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Wystepowanie elastolitycznej mikroflory tlenowej

w ,kulawce” owiec

7 zakladu Higieny Weterynaryjnej w Lublinie

Podstawowe kryterium wzglednej chorobo-
tworczosci beztlenowcow B. nodosus — uzha-
nych za gtéwny czynnik etiologiczny w ,ku-
lawce” owiec (KO) — polega na ocenie aktyw-
nosei tych bakterii wobec elastyny (11).
Stwierdzono bowiem prosta korelacje pomie-
dzy intensywnoscia wywolanej elastolizy a in-
wazyjnoscia szczepu. Szczepy bardziej proteo-
lityczne wystepowaly zwykle przy ciezkie]
formie schorzenia (5). Poza tym, spoérod in-
nych bakterii wykazano, ze wlasciwosci elasto-
lityczne cechuja réwniez — wystepujace przy
Jkulawce” owiec — mikroaerofilne szezepy
C. pyogenes (3). Jednoczeénie okazalo sie, ze
maczugowce te posiadaja zdolnos¢ do wWywo-
lywania zmian zapalno-nekrotycznych w raci-
cach zakazonych owiec (9). Zatem masuwa sie
przypuszczenie, zZe kryterium elastolizy moze
posiadaé szersze znaczenie, tj. stuzy¢ wstepne]
ocenie roli r6znej mikroflory stwierdzanej w
KO. Podkreslié przy tym malezy, ze pod tym
wzgledem bakterie tlenowe nie byly dotych-
czas sprawdzane.

W zwiazku z powyzszym jako cel niniej-
szych badan wlasnych przyjeto zbadanie na
aktywnos¢ elastolityczng tlenowe] mikroflory,
wystepujacej w ,kulawce” owiec, oraz prze-
prowadzenie wstepnej identyfikacji tych bak-
terii.
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Maferiat i metody

Szezepy  wzorcowe. W celach porownaweczych
stosowano szezepy laseczek B. cereus, B. brevis, B.
mycoides oraz paleczek P. ageruginosa i P. fluores-
cens (Zaklad Mikrobiologii Ogoélnej, UMCS), a takze
szezepy B. subtilis, B. circulans i B. megaterium
(Zaklad Mikrobiologii Wet., AR w Lublinie),

Badane probki. Uzyto chorobowo zmienione wycinki
{kanek, pobrane z sasiedztwa skory i rogu racicowe-
go, od 9 owiec z 2 réznych owczarni tj. A (owce 1—5
oraz B (owce 6—9). Proces chorobowy powodowal u
tveh zwierzat zmiany zapalno—martwicze w skérze
szpary miedzyracicowej oraz ohjawy kulawizny.

Posiewy i izolacja, Prébki badanych materialéw po-
siewano na 2 podloza agarowe tj. z dodatkiem 10%
krwi owezej oraz 15% surowicy konskiej. Izolacja po-
legala na wycigein wraz z agarem pojedynczych ko-
lonii i przeniesieniu ich do bulionu 2 10% surowicy
kofiskiej. Czas inkubacji w 37°C wynosil 2—3 dni.

Identyfikacja. Sprawdzano morfologie komdrki i
kolonii, barwienie sie metodg Grama, cieploopor-
no&é wytwarzanyeh endospor, a takie badano wlas-
ciwosei fermentacyjne wobec niektérych cukrow i
allcoholi, wytwarzanie indolu oraz wzrost W podinzu
z mlekiem.

Aktywnoéé elastolityczna. Trawienie elastyny bada-
no meioda podang przez Murphy (8) i slosowana przez
Stewarta (11) oraz Dicka i wsp. (4). Koncentracja e-
lastyny (Koch — Light Lab, Anglia) zwiagzanej 2z
czerwienia Kongo w podioiu agarowym Z dodatkiem
15% surowicy konskiej wynosila 0,3%. Pozywke za-
siewano duza dawka hodowli plynnej stosujac linij-
ny posiew. Czas inkubacji w 37°C wynosit 14 dni.
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Wyniki

Badane wycinki skéry i rogu racicowego za-
wieraly jako .stala mikroflore tlenowsg — la-
seczki z rodzaju Bacillus, ziarniaki Staph. epi-
dermidis oraz paleczki Proteus sp. i E. coli.
Rzadzie] wystepowaly gronkowce Staph. pyo-
genes (3 owce) oraz blizej niezidentyfikowane
paciorkowce z rodzaju Streptococcus (4 owce).

Powyzsze bakterie tj. ogélem 27 szczepow
Bacillus, 9 Staph. epidermidis, 9 E. coli, 9 Pro-
teus, 4 Streptococcus i 3 Staph. pyogenes —
przebadano w zakresie aktywnosci elastoli-
tycznej. Poza tym w celach Kkontrolnych
sprawdzono wlasciwosei elastolityczne takze 6
szezepbw wzorcowych z rodzaju Bacillus (ga-
tunki: subtilis, megaterium, cereus, brevis,
mycoides i fluorescens). Rezultaty tych badan
przedstawia tab. 1. Wynika z niej, ze dzialanie
elastolityczne wykazywaly wszystkie wyosob-
nione szczepy laseczek z rodzaju Bacillus, a
sposrod szezepow wzorcowych podobnie zacho-
wywaly sie paleczki Pseudomonas aeruginosa i

Tab. 1. Aktywnosdé elastolityczna badanej mokroflo-
ry tlenowej

. Gatunek
¢ roozay bakterdd
Szczepy wyosobnione:
Bacillus sp. (grupa 4)
Bacillus sp. ( grupa 8)
Bacillus sp. (grupa c)
Staph. pyogenes
Staph. epidermidis
Streptococeus sp. (alfa hem.)
E.coll
Proteus sp-
Szczepy wzorcowe:
8 subtilis
8. megaterium
8. cereus
8. cireulans
8. brevris
8. mycoides
P aeruginosa 7
P fluorescens !

Liczba Stopien elastolizy
SZICTOPOM = + =

9
9
9
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Objasnienie: oznaczenia cyfrowe = liczba szczepow.

Pseudomonas fluorescens. Na uwage zastuguje
brak tego typu aktywnosci u wzorcowych
szczepow Bacillus, Efekt elastolityczny przed-
stawial catkowite przejasnienie podloza spowo-
dowane strawieniem czastek elastyny w sa-
siedztwie wyrostych kolonii (ryc. 1).

Wspélna cecha elastolitycznych  laseczek
Bacillus byl wzrost w bulionie w postaci ko-
7zucha i1 osadu na dnie probdéwki, szybkie tra-
wienie kazeiny mleka, jak réwniez wytwarza-
nie endospor nie deformujacych sporangium
i przezywajacych ogrzewanie w 100°C w cia-
gu 15 minut, a ponadto hemolizowanie krwi
owczej oraz nieprodukowanie indolu. Nato-
miast istniejace réznice we wlasciwosciach
morfologiczno-fermentacyjnych szczepoéw sta-
nowily podstawe do wyréznienia 3 odrgbnych
grup (A, B, C).

Ryec. 1. Efekt wywolanej elastolizy przez laseczki

Bacillus (szczep z tzw. grupy A)

Ryc. 2. Morfologia kolonii szezepu Bacillus tzw. gru-
py A

L 2 i
Ryc. 3. Morfologia kolonii szezepu Bacillus tzw. gru-
py B

Ryc. 4. Morfologia kolonii szczepu Bacillus tzw. gru-
py C
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Szezepy grupy A przedstawialy dlugie la-
seczki Gram-dodatnie, ktére na podiozu agaro-
wym z surowicg konska tworzyly kolonie sred-
nicy 5—8 mm, szare, matowe o nieregularnym
brzegu (ryc. 2). Interesujaca wladciwoscia tych
bakterii bylo produkowanie gazu podczas fer-
mentowania glukozy, sacharozy, ksylozy, man-
nitu, skrobi i fruktozy (brak rozbudowy sor-
bozy, ramnozy i arabinozy).

Laseczki z grupy B stanowily sredniej diu-
gosei komorki, a ich kolonie posiadaly wielkosc
4—5 mm, byly na ogol plaskie, w srodku nieco
zapadniete o wzglednie rownym brzegu (ryc. 3).
Powierzchnia kolonii, w miare przediuzania
sie inkubacji, stawala sie nieréwna. Bakterie
te stale fermentowaly glukoze, fruktoze i man-
nit, zmiennie zachowywaly sie w stosunku do
sacharozy, arvabinozy i skrobi, a nie wykorzy-
stywaly ramnozy, sorbozy oraz ksylozy.

Szezepy grupy C tworzyly dlugie laseczki
i charakterystyczne, wzerajace si¢ w podioze
kolonie z nitkowatym brzegiem, suche, sredni-
¢y 3—4 mm (ryc. 4). Od bakterii z grupy B
réznity sie fermentowaniem ksylozy oraz nie-
rozktadaniem fruktozy.

Dyskusja
Dotychczasowe prace, przeprowadzone W
kontekscie etiopatogenezy ,kulawki” owiec,

dowodzily, ze aktywnos$¢ elastolityczng posia-
daja wylacznie beztlenowe pateczki B. nodosus
(5, 11, 12) oraz mikroaerofilne maczugowce
C. pyogenes (3). W niniejszych badaniach
wlasnych wykazano po raz pierwszy stalg o-
becno§¢ w tym schorzeniu laseczek z rodzaju
Buacillus trawigcych elastyne. Wedlug dostep-
nego pismiennictwa — powyzsza wlasciwos¢ —
nie byla jeszeze opisana u laseczek tlenowych.
Wspomnieé tez nalezy, ze zaden z posiadanych
szezepbw wzorcowych rodzaju Bacillus, pomi-
mo zachowanych wlasciwosci proteolitycznych
wobec kazeiny mleka, nie trawil elastyny. Za-
temn stwierdzone w .kulawce” owiec bakterie
moga tworzyé zupelnie nieznang populacje
tych szezepow.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze oby-
dwa szezepy wzorcowe P. aeruginosa i P. fluo-
rescens rozpuszczaly elastyne. Wynik ten po-
twierdza dane innych autoréw o aktywnosci
elastolitycznej palteczek Pseudomonas (6, 7).
Zdaniem Carricka i Berka (2) oraz Snella
i wsp. (10) zdolnos¢ produkowania elastaz
przez bakterie Pseudomonas koreluje z ich wi-
rulencjg. '

Jak dotad nie badano pochodzenia elastoli-
tycznych szezepoéw rodzaju Bacillus. By¢ moze,
ze ich rozerwuarem jest ziemia, bowiem nor-
malnie stanowi ona gléwng nisze ekologiczng
dla laseczek tlenowych (1). Nie mozna jednak
wykluczy¢, ze wchodzg one w sklad autono-
micznej mikroflory kalowej lub skoérnej.
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Wyosobnione szezepy laseczek z rodzaju Ba-
cillus posiadaly zréznicowane wladciwosei bio-
chemiczne. Jednak zastosowane metody diag--
nostyczne nie pozwolily na blizsza ich identy-
fikacje. Wyrdznione 3 grupy bakteryjne wy-
daja sie przedstawiaé¢ odrebne gatunki. Pod-
kre§li¢c przy tym nalezy, ze szczepy grupy A
wyrozniaty sie zdolno$cig produkowania gazu,
co zblizalo je do laseczek B. macerans 1 B.
polymyxa (1).

Znaczenie wykazanych w ,kulawce” owiec
elastolitycznych laseczek Bacillus nie jest zna-
ne. Powszechno$é¢ ich wystepowania w tym
schorzeniu moze sugerowaé ich wplyw na pro-
ces destrukeji wlokien elastycznych tworzy-
wa racic. Taka specyficzng akitywnos¢ proteo-
lityczng opisano dotychczas tylko u beztlenow-
cow B. nodosus tj. uznanych czynnikow etio-
logicznych , kulawki” owiec (5, 11, 12).
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Urpiran 3., Bapu Y. — Ilospaenue 9J1aCTOINTHYIE CKOI
KHCJIOPORHOH MMEpPOMIOPLI B NHOCSNTUIEMUH OBCIL.

Vccnenosany Ha IIPUCYTCTBME  SJACTONUTHYECKON
KMCIOPOAHOM MMUKPOMIOPh! BBIPE3KN KOXKM ¥ KONBIT-
HOT'O pora OT 9 OBel, IOKa3bIBAIOIIMX CUMIITOMEI THI0-
centuieMuu., V3 ucsonupoBaHuHBIX 61 GakTepuambHOIO
ITaMMa YIOMAHYTOE CBOMCTBO ITOKAa3BIBANO 27 IITAM-
MOB Iajouek u3 pojaa Bacillus, cxIaccHOUUUDOBAH-
HBIX B 3 oTmenbHBIX Tpymmnax A, B, C. Crexyer mon-
epKHYT, 9YTO HY OOuH M3 6 o0pa31ioBbIX IITAMMOB IIa-
nogex Bacillus (Bmapr: mycoides, brevis, cereus, sub-
tilis, cirulans u magaterium), IpUMEHEHHLIX INJIf KOH-
TpOJs, He TepeRapuBall snacTuHa. B pabore mpusene-
HbI OCIHOBHLIE CBOMCTRBA M30JAMPOBAHHBLIX SJIaCTOJIUTH-
yecKMX ~UITAMMOB M TIPOAMCKYTMPOBAaHa HUX POIb B
KOHTEKCTe 9THOMATOreHe3a MMOCENTUIEMNUM OBeIl.

Cygan Z., Barcz I. — Occurrence of clastolytic aero-
bic microflora in lameness of sheep.

The samples of the skin and hoof horn of 9 sheeps
with the signs of lameness were taken towards ela-
stolytic microflora examinations. Out of 61 strains
isolated 27 showed that feature; they were classified
into A, B and C group. No standard strain, ie. B.
mycoides; B. brevis, B. subtilis, B. cirulans, B. mega-
terium, B. cereus — used as controls, did not degra-
de elastin. Fundamental characteristics of the strains
were given and their role in the etiopathogenesis ©of
lameness of sheep was discussed.



