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Różnicowonie gronkowców i mikrokoków

wyizolowonych z mleko krów
z za)d'ladLl HiEteny Wetelynaryjnej 1V Warszawle

Drobnoustt,oje tlenowe z todziny Mżct,otclc,
caceae zaliczane są obecnie do drvóch rodzajów:
StaphElococctLs t Mżcrococcus. Różnicowanie
między nimi oraz podział rodzaju Staphglococ-
c&s na gatunki zostało ujednolicone w 1965 r.
plzez Podkomitet Taksononrii Gronkowców i
Mikroko}<orv, który opracował standardową
metodę klasyfikacji (29). Opiera się ona na
zdolnościacir beztlenowej fenmentacji gluko-
zy i mannitolu oraz wytrvarzaniu koagulazy
(ryc. 1).
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kat* rvg Pot]]<ornitetu Taksonomii Gronkowców i Mi-
krokokólv 1965 r.

Spośród rvielu metod klasyfikacji wewnątrz-
gatunkowej g,ronkowce i mikrokoki pochodze-
nia zwierzęcego oznaczane są najczęściej me-
todą Baird-Pa,r,kera (4, 5).

Różnicołvalrie drobnoustrojów z todziny Mi-
crococcaceae przez badaczy zajmujących się
problemem mustitżs u krów opiera się zazwy-
czaj na sztywnym ,podziale klinicznym na
szczepy patogenne i niepatogenne. Najczęstszy-
mi kryteriami tego podziału są właściwości he-
molityczne i w związku z tym określa się
szcze\py ja,lro ,,gronkowce ,hemolityczne" i
,,,g,ronkowce niehe,molityczne" (I4, 22, 27),
względnie zdolność wytwarzania koagulazy --
,,gronkowce koagtrlazo dodatnie" i,,gronkowce
koagulazo ujemne" (12, 15, 30). Niektórzy ba-
dacze szczepy patogen,ne określają jako ,€ron-
kowce" a niepatogenne ,,mikrokoki" (23); in-
ni natomiast używają nomenklatury ,,mikrdko-
ki patogenne" i ,,mikrokoki niepatogenne" (25).
W przypadku stosowania kryteriu,rn właściwo-
ści hemolitycznych do drobnoustrojów pato-
gennych zaliczane są zazwyczaj także szczepy
z gatunku Staphylococcus epid.ermidis wywo-
łujące słabą hemolizę, Przy stosowaniu nato-
miast w róznicowaniu jedynie testu na koagu-
lazę są one zaliczane razem z mikrokokami do
nielpatogennych.

Reasumując, powyższe poclziały nie pozwa-
lają na .ł,łaściwe różnicor,vanie tych batdzo czę-
sto stwierdzanych w m,le,ktr drobnous,trojów,
co ma istotne znaczenie w związku z tóżną ich
rolą w etiopatologtt m.astżtźs. Zmniejsza to rów-
nież porównywalnośc wynikow badań przepro-
rvadzanych przez różnych badaczy.

Główną przyczyllą zapaleń gruczołu mlecz-
nego jest StaphElococcus auTeus. StaphElococ-
cus epiderrnidźs rvywołuje na ogół zapalenia o
przebiegu podklinicznym a znaczenie jego
wzrasta zwłaszcza ,po wyeliminowaniu ze sta-
da Staphglococclls alll,eus (6, B). Drobnoustro-
jom z rodzaju Mźcrococcus nie ,przepisuje się
większego znaczenia w zapa.Ieniach wymienia.
Uważane są one powszechnie za normalną mi-
kroflorę wymienia, a wywoływane przez nic
podrażnienie gruczołu mlecznego jest zazwy-
czaj niewielkie i szybko przemijające (15, 35),

Staphylococcus aureus jako czynntk przyczy-
nolvy mastżtis budzi zainteresowanie badaczy,
zwłaszcza higienistów, w związku z potencjal-
ną możliwości wytwarzallia przez te drobno-
ustroje enterotoksyny. Wykazano jednak, że
tyiko niewielka liczba szczepów Staphylococ-
cus quTells izolowanych z wymienia objętego
procesem zapalny,m cechuje się właściwościami
enterotoksycznymi (11, 32, 33), aczkolwiek
istnieją doniesienia i o częstszym wys,tępowa*
niu tej cechy (2B),

Celem pracy było przeprorvadzenie szczegó-
łou,ej klasyfilracji gronkowców i mikrokokórv
wyizolorvanych z mleka l<rów clraz określenic
właściwości enterotoksycznych szczepów Sto-
pl tEI oe oc cu.s o u rel{.s.

Ntxtcl,iał i netody
Materiał do badali stanorviło 1 1B szczepó."v zialen-

kowców Gram-dodatnich, wytlvarzających katalazę,
wyizolowanych z próbek mleka o normalnej i zwięk-
szonej () 500.000lm]) Iiczbie komórek. Badane próby
dos,tarczane były przez l,"eterynaryjne laboratoria dia-
gnostyczne z terenu d. rvoj. warszarvskiego. Identyfi-
kacji szczepów dolronywano wg metodyki Baird-Par-
kera oraz zaleceń podkomitetu Taksonomii Gronkow-
córv i Mikrokoków.

Wykonywano następujące testy: rozkład glukozy
i mannitolu w lvarunkach tlenowych i beztlenowych,
laktozy, maltozy i arabinozy - 1v warunkach tleno-
wych oraz lvytrvarzania koagulazy, fosfatazy i ace-
toiny. Ponadto ol<reślano właściwości hemolityczne
oraz zdolność ulytlvarzania enterotoksyny prze7, szc7.e-
py Stapitglococcus auTeus.

Podłoże podstawowe oraz określanie zdolności rvy-
twarzania katalazy, koagulazy i rozkladu cukrów rv;,-
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konywano wg zaleceń Podkomitetu Taksonomii (29).

Wytwarzanie fosfatazy i acetoiny badano wg Jouber-
ta (2r) a hemolizyn - na podłożu agarowym z do-
datkiem ?% trzykrotnie przemytych krwinek baranich
(31). Zdolności enterotoksyczne wszysćkich wyizolowa-
nych szczepów StaphgI,ococcus aureus określano me-
todą precypitacji vz żelu agarowym przy użyciu zuro-
rvic antyenterotoksycznych A, B, C. Sześć szczepów
badano przy użyciu surowicy arityenterotoksycznej D,
natomiast pozostałych 13 szczepów badano metodą
biologiczną na kotach (9, 10) *). Liczbę komórek w
mleku okreśIano ńetodą elektroniczną przy użyciu
iicznika cząstek "",";:;,:i 

J"
Wyniki badań zamie.r.rono w tab. 1 i ryc. 2.

Spośród 118 badanych szczepów na podstawie właś-
ciwości biochemicznych 19 (16,10ń) określono jako
Staphyl"occlccl,Ls auTe,Lls, 25 (21,190ń) jako,Slophgloeoc-
cus epid"ermidis a 74 (62,7IDll) zaliczono do rodzaju
MźcToctlccus.

Tab. 1. Wyniki klasyfikacji gronkowców i mikroko-
ków lv_vizolowanych z mlc,ka krów
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Pdaem rąo

-W obrębie Staphglococcus epi,dermidis przeważała
liczebni TI1 i VI, occus na-
tomiast II i VIII. Staphulo-
coccus oraz B Mi udało się
zaszeregować do żadnej ze znanych podgrup. Stanowi
to 8,470lo badanych szczepów.

Prawie wszystkie szczepy Staphylococcus aureu,s
(94,74010) oraz większość szczepórv Staphylococcus epź-
tlermid,źs (720Ó) stwierdzono w mleku o zwiększonej
liczbie komórek. Drobnoustroje z rodzaju Mżcrococ-
cus występowały częściej w mleku o normalnej licz-
bie komórek (64,86%).

Wszystkie szczepy Staphglococcus aureus wytwa-
rzały hemolizę B względnie a-0; większość (?0%)
szczepów Staphylococcus epżdermźdżs _ wąską, około
1 mm strefę hemoli.zy, Szczepy z ga,tunku Micrococ-
cus były niehemolityczne,

Żaden z lvyizolowanych szczepólv Staph,glrlaoccus
aureus nie wytwarzał enteroto}osyny.

Omól,vienie wyników

Uzyskane wyniki badań potwierdzają dużą

Ł."4:T"śc metodyki opracowanej przez Pod-
ł) Badania wykonano \,ł zakjadzie Badania Żywności

i Przed,miotów Użytku PalistWoweBo zak.lad:u. lligieny w
warszawie. ALrtorzy rvyrażają podziękowanie p. dr \t§fii
Burblance,
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komitet Taksonomii Gronkowców i Mikroko-
ków do klasyfikacji rodzajowej tlenowych
drobnoustrojów w obrębie rodziny Mżcrococ-
caceae. Metod/ka ta pozwoliła także na zróż-
nicowanie wszystkich wyizolowanych szczepów
glonkowców na gatunki Staph,Elococcus Qułeus
i Staphylococcus epźdermżdżs. Takie same wy-
niki ,otrzymano za pomocą metody Baird-Par-
kera. Zgodne to jest z wynikami uzyskanyrni
przez innych autorów (1B, 20). Nie potwierdzo-
no zastrzeżeń odnoŚnie mniejszej wartoŚci te-
stu beztlenowej fermentacji mannitolu do dia-
gnostyki różnicowej gronkowców pochdzenia
zwierzęcego (19). Według autorów wartość tej
plóby nie budzi zastrzeżeń pod warunkiem ści-
słego przestrzegania wymogów obowiązujących
przy jej wykonywaniu.

Zas,tosowanie do klasyfikacji wewnątrzga-
tun'kowej metodyki Baird-Parkera pozwoliło
na szcZegóło\,Ve sklasyfikowanie (podgrupy)
około 900/o szczepów. Podobne wynirki uzyska-
no w innych badaniach (B, 16, 31). W związku
z tyirn wydają się być słuszne sugestie (19)
wprowadZenia pewnych uzupełnień do tej net,.l-
dvki.

sląPh.ąurcą, staP, ePide.mż*s ł!-crococ..!s

Q szczepy *7stępujące * nlełu ozniększane1 lktób łomórek

fl szcze,ca łgsl1pulĄrc ł.mleku onofndl.łej kctótE kondraź

Ryc. 2. Gronkowce i m,ikrokoki wyizololvane z mleka
tiów o normalnej i zwiększonej liczbie komórek (0ń)

Wyniki badań potwierdzają fakt dużej pato-
gennoŚci Staphglococcus uuTeus, czego odzwier-
Óiedlenien jest wyizolowanie 94,74010 szczepów
tego drobnoustroju z mleka pochodzącego od
krów z lprocesem zapalnym wymienia (13, 17,
24,25,32). Także znaczny odsetek (740h) szcze-
pów Stcphalococcus epidermźdls izoiowany był
z mleka zawierającego złviększoną Iiczbę ko-
mórek. Natomiast drobnoustroje z rodzajl Mż,
cTococcus zwykle (64,860/o) stwierdzano w mle-
ku o normalnej liczbie komórek. Z todzaju
S taphgloc oc cus epżdeI,mźdźs na j częście j stwier-
dzano jako przyczynę procesów zapalnych rvy-
mienia szczepy z podgrupy III i VI, co zgodne
jest z danymi innych autorów (7, 31).

Wytwarzanie hemolizy |3 względnie o-|3
przez wszystkie izolowane ze stanów zapalnych
wymienia szczepy Staphylococcus auTeus po:

l0
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twierdzają również wcześniejsze doniesienia
(24, 26, 31). Większość szczepów Staphglococcus
epżdermidis wytwarzało wąską strefę hemoli-
zy. Natomiast szczepy z gatunku Mźcrococcus
są z reguły niehemolityczne,

Zdaniem autorów właściwości he,molityczne
mogą być podstawą rutynorvej diagnost/ki tle-
nowych drobnoustrojów z rodziny Mźcrococca-
ceae pod warudkiem stosowania właściwego
podłoża tzn. odpowiedniego agaru odżywczego
i odpowiedniej lk,rwi baraniej. Odnośnie pierw-
szego składnika obserwowano zróżnicowanie
wyrazistości hemolizy na różnych podłożach
dostępnych w kraju (3), Krew natomiast,
zwłaszcza od zwierząt starszych może zawierać
antyhemolizynyż w związku z czym konieczna
jest kontrola gotowego podłoża ptzy użyciu
szczepów w-zorcowych, względnie używanie
przemytych ;trzykrotnie krwinek. Ptzy odc:zy-
tach posiewów mleka na podłożach z krwią na-
Ieży także mieć na uwadze możliwość wystę-
powania hemolizy pod wpływem samego mle-
ka lub pseudohe,molizy doilroła l<olonii niektó-
rych szczepów mikrokoków, w miejscach, w
których jest grubsza warstwa mleka na podło-
żu {2),

Nie stwierdzenie w5ńwarzania enterotoksyny
przez badane szczepy Staphglococcus aureus
potwierdza sporadyczne występowanie entero-
toksycznych szczepów wy,wołujących zapalenie
wymienia ,u krów (Il, 32,33, 34). W badaniach
przoprowadzonych na większyrn ł-nateriale po-
ohodzącym także od krów z ,terenu d. woj.
warszawskiego również nie stwierdzono wystę-
powania szczepów enterotoksycznych (10). W
związku z powyższy,m wydaje się być słuszną
opinia, że obecność ,rv m]eku szczepów StaphE-
lococcus auTeus wywołujących zapalenie wy-
mienia u krów stanowi małe zagrożenie dla
konsu,mentów rnleka i przetworów mlecznych.

Wnioski
1. Potwierdzono dużą przydatnośó metodyl<i

zalecanej przez Podkomitet Tałrsonornii Gron-
kowców i Mikrokoków do klasyfikacji tleno-
wych drobnoustrojów z rodziny Mźcrococcaceae
wyizolowanych z mleka krów.

2. Znaczną wartość w diagnoŃyce rutyno-
wej gronl<owców i mikrokdków posiadają właś-
ciwości hemolityczne pod warunkiern stosowa-
nia właściwego podłoża.

3. Badane szczepy Stophglocoecus aureus nie
wytwarzały enterotoksyny.
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Aprsqxu 3., Maqax T, - AxóOelreHrłrrpoBaHne cT&-
Qrłnoxoxxon ,l MIrKpoKoI(KoB r3onrlpoBaHllBlx ll3 lllo-
JIoKa KopoB.

l4ccae4osanr 11B ruTa Qaurłułrr,r
Micrococcaceae BEIAeJIeH oi. Knac-
crł<Prłraqurc npoBeJIL{ rro er c yqe-
ToM yKa3aH]4ż llogronłureTa AJIa Taxcorronłzrł Cra-
$rloxoxxon lt Mrłxpoxoxxon. 3rrreporoxcrłllecKr/re
cnoco6Hocrrł y3oJI]4poBaHHbIx lIlTaIrIMoB Staphylococcus
aureus o[peAeJIffJII4 MeToAoM npeqrlnlrTalł]4l4 B arapo-
BoM reJle rr 6lronpo6oń Ha KoTax. Kolrrł,tectso coMa-
TilrlecKrtx KJIeToK ycTaHoBI4JIrr 3JIeKTpoEŁqecKr{.

Mz 7lB ]4ccJIeAoBaHHbIx IIITaMMoB 19 (16,1%) orHecJlr!
K B]4Ay ccus aureus ) x szgy
Staphyl ermidis, 74 ( Ay Micro-
coccus. srAa Staph. npeo6rra_
Aaflrl Kolrl.recTtseuno uITaMMEI rpynn III rł VI, a cpegrł
il]TaMMoB Micrococcus rpynnbl VII r VIIL fiecarr
luTaMMoB (B,47n/o) Staph. epidermidis rł Micrococcus rłe
yAaJlocb np]4trl4cnrlTF, r xaxoż uz6o ugsectnoń rpynne,
floqrz Bce IITaMMLI Staph. aureus (94,74%) z 6oas-
ruŁHcTBo ruTaMMoB Staph. epidermidis (72,0%) 6:stłlw
BbIAeJIeHBI l43 MoJIoKa c IIoBbIIIIeHHBIM coAepx(aHleM
coMaTilqecl(]4x KJIeToK, B npoTlBoĘoJlox(HocTb IuTaM-
MaM poAa Micr,ococcus KoTopble BbIcTynaJIr,I qaIr1'e s
MoJIoKe c HopMaJIL,H!,IM coAepx(aujłeM r<JIeToK (64,860ń).
Hw oguu ,lx ]43oJIrlpoBaHHEIx IIITaMMoB Staph. aureus
He BbIAerIaI 3HTepoToKcIlHa.

Artecki E., Maciak T. - Differentiation of §taphylo-
cocci and Micrococci isolated from bovine milk.

There were studied l1B strains of Mic,roc,occaceae
family isolated from bovine milk. The classification
of the strains were based on Baird-parker's and the
Recornnrendations of the subcommittee for the sta-
phylocoeci and Streptococci Taxonomy, Enterotoxino-
genic ,properties of the isolated strains of Staph.
aureus were determ,ined by means of agar gel pie-
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cipitation test and biologically on kittens. The number
of celiular elements in milk was estimated electroni-
cally. 19 out ,of 11B strains under study (16,1%) was
deiernined as Staph, aureus, 25 (21.19%) as Staph.
epidermidis, 74 (62.71,0ln) as Micrococcus. Within the
strains of Staph. epidermidis mainly were found of
group III and VI, and within Micrococcus - VII and
VTII. There were not possible to classify serologically

10 strains (B.470l0 of Staph. epidermidis and B.4?%
strains of Micrococcus. Almost all of the strains of
Staph. aureus (9a.74%) and most of Staph. epidermidis
(72.00/0') were isolated from milk rvith an increased
number of cellular elements, Micrococci were isolated
more often from rrrilk with norma1 value of cellular
elements (64.860ń). The isolated strains of Staph.
aureus -were not enterotoxinogenic.

LEONARD WIDERA
Gdgnia

Pośmiertne procesy biochemiczne zachodzące
u ryb, głównie na tle przernian mikrobiologicz-
nych, prowadzą do wystąpienia niepoząda-
nych wskaźników, charakterystyczny,cih dla
nier,vłaściwej jakości sanitarnej artykułów ryb-
nych, Szereg tych wskaźnikółv wykorzystuje się,
poprzez ich ilościowe oznaczanie do określenia
stopnia świeżości ryb przeznaczonych do dal-
szego przechowywania, przetwórstwa i obrotu.
W rvielu krajach metody badań zmian ilościo-
wych niektórych związków chemiczny,ch znaj-
dują szerokie zastosowanie (2, 4, 9, 10). Tff PoI-
sce poza nielicznymi oŚrodkarni, metody te nie
są praktycznie wykorzystylvane (5, 7, 8, 72,
13). Fakt ten wynika m. in. z hedonicznego
charakteru obowiązujących norm polskich jak
i braku odpowiedniego zaplecza laboratoryjne-
go, dla potrzeb służb kontrolnych w przemyśIe
rybnym.

Spcśród szerokiej grupy wskaźników che-
micznyclr, duże znaczenie przypisuje się ba-
danioin zawartości tlenku trójmetyloaminy
(TIVir\O) i lotnycŁr zasad amonowych (LZA) (l,
2, 3, 6, 9, 77, l2). Lotne zasady amonowe są to
nie_białkowe związki azotowe występujące w
mięśniach ryb jako substraty i produkty prze-
mian bicchernicznycir (4, 5, 6, B). Odgrywają
o]ne szczegÓlną rolę w kształtowaniu się post
mortęm cech organoleptycznych tkanki mięś-
niowej, 6łównie w zakresie smaku, zapachu
i tekstury (2, 4, 6, 9, 10, 11, 14). Do grupy tzw.
lotnych zasad amonowych zalicza się trójme-
tyloaminę (TMA), dwumetyloaminę (DMA),
monometyloaminę (MMA), oraz ainoniak (2, 4,
7, 72, 74).

Specyficznym związkiem chemicznym jeŃ
natomiast tlenek tnójmetyloaminy (TMAO) wy-
stępujący głównie u ryb morskioh (1, 2, 9, 11).
Związek ten ptzyżyciowo odgrywa u tych ryb
poważną rolę w utrzyrnywaniu stałej osmolar-
ności krwi (9, 11). Badania l(utschery i Acker-
mana wykazaly, że TMAO powstaje na drodze
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metylowania i oksydacji rozłożonych białek (9).
U niektórych gatunków lyb słodkowodnych
stwierdzono talrże występowanie TMAO, Iecz
w ilościach wyraźnie niższyct' aniżeli u ryb
morśkich. Przeciętnie u ryb słodkowodny,ch
zawartośó TMAO w tkance mięśniowej, w za,
leżności od gatunków, waha się w zakresie od
4,5 mgłoN do 91,5 mgVoN, wobec 150 rngłoN do
330 mgłoN u ryb morskich kostnoszkieleto-
wyclr i 1080 mg0/oN do 1462 mgo/oN u ryb mor-
skich spodoustych (raje, rekiny) (11). Ryby
przemieszczające się z wód słodkich do mor-
skich cechują się dużą zmiennością poziomu
TN{AO. U węgorzy bytujących w wodach słod-
kich zawartość TMAO wynosiła 4,5 mg%N a w
mornencie przejścia do środowiska morskiego
poziom terl- wzrastał do 60 mgo/oN w tkance
mięśniowej (9, 11). Wynilka więc z tego fa[<t,
że paziorrr TMAO u ry;b związany jest ze s,lre-
cyficzną budową układu moczowego poszcze-
gólnych gatunkór,v, stopniem zasolenia wody a
także procesarni regulującymi osmolarność
krwi.

W czasie przecho,wywania złowionych ryh,
wskutelł działalności enzymów tkankowych
i przemia,tr mikrobiologicznych TMAO ulega
reduł<cji do trójmetyloaminy (TMA) (l, 2, 5,
8, 9, 10). Intensywność postępowania procesów
degradacji TMAO do TMA uwarunkowana jest
długością czasokresu przechołvywania, ternpe-
raturą otoczenia i wielkością stopnia ba[<teryj-
nego zakażetria (4, 5, 6). Proces ten przebiega
znacznie vlyraź,niej u ryb świeżych lodowa-
nych anizeli u ryb rnrożonych tuż po złowieniu
(9, 10, 11). U ryb mroż,onych długość okresu
wyczekiwania przed zarnrożeniern rzutuje wy-
rażnie na poziorn TMA (16). Toteż badania
zmian ilościowych TMAO i TMA w surowcach
rybnych mogą być pomocne rv celu określenia
przydatności konsurrrpcyjnej i teohno,Iogicznej
(B, 9, 10, 11, 13). Propozycje takie wysuwane
są przez Międzynarodową Komisję Kodeksu


