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CZESŁAW I(UREK

Modyfikocio ogoru zółtkowego w9 Corlero do równoczesnego
oznoczonio lipozy ifosfolozy gronkowców w koreloci!

z wyslępowoniem koogulozy
Zakład Higieny Weterynaryjnej u. Gdańsku

Kiefownik: Ctr A. CZARNoWSKI

Jak wynika z badań licznr/ch autorów (13,
14, 22, 24, 26,29) wvtwarzanie koa,gulazy przez
gronkcwce jest cechą poterrcjałrrei choro,bo-
tlwórczości tych drobln,oustrojów dla zwte,rząt
i ltrdzi, Jest iednak wiele d,oniesieti o zm,ianach
właściwości fiziologicznych grl,nkowców pod
lvilływem antybjctykó,w, które powo,duią'opóż-
nianie względnie zanik wykrzerpiania plazmy
króliczei (I,5, 12, 15, 16).

Z clostępnego piśm,iennic,twa wynika, że wl--
twarzanie fosfatazy przez gronkowce zachodzi
w Cość ścisłei korelacji z wys,tępowaniem koa-
gula.zy i trroze być wska_źnikie,m ch,;;:obotwór-
czcści grcnkovlców (3, 4, 10, 13, I9, żI, 2B),
Wyniki prób zmierzaiących do wykezania a.na-
logicznvch korełacji zachlodzący,ch lniędzy wl,,-
stęp,owaniem lipazy i koagulazy są mniei zgo,d-
ne. Aldcr i rvsp. (2) oraz Richcu i łvsp. (23)
sugerują, że czynnik enzymatyczny łvytr,va-
rzającv wokół grcnkc,wcólv strefę zmętnienia
na podłożu a.ga]:owym z żóŁtkiem ,iaia ckreśla-
ny iako,,staphylccoccus egg yolk factor", a
będący wg Shaha i Wi]sonra (25) Ii;oazą, po-
wstaie podorb,nie iak koargulaza w z\Niązku z
choroboiwórcz,ością tego drobn,cus,troju. Oż-
dżyńska i Kafel (1B) wl,kazali w temp. 44oC
zupełną zgodność prób na lipazę i koagulazę
gr,onkcwcór,v wyosobnionych ze śro,Ckółv sLpo-
ży,wczych, jednak jnne doniesienia mówią o
braku takiei k,orelacii (B, 11, 17). Panuie po-
gląd, że rozbieżności rv ocenie właściwości
fizjo\cgicznych gronkowców mogą br,ć wywo-
ływane stosowaniem różnych substratów i
metoC bad,awczych (20, 27, Kasarorw i Bai-
liczcw cVt. zl 1B).

Tab. 1. Wpiy-y., ,p,odłoża na wytwarzanie pr.zez gron,kowce

Agar żółtkowy do izoiacji k,oaguIa,zc,do,dat-
nich grorrkowców w,prowadził Cołheck i wsp.
(9), a Carter (7) zastoso,wał do tego celu żałŁko
jaia w podłożu Stapllulococcus I70. Barber i
Kuper (3) zastoso,wali w pc,dłozu st,lłvm do
wykrywania fosfatazy gronkowców substrat
w postaci kwasu feno]ftaleinodwufosforoiwego
w stęzeniu 0,017o. Wyrosłe k,olonie pod,dawali
działaniu Par amoniaku, pcd wpływem któ-
rych gronkowce w\z,twarz,aiące fosfatazę uwal-
niającą z substratu wolną fenolftaleinę,
przyjmowały zabarwienie czetrwone. Wg Pa-
kuły i wsp. (19) srpo,sób ten strwarza trudności
w ocenie .rg7ę,pów fosfataz,o,dodatnich ponie-
-waż w przypadku zanieczyszczeń bakteryjnvch
pa]ry ,elmoniaku ib,a,rwią wszystkie kol,c,nie wy-
rosłe na podłożu stałym.

Na podstawie obserwacii własnych s,twier-
dzo,no, że lsardzo często nie m,a zgodności mię-
clzv zdolnością wykrzepiania plazmy króliczej
pTzez głonk,owce wlnrsabniane z cho,rych zwie-
rząt, a wytwalzaniern przez nie lipazy i fosf,a-
tazy. Postanaryyiono określić, czy wytwarzanie
fosfa,tazy za],eży o'd rodzaju podłoża na któryrn
na,stępuie wzrost gro,n[<c,wców. Ol<reślono rów-
nież stopień korelacii zachodząqęi międzv wy-
stęp,owanierrn lipazy i fosfa,tazy oraz koa,gulazy
grcnkowców wyoso,b,n,ionych ze zwierząt.

Materiał i metody
Badaniom poddano 679 sz,czepów gronko,wców ,"vy-

os,obnionych z mrle,ka krów h,odowli wiełkostadrnej
dotkniętych klirricz,nyrni i podkliniczrnymi postaciarni
lnastitis, oraE ptzllpadków bezo,bjawoulego niezapal-
nego stanu utajonego zakażernia bakteryjnego gruczo-
łów mle,cznycłr krór,v. Szezepy wyo,sabniano na agarze

lipazy i fosfatazy w'korelacji z,wystqporwanieirn
koagul
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Dodatck _substratll w postaci 0,01% .woclnego roztu,oru soli dwuzasadow,ej kwasu fenolftaleinodwufosforowego.odczyl] słabo dodatni (Zabarwienie różosle).
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wyjaławiano prrzoz filńr Seitza.

zółtka jaja nakrąptrano lug sodowy bez-pośrednio na
."vyrosłe l<olonie. Zabarrvionie po,dloża plyrurego o od-cigniu amarantowo-€zeFwolfl)rfil określano jako od-
czlłn dodatn,i, odcień różo\,yy ttakto,rł,ano ja,l<o reakcję
słabo dodatnią. Na podłożu stalym rc.ai<cja dodat,nia
clralak{er,1,29 rvirła s,ię .tvytwo rzenicm atnaranLo,wo -cze j..-

wonej plamy zanikającej po uplyr,v.ie 1-3 godzin. Do-
l_.onywano ]tlo,ntrółi podłoży rrieposiany,ch zawie,rają-
cych substrat, które inkrrborlvano w temp. S?oC i 44oCi a,],kalizorwano w sposób rvyżej opisa,n;r no upływie
18, 24, 48 go.dzin.

Badania na kclagułazę wykonywano pTZy użyciu
pLazmy króIiozej ,rozcień,czc:nej 1:5 inkubując p,róby
w temp. 37oC ptzez 3 godziny, \Myniki odczytywano
co godzinę, a ostatnie sprawdzenie rł-łaściwości wy-
krzepiania plaznry króliczcj przez gronkowce prze-
prowadzano po 18 godz. przettzymywania probówek
w tcmp, pukoju*,"j.,

Wvniki

Z danych zawartych r,v tab, 1 wynik,a, że
zależnie od rodzaiu podłoża wzlostowe€o wy-
stąpiłv znaczne różnice ilości,olwe w zakres,ie
dodatnich odczynów n,a fosfatazę. Na zrnody-
fikowanyrn podłożu w,§ C,artera u:zyska|no do-
datkowo 1B1 o,dczynów na fosfatazę (44,2oli),
których nie wykazano u szczepów gronkowco-
wych hodowa.nych na bulionie odżywczym. Po-
nadto, na podłozu stałym wszystkie wyniki wy-
stąpiły w postaci amarantowo-czerwonych
plam, Edy ls,mczasem w hodowli bulionowej
stwierdzono 48 odczynów słabo dodatnich. Od-
czyny ujemne cechował brak rcakcii barwnych,
których nie stwierdzano też na podłożach kon-
trolnvch. Z tab. 1 wrrniika równie,ż, ze na pod-
łożu Staphylococcus 110 z do,datkiern żołtka
jaia i substratu oraz na podłożu bez su,bst,r,atu,
stwierdzo,no taką samą ilość dodatnich odczv-
nów na llpazę. Korel,owały o1ne z występowa-
nie,m k,c,agulazy zaled,wie \M 9,19/0. Zgodność
wytwarzania koa§ulazy z występowaniem fos-
fatazy wynosiła,d,l,a drobnoustlojów hodowa-
nych na bulio,nie odżywczym w 43,'70/o, a na
zmodyfikowan]nm agarze żołtkowym w§ Car-
tera 30,5%.
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Omówienie wyników

z poczynionych obserwacii wynika, że gron-
kowce,ń/vlc]sobrrione z gruczołó,w mle,cznych
krów zachoĄMałv w większynr stopniu właści-
wości wytwaTzania fosfatazy aniżełi koagula-
zy, a p,oj,awienie się enzymu uwalniaiącego
wołną fe,nolf,taleinę z sub,stratu zacho,dziło wie-
lokrotnie częściei na zmo,dyfiko,wanylm podło-
żu aniżeli w bł.rli,onie. Wynika z tego, że u
pewnej ilości szczepó,w b,akte,ryj,nych nastą|p(-
ła rewersia właściwości enzvrnratycanych, któ-
re gronkowce ultraciły in uiuo. Można przy-
puszczać, że na zjawisk,o to mogły wpłynąc
antybiotyki stosowa,ne masowo u krów w lecz-
nictwie mastźtls pod,awane na zasa,dzie etr
iuuantźbus, c0 potwierdzon,o wvlwiadem w od-
niesieniu do ziwierząt hodowli wielkostadnej
od którvch wyosobrri,ono b,adane szczepy gron-
kowcowe. Zrntana właściwości biochemicznych
gronko,wców pod wpływem działania antybio-
tykćrw iest znena (I, 5, I2, 15), jednak z do-
stqpnego piś,mienniciwa nie rłrynlkq aby cecha
ta clotyczyła równiez i fosfatazy. Ponieważ wy-
twarzanie koagulazv następuie w ścisłe-i kore-
lacji z występowaniem fosfatazy (4, 5, 10, 13,
l9, 2I,28) nie można wykluczyc, że w warun-
kach żn użuo badane szczepy uitraciły właści-
wości wykrzepriania plazrny królicze,i pod
wpływe,m niekorzystnvch czynników rozwojo-
wvch. Na uwagę zasługuje stwierdzenie, że na
aga.ze Sluph,glococcus z żółtkielm jaja i sub-
stratem, slpośród 270 szcze,pów fosfatazouiem-
nych tylko jeden szczep wytlvarzał koagulazę
(0,37010), natomi,ast spośród 457 analogicznie
rea$uiących szczepów na podłożu b,ulionowyrn,
koagulazę wytwarzało 18 szczepów (49o).

Trudny do inlterrpretacji jes,t wrlnik uzyska-
ny w zak,resie niskiei korelacii zachodzącei
m,iędzy wytwalzanierrr lipazy i k,cagulazy u
b,adanych szczepfuv, c0 potw-ieldz,a spostrzeże-
nia innych autoró\M (B, 11, 17). Wyniki badań
uzyskane p|rzez Ożdżyńską i Kafla (18) wg któ-
rych zgo,d,rrość w zail<resie wytlwalzania lipazv
i koagu,Iazv grc,n]<owców wyorso,bnionych ze
śro,dków spozywczych wynosiła 1000/o zdaje się
wskazywac, że zmiana cech biochemicznych
tych drobrrou,slt,nojów zacho,dzi ilt, uiuo w więk-
sz}łm stopniu w organizmach chorych zwierząt
aniżeli poza nimi.

Ocena potencialnei chorobotwórczości bad,a-
nych gronkolwców w od,nie,sieniu do klinicz-
nych i podtklirricz lych postaci młstitis u k,rów
stanowi przedmilot osobnych badań.

Wnioski

l. Zrnodvfjkorwany agar żół'tkowy wg CaI-
tera umożliwia równoczesne określsnie lipazy
oraz fosf atazy g,ronkowcółł,.

2, Wieloł<rotnie zwiększona czułość o,dczynu
łV WVkrywaniu fosfatazy gro,nk,owców na p,od-
łożu zmodyfikołwa,nyrm, urmożIliwia dokładniei-



NrB MEDYCYNA WETERYNARYJNA Rok XXVII

sze określerrie właściwości biochemicznych
tych drobł:roustrojów, może też stanowić
usprawnienie w rutynowej pracv diagnostycz-
nei.

3. Stopień korełacji zachodzącej nriędzy wy-
stępo,waniem lipazy i koagulazY gltonkowców
wyosobnio,nych z grvczoł'w mlecznych krć,w
jest niższy, aniżeli analogicznv stosu,nek zacha-
dzącv pomiędzy fcsfatazą a ko,agul,azą tvch sa-
mych drobnoustrojów.
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Kypsx Il, 
- MonltórlKallnff araponori cpeABI c ,rel-

TKoM ,llrła no Carter AJIfl oAHoBpeMeHHoro onpeAe-
JIeHIra Jlrlnasrur óocóaragrr craórłJroKorKoB B lto-
peJlfl\ulr, c odrrapyzNerrrreM roaryJlfl3bl.

I4cclelosałrł 679 rutalrvroe cra$rnoroxr<oB BbIAe-
JICHFILIX z3 tronoqmoż x<eJle3bl J<opoB I-Ia cnocodrrocrr,
npoAyKIłr{r{ JTr{na3bl, Qoc$arassr Il Koaf yJIrł3F,I Ha
araposoż cpeAe ,,Staphylo,cocot-tls 110" c xteJITKo}I
ffr{qa (no Carter) lło4z$rłql.rposaHlroż [yTeM npr{-
6aerlr cyóct,paTa B rrge 0,01 BoA.aoro pacreopa $e-
ron- Sra.rreznoey-Soc$oprroż xrłc.rro"rsr (uo4rłSrqrpo-
DaI{H.tI x<eJITolI,Hafl cpeAa : M>KC). Vcrarroeilnil .]To

rra M)KC KoJIlrqecTBo noJIo)ltilTeJIbHhIx peaKI{Ill,f Ha
cPoc$ara:y oKa3aJlac6 na 44,2trlo BbIrrIe qeM e 6y.nrłorł-
Hoż xynsrype; KoJIr{qecTBo noJIo>KilTeJIbHIJIx peaxqnlł
Ha M}KC Ha Jlr{rra3y 6trło raxoe >Ke, KaK Ha HeMoArI-
SrłqrpoearrHoń cpe4e no Carter. Crenerłr KopeJIEIIr{]4
Me}KAy o6napyx<ewreM JIIł[a3bI, Soc@arassI o[peAe-
laevoil n 1ywtoue rł ga M)KC a r<oarynrrsorź co-
cTaBJIffJI 9,I0l0, 47,3% u 30,5%. MognrĘutlwpoBaHHfl
>KeJIToqHa.E cpeAa .flBJlfeTcfl MHoroKparrro 6orree vyn-
clBrte.nlIroż npr o6,Hapyrł<rlBalłulo Qoc$arasu cra-
@r.rroxorros, Eo3BoJI"aeT oAHoBpeMeHHoro onpeAeJIr{l,L
trpl4cyTcTBrIe Jlr{na3LI ,]l Mo>KeT 6urs nprłHaTa KaK
ycoBeplueHcTBotsaH]4e B pyTr{HHoż 4rłarrłocrrł.łecxoir
pa6ore,
I(ulek C. -- The modification of Carter's yolk eg8
agar for simultaneous determination of lipase and
Dlrosphatase from staphylococci in correlation with
t)re presence of coagulase.

The pnoduction of lipase, phosphlatase and coagu-
Iase by 679 strains of Staphylococcus genus, isolatcdlrom uddęrs, was examined. On Carter's agar
(Staphylocolccus 110 with yolk ęgg), modifie,d by the
aCditiorrr of 0.0l 0/o water solution of dibasic salt of
phenolphtalein diphosphoric acid, the p,roductiorr of
lipasę and phosphatase ił,as determil,red. On the abovc
medium 44.2olo rnore po,sitive reactions agai,nst phos_
phaftase were obtaine,d thaln that in bro h. The num-
ber of positive reactio,ns for lipase on Carter's yolk
egg agar with or without the substrate was the same.The extent of corre,Ia,tio,n between the productio|n of
lip,ase, phosphatase - determined in bro,th and on
the modifieC mediurrrr - and coagulase was 9.10/o,
4730/o and 30.50/0. The modified ńedium is much
more scnsitive for the detection of staphylococcic
phosphatase and it also en|ables to deterrnine the
presence of lipase.

MoBEATH D. G., PENHALE w. J., LOGAN E. F,:
Badanie wplywu hodowii na poziom immunoglobulin
plazmy u nowo narodzonych cieląt w oparciu o szyb-
ki test refraktonretrycznego oznaczania noziomu im-
munoglobulin. (An examination of the influencc of
husbandry on the plasma immunoglobulin level of
the new born calf, using a rapid refractometer test
for assessing immunoglobulin content). Vet. Rec., BB,
266-270, 1971 (11).

Okre,śIono poziom immunoglobu]in w surow,icy 30
nowo narodzonych cieląt z Łrzech różnych farm ho-
dowlanych. Pierwszą grupę stanowiły cielęta od-
dzielone od krów zaraz po urodzeniu i karmion:
siarą z wiadra. Do grupy drugiej należały cielęta
pochodzące z farm, w których nie była prowadzona
hodowla zarodowa. Cielęta te karmiono mlekiem.
Do trzeciej grupy włączono cielęta, które ssały mat-
kl. Wyniki oznaczeń uzyskane w oparciu o szybkl
test refraktometryczny uzupełniono testem zmętnie-
nia roztworu siarczanu cynku oraz testem ldyfuzji
plerŚcieniowej (testy te um,ożliwiiy oznaczenie trzech
typów immunoglobu]in IgG. IgM, i IgA występują-
cych w surowicy bydła). $7 oparciu o wyniki trzeclr
zastosowanych testów nie stwierdzono lóżnic w za-
wartości immunoglo,bulin w surowicy c,.eląt z gnfpy
pierwszej i drugie j. Dla cieląt z grupy pierwsze j
w teście refraktometrycznym uzyskano 4,B0 g%,

w teście zmętniernia siarczanu cynku 13,0 jedrr, zaś
poziom IgG wyniósl 6,25 mg/m1 a 18M 0,97 mg/ml.
Dla cieląt z grupy- drugiej wartości te wyniosly od-
powiednio 5,0B0l0, 21,47 jedn,, oraz 7,26 i 0,75 mg/ml.
U cieląt z grupy trzeciej stężenie immunoglobulin
w surowicy os'ągało wartości najwyższe. Stlvierdzo-
no występorł,anie statystycznie istotnej korelacji po-
między wynikami testu refraktometrycznego oraż
wynikiem oznaczenia calkowitej zawartości immuno-

z.

47,1

globulin w surowicy.


