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Wrazliwo$é na ekstrakt propolisu drobnoustrojéw

wywolujacych mastitis v bydla w badaniach in vitro

Instytut Weterynarii,

Schorzenia wymion sa ciggle zagadnieniem
aktualnym i otwartym, tak ze wzgledu na zlo-
zonosé przyezyn, jak i wynikajacych skutkow.
7, samej istoty rzeczv sg do tego stopnia za-
gadnieniem skomplikowanym, iz w zwalcza-
niu i zapobieganiu tych schorzen bierze udziat
wiele specjalnosei zwigzanych z produkeja
zwierzeca, a w szczegdlnosci produkcejg mlecz-
ng. Choroby wymienia, bez wzgledu na ich ro-
dzaj 1 tlo, ogdélnie okreslane sg jako zapalenie
gruczolu mlekowego — mastitis. Grueczol mle-
kowy u bydia hodowlanego z uwagi na swoja
funkcje nie jest catkowicie skorelowany z cyk-
lem rujowo-ciazowym. Poddawany powtarza-
jacym sie bodzcom dojenia jest narzadem sta-
le czynnym, gdyz wydzielanie mleka odhywa
sie przez calg dobe w ciggu wielu miesiecy
okresu miedzycigzowego. Jest wiec narzadem
wybitnie obcigzonym praca, powodujgcg w kon-
sekwencji wysoka jego wrazliwo$¢ na czynniki
zewnetrzne, uszkodzenia mechaniczne i podat-
nos¢ na dzialanie drobnoustrojow. Leczenie za-
palenia gruczoltu mlekowego na tle bakteryj-
nyim wymaga poznania wrazliwosci zarazka na
chemioterapeutyki lub antybictyki.

Wedlug autoréw amerykanskich (20) wiek-
szo§¢ zakazen bakteryinych wymion powoduia
paciorkowce bezmlecznosci (Streptococcus aga-
lactiae) oraz gronkowce (Staphyloccocus). Spo-
$rod innych drobnoustrojow wywolujgcych to
schorzenie okolo 2-—3% przypada na Pseudo-
monas aeruginosa, 2% Escherichia coli, 1—2%
na Corynebacterium pyogenes. Ponizej zas 0,5%
przypadkéw wywolywanych jest przez Paste-
urella multocida, Klebsiella pneumoniae, Lepto-
spira pomona, drozdze — Cryptococcus lub
Candida, W podobnym odsetku wystepuija za-
palenia wymion na tle zakazenia Clostridium
perfringens (11), Proteus morgani, Nocardia
asteroides, Spherophorus necrophorus, Diplo-
coccus prneumoniae, pateczkami Brucella oraz
Muycobacterium tuberculosis.

7, wieloletnich badan wykonywanych w pra-
cowniach chorob wymion Zakltadéw IHigieny
Weterynaryjnej 1 Weterynaryjnych Leaborato-
riach Diagnostycznych wynika, ze w Polsce
schorzenia wymion tta bakteryjnego wywoly-
wane sg w 50% przypadkéow przez paciorkowce
bezmlecznosei (Streptococcus agalactiae), Pozo-
stala cze$¢ wywolywana jest w kolejnosei przez
Staphylococcus, Streptococcus uberis, Escheri-

chia coli i Corynebacterium pyogenes, Spora-

ul. Al, Parlyzanow 57, 21-100 Puiawy

dycznie notuje sie przypadki na tle hezllenow-
cow lub innych drobnoustrojow (5).

Wprowadzenie antybiotykéw i chemiotera-
peutykdéw w leczeniu zakazen bakteryjnych
zwierzat, znalazto rowniez zastosowanie w le-
czeniu chorob wymion (1, 2, 3, 4, 14, 18, 21).
Znajomo$é wrazliwosci flory bakteryjnej izolo-
wanej z przypadkow chorobowych gruczolu
mlekowego na stosowane antybiotyki lub che-
mioterapeutyki pozwala osiagnal lepsze wymniki
w leczeniu tego schorzenia. Jednakze czesto po-
mimo wilasciwego postepowania lekarsko-wete-
rynarvijnego i zootechnicznego, podawanie wy-
branych lekdéw nie daje spodziewanych rezul-
tatow. Ma to miejsce szczegdlne wowczas, kie-
dy na skutek dlugotrwalego stosowania anty-
biotykow dochodzi do powstawania szczepow
antybiotykoopornych. Niekiedy zas wraz ze
znikaniem bakterii bedacych pierwotna przy-
czyng schorzenia, pojawiaja sie inne drobno-
ustroje, przewaznie grzyby. Najczesciej mamy
wowcezas do czynienia z zapaleniem wymienia,
wywolanym przez Candida albicans. Grzyb ten
nie jest wrazliwy na wiekszos¢ stosowanych
antybiotykow i chemioterapeutykéw. W takich
przypadkach niekiedy wartoscjowe, wysoko
mleczne krowy, na skutek mastitis na tle kan-
dydozy, sg eliminowane z hodowli. Pocigga to
za sobg okres$lone straty zaréwno w produkecji
mleka, jak i w poglowiu kréw. Choroby wy-
mion powodujgc zmniejszong, uposledzong lak-
tacje lub jej calkowity zanik, pociagaja za soba
wymierne straty ekonomiczne. Dlatego tez po-
szukiwanie nowych, bardziej skutecznych od
obecnie stosowanych preparatow do leczenia
choroh wymienia jest zagadnieniem wcigz ak-
tualnym i celowym.

7 licznych badan wynika, ze ekstrakty pro-
polisu wykazuja wlasciwosci przeciwbakteryjne
wobec takich drobnoustrojow, jak: Staphylo-
coccus, Streptococcus epidermidis, Escherichia
coli, Mycobacterium tuberculosis (6), Tricho-
phyton gypseum (8), Bacillus cereus (9), Asper-
gillus sulphureus (17). Ponadto wyniki donie-
sien autordow radzieckich (7) wskazujy, ze w
trakcie dzialania tego ekstraktu na drobno-
ustroje nie dochodzi do powstawania szczepow
propolisoopornych. Dane z piSmiennictwa ra-
dzieckiego $wiadezg réwniez o tym, ze mozna
osiggnat dobre wyniki leczenia przy pomocy
eksiraktéw propolisu w przypadkach wystepo-
wania gronkowcéw antybiotykoopornych (16).
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Biorac pod uwage fakt, ze ekstrakty propo-
lisu — poza aktywnoscig przeciwbakteryjng —
posiadaia réwniez zdolnosci znieczulajgce i bio-
stymulacyjine (19), podjeto badania zmierzajace
do zastosowania tego preparatu w leczeniu sta-
néw zapalnych gruczolu mlekowego u krow.

Material i metody

Do badan uzyto ekstraktu propolisu otrzymanego
w nizej podany sposdb. Surowiec propolisu ekstra-
howano mieszaning rozpuszczalnikéw: alkohol me-
tylowy, eter etylowy, aceton i octan etylowy w sto-
sunku 1:1:1:1, w temperaturze pokojowej £20°C,
przez okres 48 godzin. Mieszanine rozpuszczalnikow
stosowano wagowo w stosunku do surowca propolisu
Jak 10:1. Uzyskany ekstrakt przesgczano przez bibule
filtracyjng Whatmanna. Z przesgczu wytracano sub-
stancje woskowe rozpuszczalne w wym. mieszaninie
rozpuszezalnik6w i ponownie sjczono przez bibule
filtracyjna. Otrzymany klarowny roztwor ekstraktu
propolisu odparowywano nastepnie pod zmniejszonym
cidnieniem w celu usuniecia rozpuszezalnikéw. Proces
odparowywania przeprowadzano do momentu uzyska-
nia statej wagi. Uzyskang ciemns, ciggliwg substan-
cje ekstraktu propolisowego o specyficznym swoistym
zapachu, rozpuszczano w okreslonej objetosci 90% al-
koholu etylowego. Tak przygotowany roztwér o okre-
slonym stezeniu ekstraktu propolisu wyrazony w mi-
ligramach (mg) ekstraktu na 1 m! alkoholu etylowego
(mg/ml), stuzyt od okredlenia jego aktywnosei prze-
ciwbakteryjnej: MIC (minimal inhibition econecentra-
tion) najmniejsze stezenie bakteriostatyczne i MBC
(minimal bactericidal concentration) najmniejsze ste-
zenie bakteriohdjeze, Jako wzorca uzyto szczepu gron-

kawea zlocistego — Staphylococcus aureus 200P (Ox-
ford).
Zastosowano podloza: a) stale o skladzie — Bacto

casitone Difco 4 g, wyciag drozdzowy Difco 3 g, wy-
cigg migsny 500 ml, NaCl 3,5 g, agar Oxoid nr 1 15 g,
won dest, 500 ml, b) plynne wg Grove i Randala nie
zawierajace glukozy i fosforanéw. Podloza posiadaly
pH 65—68, gdyz w tych granicach pH (od 6.0 do
6,8) wladciwosci antybakteryjne ekstraktéw propoli-
sowych wykazuja wartofei niezmienne (15). Technika
badania MIC i MBC byla identyczna jalk w pracy
poprzednie] (15). Aktywnoéé przeciwbakteryina eks-
traktu propolisu wynesita MIC=100 pg/ml podlaga,
zas MBC=160 pg/ml podloza wobec standardowego
szezepu gronkowea,

W pierwszym etapie pracy uzywajac wyiej onisa-
nego ekstraktu okredlono jego aktywnodé woher szeze-
pow (Osrodek RKolekeji Szezepow Bakteryinyeh In-
strtutu Weterynarii w Pulawach): Streptococeus aga-
lactine 4, Corymnebacterium puogenes 518, Escherichia
coli 353, Escherichia coli 354, Pseudomonas aerugino-
sa i Candida albicans, Nastepnie ustalono aktywnose
przeciwhakterying tegoz ekstraktu wobec 34 szezepow
terenowych Streptococcus agalactiae i 35 SZLZEPOW
Staphylococens aureus, Szezepv terenowe paciorkow-
ca bezmlecznodei i gronkowea zlocistego zostaly wy-
izolowane z prob mleka nadsylanyeh do pracowhi
hezd_ania chor6h wymion ZHW w Lublinie. Identyfi-
kit‘{_‘JE szezepOw nrzeprowadzano zgodnie z instrukeis
Min, Rol. Dep, Wet, Nr 48 z dnia 22 wrzeénia 1978 T,
(WET, .'f%u 17-640/8/78) w sprawie rutynowegn rozpo-
znawania drobnoustrojéw patogennych dla gruczolu
mlekowego kréw. Dla wszystkich badanych szezepdw
bakteryinyech — zar6wnn muzealnyeh, jak i tereno-
v.'-‘;t,‘h — okreflono MIC i MBC wym. ekstrakiu pro-
polisu,

Wyniki i omowienie

Badaniem objeto lgcznie 75 szezepéw hakte-
ryjnych, w tym 6 szezepéw pochodzito z O-
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Tab. 1. Wrazliwo$é muzealnych szczepdw bakteryjnych
na ekstrakt propolisu

Wartos¢ Stosunek
Nazwa szczepu ‘ MIC MBC | MIC : MBC
@b |

Str. agalactiae ‘ 0 | 80 1:1,1
Candida albicans 80 ! 80 1:11
Coryn. pyogenes 518 | 80 | 270 1:34
E. coli 353 260 580 1:22
E. coli 354 260 | 580 1:22
Pseudomonas aerug. | 630 1320 1:1,9

Srodka Kolekcji Drobnoustrojow Instytutu We-
terynarii w Pulawach, a 69 szczepow zostalo
wyosobnionych w ZHW z przypadkow mastitis
u kréw. Sposréd 6 muzealnych szczepdw zba-
danych we wstepnym etapie pracy (tab. 1)
Streptococcus agalactiae okazal sie najbardziej
wrazliwy na ekstrakt propolisu, przy czym
dawka bakteriostatyczna wynosita 70 ug/ml,
a bakteriobdjcza 80 pg/ml podioza. Roéowniez
szezep Candida albicans byl bardzo wrazliwy
na dzialanie propolisu (MIC=80 pg/ml a
MBC=90 pg/ml), a stosunek wartosci MIC do
MBC wynosit jak 1:1,1. Jest to ciekawe i cen-
ne spostrzezenie, gdyz dotychczas nie jest zna-
ny preparat, ktory tak skutecznie dzialatby na
ten drobnoustr6j. Bakteriostatyczne dziatanie
propolisu w stosunku do szczepu Corynebacte-
rium pyogenes mialo miejsce przy 80 pg/ml
i bylo identyczne jak u Candida albicans. Jed-
nakze dla osiggniecia efektu bakteriobédjeczego
potrzeba bylo az 270 ng/ml podioza. Tak wiec
wymagane jest ponad trzykrotnie wicksze ste-
zenie propolisu dla zabicia tego drobnoustroju,
niz dla zahamowania jego wzrostu. Znaczng
opornoscig na dziatanie propolisu-odznaczaty sie
szczepy Escherichia coli, dla ktoéorych wartosc
MIC wynosita 260 ug/ml a MBC 580 ug/ml pod-
loza. Najbardziej opornym na dzialanie propo-
lisu okazal sie Pseudomonas aeruginosa, gdyz
dzialanie bakteriostatyczne osiggano dopiero
przy stezeniu 680 ug/ml, a bakteriobdjcze przy
1320 ug/ml. Stosunek wartosci MIC w przy-
padku tego zarazka wynosilt jak 1:1,9.
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Stezenie propolisu w g/ ml pozywki

¢l | A | .
b4 2 5 2 g 8 & 2
Ojasnienia: 3-MIC  []-M8C

Ryc. 1. Wrazliwo$é na ekstrakt propolisu szczepow
Staphylococcus aureus

Objasnienie: cyfry pod stupkami okreslajg liczbe szczepow
0 jednakowej wrazliwosci,
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Tab. 2. Wrazliwod¢ terenowych szczepéw bakteryjnych
wyizolowanych z prob mleka na dzialanie ekstraktu

propolisu
| Liczba Wartosé Stosunek
P s szezepoéw| MIC |MBC | MIC : MBC
1 90 | 140 1:15
2 90 150 11,7
2 90 | 160 1:18
Staphylococeus g igg %58 } %’g
aitreus i gt]
2 | 100 170 | 1:1,7
8 | 110 | 160 1:14
4 110 | 170 1:15
2 | 120 | 170 1:14
8 50 | 60 1:12
Streptococcus 13 | 50 10 1 H,
agalactiae ' 0 | 60 0, 1:1,2
5 60 80 | ot IR
8 70 80 1311

W drugim etapie badan okreslono wrazliwosé
na propolis drobnoustrojéw najczesciej wywo-
tujgeych zapalenia wymion u krow. Na prze-
badanych 69 szczepéw bakteryjnych wyizolo-
wanych z prob mleka (tab. 2), 35 stanowily
gronkowce zlociste, a 34 paciorkowce bezmlecz-
nosci. Sposrdod 35 szczepdédw gronkowca zloci-
stego u 5 (14,2%) zahamowanie wzrostu wy-
stepowalo juz przy stezeniu 90 pg propolisu
na ml podloza. Szesnadcie szczepdw (45,7%)
wykazywato wartosé MIC 100 um na ml, a wiec
na poziomie standardowego szezepu 209P (Ox-
ford). U 12 szczepéw (34,2% z tej grupy) war-
toé¢ MIC wynosita 110 ug/ml, a tylko u 2 szcze-
pow (5,7%) MIC byla na poziomie 120 ug/ml
Dziatanie bakteriobdjcze propolisu na szezepy
gronkoweca zlocistego wyizolowane z mleka by-
lo nastepujace: u 8 szczepdw (22,8%) osiagana
wartos¢ MBC=170 ug/ml, a wiec nieco wyzszg
jak standardowego szczepu. W 19 przypadkach
wartos¢ ta byla na poziomie szczepu standar-
dowego, a u 8 szczepdw nizsza.

Co sie tyczy drobnoustrojow z gatunku Strep-
tococcus agalactiae u wszystkich 34 szczepdow
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Ryc. 2. Wraziliwo$¢ na ekstrakt propolisu szczepow

Streptococcus agalactiae

wartos¢ MIC byta nizsza o 30—50% od stan-
dardowego szczepu gronkowca. Rowniez war-
to$¢ MBC u paciorkowcow bezmlecznoséci byla
niska (od 60 do 80 pg/ml) i nie przekraczala
50% poziomu MBC standardowego szczepu
gronkowca zlocistego. Korzystny byl rowniez
stosunek wartosci MIC do MBC u tego ga-
tunku drobnoustrojéw i nie przekraczal 1:1,4.
Poniewaz mechanizm dzialania propolisu na
drobnoustroje nie jest nalezycie poznany, za-
gadnienie powyzsze wymaga dalszych badan.

Wnioski

Analiza wartosci MIC oraz MBC wszystkich
badanych szczepdéw wyizolowanych z prob mle-
ka, jak 1 stosunek MIC : MBC, wykazanych
w tab. 2, a takze szczepoéw przedstawionych
w tab. 1, pozwala na wyciagniecie nastepuja-
cych wnioskow:

1. Ekstrakt propolisu wykazuje silne dziata-
nie bakteriobdjcze w stosunku do muzealnych
szczepdw Streptococcus agalactiae i Candida
albicans, znacznie stabsze w stosunku do Co-
rynebacterium pyogenes i Escherichia coli, a
najstabiej dziala na Pseudomonas aeruginosa.

2. Szczepy Str. agalactiae i Staph. aureus,
wyizolowane z przypadkéw zapalenia wymienia
krow, sg podobnie lub bardziej wrazliwe na
propolis, niz standardowy szczep Staph. aureus
209P (Oxford).
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Mepecta JI., Mepecta T. — IIONBITEM HPUMEHEHWMS
9KCTD2KTa INPONONIMCAa B JI€YEHHM BOCHAJCHKA MOJIOU-
HOiI FKeJe3LI KOpOoR

Uccnenoranu ,in vitro” uyscTBurensuHocTh 75 6ak-
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TepualbHLIX IITAMMOB K SKCTpakTy mpomonnca. Cpenn
75 mTaMMOB, 69 mpouexoamio (M3 Bupa Staphylococcus
aureus u Streptococcus agalactiae) m3 mpo® MoOJOKa,
M30JIMPOBANNLIX OT KOPOB € BOCHAJEHMEM BBIMEHMN.
TlonydeHHbIe PE3YyNBTATHLI MCCIENOBaHMM YKa3BIBAKOT
Ha OOJBIIYI0 YyBCTBUTEILHOCTE ,MECTHHIX' INITAaMMOB
Staphylococcus aureus u Streptococcus agalactiae K
SKCTPAKTy NPOMOJMCa. DTA HyBCTEBUTEILHOCTE Oim3Ka
UAM jaxe OO0JbIIe CTAHTAPTHO} IITaMMma 30J0TUCTO-
ro cracdpumokorka 209P (Oxford).

Meresta L., Meresta T. — An attempt to wuse the
extract from propolis in the treatment of mastitis
of cows

The sensitivity of 75 strains to propolis extracts
has been examined. Out of the bacteria 69 were iso-
Jated from cows with mastitis and were classified
as belonging to Staphylococcus and Streptococcus sp.
The findings showed a high sensitivity of the bacte-
rial cells to propolis extracts; it was of the same
magnitude or even higher than that of the standard
strain Staphylococcus aureus 209 P (Oxford).

FIZJOLOGIA | PATOLOGIA ROZRODU
ORAZ SZTUCZNE UNASIENIANIE

ADAM OKOLSKI

Czestotliwoéé owulacji mnogich v klaczy®

Katedra Rozrodu Zwierzat AR, Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow

Klacze cechuja sie najnizszg wydolnoscig roz-
rodeza wéréd zwierzat gospodarskich. Niewiele
ponad 50% krytych kazdego roku klaczy wy-
daje na $wiat zdrowe, zdolne do zycia potom-
stwo. Odmienno$é proceséw rozrodu klaczy za-
czyna sie juz w budowie morfologiczne]j jaj-
nika. Warstwa pecherzykowa jajnika klaczy
znajduje sie wewnatrz jajnika i ostonigta jest
od zewnatrz warstwsg naczyniowg. Czes$¢ ko-
rowa styka sie z powierzchnia jajnika tylko na
bardzo ograniczonej przestrzeni w tzw. dolku
owulacyinym. Ryc. 1 przedstawia zasadnicze
réznice w budowie jajnika koniowatych i po-
zostalych gatunkow zwierzat (3). Taka budowa
morfologiczna pozwola na kliniczna kontrole
rozwoju pecherzyka Graafa i zdiagnozowanie
owulacii, ktéra moze si¢ odbywa¢ tylko w jed-

koniowale

tnne gatunki

Ryc. 1. Schemat wzaiemnego ulozenia warstwy ko-

rowej i rdzennej w jajnikach koniowatych i pozosta-

lych gatunkow zwierzat gospodarskich wg Mossmana
i Duke (cyt. 3)

*) Praca wykonana w ramach problemu M.R. IL
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nym miejscu jajnika, a mianowicie od strony
dotka owulacyinego. Wzrastajagcy pecherzyk
musi dosiegnaé dotka owulacyjnego w momen-
cie owulacji. W czasie luteinizacji ciatka zotte-
go, kliniczna ocena stanu fizjologicznego jajni-
kéw klaczy jest bardzo utrudniona. Réwniez
prawie niemozliwe staje sie odréznienie fazy
lutealnej od stanu spoczynku plciowego na pod-
stawie jednorazowego badania klinicznego jaj-
nika. Cialko zolte zlokalizowane jest wewnatrz
jajnika i nie wystaje ponad jego powierzchnie
(ryc. 2). Taka budowa morfologiczna jajnika
nie eliminuje mnogich owulacji u klaczy, a tak-
76 — co za tym idzie — réwniez i cigzy bliz-
niaczych. Owulacie mnogie sa zaburzeniami
evklu rujowego u klaczy, a szczegblnie nieko-
rzystna jest sytuacja, jezeli dochodzi takze do
cigzy blizniaczych. Konczg sie one z reguly po-
ronieniem, porodem przedwezesnym, martwo
urodzonym lub cherlawym potomstwem. W
krajowej hodowli koni pelnej krwi angielskie]
tylko 5 zrebiat (3,1%) ze 157 cigz blizniaczych

Ryc. 2. Schemat przekroju jajnika klaczy z dwoma
ciatkami zoltymi po owulacji dwoch pecherzykéw



