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ΔΕΛΤΙΟΝ ΤΗΣ ΕΛΛ. ΚΤΗΝ. ΕΤΑΙΡΕΙΑΣ, 1975, Τ. 26, τ. 2 

Η CLOXACILLIN ΕΙΣ ΤΗΝ ΘΕΡΑΠΕΙΑΝ ΤΗΣ ΜΑΣΤΙΤΙΔΟΣ 

Εργαστηριακοί δοκιμαί 

Ύ π ο 
Δρος ΕΜΜΑΝΟΥΗΛ ΑΝΥΦΑΝΤΑΚΗ 

'Επιμελητού Εργαστηρίου Γαλακτοκομίας 

της 'Ανωτάτης Γεωπονικής Σχολής 'Αθηνών 

THE CLOXACILLIN FOR MASTITIS TREATMENT 

Laboratory Trials 

B y 

E. ANIFANTAKIS 

S U M M A R Y 

After a brief review of literature on this subject, information is given about the methods 

used in the laboratory to detect the effect of cloxacillin on a culture of staphylococcus auieus, 

strain 37 J 67, in cow's sterilized separated milk at 37°C, during the log, stationary and decline 

phases. 

The stability of cloxacillin in milk and culture of staphylococcus aureus 37167 was also 

investigated. 

It became clear that cloxacillin has a bactericidal effect on the fast growing cells of the 

Staph, aureus. The effect of the cloxacillin on cultuies being at stationary or decline phases, 

appears to be much lower than at the log phase. 

Cloxacillin was shown to be stable in milk and the cultures of the microorganism in question, 

at 37°C, and even more in the case of milk alone. 

Ε Ι Σ Α Γ Ω Γ Η 

Ή παρούσα εργασία έπραγματοποιήθη εις το Έθνικον Ίνστιτούτον 

Γάλακτος του Πανεπιστημίου του Reading 'Αγγλίας (National Institute for 

Research in Dairying) ύπο την παρακολούθησιν του Dr. Mabbitt και απο­

τελεί τμήμα της δημοσιευθείσης εν περιλήψει εις την έτ;ετηρίδα 1971 - 1972 

τούτου. Άντικείμενον ταύτης ύπήρξεν ή μελέτη της επιδράσεως του αντι­

βιοτικού Cloxacillin επί της καλλιέργειας του staph aureus κατά τα διάφορα 

στάδια της αναπτύξεως αυτού εντός γάλακτος, ή διαπίστωσις του ρυθμού 

αδρανοποιήσεως της Cloxacillin εντός αποστειρωμένου γάλακτος ή καλλιερ-

Έλήφθη την 23-12-1974. 
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γείας του ώς ανω μικροοργανισμού και ή διερεύνησις της δυνατότητος συ­

σχετισμού τών αποτελεσμάτων με τήν καταπολέμησιν της μαστίτιδος. 

Είναι γνωστόν ότι ή έπιδεκτικότης της σταφυλοκοκκικής μαστίτιδος 
εις τήν θεραπείαν δια Cloxacillin είναι σχετικώς πτωχή συγκρινόμενη με 
εκείνη ν της στρεπτοκοκκικής τοιαύτης, υπολογίζεται δε κατά μέσον δρον 
εις 28% εις γαλακτοφόρα ζώα καί 68% εις ζώα ευρισκόμενα εις ξηράν περίο-
δον (N.I.R.D. Report 1968). 

Έρευνα διεξαχθεΐσα ύπό των Ulberg, Harrison καί Funke (1958) άπέ-
δειξεν οτι ή άπόφραξις τών γαλακτοφόρων αγωγών, είναι ή κυρία αιτία τής 
πτωχής διανομής του άντιβιονκοΰ του εισαγομένου δια τής θηλής καί κατ' 
έπέκτασιν τών αποτελεσμάτων εκ τής θεραπείας. Εις σοβαράς περιπτώσεις 
χρονιάς σταφυλοκοκκικής μαστίτιδος όπου ή εκκρισις είναι κυρίως πϋον, 
τα αποτελέσματα είναι λίαν περιωρισμένα. Τοϋτο αναμφιβόλως είναι ό κύριος 
φορεύς τής αποτυχίας. Έν τούτοις υπήρξαν καί περιπτώσεις αποτυχίας τής 
θεραπείας, παρά τό γεγονός οτι τό γάλα ελάχιστα διέφερε του κανονικού 
ό δε μαστός ήτο φυσιολογικός ή ένεφάνιζεν έλαφράν σκλήρυνσιν. Εις περι­
πτώσεις στρεπτοκοκκικής μαστίτιδος, τα βακτήρια καταστρέφονται ταχέοκ, 
ακόμη καί όταν μεγάλα πήγματα γάλακτος εκκρίνονται επί ημέρας μετά τήν 
θεραπείαν. Πέραν τούτου καί εις περιπτώσεις θεραπείας ύποκλινικής μαστί­
τιδος τα αποτελέσματα είναι πτωχότερα εις τήν περίπτωσιν τών σταφυκλοκόκ-
κων, 50% τών περιπτώσεων θεραπεύονται, συγκρινόμενα προς εκείνα τών 
στρεπτόκοκκων, Strepi, agalactiae σχεδόν 100% (Westgarth, Kingwill, Griffin, 
Neave καί Dodd 1972). 

Εις τάς σταφυλοκοκκικός μαστίτιδας πέραν άλλων ή ηλικία του ζώου, 
ή σοβαρότης τών συμπτωμάτων τής ασθενείας καί ό αριθμός τών ανεπιτυχών 
θεραπειών ή κλινικών προσβολών έχει άξιοσημείωτον έπίδρασιν επί τής 
αποτελεσματικότητος τής θεραπείας (Report 1969 - 1970 καί Griffin 1971). 

Εις ο,τι άφορα τον βαθμόν αλλοιώσεως τών ίστών τοΰ μαστού, συνεπεία 
τής προσβολής του, δεν υφίστανται σαφή δεδομένα συσχετίζοντα τούτον 
προς τήν επιδεκτικότητα εις θεραπείαν. Ό Derbyshire (1958) παρετήρησε 
σκληρύνσεις εις μαστούς αιγών καί παρεδέχθη οτι αύται θα ήδύναντο να 
αποτελέσουν τήν αίτίαν τής αποτυχίας τής θεραπείας. Έ ν τούτοις οι Waite 
καί Blackburn (1963), Edwards (1964) εύρον τοιαύτας εις ένίους μόνον εκ 
τών μαστών εις ους άπέτυχεν ή θεραπεία. Έξ άλλου οι Lee καί Frost (1970) 
παρετήρησαν σκληρύνσεις μόνον εις μαστούς προσβεβλημένους ύπό Staph, 
aureus καί μάλιστα εις ποσοστόν 20% τών περιπτώσεων, δυστυχώς όμως δεν 
υπάρχουν πληροφορίαι επί τής έπιδεκνκότητος αυτών προς θεραπείαν. 

Πέραν τούτων, ô Ulberg (1954) παρετήρησεν οτι ενώ ή μεμβράνη ή τό 
περίβλημα τών αποστημάτων εκ Corynebacterium Pyogenes διεπεράτο ταχέως 
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υπό της πενικιλλίνης, το περιεχόμενον τούτων, ένεφάνιζε ποιάν τίνα άντί-

στασιν, εάν ήτο ξηρον ή καζεϊνώδες. Έν τούτοις καί παρά την είσχώρησιν 

της πενικιλλίνης οί έν ληθάργω υπάρχοντες εις τα αποστήματα μικροοργα­

νισμοί, θα ήδύναντο να μην έπηοεασθούν υπό ταύτης. 

Φαίνεται πιθανόν ότι μερικαί φυλαί του Staph, aureus προξενούν πλέον 

έκτεταμένην ζημίαν έπί των ιστών ή προκαλούν την δημιουργίαν σκληρύν­

σεων εντός των μαστών με άποτέμεσμα την αΰξησιν του αριθμού των έν λη­

θάργω ευρισκομένων ή βραδέως αναπτυσσομένων μικροοργανισμών, τούτων 

επηρεαζόμενων όλιγώτερον υπό της πενικιλλίνης. Προσέτι οί βραδέως 

αναπτυσσόμενοι ή έν ληθάργφ ευρισκόμενοι μικροοργανισμοί προφανώς 

είναι περισσότεροι εις τάς σταφυλοκοκκικός, παρ' οτ^ εις τάς στρεπτοκοκ­

κικός καλλιέργειας (Antibiotics 1949). 

Τα αϊτια της παρατηρούμενης σημαντικής διαφοράς αποτελεσματικό­

τητος της θεραπείας μεταξύ εκτροφών (N.I.R.D. Bienual Review 1970, σελ. 

52) παραμένουν εισέτι άγνωστα, πιθανόν δε νά όφείλωνται εις την φυλή ν του 

σταφυλόκοκκου καί τον τρόπον χειρισμού κατά περίπτωσιν, πλην όμως 

ελλείπουν δεδομένα εξ εκτροφών χαμηλής καί υψηλής έπιδεκτικότητος. 

Έ ν όψει των ανωτέρω έπεχειρήθη ή παρούσα εργασία με τήν προσδοκίαν 

οτι τά εκ ταύτης αποτελέσματα θα ήδύναντο νά συμβάλουν εις τήν διευκρί-

νισιν ώρισμένων ερωτημάτων άφορώντων εις τήν καταπολέμησιν της μαστί-

τιδος. 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΛΟΙ 

Μ ι κ ρ ο ο ρ γ α ν ι σ μ ο ί : Ή φυλή υπ' αριθμ. 37 /67 του Staph, aureus 

έχρησιμοποιήθη εις όλους τους πειραματισμούς. Αύτη άπεμονώθη έκ δεί­

γματος γάλακτος άγελάδος κατά τό έτος 1966 καί διατηρείται έκτοτε εις το 

Ίνστιτοΰτον δι' αναπτύξεως έπί Nutrient Agar. Ή ευαισθησία αύτοΰ, τουτέ­

στιν ή ελαχίστη ανασταλτική δόσις αντιβιοτικού δια τον υπ' όψιν μικροορ-

γανισμόν (Minimum Inhibitory Concentration μg /κ. έκ.) ευρέθη οτι είναι: 

—0,15 Cloxacillin — 0,018 Penicillin G — 0,6 Chlortetracycline — 0,15 No­

vobiocin — 0,6 Dihydrostreptomycin. 

Θ ρ ε π τ ι κ ά μ έ σ α : Ώ ς ήδη ανεφέρθη έν τη παρούση, μελετάται 

ή έπίδρασις της Cloxacillin έπί καλλιέργειας του Staph, aureus 37 /67 εις 

τό γάλα. Τό χρησιμοποιηθέν δια τους πειραματισμούς τοιούτον ήτο άποστει-

ρωμένον άπαχον άγελαδινόν, ελεύθερον αντιβιοτικών. Ή άναζωογόνησις 

της καλλιέργειας έγένετο πάντοτε δι' εμβολιασμού ταύτης εντός αποστειρω­

μένου Lemco Broth. "Ως μέσον δια τήν πραγματοποίησιν των απαραιτήτων 

κατά περίπτωσιν αραιώσεων έχρησιμοποιήθη x / 2 Strength Lemco Broth. 

Ή άρίθμησις των μικροοργανισμών έγένετο δι' αναπτύξεως τούτων έπί 
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Aesculin Nutrient Blood Agar τη χρησιμοποιήσει ποσότητος κολλιεργείας 

κατά περίπτωσιν 0,1 κ. εκατ. άνα τρυβλίον. Το σύνολον τών αποικιών μετά 

έπώασιν 48 ωρών εις τους 37°C, λαμβάνεται ώς ό αριθμός ζώντων κυττάρων 

εις τον υπ' δψιν ογκον. Καθ' έκάστην άρίθμησιν έγένοντο δύο τρυβλία και 

έξήγετο ό μέσος ορός. 

' Α ν τ ι β ι ο τ ι κ ά : Έχρησιμοποιήθη το Sodium Cloxacillin, Orbenin 

(Beecham Research Laboratories Ltd.) όπερ διελύθη εϊς άποστειρωμένον 

ύδωρ εις ποσότητα τοιαύτην ώστε νά ληφθούν διαλύσεις με συγκέντρωσιν 

30, 50, 300, 1000 μg άνά κ. εκατ. Έ ν κ. εκατ. εξ εκάστης τών ώς άνω διαλύσεων 

προσετίθετο κατά περίπτωσιν εις 9 κ. εκατ. άποστειρωθέντος άνευ αντιβιοτι­

κών άπάχ-ου αγελαδινού γάλακτος, ώστε να ληφθούν αί χρησιμοποιηθεΐσαι 

τελικώς συγκεντρώσεις Cloxacillin, ήτοι 3 και 30 μg άνά κ. εκατ. δια τήν 

φάσιν της λογαριθμικής αναπτύξεως και 5 και 100 δια τήν φάσιν της 

σταθεράς και φθινούσης τοιαύτης. Αί ώς άνω συγκεντρώσεις επελέγησαν 

ώς προσεγγίζουσαι τα πλαίσια τών αναμενόμενων συγκεντρώσεων μετά έγ-

χυσιν εις τον μαστόν 0,375 γραμμαρίων Cloxacillin (C. D. Wilson and W. Α. 

Coats, 1962). 

Ή χρησιμοποιηθείσα πενικιλλίνη ήτο τής A.V.M. Laboratories Ltd. 

Κ α μ π ύ λ η α ν α π τ ύ ξ ε ω ς . Προ τής χρησιμοποιήσεως του δια 

τους πειραματισμούς και προκειμένου ό διατηρούμενος επί Nutrient Agar 

και εις τους 4°C Staph, aureus 37 /67 να απόκτηση τήν ένδεδειγμένην ζωτι­

κότητα, ένεβολιάσθη εις Lemco Broth και ετέθη προς έπώασιν εις τους 37°C 

επί 18 ώρας, οτε ό αριθμός τών βακτηριακών κυττάρων ευρέθη 2 - 4 x 1 0 8 

άνά κ. εκατ. 'Ακολούθως προσετίθεντο 3 κ. εκατ. μιας άραιώσεως ΙΟ-4 εις 
1 /2 Strngth Lcmco Broth τής κατά τα ανωτέρω προετοιμασθείσης καλλιέρ­

γειας, εις 100 κ. εκατ. άποστειρωθέντος άνευ αντιβιοτικού άπαχου αγελαδινού 

γάλακτος, ώστε νά υπάρξουν τελικά 600 - 1200 βακτήρια άνά κ. εκατ., διενέ-

μετο δε τούτο εις αποστειρωμένους σωλήνας και έπωάζετο εϊς ύδρόλουτρον 

θερμοκρασίας 37°C. 

Ή καμπύλη αναπτύξεως ελήφθη κατόπιν αριθμήσεως Κατά τακτά χρο­

νικά διαστήματα τών βακτηρίων του έμβολιασθέντος γάλακτος, δια μετα­

φοράς 0,1 κ. εκατ. εξ αυτού επί τής επιφανείας Aesculin Nutrient Blood Agar 

περιεχομένου εντός τρυβλίου. Ή προκύψασα καμπύλη παρέχει τήν διάρ-

κειαν τών διαφόρων σταδίων αναπτύξεως τοΰ Staph, aureus 37/67 εις τό 

γάλα και ώς εκ τούτου τήν δυνατότητα προσθήκης τής Cloxacllin κατά τους 

μετέπειτα πειραματισμούς εις χρόνους οϊτινες αντιστοιχούν εις τήν φάσιν 

τής λογαριθμικής, τής σταθεράς και τής φθινούσης αναπτύξεως αυτού. 

'Ολίγον προ τής προσθήκης τοΰ αντιβιοτικού εις τα επιλεγέντα τρία 

σημεία τής καμπύλης αναπτύξεως τοΰ μικροοργανισμού και εις τακτά χρο-
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νικά διαστήματα μετά ταϋτα έγένετο άρίθμησις μικροοργανισμών κατά τα 

ανωτέρω. "Ολοι οι πειραματισμοί έγένοντο τουλάχιστον εις τριπλούν, πε-

ριελαμβάνετο δε πάντοτε μάρτυς (άνευ αντιβιοτικού), ώστε να είναι δυνατή 

ή έκτίμησις της επιδράσεως του αντιβιοτικού επί της καλλιέργειας του Staph, 

aureus 37/67 κατά τα δ'άφορα στάδια της αναπτύξεως αύτοϋ. 

Δ ο κ ι μ ή α ν τ ι β ι ο τ ι κ ο ύ . Ή σταθερότης της Cloxacillin εις 

τους 37°C, εντός καλλιέργειας του Staph, aureus εις γάλα, ευρισκομένης εις 

τάς φάσεις της σταθεράς και της φθινούσης αναπτύξεως καθώς και εντός 

αποστειρωμένου άπαχου αγελαδινού γάλακτος, έμετρήθη δια χρησιμοποιή­

σεως του Bac. Subtilis A.T.C. 6633, δια ύψηλάς συγκεντρώσεις αντιβιοτικού 

και Bac. Stearothermophilus Var Calidolactis δια χαμηλάς συγκεντρώσεις. 

Π ρ ο ε τ ο ι μ α σ ί α τ η ς κ α λ λ ι έ ρ γ ε ι α ς , α) Ό Bac. Subtilis 

άνεπτύσσετο επί Nutrient Agar εις τους 37°C επί τρεις ημέρας. Ή δημιουρ­

γούμενη μετά ταύτα εις τήν έπιφάνειαν του θρεπτικού υποστρώματος μικρο­

βιακή άνάπτυξις έλαμβάνετο δι' έκπλύσεως τη βοήθεια μικράς ποσότητος 

αποστειρωμένου ύδατος, έθερμαίνετο εις τους 75°C επί 30 λεπτά και ήραιώ-

νετο εν συνεχεία ώστε να δώση όπτικήν πυκνότητα ϊσην μέ έκείνην του 

σωληνος Brown No. 2. 

β) Ό Bac. Stearothermophilus Var Calidolactis άνεπτύσσετο επί Nutrient 

Agar :ϊς τους 55°C επί 48 ώρας. Ή μικροβιακή άνάπτυξις επί της επιφανείας 

του Nutrient Agar έλαμβάνετο δ 1 ' έκπλύσεως τη βοήθεια μικρας ποσότητος 

αποστειρωμένης διαλύσεως Ringer δυνάμεως χ /4, και προσηρμόζετο ήοπτική 

πυκνότης, δια περαιτέρω προσθήκης Ringer εις τήν τοιαύτην του σωλήνος 

Brown No. 1. 

Π ρ ο ε τ ο ι μ α σ ί α τ ώ ν τ ρ υ β λ ί ω ν . α) 0,05 κ. εκατ. εκ της 

προετοιμασθείσης κατά τά ανωτέρω καλλιέργειας του Bac. Subtilis A.T.C.C 

6633 άνεμιγνύοντο μέ 10 κ. εκατ. Tryptone Yeast Dextrose Agar και έτίθεντο 

εις άποστειρωμένον τρυβλίον Petri διαμέτρου 100 χιλιοστών. Έ ξ όπαί δια­

μέτρου 10 χιλ:οστών ήνοίγοντο μετά τήν στερεοποίηση/ του άγαρ και 0,10 

κ. εκατ. δείγματος προσετίθετο εις κάθε όπήν. Τά τρυβλία έτίθεντο μετά ταϋτα 

εις θάλαμον θερμοκρασίας 37°C επί 18 ώρας. Ή παρουσία αντιβιοτικού εντός 

τοϋ δείγματος καθίστατο αντιληπτή εκ της δημιουργίας ζώνης άνευ μικρο­

βιακής αναπτύξεως πέριξ τών οπών. Ή διάμετρος της ζώνης ευρίσκεται εις 

άμεσον σχέσιν μέ τήν συγκέντρωσιν τοϋ αντιβιοτικού εντός τοϋ δείγματος 

και ύπελογίζετο τή βοήθεια προτύπου καμπύλης δια το υπ' όψιν άντ'βιοτικόν 

και μικροοργανισμόν. 

β) 0,2 κ. εκατ. καταλλήλως προετοιμασθείσης καλλιέργειας τοϋ Bac. 

Stearothermophilus Var Calidolactis άνεμιγνύοντο μετά 5 κ. εκατ. Tryptone 

Yeast Dextrose Agar και έτίθεντο εις άποστειρωμένον τρυβλίον Petri διαμέ-
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τρου 100 χιλιοστών. Έ ξ κύλινδροι εξ ανοξείδωτου χάλυβος, εσωτερικής 

διαμέτρου 6 χιλιοστών και ύψους 10 χιλιοστών, ετοποθετοΰντο εις την επι-

φάνειαν του θρεπτικού υποστρώματος μετά την στερεοποίησίν του, έπλη-

ροϋντο διά του ύπο εξέτασιν δείγματος και έτίθεντο προς έπώασιν εις θάλα-

μον θερμοκρασίας 50°C, επί 18 ώραε. Ή παρουσία αντιβιοτικού εντός των 

υπό εξέτασιν δειγμάτων διεπιστουτο καί εις τήν περίπτωσιν ταύτην εκ τής 

δημιουργίας ζώνης παρεμποδίσεως της μικροβιακής αναπτύξεως πέριξ τών 

κυλίνδρων, ή ποσότης δε τούτου ύπελογίζετο τη βοήθεια προτύπου καμπύ­

λης. 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΙΣ ΕΙΓ ΑΥΤΩΝ 

Εις το σχήμα 1 παρέχεται επί ήμιλογαριθμικοϋ χάρτου ή καμπύλη ανα­

πτύξεως του Staph, aureus 37/67 εντός γάλακτος θερμοκρασίας 37°C κατά 

τήν διάρκειαν 6 ημερών. Δια βέλους σημειουνται έπ' αυτής οι χρόνοι προσ-

t »=·, 

"1 

Ξ £ 
ΙΧΗΜΑ 1 : Καμπύλη α ν α π τ ύ ξ ε ω ς του STAPHYLOCOCCUS AUREUS εντός γ ά λ α κ τ ο ς . Δια βέλους σημειουνται 

οι χρόνοι προσθήκης άντιβιοτιχοϋ χ α τ ά τους μετέπειτα πειραματισμούς. 
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θήκης της Cloxacillin, ήτοι εις το μέσον περίπου της λογαριθμικής και της 

σταθεράς φάσεως αναπτύξεως και μετά τήν άποκατάστασιν της φθινούσης 

τοιαύτης. Εις τα σχήματα 2, 3, 4 παρέχονται, ωσαύτως επί ήμιλογαριθμικοΰ 

χάρτου, καμπύλαι έμφαίνουσαι τήν έπίδρασιν της Cloxacillin επί καλλιέρ­

γειας του ως άνω μικροοργανισμού εντός του γάλακτος. Έχρησιμοποιήθη-

σαν δύο συγκεντρώσεις Cloxacillin κατά περίπτωσιν, συγκρίνονται δε πάν­

τοτε τα αποτελέσματα εκ τούτων, προς μάρτυρα ληφθέντα καθ' δμοιον τρό­

πον, άνευ όμως προσθήκης αντιβιοτικού. 

Σημειουμεν οτι εις τήν περίπτωσιν της λογαριθμικής φάσεως, λόγω 

μικρών αραιώσεων του δείγματος, παρέστη ανάγκη προσθήκης, ολίγον προ 

της αριθμήσεως τών μικροοργανισμών, πενικιλλινάσης, εις άναλογίαν πε­

ρίπου 200 Δ. Μ. άνά μg Cloxacillin δια τήν ύδρόλυσιν ταύτης, προκειμένου 

νά καταστή δυνατή ή λήψις αποικιών εντός τών τρυβλίων. 

Έκ του σχήματος 2 καθίσταται εμφανές οτι ή Cloxacillin είχε λίαν εν-

τονον βακτηριοκτόνον ένέργειαν επί τών ταχέως αναπτυσσομένων βακτη-

ριακών κυττάρων δοθέντος οτι μετά πάροδον 7,5 ωρών άπό της προσθήκης 

του αντιβιοτικού ποσοστόν εκ τούτων περίπου 99,5% θανατοΰται. Μετά 24 

ώρας ο αριθμός τών αποικιών ευρέθη, δια της χρησιμοποιηθείσης μεθόδου, 

μικρότερος τών 0,1 άνά κ. εκατ. Ή δρασις της Cloxacillin, ώς και έκ του πάρα-

— : Μάρτυς 

- : Μετά πρα£-ηχην 3μα 

, , V , νΔΙΑΡΚΕΙΑβ\πΐΔΡΑΣΕίΐ5?ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΟΥ (ΩΡΑΐ) 
ΧΧ,ΗΜΑ 2. : Ε π ι δ ρ α ο ι ς Τ η ς C L O X A C I L L I N ε ι τ ι - κ α λ λ ι έ ρ γ ε ι α ς τ ο ϋ S T A P H Y L O C O C C U S Αΐ ιηευ.5 

εις άγελαΒινόν γάλα, χατά τήν λογαραρι-^μιχήν φάοιν της αναπτύξεως του 
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τιθεμένου σχήματος 2 εμφαίνεται, ευρέθη παρόμοια εις την συγκέντρωσιν 
των 3 μg/κ. εκατ. και 3(^g/K. εκατ. Δέον να σημειωθή οτι άμφότεραι αί 
συγκεντρώσεις είναι ουσιωδώς ύψηλότεραι της ελαχίστης απαιτουμένης 
δια τήν άναστολήν της αναπτύξεως (M.I.C.) δια τον υπ" όψιν μικροοργανι-
σμον — 0,15μg/κ. εκατ. Δεν θα πρέπει νά άναμένηται κατά συνέπειαν, οτι ή 
χορήγησις υπερβολικής δόσεως αντιβιοτικού, κατά τήν καταπολέμησιν 
της σταφυλοκοκκικής μαστίτιδος, θα εχη ούσιαστικήν έπίδρασιν επί των 
αποτελεσμάτων τής θεραπείας. Έπί του προκειμένου ίδιαιτέραν σημασίαν 
έχει ή διασφάλισις συγκεντρώσεως, καθ' ολην τήν διάρκειαν τής θεραπείας, 
ύψηλοτέρας τής απαιτουμένης ελαχίστης τοιαύτης δια τήν παρεμπόδισιν 
τής αναπτύξεως του παθογόνου μικροοργανισμού (M.I.C.). 

Εις περίπτωσιν προσθήκης τής Cloxacillin κατά τήν φάσιν τής σταθεράς 
αναπτύξεως τοΰ μικροοργανισμού παρατηρείται οτι ό ρυθμός μειώσεως των 
ζώντων εν τη καλλιέργεια κυττάρων είναι ταχύτερος εν συγκρίσει προς τους 
μάρτυρας (σχήμα 3), πλην όμως ούτος κατά πολύ βραδύτερος εκείνου τής 
λογαριθμικής φάσεως. Ούτος είναι τόσον βραδύς ώστε εάν ύποθέσωμεν οτι 
διατηρείται σταθερός και μετά 196 ώρας άπό τής προσθήκης νου αντιβιοτι­
κού θα άπητοϋντο τουλάχιστον 15 ήμέραι δια νά καταστή ό αριθμός τούτων 
μικρότερος των 10 ανά κ. εκατ. Προσθήκη πενικιλλινάσης, εις άναλογίαν 
περίπου 200 IU ανά ^ g Cloxacillin, èvxòc τής καλλιέργειας ήτις υπέστη τήν 

/> 

Μάρτυς, άνευ αναδευαεως της καλλιέργειας. 

>> μετά άνάδευοιν » » 

Μετά ττροσθήκην 5μο CLOXACILLIN άνα χ\.έκ, 

καλλιέργειας 

ΙΧΗΜΑ 3 'Εΰπίδραοις τής CLOXACILLIN έιτι -καλλιέργειας του STAPHYLOCOCCU 

κατά την φασιν τής αταθεράς αναπτύξεως 

tEor ANTVBIOTHCOT ÌQPAO 
AUREUS εις γάλα , 
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έπίδρασιν τοΰ αντιβιοτικού επί πενθήμερον, κατέληξεν εις τον εκ νέου πολ-

λαπλασιασμόν του μικροοργανισμού εις περίπου 3χ ΙΟ7 κύτταρα εντός 48 

ωρών. (Προσετίθετο πάντοτε 1 κ. εκατ. διαλύματος πενΊκιλλινάσης εις 9 κ. 

εκατ. καλλιέργειας). 

Πιθανόν ή προστεθείσα ποσότης διαλύματος του υπ' όψιν ενζύμου 

συνέτεινε πέραν της καταστροφής τοΰ αντιβιοτικού, εις την άραίωσιν τυχόν 

τοξικών μεταβολικών προϊόντων τών κυττάρων του μικροοργανισμού, και 

την ανακατανομή ν τών διαθεσίμων θρεπτικών συστατικών και ως εκ τούτου 

διαμόρφωσιν εύνοϊκωτέρου περιβάλλοντος, εξ ου και ή άνάπτυξις. Έπέμβα-

σις επί τής καλλιέργειας ταύτης διά προσθήκης νέας ποσότητος Cloxacillin 

δεν έπέφερεν ουδέν αποτέλεσμα διότι τό άντιβιοτικόν κατεστρέφετο εντός 

ολίγου χρόνου άπό τής προσθήκης του συνεπεία τής ένυπαρχούσης ήδη 

πενικιλλινάσης. 

Εις τά παρατιθέμενα σχήματα 3 καί 4 παρέχονται δύο καμπύλαι μάρτυ­

ρος. Τούτο κατέστη άναγκαϊον καθ' όσον κατά τήν έξέλιξιν τών πειραματι­

σμών διεπιστώθη ότι ό χειρισμός τής άνευ αντιβιοτικού καλλιέργειας κατά 

τήν φάσιν τής σταθεράς και φθινούσης αναπτύξεως, κατά παρόμοιον τρόπον 

μέ έκείνην τής μετά Cloxacillin (έντονος άνάδευσις τής πηχθείσης καλλιέρ­

γειας, διανομή μετά ταύτα άνά 10 κ. εκατ. εις δοκιμαστικούς σωλήνας καί 

έπώασις μέχρι τής αριθμήσεως) είχεν ως αποτέλεσμα τήν αΰξησιν τοΰ άρι-

? : 

Μάρτυς, ανε-υ άναδευσεως της καλλιέργειας 
>> μετά άναδευσιν » » 

Μετά ιτροο-9τ)χη\ 5μο CLOXACILL.IN άνα χ έ χ 
κ α λ λ ι έ ρ γ ε ι α ς 

ΣΧΗΜΑ 4 Έ π ί δ ρ α σ ι ς τής CLOXACILL Ν ini χ α λ λ ι ε ρ γ ε ι α ς ic 
τήν φάοιν της φ·»ινούσης α ν α π τ ύ ξ ε ω ς 

ΐΔΡ«τεοε ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΟΎ Qtpn) 
Αΐιπεα5 ε ίς γ ά λ α χ α τ ά 
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θμοϋ των κυττάρων εν τη καλλιέργεια καί κατ* έπέκτασιν διαφοροποίησιν 

της αρχικώς διαμορφωθείσης καμπύλης αναπτύξεως ήτις, ειρήσθω εν παρό-

δω, λόγω της άρχήθεν διανομής του έμβολιασθέντος γάλακτος εις σωλήνας 

άνεδεύετο μόνον κατά τήν άρίθμησιν. Δια συγκριτικούς λόγους ως εκ τούτου 

παρέχονται άμφότεραι αί καμπύλαι. Έκ των σχημάτων 3 και 4 διαφαίνεται 

δτι ή ενϋονος άνάδευσις τής άνευ Cloxacillin καλλιεργείας έπέφερεν αναζωο­

γόνησαν των βακτηριακών κυττάρων. Ή παρατήρησις αύτη οδηγεί εις τήν 

σκέψιν ότι διάφοροι χειρισμοί των πασχόντων ζώων δυνατόν να επηρεάζουν 

τήν κατάστασιν των παθογόνων μικροοργανισμών καί κατ' έπέκτασιν τά απο­

τελέσματα τής θεραπείας. 

'Επειδή οί χειρισμοί ούτοι διαφέρουν οπωσδήποτε άπό εκτροφής εις 

έκτροφήν, πιθανόν να αποτελούν καί αίτίαν τής παρατηρούμενης ανομοιο­

μορφίας αποτελεσμάτων μεταξύ των διαφόρων εκτροφών. 

Ή προσθήκη Cloxacillin εντός καλλιέργειας του Staph, aureus 37/67, 

ευρισκομένης εις τήν φθίνουσαν φάσιν, έπετάχυνε τον ρυθμόν θανατώσεως 

τών βακτηριακών κυττάρων συγκριτικώς προς τους μάρτυρας, πλην όμως 

ό σημειωθείς ρυθμός μειώσεως τών ζώντων έν τη καλλιέργεια βακτηριακών 

κυττάρων ήτο περίπου ύποδιπλάσιος του έπιτευχθέντος κατά τήν προσθήκην 

τής Cloxacillin κατά τήν φάσιν τής σταθεράς αναπτύξεως τοϋ μικροοργανι­

σμού. Τούτο εξηγείται έκ τοϋ γεγονότος ότι είς τήν δευτέραν περίπτωσιν 

ϊ * τιροσθτχη CLOXACILLIN 

ο λογαριθμική φαοις 

Β φάσις σταθεράς α ν α π τ ύ ξ ε ω ς ( α ρ α ι ω θ ε ω α -καλλιέργεια) 

Δ * φ-θινοΰοης » » *> 
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περισσότερα κύτταρα ευρίσκονται υπό πολλαπλασιασμόν ενώ αντιστρόφως 

ό άρ'θμός τών βραδέως αναπτυσσομένων ή και ληθαργούντων κυττάρων 

εϊνα1 μικρότερος. Σημειοΰμεν ότι τόσον κατά την φάσιν της σταθεράς ανα­

πτύξεως του μικροοργανισμού, όσον και κατά τήν φθίνουσαν τοιαύτην, ή 

συγκέντρωσις των 5μβ εκ του ύπ' όψιν αντιβιοτικού έδωσε παρόμοια αποτε­

λέσματα κατά περίπτωσιν με έκείνην τών lOG^g ανά κ. εκατ. 

Έπεχειρήθη άραίωσις της καλλιεργέίας κατά τα ώς άνω στάδια, δια 

αποστειρωμένου άπαχου αγελαδινού γάλακτος μετά Cloxacillin εις τρόπον, 

ώστε να ληφθη αριθμός μικροοργανισμών και συγκέντρωσις αντιβιοτικού 

παραπλήσια προς εκείνα κατά τήν μελέτην της λογαριθμικήΥ φάσεως. Μετά 

τήν άραίωσιν έμελετήθη ό ρυθμός θανατώσεως τών κυττάρων της καλλιέρ­

γειας, δι' επωάσεως εις τους 37°C. Τά σχετικά αποτελέσματα παρέχονται, 

επί ήμιλογαριθμικοΰ χάρτου, εις τό σχήμα 5, εξ ου εμφαίνεται ότι εις περί­

πτωσιν άραιώσεως της καλλιέργειας ή δρασις τοΰ αντιβιοτικού είναι πλέον 

αποτελεσματική παρ' ότι εις μή άραιωθεΐσαν τοιαύτην. Φαίνεται πιθανόν 

ότι τό χρησιμοποιηθέν δια τήν άραίωσιν γάλα, πλούσιον είς θρεπτικά συ­

στατικά και άπηλλαγμένον τών προϊόντων μεταβολ'σμοΰ τοΰ υπ' όψιν μικρο­

οργανισμού, διήγειρε προς πολλαπλασιασμόν αριθμόν κυττάρων τούτου, 

τά όποια εν συνεχεία εθανατώθησαν ώς εκ της παρουσίας της Cloxacillin 

ή οτι τό άντιβιοτικόν είναι πλέον άποτελεσματικόν όσον μικρότερος είναι 

ό αριθμός τών βακτηριακών κυττάρων άνά κ. εκατ. Έκ της συμπεριφοράς 

της καλλιέργειας συνάγεται οτι τό ύπό μελέτην άντιβιοτικόν έχει εις τήν 

προκειμένην περίπτωσιν και βακτηριοστατικήν ένέργειαν, διότι άλλως μετά 

τήν άραίωσιν θα διηγείρετο μεγαλύτερος αριθμός κυττάρων προς πολλα­

πλασιασμόν δια νά θανατωθή εν συνεχεία ύπό τοΰ αντιβιοτικού. 

Είναι εμφανές, έκ τών παρατεθέντων ήδη αποτελεσμάτων, ότι προς 

όλοκληρωτικήν καταστροφήν ύπό της Cloxacillin, τών εν τη καλλιέργεια 

κυττάρων τοΰ Staph, aureus 37/67 άπαιτοΰνται όλίγαι μόνον ώραι εις τήν 

φάσιν της λογαριθμικής αναπτύξεως και πολλαί ήμέραι είς τάς άλλας. Γεν­

νάται κατόπιν τούτου τό ερώτημα ποία είναι ή σταθερότης τοΰ άντιβιοτ<κοΰ 

ύπό τάς πειραματικάς συνθήκας, ώστε νά διασφαλίζεται ή παρουσία αύτοΰ 

καθ' όλην τήν διάρκειαν της θεραπείας, δεδομένου ότι πλείστοι όσοι παρά­

γοντες επηρεάζουν ταύτην. Ή άπάντησις είς τό ερώτημα τούτο ενέχει ίδιαι-

τέραν πρακτικήν σημασίαν εάν ληφθη υπ' όψιν ότι κατά τήν διάρκειαν της 

θεραπείας της μαστίτιδος ή συγκέντρωσις αντιβιοτικού θα πρέπει νά διατη-

ρήται πάντοτε είς έπίπεδον ύψηλότερον της M.I.C. ενώ θα πρέπει νά άποφεύ-

γηται υπερβολική συγκέντρωσις αύτοΰ εντός τοΰ μαστού, δεδομένου ότι, ενώ 

ουδέν πλεονέκτημα προκύπτει έκ της ηύξημένης συγκεντρώσεως τοΰ άντι-

βιοτικοΰ, είναι ένδεχόμενον νά δράση τοΰτο τοξικώςέπί τών κυττάρων τοΰ 

μαστοΰ. 
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Προς τούτο έμελετήθη ο ρυθμός αδρανοποιήσεως του υπ' όψιν αντι­

βιοτικού εντός καλλιέργειας ευρισκομένης εις τάς φάσεις της σταθεράς και 

φθινούσης αναπτύξεως ως καί εντός αποστειρωμένου άπαχου αγελαδινού 

γάλακτος. Αί χρησιμοποιηθείσαι συγκεντρώσεις ήσαν 5 καί 10(^g ανά κ. 

εκατ. Ή αντιβιοτική ισχύς παρηκολουθήθη ανά 24 ώρας καί επί πέντε ημέ­

ρας. Σημειοϋμεν δτι το pH τοϋ αποστειρωμένου άπαχου αγελαδινού γάλακτος 

ΔΙΑΡΚΕΙΑ ΕΠΙΑΡΑΣΕΟΣ ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΟΥ Qì PAj) 

ΣΧΗΜΑ 6 : Ρυ-θμός αδρανοποιήσεως τ η ς CUOXACILLIN ε ν τ ό ς : 

ο α π ο σ τ ε ι ρ ω μ έ ν ο υ γ ά λ α χ τ ο ς 

• χ α λ λ ι ε ρ γ ε ι α ς τοϋ STAPHYLOCOCCUS AUREUS (ίράσις σταθεράς αναπτύξεως 

Δ » » » » » φθινούσης ?> 
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κατά την προσθήκην του αντιβιοτικού ήτο κατά μέσον ορον 6,50 ένφ της 

καλλιέργειας του Staph, aureus ήτο 5,02 και 5,05 αντιστοίχως δια τάς ώς 

άνω δύο φάσεις. 

Τα ληφθέντα αποτελέσματα τα σχετικά με την χρησιμοποίησιν 5μg 

Cloxacillin άνά κ. εκατ. παρέχονται εϊς το σχήμα 6. 'Εκ τούτου διαφαίνεται 

οτ' εις όλας τάς περιπτώσεις σημειοΰται μεγαλύτερα άδρανοποίησις του 

αντιβιοτικού κατά τάς πρώτας 24 ώρας, διατηρούμενης σχεδόν σταθεράς 

μετά ταύτα και ότι αύτη ήτο μεγαλύτερα εις τήν περίπτωσιν της προσθήκης 

τούτου εντός των καλλιεργειών τοΰ υπ' όψιν μικροοργανισμού. Πέραν τούτου 

παρατηρείται δτι απαιτούνται τουλάχιστον 8 ήμέραι δια να κατέλθη ή συγ-

κέντρωσις τοΰ αντιβιοτικού εντός της καλλιέργειας εις έπίπεδον χαμηλότε-

ρον εκείνου της M.I.C. δια τον υπό μελέτην μικροοργανισμόν. Εις τήν περί­

πτωσιν τών 100μg διεπιστώθη παραπλήσιος ρυθμός αδρανοποιήσεως και 

ώς εκ τούτου είναι προφανές οτι ό απαιτούμενος χρόνος δια νά κατέλθη ή 

συγκέντρωσις της προστεθείσης Cloxacillin κάτω τοΰ M.I.C. είναι αναλόγως 

περισσότερος. Το γεγονός οτι ή Cloxacillin διατηρείται επί μακρόν ύπο τάς 

6rc' όψιν πειραματικός συνθήκας, ενέχει ϊδιαίτερον πρακτικόν ενδιαφέρον 

και οδηγεί εις τήν σκέψιν ότι εις περίπτωσιν αντιβιοτικής θεραπείας δια τον 

περιορισμόν τής μαστίτιδος, ή χρησιμοποίησις παρασκευασμάτων άντιβιο-

τ'κοΰ βραδείας απελευθερώσεως — Slow release Preparations — είναι ΐδ*α -

τέρως πλεονεκτική κατά τήν ξηράν περίοδον. Τό άντιβιοτικόν εις τήν περί­

πτωσιν ταύτη ν διατηρείται επί μακρόν, με άναμενόμενον αποτέλεσμα, ύψη-

λότερον ποσοστον θεραπείας υφισταμένων προσβολών και τον περιορισμόν 

νέων μολύνσεων. Κατά τήν διάρκειαν τής γαλακτοπαραγωγής τα σκευάσματα 

ταύτα δεν συνιστώνται καθ' όσον τό άντιβιοτικόν αποβάλλεται εις τό γάλα 

επί μακρόν. 

Εις ό,τι άφορα τήν σημειωθεΐσαν ηύξημένην άδρανοποίησιν κατά τάς 

πρώτας 24 ώρας, αύτη πιθανόν οφείλεται πέραν άλλων και εις δέσμευσιν 

μέρους τοΰ αντιβιοτικού ύπό τών πρωτεϊνών τοΰ γάλακτος. Ή παρατηρηθεΐσα 

διαφορά μεταξύ καλλιεργειών και αποστειρωμένου γάλακτος δυνατόν νά 

άποδοθή εις δέσμευσιν ποσότητος έκ τοΰ άντιβιοτικοΰ ύπό τών βακτηριακών 

κυττάρων, εις τό χαμηλόν pH τών καλλιεργειών και εις τήν εκκρισιν περιω-

ρισμένης έστω ποσότητος πενικιλλίνάσης υπό χρησιμοποιηθέντος μικρο­

οργανισμού. 

Σ Υ Μ Π Ε Ρ Α Σ Μ Α Τ Α 

'Εκ τών παρατεθέντων αποτελεσμάτων συνάγεται ότι: 

1) Ή Cloxacillin εμφανίζει εντονον βακτηριοκτόνον ένέργειαν επί τών 

ταχέως αναπτυσσομένων βακτηριακών κυττάρων (λογαριθμική φάσις άνα-
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πτύξεως) καλλιέργειας του Staph, aureus 37 /67 εντός αγελαδινού γάλακτος. 

'Αντιθέτως εις την περίπτωσιν της φάσεως της σταθεράς αναπτύξεως και 

της φθινούσης τοιαύτης το ύπ' όψιν άντιβιοτικον έχει πολύ βραδυτέραν 

ένέργειαν. 

2) Το γάλα ως υπόστρωμα δεν έχει οιανδήποτε προστατευτική ν ένέρ­

γειαν κατά τήν δράσιν του αντιβιοτικού επί του παθογόνου μικροοργανισμού. 

3) Ή Cloxacillin διασπάται βραδέως εντός καλλιέργειας του Staph, 

aureus 37/67 εντός γάλακτος καί ώς εκ τούτου θα ήδύνατο να άποτελέση 

μέσον θεραπείας μαστιτίδων διαρκούσης της ξηράς περιόδου ιδίως υπό τήν 

μορφήν παρασκευαμάτων βραδείας απελευθερώσεως ταύτης. Κατά τήν διάρ-

κειαν της γαλακτοπαραγωγής τα σκευάσματα ταύτα δεν συνιστώνται, καθ' 

ö r ή Cloxacillin αποβάλλεται εις τό γάλα επί μακρόν. Ή εγχυσις ταύτης εντός 

τοΰ μαστού απάντων των ζώων τών ευρισκομένων εις ξηράν περίοδον θα 

συντέλεση εις τον περιορισμόν νέων μολύνσεων καί τήν έκρίζωσιν πολλών 

εκ τών υφισταμένων. 

4) Διάφοροι χειρισμοί κατά τήν διάρκειαν της θεραπείας δυνατόν να 

επηρεάσουν τό αποτέλεσμα ταύτης. 

Περαίνων, αισθάνομαι τήν ύποχρέωσιν να ευχαριστήσω όλως ιδιαιτέρως 

τον καθηγητήν μου κ. Βύρωνα Βεϊνόγλου δια τάς παρατηρήσεις καί υποδεί­

ξεις αυτού προς πληρεστέραν παρουσίασιν της όλης εργασία . 

Π Ε Ρ Ι Λ Η Ψ Ι Σ 

Μετά σύντομον βιβλιογραφικήν άνασκόπησιν παρέχονται πληροφορίαι 

επί τών χρησιμοποιηθεισών μεθόδων καί μέσων δια τήν διεξαγωγήν τών 

πειραματισμών. Τα αποτελέσματα της επιδράσεως της Cloxacillin επί καλ­

λιέργειας Staph, aureus 37/67 εις τό γάλα παρέχονται μετά ταύτα, εξ ών 

συνάγεται ότι τό εν λόγφ άντιβιοτικόν έχει εντονον βακτηριοκτόνον ένέρ­

γειαν μόνον έπί τών ταχέως αναπτυσσομένων βακτηριακών κυττάρων. 

Ωσαύτως παρέχονται αποτελέσματα έπί της σταθερότητος της Cloxa­

cillin εις τους 37°C, εντός αποστειρωμένου γάλακτος καί καλλιεργειών τοΰ 

ώς άνω μικροοργανισμού εντός τούτου, ήτις ευρέθη υψηλή εις άμφοτέρας 

τάς περιπτώσεις, πλην όμως συγκριτικώς κατά τι υψηλότερα εϊς τό γάλα. 
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