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Drobnoustroje tlenowe z rodziny Micrococ-
caceae zaliczane sg obecnie do dwoch rodzajow:
Staphylococeus 1 Micrococcus. Réznicowanie
miedzy nimi oraz podzial rodzaju Staphylococ-
cus na gatunki zostalo ujednolicone w 1965 r.
przez Podkomitet Taksonomii Gronkowcow i
Mikrokokéw, ktéry opracowal standardowa
metode Kklasyfikacji (29). Opiera sie ona na
zdolnosciach beztlenowej fermentacji gluko-
zy i mannitolu oraz wytwarzaniu koagulazy

(ryc. 1).
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Ryc. 1. Klasyfikacja ziarenkowcoéw tlenowych G+,
kat+ wg Podkomitetu Taksonomii Gronkowecéw i Mi-
krokokéw 19865 r.

Sposréd wielu metod klasyfikacji wewnatrz-
gatunkowej gronkowce i mikrokoki pochodze-
nia zwierzecego oznaczane sg najczeSciej me-
toda Baird-Parkera (4, 5).

Roéznicowanie drobnoustrojow z rodziny Mi-
crococcaceae przez badaczy zajmujgeych sie
problemem mastitis u kréw opiera sie zazwy-
czaj na sztywnym podziale klinicznym na
szczepy patogenne i niepatogenne. Najczestszy-
mi kryteriami tego podzialu sy wlasciwosei he-
molityczne 1 w zwigzku z tym okresla sie
szczepy Jjako ,gronkowce ‘hemolityczne” i
»gronkowce niehemolityczne” (14, 22, 27),
wzglednie zdolnos¢é wytwarzania koagulazy —
sgronkowce koagulazo dodatnie” i ,,gronkowce
koagulazo ujemne” (12, 15, 30). Niektorzy ba-
dacze szczepy patogenne okreslajg jako ,,gron-
kowce” a niepatogenne ,mikrokoki” (23); in-
ni natomiast uzywajg nomenklatury ,,mikroko-
ki patogenne” i ,mikrokoki niepatogenne” (25).
W przypadku stosowania kryterium wlasciwo-
Sci hemolitycznych do drobnoustrojow pato-
gennych zaliczane sg zazwyczaj takize szczepy
z gatunku Staphylococcus epidermidis wywo-
lujgce slabg hemolize. Przy stosowaniu nato-
miast w réznicowaniu jedynie testu na koagu-
laze sa one zaliczane razem z mikrokokami do
niepatogennych.

Reasumujgc, powyzsze podzialy nie pozwa-
lajg na wiasciwe réznicowanie tych bardzo cze-
sto stwierdzanych w mleku drobnoustrojow,
co ma istotne znaczenie w zwiazku z rdzng ich
rolg w etiopatologii mastitis. Zmniejsza to réw-
niez poréwnywalnos¢é wynikéw badan przepro-
wadzanych przez réznych badaczy.

Giéwna przyczyng zapalen gruczotu mlecz-
nego jest Staphylococcus aureus. Staphylococ-
cus epidermidis wywoluje na ogél zapalenia o
przebiegu podklinicznym a znaczenie jego
wzrasta zwlaszcza po wyeliminowaniu ze sta-
da Staphylococcus aureus (6, 8). Drobnoustro-
jom z rodzaju Micrococcus nie przepisuje sie
wiekszego znaczenia w zapaleniach wymienia.
Uwazane sg one powszechnie za normalng mi-
kroflore wymienia, a wywolywane przez nie
podraznienie gruczolu mlecznego jest zazwy-
czaj niewielkie i szybko przemijajgce (15, 35).

Staphylococcus aureus jako czynnik przyczy-
nowy mastitis budzi zainteresowanie badaczy,
zwlaszeza higienistow, w zwiazku z potencjal-
ng mozliwosci wytwarzania przez te drobno-
ustroje enterotoksyny. Wykazano jednak, Ze
tylko niewielka liczba szczepoéw Staphylococ-
cus aureus izolowanych z wymienia objetego
procesem zapalnym cechuje sie wlasciwosciami
enterotoksycznymi (11, 32, 33), aczkolwiek
istnieja doniesienia i o czestszym wystepowa-
niu tej cechy (28).

Celem pracy bylo przeprowadzenie szczegd-
towej klasyfikacji gronkowcow 1 mikrokokow
wyizolowanych z mleka krow oraz okreslenie
wiasciwosci enterotoksycznych szczepow Sta-
phylococcus aureus.

Matevial i metody

Material do badan stanowilo 118 szezepOw ziaren-
kowcé6w Gram-dodatnich, wytwarzajacych katalaze,
wyizolowanych z prébek mleka o normalnej i zwiek-
szonej (> 500.000/ml) liczbie komoérek. Badane préby
dostarczane byly przez weterynaryjne laboratoria dia-
gnostyczne z terenu d. woj. warszawskiego. Identyfi-
kacji szezepdw dokonywano wg metodyki Baird-Par-
kera oraz zaleceni Podkomitetu Taksonomii Gronkow-
cbw i Mikrokokow.

Wykonywano nasiepujgce testy: rozklad glukozy
i mannitolu w warunkach tlenowych i beztlenowych,
laktozy, maltozy i arabinozy -— w warunkach tleno-
wych oraz wytwarzania koagulazy, fosfatazy i ace-
toiny. Ponadto okre$lano wia$ciwo$ei hemolityczne
oraz zdolno$é wytwarzania enterotoksyny przez szcrze-
py Staphylococcus aureus.

Podloze podstawowe oraz okre$lanie zdolno$ei wy-
twarzania katalazy, koagulazy i rozkiadu cukréw wy-
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konywano wg zalecen Podkomitetu Taksonomii (29).
Wytwarzanie fosfatazy i acetoiny badano wg Jouber-
ta (21) a hemolizyn — na podiozu agarowym z do-
datkiem 7% trzykrotnie przemytych krwinek baranich
(31). Zdolno$ci enterotoksyczne wszystkich wyizolowa-
nych szczepéw Staphylococcus aureus okre§lano me-
todg precypitacji w Zelu agarowym przy uzyciu suro-
wic antyenterotoksycznych A, B, C. Sze$¢ szczepdw
badano przy uzyciu surowicy antyenterotoksycznej D,
natomiast pozostalych 13 szczepéw badano metodg
biologiczng na kotach (9, 10) *). Liczbe komodrek w
mleku okreé$lano metods elektroniczng przy uzyciu
licznika czgstek Celloscope 101 (1).

Wyniki

Wyniki badan zamieszczono w tab. 1 i ryc. 2.

Spoérod 118 badanych szezepéw na podstawie wia$-
ciwodei biochemicznych 19 (16,1%) okre§lono jako
Staphylococcus aureus, 25 (21,19%) jako Staphylococ-
cus epidermidis a 74 (62,71%) zaliczono do rodzaju
Micrococcus.

Tab. 1. Wyniki klasyfikacji gronkowedéw 1 mikroko-
k6w wyizolowanych z mleka kréw
Rodeey o Srczepy
— p-grupa | liczda %o
?Fapﬁy(ococcu: aureus ;g 161
/
Staphylococcus Guawrmiacs ?g 2419
Vi
" 171
44 -
v 4
Vi &
niezioentyfironene 2
Nicrococrcds 74 &4,71
/ 2
o #
" 1
v 3
v 8
4 7
vil 24
vill 2f
nleridentyfikowana 8
Razem 118 100,0

W obrebie Staphylococcus epidermidis przewazala
liczebnie podgrupa IIT i VI, wéréd Micrococcus na-
tomiast podgrupa VII i VIII. Dwa szczepy Staphylo-
coccus epidermidis oraz 8 Micrococeus nie udalo sie
zaszeregowaé do zadnej ze znanych podgrup. Stanowi
to 8,47% badanych szczepOw.

Prawie wszystkie szczepy Staphylococcus aureus
(94,74%) oraz wigkszoS¢ szczepow Staphylococcus epi-
dermidis (72%) stwierdzono w mleku o zwigkszonej
liczbie komorek. Drobnoustroje z rodzaju Micrococ-
cus wystepowaty czeSciej w mleku o normalnej licz-
bie komérek (64,86%).

Wszystkie szczepy Staphylococcus aureus wytwa-
rzalty hemolize B wzglednie o—f; wickszo§é (70%)
szezepow Staphylococcus epidermidis — waskg, okolo
1 mm strefe hemolizy. Szczepy z gatunku Micrococ-
cus byly niehemolityczne.

Zaden z wyizolowanych szczepdw
aureus nie wytwarzat enterotoksyny.

Staphylococeus

Omowienie wynikow

Uzyskane wyniki badan potwierdzaja duza
przydatnos¢ metodyki opracowanej przez Pod-

#*) Badania wykonano w Zakladzie Badania Zywnosei
i Przedmiotéw TUzytku Panstwowego Zakladu Higieny w
Warszawie, Autorzy wyrazaja podziekowanie p. dr Marii
Burbiance.

48

komitet Taksonomii Gronkowcéw i Mikroko-
kéw do klasyfikacji rodzajowej tlenowych
drobnoustrojéw w obrebie rodziny Micrococ-
caceae. Metodyka ta pozwolila takze na zro6z-
nicowanie wszystkich wyizolowanych szczepdéw
gronkowcow na gatunki Staphylococcus aureus
i Staphylococcus epidermidis. Takie same wy-
niki otrzymano za pomocg metody Baird-Par-
kera. Zgodne to jest z wynikami uzyskanymi
przez innych autoréw (18, 20). Nie potwierdzo-
no zastrzezen odno$nie mniejszej wartosci te-
stu beztlenowej fermentacji mannitolu do dia-
gnostyki réznicowej gronkowcéw pochodzenia
zwierzecego (19). Wedlug autoréow wartosc tej
préby nie budzi zastrzezen pod warunkiem $ci-
slego przestrzegania wymogéw obowigzujacych
przy jej wykonywaniu.

Zastosowanie do klasyfikacji wewngtrzga-
tunkowej metodyki Baird-Parkera pozwolito
na szczegdlowe sklasyfikowanie (podgrupy)
okolo 90% szczepow. Podobne wyniki uzyska-
no w innych badaniach (8, 16, 31). W zwigzku
z tym wydajg sie by¢ shluszne sugestie (19)
wprowadzenia pewnych uzupelnien do tej meto-
dyki.

i
SRS

Stoph.aureqs Slaph epidermidcs Aicrococeus

sz2czepy Wystgpusgce w mieku o Twigkszong licrbie komorek

[] szezepy wystepuace w micku o normaing liczbee komorek

Ryc. 2. Gronkowce i mikrokoki wyizolowane z mleka
kréw o normalnej i zwiekszonej liczbie komérek (%)

Wyniki badan potwierdzaja fakt duzej pato-
genno$ci Staphylococcus aureus, czego odzwier-
ciedleniem jest wyizolowanie 94,74% szczepow
tego drobnoustroju z mleka pochodzgcego od
krow z procesem zapalnym wymienia (13, 17,
24, 25, 32). Takze znaczny odsetek (74%) szcze-
poéw Stephylococcus epidermidis izolowany byt
z mleka zawierajgcego zwiekszong liczbe ko-
morek, Natomiast drobnoustroje z rodzaju Mi-
crococcus zwykle (64,86%) stwierdzano w mle-
ku o normalnej liczbie komorek. Z rodzaju
Staphylococcus epidermidis najczeScie] stwier-
dzano jako przyczyne proceséw zapalnych wy-
mienia szczepy z podgrupy III i VI, co zgodne
jest z danymi innych autorow (7, 31).

Wytwarzanie hemolizy  wzglednie o—f
przez wszystkie izolowane ze stanéw zapalnych
wymienia szczepy Staphylococcus aureus po-
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twierdzajg réwniez wczesniejsze doniesienia
(24, 26, 31). Wiekszosé¢ szczepow Staphylococcus
epidermidis wytwarzalo waskg strefe hemoli-
zy. Natomiast szczepy z gatunku Micrococcus
sg z reguly niehemolityczne.

Zdaniem autoréw wlasciwosci hemolityczne
mogg by¢ podstawg rutynowej diagnostyki tle-
nowych drobnoustrojéw z rodziny Micrococca-
ceae pod warunkiem stosowania wlasciwego
podioza tzn. odpowiedniego agaru odzywczego
i odpowiedniej krwi baraniej. Odno$nie pierw-
szego sktadnika obserwowano zréznicowanie
wyrazistosci hemolizy na réznych podiozach
dostepnych w kraju (3). Krew natomiast,
zwlaszeza od zwierzat starszych moze zawierat
antyhemolizyny, w zwigzku z czym konieczna
jest kontrola gotowego podloza przy uzyciu
szczepdOw wzorcowych, wzglednie uzywanie
przemytych trzykrotnie krwinek. Przy odczy-
tach posiewdéw mleka na podlozach z krwig na-
lezy takze mie¢ na uwadze mozliwo§é wyste-
powania hemolizy pod wplywem samego mle-
ka lub pseudohemolizy dokota kolonii niektd-
rych szczepdéw mikrokokéw, w miejscach, w
ktérych jest grubsza warstwa mleka na podlo-
zu (2).

Nie stwierdzenie wytwarzania enterotoksyny
przez badane szczepy Staphylococcus aureus
potwierdza sporadyczne wystepowanie entero-
toksycznych szczepéw wywolujacych zapalenie
wymienia u krow (11, 32, 33, 34). W badaniach
przeprowadzonych na wiekszym materiale po-
chodzgcym takze od kréw z terenu d. woj.
warszawskiego réwniez nie stwierdzono wyste-
powania szczepdéw enterotoksycznych (10). W
zwigzku z powyzszym wydaje sie byé¢ stusznag
opinia, Ze obecnos¢ w mleku szezepéw Staphy-
lococcus aureus wywolujgcych zapalenie wy-
mienia u kréw stanowi mate zagrozenie dla
konsumentéw mleka i przetworéw mlecznych.

Wnioski

1. Potwierdzono duzg przydatno$¢ metodyki
zalecanej przez Podkomitet Taksonomii Gron-
kowcow i Mikrokokow do klasyfikacji tleno-
wych drobnoustrojéw z rodziny Micrococcaceae
wyizolowanych z mleka krow.

2. Znaczng warto$¢ w diagnostyce rutyno-
we] gronkowcédw i mikrokokéw posiadaja wlas-
ciwosci hemolityczne pod warunkiem stosowa-
nia wlasciwego podloza.

3. Badane szczepy Staphylocoecus aureus nie
wytwarzaly enterotoksyny.
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Aprsukn 2., Mauag T. — JuddepeHniupoBanme cra-
(DMJIOKOKKOB M MHUEKPOKOKKOER H30JHPOBAHHLIX M3 MO-
JIGKA KOPOBR.

Mcenenosanyu 118 1urammon Gaxrepmit n3 dbamumnmu
Micrococcaceae BBIIeNEHHBLIX U3 MOJOKA KOPOB. Kiac-
CUPUEALMIO TIPOBeay 110 Merony Baird-Parker ¢ yue-
ToM yraszauuit ITogxommrera jua TakcoHoMum Cra-
(OUIOKOKKOB ¥ MUKDPOKOKKOB. DHTEPOTOKCHMUECKNE
croco0HOCTM y30MMPOBAHHLIX InTaMMoB Staphylococcus
aureus ONpeJieNAJM METOXOM IPEeIUIUTAIIMKM B arapo-
BOM reyie 1 Omompoboit na xorax. KommuyecTBo coMma-
THUYECKMUX KJEeTOK YCTAHOBMIM SJIEKTDPOHMYECKIL

U3z 118 mcenenoBanubix mTamMmos 19 (16,1%) oTHecan
K BpAy Staphylococcus aureus, 25 (21,19%) x Bugy
Staphylococcus epidermidis, 74 (62,71%) x poxy Micro-
coccus. B npenenax Buaa Staph. epidermidis mpeo6aa-
Aany KOJMM4YeCTBeHHO wuTaMmMel rpynm III u VI a cpeau
wraMMoB Micrococcus rpymner VII u VIII. Jecartu
wiramMMmoB (8,47%) Staph, epidermidis u Micrococcus me
YAaJIOCEk IIPUYUCIAMTL K Kakoil ambo M3BeCcTHOM TPYIIe.
IToury Bce mTammbr Staph. aureus (94,74%) u 60Jb-
ITMHCTBO 1iTaMMoB Staph. epidermidis (72,0%) 6w
BBIZIEJIEHBI M3 MOJIOKA C ITIOBBLIINEHHBLIM COMEeDIKaHMeM
COMATMYECKMX KJIETOK, B IPOTMBOIIOJOXKHOCTE IITaAM-
MaMm pozma Micrococcus KOTOPble BBICTYyIAJM wyalie B
MOJIOKE C HOPMAaJbHBIM COAEPXKaHMEM KJeToK (64,86%).
Hu ogmn ux nzonupoBaHHBIX mrTamMmoB Staph. aureus
He BBIJIEJIAJ SHTEPOTOKCHUHA.

Artecki E., Maciak T. — Differentiation of Staphylo-
cocci and Micrococcei isolated from bovine milk.

There were studied 118 strains of Micrococcaceae
family isolated from bovine milk. The classification
of the strains were based on Baird-Parker’s and the
Recommendations of the Subcommittee for the Sta-
phylocoeci and Streptococei Taxonomy. Enterotoxino-
genic properties of the isolated strains of Staph.
aureus were determined by means of agar gel pre-
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cipitation test and biologically on kittens. The number
of cellular elements in milk was estimated electroni-
cally. 19 out of 118 strains under study (16,1%) was
determined as Staph. aureus, 25 (21.19%) as Staph.
epidermidis, 74 (62.71%) as Micrococcus. Within the
strains of Staph. epidermidis mainly were found of
group III and VI, and within Micrococcus — VII and
VIII. There were not possible to classify serologically

LEONARD WIDERA
Gdynia

10 strains (8.47%) of Staph. epidermidis and 8.47%
strains of Micrococcus. Almost all of the strains of
Staph. aureus (94.74%) and most of Staph. epidermidis
(72.0%) were isolated from milk with an increased
number of cellular elements. Micrococei were isolated
more often from milk with normal value of cellular
elements (64.86%). The isolated strains of Staph.
aureus were not enterotoxinogenic.

Poziom tlenku tréjmetyloaminy i lotnych
zasad amonowych jako wskazniki sanitarne
surowcow rybnych

Podmiertne procesy biochemiczne zachodzace
u ryb, gtéwnie na tle przemian mikrobiologicz-
nych, prowadza do wystapienia niepozada-
nych wskaznikéw, charakterystycznych dla
niewlasciwej jakosci sanitarnej artykuléw ryb-
nych. Szereg tych wskaznikéw wykorzystuje sie,
poprzez ich ilo$ciowe oznaczanie do okre§lenia
stopnia §wiezosci ryb przeznaczonych do dal-
szego przechowywania, przetwérstwa i obrotu.
W wielu krajach metody badan zmian iloscio-
wych niektérych zwigzkéw chemicznych znaj-
duijsg szerokie zastosowanie (2, 4, 9, 10). W Pol-
sce poza nielicznymi o$rodkami, metody te nie
sa praktycznie wykorzystywane (5, 7, 8, 12,
13). Fakt ten wynika m.in. z hedonicznego
charakteru obowigzujgcych norm polskich jak
i braku odpowiedniego zaplecza laboratoryjne-
go, dla potrzeb stuzb kontrolnych w przemysle
rybnym.

Sposrdéd szerokiej grupy wskaznikow che-
micznych, duZe znaczenie przypisuje sie ba-
daniom zawartosci tlenku tréojmetyloaminy
(TMAQ) i lotnych zasad amonowych (LZA) (1,
2, 3, 6, 9, 11, 12). Lotne zasady amonowe s3 to
nicbiatkowe zwigzki azotowe wystepujgce w
miedniach ryb jako substraty i produkty prze-
mian bicchemicznych (4, 5, 6, 8). Odgrywaja
one szczegblng role w ksztaltowaniu sie post
mortem cech organoleptycznych tkanki mies-
niowej, gléwnie w zakresie smaku, zapachu
i tekstury (2, 4, 6, 9, 10, 11, 14). Do grupy tzw.
lotnych zasad amonowych zalicza sie trojme-
tyloamine (TMA), dwumetyloamine (DMA),
monometyloamine (MMA), oraz aimoniak (2, 4,
7, 12, 14).

Specyficznym zwiazkiem -chemicznym jest
natomiast tlenek tréjmetyloaminy (TMAO) wy-
stepujacy gléwnie u ryb morskich (1, 2, 9, 11).
Zwigzek ten przyzyciowo odgrywa u tych ryb
powazng role w utrzymywaniu staltej osmolar-
nodci krwi (9, 11). Badania Kutschery i Acker-
mana wykazaly, ze TMAO powstaje na drodze
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metylowania i oksydacji rozlozonych bialtek (9).
U niektérych gatunkéw ryb stodkowodnych
stwierdzono takze wystepowanie TMAO, lecz
w ilosciach wyraZnie nizszych anizeli u ryb
morskich. Przecietnie u ryb stodkowodnych
zawartos¢ TMAO w tkance mieéniowej, w za-
leznosci od gatunkdéw, waha sie w zakresie od
4,5 mg%N do 91,5 mg%N, wobec 150 mghN do
330 mg%N u ryb morskich kostnoszkieleto-
wych i 1080 mg%N do 1462 mg%N u ryb mor-
skich spodoustych (raje, rekiny) (11). Ryby
przemieszczajgce sie z wod stodkich do mor-
skich cechujg sie duzg zmienno$cig poziomu
TMAO. U wegorzy bytujacych w wodach stod-
kich zawarto$¢ TMAO wynosila 4,5 mghN a w
momencie przejScia do Srodowiska morskiego
poziom ten wzrastal do 60 mg%N w tkance
mie$niowej (9, 11). Wynika wiec z tego fakt,
ze poziom TMAO u ryb zwiazany jest ze spe-
cyficzng budowa ukladu moczowego poszcze-
gblnych gatunkdw, stopniem zasolenia wody a
takze procesami regulujgcymi osmolarnose
krwi.

W czasie przechowywania zlowionych ryb,
wskutek dzialalno$ci enzyméw tkankowych
i przemian mikrobiologicznych TMAO ulega
redukeji do trojmetyloaminy (TMA) (1, 2, 5,
8, 9, 10). Intensywnos¢ postepowania proceséw
degradacji TMAO do TMA uwarunkowana jest
dtugodcig czasokresu przechowywania, tempe-
ratura otoczenia i wielkoScig stopnia bakteryj-
nego zakazenia (4, 5, 6). Proces ten przebiega
znacznie wyrazniej u ryb $wiezych lodowa-
nych anizeli u ryb mrozonych tuz po zlowieniu
(9, 10, 11). U ryb mrozonych dlugos¢ okresu
wyczekiwania przed zamrozeniem rzutuje wy-
raznie na poziom TMA (16). Totez badania
zmian ilo$ciowych TMAO i TMA w surowcach
rybnych mogg by¢ pomocne w celu okreslenia
przydatno$ci konsumpcyjnej i technologicznej
(8, 9, 10, 11, 13). Propozycje takie wysuwane
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