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Summary

Properties of staphylococei isolated from canine ofitis

externa

The purpose of the work was to identify staphylococci
jsolated from the cases of otitis externa in dogs. The ma-
terial was taken from the external auditory canal of
59 dogs with clinical signs of otitis externa. Of 47 dogs
41 strains of Staphylococcus spp. were isolated, which
appeared to be a dominant infectious factor. Out of the
strains most of them were classified as Staph. interme-
dius (46.3%) and Staph. aureus (22.0%). All the strains
produced a positive coagulase reaction. In contrast, the
coagulase negative strains, ie. Staph, hominis, Staph.
hyicus, Staph. cohni, Staph. haemolyticus, Staph. xylosus
occurred rare. The isolated coagulase-positive sirains were
sensitive to gentamycin and neomyein and had a conside-
rable resistance to penicillin, ampieillin and oxytetra-
cycline, A vaccine made of the isolated coagulase positive
strains proved to be effective in the treatment of chronic
otitis externa caused by staphylococei.

Zapalenie ucha zewnetrznego (otitis externa) jest dos¢
czestym schorzeniem pséw i moze stanowic 11—23%
przypadkow klinicznych (3, 4). Na wystgpowanie otitis
externa wplywaja niewatpliwie: rasa psa, swoista bu-
dowa anatomiczna zewnetrznego przewodu stuchowego,
uszkodzenia mechaniczne, czynniki biologiczne (bak-
terie, grzyby, pasozyty), chemiczne, termiczne i inne (3,
4, 7). Nalezy podkresli¢, ze w praktyce czynniki te czesto
nakladaja sie na siebie, dajac obraz schorzenia o ztozo-
nej etiologii. Na podstawie licznych obserwacji (3, 10,
19) stwierdzono, ze istotna role w otitis externa odgry-
wija drobnoustroje, ktére moga by¢ zaréwno pierwotnag,
jak i wtorna przyczyna schorzenia. Do najezedciej wys-
tepujacych bakterii naleza: Staphylococeus, Streptococ-
cus, Proteus, Pseudomonas, Escherichia coli oraz z grzy-
bow: Pityrosporum, Candida, Mucor, Aspergillus. Spos-
r6d wymienionych bakterii najwigksza uwage zwraca
sie na gronkowce, szczegolnie z gatunku S. aureus.

Dzisiejsza diagnostyka gronkowecow w swej praktyce
nie ogranicza sie wylacznie do wykazania obecnosci
S. aureus w posiewach, poniewaz bakterie te mogg byé
takze komensalami, bytujgeymi na skérze i blonach
sluzowych zwierzat stalocieplnych lub niezaleznymi od
gospodarza saprofitami. Wobec tego przy probach $cisle-
go okreslenia wlasciwo$ci odrézniajacych szezepy sa-
proficzne od ropotworezych przyjeto jako kryterium
patogennoéci aktywnosé niektérych enzyméw, jak np.:
koagulazy, hemolizyny, hialuronidazy, fosfatazy i in-
nych (2). Dalsza klasyfikacja jest mozliwa dzigki sze-
regowi wladciwosei fermentacyjnych oraz dzigki fago-
typizacji. Badania przeprowadzone wedlug powyzszych
kryteriow pozwolily na wylonienie w obrebie gatunku
S. aureus szezepdéw pochodzaeych od ludzi, pséw, bydla,
ktére wedlug Meyera (14) nalezaloby uwazaé za pod-
gatunki. Z kolei Baird-Parker i inni czlonkowie ,,Sub-
committee on the Taxonomy of Staphylococei and
Micrococei” (1) na IIT Miedzynarodowym Sympozjum
w Warszawie w 1975 r. opowiedzieli sie za podzialem
gronkowcow na 3 gatunki, a mianowicie: Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus. W 1975 roku

Hajek i Marsalek (cyt. 17) wyroznili 6 biotypow Staphy-
lococcus aureus i przypisali czlowiekowi — biotyp A
oraz kilku gatunkom zwierzat: biotyp B — $winia, droéb;
biotyp C — bydlo, owea; biotyp D — zajac; biotyp E —
kon, pies, norka; biotyp F — golab, lis. Dalsze badania
Hajka (11) wykazaly, ze biotyp E i F roéznia sie od po-
zostalych biotypow od A do D struktura Sciany komor-
kowej. Zaproponowal zatem dla biotypow E i F nazwe
gatunkowa S. intermedius.

Jako samodzielne gatunki opisano S. sciuri oraz S.
hyicus (cyt. 17). Ten ostatni, jako gronkowiec koagula-
zoujemny okazal sie patogenny dla $win. W 1983 roku
zostaly okre$lone 2 nowe gatunki gronkowcow: S. gal-
linarum, izolowany od kurczat i bazantéow oraz S. ca-
prae, wyosobniony z mleka koziego (6). Obecna klasyfi-
kacja gronkowcéw wedtug Devriese i Kocura (cyt. 17)
obejmuje nastepujace gatunki: S. aureus, S. intermedius,
S. hyicus, S. epidermidis, S. hominis, S. haemolyticus,
S. warneri, S. simulans, S. sciuri, S. capitis, S. saprophy-
ticus, S. cohni, S. xylosus, S. gallinarum, S. caprae.

Opierajac sie na wymienionych danych przeprowa-
dzono badania w celu ustalenia dokladnej identyfikacji
gronkowcéw wyosobnionych z przypadkow otitis exter-
na u psoéOw.

Material i metody

Material do badan bakteriologicznych stanowily wymazy
z zewnetrznego przewodu stuchowego pobrane od 59 psow
wykazujacych kliniczne objawy zapalenia ucha zewnetrzne-
@o (otitis externa). Badania przeprowadzono wedlug klasycz-
nych metod postepowania w diagnostyce bakteriologicznej.
Tdentyfikacje wyizolowanych szczepbw gronkowcow oparto
na badaniach witasciwosei morfologicznych, hodowlanyeh
i biochemicznych, takich jak: zdolnos¢ wytwarzania hemo-
lizyny, katalazy, dezoksyrybonukleazy, koagulazy, clumping
factor (CF), acetoiny oraz zdolneSei rozkladu: galaktozy,
ksylozy, mannozy, sacharozy, arabinozy, maliozy, laktozy,
glukozy i mannitolu.

Wyosobnione szezepy gronkowcéw koagulazododatnich
okreslano pod wzgledem wrazliwosei na antybiotyki, takie
jak: ampicylina, chloramfenikol, eryiromycyna, gentamy-
cyna, kloksacylina, kolistyna, neomycyna, oksytetracyklina,
penicylina, streptomycyna. Antybiotykoopornof¢ oznaczano
metoda dyfuzji z uiyciem krazkéw bibulowych nasyconych
okreslonymi antybiotykami produkeji BIOMED-Warszawa.

W celach terapeutycznych z wyizolowanych szczepéw
gronkowcdw koagulazododatnich sporzadzono szczepionke.
Bakterie uzyte do produkeji szezepionki zawieszono w pily-
nie fizjologicznym z 0,5% dodatkiem fenolu i inaktywowano
w temperaturze 60°C przez okres 1 godziny. Zawiesing bak-
teryjng ampulkowano po 1 cm? we wzrastajgcych gestosciach
3 X 107, 9 X 107, 1,8 % 108, 3,6 < 105, 6 X 108, 1,2 X 10° komoérek
w 1 cm?® Badanie jalowosei szezepionki przeprowadzono
wysiewajac zawiesine balkterii na podloze agarowe z krwig
i bulion tryptozowy, inkubujac posiewy w warunkach tle-
nowych i beztlenowych. Do badania na tfoksyczno$é uzyto
18 myszy BALB/c, ktérym podawano podskérnie i domies-
niowo rdézne dawki szczepionki. Wszystkie myszy pozostaty
zdrowe, nie wykazujac zadnych odchylen od normy. U 10
nséw z otitis externa, nie leczonych antybiotykami, gdzie
czynnikiem etiologicznym byly koagulazododatnie szczepy
gronkowcow, zastosowano szezepionke. Szezepionke poda-
wano domiesniowo 6-krotnie co 4 dni, w dawkach o wzras-
tajacych gestoSciach od 3 107 do 1,2 10" bakterii w
1 cm?, Efekt dzialania szezepionki kontrolowano badaniem
klinicznym i bakteriologicznym.
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Wyniki i oméwienie

Wyniki badan bakteriologicznych wymazéw z zew-
netrznego przewodu stuchowego od psow z klinicznymi
objawami, otitis externa przedstawia tabela 1. Od 47
psow (75,5%) wyosobniono szczepy z rodzaju Staphylo-
coccus (64,1%). Streptococcus (12,5%), Proteus (10,9%),
Pseudomonas (6,2%0), Escherichia (6,2%0). Najwiekszy od-
setek stanowily szczepy Staphylococcus, ktére okazaly
sie dominujacym czynnikiem infekeyjnym. Sposrod 41
szezepoéw poddanych analizie 19 zidentyfikowano jako
S. intermedius, 9 jako S. aureus, 2 jako S. hominis 1 po
jednym szczepie jako: S. hyicus, S. cohni, S. xylosus
i S. haemolyticus (tab. 2). Z powodu nietypowych reak-
cji biochemicznych nie udalo si¢ okresli¢ przynaleznosci
gatunkowej 7 szczepow.

Rowniez Wnuck (19) w swoich badaniach izolowatl
z réznych postaci otitis externa doé¢ duza liczbe szcze-
poéw gronkowcowych. Od 102 pséw wyosobnil 91-krotnie
Micrococcus pyogenes aureus, 37-krotnie Proteus vulga-
ris, 28-krotnie Pseudomonas aeruginosa oraz duza licz-
be grzybow. Zblizone wyniki badan bakteriologicznych
uzyskal takze Korte (12). Stwierdzil, ze spoSrod wszyst-
kich 45 izolatow od 34 psow z otitis externa najwiekszg
liczbe stanowily gronkowce (21 izolatow) i Pseudomonas
(9 izolatéw). Natomiast Scupin i wsp. (16) wyosobnili
od 180 pséw z otitis externa tylko 55 szezepow, wirod
ktérych wyréznili Pseudomonas sp. (41,8%), Micrococeus
(36,4%), E. coli (5,5%), Proteus (1,8%), Streptococcus
(1,8%) i inne. Zupelnie odmienne wyniki uzyskali Grono
i wsp. (10), ktérzy notowali istotny statystycznie wzrost
tylko takich bakterii, jak Pseudomonas i Proteus.

Z przegladu pismiennictwa wynika, ze czestoS¢ wyste-
powania poszczegolnych bakterii przy otitis externa jest
zroznicowana. Do najeze$ciej spotykanych drobnoustro-
jow naleza jednak gronkowce, ktore rowniez we wilas-
nych badaniach okazaly sie dominujaca flora bakteryj-
na.

Jednym z wazniejszych czynnikéw, na ktére zwraca
sie uwage przy otitis externa, jest stan zdrowotny sko-
ry. Wedlug Frasera (7), az w 38% stan kliniczny skory
mial wplyw na wystapienie stanu zapalnego ucha zew-
netrznego. Obecnie uwaza sie, ze wirod drobnoustrojow
zwigzanych ze schorzeniami skéry wazne miejsce zaj-
muja: S. intermedius i S. aureus (13, 17). Ponadto
u pséw na skorze stwierdza sie obecno$é gronkowedw
koagulazoujemnych, takich jak: S. xylosus, S. hominis,
S. saprophyticus i innych (17). Wystepowanie tak roz-
nych gatunkéw gronkowcoéw u pséw tlumaczy sie tym,
ze psy moga si¢ kontaktowaé z czlowiekiem oraz z roz-
nymi gatunkami zwierzat. W wyniku ciagtosci skory,
stanowiacej rowniez wyS$ciotke zewnetrznego przewodu
stuchowego, nie mozna wykluczy¢ udziatu tych gron-
kowcow w infekeji ucha. W przeprowadzonych bada-
niach wlasnych stwierdzono réwniez, ze najwiekszy od-
setek stanowily koagulazododatnie szczepy S. interme-
dius i S. aureus, a wiec podobnie jak w schorzeniach
skory. Natomiast pozostate gatunki koagulazoujemne,
takie jak: S. hominis, S. hyicus, S. cohni, S. xylosus,
S. heemolyticus wystepowaly nielicznie jedynie w po-
jedynczych przypadkach. Mozna wige sadzi¢, ze nie od-
grywaja one wiekszej roli w etiologii zapalenia ucha
zewnetrznego u psow.

Wyizolowane szczepy gronkowcow koagulazododatnich
- zbadano pod wzgledem wrazliwoSei na antybiotyki
(tab. 3). Uzyskane wyniki wskazuja, Ze najwigce]j szcze-
poéw wykazuje opornos¢ na penicyline (89,3%), ampicy-
line (75%), oksytetracykline (78,6%0), natomiast najbar-

Tab. 1. Wyniki badan bakteriologicznych wymazow z zZe-
wnetrznego przewodu stuchowego od psébw z otitis externa

. |
. - Liczba, %/
Rodzaj bakterii n— n=—64

Staphylococcus 41 64,1
Streptococcus 8 12,5
Proteus (L 10,9
Pseudomonas 4 6,2
Escherichia 4 6,2

Tab. 2. Gatunki gronkowcoéw wyosobnionych od psow
z otitis externa

Gatunek Liczba %/ n=41
S. intermedius 19 46,3
S. aureus 9 22,0
S. hominis 2 49
S. hyicus 1 2.4
S cohni 1 2,4
S. xylosus 1 2,4
S. haemolyticus 1 24
nie okreslony 7 17,1

Tab. 3. Wrazliwosé na antybiotyki koagulazododatnich szcze-
poéw Staphylococcus wyizolowanych od pséw z otitis externa

Stopien wrazliwosci

S slabo .

Antybiotyk wrazliwy rradliny 0porny

0 L1} 1]
liczba n:/ng liczba 111=ﬁ’28 liczba II‘L=‘I!023
Gentamycyna 22 78,6 3 10,7 3 10,7
Neomycyna 17 60,7 8 28,6 3 | 10,7
Erytromycyna 13 46,4 5 17,8 10 35,7
Chloramfenikol 12 | 428 6 21,4 10 | 35,7
Streptomycyna 12 42.8 2 7,1 14 | 50,0
Kloksacylina 10 35,7 2 7,1 16 | 57,1
Oksytetracyklina 3 10,7 3 10,7 22 78,6
Kolistyna 2 7,1 7 25,0 19 67,8
Ampicylina 2 71 5 17,8 21 15,0
Penicylina 2 71 1 3,6 25 89,3

dziej wrazliwe okazaly sie na gentamycyne (78,6%)
i neomycyne (60,7%). Zaobserwowano duzg liczbg szcze-
pow opornych réwnoczeénie na kilka antybiotykow.
Nie stwierdzono jednak zadnego szczepu, ktéry bylby
oporny jednoczeénie na wszystkie badane antybiotyki.

Na uwage zastuguje fakt, ze podobne wyniki uzyskali
Tkaczowa i wsp. (18) badajac wrazliwosé na 22 anty-
biotyki koagulazododatnich gronkowcoéw zlocistych, ale
pobranych od chorych ludzi leczonych w klinikach Aka-
demii Medycznej we Wroctawiu. Najwigce] szczepow
wykazywalo oporno$é na penicyline, oksytetracykling
i sulfatiazol, a najbardziej wrazliwe byly miedzy in-
nymi na gentamycyne. Réwniez przy leczeniu ropnego
zapalenia skéry u pséw wywolanego przez gronkowce
jako najskuteczniejsze okazaly sie gentamycyna i neo-
mycyna, a duza oporno$¢ stwierdzono na penicyline (13).
Odmienne natomiast wyniki uzyskali Scupin i wsp. (16)
oraz Korte (12) oznaczajac antybiotykowrazliwosé gron-
kowcow wyosobnionych z otitis externa. Scupin i wsp.
sposréd 20 badanych szczepow stwierdzili, ze wszystkie
byly wrazliwe na erytromycyne, 17 na streptomycyne,
a na penicyline az 16. Korte (12) nie notowal juz tak
wysokiej wrazliwosei wyizolowanych gronkowcow. I tak
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wsrod 21 izolatow 8 bylo wrazliwych na chloromycety-
ng, 7 na aureomycyne, 6 na streptomycyne, a tylko 2 na
penicyline,

Jak wynika z powyzszych danych, trudno wskazaé,
ktory z dostepnych antybiotykéw moze byé skuteczny,
w kazdym bowiem przypadku lek powinien byé dobra-
ny na podstawie okres$lenia stopnia wrazliwo$cei drobno-
ustroju. Z wiasnych obserwacji mozna wnioskowaé, ze
najbardziej skuteczne w leczeniu otitis externa u psow
winny byé¢ gentamycyna i neomycyna.

Powszechnie uwaza sie, ze problem zakazen gron-
kowcowych w aspekcie terapii nabiera coraz wiekszego
znaczenia, a stale wzrastajgcy asortyment antybiotykow
i chemioterapeutykow nie wplywa na zahamowanie
tempa narastania opornosci drobnoustrojow (5, 15, 18).
Dlatego niekiedy do celéw terapeutycznych, szezegdl-
nie przy zakazeniach ropnych skory, zatok, uszu itp.,
uzywane sg szczepionki lub autoszczepionki (8, 9, 13).
Z uwagi na fakt, iz gronkowce koagulazododatnie w
badaniach wtasnych okazaly sie dominujaca florg bak-
teryjng, zakazenia przez nie wywolane przebiegaly naj-
czeScie] przewlekle i byly trudne do wyleczenia przy
pomocy dostepnych antybiotykéw, w celach terapeu-
tycznych sporzadzono szczepionke. Wyniki uzyskane po
zastosowaniu szezepionki u 10 psow z klinicznymi obja-
wami otitis externa, potwierdzonymi badaniem bak-
teriologicznym na obecnos$¢ gronkowcow byly zadowala-
jace. Terapia okazala sie jednak nieskuteczna w 2 przy-
padkach, a u 1 psa nastgpil nawrot choroby. Na ogét
nie stwierdzono u leczonych zwierzat reakcji poszcze-
piennych, za wyjatkiem jednego przypadku, w ktérym
zaobserwowano u psa nieznaczne podwyzszenie tem-

peratury ciata, apatie, utrate apetytu, a ktoére ustgpily
po 2 dniach od chwili iniekcji. Badania przeprowadzone
przez nas wykazuja pozytywne efekty lecznicze szcze-
pionki i przemawiajg za celowosciag jej stosowania
u pséw w niektorych przewleklych stanach zapalnych
ucha zewnelrznego, wywolywanych przez gronkowce.
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Biataczka jako efekt kaskady zmian molekularnych

Bialaczka jest przykladem nieodwracalnych zmian
patologicznych o charakterze autonomicznym, przekra-
czajacych granice kompensacji fizjologicznej. Uwazana
jest za zespdél immunopatyczny powodowany nabytymi
zaburzeniami limfocytow.

Leukozogeneza jest zlozonym, wieloetapowym proce-
sem nowotworowym, ktérego mechanizm, mimo wielu
badan, nie zostal jeszcze w pelni poznany.

W klasycznym ujeciu onkogenezy rozréznia sie trzy
etapy:

1 — etap inicjacji, w ktérym czynnik kancerogenny po
przedostaniu sie¢ do wnetrza komorki uszkadza jej
DNA. Okres ten nosi nazwe fiksacji kancerogenu
i moze by¢ jeszcze odwracalny.

2 — etap promocji, w ktérym zmiany dotyczg juz geno-
typu, a wiekszo§¢ czynnikéw inicjujgcych rozwdédj no-
wotworu przeksztalca sie w zwigzki elektro- i nukle-
ofilne, latwo lgczgce sie z makroczgsteczkami komor-
kowymi (37). Z czasem komorka ulega pelnej transfor-
macji nowotworowej.

3 — etap progresji, w ktéorym nastepuje wzrost zmie-
nionych nowotworowo komoérek. W tym okresie do-
piero nowotwor moze byé rozpoznany klinicznie, gdyz
zazwyczaj osigga on pewng mase i objeto$é, a popu-

lacja guza liczy ok 1 X 10° komoérek (5). Przewaznie

wzrost nowotworu przebiega niepowstrzymanie i po-

dwaja on swoja mase przecietnie co 90 dni (33). Na-
lezy jednakze zaznaczy¢, ze przejscie kolejnych eta-
pow onkogenezy nie jest automatyczng konsekwencja

procesow inicjacji (3, 7).

Celem niniejszego opracowania jest potrzeba przed-
stawienia aktualnych poglagdéw na wieloetapowost leu-
kozogenezy z uwzglednieniem efektéw kaskady zmian
molekularnych zachodzgcych w komoérce.

I Etap — zaburzenia biofizyczne

Zaburzenia biofizyczne w komorce moga byé spowo-
dowane réoznymi kancerogennymi czynnikami fizyczny-
mi (21). Zaburzenia te wyraza sie wzorami matematycz-
nymi (22) i s3 one pierwszymi bardzo trudnymi do
prze$ledzenia etapami zmian patologicznych komorki,
prowadzgcymi do zréznicowania biofizycznego (ryc. 1).
Procesy biofizyczne obejmuja takie zjawiska, jak: entro-
pia i entalpia, nadprzewodnictwo, pole magnetyczne
i inne (23, 24), a wiec znajdujgce sie na poziomie elek-
tronowo-fotonowo-fononowym (bioplazmy), czyli na eta-
pie opisanym przez mechanike kwantows (34). Przykla-



