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Zmiany w klosyfikocii bokłerii izolowonych z gruczołu mlekowego krowy*)

Instytut Genetyki i Hodowli zwietząŁ PAN, Jastlzębiec, 05-551 NIIoków

W aktuałnie oplacowywanej naturalnej klasyfikacji
bakterii częściowo urvzględnionej w Bergey's N{anual
of Systematic Bacteriolocy (1) wykorzystuje się wl,ni-
ki badań genetycznych oraz prac chemicznych na po-
ziomie submikroskopowym. Grupowania szczepów rv
genogatunku można dokonać na podstawie oceny po-
krelvieristwa wykorzystującej rvymianę geno-w w pro-
cesach transformacji, transdukcji i konjugacji. Duże
znaczente w ocenie pokrer,vieńst-wa ma obecnie zasto-
sorvanie metod hybrydyzacji, tzn. łączenia nici krva-
sólł, nukleinowych pochodzących z dr,r,óch tóżnych
organizmów, DNA-DNA i rRNA-DNA oTaz ustalanie
sek-wencji podjednostek lv kwa,sach nuk]eincwych. Re-
jestrowane sekwencje stanowią bank danych, do któ-
rego można sięgać charakteryzując no\^,y organizm.
W tych wypadkach mają zasiosowanie analizy mate-
Inatyczne posiadanych informacji.

Znaczną rolę przypisuje się ostatnio rRNA (30). Ana-
lizując sekwencje nukleotydów w IRNA dor,volnych
popuiacji bakterii można na drodze dedukcji tworzyŁ
drzewa filogenetyczne, które podsumowują ich filoge-
netyczne stosunki.

Ocena pokrewieństwa na podstawie podobieństwa
makrocząsteczek wykorzystuje lvyniki szeroko rozu-
mianej chemotaksonomii, m. in. wyniki badań nad
składem ściany komórkowej, lipidów i cytochromów.
Ocena ta uwzględnia również podobieństwo ,,v sek-
wencji aminokwasów w enzymatycznych białkach
określane przy wykorzystaniu rnetod serologi,cznych.
Serologiczne pokrewieństlvo enzymów jest u niektó-
rych bakterii skore]ołvane z genelycznym pokrewień-
str,vem wykrytym na podstawie homologii DNA.

Wszystkie wyżej przytoczone rnetody umożliwiają
rozwój naturalnej klasyfikacji bakterii uwzględniają-
cej ich ewolucję. Istnieją jednak czynniki, które
utrudniają te prace, Jest to obecność u bakterii ,,wę-
drujących" elementów pozajądror,vych, które również
zarvierają informacje genetyczne. Należą do nich fagi,
płazmidy i transposony zdolne do przekazywania ge-
nów między sobą, jak rór,vnież włączające się do bak-
teryjnego chromosomu. Wydaje się prawdopodobne,
że elementy te odgryr,vały rolę w ewolucji bakterii,
procesie nigdy nie zakończonym. Muszą być one brane
pod uwagę jako czynniki wpływające na dalsze zmia-
ny w klasyfikacji bakterii.

Ważną częścią problemu zwalczanla mastitts u krów
jest określenie jakości i ilości drobnoustrojów zaka-
żającyctt gruczoł (41), ocena zakażenta stada lub więk-
szej populacji. Gruczoł mlekowy może byc zakażony
pTzez ponad B0 tóżnycŁ. drobnoustrojów (33). Naj-
częściej izolowanymi drobnoustrojarni z grtrczołu mle-
kowego są bakterie kuliste, Gram-dodatnie, wytwa-
rzające enzym katalazę. Bakterie należące do tej gru-
py i wytwarzające enzJ,rrTl koagu,lazę identyfikowano
jako Staphglococcus c.uTeus - 

jeden z głównych orga-
nizmów chorohotwórczych dla wymienia. Bakterie
nie wytwarzająee koagulazy identyfikowano jako sła-
bo chorobotwórcze lu;b niechor,obotwórcze staphglo-
coccus epidermidi,s lub Mżcrococc?łs sp.

LUDMIŁA BASSALIK-CHABIELSKA

Dokł adnie j s z a ftzyko- chemiczna char akterystyka tych
drobnoustrojow wykonana nowoczesnymi metodami
wprowadziła duże zmiany do rodziny Micrococcaceae,
Rodzina ta jest filogenetycznie niejednorodna. Anali-
za 165 rRNA wskazuje na to, źe gatunki rodzaju Mic-
rococcus są spokrewnione z odgałęzieniem filogene-
tycznym promieniowce-koryneformy, które obejmuje
wszystkie Gram-dodatnie bakterie zawierające lv DirTA
dużo zasad () 55 mo10/o). Można je odróżnić od innych
ziarniaków Gram-dodatnich wykonu jąc analizę za-
wartości G + C rł, DNA, analizę składu ściany komór-
kowej oraz analizę menachinonów. Gatunki rodzaju
StaphElococcus nal,eżą do odgałęzienia filogenetycz-
nego clostrźdźum-bacilltł,s-streptococcus , które obe j -
muje wszystkie bakterie Gram-dodatnie o zalvartości
zasad w DNA poniżej 55 moloio. Skład ściany komór-
kowej i niska zalvartość G+C w DNA są r,vażnymi
markerami pozr,l,alającymi odróżnić gronkor,vce od
innych ziarniaków wytrvarzających katalazę,

Obecnie do rodzaju Staphglococcus zalicza się 23 ga-
tunki, z których 14 izolorvano z gtuczołu mlekolvego
krowy. Na jsilnie j chorobotwórcze dla rvymienia są
gronkolvce koagulazo-dodatnie, r,vszystkie szczepy
S. aureus i S. intermedius oraz niektóre szczep"!
S. hEżcus, Szczepy należące do pozostałych gatunków
nie wytlvarzają koagulazy. Najczęściej spotykanym
l,v r,vymieniu gatunkiem gronkowca koagulazo-ujem-
nego jest S. epżdermldżs, następnie S. chroTnogenes,
S. simulans, rzadziej inne gatunki z tzw. grupy M:
haemolEticus, hominżs, tłarneri, eapitis, saprophytźcus,
ełglosus, scżuri, cohnźi, zaliczane uprzednio do rodza-
ju Mżcrococcus. Gronkowce koagulazoujemne mogą
spowodować nawet mastitis kliniczne, częściej powo-
dują stany podkliniczne. Wśród szczepór,v gronkowców
izolorvanych z mleka krów dotkrriętych mastźti,s, 7,Balu

stanowiły gronkowce koagulazo-ujemne. \M grupie
tych szczepów 15,3D/o było izolowanych z przypadkóu'
klinicznych (25).

Do rodziny Streptococcaceae należą dawno już
poznane bakterie kuliste, Gram-dodatnie, nie wytrva-
rzające katalazy, pol,vodujące mąstźtźs u krów (36).

Najczęściej izolowano z wymienia Streptococcus aga-
Iectiae, S. dEsgalactiae i S. uberżs. Przeprowadzone
ostatnio badania, w których zastosowano metodę
hybrydyzacji kwasow ntrkleinowych (7, 9, I7-2l, 28.
38) pozwoliły na rozdzielenie Streptococcus na 3 ro-
dzaje: Streptococcus, Enterococcus i Lactococcus. Opi-
sano szeleg nowych gatunków i uzupełniono opisy
dawniej poznanych.

Paciorkowce należące do grupy antygenowej A lvg
Lancefield objęte są jednym gatunkiem 

- 
S. pgoge-

nes. Bakterie te przenoszone są z ludzi na krorł,y.
Streptococcus agalactiae, ważna bakteria chorobo-

,twórcza dla ludzi i zwierząt, należy do grupy B wg
Lancefield. Mimo, że bakteria ta jest bezwzględnyrn
pa,sożytem wymienia krów wykazano, że 250/o zdrolvej
popłrlacji ludzi może być nosicielami S. agalactiae
lv drogach rodnych i w rrkładzie trawiennym (15).

Poprzednie schematy klasyfika,cyjne zaliczały do
antygenowej grupy C wg Lancefield cztery gatunki:
S, dgsgalactżae, S, equisimżlżs, S, equt, i S. zooepide-*) oplacowano !v lamaclr tematu CPBP 05.06/2.3.8.
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nlicus, Wszystkie te gatunki były izolowane z w)rmie-
nia, najczęściej S. dgsgalacttae. Badania nad hybry-
dyzacją kwasów nukleinowych i nad skła,dem ściarry
komórkowej u ropotwórczych paciorkowców (17, 28)
wyjaśniły wysoki stopień pokrewieństwa pomiędzy
S. dysgal"actiae, S. equisżmilżs, paciorkowcami grupy G
i paciorkoin,cami grupy L. Na podstawie tych danych
do S. dgsgalactżae włączono organizmy uprzednio
identyfikowane jako S. equlsźmż\,1,s oraz paciorkowce
grupy G i L. Również wysoki stopień pokrewieństwa
rvykazano między S. equż i S. zooepi,demicus. Ponie-
waż jednak różnią się one biochemicznie, uważa się je
za podgatunki gatunku S. equi. Szczepy psie i bydlęce
paciorkowców grupy G zaLiczono do jednego gatunku
S. canis.

Taksonomiczna pozycja paciorkowców grupy D
dawno była uważaĄa za niezadowalającą. Biocherrricz-
nie mogą byó one rozdzielone na dwie §rupy, ,,ente-
rococcus" i,,nie-enterococcus". Badania genetyczne
(37) wykazały, że różnica między enterokokami gru-
py D a inn5mri paciorkowcami uzasadnia utworzenie
dla nich nowego rodzaju - Enterococcus. Rodzajem
tym objęto następujące gatunki mogące wywołać
mastżtis: E. faecalis, E. faecium i E. durans. Do grupy
,,nie-enterococcus" należą powodujące zakażenia gru-
czołu mlekowego ,Streptococcus bouis i S, equi,nus za-
liczone obecnie do jednego gatunku S. equinus. Istnie-
ją jednak nie spokrewnione z nimi szczepy S. bo,użs

i S. equinus, dla których utworzono dwa nowe ga-
tunki: S. saccharolgticus i .S. alactalEticus. Tylko
pierwszy z tych gatunkórv izolorł,ano z powierzchni
strzyków; żaden z nich rrie był przyczyną mastitźs.

Jednym z najczęściej izolowanych paciorkowców
z wyrnienia dotkniętego mastżtis jest Streptococcus
uberis (3). S. uberis jest główną pTzyczyną nowych za-
każeń u zasuszonych krow. Badania nad hybrydyzacją
kwasu nukleinowego tej bakterii (21) wykazały, że
S. uberźs różni się genetycznie od innych paciorkow-
ców izolowanych z wymienia, od paciorkolvców ziele-
niejących i od paciorhowców grupy E.

Spośród trzeclt gatunków paciorkowców zaklasyfi-
korvanych do grupy N \^,g Lancefield, tylko S. loctis
wyizolowano z zakażonego wymienia (24), W kilka-
naście lat później Garvie i wsp. (22) opisali podobne
do S. loctżs paciorkowce, które spowodowały mastitis
u krów. Nadano im na.zwę S. garul,eae (8). Gdy na
podstawie badań genetycznych utrvorzono dla S. loctżs
nowy rodzaj - Lactococcus (3B), do rodzaju tego za-
liczono rórvnież L. glruieae.

W 1969 roku Brown i wsp. (5) wyizolowali z wy:
mienia dotkniętego stanern zapalnym Streptococcus
pneumonźae, organizm uprzednio zaliczany do rodzaju
Dl.p1,ococcus. Pozycja tych paciorkowców nie jest
jeszcze ustalona.

Z gruczołu mlekor,vego krów izoluje się często bakte-
rie wydłużone, Gram-dodatnie, tlenowe i względnie
beztlenowe, należące do rodzaju Corynebacterźum.
Rodzaj Corgnebacterlum obejrnuje tylko ie organizmy,
które zawierają w ścianie komórkowej kwas rnezo-
-dwuaminopimelinowy, arabinozę, galaktozę i kwasy
mykolowe o krótkich łańcuchach (l0). Corgnebacte-
rium bouis uważany jest za bakterię słabo chorobo-
twórczą dla wymienia lub niechorobotwórezą (2). Prze-
prowadzone ostatnio badania nad CorEnebacterium
paogenes (35) wykazały, że jest to względny beztleno-
wiec, nie zawierający w ścianie komórkowej kv,lasór,v
mykolorvych, arabinozy ani galaktozy. W związkw

z tym wykluczono ten gatunek z rodzaju Corgne-
bacterium. Ze względu na biocherrriczne podobieństwo
do Actl,nomEces bouźs został on przeniesiony do rodza-
ju Actżnomgces jako A. pgogenes. Actinomgces paoge-
nes powoduje ropny, ostry stan zapalny u krów zasu-
szonych i u jałówek (31, 36).

Rzadko spotykaną bakterią chorobotwórczą dla wy-
mienia jest,,Corgnebacterżum 1l,LceTans", organizm
uważany za formę pośrednią między C. dżphtherżae
i C. pseudotubercu!,osts (lL). ,,C. ulcerans" nie zyskał
rangi wyodrębnionego gatunku (j.0).

Gram-dodatnie, tlenowe laseczki przetrwalnikujące
są pospolitymi saprofitami występującyrni w glebie.
W mleku wykrywa się je często w postaci zanie-
czyszczeń. Trzy gatunki: B, anthracis, B. cereus i B.
subtilis wyizolowano z zakażonego wymienia. Z zaka-
żonego wymienia izolowano również sporadycznie
krótką, ruchliwą, względnie beztlenową, Gram-dodat-
nią, wytwarzającą katalazę pałeczkę Listeria mono-
cgtogenes (2), Listeria była uprzednio zaliczana do ro-
dziny Corgnebacteriąceae. Jej pozycja klasyfikacyjna
jest niepewna.

W obecnym systemie klasyfikacyjnym Gram-ujem-
ne, wzgllędnie beztlenowe pałeczki występują r,v trzeclr
rodzinach: Enterobacterżo,cece, Vibrźonaceae i Pa"-
steurellaceae. Najczęściej izoluje się z zakażonego wy-
mienia bakterie nałeżące do rodziny Enterobacterta,,
ceae (4). Rodzajem typorvym dla tej rodziny jest
Escherżchia, gatunkiem zaś E. coli. Bakteria ta,
która często jest przyczyną mastitźs u krów (13, 39),
jest spokrervniona z czterema gatunkami Shi,ge!,Ia.

Znajdują się one w jednej grupie homologii kwasu
nukleinowego. Rodzaj Citrobacter obejmuje organizmy
uprzednio klasyfikowane jako Escherźchia Jreundiź,
Colobactrum freundii, Paracolobactrum żntermedium
i grupę Bathesda-Ballerup. Wedłttg tóżnych badaczy
od kilku do b]isko dwudziestu procent zakażei we-
wnątrzwymieniowych Grarnł.rjemnymi, tlenowymi pa-
łeczkami jest spowodowanych ptzez bakterie z rodzaju
cźtrobacter.

Częściej nlż Citrobacter izołuje się z zakażonycll
wymion Klebsżella. Do tego rodzaju zaliczono K.
pneumoniae, K. ozaenae i K. rhinoscleromot,is. Obecnie
nastąpiły duże zmiany w klasyfikacji Klebsiell.a; uzu-
pełniono jej charakterystykę i oprócz dawnego ga-
tunki K. pneumonźae (K. ozaenae i K, rhżn,oscleroma-
tis zostały jako podgatunki) wyrózniono K. orgtoca,
K, plańticola i K, terrigens. Dwa szczepy wyizolo-
wane z wymienia dotkniętego stanem zapalnym zali-
,czono do K, pl.anticolo (16).

Wśród gatunków Enterobacter porvodujących masti-
tżs, zwtaca się u,wagę na E. sakązakiź, dawniej E.
cloaceae, szczepy wytwarzające żółty barwnik, Inna
zmiana polega na propożycji przeniesienia do rodzaju
Klebsiella - Eni,erobacter aerogenes, mimo ugrunto-
wanej tradycji tego gatunku w literaturze.

Łatwe do wyróżnienia w rodzinie Enterobącteriaceąe
są bakterie z rodzaju Serratl,a. Serratią rnarcescens
rnożd spowodować epiderniczne wystąpienia mastitżs,
W Australii wyizolowano z wymienia dotkniętego kli,
nicznym stanem mastżtźs Serrątźa lźquefaciens, uprzed'-
nio Enter obacter liqueJaciens (29).

Mastżtis powodowane jest również ptzez Salmonella,
serotypy S. dublin, S. muenster. S. neusman i S. saźnt:
paul,. W rodzaju Salmonella nastąpiły duże zmiany,
Zarntast uprzednich trzech gatunków wyróżniono
obecnie jeden gatunek - SąIm,onell,a choleraesuis, w
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dencia.

resżi.

Eub acterl,um aer oJ aciens, E. lentum, P r opźonib acterium
granulosum i P. acnes. P,rzypadki tych zakażeń opisy-
wane są głównie lv Repubrl,ice Południowej Afryki (12)

i w Japonii (40).

Inne bakterie Gram-do,datnie, beztlenowe, niesporu-
jące, izolowane z zakażonego wymienia zaliczane są

do rodzaju Bacierożdes otaz Fusobacterżurn. Watase
ymienia licznych
necrophol,uln, da
. Do sporujących

bakterii ,beztlenolvych powodujący,ch mastżtżs u królv
można zaliczyć 

"r"rilOr1r.,"#r"rn"s 
i C, u:elchli,

ywołuje ciężki
obecni,e dwa
blfleła (ż7). T

tospira illżni" o nie zdefiniowanej przynależności znaj-
dzie się pralvdopodobnie w odrębnym rodzaju
Leptonema.

Ponieważ gatunki Leptospżra są antygenowo ztóż-
nicowane, jednostką na ktorej op
klatura jest odmiana stwierdzona
gicznych. Znanych jest obecnie 1

żonego wymienia wyizolowano odm
tgphosa, hgos i hardjo.

Mykobakterie są to organizmy wolno Tosnące, tlenorve,
nieruchliłve, kwasooporne. Zgodnie z tradycją myko-
bakterie dzieli się na gtvżIicze i niegruźlicze, IV[imo, iż

tykane są w wymieniu M. smegmatis {,,M, lactt,cola"),

i[, fortuźtum, M. cheloni oraz MEcobacterium szybko
rosnące należące do IV grupy Runyon, Wlmrię zakaża
się Mgcobocterium głorł,nie d,rogą hematogenną,

cauiae (33).

i Mg coplasma bouigenitalium,
Nowocze y postęp rv

wyjaśniani amr 1 spo-

wółow"ły akterii izo-
lowanych z gruczoŁu mlekolvego krowy,

piśmiennictwo

,. "d
^w:', . J.:
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W powsta-waniu gronkowcowych stanów nlastźtis u krów
ważną roię odglywają glonkowce koagulazoujemne (Staph,

epżd,ern,Liclżs), określane jako drobnoustroje o małej pato-

genności dla gruczołu mlekowego krów, Drobnoustroje te

ć tak po e, jak stany
a krów. tych alnych
znie łago rijż to e, gdY

Czyrrnikiem etiologicznym są koagulazododatnie szczepy

Staph. aureus zaliczane do głównych czynników patogen-

nych (8).

Doświadczalnie wykazano, że ćwiartki wymienia krowy
zakażone uprzednio szczepami Staph. epidermidżs są znacz-

nie mniej podatne na zakażenie szczepami gronkowców

koagulazadodatnich w porównaniu z ćwiartkami wymienia
uprzednio nie zakażonymi (1, 12, 13).

Celem pracy było określenie udzialu gronkowców koagu-

lazododatniclr i koagulazoujerT nych w powstawaniu kli-
nicznych i podklinicznych stanów m,astitźs u krów, jak też

określenie patogenności tych drobnoustrojów dla gruczołu

mlekowego.

Materiał i metody

Materiał stanowiły szczepy z todziny Micrococcaceae w
iiczbie 3826 izolowane z prób mleka przysyłanych do badań
w kierunku mąstźtżs (1564 szczepy Staph. auTeLLs,2402

Bodonio ncd ełio|ogiq gronkowcowych stonów zopolnych

gruczołu mNekowego krów

zekład Hj§ienv ej. ul, Lechicka 2l, 0:-]56 warsżaw_a_ _.
. I.siytuirióciorvli "g1,oła 
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Surnmary
§tudies on the staphylococcal etiology of mastitis in cows

The strains of Micrococcaceae family isolated from the
samples of milk were a.ssayed. One thousand five hundred
and sixty four strains were classified as Staphylococcus

and 20Ę as Staph. epidermidis. Out of the
s strains 86.1 per cent cause,d haemolysis on agar
h blood and out of S. epidermidis - 67.5 per

cent. The strains of S. pyogenes influenced much more ofterr
the increase of somatic cells in milk compared with S. epi-
dermidis. The differences,were statistically significant
(p(0.001). Of 263 acute and chronic cases of mastitis the
S. epidermidis strains were isolated. Fage typing 104 strains
of S. pyogenes has been done.

Zakażenia i stany zapalne gruczołu mJ.ekowego krów,
wywoływane przez koagulazododatnie gronkowce, mają
w wielu krajach poważne znaczenie ekonomiczne i sani-
tarne (4, 7, I0, L4, 15, 16, 18, 19, 20). Zwa).czanie gronkow-
cowych stanów zapalnych wymienia napotyka na duże
trudności związane z małą skutecznością antybiotykote-
rapii i opornością wielu szczepów gronkolvca złocistego na
antybiotyki stosowane w weterynarii. Ponadto drobno-
ustroje te przeżywają w makrofagach i innych komórkach
wyrnienia pomimo kilkudniowego stosowania (działania)
antybiotyków (5).


