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Wybrane wlasciwosci biologiczne gronkowcéw koagulazo - dodatnich

wyizolowanych z mleka kréw dotknietych zapaleniem gruczotu

mlekowego

W literaturze fachowej, dotyczacej problemu
mastitis u kréw wyrazono poglad, ze specylicz-
nym drobnoustrojem wywolujacym zapalenie
gruczolu mlekowego jest Streptococcus agalac-
tiae (3, 7, 8, 20, 22). Jednak w ostatnich latach,
na skutek intensywnego zwalczania tego dro-
bnoustroju przez stosowanie antybiotykoéw, u-
dzial jego w wywolywaniu zapalenia wymienia
stopniowo zmniejsza sie, natomiast wzrasta licz-
ba przypadkéw zachorowan na tle zakazenia
gronkowcami. Obserwacje te znajduja potwier-
dzenie zarowno w badaniach wilasnych (21), jak
rowniez w publikacjach autoréw krajowych i
zagranicznych (3, 16, 18, 23).

Wobec tego faktu, uznano za celowe podjecie
badan nad biologiczng charakterystyks szcze-
péw gronkowcow wyizolowanych =z mleka
krow dotknietych zapaleniem gruczolu mleko-
wego.

Material i metody

W pierwszej kolejnosci, wyizolowane szczepy gron-
kowcOw badano w kierunku fermentacji mannitolu
w warunkach beztlenowych i wytwarzania koagulazy.
221 szczepdw koagulazo i mannitolo-dodatnich scha-
rakteryzowano pod wzgledem innych wlasciwosci
biologicznych, $wiadczacych o ewentualnej chorobo-
tworezosei szezepu oraz poddano testowi wrazliwosci
na podstawowe antybiotyki.

Beztlenowg fermentacje mannitolu, koagulaze i
,,clumpingfactor” z plazma bydleca i plazma ludzks,

toksyny hemolityczne (alfa, beta, delta), fibrynolizy-
ne, okreslano metodami podanymi przez Jeliaszewi-
cza (6), a lipaze na podlozu Cartera. W celu okre-
$lenia in vitro wrazliwosci na antybiotyki stosowano
metode krgzkows zalecang przez Wytwornie Suro-
wic i Szczepionek w Warszawie. Aktywnosé stosowa-
nych w badaniach podiozy bakteriologicznych kon-
trolowano przy uzyciu standardowych szczepdw gron-
kowcodw.

Wyniki i oméwienie

Ogoblng charakterystyke szczepow przedsta-
wiaja ryc. 1 i 2. W pierwszej kolejnosci zroéz-
nicowano badane szczepy w oparciu o dwie wia-
$ciwosci: fermentacje mannitolu w warunkach
beztlenowych oraz wytwarzanie koagulazy. Te
dwie wilasciwosci umozliwiajg odréznienie
Staphylococcus aureus od Staphylococcus epi-
dermidis. W praktyce jednak roéznicowanie o-
parte jest na wytwarzaniu przez szczepy koa-
gulazy. Wlasciwos¢é ta dostatecznie okresla po-
tencjalng chorobotworczosé szczepdw gronkow-
CcOW.

Koagulaza jest silnym czynnikiem wywolujacym
krzepnigcie krwi (6). Powoduje wykrzepienie wiok-
nika woko6l komérek gronkowcoédw, chronige je tym
samym przed dzialaniem mechanizméw obronnych
organizmu, Do dzialania wykrzepiajacego fibrynogen
wymaga obecnosci tzw. aktywatora koagulazy (coa-

gulase-reaction factor), wystepujacego w osoczu krwi
i w surowicy (6). Badanie koagulazy in wvitro jest
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najwazniejsza préba roéznicowania polencjalnie cho-
robotworczych gronkowcoéw.

Wyniki badan wlasnych wykazatly, ze teslowane
szczepy w 100% fermentowaly mannitol w warun-
kach beztlenowych, w 100% reagowaly dodatnio z
plazmg ludzkg, zaré6wno w prébie na koagulaze wol-
na (,prawdziwg”) jak ,clumping-factor” (czynnik
zlepiajacy), nazywany koagulazg zwigzang. Natomiast
reakcja dodatnia z plazmg bydleca, w probie na
koagulaze i ,clumping-factor” wystapila u 95,4%
szczepow.

Innym czynnikiem decydujacym o chorobolworczo-
$ci gronkowcOw sg wylwarzane przez nie hemolizy-
ny. Wiekszos§¢ szczepdw gronkowcdédw ziocistych wy-
twarza dwie lub {irzy roézne hemolizyny. Na ogo6l
szczepy patogenne pochodzenia ludzkiego wytwarza-
ja alfa i delta hemolizyne, natomiast szczepy pocho-
dzenia zwierzecego — alfa, beta i delta hemolizyng
(16).

Alfa toksyna jest jedng z najsilniej dzialajacych
toksyn bakteryjnych. Szczepy wytwarzajgce hemolizy-
ne alfa, dajg po posiewie na podloze agarowe z
krwig kroéliczg lub baranig kolonie otoczone dosé
szeroka strefa zupelnej hemolizy, niezbyt ostro odgra-
niczonej (1, 4, 6, 22)., Wytwarzanie jej jest charak-
terystyczne dla szczepéw gronkowcow wyizolowanych
od ludzi (1, 6, 16, 22); réwniez szczepy bydlecych
gronkowcdédw wytwarzajg czesto obok beta-hemolizy-
ny — alfa i delta hemolizyne (11). Zdaniem Gladsto-
ne (5), niewylwarzanie alfa-hemolizyny in vitro nie
dowodzi, iz nie moze ona by¢ wytwarzana in vitvo.

Wyniki badan wykazaty, ze stosunkowo wysoki
procent (73,7%) szczepdéw gronkowcodw wyizolowanych
z mleka krow wytwarzalo hemolizyne alfa.

Beta-hemolizyna jest mniej toksyczna niz alfa-he-
molizyna (5). Nie wykryto jej letalnego dzialania na
myszach, jedynie wywoluje ona charakterystyczny
rumien na skoérze kroélikéw (5). Beta-hemolizyng wy-
twarzajg najczesciej szczepy gronkowcdw izolowa-
nych od zwierzat (1, 4, 5, 6, 9, 16, 22). Na podlozu
z krwig bydleca, baranig, koziy, powstaje wokol ko-
lonii szczepéw gronkowcow wytwarzajagcych beta-
-hemolizyne szeroka, ostro odgraniczona strefa nie-
zupelne] hemolizy, charakteryzujgca sie wyraznym
§ciemnieniem, ktoéra po przeniesieniu do lodowki
calkowicie sie przejasnia (hemolizyna cieplo-zimna).
Obecno$é beta-hemolizyny stwierdzono u 95,4% szcze-
pow.

Delta toksyna wystepuje u wiekszosci szczepdw po-
tencjalnie chorobotwérczych (1). Zgodnie z obserwa-
cjami Gladstone (5), jest silnie toksyczna dla leuko-
cytéw ludzkich i zwierzecych., Wywoluje roéwniez
martwice skéry i lize erytrocylow cziowieka i konia
(6). Obecnos$é¢ jej mozna wykaza¢, hodujac szczepy
gronkoweow na podlozu agarowym z dodatkiem krwi-
nek ludzkich lub konskich; wytwarza woko6l kolonii
charakterystyczng, waska, ostro odgraniczong sirefg
hemolizy zupelnej (1, 4, 5). Obecnosé¢ delia-hemoli-
zyny stwierdzono tylko u 7,3% szczepow.

Badania nad wytwarzaniem fibrynolizyny przez
szczepy gronkowcdédw przeprowadzilo wielu autorow,
majgc na celu miedzy innymi poréwnanie szczepdw
pochodzenia ludzkiego ze szczepami pochodzenia by-
dlecego. Wyniki tych badan (1, 11, 12, 13, 14, 16, 17)
sa na ogo6l zgodne. Twierdzg oni, Ze szczepy gron-
kowcow pochodzenia bydlecego w niskim procencie
wytwarzajg fibrynolizyne, w przeciwienstwie do
szczepdw pochodzenia ludzkiego.

Podobne wyniki uzyskano w badaniach wlasnych,
Fibrynolizyne wytwarzato tylko 6,7% badanych szcze-
péw. Fibrynolizyna silnie aktywuje plazminogen czto-
wieka, krolika i1 $winki morskiej (6). Gronkowce wy-
twarzajace fibrynolizyne wydzielajg ja do podioza;
o ile w podiozu znajduje sie wytracony fibrynogen,
to w miejscu dziatania fibrynolizyny nastepuje rozk-
tad zdenaturowanego fibrynogenu, efektem czego jest
przejasnienie podioza (6).
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Lipaza jest enzymem lipolitycznym (1, 2, 6, 10).
Reakcja dodatnia obserwowana na agarze z zoltkiem
jaj jest wynikiem dzialania lipazy lipoproteinowej
na lipovitelline znajdujgcg sie w z6ltku jaja (10).

Na temat aktywnosci lipolitycznej gronkowcoéw wy-
powiadalo sie wielu autoréw (10, 14, 17, 19). Uwazaja
oni, ze szczepy pochodzenia bydlecego, w przeciwien-
stwie do szczepoéw pochodzenia ludzkiego oraz szcze-
péw wyizolowanych z produktéw zywnosciowych w
nielicznych wypadkach daja reakcje dodatnig na pod-
tozu z zoHkiem jaja.

Powyzsze wyniki znalazly réwniez potwierdzenie
w badaniach wlasnych. Tylko 14% szczepdéw gronkow-
cow wykazalo reakcje pozytywng na podiozu Cartera.
Badania Winifreda i wsp. (23) wykazaly, ze 173,3%
szczepOw pochodzgeych z ostrych form mastitis wy-
twarzalo zmetnienie na podlozu z zoéltkiem jaja. Jest
to duza liczba w poréwnaniu do szczepéw izolowa-
nych z chronicznych mastitis (6,9%) i z wymion nor-
malnych (7,7%). Na podstawie powyzszych badan auto-
rzy wnioskuja, ze szczepy gronkowcow zlocistych
izolowanych z gruczolu mlekowego kroéw mogg bycé
podzielone na dwie grupy — lipazo-dodatnie, pocho-
dzace z ostrych form mastitis i lipazo-ujemne — =z
chronicznych mastitis 1 z wymion normalnych. Ten
niski procent wynikéw dodatnich w odczynie egg-
-yolk uzyskany w badaniach wlasnych wskazuje w
Swietle dokumentacji terenowej, ze szczepy te wyizo-
lowano z chronicznych zapalen gruczolu mlekowego
krow.

W pracy Ozdzynskiej i Kafla (15) przedstawiono
wyniki badan nad korelacja pomiedzy wytwarzaniem
koagulazy a lipazy u szczepdéw gronkowcdédw pocho-
dzgacych z produkidow zywno$ciowych. Na podstawie
uzyskanych wynikéw autorzy wnioskujg, ze odczyn
na koagulaze moze by¢ zastgpiony odczynem na li-
paze. Badania wilasne nad szczepami gronkowcow
pochodzenia bydlecego nie potwierdzily przewidywa-
nej korelacji miedzy 1ymi dwoma odczynami.
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Ryc. 2. Wrazliwosé na antybiotyki gronkowcdéw koa-
gulazo-dodatnich wyizolowanych z mleka kréw do-
tknietych zapaleniem gruczolu mlekowego

Badania nad wrazliwoscig wyizolowanych szcze-
pow gronkowcdw na antybiotyki wykazaly, ze sg one
in wvitro najbardziej wrazliwe na chloramfenikol
(95,4%) i erytromycyne (93,6%), w nizszym procencie
na penicyline (85%), ampicyline (84,1%) i metycyline
(55,6%). Jeszcze nizsza wrazliwo$é ujawnily na strep-
tomycyne (20,3%) i oxyterracyne (20,3%). Najmniej
szezepow bylo wrazliwych na neomycyne (13,5%).
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Wnioski

1. Wykazanie wytwarzania przez zdecydo-
wang wiekszos¢ badanych szezepow (73,7%) al-
fa-toksyny stanowi potwierdzenie ich poten-
cjalnej chorobotwoérczosei.

2. Wytwarzanie beta-hemolizyny okazalo sie
§cisle skorelowane z dodatnim testem na koa-
gulaze (,prawdziwg”’) i ,,clumping-factor”
(czynnik zlepiajacy), przy uzyciu plazmy by-
dlecej.

3. Stwierdzenie wytwarzania lipazy tylko u
14% badanych szczepdéw wskazuje, ze przy oce-
nie patogennosci gronkowcéw pochodzenia by-
dlecego, odezyn na koagulaze nie moze by¢ za-
stgpiony odczynem na lipaze.

4. Niski procent gronkowcoéw lipazo-dodat-
nich wydaje sie wskazywac, ze szczepy te wy-
izolowano z mleka kréw dotknietych zapale-
niem gruczolu mlekowego o charaktierze prze-
wlekiym.
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Crpace B. — MWU3jpandbie 0OMOJIOTMUECKHE CBOHCTBA
MITAMMOB KOAryJja30-I0J0MKHTEIBHLIX cTa(h)NI0KOKKOB,
KH30JNPOBAHHLBIX M3 MOJOKAa KODOB, IOJABEPIKCHHBIX Ma-
CTHTY.

B pesynnTaTe NpoBeAeHHBIX MCCaenoBaHuy 221 uiTaM-
Ma KOaryJa30-IIONOKUTEIbHLIX CTa(UIOKOKKOB ObBLIO
IIOKAa3aHO 00pa3oBaHue SABHLIM OOJNBIIMHCTBOM LITAM-
MoB (73,1%) anp(a-TOKCHHA, UTO SABJIAETCHA IOATBEPK-
JeHueM M3 MOTeHUMAJLHON 060JIe3HETBODHOCTH.

OOpa3opanue OeTa-reMoOJIM3MHA 0Ka3aJjioCh TECHO
CKOPPENMPOBAHHBIM C IIOJOXKUTENLHLIM TECTOM Ha CBO-
fonuyro Koarymaasy (,Hacroairyo”) u ,,clumping-factor”
(ckneuBarolmii hakKTOP) IPY IPMMEHEHUY IIIa3Mbl CKO-
ta. Kpome Toro Ob1y ObHapyzxen Hu3KUIA npoiedT (14%)
JIUIIA30-IT0JIOKUTEJbHEIX IIITAMMOB, UTO YKAa3bIBAET Ha
TO, 4TO HPU Oll€HKe IIaTOT€HHOCT CTa(PMIOKOKKOBR,
IPOMCXOJANIIMX OT CKOTa, peakuuda Ha Koaryunaly He
MozKeT ObITh 3aMellleHa peakKnuel Ha JUMa3ly M 4TO 3TU
IITaMMBI OBIJNIM M3OJIMPOBAHBI M3 MOJIOKA KOPOB, IIOJ-
BEPIKEHHBIX XPOHMYECKOMY MAaCTUTY.

Stras B. — Seme biolegical properties of coagulase
positive strains of Staph. aureus isolated from cow
milk derived from animals with mastitis.

Out of 221 strains of S. aureus which were coagu-
lase positive 73.7 per cent produced alpha-toxin. The
production of beta-toxin was related with the pre-
sence of free coagulase and clumping factor in case
of cattle plasma. Besides, only 14 per cent of the
strains was lipase positive. The data indicate that
the reaction on coagulase cannot be replaced by test
on lipase. The strains were isolated from animals
suffered from chronic mastitis.

RIS D. R, HAMEL K. L.: Szczepionki dla bydla opar-
te o Leptospira interrogans serovar. pomona zawiera-
jace rézne adjuwanty. (Leptosipra interrogans serovai.
pomona vaccines with different adjuwants in cattle).
N. Z. vet. J. 27, 169—171, 1979 (8).

Badania przeprowadzono na 16 jatéwkach w wieku
9 miesiecy w caterech grupach do$wiadezalnych li-
czgeych po 4 zwierzeta, Zwierzeta z trzech grup za-
szezepiong dwukrotnie w odstepie 11 tygodni szcoze-
pionka A — przeciwko serotypowi pomona zawisrajgca
10% wodorotlenku glinu, szezepionke podawano pod-
skérnie; szczepionka B — 7 dniowg hodowle serotypu
pomona zawierajgca dodatek 10% wodorotlenku glinu,
oraz szczepionkg C — zabita hodowla serotypu pomona
zawierajacg kompletny adjuwant Freunda, stosowang
dootrzewnowo w dawce 2,7 ml. Po 47 tygodniach po
szezepieniu drugim wszystkie sztuki zakazono domies-
niowo 65X108 komoérek zjadliwego szezepu L. interro-
gans serovar. pomona. Najwieksze dzialanie immuno-
genne wywierala szezepionka C. Wsaystkie szczepione
zwierzeta, zaréwno szczepionka A, B jak i C byty
odporne na zakazenie dos$wiadczalne. Po zakazeniu
leptospiry wystepowaly w moczu jedynie sztuk nie-
szczepionych w okresie 10—46 dnia po zakazeniu w
iloci 107 komorek/ml.

G.

HORTON G. M. J., STOCKDALE P. H. G.:
amprolium i monezinu na wydalanie oocyst, wyko-
rzystanie paszy i metabolizm Zwacza u jagniat cho-
rych na kokcydioze. (Effects of amprelium and mo-
nesin on oocyst discharge, fed utilization, and rumi-
nal metabolism of lambs with coccidiosis). Am. J.
vet. Res. 40, 966—970, 1979 (2).

Wplyw

Wplyw stosowania amprolium (10 mg/kg paszy) oraz
monezinu (11 mg/kg paszy) na wydalanie oocyst kok-
cydiéw, pobieranie i wykorzystanie paszy oraz dzienne
przyrosty wagowe przebadano na 56 dniowych jag-
nietach o $redniej wadze 18 kg w trzech grupach
(jedna grupa kontrolna, dwie grupy doswiadczalne). W
oparciu o zalozone mrzetoki do Zwacza oznaczono po-
nadto zawarto$¢ lotnych kwasow tluszczowych i amo-
niaku. Wszystkie jagnieta byly zarazone kokcydiami,
przy czym $rednia liczba oocyst wydalanych z kalem
wynosita 2069 X 105, Monezin, zas w mniejszym sto-
pniu amprolium obnizaly wydalanie oocyst E. nina-
kohlyakimova i E. enhasta. U leczonych jagniat wyz-
sze wartos$ci osiggaly przyrosty wagowe oraz wyko-
rzystanie paszy bylo lepsze w pordéwnaniu do grupy
kontrolnej. Monezin 1 amprolium nie wywieraly
wplywu na poziom lotnych kwaséw tluszezowych i
stezenie amoniaku w zwaczu.

G.
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