic w za-
warto$ci immunoglobulin w surowicy cielat z grupy
pierwszej i drugiej. Dla cielat z grupy pierwszej
w teScie refraktometrycznym wuzyskano 4,80 g%,
w teScie zmetnienia siarczanu cynku 13,0 jedn. za$
poziom IgG wynidst 6,25 mg/ml a IgM 0,97 mg/ml.
Dla cielat z grupy drugiej wartosci te wyniocsty od-
powiednio 5,08%, 21,47 jedn., oraz 7,26 i 0,75 mg/ml.
U cielat z grupy trzeciej stezenie immunoglobulin
w surowicy os’‘ggato wartoSci najwyzsze. Stwierdzo-
no wystepowanie statystycznie istotnej korelacji po-
miedzy wynikami testu refraktometrycznego oraz
wynikiem oznaczenia catlkowitej zawartosei immuno-
globulin w surowicy. zZ
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