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Wybrone włościwośc! biologiczne 9ronkowców koogulazo -dodotnich

wyizolowonych z mIeko krów dołknięłych zopoIeniem gruczołu

m Iekowego

W literaturze fachowe1, dotyczącej probl,emu
mastżtżs u krów ,wyrazono pogląd, że specyficz-
nym drobnoustrojem wywołującym zapaleni,e
gruczołu mlekowego jest SćrepóacoccLls agalac-
tiae (3, 7, B, 20,22). Jednak w ostatnich 1atach,
na skutek intensywnego zwalczania tego dro-
bnoustroju przez stosowanie antybiotyków, u-
dział jego w wywoływaniu zapalenia wymienia
stopniowo zmniejsza się, natomiast wzrasta 1icz-
ba przypadtków zachorowań na tle zakażenia
gronkowcami. Obserwacje te znajdują potwier-
dzenie zarówno w badaniach własnych (21), jak
równiez w publikacjach autorów krajowych i
zagranlcznych (3, 16, 18, 23).

Wobec tego faktu, uznano za celowe podjęcie
badań nad biologtczną charakterystyką szcze-
pów gronkowców wyizolowanych z mleka
krów dotkniętych zapal,eniem gruczołu mleko-
Wego.

Materiał i metody
W pierwszej kolejności, wyizolowane szczepy gron-

kowców badano w kierunku fermentacji mannitolu
w warunkach beztlenowych i wytwarzania koagulazy.
22l szczeplw koagulazo i mannitolo-dodatnich scha-
rakteryzowano pod względem innych właściwości
biologicznych, świadczących o ewentualnej chorobo,
twórczości szczepu oraz poddano testowi wrażliwości
na podstawowe antybiotyki.

Beztlenową fermentac ję mannitolu, koagulazę i
,,clumpingfactor" z plazmą bydlęcą i piaz,-lą ltldzk.ą,

toksyny hemolityczne (alfa, beta, delta), fibrynolizy,
nę, określano metodami podanymi przez Jeliaszewi-
cza (6), a lipazę na podłożu Cartera, W celu okre-
ślenia żn uźtro wrażliwości na antybiotyki stosowano
metodę krążkową zalecaną przez Wytwórnię Suro-
l,ł,ic i Szczepionek w Warszawie. Aktywność stosowa-
nych w badaniach podłoży bakteriologicznych kon-
trolowano przy użyciu standardowych szczepów- gron-
l<or,l,ców.

Wyniki i omówienie

Ogólną charakterystykę szczepów przedsta-
wiają ryc. 1 i 2. W pierwszej kolejności zróz-
nicowano badane szczepy w oparciu o ,Cwie wła-
ściwości: fermentację mannitolu w warunkach
beztlenowych oraz wytwarzanie koagulazy. Te
dwie właściwości umożliwiają odróżnienie
Stapłtylococcus aureus od,Sćophglococcus epż-
dermźdts. W praktyce jednak róznicowanie o-
parte jest na wytwarzaniu przez szczepy koa-
gulazy. Właściwość ta dostatecznie określa po-
tencjalną chorobotwó r czośc szczepów gronkow-
ców,

Koagulaza jest silnym czynnikiem wywołującym
krzepnięcie krwi (6). Porł,oduje wykrzepienie włók-
nika wokół komórek gronkowców, chroniąc je tym
samym przed działaniem mechanizmów obronnych
organizmu. Do działania wykrzepiającego fibrynogen
wymaga obecności tzw. akty,łatora koagulazy (coa-
gulase-reaction factor), występującego w osoczu krwi
i w surowicy (6). Badanie koagulazy i,n uitro jest

_/bjąśnienta,

l. bezćlenotła fermenćaqla mdnnićolu
2. koagu(dza zptdzmą óydtęcq
3. koagutązą z p(azmą tudzkq
4. clumping-fuctor żpldzmą óydtęcę
5. ctumping-fućor z ptdzmą tudzkq
6. hemoltzgna atfa
7,

8.a
9. met. łłormnes
ro. mź. l|onnes
n. e99-yok

Ryc. 1. Właściwości biologiczne gronkowcó-łr wyizolowanych z mle,ka krów dcltkniętych zapaleniem gru-
czołu mlekowego
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najważnie jszą próbą różnicowania potenc jalnie cho-
robotwórczych gronkowców.

Wyniki badań własnych wykazały, że testowane
szczepy w 1000/o fermentowały mannitol w warun-
kach beztlenowych, w 1000/o reagowały dodatnio z
plazmą ludzką, zarówno w próbie na koagulazę wol-
ną (,,prawdziwą") jak,,cIumping-factor" (czynnik
zlepiający), nazywany koagulazą związaną. Natomiast
reakcja dodatnia z plazmą bydlęcą, w próbie na
koagulazę i ,,clumping-factor" wystąpiła u 95,.10/o

szczepów.
Innym czynnikiem decydującym o chorobotlvórczo-

ści gronkowców są wytwarzane przez nie hemolizy-
ny. Większość szczepów gronkowców złocistych wy-
twarza dwie lub Irzy tóżne hemolizyny. Na ogół
szczepy patogenne pochodzenia ludzkiego wytwarza-
ją alfa i delta hemolizynę, natomiast szczepy pocho-
dzenia zwierzęcego - a]fa, beta i delta hemolizynę
( 16).

Alfa toksyna jest jedną z najsilniej działających
toksyn bakteryjnych. Szczepy wytwarzające hemolizy-
nę alf a, da ją po posiewie na podłoże agarowe z
krwią króliczą lub baranią kolonie otoczorre dość
szeroką strefą zupełnej hemolizy, niezbyt ostro odgra-
niczonej (1,, 4, 6, 22). Wytwarzanic jej jest charak-
terystyczne dla szczepó,"v gronkowców wyizolorvanl,ch
od ludzi (1, 6, 16, ż2); rlwnież szczepy bydlęcych
gronkolvców wytwarzają często obok beta-hemolizy-
ny - alfa i delta hemolizynę (11), Zdaniem G]adsto-
ne (5), niewytwarzanie alfa-hemolizyny in uźtro nie
dowodzi, iż nie może ona być wytwarzana in rito.

Wyniki badari wykazały, że stosunkowo wysoki
procent (73,7010) szczepów gronkowców wyizolowanych
z mleka krów wytwarzało hemolizynę alfa.

Beta-hemotizyna jest mniej toksyczna niż alfa-he-
molizyna (5). Nie wykryto jej letalnego działania na
myszach, jedynie wywołu je ona charakterystyczny
rumień na skórze królików (5). Beta-hemolizynę wy-
twarzają najczęściej szczepy gronkowców izolowa-
nych od zwterząt (I, 4, 5, 6, 9, 16, 22). Na podłożu
z krwią bydlęcą, baranią, kozią, porł,staje rvokół ko-
lonii szczepów gronkowców wytwarzających beta-
-hemolizynę szeroka, ostro odgraniczona strefa nie-
zupełnej hemolizy, charakteryzująca się wyraźnym
ściemnieniem, która po przeniesieniu do 1odowki
całkowicie się przejaśnia (hemoIizyna ciepło-zimna).
Obecność beta-hemo]izyny stwieldzono u 95,40/0 szcze-
pów,

Delta toksyna występujc u większości szczepów po-
tencjalnie chorobotwórczych (1). Zgodnie z obserwa-
cjami Gladstone (5), jest silnie toksyczna dla leuko-
cytó\^/ ludzkich i zwielzęcych. Wylvoluje rórvnież
martwicę skóry i lizę erytrocytów człorvieka i konia
(6), Obecność je j można wykazać, hodując szczepy
gronkowców na podłożu agarowym z dodatkiem krlvi-
nek ludzkich lub końskich; wytwarza rr,okół kolot-tii
charakterystyczną, ł.",ąską, ostro odgraniczoną stlefę
hemolizy zupełne j (1, 4, 5). Obecność delta-hetnoli-
zyny stwierdzono tylko u 7,30/o szczepów.

Badania nad wytwarzaniem fibrynolizyny ptz,ez
szczepy gronkowców przeprowadziło wielu autorów,
mając na celu między innymi porórł,nanie szczepów
pochodzenia ludzkiego ze szczeparni pochodzenia by-
dlęcego, Wyniki tych badań (1, 11, 12, 13, 14, 16, 17)
są na ogół zgodne. Twierdzą oni, że SZcZepy gron-
kowców pochodzenia bydlęcego w niskim procencie
wytwarza ją fibrynolizynę, w przeciwieństulie do
szczepów pochodzenia ludzkiego.

Podobne wyniki uzyskano w badaniach własnych.
Fibrynolizynę wytwarzało tylko 6,?0/o badanych szcze-
pów. Fibrynolizyna silnie aktywuje plazminogen czło-
wieka, królika i świnki morskiej (6). Gronkowce wy-
twarza jące fibrynolizynę wydziela ją ją do podłoża;
o ile w podłożu znajduje się wytrącony fibrynogen,
to w miejscu działania fibrynolizyny następuje rozk-
ład zdenaturowanego fibrynogenu, efektem czego jest
przejaśnienie podłoża (6).
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Lipaza jest enzymem lipolitycznym (1, 2, 6, l0).
Reakcja dodatnia obserwowana na a1arze z żółlkiem
jaj jest wynikiem działania lipazy lipoproteinowej
tra lipovitellinę znajdującą się w żółtku jaja (10).

Na temat aktywności iipolitycznej gronkowców wy-
powiadało się wielu autorów (10, 14, 17, 19). Uważają
oni, że szczepy pochodzenia bydlęcego, w przeciwień-
stwie do szczepów pochodzenia ludzkiego oraz szcze-
pów wyizolowanych z produktów żywnościowych w
nielicznych wypadkach dają reakcję dodatnią na pod-
łożu z żółIktem jaja.

Porvyższe rvyniki znalazły również potwierdzenie
w badaniach rvłasnych. Tylko 140/o szczepów gronkow-
cór,v wykazało reakcję pozytywną na podłożu Cartera.
Badania Winifreda i wsp. (23) wykazały, że 73,30lo
szczepów pochodzących z ostrych form mastitis wy-
twarzało zmętnienie na podłożu z żółlkiem jaja. Jest
to duża liczba w porównaniu do szczepów izolowa-
nych z cl-rronicznych mastżtis (6,9Vo) i z wymion nor-
malnych (7,70ń). Na podstawie powyższych badań auto-
rzy wnioskują, że szczepy gronkowców złocistych
izolor,rlanych z gruczołtl mlekowego krów mogą być
podzielone tla dwie grupy - lipazo-dodatnie, pocho-
dzące z ostrych forln mastźtis i lipazo-ujemne - z
chronicznych mctstitżs i z rvymion normalnych. Ten
niski procent lvyników dodatnich w odczynie egg-
-yolk uzyskany ,lv badaniach własnych wskazuje w
ślvietle dokun-rentacji terenowej, że szczepy te wyizo-
]orvano z chronicznych zapaleń gruczołu mlekowego
krórv.

W pracy Ożdżyńskie j i Kafla (15) przedstawiono
wyni](i badari nad korelacją pomiędzy wytwarzaniem
koagulazy a 1ipazy u szczepów gronkowców pocho-
dzących z produktów żvwnościowych. Na po,d§tawie
uzyskanych q,yników autorzy wnioskują, że odczyn
na koagulazę może być zastąpi,ony odczynem na Ii-
pazę. Badania własne nad szczepami gronkowców
pochodzenia bydlęcego nie potwierdziły przewidywa-
nej korelacji między tymi dwoma odczynami.

ająiątaaa,

l. penicgk|na
2. sćreptomycgna
3. óIoranfencźot
4. ołyćerracgna
5. erytromgcgaa
6. neomgcgna
7. metgcgtlna
8, ampicłltłzą

Ryc. 2. Wrażli*,ość na antybiotyki gronkowców koa-
gulazo-dodatnich wyizolowatlych z mleka krów do-

tkniętych zapaleniem gruczołu mlekowego

Badania nad wrażliwością wyizolowanych szcze-
pów gronkorł,ców na antybiotyki wykazały, że są one
źn ,--żtro na jbardzie j wrażliwe na chloramfeniko1
(95,40ń) i erytromycynę (93,60/o), w niższym procencie
na penicytinę (B5Oń), ampicylinę (84,10ń) i metycylinę
(55,69b). Jeszcze niższą wrażIiwość ujawniły na strep-
tomycynę (20,30/o) i oxyterracynę (20,30ń). Na jmnie j
szczepów było wrażliwycl-r na neomycynę (13,50ń).
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Wnioski
1. Wykazanie wytwarzania pTzez zdecydo-

waną większość badanych szczepów (73,70lo) al-
fa-toksyny stanowi potwier,dzenie ich poten-
cj alnej chorobotwórc:zości.

2, Wytwarzanie beta-hemolizyny okazało się
ściśle sl<ore],owane z dodatnim testem na koa-
gulazę (,,prawdziwą") i ,,clumping-factor"
(czynnik zlepiający), przy użyciu plazmy by-
dlęcej.

3. Stwierdzenie wytwarzania ltpazy tylko u
14ło badanych szczepów wskazuje, że przy oce-
nie patogenności gronkowców poch,o,cizenia by-
dlęcego, odczyn na koagulazę nie może być za-
stąpiony odczynern na lipazę.

4. Niski procent gronkowców lipazo-dodat-
nich wydaj,e się wskazywać, że szczepy te wy-
izo],owano z mleka krów dotkniętych zapal,e-
niem gruczołu mlekowego o charakterze prze-
wlekłym.

piśmiennictwo

L, Burć,ianka M., Pl,iszka A.: Mikrobiolo8ia żywności. PzwL,
warszawa, 1971.

2. Carter ck, H.i J, Bact. 79, 753, 1959.
3. Aktualne poglądy na Zwa]czanie schorzeń wymienia (praca

Zbiorowa). PWR,IL, Warszas,a, 1966.
4. Gedek W.: Die staphylokoken-Mastitis bei Haustieren.

Gustav Fischer verlag, Jena, 1972.
5. Gtadstone G. P.: Post. Mikrobiol. 5, 145, 1966.
6. Jeliaszeuicż J., Cabulską J,, Ha,IDiger J,, zak c.i ziaten-

kowce Gram-dodatnie, biologia, rozpoznawanie i różnico-
wanie. wyd. Med. PZH, 1969.

1, Kurek cz., StawickŁ W.: Medycyna \trlet, 28, 462, |972.
8, Rurek Cz., Preis E.: Medycyna wet. 28, 66l, L972.
9, LokeTn R, l., Hoat rl. I{,: Am. J. vet. Res. 24,534, 1962.

L0. Lundbeck H., Tirunarauanan M. o.: Acta path. microbiol.
Scand. 68, 123, 1966,

7)., Marandon J. L,, oeding P.: Acta path. microbiol. scand,
67,149,1966.

72. Meuer w,: zenlb\, Bakt ParasitKde I 201, 331, 1966.
I3. Meaer W.: PoSt. Mikrobiot, 5, 14B, 1966.
tą. tuteŃer M.: v co11oquium iiber Fragen der Lysotypie. wer-

65,
15. E., Rafel s.: Medycyna wet. 24, 225, 1968.'
16. : -Grońkowcowe Żatrucia pokarmowe. PZWL,

'Warszawa, 1973.

L7. PulDerer G.: Post. Mikrobiol., 5, 2, 1966.
78. samborski z.: Medycyna wet, 26, 449, 1969.
19, sand,Dik o.: vet, congr, BerBen 1970. s. 2B3.
20. SCbaLm o., woods G. M,: Am. J. vet. Res. 14, 530, 1953.
2l, straś B.: właściwości biologiczne SZcZepó,W gronkowcóW
, koagulazo-dodatnich, wyizolowanych z mleka krów z kli-

nicznym 1u1] podklinicznym Zapaleniem gruczolu mleko-
wego, Praca dokt. Instytut Biologii stosowanej ART, 01-
sztyn, 1975.

22, Truszcż,uńskż M,I Bakteriolo8ia weterynaryjna. PwRiL,
Warszawa, 1969.

23. winitre:], B,, Reid M. s,, wżbon J. I},: Am. J. vet. Res. 20,
78,1959.

Adres autora: dr Bożena Straś, ul. GolęcińSka 13/1r, 60-626
PoZnań.

Crpacs B. - l{:óparrrrrle 6lronorrr.recxrłe cnoficrsa
IIITaMMoB KoaTyJIa3o-IIoJIo}KIrTeJILHsrx craSlrloI(oKItoB,
,13oJII4poBaHHbIx Lr3 MoJIoKa I(opoB, IIoABep)KeHIILIx Ma-
cTIfTy.

B pesynrrare [poBeAeHHbIx rlccJleAoB arłufr. 22L uITaM-
Ma I{oaIyJIa3o-IIoJIox(ilTeJIrHsrx craQuroxoxrog 6rrno
noKa3a}lo o6pasosarłr,re ffBIIbIM 6ołr,urrłHcrsoM lI]TaM-
ruos (73,?0/o) anrQa-rorcrłHa, qTo flBJLEeTcff IIoATBep)K-
AeH]4eM rf 3 [oTeHl{I4a,[srroń 6onesHeTBopnocTu.

O6pasonaHlre 6era-reMoilrłs]4na oKa3aJlocb Tecno
cKoppeJIrlpoBaItHblM c uoJIoż<]4TeJIbHbIM TecToM Ha cBo-
óo4uy ro KoaryJIa3y (,,Hacroau4yro") łr,,,clllutmping-f ac'tor"
(crrrelrsarou4rrń Qaxtop) fiprl ilp]4MeHeH]4I4 [JIa3MLI cKo-
ra. Kpolłe toro 6rrł oóuapyx<eu Hwsrwil npoqerłr (140/o)

JIrna3o-IIoJIoX<r{TeJIbHLIx uITaMMoB, qTo yKa3bIBaeT Ha
To, tlTo fiprr oLIeHKe rraToreHHocTr1 cra$znoxoxxon,
flporlcxoAfiIq]4x oT cKoTa, peaKl{]4fl Ha I(oaIyJIa3y He
Mox{eT 6r,rrs salrerqeHa pearqrłeż I{a JIr{Ea3y IĄ allo 9TI4
IuTaMMLI 5tlllll usoJlupoBaHbl{3 MoJIoł(a Kopots, noA-
Bep)KeHHF,Ix xpoHJ4qecKoMy MacTr{Ty.

Straś B. - Some biological properties of coagulase
positive strains of §taph. aureu§ 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 pro,duced 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 oi the
strains was lipase positive. The data indicate that
the reaction on coagulase canno,t be replaced by test
on lipase. The strains were isolated from animals
suffered from chronic mastitis.

RIS D. R,, HAMEL K. L.: Szczepionki clla bytlła opar-
te o Leptospira interroga"ns serov&r. poilnolr,a za,vłiera-
jące różne aćtjuwanty. (Leptosipra interrogans slerovar.
pomona vaccines with differerrt adjuwants in cattle).
N. Z, vet, J. 27, 769-771, 1979 (B).

Badania przeprowadz,ono na 16 jałówkach w wieku
9 rniesięcy w cztere,ckl gr,ulp,a,ch doś,wiadczalnych Ii-
clzącl"c,h po 4 zwierzęla. ZwierzęLa z tr,zech grup za-
s,zczepiong dwu]kro,tnie rv o,dstępie 11 tygo,dni szcze-
pionką A - przeciwko serotyporvi pomona zawi,:rającą

'Oo7o 
*o,6,3roLtlerrrku gl,inu, sizczepionkę podawarro pod-

skórnie; szczepionką B - 7 dniową hodowlę serotypu
pomona zawierającą dodatek 109/o wodor,otlenku glinu,
oraz szczeplonką C - zabita hodowla ser,otypu pomona
zawierającą kompletny adjuwanŁ Freunda, stosowaną
do,o,trrzewnowo w dawce 2,7 rnl. Po 47 tygodniach po
szczepieniu drugim wszystkie sztuki zakażono domięś-
niowo 65X108 komórek zjadłiłvego slzlczelpu L. interro-
gans serovar. pomona, Największe działanie immuno-
genne wlrvierała szczepiontka C, Wszystlkie 5zczepiorne
zslrielzęiŁa, zarówn,o szcLzepioriiką A, B ja]k i C były
odporIne na zdxażenie doś-wiadczalne. Po zakażelniu
l,eplt,ospiry występo,wały w moczu je,dyni,e sztuk nie-
szczepionych w okr.esie 10-46 dnia po za'każeni,u w
ilośoi 107 ko,mórerky'ml.

HORTON G. M. J., STOCKDALE P. H. G.: Wpływ
amprolium i monezinu na wydalanie oocyst, wyko-
rzystanie paszy i metabolizm żwacza u jagniąt cho-
lych rra kokcydiozę. (Effects of amprolium 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).

Wpływ stosowania amprolium (10 mg/ke paszy) oraz
monezinu (11 mg/kg paszy) na wydalanie oocyst kok-
cydiów, pobieranie i wykorzystanie paszy oraz dzienne
przyrosty wagowe przebadano na 56 dniowych jag-
niętach o średniej wadze 18 kg w trzech grupach
(jedna grupa kontrolna, dwie grupy doświadczalne). W
op,arciu o ,załażoine przetoki do żwac,za oz:laczolno po-
nadto zawartość lotnych kwasów tłuszczowych i amo-
niaku. Wszystkie jagnięLa były zarażone kokcydiami,
przy czym średnia iiczba oocyst wydalanych z kałem
wynosiła 206,9 X 105. Monezin, zaś w mniejszym sto-
pniu amprolium obniżały wydalanie oocyst E. nina-
kohlyakimova i E. enhasta, U leczonych jagniąt wyż-
sze wartości osiągały przyrosty wagowe oraz wyko-
rzystanie paszy było lepsze w porównaniu do grupy
kontrolnej" M,onezin i amprołium nie wywierały
wpływu na poziom lotnych kwasów tłuszczowych i
stężenie amoniaku w żwaczu.
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