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Fenotipske i genotipske karakteristike koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz
vimena krava

Kratak sadrzaj

Mastitis je najces¢e obolenje mlec¢nih krava i uzrok je najve¢ih gubitaka u primarnoj
proizvodnji mleka u svetu, a najceSce su izazvani koagulaza pozitivnim stafilokokama.
Rezistencija stafilokoka izolovanih u slucajevima mastitisa prema antimikrobnim sredstvima
je u porastu i prati rezistenciju stafilokoka izolovanih u slu¢ajevima oboljenja ljudi, pre svega
na penicilin i ampicilin, kao i na preparate iz drugih grupa antimikrobnih lekova.
Najznacajniji toksini koji stvaraju koagulaza pozitivne stafilokoke su enterotoksini i imaju
veliki znacaj za zdravlje ljudi, jer izazivaju alimetarne intoksikacije, a mleko 1 proizvodi od
mleka predstavljaju rizicne proizvode u kojima se enterotksini mogu naci. Novija istrazivanja
pokazuju da do 93,6% stafilokoka izolovanih u sluc¢ajevima mastitisa ima sposobnost da
stvara jedan ili viSe enterotoksina.

Cilj istrazivanja je bio da se utvrdi da li postoji razlika u fenotipskim i genotipskim
karakteristikama koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka uzetih u
slucajevima latentne infekcije, subklinickih mastitisa i klinickih mastitisa krava u razli¢itim
fazama laktacije 1 da li postoji veza izmedu osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka na
antimikrobne lekove i prisustva gena za stvaranje enterotoksina.

Uzorci mleka za bakteriolosko ispitivanje na uzro¢nike mastitisa su uzeti iz pojedinih Cetvrti
vimena od 9.181 krave u razli¢itim fazama laktacije sa tri farme. Kod svih (830) izolata
koagulaza pozitivnih stafilokoka koji su izolovani iz uzoraka mleka uzetih u razli¢itim fazama
laktacije ispitana je osetljivost disk difuzionom metodom po Kirbi Bauer-u na odabrane
antimikrobne lekove. Za ispitivanje rezistencije na meticilin oksi testom sa oksicilinom i
cefoksitinom ispitano je 373 izolata za koje je disk difuzionim testom utvrdeno da su
rezistentni na penicilin G. Za ispitivanje biohemijskih osobina i sposobnosti sinteze
enterotoksina odabrano je 50 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz uzoraka
mleka krava sa subklinickim mastitisom od kojih je za 35 (78,6%) izolata disk difuzionom
metodom utvrdeno da su rezistentni na penicilin G 1 15 (21,4%) izolata osetljivo na penicilin
G. diskovi antimikrobnih lekova slede¢ih koncetracija: penicilin G 6pg (Torlak),
amoksicilin/klavulanska kiselina (20+10 pg ) (Oxoid), kloksacilin 25 pg (Oxoid), amoksicilin
30 ug (Torlak), cefaleksin 30 pg (Torlak), ceftiofur 30 pug (Oxoid), linkomicin 15 pg (Oxoid),
gentamicin 30 ug (Torlak), i tetraciklin 30 pg (Torlak).



Ispitivanje sposobnosti sinteze enetrotoksina odabranih izolata koagulaza pozitivnih
stafilokoka je radeno VIDAS TM Staphylococcal enterotoxin test SET2, 30701 (bioMerieux,
Francuska). VIDAS SET2 koristi ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay) tehniku za
direktnu simultanu detekciju sedam tipova enterotoksina (SEA, SEB, SEC1, SEC2, SECS,
SED i SEE).

Identifikacija koagulaza pozitivnih stafilokoka je uradena na osnovu makromorfoloskih
psobina (pigmenta kolonija i hemolize na krvnom agaru) i pomocu biohemijskog
komercijalnog niza API Staph bioMérieux. Nakon analize genoma Staphylococcus aureus
,,BLAST* softverom, za ispitivanje su izabrani sledec¢i geni: ftsZ — koji je ,,housekeeping*
gen, odnosno gen karakteristican za Staphylococcus aureus i koji se uvek ispoljava, zatim gen
sea — Kkoji kodira sintezu stafilokoknog enterotoksina A, seb — koji kodira sintezu
stafilokoknog enterotoksina B i gen sed — koji kodira sintezu stafilokoknog enterotoksina D.
Koagulaza pozitivne stafilokoke su izolovane iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti
vimena krava na sve tri ispitivane farme: na farmi I utvrdeno je 8,38% latentnih infekcija i
subklinickih mastitisa, na farmi II 17,20% latentnih infekcija i subklini¢kih mastitisa, a na
farmi III 1,64% latentnih infekcija 1 subklinickih mastitisa izazvanih koagulaza pozitivhim
stafilokokama. Ispitivanjem makromorfoloskih karakteristika utvrdeno je da 96% izolata
koagulaza pozitvnih stafilokoka imaju, zlatnozuti pigment, a samo 4% izolata nije imalo
zlatnoZuti pigment. Svi izolati su stvarali hemolizine, najceSc¢e beta hemolizin (50% izolata),
zatim alfa plus beta hemolizin (36% izolata), beta plus delta hemolizinon (8% izolata), delta
hemolizin (4% izolata) i alfa hemolizin 2% izolata. Na osnovu biohemijskih osobina izolati
koagulaza pozitivnih stafilokoka su najc¢es$ce identifikovani kao S. aureus (88%), zatim S.
chromogenes (4%), S intermedius (2%), S. xylosus (2%), S. sciuri (2%) i S. lentus (2%).
Najveci procenat izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, izolovanih iz uzoraka mleka krava
u slucajevima latentne infekcije i subklini¢kih mastitisa, rezistentnih na penicilin G je utvrden
na farmi sa umerenom prevalencijom mastitisa (70,4% izolata), zatim na farmi sa visokom
prevalencijom mastitisa (60,2% izolata), a najmanji na farmi sa niskom prevalencijom (43,7%
izolata). Makrodilucionom metodom je za izolate koagulaza pozitivnih stafilokoka utvrdena
minimalna inhibitorna koncetracija penicilina G za izolate koji su disk difuzionom metodom
ocenjeni kao rezistentni je bila (MIC 90) 32 ug/ml i (MIC 50) 8 ug/ml (MIC 90), a za izolate
koji su disk difuzionom metodom ocenjeni kao osetljivi minimalna inhibitorna koncetracija
penicilina G je bila 0,03 ug/ml (MIC 50) i 2 ug/ml (MIC 90). Ispitivanjem fenotipske
otpornosti na meticilin, ustanovljena je otpornost kod 3,75% izolata na 1pg oksacilina, a ni

jedan izolat nije bio otporan na 30ug cefoksitina. Ni kod jednog od 50 ispitivanih izolata



koagulaza pozitivnih stafilokoka, kod kojih je makrodilucionom metodom utvrdena
rezistencija na penicilin G, nije dokazano prisustvo mecA gena. Primenom ELISA metode
utvrdeno je da 20 % izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, koje su na osnovu fenotipskih i
genotipskih osobina, identifikovane kao S. aureus, ima sposobnost sinteze klasi¢nih
enterotoksina (A, B, C, D i E). Koagulaza pozitivne stafilokoke osetljive na penicilin G su
cesce stvarale klasicne enterotoksine (53,33% izolata) nego koagulaza pozitivne stafilokoke
rezistentne na penicilin G (8,57% izolata).

Prisustvo gena za sintezu enterotoksina dokazano je samo kod jednog od 10 izolata kod kojih
je ELISA metodom utvrdena sposobnost sinteze enterotoksina. Dokazan je gen za sintezu

enterotoksina B.

Kljuéne reéi: koagulaza pozitivne stafilokoke, infekcija, mastits, prevalenca, pigment,

hemoliza, identifikacija, antimikrobna osetljivost, rezistencija na meticilin, enterotoksini
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Phenotype and genotype charactristics of coagulase-positive staphylococci isolated from
cows udder

Summary

Mastitis in dairy cows is the persistent, inflammatory reaction of udder tissue. Mastitis cause
the greater losses on primary production in milk in world, and most prevalence pathogens are
coagulase-positive staphylococci. Resistance of staphylococci into the isolated in bovine
udder a cases of mastitis on antimicrobial agents increasing and monitoring resistance of
isolated staphylococci in cases in humans infections, especially of penicillin and ampicillin, as
well as the preparation of other groups of antibiotics. The main toxins produced coagulase
positive staphylococci are enterotoxins and have great significance of human health, causing
alimntary intoxication. Milk and milk products are risk factors for enterotoxins existing.
Recent research shows that up to 93,6% of staphylococci isolated in cases of mastitis in the
ability in produces one or more enterotoxins.

The aim of this study was to determine whether there are differences in phenotypic and
genotypic characteristics of coagulase-positive staphylococci isolated from milk samples
taken in cases of latent infection, mastitis, subclinical and clinical mastitis at different stages
of lactation, and whether there is a link between susceptibility of coagulase-positive
staphylococci antimicrobial drugs and the presence of genes for production of enterotoxins.
Milk samples for bacteriological examination of the causes of mastitis are taken from
individual quarters of the udder from 9,181 cows at different stages of lactation from three
farms. In all (830) isolates of coagulase-positive staphylococci, isolated from milk samples
taken at different stages of lactation examined the sensitivity of disk diffusion method by
Kirby-Bauer in the selected antimicrobials. To test resistance to methicillin oxy test with
oxacillin and cefoxitin were examined 373 isolates for which the disk diffusion assay showed
that are resistant to penicillin G. For the investigation of biochemical properties and the ability
to synthesize enterotoxin of 50 selected isolates of coagulase-positive staphylococci isolated
from milk samples of cows with subclinical mastitis of which is 35 (78.6 %) isolates by disk
diffusion method showed that are resistant to penicillin G and 15 (21,4 %) isolates susceptible
to penicillin G. Drives the following concentrations of antibiotics: penicillin G 6pg (Torlak),
amoxicillin/clavulonic acid (20+10mg) (Oxoid), cloxacillin 25 mg (Oxoid), amoxicillin 30
mg (Torlak), cephalexin 30 mg (Torlak), ceftiofur 30 mg (Oxoid), lincomycine 15 mg
(Oxoid), gentamicine 30 mg ( Torlak ) and tetracycline 30 mg (Torlak).



Investigation of enterotoxin synthesis selected isolates of coagulase-positive staphylococci
was done VIDAS TM Staphylococcal enterotoxin test SET2, 30701 (bioMerieux, France).
VIDAS SET2 using ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay) technique for direct
simultaneous detection of seven types of enterotoxins (SEA, SEB, SEC1, SEC2, SEC3,SED
and SEE).

Identification of coagulase-positive  staphylococci was performed based on
macromorphological characteristics (pigment and hemolytic colonies on blood agar) and by a
series of biochemical commercial API Staph bioM¢érieux. After analysis of the genome of
Staphylococcus aureus "BLAST" software for testing were selected following genes : ftsZ -
which is the " housekeeping " gene, or a gene characteristic of Staphylococcus aureus that is
always expressed , then the sea gene - which encodes the synthesis of staphylococcal
enterotoxin A, seb - encoding the synthesis of staphylococcal enterotoxin B gene and sed -
which encodes the synthesis of staphylococcal enterotoxin D.

Coagulase-positive staphylococci were isolated from milk samples taken from individual
udder quarters on all three farms: | first farm were found 8,38% of latent infections and
subclinical mastitis on the farm 11 17,20 % of latent infections and subclinical mastitis, and
farm 11l 1,64 % latent infection and subclinical mastitis caused by coagulase-positive
staphylococci. The study macromorphological characteristics showed that 96% of isolates of
coagulase positive staphylococci have golden-yellow pigment and only 4% of the isolates had
no golden-yellow pigment. All isolates were hemolysin producer, usually beta hemolysin
(50% of isolates), and alpha plus beta hemolysin (36% of the isolates), beta plus delta
hemolysin (8% of the isolates ), delta hemolysin (4 % of the isolates) and alpha hemolysin 2
% of the isolates. Based on the biochemical properties of isolates of coagulase-positive
staphylococci are commonly identified as S. aureus (88%), followed by S. chromogenes (4
%), S. intermedius (2%), S. xylosus (2%), S. sciuri (2%) and S. lentus ( 2%). The highest
percentage of isolates of coagulase- positive staphylococci isolated from milk samples of
cows in cases of latent infection and subclinical mastitis resistant to penicillin G was found on
a farm with a moderate prevalence of mastitis (70,4 % of isolates), followed by farms with a
high prevalence of mastitis (60,2 % of isolates), and at least on a farm with a low prevalence
(43,7% of isolates). Macrodilution method for isolates of coagulase-positive staphylococci
determined minimum inhibitory concentration of penicillin G for isolates that were evaluated
by disk diffusion method was as resistant (MICgp) 32 mg / ml (MICsp) 8 mg /ml (MICq), and
isolates that disk diffusion method rated as susceptible minimum inhibitory concentration of

penicillin G was 0,03 mg/ml (MICs) and 2mg/ml (MICq). The study of phenotypic



resistance to methicillin, resistance were found in 3,75% of the isolates to oxacillin 1pg, and
no isolate were resistant to 30ug cefoxitin disk. In any of the 50 tested isolates of coagulase-
positive staphylococci, in which the macrodilution method determined resistance to penicillin
G, it proved the presence of the mecA gene. By ELISA method showed that 20% of the
isolates of coagulase- positive staphylococci, which are based on phenotypic and genotypic
characteristics, identified as S. aureus has the ability to synthesis classical enterotoxins (A, B,
C, D and E). Coagulase-positive staphylococci sensitive to penicillin G are often created the
classical enterotoxins (53,33% of isolates) than coagulase-positive staphylococci resistant to
penicillin G (8,57 % of the isolates).

The presence of genes for the synthesis of enterotoxin has been shown in only one of 10
isolates for which was determined by ELISA synthesize enterotoxin. Demonstrated the gene

for the synthesis of enterotoxin B.

Keywords: coagulase-positive staphylococci, infections, mastitis, prevalence, pigment,
haemolysis, identification, antimicrobial susceptibility, resistance to methicillin, enterotoxins

Scientific area: Veterinary medicine
Special topics: Hygiene and Milk Technology
UDK number: 575.2:599.735.5.
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1. UvOD
Infekcije vimena krava najcesce izazivaju patogene vrste stafilokoka koje imaju

sposobnost da koagulisu plazmu kuni¢a. NajéeSée mastitse, od koagulaza pozitivnih
stafilokoka izaziva, Staphylococcus aureus, a poslednjih godina su kao uzro¢nici
mastitisa dokazani i S. intermedius i S. hyicus. Staphylococcus aureus u mleku i
proizvodima od mleka stvara enterotoksine koji dovode do intoksikacija ljudi. U vecini
zemalja u svetu intoksikacija enterotoksinima stafilokoka jedna je od najcesce opisanih
intoksikacija nastalih posle konzumiranja hrane. U zemljama Evropske unije mleko i
sir, proizveden od sirovog mleka, dokazani su kao izvor enterotoksina u 1-9%
(prose¢no 4,8%) alimentarnih intoksikacija izazvanih enterotoksinima S. aureus. U
Republici Srbiji postoji tradicija proizvodnje sireva od sirovog mleka, pa takvi sirevi,
ako poticu od mleka krava obolelih od mastitisa izazvanih stafilokokama koje imaju
sposobnost stvaranja enterotoksina, mogu da predstavljaju rizik za zdravlje ljudi,
Poslednjih godina u humanoj medicini ima sve vise izveStaja 0 pojavi stafilokoka
rezistentnih na meticilin (methicillin resistant Staphylococcus aureus -MRSA), pa se
razmatra uloga multirezistentih sojeva koagulaza pozitivnih stafilokoka, izolovanih iz
mleka, u nastanku meticilin rezistentnih stafilokoka. Sojevi stafilokoka rezistentni na
meticilin su utvrdeni i u slucajevima mastitisa krava, iako meticilin nije koris¢en u
terapiji matitisa. U pogledu virulencije MRSA imaju karakteristike kao i ostale
stafilokoke, ali zbog njihove otpornosti na antimikrobne lekove uzrokuju tesko izlecive
infekcije.

Koagulaza pozitivne stafilokoke (Staphylococcus aureus i S. intermedius i S. hycus)
najée$¢i uzrocnici zaraznog zapalenja vimena, medutim, mogu se izolovati iz mleka i u
slu¢ajevima latentne infekcije vimena. Poseduju brojne mehanizme virulencije kojima
prodiru u vime i opstaju u tkivu. Prevalencija sojeva stafilokoka, izolovanih u
slucajevima mastitisa, rezistentnih prema antimikrobnim lekovima je u porastu i sli¢na
je pojavi rezistencije sojeva izolovanih u slucajevima oboljenja ljudi, pre svega
rezistencije na penicilin i ampicilin, ali i na lekove iz drugih grupa antibiotika. U
intenzivnom uzgoju, gde postoji dobar menadzment proizvodnje mleka i racionalna
upotrebe lekova, nivo rezistencije stafilokoka na antimikrobne lekove je nizi u

poredenju sa izolatima stafilokoka iz mleka krava sa farmi gde takva praksa ne postoji.



Rezistencija stafilokoka na antibiotike je ¢es¢a kod izolata u zapatima sa ve¢im brojem
intramamarnih infekcija. Neselektivna primena antibiotika i njihovo prisustvo u sredini
gde borave zivotinje je dovela do selekcionisanja rezistentnih sojeva. Stalna unakrsna
kontaminacija izmedu stafilokoka koje izazivaju oboljenja ljudi i stafilokoka koje
izazivaju mastitise krava podsti¢e stvaranje novih oblika rezistencije. Osnovni
mehanizam rezistencije koagulaza pozitivnih stafilokoka je zasnovan na sintezi i
luc¢enju enzima beta laktamaze koja hidrolizuje labilne beta laktamske lekove (penicilin
G i1 ampicilin) i spre¢ava njihovo vezivanje za celijski zid. Beta laktamski lekovi
(kloksacilin, meticilin, oksacilin, amoksicilin plus sublaktam i cefalosporini) otporni na
dejstvo beta laktamaze najc¢e$¢e su otporni na delovanje slobodne beta laktamaze,
medutim, rezultati novijih istrazivanja pokazuju da se selekcionisanjem sojeva, koji
imaju sposobnost hiperprodukcije beta laktamaze, razvija rezistencija i na te lekove.
Efikasnost tih antimikrobnih lekova je razli¢ita, medutim, oni predstavljaju lek izbora u
terapiji mastitisa izazvanih stafilokokama koje imaju sposobnost hiperprodukukcije
beta laktamaze. Potvrdeni su slucajevi subklinickog mastitisa krava izazvanih sa
meticilin rezistentnim stafilokokama koje su bile genotipski i fenotipski identi¢ne sa
izolatima poreklom sa opreme i ruku radnika koji su bili u kontaktu sa kravama
obolelim od subklini¢kog mastitisa. Prisustvo MRSA u mleku ukazuje na moguénost da
se ove stafilokoke mogu naéi i u proizvodima od mleka. MRSA eksprimiraju
hromozomski mecA gen koji kodira sintezu penicilin vezujué¢eg proteina PBP2 za
bakterijsku celiju, tako $to menjaju redosled aminokiselina i on postaje neprepoznatljiv
za beta laktamske lekove. MRSA su rezistentne na sve peniciline, cefalosporine i
karbapeneme, a Cesto, i na ostale grupe antimikrobnih lekova. Obzirom da se meticilin
nije koristio u terapiji krava, zakljuceno je da su MRSA prenete preko muzaca na
krave. Istrazivanja u Republici Srbiji su pokazala da su koagulaza pozitivne stafilokoke
najéesSée rezistentne na penicilin G, a da u odnosu na lekove otporne na dejstvo
penicilinaze pokazuju dobru osetljivost. Pravilna terapija podrazumeva primenu
sredstva koje je najefikasnije u odnosu na uzro¢nik in vitro, jer postoji pozitivna
korelacija izmedu rezultata antibiograma i efikasnosti terapije. U cilju izbora najboljeg
leka za terapiju ispituje se osetljivost mikroorganizma Koji je izazvao bolest na dejstvo

leka in vitro. NajéeS¢e se u praksi u tu svrhu primenjuje Agar difuziona metoda.



Precizniji podaci osetljivosti neke bakterije na antimikrobne lekove se dobijaju
primenom mikrodilucione metode kada se utvrduje minimalna inhibitorna koncetracija
odredenog antimikrobnog leka (MIK). Visoka usaglasenost rezultata ove dve metode je
utvrdena u odnosu na gentamicin, meticilin, hloramfenikol i kanamicin, medutim, u
slu¢aju ispitivanja osetljivosti na penicilin i ampicilin ustanovljena su odstupanja.

Prema ranijim istrazivanjima samo mali procenat stafilokoka, izolovanih u slu¢ajevima
mastitisa, je imao sposobnost da stvara enterotoksine. Medutim, novija istrazivanja
pokazuju da do 93,6% izolovanih stafilokoka, uzro¢nika mastitisa, ima sposobnost da
stvara jedan ili vise enterotoksina. Kod zdravih krava, u slu¢ajevima latentne infekcije,
zastupljenost sojeva koji stvaraju enterotoksine je mala (3,9-6%), medutim, u
slu¢ajevima mastitisa ucestalost pojave sojeva koji stvaraju enterotoksine je daleko
veéa (14,6-41,3%). Stafilokoke izolovane u slucajevima mastitisa najéesée Stvaraju
enterotoksine A, B, C, D i E. Sposobnost stvaranja enterotoksina narocito je izraZena
kod sojeva kod kojih je utvrdena rezistenciju na antibiotike. Uslovi sredine u pogledu
pH, temperature, Kiselosti, aktivnosti vode itd. pogoduju sintezi odredenog
enterotoksina. Ispitivanjem genoma stafilokoka uzro¢nika mastitisa, utvrdena je
povezanost gena koji kodiraju rezistenciju na odredene antibiotike, gena za stvaranje
koagulaze i gena za stvaranje enterotoksina. Genom stafilokoka sadrzi oko tri miliona
parova baza. Genetski materijal je organizovan na vise nivoa. Faktori virulencije i
osnovni metabolicki procesi su kodirani bakterijskim hromozomom. Moze se javiti i u
varijanti pseudogenoma, kao posledica tackastih mutacija ili umetnutih genetskih
elemenata, u kojem se nalaze geni koji imaju ulogu u patogenezi bolesti. U prenoSenju
nekih osobina unutar vrste, ali i izmedu srodnih vrsta, veliku ulogu imaju profagi.
Rezistencija na antimikrobne lekove je odredena kasetnim hromozomima u razli¢itim
varijantama plazmida ili transpozona. Ostrvca patogenosti su mobilini genetski
elementi koji mogu da se prenose unutar bakterjske vrste. Oni su nosioci gena za
sintezu enterotoksina, toksi¢nog Sok sindroma, kao i [ laktamaze. Diverzitet
hromozoma u okviru bakterijskog genoma omogucava da, kada jednom steknu neku

osobinu, disperguju je na vise genetskih elemenata i tako je zastite.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Nalaz i izolovanje koagulaza pozitivnih stafilokoka iz vimena krava

Ucestalost mastitisa izazvanih koagulaza pozitivnim stafilokokama

Mastitis je kao znacajno oboljenje definisan pre 60 godina. Ovim oboljenjem je
zahvaceno oko 50% mleénih krava (Atyabi i sar., 2006). Koagulaza pozitivne
stafilokoke mogu izazvati sve forme mastitisa: akutan supurativan oblik, gangrenozni
ili hroni¢ni oblik (Oliver i sar., 2004).

Prevalencija koagulaza pozitivnih stafilokoka uzro¢nika klinickog mastitisa krava je
razli¢ita. Obolevaju zivotinje svih starosnih kategorija, ali se najcesce javlja kod
Zivotinja starosti 4-7 godina (Ameh i sar., 1999). Kod mladih Zivotinja je ¢e$¢a akutna
infekcija sa vidljivo promenjenim mlekom (Younis i sar., 2000). Kao najées¢i uzro¢nik
infekcije vimena krava dokazane su koagulaza pozitivne stafilokoke (National Mastitis
Council 2004; Malinowski i sar.,2002; Oliver i sar., 2004; Torben i sar., 2006; Peles i
sar., 2007; Russi i sar., 2008; Mubarack i sar., 2012; Akineden i sar., 2001). S. aureus
je ubikvitarni mikroorganizam koji se moze naci na kozi i sluzokozi zivotinje i u njenoj
okolini. Prisustvo stafilokoka u vimenu ima uticaj na povecanje broja somatskih ¢elija u
mleku ali i smanjenje koli¢ine mleka nakon telenja (Ameh i sar., 1999; Farzana i sar.,
2004; Atyabi i sar., 2006; Bennedsgaard i sar., 2006; Ferguson i sar., 2007; Tenhagen i
sar., 2009; DaRong i sar., 2010; Klimien¢ i sar., 2011).

Primena odredenih tehnoloSih postupaka, koji se sprovode u proizvodnji mleka, ima
veci znacaj za kontrolu stafilokoknih infekcija u odnosu na druge uzro¢nike mastitisa.
Faktori koji uti¢u na diverzitet patogenih mikroorganizama i pojavu mastitisa u stadu su
mnogobrojni: kapacitet farme, menadzment i obucenost osoblja. Znacajne za nastanak
mastitisa su karakteristike vimena, prisustvo ostecenja na papilama, higijena objekta i
zivotinja (National Mastitis Council 2004; Ameh i sar., 1999; Sumathi i sar., 2008;
Mubarack i sar., 2012). Na pojavu i Sirenje infekcije u stadu uticu i telenje u toplom
periodu, loSa higijena, neadekvatna tehnologija muZe, zapati zivotinja sa visokim
brojem somatskih ¢elija, prisustvo drugih patogenih mikroorganizama u stadu, ishrana
teladi sa mlekom zivotinja obolelih od mastitisa, kontakt izmedu teladi i izmedu mladih

i starijih zivotinja, neodgovarajuca zdravstvena zastita zivotinja. Kod krava, kod kojih
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je utvrdena intramamarna infekcije koagulaza pozitivnim stafilokokama pre telenja,
Ces¢e dolazi do pojave klinickog mastisa na pocetku laktacije. Tokom muze, u
najveéem broju slucajeva, dolazi do kontakta izmedu muzaca i Zivotinje, tako da je
mogucéa razmena izolata sa ljudi na zivotinje, §to moze biti uzrok nastanka mastitisa
kod mle¢nih krava (National Mastitis Council 2004; Adesiyun i sar., 1999).

Prisustvo koagulaza pozitivnih stafilokoka u vimenu ne zna¢i nuzno i mastitis. U
vimenu se moze uspostaviti odnos domacin-patogeni mikrorganizam kada nema
znakova infekcije, a uzro¢nik se izluc¢uje mlekom. Latentno inficirano vime krava je
izvor infekcije za zdrave krave, a infekcija moze da se razvije u mastitis. Nalaz 10% i
vise krava u zapatu sa infekcijom vimena, izazvanom koagulaza pozitivnim
stafilokokama, se smatra visokom prevalencijom, 5-6% i manje potvrdenih infekcija
vimena krava koagulaza pozitivnim stafilokokama se smatra niskom prevalencijom
(Roberson i sar., 1994; Roberson i sar., 1996).

Ucestalost infekcije vimena krava je najveca u poslednjem trimestru graviditeta. 1z
35.5% uzoraka kolostruma se mogu izolovati razli¢ite vrste stafilokoka, a medu njima i
koagulaza pozitivne. U situacijama pojave klini¢kog mastitisa u stadu neposredno pre i
nakon telenja S. aureus dominira kao uzro¢nik u ¢istoj kulturi, i neSto rede u mesanoj
kulturi sa drugim mikroorganizmima. Mleko krava iz zapata sa visokim brojem cetvrti
vimena krava inficiranih S. aureus predstavljaju rizik po zdravlje ljudi (Peles i sar.,
2007).

U Finskoj se od 1980. godine redovno odreduje broj somatskih ¢elija u zbirnom mleku
u cilju ocene kvaliteta mleka i1 praenja mastisa na farmi. Na osnovu tih ispitivanja
primenjeni su programi za suzbijanje mastitisa. Kao rezultat suzbijanja mastitisa u
periodu 1988.-1995. ucestalost mastitisa izazvanih koagulaza pozitivnim stafilokokama
je smanjena sa 48% na 38%. Broj krava inficiranih S. aureus je smanjen kod prvotelki i
drugotelki, a kod starijih krava nije bilo razlike u ucestalosti infekcije. U periodu 1995.-
2001. godine prevalencija cetvrti vimena krava obolelih od mastitisa je smanjena sa
38% na 31%, medutim ucestalost infekcija Staphylococcus aureus nije smanjena
(Pitkala 1 sar., 2004). Prema Myllys i sar. (1998) stafilokoke su i dalje najznacajniji
uzro¢nici mastitisa, s tim da je prevalencija S. aureus-a u opadanju dok je prevalencija

koagulaza negativnih stafilokoka u porastu. U SAD utvrdeno da je intramamarna
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infekcija kod krava bila zastupljena u 97% stada i 75% cetvrti vimena. Najéesci
uzroc¢nici infekcije su bili Staphylococcus aureus, ali i Staphylococcus hyicus i
Staphylococcus chromogenes. Broj somatskih éelija se kretao 12.4 -17.3 x 10%/ml
mleka (Nickerson, 2009).

Ispitivanjem zbirnog mleka na prisustvo koagulaza pozitivnih stafilokoka se moze
ustanoviti pojava novih intramamarnih infekcija u stadu (Reyher i sar., 2011). U
Madarskoj je utvrden nivo kontaminacije zbirnog mleka sa Staphylococcus aureus
6x10% cfu/ml (Peles i sar., 2007). Ispitujuéi nalaz stafilokoka u zbirnom mleku Sato i
sar.(2004) su utvrdili koagulaza pozitivne stafilokoke u 60% uzoraka mleka sa farmi
SAD i 55% uzoraka mleka sa farmi u Danskoj. Manja ucestalost nalaza S. aureus u
uzorcima zbirnog mleka je utvrdena u Bangaloru (24%) (Sumathi i sar., 2008) i u
Nemackoj (5.7%) (Tenhagen i sar., 2006).

Prevalencija S. aureus u zbirnom mleku se krece 11,7% u Argentini (Neder i sar.,
2012), 10,8%, 37,5% i 41,7% u Brazilu (Fergundes i sar., 2010; Arcuri i sar., 2010);
20,8% u Iranu (Ebrabim i sar., 2012); 22,5% u Latviji (Rafaels i sar., 2006); 37,8% i
75% u Norveskoj (Jorgensen i sar., 2005a); 100% u Trinidadu (Adesiyun i sar., 1998).
Prevalencija S. aureus je u porastu i u Indiji (Unakal i sar., 2010). U¢estalost nalaza S.
aureus u uzorcima zbirnog mleka (61%) i pojedinacnog mleka (51,4%) iz stada, koje je
oslobodeno do klini¢kog oblika mastitisa, je mnogo vece nego S§to govore ranija
istrazivanja (Adesiyun i sar., 1999). Koagulaza pozitivne stafilokoke se ¢esce nalaze
kod starijih krava kao uzro¢nici intramamarne infekcije, dok se kod mladih Zivotinja
ceS¢e javlja zapaljenski proces sa povecanim brojem somatskih celija u mleku
(Tenhagen i sar., 2006). U Danskoj 49% krava pripada rizi¢noj grupi za nastanak
infekcije, a prevalencija Staphylococcus aureus kod rizi¢nih grupa krava je iznosila
29% (Bennedsgarrd i sar., 2006). U nekim zemljama S. aureus ili koagulaza pozitivne
stafilokoke se rede izoluju iz vimena krava (Peles i sar., 2007). Prevalencija S. aureus u
Iranu je, tokom CetvorogodiSnjeg perioda ispitivanja, iznosila 2,94; 2,5; 2,12 i 4,84%
(Atyabi i sar., 2006).

Prevalencija S. aureus izolovanog iz mleka krava u periodu 2002.-2004. godine u
evropskim zemljama je razli¢ita. U Danskoj je iznosila 44% u periodu 2002. i 2003.

godina, dok za 2004. nema podataka. U Engleskoj je ustanovljena prevalencija 10,51%;
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8,8% i 6,4%. U Francuskoj je u periodu 2002. godina prevalencija iznosila 6-9,2%);
tokom 2003. godine 1,1-7,7%, dok za 2004. godinu nema podataka. U Italiji je tokom
2003. godine zabelezena prevalencija 31%; u Holandiji 25%; 20,69% i 23,51% tokom
trogodi$njeg ispitivanja. Za isti period utvrdena je prevalencija S. aureus u Spaniji
51%; 55% i 56%; u Svedskoj u 2002. godini 33 % a u Svajcarskoj u 2003. godini 78%
dok je u 2004. godini bila 83% (Hendriksen i sar., 2008).

Prema rezultatima Apparao i sar. (2009) od svih uzro¢nika mastitisa u SAD S. aureus je
zastupljen sa 11%. Kod hroni¢no inficiranih krava Staphylococcus aureus je izolovan iz
svakog zapata u lzraelu, a u nekim zapatima ucestalost nalaza se kretala od 54 do 100%
(Younis i sar., 2000).

Prisustvo intramamarne infekcije govori o nekim aspektima menadzmenta. Prvotelke,
kod kojih je utvrdena intramamarna infekcija izazvana sa koagulaza pozitivnim
stafilokokama, znacajan su rezervoar infekcije za neinficirana grla u stadu. Robertson i
sar. (1994) su kod 43% ispitanih prvotelki potvrdili infekciju dva meseca nakon telenja.
Kod krava kod kojih je utvrdena intramamarna infekcija pre telenja, nakon telenja se
povecava broj infekcija. Istrazivanje u Argentini je pokazalo je Cetrnaest dana pre
telenja 62,2% ispitivanih Cetvrti vimena krava bilo inficirano uzro¢nicima mastitisa, a
S. aureus je izolovan iz 12,71% ispitivanih Cetvrti. Nakon telenja S. aureus je izolovan
iz 21,59% ispitivanih Cetvrti (Calvinho i sar., 2007). Intramamarne infekcije izazvane
Staphylococcus aureus, ali i Staphylococcus hyicus i Staphylococcus chromogenes u
SAD su bile dokazane u 97% stada i 75% cetvrti vimena u SAD (Nickerson, 2009).
Kod visetelki i hroni¢no inficiranih vimena krava ne mora uvek da postoji korelacija
izmedu koli¢ine mleka i broja somatskih celija (Younis i sar., 2000). Povecan broj
somatskih ¢elija ukazuje na postojanje infekcije u vimenu, ali i na krave koje imaju
predispoziciju za nastajanje mastitisa.

Na osnovu broja somatskih ¢elija u zbirnom mleku moZe se oceniti prevalencija
mastitisa u stadu. Prema misljenju veéine autora mleko koje sadrzi vise od 400.000
somatskih ¢elija u mililitru potice sa farme gde je izraZzen problem mastitisa u stadu.
Medutim, u literaturi su prisutna i miSljenja da je granicu za broja somatskih ¢elija za
ocenu problema mastitisa u stadu potrebno smanjiti na 300.000 somatskih ¢elija u

mililitru zbirnog mleka (Pitkala i sar. 2004).
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Stafilokoke su najdominantniji uzro¢nici klinickih formi mastitisa Sirom sveta.
(Malinowski i sar., 2006; Gianneechini i sar., 2002a; Da Rong i sar., 2010; Botrel i sar.,
2010; Persson i sar., 2011; Klimiené i sar., 2011). U zapatima sa loSom higijenskom i
tehnoloskom praksom gde se kao uzroc¢nici dominiraju drugi mikroorganizmi, S. aureus
je rede izolovan kao uzro¢nik klinickog mastitisa (Ameh i sar. 1999).

Prevalencija Staphylococcus aureus kod prvotelki i kod starijih krava nije ista. Takode,
u zapatima kod kojih ima zivotinja obolelih od klinicke forme bolesti prevalencija
stafilokoknih mastitisa je veca. Ustanovljena je korelacija klinickog mastitisa u odnosu
na S. aureus izmedu prvotelki i viSetelki (Tenhagen i sar., 2009).

Ustanovljen je i sezonski karakter klinickog oblika mastitisa, mastitis se ¢esce javlja u
kasnu jesen ili ranu zimu (Oliver i sar., 2004). Staphylococcus aureus je potvrden kao
uzro¢nik 50% mastitisa u Danskoj, a spada u najznacajniji uzro¢nik koji dovodi do
povecanja broja somatskih ¢elija u mleku (Torben i sar., 2006).

Razligiti autori navode da se udestalost S. aures-a kao izaziva¢a mastitisa kretala 19,97-
65% infekcija u stadu. U periodu od 2003 do 2005. godine u Poljskoj je S. aureus kao
uzro¢nik mastitisa izolovan iz 8,6% uzoraka mleka. Tokom ranijih perioda ispitivanja,
prevalencija S. aureus je bila niza (Malinowski i sar., 2006). U zapadnoj Etiopiji S.
aureus je bio izolovan u ¢istoj kulturi iz 52,4% uzoraka mleka sa povecanim brojem
somatskih ¢elija (Tariku i sar., 2011). U Litvaniji koagulaza pozitivne stafilokoke su
utvrdene kao uzroc¢nici 11,43 — 41,59% infekcija vimena. Prevalencija S. aureus u
stadima u Izraelu je iznosila 54-100% ( Younis i sar., 2000).

Stafilokoke su najc¢esci (58,1%) uzro¢nici subklini¢kih formi mastitisa (Klimiené i sar.,

2011). Staphylococcus aureus je bio najcesce izolovan uzroénik klinickih i subklini¢kih
mastitisa u Svedskoj (Persson i sar., 2011), Francuskoj (Botrel i sar., 2010), u zapadnoj
Poljskoj (Malinowski i sar., 2006). U Urugvaju. je dokazan kao uzro¢nik 37,5%
klini¢kih mastitisa i 62,8%. subklinickih mastitisa (Gianneechini i sar., 2002); u Kini S.
aureus je identifikovan u 56,1% uzoraka klini¢kog i 30,5% subklinickog mastitisa (Da
Rong i sar.,, 2010). U Francuskoj je izolovan iz 30,2% uzoraka mleka krava sa
subklinickim i 15,8% uzoraka mleka krava sa klinickim mastitisom (Botrel i sar.,
2010). U Kini je izolovan iz 54,3% inficiranih cetvrti (Li i sar., 2009); u Etiopiji iz

42,6% uzoraka mleka krava sa subklini¢kim mastitisom (Getahun i sar., 2008), na
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Novom Zelandu iz 23,5% uzoraka mleka krava sa mastitisom (Petrovski i sar., 2011);
u 39,9% slu¢ajeva masititsa u Spaniji (Garcia i sar. 1980); 27,8% u Pakistanu (Arshad
I sar., 2006), i u 38% slucajeva u Etiopiji (Argaw i sar., 2008). U Nigeriji u zapatima sa
losSom higijenskom i tehnoloskom praksom, S. aureus je izolovan iz 34,6% uzoraka
mleka krava sa oboljenjem vimena, dok je iz mleka zdravih krava izolovan iz 16%
uzoraka (Ameh i sar., 1999).

U Indiji, S. aureus je dokazan u 70,30% infekcija vimena i to 60,46% klini¢kih i
73,77% subklini¢kih mastitisa (Mubarack i sar., 2012).

Prevalencija S. aureus u odnosu na koagulaza pozitivne stafilokoke izolovane iz mleka
krava obolelih od mastitisa se kre¢e 32,3% (Shana i sar., 2009), 44,44%, (Ebrahimii i
sar., 2009), 57,5% (Arshad i sar., 2006), 63% (Boerlin i sar., 2003), 82,2% (Lamprell i
sar., 2004), 97% (Capurro, 1999) 98% (Younis i sar., 2000), 98,25% (da Costa i sar.
2010). S. aureus je vise zastupljen u stadima sa visokom prevalencijom intramamarnih
infekcija (Robertson i sar., 1996).

Pored S. aureus u koagulaza pozitivne stafilokoke koje su od znacaja za nastanak
mastitisa najéesce se potvrduju S. hyicus i S. intermeduius (Da Costa i sar., 2010;
Gaudra i sar., 2005). Takode, kao uzro¢nici mastitisa krava dokazane su i S. lutrae i
S.pseudointermeduis (Da Costa i sar. 2010).

Zastupljenost drugih vrsta koagulaza pozitivnih stafilokoka je razli¢ita. Prevalencija je
veca u stadima sa niskom zastupljeno$¢u intramamarnih infekcija (Robertson i sar.,
1996). Smatra se da ove vrste stafilokoka izazivaju laksa i srednje teska zapaljenja. S.
hyicus je viSe zastupljen u stadima sa niskom prevalencijom intramamarnih infekcija
(Robertson i sar., 1996). MozZe se izolovati na kraju laktacije i u slucajevima srednje
teSkih hroni¢nih infekcija (Robertson i sar., 1996), ali je potvrden i kao uzroénik
klinickog mastitisa. (Ebrahimii i sar., 2009). Zastupljenost S. hyicus kao uzro¢nika
klinicke i subklini¢ke forme mastitisa se kre¢e 0,87% (Da Costa i sar., 2010), 1%
(Capurro, 1999) i 22,22% (Ebrahimii i sar., 2009).

Staphylococcus intermedius se, takode, moze izolovati iz mleka krava obolelih od
mastitisa. Njegova prevalencija iznosi 0,2% (Robertson i sar., 1996), 0.87% (Da Costa
i sar., 2010), 2% (Capurro, 1999;), 5,55% (Ebrahimii i sar., 2009), 13,3% (Lamprell i
sar., 2004)
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2.2. Makromorfoloske karakteristike koagulaza pozitivnih stafilokoka

2.2.1. Pigment

Patogene stafilokoke se razlikuju u odnosu na saprofitske vrste i po boji kolonija.
Pigment je bitan faktor identifikacije patogenih vrsta (Mubarack i sar., 2012; Liu i sar.
2005). Karakteristika S. aureus, ali i nekih sojeva S. warneri, S. haemolyticus, S.
hominis, S. saprophyticus, S. cohnii subspp. 1 i 2, S xylosus, S.caseolyticus, S. sciuri, S.
lentus i S. caprae je sposobnost sinteze karotenoidnih pigmenata (Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology, 2004). Boja kolonija je jedan od prvih kriterijuma za
identifikaciju stafilokoka, ali nije dovoljan, obzirom da je pigmentacija nestabilna
karakteristika (Wileland i sar., 1994; Begum i sar, 2007). Boja kolonija patogenih vrsta
stafilokoka potice od triterpenoidnih karotenoida, a zavisi od vrste i koncetracije ovih
supstanci. Uocen je veliki broj nijansi: od svetlih do tamno zutih ili zlatno Zutih.
Indeksiranjem boje kolonija, karakterisu se stafilokoke bez ili sa malo pigmenta,
odnosno sa dosta pigmenta (Xiong i sar., 1992). Indeksiranje boje kolonija je
deskriptivno, tako da neki autori boju kolonija opisuju kao narandzastu, bledo zutu ili
zutu (Isrina i sar., 2004). Neki autori kolonije S. aureus koje imaju belu boju
oznacavaju kao nepigmentisane (Adesiyun i sar., 1999). Takode, subkultivisanjem na
bakterioloskim podlogama, stafilokoke mogu da izgube osobinu sinteze pigmenta (Liu i
sar., 2008). Znacajan mehanizam kojim fagociti eliminiSu patogene je otpustanje
reaktivnog kiseonika delovanjem NADPH oksidaze. Karotenoidi bakterija u
situacijama oksidativnog stresa imaju zaStitnu funkciju i zato pigmentirani sojevi
znatno bolje prezivljavaju u neutrofilima u odnosu na sojeve koji ne sintetiSu pigment
(Liu i sar., 2005; Liu i sar. 2008). Podsticajni faktori za sintezu pigmenta su ostecenje
metaboli¢kih puteva, kao $to su: ciklus trikarbonskih kiselina, biosinteza purina i
oksidativna fosforilacija, a najznacajniji je oStecenje determinanti virulencije.
Pretpostavlja se da postoji tesna veza izmedu metabolickih procesa i ekspresija gena
virulencije. Zuto-narandzasti pigment je dokazan kod veéine sojeva izolovanih iz
klinickog materijala, Sto se objasnjava pojacanim naporima bakterije da prezivi i pojaca
virulenciju (Lan i sar., 2010). Ovaj pigment nastaje preko metabolickog puta sinteze
C30 triterpenoida (Katzif i sar., 2005). Stafilokoke koje imaju belu boju kolonija i

nemaju sposobnost sinteze karotenoida su osetljivije na dugolanc¢ane nezasi¢ene masne

10


http://jem.rupress.org/search?author1=George+Y.+Liu&sortspec=date&submit=Submit
http://jem.rupress.org/search?author1=George+Y.+Liu&sortspec=date&submit=Submit
http://jem.rupress.org/search?author1=George+Y.+Liu&sortspec=date&submit=Submit
http://jem.rupress.org/search?author1=George+Y.+Liu&sortspec=date&submit=Submit
http://jb.asm.org/search?author1=Lefu+Lan&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Katzif%2BS%5bauth%5d

kiseline i 2-monogliceride koji se generisu u velikoj koncetraciji u gnojnim procesima,
a imaju antimikrobno delovanje. Lipidi koji se generiSu u patoloskim procesima
stimuliSu stafilokoke da proizvode pigment. Prezivljavanje stafilokoka u takvim
uslovima je u direktnoj vezi sa koncetracijom ali i sa vrstom karotenoida. Obzirom da
masne kiseline oSte¢uju citoplazmatsku membranu, navodi se na zakljuak da se
stafilokokni karotenoidi ugraduju u membranu i tako je stabilizuju, odrzavaju
dvoslojnost i smanjuju njenu propustljivost (Xiong i sar., 1992., Wileland i sar., 1994).
U procesu biosinteze karotenoidnih pigmenata javljaju se intermedijerna jedinjenja sa
osobinama karotenoida, a imaju zuti pigment. Intenzitet Zute boje kolonije stafilokoka
zavisi od koncetracije karotenoida u njima, a krajnji produkt sinteze karotenoida je
stafiloksantin (Wileland i sar., 1994). Prvi tamno zuti pigmenti u visokoj koncetraciji se
mogu pojaviti nakon 12 c¢asova inkubacije, a boja se intezivira nakon produzene
inkubacija na sobnoj temperaturi jo§ 24-48 ¢asova. Narandzasti stafiloksantin je uocljiv
tek nakon produZene inkubacije. To ukazuje da su geni za sintezu karotenoidnih
pigmenata organizovani na dva klastera. Jedan klaster je odgovoran za sintezu 4,4'-
diaponeurosporena, a kada ta supstanca dostigne kriticnu koncetraciju, aktivira se drugi
klaster i podstie se sinteza stafiloksantina (Wileland i sar., 1994; Katzif i sar., 2005).
Sinteza stafiloksantina je sli¢na sintezi molekula holesterola kod sisara. Blokiranje
sinteze stafiloksantina znacajno povecava osetljivost stafilokoka prema lekovima i
smanjuje verovatnoc¢u prezivljavanja u patolo§kim procesima (Liu i sar., 2008). Sojevi
koji produkuju stafiloksantin imaju tanji celijski zid za 20% u poredenju sa homologim
roditeljskim parovima, vecu rezistencija u odnosu na lizostafin, a zabelezen je porast
rezistncije prema antimikrobnim sredstvima koja deluju na sintezu ¢elijskog zida. Pored
toga, ustanovljen je veci prinos karotenoida (Morikawa i sar., 2001). Sigma faktori na
genomu stafilokoka su odgovorni za regulisanje nekih stresnih odgovora, ali i proteina
hladnog Soka, i predstavljaju podsticajni faktor za sintezu karotenoida.

Uzrocnici infekcije vimena krava su znacajno vise pigmentisani od sojeva izolovanih iz
zbirnog mleka (Adesiyun i sar., 1999). Sojevi koji su potvrdeni kao multirezistentni na
antimikrobne lekove imaju sposobnost sinteze zlatnog pigmenta (Wileland i sar., 1994;
Begum i sar., 2007; El-Jakee i sar., 2010).
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2.2.2. Hemoliza

U dijagnostici stafilokoka, hemoliza je vrlo bitan faktor za makromorfolosku procenu
izraslih kolonija na krvnom agaru u kombinaciji sa pigmentom i sposobno$¢u
koagulacije plazme kuni¢a (Boerlin i sar., 2003; Arshad i sar., 2006; Persson i sar.,
2011).

Geni koji kodiraju sinezu hemolizina su oznaceni sa hla, hlb, hld, hlg i hlg-2 (Fueyo i
sar.,, 2005). Hemolizini su egzoproteini, odnosno hromozomski determinisani
citotoksini koji pomazu odrzavanju i Sirenju stafilokoka u tkivima. Takode, deluju na
eritrocite razlic¢itih zivotinjskih vrsta (Ebrahimi i sar., 2009; Arshad i sar., 2006; Dinges
i sar., 2000).

Hemolizini predstavljaju citotoksine S. aureus. Kod sojeva koji sintetiSu protein
toksicnog Sok sindroma cesto Se deSava da, kao posledica mutacije i sprecavanja
translacije proteina, ne dolazi do ekspresije hla gena odgovornog za sintezu alfa
hemolizina. Na ekspresiju gena koji hla, hlb i arg gena uti¢e veliki broj faktora:
temperatura od 42°C, tokom srednje eksponencijalne faze rasta; visok osmolaritet koci
ekspresiju, a CO; je stimuliSe (Dinges i sar., 2000). Alfa hemolizin pokazuje aktivnost
prema razli¢itim vrstama Celija. U maloj koncetraciji se vezuje za specifi¢ne receptore,
dok u visokoj koncetraciji dolazi do nespecificne adherencije na membrane celija.
Ugraduje se u membranu celije, formira cilindri¢an heptamer i dovodi do odliva
kalijuma i, kao posledi¢no, do rupture ¢elije. Veli¢ina pora se razlikuje u odnosu na
vrstu ¢elija. Kod keratocita i limfocita je manja i kroz nju prolaze samo monovalentni
joni, dok fibroblasti mogu da se regeneriSu u slucajevima male koncetracije alfa
toksina. Alfa toksin ima veliku ulogu u nastanku patoloskog procesa u tkivima. Izaziva
nekrozu i skrac¢enja glatkih misi¢a krvnih sudova, ¢ime se zaustavlja krvotok u tkivu
(Ebrahimi i sar., 2009; Franco i sar., 2008; Atyab i sar., 2006; Dinges i sar., 2000).

Beta hemolizin je enzim sfingomijelinaza C. Hromozomski je determinisan hlb genom.
Tacna uloga beta hemolizina u tkivima nije dovoljno poznata. Beta hemolizin sam ili
kao kofaktor ima aktivnu ulogu u patogenezi mastitisa izazvanog S. aureus (Larsen i
sar., 2002). Aktivnost beta hemolizina je ogranic¢ena na sfingomijelin i lizofosfatidil
holin. Stvara se nakon eksponencijalne faze rasta. Na krvnom agaru izaziva

senzibilizaciju eritrocita, a pri temperaturi od 10°C dolazi do popustanja kohezivnih
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snaga izmedu proizvoda hemolize $to dovodi do kolapsa dvoslojne membrane (Dinges i
sar., 2000).

Nekada se ostecenja deSavaju naknadno, narocito kada je beta hemolizin u kombinaciji
sa delta hemolizinom (Sabini i sar., 2001).

Gama hemolizin je dvokomponentni egzotoksin koji stvaraju skoro svi izolati S.
aureus. Slican je Panten Valentin leukocidinu, S. aureus stvara za vreme kasne
logaritamske (posteksponencijalne) faze rasta. Ne difundije kroz agar, i iz tog razloga
se ne moze uociti na krvnom agaru (Dinges i sar., 2000). Deluje na neutrofile i
makrofage, a moze da lizira eritrocite nekih sisara.

Delta hemolizin stvara 97% izolata S. aureus tokom kasnhe logaritamske
(posteksponencijalne) faze rasta. Moze da dovede do lize eritrocita i drugih ¢elija sisara
ali i subcelularnih struktura. ZabeleZeno je dermonekroticno delovanje, kao 1 letalan
efekat kod laboratorijskih zivotinja kada se koristi u visokim koncetracijama. Deluje
kao povrsinski aktivna materija, ali pokazuje i dejstvo sliéno pcelinjem otrovu (Dinges i
sar., 2000).

Alfa hemoliza je cesca karakteristika humanih izolata, ali je potvrdena i kod izolata
uzro¢nika klini¢nog i subklinickog mastitisa krava. Prevalencija izolata koji stvaraju
alfa hemolizu je razlic¢ita: 1,6% (Younis i sar., 2000); 2,32% (Sabini i sar., 2001); 6%
(Morandi i sar., 2009); 12% (Franco i sar., 2008); 16,5% (Silva i sar., 2000); 20,58%
(Unakal i sar., 2010); 22,4% (Singh i sar., 2011; Akineden i sar., 2001); 28,3% (Boerlin
i sar., 2003); 37% (Aarestrup i sar., 1999); 43,4% (Wang fei i sar., 2011); 61% (Garcia i
sar., 1980); 69% (Takeshinge i sar., 1983); 74,1% (Matsunaga i sar., 1993), a nekih
izolata su detektovani zajedno sa beta hemolizinom. Alfa hemoliza je cesce
ustanovljena kod S. xylosus i S. haemolyticus koji su izolovani u slucajevima mastitisa
(Morandi i sar., 2009). Beta hemoliza je karakteristika bovinih izolata, i najcesce je
potvrdena kod uzro¢nika mastitisa, tako da moze posluziti za brzu identifikaciju
uzro¢nika na krvnom agaru (Arshad i sar., 2006; Boerlin i sar., 2003). Prevalencija beta
hemolizina je potvrdena kod 12,5% (Younis i sar., 2000); 29% (Franco i sar., 2008);
34,11% (Wang fei i sar., 2011); 43,3% (Silva i sar., 2000); 46,51% (Sabini i sar.,
2001); 54% (Morandi i sar., 2009); 65,5% (Matsunaga i sar., 1993), 72% (Aarestrup i
sar., 1999); 75% (Unakal i sar., 2010); 77,5% (Singh i sar., 2011); 90% (Garcia i sar.,
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1980); 95,4% Takeshinge i sar., (1983) i 100% (Piccinini i sar., 2012) izolata
stafilokoka. Za hlb gen, koji kodira sintezu beta hemolizina, preko bakteriofaga,
insertuju se i neki faktori virulencije koji stupaju u kontakt sa humanim komplementom
(Ikawaty i sar., 2010).

Delta hemoliza je najmanje zastupljena kod uzro¢nika bovinog mastitisa. Medutim,
ispitivanjem velikog broja izolata, ustanovljena je kod 12,1% (Matsunaga i sar., 1993);
17,3% (Silva i sar., 2000); 66,5% (Takeshinge i sar., 1983) i 82,45% izolata (Garcia i
sar., 1980).

Cesto se sreéu sojevi koji stvaraju vise tipova hemolizina: najéedée alfa i beta kod
23,2% ('Younis i sar., 2000); 26,8% (Silva i sar., 2000); 37 % (Franco i sar., 2008); 40%
(Morandi i sar., 2009) izolata, kao i razli¢ite kombinacije hemolizina: alfa-beta-delta
kod 25 izolata (Isrina i sar., 2004) i beta-delta (Garcia i sar., 1980; Arshad i sar., 2006).
Ne pokazuju sve patogene stafilokoke sposobnost sinteze hemolizina in vitro.
Ispitivanjem karakteristika stafilokoka uzro¢nika mastitisa, ustanovljena je znacajna
zastupljenost nehemoliti¢nih sojeva: 4,41% (Unakal i sar., 2010); 7,01% (Garcia i sar.,
1980); 13,4% (Silva i sar., 2000); 21 % (Franco i sar., 2008); 22,48% (Wang fei i sar.,
2011); 27,18% (Akineden i sar., 2001); 51,16% (Sabini i sar., 2001) i 62,7%. (Younis
i sar., 2000). Ispitivanjem genoma patogenih stafilokoka zakljuCuje se da je
zastupljenost hla, hlb i arg gena koji kodiraju alfa, beta i delta hemolizu, ¢e$¢a nego
fenotipsko ispoljavanje hemolize (Wang fei i sar., 2011). Isto tako, ustanovljeni su
izolati koji su pokazivali fenotipsku hemolizu, a da nisu imali korespodentne gene
(Wang fei i sar., 2011). Kod bovinih izolata je ¢e$c¢e ispoljavanje beta hemolize nego
kod humanih izolata (Aarestrup i sar., 1999).

Iz zbirnog mleka i proizvoda od mleka mogu se izolovati izolati koagulaza pozitivne
stafilokoke sli¢nih karakteristika (Morandi i sar., 2009; Adesiyun i sar., 1999).
Rezultati ispitivanjem S. aureus, izolovanih iz obolelog vimena, da stvaraju hemolizu
ukazuje da postoji velika razlika u ucestalosti nalaza pojedinih hemolizina u odnosu na
poreklo izolata (Piccinini i sar., 2012), ali da genomske razlike ne moraju biti velike
(Isrina i sar., 2004).
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2.3. Identifikacija vrsta koagulaza pozitivnih stafilokoka
2.3.1. Identifikacija na osnovu biohemijskih osobina

Vecina veterinarskih laboratorija koagulaza pozitivne stafilokoke koje su izolovane iz
mleka krava obolelih od mastitisa ozna¢ava kao S. aureus (da Costa i sar., 2010).
Kombinacija hemolize i koagulaze je jednostavna i brza metoda za identifikaciju S.
aureus, ali nije dovoljno osetljiva. S druge strane, razdvajanje S. aureus od drugih
koagulaza pozitivnih vrsta ima klini¢ki znacaj (Boerlin i sar., 2003). Stoga postoji
potreba da se utvrdi prevalencija S. aureus, ali i zastupljenost drugih koagulaza
pozitivnih vrsta.

Ustanovljene su jednostavne kombinacije biohemijskih metoda u cilju razdvajanja
najces¢ih koagulaza pozitivnih stafilokoka. Kao jedan od metoda diferencijacije je
kombinacija prisustva hemolize, razlaganje trehaloze i maltoze i stvaranje acetoina (da
Costa i sar., 2010; Rall i sar., 2008; Hanaa i sar., 2011), zatim oksidaza, katalaza,
oksidaciono-fermentacioni test koagulaza i fosfataza (Unakal i sar., 2010), kombinacija
beta hemolize, prisustva koagulaze i DN-aze i fermentacija manitola (Arshad i sar.,
2006), prisustvo koagulaze, katalaze, termonukleaze, rast na Baird Parkeru (da Silva i
sar., 2000), rast na P agaru sa akriflavinom, prisustvo beta galaktozidaze i hemoliti¢na
svojstva na ¢okoladnom agaru (Capurro, 1999; Gaundra i sar., 2005), kao i na osnovu
rasta na manitol slanom agaru, katalaze i makromorfoloskih karakteristika (Asfour i
sar., 2011).

U upotrebi su i brzi sistemi za identifikaciju kojima se ispituje sposobnost stafilokoka
da razlagazu veliki broj Secera, odnos prema nekim supstancama, kao i sposobnost
razlaganja nekih jedinjenja u anaerobnim uslovima. Obzirim na veliki broj
biohemijskih varijeteta, kao i pojave novih sojeva, ovi sistemi imaju ogranicenje i
moguce su greSke u identifikaciji (Rabello i sar., 2005; Capurro, 2009; Singh i sar.,
2011). Ove greske su CeSce kada se ispituju stafilokoke koje su poreklom od Zivotinja,
posto su sistemi za biohemijsku identifikaciju razvijeni za potrebe identifikacije izolata
iz klinickog materijala obolelih ljudi. Greske u identifikaciji mogu da budu i zbog spore

ili nedefinisane promene boje reagensa, naro¢ito u slucaju razlaganja trehaloze i
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manoze (Langlois i sar., 1983). Ces¢e su greske pri identifikaciji izolata stafilokoka
koje nisu S. aureus (Yunis i sar., 2000; da Costa i sar., 2010; Langlois i sar., 1983).

Pri identifikaciji stafilokoka izolovanih iz mleka krava obolelih od mastitisa, greske
mogu nastati i kao posledica primene odredenih dezinficijenasa koji se Koriste za
potapanje papila nakon muze, jer mogu da uti¢u na pojavu novih biotipova. Ovo se
¢esce desava kod primene sredstava za potapanje na bazi joda (Langlois i sar., 1983).
Kao uzro¢nik klinickog i subklinickog mastitisa krava najcesce je dokazan S. aureus,
ali 1 u slucajevima hroni¢nih infekcija S. aureus je metabolicki heterogen i ustanovljen
je veci broj biohemijskih varijeteta (Rabello i sar., 2005; Langlois i sar., 1983; Yunis i
sar., 2000).

Kao wuzro¢nici mastitisa biohemijskim ispitivanjem su utvrdeni Staphylococcus
epidermidis (Ebrahimi i sar., 2009; Arshad i sar., 2006; Garcia i sar. 1980; Bergdoll,
1980; Robertson i sar., 1996; Capurro, 1999; Capurro, 2009; Langlois i sar., 1983), S.
xylosus (Boerlin i sar., 2003; Matsunaga 1990), S. haemolyticus (Boerlin i sar., 2003,;
Langlois i sar., 1983); S. xylosus. (Langlois i sar., 1983). Opisan je i nalaz S. agnetis
kao nov koagulaza varijabilan soj izolovan iz mleka krava sa srednje teSkim
mastitisom, ali i sa vrha papile, koji je filogenetski najsli¢niji sa S. hyicus i S.
chromogenes (Taponen i sar., 2012).

Prilikom identifikacije koagulaza pozitivnih stafilokoka mogu se utvrditi i sojevi koji
pripadaju koagulaza negativnim sojevima (Lamprell i sar., 2004; Ebrahimi i sar., 2009).
Poredenjem ispitivanja biohemijskih osobina u cilju identifikacije vrste koagulaze
pozitivnih stafilokoka sa genetskom identifikacijom, ustanovljena je visoka korelacija
izmedu nalaza S. aureus, ali znatno manja pri diferencijaciji drugih koagulaza
pozitivnih stafilokoka (Langlois i sar., 1983; Boerlin i sar., 2003; da Costa i sar.,
2010).

2.3.2. Genotipska identifikacija koagulaza pozitivnih stafilokoka

U cilju precizne identifikacije mnogih patogenih bakterija, pa i stafilokoka, primenjuju
se metode zasnovane na lanc¢anoj reakciji polimeraze (PCR). Ove metode imaju 100%

preciznost (Gétz i sar., 2006).
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U cilju identifikacije koagulaza pozitivnih stafilokoka koriste se razli¢ite PCR tehnike
kojima se, naj¢e$¢e, umnozavaju geni za sintezu 16S ili 23S rRNK u cilju razdvajanja
S. aureus od drugih koagulaza pozitivnih stafilokoka (Haveri, 2008; Singh i sar., 2011;
Akineden, 2001; Boerlin i sar., 2003; da Costa i sar., 2010; Capurro, 2009; Gé6tz i sar.,
2006). Reakcijom PCR, u identifikaciji S. aureus, se umnozavaju specifi¢cni delovi
DNK koji su karakteristicni za tu vrstu.

Kao savremena verzija u identifikaciji mikroorganizama se primenjuje Real time PCR
kojim se za znatno krace vreme dobijaju rezultati. Multipleks PCR metodom se u isto
vreme detektuju geni za veéi broj osobina kao $to su gen za nukleazu (nuc), koagulazu
(coa), blaz, mec A, geni za determinaciju brojnih faktora virulencije (hla, hlb ,lukPV,
clfA, spa ,tstl, fnbA, fnbB, fib ,map ,cap5, cap8, epb) kao i geni za sintezu enterotoksina
(sea-sev) (Capurro, 2009; Srinivasan i sar., 2006; Haennil i sar., 2010; Arcuri i sar.,
2010; Singh i sar., 2011; Peles i sar., 2007; Agrudin i sar., 2010; Rall i sar., 2008).

2.4. Ispitivanje osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka na antimikrobne
lekove

Odnos prema antimikrobnim lekovima je znacajan podatak na osnovu koga se odreduje
koji antibiotik ¢e se primeniti u terapiji mastitisa izazvanih sa koagulaza pozitivnim
stafilokokama.

Jedan od uzroka neuspeha terapije je neadekvatna primena terapije bez prethodnog
laboratorijskog ispitivanja. Kao posledica toga se javljaju ekonomski gubici i
rezistencija uzro¢nika na preparate koji se najcesce koriste (Sumathi i sar., 2008; Arslan
i sar., 2009).

U terapiji mastitisa krava se, najcesce, primenjuju beta laktamski preparati. Osnova
kontrole ovog oboljenja je antimikrobna terapija, a na efekat izleCenja utiu Zivotinja,
patogeni mikroorganizam i menadzment u terapiji oboljenja (Russi i sar., 2008;
Gentilini i sar., 2000; Owens i sar., 1997).

Ustanovljena je korelacija izmedu rezultata antibiograma i efikasnosti terapije kod
novih infekcija, kao i kod infekcija izazvanih stafilokokama osetljivim na penicilin, dok

kod hroni¢nih infekcija postoje odstupanja (Owens i sar., 1997; Barkema i sar., 2006).
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Najveci uspeh u terapiji se postize primenom antibiotika za intramamarnu upotrebu
pred zasuSenje i iznosi 67-100% izleCenih zivotinja (Nickerson, 2009). Kod lec¢enih
krava broj somatskih ¢elija u mleku nakon telenja se smanjuje za 50%, a prinos mleka

tokom prva dva meseca laktacije se povecava za 10%.

2.4.1. Osetljivost koagulaza pozitivnih stafilokoka na penicilin

Penicilin pripada grupi beta laktamskih antibiotika koji se vezuju za proteine smestene
u ¢elijskom zidu stafilokoka i imaju funkciju da ojacavaju strukturu. Beta laktamski
antibiotici deluju na peptidoglikan i enzime transpeptidazu i karboksipeptidazu koji
uéestvuju u sintezi ¢elijskog zida (penicilin-osetljivi enzimi) i vezuju se za penicilin
vezujuce proteine (PBP) koji su smeSteni na spoljasnjem delu citoplazmatske
membrane. Vezivanjem penicilina dolazi do destabilizacije zida i bakterija postaje
osetljiva na promene osmotskog pritiska (Georgopapadakou, 1993).

Osetljivost koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz mleka krava obolelih od
mastitisa na beta laktamske antibiotike je ve¢a nego kod onih koji su dokazani kao
uzro¢nici infekcije ljudi. Dobra osetljivost na penicilin se objasnjava racionalnom
upotrebom antibiotika u terapiji Zivotinja (Farzana i sar., 2004). Ispitivhjem
antimikrobne osetljvosti koagulaza pozitivnih stafilokoka ili S. aureus-a ustanovljen je
veliki broj izolata koji su osetljivi na penicilin. Ispitivanjem u evropskim zemljama u
periodu od 2002 do 2004. godine osetljivost na penicilin je utvrdena kod: 95,3% i 97%
izolata u Francuskoj, 95,0% u Norveskoj, 93,0% Svedskoj, 90%, 75,7% i 88,9% u
Holandiji (Hendriksen i sar., 2008) 91%, u Svajcarskoj (Corti i sar., 2003), 96% u
Danskoj (Bennedsgaard i sar., 2006). Dobru osetljivost S. aureus na penicilin su
utvrdili i Persson i sar. (2011) kod 96% izolata, Bengtsson i sar. (2009) kod 92,9%
izolata, Anderson i sar. (2006) kod 87,12% , Dura i sar. (1999) kod 89,64% izolata, a
Yoshimura i sar. (2002) kod 72,6% izolata. U severnim zemljama Evrope Norveskoj,
Svedskoj i Danskoj je osetljivost S. aureus na penicilin je najve¢a (80-90% izolata)
(Bennedsgaard i sar. 2006). Dobra osetljivost na penicilin sojeva S. aureus, izolovanih
u slucajevima mastitisa krava utvrdena je i u Keniji (kod 89,4% izolata) (Shitandi i
sar., 2004).
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Precizniji podaci o osetljivosti S. aureus na penicilin se dobijaju odredivanjem
minimalne inhibitorne koncetracije (MIC). Ispitivanjem osetljivosti na penicilin izolata
S. aureus dilucionom metodom utvrdena je minimalna inhibitorna koncetracija (MICg)
od 0,06pg/ml u Norveskoj, 0,25ug/ml u Danskoj, 0,5ug/ml u Grenlandu i Svajcarskoj i
u Engleskoj, Finskoj, Nemackoj, Irskoj, Svedskoj i SAD. Ispitivanjem prisustva beta
laktamaze kod istih izolata ustanovljena je beta laktamaza kod 76,2% izolata iz Irske,
63,6% Islanda, 55,4% Engleske, 50,9% SAD, 43,7% Nemacke, 42,1% Finske, 42%
gvajcarske, 15,2% izolata iz Danske, a samo kod 4% izolata poreklom iz Norveske.
Izolati koji su bili negativni na prisustvo beta laktamaze su bili najces¢i kod izolata iz
Norveske 74,3%, iz Danske 70,5%, 42% iz Svedske, 40,8% iz Nemacke, 39,8% iz
Svedske, 36,4% iz Islanda, 29,5% iz Finske, 29,3% iz Engleske, 28,3% iz SAD i 4,8%
iz Irske (De Oliveira i sar., 2000).

2.4.2. Osetljivost koagulaza pozitivnih stafilokoka na ostale antibiotike

U terapiji mastitisa krava se Cesto koriste ampicilin i amoksicilin. Ampicilin je beta
laktamski antibiotik koji je osetljiv na delovanje beta laktamaze, dok je amoksicilin
neSto rezistentniji, ali je slican po antibakterijskom spektru. Osetljivost ova dva
antibiotika je sli¢na kao kod penicilina (Araki i sar., 1985; Corti i sar., 2003).

Visoka osetljivost na ampicilin je zabeleZena kod izolata S. aureus koji ne stvaraju beta
laktamazu (Araki i sar., 1985; Corti i sar., 2003; Turutoglu i sar., 2006; De Oliveira i
sar., 2000; Watts i sar., 1996). Corti i sar. (2003) su utvrdili rezistenciju S. aureus na
penicilin kod 9% izolata a na ampicilin 7% izolata. Turutoglu i sar. (2006) kod izolata
S. aureus koji ne stvaraju beta laktamazu utvrdili osetljivost na ampicilin kod 80,0% i
amoksicilin kod 83,3% ispitanih izolata.

Dilucionom metodom Araki i sar. (1985) su za S. aureus ustanovili MICs, od
0,39ug/ml i MICgy 0d 3,13ug/ml za amoksicilin a za ampicilin 0,2 i 1,56ug/ml dok su
De Oliveira i sar. (2000) navode da je MICgy za amoksicilin <0,06ug/ml u Nemackoj,
Finskoj, Islandu, Irskoj, Norveskoj, Svedskoj i SAD a 0,125ug/ml u Engleskoj i
Finskoj. Watts i sar. (1997) su ustanovili MICsy od 0,13ug/ml i MICy, od 0,5ug/ml za

ampicilin izolata S. aureus koji ne stvaraju beta laktamazu.
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Primenom beta laktamskih antibiotika, koji nisu osetljivi na dejstvo beta laktamaze,
znaCajno se povecava efekt izleCenja. Preparati u kombinaciji sa klavulanskom
kiselinom ili sublaktamom, koji koce delovanje beta laktamaze i omoguéavaju
delovanje antibiotika, su efikasni u izleCenju mastitisa.

Koagulaza pozitivne stafilokoke su vrlo osetljive na delovanje kombinacije
amoksicilina i klavulanske Kkiseline. ZabeleZzena je potpuna osetljivost na
amoksicilin/klavulansku kiselinu (Giiler i sar., 2005; Gentilini i sar., 2000), a MICs i
MICg su iznosile 0,016 i 0,125 ug/ml (Gentilini i sar., 2000). Turutoglu i sar. (2002)
navode da je 97,8% izolata S. aureus koji nisu stvarali beta laktamazu bilo osetljivo na
amoksicilin i klavulansku kiselinu, a da je 96,4% izolata koji su stvarali beta laktamazu
bilo osetljivo. Kasnijem istrazivanjem Turutoglu i sar. (2007) navode da su svi izolati S.
aureus Kkoji nisu stvarali beta laktamazu bili osetljivi na amoksicilin/klavulansku
kiselinu, a da je 93,2% izolata koji su proizvodili beta laktamazu bilo osetljivo. Kirkan i
sar. (2005) su utvrdili osetljivost na amoksicilin/klavulansku kiselinu kod 84% izolata.

Kloksacilin je beta laktamski antibiotik koji je otporan na delovanje beta laktamaze i
preporucuje se kao terapija kod krava u zasuSenju. Yoshimura i sar. (2002) navode da
su svi ispitani izolati bili osetljivi na delovanje kloksacilina, a Araki i sar. (1985)
navode da MICg za kloksacilin kod sojeva iznosio 0,39ug/ml. Ispitujuci osetljivost
koagulaza pozitivnih stafilokoka na kloksacilin Turutoglu i sar. (2002) i Turutoglu i
sar. (2006) su utvrdili osetljivost na kloksacilin kod svih izolata bez obzira da li su
izolati stvarali beta laktamazu ili ne.

Cefalosporini su grupa beta laktamskih antibiotika koji su rezistentni na delovanje beta

laktamaze 1, prema Sirini antimikrobnog spekra, kategorizovani su u tri generacije.
Prvoj generaciji cefalosporina pripadaju cefapirin, cefalonijum, cefperazon, cefuroksim.
Ceftiofur je predstavnik trece generacije cefalosporina.

Koagulaza pozitivne stafilokoke koje su izolovane iz mleka krava obolelih od mastitisa
su vrlo osetljive na delovanje cefalosporinskih preparata, pa se stoga ti preparati ¢esto
koriste u terapiji krava obolelih od stafilokoknih mastitisa u laktaciji (Klimiene i sar.,
2011; Tenhagen i sar., 2006; Kalmus i sar. 2011).

U brojnim istrazivanjima je utvrdeno da su izolati S. aureus osetljivi na razli¢ite

cefalosporine: na cefaleksin (Ebrahimi i sar., 2009), cefkvinom (Gentilini i sar. 2000;
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Corti i sar., 2003; Pitkala i sar., 2004; Schroder i sar., 2005), cefalotin (Gentilini i sar.,
2000; Schroder i sar., 2005; Gianneechini i sar., 2002; Younis i sar., 2000), cefperazon
(Corti i sar., 2003), cefacetril (Calvinho i sar., 2002) i cefoksitin (Peles i sar., 2007).
Ispitivanjem osetljivosti na cefperazon Schroder i sar. (2005) su utvrdili da je 88%
izolata S. aureus bilo osetljivo, a Kirkan i sar. (2005) su kod 85% ispitanih izolata S.
aureus ustanovili osetljivost na cefkvinom. Unakal i sar. (2010) su, ispitivanjem izolata
Staphylococcus aureus, ustanovili dobru osetljivost na ceftriakson (80,88%) i
cefotaksim (79.41%).

De Oliveira i sar. (2000) navode da je za cefalotin MICsy 0,125x9/ml u Engleskoj, a
0,25 ug/ml u Danskoj, Finskoj, Nemackoj, Irskoj, Islandu, Norveskoj, Svedskoj,
Svajcarskoj i SAD, a MICg 0,5 pg/ml u svim navedenim zemljama. Ispitivanjem
osetljivosti na na ceftiofur je utvrden MICsg 0,549/ml u Danskoj, Nemackoj i Svedskoj,
a 1,0ug/ml u Engleskoj, Finskoj, Irskoj, Islandu, Norveskoj, Svajcarskoj i SAD, MICgg
za ceftiofur je iznosio 1,0 ug/ml u svim navedenim zemljama. Sli¢ne rezultate navode i
Watts i sar., (1997) koji su ispitivanjem osetljivosti S. aureus na cefalotin ustanovili
vrednosti kod beta laktamaza pozitivnih izolata 0,25ug/ml za MICsy i 0,5ug/ml za
MICg, a kod beta laktamaza negativnih izolata 0,25 mg//ml za MICsy i MICqp.
Turutoglu i sar. (2006) su ustanovili osetljivost na cefuroksim kod svih ispitanih izolata
S. aureus koji ne stvaraju beta laktamazu, a kod 92,1% izolata koji stvaraju beta
laktamazu.

Procenat izolata S. aureus rezistenih na ceftiofur u Francuskoj se u periodu od 2002. do
2004. godine smanjivao sa 4,2% u 2002. godini na 1,0% u 2003 godini. U Estoniji je
ustanovljena rezistencija na ceftiofur kod 0,9% izolata S. aureus u 2004. godini
(Hendriksen i sar., 2008). Moon i sar. (2007) navode da je osetljivost izolata S. aureus
koji su oni ispitali na cefalotin bila dobra kako kod sojeva koji imaju sposobnost sinteze
enterotoksina tako i kod onih izolata koji tu osobinu nemaju (Moon i sar., 2007a).
Najveci broj rezultata ispitivanja osetljivosti S. aureus na tetraciklin pokazuje da je
osetljivost S. aureus na ovaj antibiotik dobra. Dobru osetljivost na tetracikline su
utvrdili Peles i sar. (2007) i Sori i sar. (2011), a Kalmus i sar. (2011) su kod 95,9%
izolata S. aureus ustanovili osetljivost na tetraciklin. Nesto manju osetljivost na
oksitetraciklin su ustanovili Pitkala i sar. (2004) kod 94,9% izolata, Hannil i sar. (2011)
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kod 92,8%, Gianneechini i sar. (2002) kod 86% izolata. Dilucionom metodom su
utvrdene vrednosti MICsg MICgy 2 i >64ug/ml. Kirkan i sar. (2005) su ustanovili
osetljivost na oksitetraciklin kod 60% i umerenu osetljivost kod 40% ispitanih izolata.
Obzirom da se tetraciklini ne koriste ¢esto u terapiji mastitisa, pojava sojeva koagulaza
pozitivnih stafilokoka koji su rezistentni na tetracikline bi se mogla objasniti njihovom
Sirokom upotrebom u terapiji razlicitih infekcija krava.

Gentamicin je vrlo efikasan antibiotik prema koagulaza pozitivnim stafilokokama, ali
se retko koristi u terapiji mastitisa zbog dugacke karence. Gianneechini i sar. (2002),
Corti i sar. (2003), Sori i sar. (2011) i Pitkala i sar. (2004) navode da su svi izolati S.
aureus koje su ispitali bili osetljivi na gentamicin. Gentilini i sar. (2000) su ustanovili
osetljivost kod 96,6% izolata, a Kalmus i sar. (2011) kod 95,2% izolata S. aureus.
Makrolidi i linkozamini se vezuju za RNK bakterije i koce sintezu proteina. Kod ovih
grupa antibiotika se javlja unakrsna rezistencija, tako da se rezistencija na antibiotik iz
jedne klase prenosi na antibiotik iz druge klase. Corti i sar. (2003) i Peles i sar. (2007)
navode da su svi izolati koje su ispitali bili osetljivi na linkomicin. Hannil i sar. (2011)
su ustanovili osetljivost na linkomicin kod 93,5% izolata. Kalmus i sar. (2011) navode
da je osetljivost izolata S. aureus na linkomicin iznosila 82,4%, a Turutoglu i sar.
(2006) su ustanovili osetljivost na linkomicin kod 77,7% izolata S. aureus. Minimalne
inhibitorne koncetracije za linkomicin MICsy su; 0,5ug/ml u Finskoj, Norveskoj i
Svajcarskoj; 1,0pg/ml u Danskoj, Engleskoj i Svedskoj; 2,0ug/ml u Nemackoj i SAD,
4,0ug/ml u Islandu i 8,0ug/ml u Irskoj, a MICg 1,0ug/ml u Danskoj, 2,0ug/ml u
Engleskoj i Svajcarskoj; 4,0ug/ml u Finskoj i Norveskoj (De Oliveira i sar., 2000).
Pored ispitivanja osetljivosti na antibiotike koji se najcesce koriste u terapiji mastitisa
izazvanih koagulaza pozitivnim stafilokokama, dobra osetljivost je utvrdena i na druge
antibiotike: ciprfloksacin (Kirkan i sar. 2005.), enrofloxacin (Giiler, 2005; Gianneechini
i sar., 2002; Turutoglu i sar., 2002; Turutoglu i sar. 2006; Pitkala i sar., 2004),
norfloxacilin (Sori i sar., 2011; Russi i sar., 2008; Younis i sar., 2000),
trimetoprim/sulfamethoksazol (Peles i sar., 2007; Hendriksen i sar., 2008;
Gianneechini i sar., 2002; Pitkala i sar., 2004; Schmidt 2011), sulfonamide (Hendriksen
i sar., 2008; Adesyun i sar., 1995), neomicin (Pitkala i sar., 2004; Hendriksen i sar.,

2008; Malinowski i sar., 2002; Gianneechini i sar., 2002), eritromicin (Younis i sar.
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2000; Peles i sar., 2007; Hendriksen i sar., 2008; Russi i sar., 2008; Malinowski i sar.,
2002), spiramicin (Pitkala i sar., 2004), bacitracin (Sori i sar., 2011; Malinowski i sar.,
2002), kanamicin (Kirkan i sar., 2005), klindamicin (Gianneechini i sar., 2002),
florfenikol (Russi i sar., 2008), hloramfenikol (Hendriksen i sar., 2008), ali i
kombinacije antibiotika neomicin + bacitracin + tetraciklin (Kirkan i sar., 2005),
penicilin + novobiocin (Watts i sar., 1997; Calvinho i sar., 2002), linkomicin+neomicin
(De Oliveira i sar., 2000) i kanamicin-cefaleksin (Giiler, 2005).

2.4.3. Rezistencija koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz vimena krava na
antibiotike

Rezistencija stafilokoka u odnosu na preparate koji se koriste u terapiji mastitisa je u
porastu, a najveca rezistencija je zabelezena u odnosu na penicilin (National mastitis
council 2004; Pitkala i sar., 2004; Sobiraj i sar., 1997; El-Jake, 2010; Botrel i sar.,
2010; Barboza-Corona i sar., 2009; Roesch i sar., 2006; Franco i sar., 2008; Correa i
sar., 2005; Russi i sar., 2008; Myllys i sar., 1998; Malinowski i sar., 2002; Giiler i sar.,
2005). Cesta i neracionalna upotreba antibiotika poveéava rizik od pojave sojeva
rezistentnih na antibiotike, kao i sojeva koji pokazuju rezistencija na vise antibiotika
(Apparao i sar., 2009; Correa i sar., 2005). Analizom osnovnih faktora virulencije
patogenih stafilokoka nije uocena korelacija sa otporno$¢u na lekove (Franco i sar.,
2008; Moon i sar., 2007a). Rezistencija stafilokoka na antibiotike se povecava ako se
one nalaze u mleku jer vezivanjem za mle¢nu mast se indukuje formiranje kapsule i
biofilma (Ali-Vehmasi sar., 1997).

Rezistencija na antibiotike je ¢eSce ustanovljena kod koagulaza pozitivnih stafilokoka
izolovanih u slu¢ajevima mastitisa krava na farmama sa malim obimom proizvodnje
nego na farmama sa velikim obimom proizvodnje, jer je u velikim proizvodnim
sistemima bolji monitoring zdravlja Zivotinja (Shitandi i sar., 2004). Nakon prve
laktacije se povecava prevalencija sojeva rezistentnih na beta laktamske antibiotike a
koji su osetljivi na delovanje penicilinaze (Tenhagen i sar., 2006).

Predvidanje pojave rezistencije na penicilin kod Staphylococcus aureus izolovanog iz
mleka krava sa mastitisom moguce je kod farmski genetski homogenih sojeva, ali ne i

heterogenih (Grinberg i sar., 2005). Geni za rezistenciju na antibiotike su smesteni na
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plazmidu ali i na transpozonima koji predstavljaju mobilne genetske elemente ¢ime se
postize mogucénost prenoSenja unutar vrste i Sirenja rezistentnih sojeva u zapatu.
Plazmidi su otkriveni kod najveéeg broja izolata koji su rezistentni na lekove. Vecina
plazmida stafilokoka je molekulske mase 20 kb do 1.1 kb, ali broj prisutnih plazmida
kao i njihova masa ne moraju uvek biti u korelaciji sa rezistencijom na antibiotike
(Kirkan i sar., 2005; El-Jakee i sar., 2011; Arslan i sar., 2009; Turutoglu i sar., 2006;
Correa i sar., 2005). Pojava stafilokoka, koje su rezistentne na veéi broj antibiotika, kod
krava u sluCajevima subklini¢kih mastitisa, predstavlja rizik za zdravlje ljudi zbog
moguée razmene gena rezistencije sa humanim izolatima (Ombui i sar., 2000; Arslan i
sar., 2009; Turutoglu i sar., 2007; Moon i sar., 2007a). Rezistenciju na penicilin
stafilokoke postizu sintezom beta laktamaze koja se, kao ekstracelularni enzim, izlucuje
izvan Celije 1 razlaze penicilinsku kiselinu kidanjem C-N veze beta laktamskog prstena
¢ime se ona prevodi u neaktivan oblik. Sinteza beta laktamaze je odredena blaZ genom.
Prisustvo blaZ gena u genomu stafilokoka ne znaci da ¢e se rezistencija na penicilin
fenotipski ispoljiti. Potvrdeni su izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka koji su imali
blaz gen, ali, su bili osetljivi na penicilin in vitro (Russi i sar., 2008; Pitkala i sar.,
2004). S druge strane, izolovane su koagulaza pozitivne stafilokoke koje su bili otporne
na penicilin a nisu imale blaZ gen. Ovakav oblik rezistencije na penicilin ukazuje na to
da postoje i neki drugi enzimski mehanizmi koji ucestvuju u inaktivaciji (Arshad i sar.,
2006; Turutoglu i sar., 2006). Potvrdena je korelacija izmedu sinteze beta laktamaze i
rezistencije na penicilin (Russi i sar., 2008; Arshad i sar., 2006; Giiler i sar., 2005;
Sobiraj i sar., 1997; Turutoglu i sar., 2006; Tenhagen i sar., 2006; Nunes i sar., 2007;
Watts i sar., 1997; Apparao i sar., 2009). Kao brza metoda pri odredivanju terapije
mastitisa moze se korisiti ispitivanje prisustva beta laktamaze, i mastitisi izazvani
sojevima S. aureus koji ne stvaraju beta laktamazu se mogu leciti penicilinom
(Gentilini i sar., 2000; Bengtsson i sar., 2009). Isto tako, kod izolata kod kojih se
dilucionom metodom utvrde grani¢ne vrednosti osetljivosti na penicilin (0,06 - 0,25
ug/ml), treba ispitati sposobnost sinteze beta laktamaze (Pitkala i sar., 2004).
Istrazivanja govore o tome da vecina sojeva koji sintetiSe beta laktamazu je otporno na
penicilin, dok vecina sojeva koja ne sintetiSe beta laktamazu je osetljiva. Potvrdeni su

izolati koji su bili pozitivni na beta laktamazu a osetljivi na penicilin, i, sa druge strane,

24


file:///G:/Users/goca/Desktop/pubmed
file:///G:/Users/goca/Desktop/pubmed
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Tenhagen+BA%22%5BAuthor%5D
file:///G:/Natasa/pubmed
file:///G:/Natasa/pubmed
file:///G:/Natasa/pubmed

sojevi koji su bili negativni na sposobnost sinteze beta laktamaze, a rezistentni na
penicilin (Turutoglu i sar., 2006).

U brojnim istrazivanjima utvrdena je rezistencija na penicilin S. aureus izolovanog u
slu¢ajevima mastitisa krava: u Argentini 40,3% (Gentilini i sar., 2000) i 55% (Sumathi
i sar., 2008), kod 52,1% izolata u Finskoj (Pitkala i sar., 2004), u Koreji 60% (Shin Kim
i sar., 2000), u Africi 60%, (Ombui i sar., 2000), u Estoniji 61,4% (Kalmus i sar.,
2011), Turskoj 62,1% (Turutoglu i sar., 2006), u Litvaniji 76,7%, (Klimiene i sar.,
2011), u Keniji 76,9%. (Shitandi i sar., 2004), u Kini 77,3% (Li i sar., 2009), u Brazilu
77,89% (Correa i sar., 2005), Indiji 86,76% (Unakal i sar., 2010), Turskoj 81% (Kirkan
i sar., 2005), u zapadnoj Etiopiji 87,2% (Tariku i sar., 2011), u Madarskoj 88,9% (Peles
i sar., 2007) i Izraelu 96,6 % (Younis i sar., 2000) izolata.

Procenat izolata S. aureus rezistenznih na penicilin se u Belgiji i Nemackoj krec¢e 51-
64% (Klimiené i sar., 2011). U Turskoj u periodu od 1995 do 2004. procenat izolata
rezistentnih na antibiotike je sa 43,5% 1995. godini smanjen na 8% 1999. godini, a
zatim je porastao na 77% u 2004. godini (Giiler i sar., 2005). Visok procenat izolata S.
aureus rezistentnih na penicilin je zabelezen u svim evrposkim zemljama osim u
Francuskoj gde je procenat izolata rezistentnih na penicilin bio ispod 10%. U Danskoj
je utvrdeno 29,7% i 23,1% izolata rezistentnih na penicilin: u Svajcarskoj 17,3%
izolata: Engleskoj 46, 36 i 38%: Italiji 43% izolata: Latviji 49% i Spaniji 45, 40,1 i 33%
izolata (Hendriksen i sar., 2008). Rezistenciju na penicilin S. aureus izolovanog iz
vimena krava obolelih od mastitisa su potvrdili Adesyun i sar. (1995) kod 23,6%, Peles
i sar. (2007) kod 30,5%, Grinberg i sar. (2005) kod 38%, Rosengren i sar. (2010) kod
39%, Calvinho i sar. (2002) kod 47,6%, Russi i sar. (2008) kod 48,4%, Pitkala i sar.
(2004) kod 52,1%, Rabello i sar. (2005) kod 55,1% izolata; Arshad i sar. (2006), kod
56,5%, Shana i sar. (2009) kod 57%, Moon i sar. (2007a) kod 66,7%, Malinowski i sar.
(2002), kod 73%, Anderson i sar. (2006) kod 86%, Ebrahimi i sar. (2009) kod 87,5%,
Ochoa-Zarzosa i sar. (2008) kod 90,7%, Barboza-Corona i sar. (2009) kod 92% i
Younis i sar. (2000) kod 96,6% izolata. Jedan od uzroka neuspeha terapije je
neadekvatna primena antibiotika bez prethodnog ispitivanja osetljivosti uzro¢nika
mastitisa na antibiotike. Kao posledica toga dolazi do pojave rezistencije na antibiotike

koji se najcesce koriste, ali i do pojave sojeva koji su rezistentni na dva ili vise
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antimikrobnih preparata (Adesyun i sar., 1995; Farzana i sar., 2004; Sumathi i sar.,
2008; Bennedsgaard i sar., 2006; Shitandi i sar., 2004; Pitkala i sar. 2004).

Ispitivanje osetljivosti se, najéesce, vrsi disk difuzionom metodom, medutim, znatno
precizniji rezultati se dobijaju odredivanjem minimalne inhibitorne koncetracije na
odredeni antibiotik.

Minimalna inhibitorna koncetracije penicilina (MICsp) i (MICq) za izolate S. aureus
utvrdena u razli¢itim ispitivanjima se kretala od 0,05ug/ml (MICsp) i 4 pg/ml (MICgy)
Russi i sar. (2008); 0,094 (MICsp) i 1,5ug/ml (MICgy) Gentilini i sar. (2000); 4 ug/ml
(MICgp) Nunes i sar. (2007); 6,25ug/ml (MICg) Araki i sar. (1985) i MICgy >8ug/ml
penicilina Gianneechini i sar. (2002). Kod izolata S. aureus rezistentnih na penicilin
utvrdena je najveca MICgqo (16pg/ml) (Nunes i sar., 2007; De Oliveira i sar., 2000).
Vise autora navodi da je rezistencija na ampicilin je sli¢na ili nes$to niza u odnosu na
penicilin (Giiler i sar., 2005; Moon i sar., 2007a; Klimiene i sar., 2011; Kalmus i sar.,
2011; Correa i sar., 2005; Turutoglu i sar., 2006; Malinowski i sar., 2002). Ispitivanjem
povezanosti osetljivosti na penicilin i ampicilin 1 sposobnosti sojeva S. aureus
izolovanih u slu¢ajevima mastitisa da stvaraju enterotoksine Moon i sar. (2007b) su
utvrdili manju osetljivost na penicilin i ampicilin kod izolata koji nisu imali sposobnost
sinteze enterotoksina. Rezistencija na ampicilin izolata S. aureus koji nisu stvarali beta
laktamazu je utvrdena u vise studija. Turutoglu i sar. (2002) i Turutoglu i sar. (2007) su
utvrdili rezistenciju na ampicilin kod 37% i 56,3%., Kalmus i sar. (2011) kod 59,5%,
Guler i sar. (2005) kod 63,3%, Turutoglu i sar. (2002) i Turutoglu i sar. (2007) kod
64,3% i 73,7%. Rezistencija na ampicilin je utvrdena i kod izolata S. aureus Kkoji su
stvarali beta laktamazu. Moon i sar. (2007a) su utvrdili rezistenciju na ampicilin kod
66% izolata, Malinowski i sar. (2002) kod 68,9%, Unakal i sar. (2010) kod 70,59%, Li
i sar. (2009) kod 77,3%, Klimiene i sar. (2011) kod 78,4%, Correa i sar. (2005) kod
78,94% ispitanih izolata S. aureus. Prema rezultatima Sori i sar. (2011) cesce se javlja
rezistencija S. aureus, izolovanog u slucajevima mastitisa, na penicilin (87,2% izolata)
nego na ampicilin (46%). Nasuprot rezultatima iz predhodne studije Schmidt (2011) su
ustanovili veci procenat S. aureus, izolovanog u slu¢ajevima mastitisa rezistentnih na
ampicilin (65,6% izolata) nego na penicilin (47,8% izolata). Gianneechini i sar. (2002)

su ustanovili rezistenciju na ampicilin kod 46,6% ispitanih izolata, a dilucionom
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metodom su odredili minimalnu inhibitornu koncentraciju od 0,58ug/ml (MICsp) i
8ug/ml (MICq). De Oliveira i sar. (2000) navode da je MICgyy za ampicilin 0,5ug/ml u
Danskoj i Norveskoj; 1,0ug/ml u Irskoj; 2,0 ug/ml u Engleskoj, Finskoj, Nemackoj i
Svedskoj; 4,0ug/ml Svajcarskoj i SAD. Dilucionom metodom Watts i sar. (1997) su
ustanovili minimalnu inhibitornu koncentraciju za ampicilin od 1,0ug/ml (MICs) i
4,0ug/ml (MICgp).

Amoksicilin se neSto rede koristi u terapiji mastitisa. U odnosu na beta laktamske
antibiotike, osetljive na delovanje beta laktamaze, ima Siri spektar delovanja pa se
koristi u slucajevima kada nije moguce uraditi bakteriolo§ko ispitivanje mleka krava
obolelih od mastitisa.

Prema rezultatima Turutoglu i sar. (2002) i Turutoglu i sar. (2006) cesce se rezistencija
na amoksicilin (58,6% i 50,0% izolata) javlja kod izolata S. aureus Kkoji stvaraju beta
laktamazu nego kod izolata koji ne stvaraju beta laktamazu (39% i 45,6% izolata).
Rezistenciju na amoksicilin su ustanovili i Malinowski i sar. (2002) kod 42,3%, Correa
i sar. (2005) kod 50,52%, Unakal i sar. (2010) kod 63,24%, a Klimiene i sar. (2011)
kod 81,3% ispitanih izolata S. aureus.

Rezistenciju na amoksicilin i klavulansku kiselinu su utvrdili Klimiene i sar. (2011)
kod 38,1% izolata S. aureus, a veci procenat (85,7%) izolata rezistentnih na amoksicilin
i klavulansku kiselinu su utvrdili Arslan i sar. (2009).

Rezistencija na kloksacilin se sre¢e u zapatima kod kojih postoji visoka rezistencija na
beta laktamske antibiotike koji su osetljvi na delovanje beta laktamaze, ali i u onim
zapatima kod kojih je ustanovljeno prisustvo stafilokoka rezistentnih na meticilin.
Cedée je dokazana rezistencija na kloksacilin kod sojeva S. aureus izolovanih u
slucajevima klinickih nego kod sojeva izolovanih u slu¢ajevima subklini¢kih mastitisa
(Malinowski i sar., 2002). Retko se srecu zapati u kojima je S. aureus izolovan u
slu¢ajevima mastitisa rezistentan na kloksacilin (Ebrahimi i sar., 2009).

Rezistencija na cefalosporine nije ¢esta kod koagulaza pozitivnih stafilokoka koje su
dokazane kao uzro¢nici matitsa krava. Correa i sar. (2005) su kod izolata, koji su bili
rezistentni na antibiotike, ustanovili rezistencija na cefaleksin kod 35,79% izolata, dok
su Malinowski i sar. (2002) su ispitivanjem osetljivosti na cefperazon, sojeva S. aureus

izolovanih iz mleka krava obolelih od klini¢kog oblika mastitisa, ustanovili 42,4%,
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osetljiva izolata, 24,2% umereno osetljiva i 33,3% rezistentnih izolata, a sojevi
izolovani u slu¢ajevima subklinickih mastitisa su u 42,3% izolata bili osetljivi, 30%
umereno osetljivi a 27,7% izolata je bilo rezistentno na cefperazon. Hendriksen i sar.
(2008) navode da je rezistencija na cefalosporine ustanovljena tokom 2004. kod 0,9%
ispitanih izolata u Spaniji i kod 4,2% izolata u Francuskoj.

Rezistencija koagulaza pozitivnih stafilokoka na tetracikline je utvrdena kod 23,2%
(Gentilini i sar., 2000), 27,9% (Guler i sar., 2005), 38,8% (Turutoglu i sar., 2006),
47,6% (Turutoglu i sar., 2006), 60,0% (Li i sar., 2009) i 64,22% (Correa i sar., 2005)
izolata S. aureus. Prema navodima Malinowski i sar. (2002) osetljivost na tetracikine je
veca kod sojeva S. aureus izolovanih iz mleka krava obolelih od klinicke forme
mastitisa nego u slu¢ajevima subklini¢kih mastitisa. Veca rezistencija na tetracikline je
utvrdena kod izolata S. aureus za koje je potvrdeno da stvaraju beta laktamazu
(Turutoglu i sar., 2006), i kod izolata koji su imali sposobnost sinteze enterotoksina
(Moon i sar., 2007b).

Rezistencija na gentamicin je utrdena kod 18,95% (Correa i sar., 2005), 39,3%
(Turutoglu i sar., 2006), 52,94% (Unakal i sar., 2010) izolata. Vec¢i procenat izolata
rezistenih na gentamicin je utvrden kod izolata S. aureus koji stvaraju beta laktamazu,
(Turutoglu i sar., 2006) i kod izolata koji su imali sposobnost sineteze enterotoksina
(Moon i sar., 2007Db).

Rezultati odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije linkomicina za S. aureus
pokazuju da je MIC u: Svajcarskoj 8,0ng/ml; 16,0pug/ml u Nemackoj; 32,0pg/ml u
SAD; 64pug/ml u Irskoj i >64ug/ml na Islandu (De Oliveira i sar., 2000). Nije utvrdena
znacajna razlika u MIC za linkomicin izmedu sojeva S. aureus izolovanih u
slu¢ajevima klini¢kih i subklini¢kih mastitis (Malinowski i sar., 2002). Ve¢a MIC
linkomicina je utvrdena za izolate S. aureus Kkoji su imali sposobnost sinteze
enterotoksina (Turutoglu i sar., 2006).

Gentilini i sar. (2000) su ustanovili rezistenciju na trimetorpim/sulfametazin kod 59,2%

izolata S. aureus.
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2.4.4. Rezistencija na meticilin koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz
vimena krava

Rezistencija na meticilin kod sojeva S. aureus, izolovanih u slu¢ajevima mastitis krava,
dokazana je u malom broju slucajeva (Turutoglu i sar., 2006; Juhasz-Kaszanyitzky i
sar., 2009; EFSA, 2012; Erskine i sar., 2004; Huber i sar., 2010; Gianneechini i sar.,
2002).

Rezistencija na meticilin (oksacilin) se javlja nakon upotrebe tog antibiotika u terapiji, a
izolati stafilokoka sa tim tipom rezistencije su, najceSce, rezistentni i na druge beta
laktamske antibiotike. Rezistencija na meticilin moze nastati kao fenotipska usled
hiperprodukcije beta laktamaze ili genotipska koja je zasnovana na prisustvu mecA
gena. U brojnim ispitivanjima sojeva S. aureus izolovanih iz mleka krava obolelih od
mastitisa nije dokazano prisustvo mecA gena (Sobiraj i sar., 1997; Younis i sar., 2000;
Calvinho i sar., 2002; Wagner i sar., 2007; Bengtsson i sar., 2009; De Oliviera i sar.,
2000; Yoshimura i sar., 2002; Schroder i sar., 2005; Sobiraj i sar., 1997; Nunes i sar.,
2007; Russi i sar., 2008; Gentilini i sar., 2000; Turutoglu i sar., 2006; Haveri, 2008;
Bervoets, 2008).

Rezistencija S. aureus na meticilin je dokazana disk difuzionom metodom u nekoliko
istrazivanja. U Trinidadu je rezistencija S. aureus na meticilin dokazana kod 1,2%
(Adesyan i sar. 1995) izolata, u Turskoj kod 17,5% izolata (Turutoglu i sar., 2006), kod
1% izolata u istrazivanjima Pitkala i sar., (2004), kod 1,7% izolata u istrazivanjima
Arslan i sar. (2009) i u istrazivanjima Shitandi i sar. (2004) Gentilini i sar. (2000) kod
7,8% izolata.

Brojni istrazivai za ispitivanje osetljivosti umesto meticilina preporucuju primenu
diska sa 1ug oksacilina. Visoka prevalencija izolata rezistentnih na oksacilin je
dokazana u Spaniji kod 3,7% izolata (Franco i sar., 2008), u Francuskoj kod 8,3% S.
aureus. (Hendriksen i sar. 2008), 25% izolata S. aureus rezistentnih na oksacilin je
utvrden u istrazivanjima Shana i sar. (2009), a 60% izolata S. aureus rezistentnih na
oksacilin je utvrden u istrazivanjima Kirkan i sar. (2005).

Turutoglu 1 sar. (2009) su kod 3 od 18 ispitivanih izolata, rezistentnih na oksacilin,

dokazali prisustvo mecA gena.
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Sojevi koji imaju mecA gen mogu da ispolje rezistenciju heterogeno ili homogeno.
Agar diluciona metoda i oksacilin disk difuziona metoda zavise od razli¢itih uticaja kao
Sto su sastav i fizicko hemijske karakteristike podloge, temperature i vremena
inkubacije (Anand i sar., 2009). Stoga heterorezistentan soj koji ima mecA gen, zbog
niske ekspresije rezistencije, moze da ostane neotkriven. Precizniji rezultati u detekciji
mecA gena difuzionom metodom dobijaju se sa diskom oksacilina od 6pg (Anand i
sar., 2009). Osetljivost disk difuzione metode sa oksacilinom od 1pg potvrdena je kod
87,5% MRSA izolata, a sa oksacilinom od 6ug osetljivost je bila veca (96,8%) (Anand
i sar., 2009).

CLSI (2006) preporucuje disk difuzionu metodu sa diskom cefoksitina od 30 pg posto
je dobar aktivator sistema regulacije mecA gena i precizniji u odnosu na oksacilin u
otkrivanju rezistencije koja je regulisana mecA genom (Swenson i sar., 2005; Febler i
sar., 2010; Tavakol i sar., 2012; Anand i sar., 2009). Specifi¢nost cefoksitin disk testa
je 981 100% (Swenson i sar., 2005; Anand i sar., 2009). Prema navodima iz literature
mali je procenat izolata rezistentnih na cefoksitin, koji nemaju mecA gen (Haenni i sar.,
2011).

Utvrdena je rezistencija MRSA na veliki broj beta laktamskih antibiotika koji su
stabilni u prisustvu beta laktamaze, ali i na druge antibiotike (Tavakol i sar., 2012; Lee,
2003). Visok nivo rezistencije na beta laktamske antibiotike nastaje usled prisustva
mecA gena koji odreduje sintezu penicilin vezujuéeg proteina (PBP2a) (Unakal i sar.,
2010). MecA gen se nalazi na mobilnom genetskom elementu ozna¢enom kao
staflokokni kasetni hromozomom mec (SCCmec). Ima vise tipova kasetnih
hromozoma: V, Ill, 1V, a mogu biti i netipizirani (Febler i sar., 2010; Vandehaeghen i
sar., 2007). SCCmec tip IV i netipizirani imaju malu vrednost MIC oksacilina 1-4 mg/l,
dok SCCmec Il 'ili V imaju MIC >16 mg/l (Febler i sar., 2010). SCC mec tip IVaiV su
potvrdeni kod krava obolelih od mastitisa (Tavakol i sar,. 2012; Lee 2003).
Ispoljavanjem mecA gena dolazi do promena u sastavu i strukturi penicilin vezujuceg
proteina PBP2a ili PBP2’ koji pokazuje vrlo mali afinitet za gotovo sve beta laktamske
antibiotike. Ekspresija PBP2a zavisi od uslova sredine kao $to su pH i temperatura,
prisustva plazmida i od regulatornog regiona (mecR). Pored toga, drugi hromozomski

gen femA (factor essential za methicillin resistance) uti¢e na sadrzaj glicina u
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peptidoglikanu, propustljivost celijskog zida i osetljivost na beta laktame. Beta
laktamski enzimi odgovaraju strukturno, mehanicki i evoluciono sa PBP2a ali i dele
kontrolne elemente prilikom ekspresije.

Dokazivanje mecA gena ili njegovih produkata, penicilin vezujuceg proteina (PBP2a),
je kona¢na potvrda MRSA (Anand i sar., 2009). Dokazivanje mecA gena se, najcesce,
radi multipleks PCR metodom (Asfour i sar., 2011; Lee 2003).

U Velikoj Britaniji, kod goveda i ljudi, a u Danskoj i Irskoj kod ljudi je ustanovljeni
novi tip S. aureus Kkoji je rezistentan na meticilin i oznacen je kao mecCALGA251 a
smesten je na novootkrivenom genetskom elementu ozna¢enim kao SCCmec XI. Ovo je
novi oblik meticilinske rezistencije, koji nije vezan za mecA gen. S. aureus koji ima
takve karakteristike je izolovan i iz mleka krava u slucajevima mastitisa (European
Union Summary Report on antimicrobial resistance, 2012). MRSA koje vode poreklo
od zivotinja, nisu specificne za odredenog domacina i, mogu se prenositi izmedu
Zivotinjskih vrsta, kao i izmedu ljudi i zivotinja. Tokom mnogih godina MRSA je bio
dokazivan samo kod ljudi, a prvi put je MRSA dokazana 1972. godine kod mle¢nih
krava. Prema podacima iz literature ucestalost nalaza MRSA je u porastu i utvrdena je
povezanost izmedu nalaza MRSA kod ljudi i Zivotinja. MRSA kod Zivotinja moze da
kolonizuje kozu i sluzokozu, koji su rezervoar infekcije za druge zivotinje, medutim,
moze Se na zivotinje preneti i preko ruku muzaca (Vandehaeghen i sar., 2007; Nam i
sar., 2011; Haenni i sar., 2011).

Prema rezultatima ispitivanja iz viSe studija ne postoji korelacije izmedu faktora
virulencije i MRSA (Tavakol i sar., 2012; Nam sar., 2011; Tirkyilmaz i sar., 2010;
EU Summary Report on antimicrobial resistance, 2012), medutim, El-Jake i sar. (2010)
su iz mleka krava obolelih od mastitisa izolovali MRSA koje su imale sposobnost
stvaranja enterotoksina.

U vise studija su dokazane MRSA rezistentne na vise antibiotika (Tavakol i sar., 2012;
Saini i sar., 2012; Nam i sar., 2011; Vanderhaeghen i sar., 2010; Tirkyilmaz i sar.,
2010; Moon i sar., 2007a; Haran i sar., 2012; Turutoglu i sar., 2009; Juhasz-
Kaszanyitzky 1 sar., 2009; EU Summary Report on antimicrobial resistance, 2012;
Huber i sar., 2010). Saini i sar. (2012) su ustanovili 0,05% MRSA u Kanadi, 4,22% u
Koreji (Nam i sar., 2011). U Holandiji je u jednom stadu utvrdena prevalencija MRSA

31


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20JH%5Bauth%5D

od 0% do 7,4%, a kod krava je mecA gen ustanovljen kod 9,3% S. aureus izolovanih
kod goveda (Vanderhaeghen i sar., 2010), u Svajcarskoj kod 1,4% (Huber i sar., 2009),
4,53% (Juhasz-Kaszanyitzky i sar., 2009). Fenotipski rezistentne MRSA su dokazane
kod 17,2% izolata u Turskoj (Tiirkyilmaz i sar., 2010), 2,5% u Koreji. Prisustvo mecA
gena je dokazano kod 1,55% izolata S. aureus (Moon i sar., 2007b), 25% kod S. aureus
izolovanih iz vimena krava obolelih od subklinickog mastitisa (Coelho i sar., 2009) i
2,85% izolata (Broekema i sar., 2009). Rezultati ukazuju na to da je moguée prenosenje
infekcije sa MRSA sa zivotinje na ljude preko kontaminirane hrane (Lee, 2003). U
Nemackoj je 2010. kod 5% izolata S. aureus koji su dokazani kao uzro¢nici mastitisa
krava dokazan MRSA (EU Summary Report on antimicrobial resistance, 2012., ECDC,
EFSA and EMEA on meticillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) in livestock
2009). MRSA su dokazane i u zbirnom mleku sa farmi u Minesoti kod 1,33% uzoraka
(Haran i sar., 2012). MRSA ST398, koji se najéesc¢e izoluje kod svinja ali i zivine
izolovan je iz mleka krava u Holandiji (Tavakol i sar., 2012; Holmes i sar., 2011). 1z
10% uzoraka mleka krava, poreklom sa farmi u Belgiji, izolovane su MRSA ST398
SCC mec tip IVa i V istih karakteristike kao humani izolati. U Holandiji su dokazana
dva MRSA koja su imala kasetni hromozom V (Huber i sar., 2010). Uocen je porast
MRSA ST398, a time i rizik od prenosenja izmedu zivotinjskih vrsta kao i u slucaju

mastitisa krava (Tavakol i sar., 2012; Holmes i sar., 2011; Huber i sar. 2010).

2.5. Enterotoksini koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz vimena krava

2.5.1. Sposobnost sinteze enterotoksina koagulaza pozivnih stafilokoka izolovanih
iz mleka krava

Enterotoksini su Cesto karakteristika patogenih S. aureus. Najces¢e su udruzeni sa
drugim zna€ajnim faktorima virulencije, pre svega proteinom toksi¢nog Sok sindroma
(Arcuri i sar., 2010; El-Jakee i sar., 2010; Hata i sar., 2006; Srinivasan i sar., 2006;
Kuroishi i sar., 2003; Larsen i sar., 2002; Kenny i sar., 1993; Matsunaga i sar., 1993),
ali i pigmentom, hemolizinima, koagulazom, fibronektinom, leukocidinom,
sposobnoscu sinteze biofilma, kapsule, DNA-ze i temonukleaze, eksfolijativnog toksina
i drugim (Singh i sar., 2011; Neder i sar., 2011; El-Jakee i sar., 2010; Peles i sar., 2007;
Fueyo i sar., 2005; Larsen i sar., 2002; Akineden i sar., 2001; Lee i sar., 1998).
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Zabelezeni su i retki slucajevi S. intermedius Kkoji je imao sposobnost sinteze
enterotoksina (Lamprell i sar., 2004).

Enterotoksini predstavljaju veliku grupu heterogenih egzopeptida. Oznaceni su slovima
abecede: A,B,C1,C2,C3,D,EF,G,H,1,J,K,L,M.N.O.P,Q.R.S.T,U,U2,W,V. Antigeno su
vrlo sli¢ni. Prema sposobnosti da izazovu emezu kod primata podeljeni su na prave ili
klasi¢ne enterotoksine (SEA-SEC) i enterotoksinima sli¢ne supstance (Argudin i sar.,
2010). Prevalencija enterotoksogenih stafilokoka izolovanih iz vimena zdravih muznih
krava je mala i iznosi 3,9% — 6,0 %, dok je, kod izolata potvrdenih kao uzro¢nika
zapaljenja vimena, veca i iznosi 14,6 % — 41,3 % (ECHCPD, 2003).

Nije taéno poznata uloga enterotoksina u zapaljenju vimena, ali se pretpostavlja da
imaju imunosupresivnu ulogu. U slucajevima mastitisa se ¢es¢e izoluju entrotoksogeni
sojevi, pre svega oni izolati koji imaju sposobnost sinteze enterotoksina C (Kuroishi i
sar., 2003; Ebling i sar., 2001; Matsunaga i sar., 1993), ali i drugih enterotoksina (Singh
i sar., 2011; Hwang i sar., 2010; ECHCPD, 2003; Akineden i sar., 2001; Kenny i sar.,
1993). Hemoliza je Cesto ustanovljena kod enterotoksogenih izolata, bilo kao
fenotipska karakteristika ili identifikacijom gena koji kodiraju sintezu hemolizina.
Najcesce je potvrden beta hemolizin (Singh i sar., 2011; Peles i sar., 2007; Larsen i sar.,
2002; Ikawaty i sar., 2010; Takeshige, 1983), alfa hemolizin (Singh i sar., 2011; Peles i
sar., 2007; Takeshige, 1983), kombinacija alfa i beta hemolizina (Peles i sar., 2007) ali
i svi oblici hemolize (Fueyo i sar., 2005). Takode, ustanovljeni su izolati S. aureus koji
su imali sposobnost sinteze enterotoksina, ali ne i hemolizina (Akineden i sar., 2001).
Jedna od karakteristika enterotoksogenih stafilokoka, koja se ¢eSce sre¢e nego kod
izolata koji nemaju tu sposobnost, je i rezistencija na antimikrobne lekove. Kako su u
terapiji mastitisa lek izbora beta laktamski antibiotici, najées¢a rezistencija
entrotoksogenih sojeva je ustanovljena na penicilin (Haennil i sar., 2010; El-Jakee i
sar., 2010; Rosengren i sar., 2010; Peles i sar., 2007; Moon i sar., 2007; Jorgensen i
sar., 2005; Dura i sar., 1999; Adesyan i sar., 1995), ali i na druge preparate kao §to su
ampicilin (Adesyan i sar., 1995), kanamicin, eritromicin, tetraciklin, cefoksitin,
tobramicin i drugi. (Haennil i sar., 2011; El-Jakee i sar., 2010; Peles i sar., 2007).
Sposobnost sinteze enterotoksina je ceS¢e utvrdena kod meticilin rezistentnih

stafilokoka (Moon i sar., 2007b; Adesyan i sar., 1995).
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Veliki broj autora navodi da su izolati S. aureus, izolovani u slu¢ajevima mastitisa,
imali sposobnost sinteze enterotoksina ili bili nosioci gena koji determini$u sintezu
enterotoksina. Prevalencija ovih izolata je razli¢ita: 74,9% i 33% u Japanu (Hata i sar.,
2006); 53,6% i 96,7% u Trinidadu (Adesyian, 1995; Adesyian 1998); 25,5% u Turskoj
(Boynukara i sar., 2008); 13,75% u Kaliforniji (Cenci-Goga i sar., 2003); 37,5% u SAD
(Lee i sar., 1998); 93,6% i 28,6% u SAD (Srinivasan i sar., 2006; Kenny i sar., 1993);
54% 1 58,7% u Nemackoj (Stephan i sar., 1999; Zschoek i sar., 2005); 23,6% i 31,8% i
77,3% u Koreji (Moon i sar., 2007b; Hwang i sar., 2010); 13% i 14,3% u Brazilu,
(Arcuri i sar., 2010; Fagundes i sar., 2010), 11,9% u Spaniji (Fueyo i sar., 2005); 77,3%
u Latviji (Joffei sar., 2006); 20,8% u Turskoj (Rahimi i sar., 2012). Geni koji kodiraju
sintezu enterotoksina su smeSteni na razli¢itim mestima u bakterijskoj celiji:
hromozomu, profagama, plazmidu ili ostrvcima patogenosti (ECHCPD, 2003;
Borkowski i sar., 2005; Fueyo i sar., 2005; Hwang i sar., 2010; Rosengren i sar. 2010;
Argudin i sar. 2010; lkawaty i sar. 2010). S. aureus izolovan iz mleka moze da ima
sposobnost sinteze ili da bude nosilac gena za sintezu jednog klasi¢nog enterotoksina
(Adesyan i sar., 1995; Ikawaty i sar., 2010; Cenci-Goga i sar., 2000; Adesyan i sar.,
1998; Stephan i sar., 1999; Fueyo i sar., 2005; Joffe i sar., 2006; El-Jakee i sar. 2010;
Neder i sar., 2011; Rahimi i sar., 2012; Fagundes i sar., 2010; Arcuri i sar., 2010; Peles
i sar., 2007; Kenny i sar., 1993; Takeshige i sar., 1983; Rall i sar., 2008; Morandi i sar.
2009) ili kombinacije vise klasi¢nih enterotoksina (Adesyan i sar., 1995; Cenci-Goga i
sar., 2000; Srinivasan i sar., 2006; Stephan i sar., 1999; Moon i sar., 2007b; Haennil i
sar., 2011; Akineden i sar., 2001; El-Jakee i sar., 2010; Neder i sar., 2011; Arcuri i sar.,
2010; Rahimi i sar., 2012; Kenny i sar., 1993; Takeshige i sar., 1983; Rall i sar. 2008).

Nalaz gena za enterotoksinima sli¢ne proteine ili nove enterotoksine je daleko ¢e$¢i
nego gena za klasi¢ne enterotoksine (Hata i sar., 2006; Srinivasan i sar., 2006;
Akineden i sar., 2001; Fueyo i sar., 2005; Jorgensen i sar., 2005; Omoe i sar., 2002;
Zschock i sar. 2005; Hwang i sar., 2010; Arcuri i sar., 2010; Peles i sar., 2007; Rall i
sar., 2008; Ikawaty i sar., 2010; Irsina i sar., 2004). Geni koji kodiraju sintezu novih
enterotoksina se ¢esto potvrduju kao kombinacija dva gena (Haennil i sar., 2011; Fueyo
I sar., 2005; Zschock i sar., 2005; Rall i sar., 2008; Morandi i sar., 2009), tri gena
(Zschock i sar. 2005; Rall i sar., 2008; Morandi i sar., 2009), Cetiri gena (Haennil i sar.,
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2011; Zschock i sar., 2005; Rall i sar., 2008), pet gena (Hwang i sar., 2010) ili Sest
gena (Haennil i sar., 2011). Obzirom da nalaz gena za enterotoksine i njihove
medusobne kombinacije mogu da budu specifi¢ne za izolate sa odredenog podrudja,
pracenje ovih karakteristika moze da ima epidemioloski znacaj u monitorningu
enterotoksogenih sojeva, ali i 0 njihovoj geografskoj rasprostranjenosti i distribuciji
faktora virulencije (Lee i sar., 1998; Moon i sar., 2007a; Arcuri i sar., 2010; Jorgensen i
sar., 2005; Rahimi i sar., 2012; Irsina i sar., 2004; Piccini i sar., 2012). Kod S.
intermedius koji je izolovan iz sirovog mleka krava, dokazana je sposobnost sinteze
enterotoksina C, D i Ai D (Lamprell i sar., 2004).

2.5.2. Znacaj enterotoksogenih stafilokoka u mleku i potencijalni rizik za zdravlje
ljudi

Enterotoksini su heterogena grupa proteinskih toksina molekulske mase 22-28kDa
(Kenny i sar., 1993). Primarno ih sintetiSe Staphylococus aureus, ali su zabelezene
intoksikacije gde su uzro¢nici bili S. hyicus Kkoji je pokazao sposobnost sinteze
enterotoksina A do E i enterotoksin C koji je sintetisao S. intermedius. (ECHCPD,
2003).

Broj celija S. aureus koje se izluCe iz obolelog vimena moze iznositi od nekoliko
stotina do 10° cfu/ml, a u slucaju da se temperatura mleka ne snizi za kratko vreme
ispod 10°C, broj stafilokoka se moze rapidno uveéati (ECHCPD, 2003). Sa druge
strane, u namirnici mogu biti prisutni enterotoksini, a broj S. aureus moze biti ispod
kritiéne vrednosti ako je, iz razlicitih razloga, doSlo do opadanja populacije u namirnici
(Council Directive 92/46/EEC). Tokom procesa prerade hrane (kuvanje, Cuvanje,
transport), ako se stafilokoke sa entrotoksogenim osobinama nadu u hrani u velikom
broju (vise od 10°-10°fu/g /ml), postoji rizik od intoksikacije (Council Directive
92/46/EEC, Delbes i sar., 2006; Froeder i sar., 2010; Adesyan i sar., 1998; Jorgensen i
sar., 2005).

Enterotoksini se mogu dokazati u proizvodima od mleka proizvedenim od sirovog
mleka koje je sadrzalo enterotoksogene stafilokoke, svezim sirevima (Arcuri 1 sar.,
2010; Joffei sar., 2006; Delbes i sar., 2006; Morandi i sar., 2009), pavlaci kao i drugim

proizvodima koji se nalaze u prometu (Joffei sar., 2006). Tokom prerade mleka moze
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do¢i do koncetrisanja stafilokoka, tako da je njihov broj u proizvodu znacajno veci
nego u sirovom mleku (Joffei sar., 2006). U nekim zemljama se konzumira sirovo
mleko ili postoji tradicija proizvodnje sireva od nekuvanog mieka. Iz tog razloga je
preporuceno da, ako se, u sirevima od nekuvanog mleka ili mekim sirevima bez zrenja,
utvrdi broj koagulaza pozitivnih stafilokoka >10° cfu/g, takva namirnica mora biti
obavezno ispitana na prisustvo enterotoksina (Commission Regulation (EC) No
2073/2005 2005).

Enterotoksini u namirnici se sintetiSu pri dosta Sirokom opsegu pH, temperature,
aktivnosti vode, sadrzaja soli, redoks potencijala i atmosfere. Enterotoksini stafilokoka
su rezistentni na dejstvo proteolitickih enzima i visokih temperatura. Sirovo mleko je
odlicna podloga za rast i razmnozavanje stafilokoka, naroCito ako se Cuva pri
temperaturama viSim od 10°C. U sirovom mleku cuvanom pri razlicitim
temperaturama, a sa inicijalnim brojem ¢éelija S. aureus 10° cfu/ml enterotoksin je
potvrden nakon 6 h inkubacije pri temperaturi 35°C, 18 h pri 25°C i 36 h pri 20°C. Sa
nesto nizim po&etnim inokulumom S aureus (10* cfu/ml mleka), enterotoksin je utvrden
nakon 12h pri 35°C. (ECHCPD 2003.) Kada broj S aureus u namirnici dostigne
vrednost 10°-10° cfu/g/ml u pogodnim uslovima stvara se koli¢ina enterotoksina koja
moze da se detektuje, ali i da izazove trovanja ljudi.

Pri proceni rizika od intoksikacije nekom namirnicom mora se dokazati prisustvo
enterotoksina. Za otkrivanje enterotoksina u hrani primenjuju se imunoloske metode i
to identifikacioni setovi kojima se otkrivaju enterotoksini A-E. Komercijalni kitovi nisu
dostupni za detekciju novih grupa enterotoksina i enterotoksinima sli¢nih proteina.
ELISA test je ustanovljen i za SEH, SEG i SEIl. Molekularnim metodama se dokazuje
prisustvo gena u c¢eliji koji kodiraju jedan ili vise enterotoksina, ali to je potvrda
latentne sposobnosti stafilokoka, jer prisustvo gena ne zna¢i nuzno i prisustvo
enterotoksina u namirnici. Enterotoksini S. aureus su potrvrdeni kao uzro¢nici niz
alimentarnih epidemija u zemljama Evropske unije u periodu 1993-1997. U Francuskoj
od svih alimentarnih obolenja 13,6% je bilo izazvano enterotoksinima stafiilokoka, a od
toga 26% je nastalo nakon konzumiranja mleka; u Portugalu su enterotoksini S. aureus
dokazani kao uzrok intoksikacija u 9,9% svih epidemija, a od toga 1,7% je nastalo

nakon konzumiranja sira; u Finskoj su enterotoksini S. aureus dokazani kao uzrok
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intoksikacija u 8,2 % epidemija, a od toga 1,1% je nastalo nakon konzumiranja
proizvoda od mleka; u Belgiji enterotoksini S. aureus su dokazani kao uzrok
intoksikacija u 4,9 % epidemija, a od toga 5,4% je nastalo nakon konzumiranja
proizvoda od mleka i 2,5% nakon konzumiranja sireva; u Spaniji enterotoksini su
dokazani kao uzrok intoksikacija u 4,1% epidemija, od toga 1,6% epidemija je nastalo
nakon konzumiranja proizvoda od mleka; u Svedskoj enterotoksini S. aureus su
dokazani kao uzrok intoksikacija u 3,6% epidemija, a od toga 1,15% epidemija je
nastalo nakon konzumiranja sira.

U ostalim zemljama Evropske unije prevalencija alimenatnih epidemija je bila niza, ali
su one potrvdene u Austriji, Danskoj, Engleskoj i Velsu, Nemackoj, Italiji, Skotskoj i u
Holandiji u 0,2%; 3,2%; 1,0%; 2,8%; 1,8%; 2,3% i 0,9% alimentarnih epidemija.
(ECHCPD, 2003). U 2008. godini zabelezena je 291 alimentarna epidemija izazvana sa
S. aureus §to je Cinilo 5,5% ukupnih epidemija, a najviSe je zabeleZzeno u Francuskoj
211, Spaniji 32 i Poljskoj 10 epidemija (EFSA, 2010). Tokom 2009. godine u zemljama
Evropske unije bakterijski toksini su bili uzroénici preko 400 alimentarnih epidemija
tokom svake godine, s trendom blagog povecanja broja. S. aureus je potvrden u 293
alimentarne epidemije u 2009. godini, a najvise epidemija je bilo u Francuskoj 218 i u
Spaniji 30. Sirevi, kao inkriminisana namirnica, su bili zastupljeni u 21,6%, dok su
mlecni proizvodi bili zastupljeni u 3,4% epidemija (EFSA, 2011). Mleko i proizvodi od
mleka c¢ine 1-9% namirnica koje su bile dokazane kao izvor enterotoksina u
slu¢ajevima alimetarnih epidemija u Evropi. Toksi¢na doza za SEA iznosi 0,5ug,
odnosno emeti¢na doza Dso iznosi 0,2ug /kg telesne mase kod ljudi, $to navodi da
ingestija 10-20ug enterotoksina dovodi do pojave simptoma trovanja. Kod osetljivih
0soba unos 1ug enterotoksina moze izazvati simptome trovanja. U Japanu je potvrdena
alimentarna epidemija nastala konzumiranjem cokoladnog mleka koje je sadrzalo
0,144ug enterotoksina H (ECHCPD 2003).

Prvi simptomi trovanja se javljaju 30 minuta do 8 ¢asova nakon konzumiranja
namirnice koja sadrzi enterotoksine, a naj¢esce se javljaju mucnina, povracanje, bolovi
u trbuhu i dijareja, a nekada i glavobolja i skok krvnog pritiska. Enterotoksini imaju
supraantigena svojstva izazivajuci nespecificnu aktivaciju T limfocita koja dovodi do

otpustanja citokina i izazivanja sistemskog Soka. Vrlo su rezistentni su na visoke
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temperature i na proteoliticke enzime. Hospitalizacija obolelih i smrtni ishodi su retki
(ECHCPD, 2003). Kao wuzro¢nici intoksikacije su najéeS¢e utvrdeni klasi¢ni
enterotoksini. SEA je bio uzro¢nik sam u 56,9% epidemija, ili u kombinaciji sa SED,
SEB, SEC i SEB, dok je SED je bio najmanje zastupljen. SEA je bio naj¢es¢i uzrocnik
mleko i mle¢ne proizvode, u periodu 1981.-2002. bio uzro¢nik alimetarnih trovanja. U

skladu sa tim, kod izolovanih S. aureus je detektovan gen sea kao najces¢i, a zatim i

od svih epidemija), a zatim SED i SEB. Studija sprovedena u Brazilu je pokazala da su
najces¢i geni S. aureus izolovanog iz proizvoda od mleka koji su bili odgovorni za 16
epidemija, najcesce imali sea gen, a zatim seb. U periodu 2001-2003. na Tajvanu sea je
bio naj¢esce dokazan gen, a zatim seb i sec. U Koreji oko 90% trovanja hranom je bilo
izazvano sa izolatima koji su imali sea gen, takode naj¢esci je bio i u Japanu 20009.
godine, a inkriminisana namirnica je bila obrano mleko u kome je dokazan SEA.

SEB, SEC i SED sami ili u kombinaciji, su takode, bili uklju¢eni u alimentana trovanja
sirom sveta. U Francuskoj je 2009. godine zabeleZena epidemija nastala posle
konzumiranja mekog sira, proizvedenog od sirovog mleka, koji je sadrzavao SEE.

Za razliku od klasi¢nih enterotoksina, uloga novih enterotoksina i enterotoksinima
sli¢nih proteina nije ta¢no utvrdena. U eksperimentima na primatima nije utvrdena
emeticka aktivnost SEG, SEH i SEI, SER, SES, i SET, a u eksperimentima na kuni¢ima
je dokazana emeti¢na aktivnost SEIL i SEIP. Od nove grupe enterotoksina, samo SEH
je bio ukljucen u alimentarnu epidemiju, ali brojna istraZivanja pokazuju prisustvo

velikog broja gena koji kodiraju nove enterotoksine (Argudin i sar., 2010).
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3. CILJEVI | ZADACI

Cilj istrazivanja je bio da se utvrdi da li postoji razlika u fenotipskim i genotipskim
karakteristikama koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka uzetih u
slu¢ajevima latentne infekcije, subklini¢kih mastitisa i klinickih mastitisa krava u
razli¢itim fazama laktacije i da li postoji veza izmedu osetljivosti koagulaza pozitivnih
stafilokoka na antimikrobne lekove i prisustva gena za stvaranje enterotoksina.

Za ostvarivanje ovog cilja doktorant postavlja za zadatke da:

3.1. lzoluje koagulaza pozitivne stafilokoke iz uzoraka mleka krava uzetih u
slucajevima latentne infekcije, subklinickih mastitisa 1 klini¢kih mastitisa krava
u razli¢itim fazama laktacije;

3.2. Izvrsi identifikaciju izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka do vrste na osnovu
biohemijskih osobina;

3.3. Ispita osetljivost izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka na antimikrobne
lekove disk difuzionom metodom;

3.4. Utvrdi minimalnu inhibitornu koncetraciju penicilina G za izolate koagulaza
pozitivnih stafilokoka koji su na osnovu disk difuzione metode utvrdeni kao
osetljivi i kao rezistentni.

3.5. Izvrsi fenotipsku karakterizaciju izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka
rezistentnih na antimikrobne lekove.

3.6. Ispita sposobnost izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, rezistentnih na
antimikrobne lekove, da stvaraju enterotoksine.

3.7. lspita odabrane izolate koagulaza pozitivnih stafilokoka, koji su disk
difuzionim testom ocenjeni kao rezistetntni na penicilin G na prisustvo mecA

gena.
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4. MATERIJAL | METODE
4.1. Materijal
4.1.1. Uzorci mleka

Uzorci mleka za bakteriolosko ispitivanje na uzro¢nike mastitisa su uzeti iz pojedinih
Cetvrti vimena od 9.181 krave u razlic¢itim fazama laktacije sa tri farme.

Farma I: uzorci mleka od 1225 krava osam do deset dana nakon telenja, 1581 krave iz
avansa; 923 krava u laktaciji i 921 krave pred zasusenje.

Farma Il: uzorci mleka od 656 krave osam do deset dana nakon telenja, 347 krava iz
avansa, 714 krava u laktaciji i 696 krava pred zasusenje.

Farma I1I: uzorci mleka od 1050 krava osam do deset dana nakon telenja, 325 krava iz

avansa, 39 krava u laktaciji i 699 krava pred zasusenje.

4.1.2.1. lzolati koagulaza pozitivnih stafilokoka za ispitivanje osetljivosti na

antimikrobne lekove

Kod svih (830) izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka koji su izolovani iz uzoraka
mleka uzetih u razli¢itim fazama laktacije ispitana je osetljivost disk difuzionom
metodom po Kirbi Bauer-u na odabrane antimikrobne lekove. Izbor antibiotika je
uraden na osnovu dostupnosti preparata koji se nalaze na trzistu za terapiju mastitisa.
Makrodilucionom metodom je ispitano 146 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka
karakteristiénih makromorfoloskih osobina za koje je disk difuzionom metodom
utvdeno da su osetljivi na penicilin G i 145 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka
karakteristicnih makromorfoloskih osobina za koje je disk difuzionom metodom
utvdeno da su rezistentni na penicilin G.

Za ispitivanje rezistencije na meticilin oksi testom sa oksicilinom i cefoksitinom
ispitano je 373 izolata za koje je disk difuzionim testom utvrdeno da su rezistentni na

penicilin G.
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4.1.2.2. lzolati koagulaza pozitivnih stafilokoka izdvojeni kao karakteristi¢ni za
ispitivanje fenotpskih i genotipskih karakteristka

Za ispitivanje biohemijskih osobina i sposobnosti sinteze enterotoksina odabrano je 50
izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka krava sa
subklinickim mastitisom od kojih je za 35 (78,6%) izolata disk difuzionom metodom

utvrdeno da su rezistentni na penicilin G i 15 (21,4%) izolata osetljivo na penicilin G.

4.1.3. Podloge za izolovanje koagulaza pozitivnih stafilokoka

4.1.3.1. Krvni agar sa eskulinom i ferocitratom za izolovanje koagulaza pozitivnih

stafilokoka iz uzoraka mleka

Baza za krvni agar (Becton Dikinson)

- Govedi ekstrakt 10,0
- Pepton No 1l 10,0
- Natrijum hlorid 50
- AgarNo 2 12,0

Rastvoreno je 37 g praha u 1 litru dejonizovane vode, meSano 10 minuta i zagrevano do
rastvaranja. Kada je podloga potpuno rastvorena sterilisana je 15 minuta pri temperaturi
od 121°C. Nakon sterilizacije podloga je ohladena na 47°C i na 100 ml podloge je
dodato 0,1% sterilnog rastvora eskulina, 2 ml 0,1% rastvora ferocitrata i 100 ml citratne

telece krvi. Podloge je razlivena u Petri ploce.

4.1.3.2. API Staph bioMérieux Kitovi
Biohemiska identifikacija koagulaza pozitivnih stafilokoka je radena komercijalnim

kitovima API Staph bioM¢érieux.

4.1.3.3. Podloga za ispitivanje osetljivosti koagulaza pozitvnih stafilokoka na

odabrane antimikrobne lekove disk difuzionom metodom po Kirbi-Baueru
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Mueller-Hinton agar (Becton Dikinson)

- Govedi ekstrakt 20¢g
- Kiseli hidrolizat kiazeina 175¢g
- Skrob 159
- Agarbroj 1 17,09

Rastvoreno je 38 g praha u jednom litru demineralizovane vode uz intenzivno mesanje
10 minuta. Kada je podloga potpuno rastvorena sterilisana je 15 minuta pri temperaturi
od 121°C. Nakon sterilizacije podloga je ohladena do temperature od 47°C i razlivena u

sterilne Petri Solje.

Fizioloski rastvor
- 8,59 NaCl
- do 1000 ml destilovane vode
Odmereno je 8,5 g NaCl i rastvoreno u destilovanoj vodi. Nakon rastvaranja fizioloski

rastvor je razliven po 9 ml u epruvete i sterilisan 15 minuta pri temperaturi od 121°C.

4.1.3.4. Podloga za ispitivanje osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka na

antimikrobne lekove makrodilucionom metodom

Mueller Hinton 11 Broth -cation-adjusted (CAMBH) (Becton Dikinson)
Podloga za odredivanje minimalne inhibitorne koncetracije  antibiotika

makrodilucionom metodom

- Govedi ekstrakt 300
- Kiseli hidrolizat kazeina 1759
- Skrob 15¢g
- Destilovana voda do 1000 ml

Podloga sadrzi 20—25 mg/I kalcijuma i 10-12,5 mg/l magnezijuma.
U 1 litar destilovane vode rastvoreno je 22 g praha CAMBH i zagrevano uz stalno

mesanje dok se prah potpuno ne rastvori.

42



Priprema 1,6% rastvora boje brom krezol purpur

Brom krezol purpur 08¢
0,1 mol/l NaOH 14,8 ml
Etanol 96% 35,2ml

U 200 ml CAMBH je dodato 0,2 ml rastvora boje zatim je podloga razlivena u

seroloske epruvete po 1 ml i sterilisana 10 minuta pri temperaturi od 121°C.

Priprema rastvora penicilina G

Za rastvor penicilina G koncetracije 1:1000 je u asepti¢nim uslovima odmereno 20 mg
penicilina G i rastvoreno u 20 ml sterilne destilovane vode, a za rastvor koncetracije
1:10.000 odmereno je 202 mg penicilina G i rastvoreno u 20 ml sterilne destilovane
vode.

U 100 ml CAMBH bujona dodato je 1,28ml rastvora penicilina G 1:10.000 da bi se
postigla finalna koncetracija 128 pg/ml za ispitivanje izolata koagulaza pozitivnih
stafilokoka za koje je disk difuzionom metodom utvrdeno da su rezistentni na penicilin
G, a 0,8ml rastvora penicilina G 1:1000 da bi se postigla finalna koncetracija 8 pg/ml

za ispitivanje izolata osetljivih na penicilin G.

4.1.3.5. Podloga i reagensi za ispitivanje genotipskih karakteristika mecA gena,
16S rRNK i nuc gena

1. MasterPure Complete DNA and RNA Purification kit (Tissue and Cell Lysis
solution, MPC protein Precipitacion Reagent, TE buffer) - kit za izolaciju ukupnih
nukleinskih kiselina, proizvoda¢ Epicentre, USA;

2. Proteinaza K — proizvoda¢ Merck, Nemacka;

3. 1zopropanol — proizvoda¢ Sigma Aldrich, Nemacka;

4. Etanol 75% — proizvoda¢ Sigma Aldrich, Nemacka;

5. Amplitag Gold PCR Master Mix (2x) — kit za pripremu reakcione smese,

proizvodac Invitrogen, USA;
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6. SYBR Green MasterMix (2x) — Kit za pripremu RealTime PCR reakcione smese,

proizvodac Invitrogen, USA;

7. Agarozni gel u prahu- proizvodac Invitrogen, USA;

8. Etidijum bromid — proizvoda¢ Sigma Aldrich, Nemacka;

9. Gel Loading Dye —-boja za vizuelizaciju amplifikovanih sekvenci u elektroforetskom

polju, proizvodac Invitrogen, USA

10. Set prajmera za ispitivanje rezistencije na meticilin — 16S-f, 16S-r, nuc-f, nuc-

r, mecA-f,mecA-r (100 puM) - proizvoda¢ Invitrogen, USA. Spisak prajmera

koris¢enih za ispitivanje rezistencije na meticilin je dat u tabeli 4.1.3.5.1.

Tabela 4.1.3.5.1. Spisak kori$¢enih prajmera za odredivanje rezistencije na meticilin

Prajmer Target gen | Duzina Sekvenca
amlifikovane
sekvence (bp)
16S-f 16S 886 5’- GTGCCAGCAGCCGCGGTAA -3’
16S-r 5’- AGACCCGGGAACGTATTCAC -3’
nuc-f nuc 955 5’- TCAGCAAATGCATCACAAACAG -3’
nuc-r 5’- CGTAAATGCACTTGCTTCAGG -3’
mecA-f mecA 597 5’- GGGATCATAGCGTCATTATTC -3’
mecA-r 5’- AACGATTGTGACACGATAGCC -3’

4.1.3.6. Podloga za dokazivanje enterotoksina pomoc¢u VIDAS TM Staphylococcal
enterotoxin test SET2

Tripton soja bujon (Becton Dikinson)

Pankreasni digest kazeina

Digest sojinog zrna

Natrijum hlorid

Kalijum fosfat

Destilovana voda

179¢
49
89
2549
do 1000ml

U litar destilovane vode je dodato 30,4 gr praha, rastvor je zagrevan dok se podloga nije

izbistrila. Podloga je razlivena u epruvete po 10 ml, a zatim sterilisana 15 min pri

temperaturi od 121°C.
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4.2. Metode

4.2.1. Uzimanje uzoraka mleka iz pojedinih ¢etvrti vimena krava za bakterioloski
pregled

Uzorci mleka su uzeti asepti¢no iz pojedinih Cetvrti vimena krava u razli¢itim fazama
laktacije. Prvi mlaz mleka je upotrebljen za mastitis test, a zatim je vrh papile
dezinfikovan vatom natopljenom u 70% etanol. Nakom dezinfekcije papile oko 10 ml
mleka je izmuzeno u sterilnu epruvetu na kojoj je upisan broj krave i Cetvrti. Uzorci
mleka su dostavljani u laboratoriju odmah nakon uzorkovanja. Bakterioloski pregled
uzoraka mleka je zapocet najkasnije dva ¢asa nakon uzorkovanja. U slucajevima kada
se nije moglo odmah izvrsiti zasejavanje, mleko je Cuvano u frizideru na 4°C. Pre

zasejavanja, rashladeno mleko je termostatirano 15 minuta pri temperaturi od 37°C.

4.2.2. Bakteriolosko ispitivanje uzoraka mleka krava na uzro¢nike mastitisa

4.2.1.1. Zasejavanje uzoraka mleka na krvni agar

Na jedan kvadrant krvnog agara ezom pre¢nika 4 mm je preneto priblizno 0,01 ml
dobro promesanog uzorka mleka. Broj krave je upisivan na kvadrant koji je odreden za
prednju levu Cetvrt. Nakon zasejavanja, podloge su ostavljene 15 minuta da se mleko
upije, a zatim su inkubirane na 37°C tokom 24 ¢asa. Kod uzoraka mleka iz laktacije sa
povecanim brojem somatskih ¢elija ili u sluc¢aju klinickog mastitisa, kod kojih nakon 24
Casa nije bilo bakterioloskog rasta, inkubacija krvnog agara je produzavana do 48
casova. Nakon zavrSene inkubacije karakteristicne svetlo zlatne, zlatne, belicaste ili
bele kolonije sa zonom alfa, beta, delta hemolize, kao i visestruke hemolize su
presejavane na hranljivi agar koji je potom inkubiran 24 Casa pri temperaturi od 37°C.
Sa hranljivog agara iz izraslih kolonija pravljen je mikroskopski preparat koji je obojen
metodom po Gramu, ispitvano je prisustvo katalaze sa vodonik peroksidom i uraden je
koagulaza test sa razblazenom plazmom kunica.

Karakteristi¢ne izrasle kolonije koje su na krvnom agaru davale hemolizu, na
mikroskopskom preparatu bile Gram pozitivne koke, katalaza pozitivne i koagulisale

plazmu kuniéa su identifikovane kao koagulaza pozitivne stafilokoke.
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4.2.2. Odredivanje makromorfoloskih karakteristika izolata koagulaza pozitivnih

stafilokoka

4.2.2.1. Boja kolonija

Pigment Kkolonija koagulaza pozitivnih stafilokoka izraslih na krvnom agaru je
odredivan nakon inkubacije 24 casa pri temperaturi od 37°C. Uoceno je sedam
naj¢e$¢ih pigmentacija: zlatno-siva, zlatna, svetlo zlatna, krem svetlo zlatna, belo-

zlatna, krem-bela i belicasta.

4.2.2.2. Ispitivanje hemolize na krvnom agaru

Hemoliti¢na aktivnost izolata je odredivana na krvnom agaru nakon inkubacije 18-24
Casa pri temperaturi 37°C i hladenja tokom 15-20 minuta na sobnoj temperaturi, kako
bi se postakao toplo-hladni efekat. Potpuno prosvetljenje oko kolonija oznacavano je
kao alfa hemoliza, nepotpuno prosvetlenje kao beta, a vrlo uska zona od oko 1 mm
potpunog prosvetljenja oko kolonije kao delta hemoliza. Izolati kod kojih je utvrdeno
potpno 1 nepotpuno prosvetljenje oko kolonija su oznacavani kao izolati koji daju alfa

plus beta hemolizu.

4.2.3. Bojenje po Gramu

U kap fiziloskog rastvora suspendovan je deli¢ ispitivane kolonije i osusen na vazduhu.
Nakon toga preparat je fiksiran provlacenjem kroz plamenik. Fiksiran preparat je
preliven gencijanom violet i nakon 3 minuta boja je odlivena i preparat preliven
Lugolovim rastvorom. Nakon delovanja Lugolovog rastvora jedan minut, preparat je
ispran alkoholom. Ispran preparat je preliven rastvorom karbofuksina i nakon 20
sekundi preparat je ispran sa destilovanom vodom, osusen i posmatran pod imerzionim

objektivom mikroskopa.

4.2.4. Ispitivanje prisustva katalaze
Jedna kap 3% vodonik peroksida je stavljena na mikroskopsku plo¢icu i u nju je
suspendovan deli¢ ispitivane kolonije. Stvaranje mehuri¢a je ocitavano kao katalaza

pozitivna reakcija.
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4.2.5. Ispitivanje sposobnosti koagulacije plazme kunica

Po 0,5 ml razblazene sterilne plazme kunica razliveno je u sterilne seroloSke epruvete.
Posebno su razliveno dve epruvete za kontrolu plazme. Deli¢ ispitivane kolonije je
suspendovan u razlivenu plazmu. Rezultati ispitivanja su citani nakon inkubacije 2, 4,
6 1 24 casa pri temperaturi od 37°C. Formiranje ¢vrstog koaguluma, mekseg ili
polute¢nog je ocCitavano kao koagulaza pozitivna reakcija. AKo nije doSlo do promene u
konzistencije plazme, rezultat je ocitavan kao koagulaza negativna reakcija. Kontrola
plazme je radena tako S§to je jedna epruveta sa razlivenom plazmom ostavljena
nezasejana, a druga zasejana sa referentnim sojem stafilokoka (Staphylococcus aureus
ATTC 11632) koji sigurno koaguliSe plazmu kuni¢a. Tokom perioda inkubacije
nezasejana plazma je ostala teCna a plazma zasejana sa sigurno pozitivnim sojem

stafilokoka je formirala koagulum.

4.2.6. Ispitivanje biohemijskih karakteristika odabranih izolata koagulaza
pozitivnih stafilokoka APl Staph bioMérieux kitovima

Kultura koagulaza pozitivnih stafilokoka sa krvnog agara, stara 18-24 casa je
suspendovana u API Staph te¢nu podlogu za pripremu inokuluma do zamucenosti 0,5
McFarlanda. Odmah nakon pripreme suspenzija koagulaza pozitivnih stafilokoka je
zasejana Pasterovom pipetom u mikrostripove prema preporuci proizvodaca. Stripovi
su inkubirani pri temperaturi 36°C + 2°C tokom 18-24 ¢asa. Nakon inkubacije, u
ministripove, koje je oznaCio proizvoda¢, dodati su reagensi prema uputstvu
proizvodaca i o€itani rezultati. Rezultati su upisani u liste koje su imale sedam puta po
tri reakcije. Kada su upisani rezultati dobijen je sedmocifrni digitalni kod. Unosenjem
koda u softver dobijena je najverovatnija vrsta stafilokoka i procenat verovatnoce. Kao

kontrola koris¢en je referentni soj Staphylococcus aureus ATTC 11632.

4.2.7. Ispitivanje osetljivosti na antimikrobne lekove disk difuzionom metodom

Sterilnom pipetom je odmeren 0,1 ml suspenzije izolata stafilokoka koji se ispituje i
nanet na povrSinu Mueller-Hinton agara. Suspenzija je utrljana po celoj povrSini
podloge sterilinim staklenim $tapicem. Zasejana podloga je ostavljena 15 minuta pri

sobnoj temperaturi da se naneta suspenzija stafilokoka upije u podlogu, a zatim su na

47



podlogu postavljani diskovi antimikrobnih lekova slede¢ih koncetracija: penicilin G
6ug (Torlak), amoksicilin/klavulanska kiselina (20+10 ug ) (Oxoid), kloksacilin 25 ug
(Oxoid), amoksicilin 30 pg (Torlak), cefaleksin 30 ug (Torlak), ceftiofur 30 pg
(Oxoid), linkomicin 15 pg (Oxoid), gentamicin 30 pg (Torlak), i tetraciklin 30 pg
(Torlak).

Podloge sa postavljenim diskovima antimikrobnih lekova su inkubirane 24 ¢asa pri
temperaturi od 37°C. Osetljivost koagulaza pozitivnih stafilokoka na antimikrobne
lekove je procenjena na osnovu precnika zone inhibicije rasta izolata stafilokoka, a
prema preporukama proizvodaca diskova, i oznacena kao osetljiv (S), intermedijerno

osetljiv (1) i rezistentan (R).

4.2.8. Ispitivanje minimalne inhibitorne koncetracije (MIC) na penicilin

makrodilucionom metodom u bujonu

4.2.8.1. Priprema CAMHB bujona za zasejavanje

U stalak je postavljen niz epruveta sa 1ml sterilnog bujona. Prva epruveta je postavljena
prazna i u nju je dodato 2 ml rastvora CAMHB bujona sa pripremljenom pocetnom
koncetracijom penicilina G. Iz prve epruvete je prenet 1 ml bujona u sledecu epruvetu
sa 1ml sterilnog bujona i homogenizovan, ¢ime je koncetracija penicilina G dvostruko
razredena, a zatim je iz tako razredenog bujona 1 ml prenet u sledecu epruvetu.
Postupak je ponavljan do poslednje epruvete u nizu, s tim $to je poslednji mililitar
odbacen. Na ovaj nacin je dobijen niz bujona sa dvostrukim razredenjima penicilina G.
Kod ispitivanja izolata, koji su disk difuzionom metodom ocenjeni kao osetljivi na
penicilin G formiran je niz sa po¢etnom koncetracijom 8ug/ml penicilina G, a zatim su
pravljena razredenja od 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125,0,06 i 0,03 pg/ml.

Kod ispitivanja izolata koji su disk difuzionom metodom ocenjeni kao rezistentni na
penicilin G formiran je niz sa pocetnom koncetracijom penicilina G od 128ug/ml, a
zatim su pravljena razredenja od 64, 32, 16, 8, 4, 2 i 1ug/ml. Minimalna koncentacija
penicilina G koja je inhibirala vise od 50% ispitivanih izolata je oznac¢ena kao MICs, a
minimalna koncentracija penicilina G koja je inhibirala vise od 90% izolata je oznacena

kao M I1Cqo.
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4.2.8.2. Zasejavanje bujona sa penicilinom G

Iz fizioloskog rastvora sa koncetracijom stafilokoka 107 cfu/ml je po 50ul dodato u
svaku epruvetu sa penicilinom G, tako da je finalna koncetracija stafilokoka u svakom
bujonu bila 1-5 10° cfu/ml.

Zasejan niz epruveta je inkubiran 24 casa pri temperaturi od 37°C. Nakon inkubacije su
ocitani rezultati tako $to je kao minimalna inhibitorna koncentracija penicilina G
oznacena prva koncentracija penicilina G pri kojoj nije ustanovljen rast koagulaza
pozitivnih stafilokoka. Kao kontrolni soj koris¢en je referentni soj Staphylococcus
aureus ATTC 11632.

4.2.9. Ispitivanje fenotipske rezistencije na meticilin

Priprema i zasejavanje izolata stafilokoka je isti kao kod disk difuzione metode po
Kirbi-Baueru. Nakon zasejavanja i suSenja podloge, na povrSinu su naneti diskovi
oksacilina 1 pgi cefoksitina 30ug proizvodaca Becton-Dikinson. Podloge sa nanetim
diskovima su inkubirane 24 ¢asa pri temperaturi od 37°C. Nakon inkubacije, osetljivost
na oksacilin i cefoksitin je procenjena na osnovu pre¢nika zone inhibicije oko
ispitivanih diskova, i na osnovu preporuke proizvodaca diska oznacavana kao osetljiv
(S) ili rezistentan (R).

4.2.10. Dokazivanje mecA gena i genotpiskih karakterisitka koagulaza pozitivnih
stafilokoka

Nakon analize genoma Staphylococcus aureus ,,BLAST* softverom za ispitivanje su
izabrani slede¢i geni: 16S - Kkoji je evoluciono visoko konzervisan za rod
Staphylococcus, nuc — koji kodira sintezu ekstracelularnog enzima nukleaze,
karakteristiénog za Staphylococcus aureus i gen mecA — koji je odgovoran za sintezu
proteina PBP2a. Softverskom analizom konstruisani su parovi prajmera koji se
komplementarno vezu ispred i iza odgovarajuce sekvence odredenog gena.

Prvog dana ispitivanja izolovane su ukupne nukleinske kiseline iz svih 51 uzoraka (50
primoizolata i uzorak referentnog soja ATCC 43300 Staphylococcus aureus MRSA
Positive). U svaku od mini tubica koje su sadrzavale precipitirane bakterijske celije

dodato je po 0,3 mL Tissue and Cell rastvora i po 1 pL Proteinaze K koncentracije 50
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ug/ul. Uzorci su potom postavljeni u vodeno kupatilo na temperaturu od 65°C u
trajanju od 15 minuta.

Nakon inkubiranja, uzorci su stavljeni na led u trajanju od 5 minuta, a zatim je u svaki
uzorak dodato po 0,15 mL MPC Protein Precipitation reagensa. Uzorci su potom
meSani na vibratoru za epruvete tokom 10 sekundi. Nakon meSanja, uzorci su
centrifugirani tokom 10 min pri 13.000 o/min. Dobijeni supernatant je pipetiran u nove
minutube i u svaku je potom dodato po 0,5 mL izopropanola. Potom su nukleinske
kiseline precipitirane centrifugiranjem tokom 10 min pri 13.000 o/min. 1zopropanol je
odliven, a precipitat je dva puta ispran 75% etanolom, a potom je sav rezidualni etanol
uklonjen. Dobijeni precipitat nukleinskih kiselina rastvoren je u 35 pL pufera za
¢uvanje DNK i stavljen u zamrziva¢ na temperaturu od -30°C.

Dobijeni izolati DNK ispitani su konvencionalnom multipleks PCR tehnikom. Za sve

ispitivane gene pripremljena je posebna smesa ¢iji je sastav dat u Tabeli 4.2.10.1.

Tabela 4.2.10.1. Sastav reakcione smeSe za konvencionalni PCR

Ukupni volumen smeSe (pL) 50

Sastav i koncentracije komponenti:

2x Amplitaq Gold PCR Master Mix (uL) 25,0
16S-f (uL) 0,5

16S-r (uL) 0,5

nuc-f (uL) 0,5

nuc-r (uL) 0,5

mecA-f (uL) 0,5

mecA-r (uL) 0,5

Sterilna dd H,O (uL) 17,0
DNK ispitivanog uzorka 5,0
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Program multipleks PCR reakcije dat je u tabeli 4.2.10.2.
Tabela 4.2.10.2. Program za multipleks PCR

Inicijalna denaturacija 95°C 5 min
95°C 30s
30 ciklusa 55°C 30s
72°C 60 s
Finalna elongacija 72°C 7 min

Nakon amplifikacije, po 10 pL dobijenog amplifikata pomeSano je sa 2 pL boje za
elektroforezu i mesavina je pipetirana u bunarcice 2% agaroznog gela obojenog
etidijum bromidom. Gel je stavljen u kadu i podvrgnut elektroforezi pri naponu od 120
V, jacini struje od 400 mA tokom 30 minuta. Nakon elektroforeze, gelovi su stavljeni
na UV transiluminator radi vizuelizacije traka, nakon ¢ega su snimljeni sistemom za

fotografisanje gelova GelDoc (Eppendorf, Nemacka).

4.2.11. Dokazivanje sposobnosti sinteze enterotoksina

Ispitivanje sposobnosti sinteze enetrotoksina odabranih izolata koagulaza pozitivnih
stafilokoka je radeno VIDAS TM Staphylococcal enterotoxin test SET2, 30701
(bioMerieux, Francuska). VIDAS SET2 koristi ELFA (Enzyme Linked Fluorescent
Assay) tehniku za direktnu simultanu detekciju sedam tipova enterotoksina (SEA, SEB,
SEC1, SEC2, SEC3, SED i SEE), koriste¢i monoklonska anti-stafilokokni enterotoksin
antitela. Ovaj test je kvalitativan i semikvantitativan. Osetljivost testa VIDASTM SET?2
je manje od 0,5 ng/ g za toksine A i B, manje od 1,0 ng/ g za toksine C21i E , i blizu 1
ng /g za toksin D.

4.2.11.1. Priprema izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka za ispitivanje

sposobnosti sinteze enterotoksina

Nekoliko tipi¢nih kolonija koagulaza pozitivnih stafilokoka sa krvnog agara je zasejano
u Triptozni soja bujon i inkubirano 24 h na temperaturi od 37°C. Uz sprovodenje

protokola za te¢ne uzorke na VIDAS SET2 (bioMerieux, Francuska), pH je korigovan
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dodavanjem NaOH (5M ili 1M) do finalne vrednosti 7,5 do 8. Korigovani uzorak je
centrifugovan 15 min na 3-5.000 obrtaja, a zatim je 500 ul odpipetirano u Vidas SET?2
strip. Tako pripremljen uzorak je postavljen u aparat Mini Vidas. Ocitavanje rezultata

je direktno poredenjem dobijenih vrednosti sa standardom.

4.2.11.2. Ispitivanje gena za sintezu klasi¢nih enteterotoksina kod stafilokoka
Nakon analize genoma Staphylococcus aureus ,,.BLAST* softverom, za ispitivanje su
izabrani sledeci geni: ftsZ — Kkoji je ,,housekeeping* gen, odnosno gen karakteristican za
Staphylococcus aureus i koji se uvek ispoljava, zatim gen sea — koji kodira sintezu
stafilokoknog enterotoksina A, seb — koji kodira sintezu stafilokoknog enterotoksina B i
gen sed — koji kodira sintezu stafilokoknog enterotoksina D.

Softverskom analizom konstruisani su parovi prajmera koji se komplementarno vezu
ispred i iza odgovarajuce sekvence odredenog gena.

Narednog dana uzorci DNK, prethodno izolovani prvog dana za potrebe ispitivanja
prisustva gena za meticilinsku rezistenciju amplifikovani su na Real Time PCR uredaju.
Za svaki od ispitivanih gena pripremljen je poseban pufer. Sastav smeSe za izvodenje
Real Time PCR reakcije dat je u tabeli 4.2.11.2.1.

Tabela 4.2.11.2.1. Sastav reakcione smese za Real Time PCR

Ukupni volumen smese (uL) 25,0
Sastav i koncentracije komponenti:

2xPufer (uL) 12,5
Gen-f (uL) 1,0
Gen-r (uL) 1,0
Sterilna H,O (uL) 8,5
DNK ispitivanog uzorka 1,0
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Program ispitivanja gena za sintezu enterotoksina Real Time PCR metodom dat je u
tabeli 4.2.11.2.2.

Tabela 4.2.11.2.2. Program za Real Time PCR

Inicijalna ]
N 95°C 10 min
denaturacija
) 95°C 15s
40 ciklusa
60°C (sva 4 gena) 30s
Citanje ploge

Spisak prajmera koji su koriS¢eni pri odredivanju gena za sintezu enterotoksina Real

Time PCR metodom dat je u tabeli 4.2.11.2.3.

Tabela 4.2.11.2.3. Spisak koris¢enih prajmera za odredivanje gena za sintezu

enterotoksina

Duzina
Prajmer Target amplifikovane | Sekvenca
Jen sekvence (bp)
ftsZ-f 5’- ATCCAAATCGGTGAAAAATTAACAC -3’
ftsZ-r fisz et 5’- CCATGTCTGCACCTTGGATTG -3’
sea-f 5’-TCAATTTATGGCTAGACGGTAAACAA-3’
sea-r >a % 5’- GAAGATCCAACTCCTGAACAGTTACA -3°
seb-f 5’- AACAACTCGCCTTATGAAACGGGAT -3’
seb-r seb 8 5’- CTCCTGGTGCAGGCATCATGTCA -3’
sed-f 5’- AAACGTTAAAGCCAATGAAAACA -3°
sed-r sed 10 5’- TGATCTCCTGTACTTTTATTTTCTCCTA -3’

Nakon Real Time PCR reakcije ocCitane su Ct vrednosti svakog ispitivanog gena u

svakom uzorku 1 uporedene sa Ct vrednosti referentnog soja ATCC 43300

Staphylococcus aureus MRSA Positive. Eksperiment je ponovljen 3 puta da bi se dobili

Sto koherentniji rezultati.
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5. REZULTATI ISPITIVANJA

5.1. Rezultati ispitivanja nalaza koagulaza pozitivnih stafilokoka u uzorcima
mleka krava uzetim u razlic¢itim fazama laktacije

Prevalencija koagulaza pozitivnih stafilokoka je ispitana kod krava holstajn frizijske
rase slicnih genetskih karakteristika 1 sa proizvodnjom mleka na godiSnjem nivou od
8.000-9.000 litara mleka. Za ispitivanje su odabrane tri farme koje primenjuju razlicite
tehnologije proizvodnje mleka. Bakterioloski je pregledano 36.724 uzoraka mleka
uzetih od 9.181 krave u razli¢itim fazama laktacije. U periodu laktacije ispitivano je
mleko krava sa subklinickim i klinickim mastitisom. Rezultati ispitivanja nalaza

koagulaza pozitivnih stafilokoka u uzorcima mleka krava prikazani su u tabeli 5.1.1.

Tabela 5.1.1. Rezultati ispitivanja prevalencije koagulaza pozitivnih stafilokoka u

uzorcima mleka uzetim iz pojedinih Cetvrti vimena krava u razli¢itim fazama laktacije

Kategorija Farma | Farma Il Farma Il

Broj Izolovane KPS* | Broj Izolovane KPS* | Broj Izolovane KPS*

krava | Br % krava | Br % krava | Br %
Porodiliste | 1225 22 1,79 656 29 4,42 1050 13 1,23
Avans 1581 31 1,96 347 34 9,79 325 3 0,92
Laktacija 923 81 8,77 714 145 20,3 39 5 12,82
ZasuSenje | 921 256 | 27,79 | 696 207 | 29,74 | 699 14 2,00
Ukupno 4655 390 8,38 2413 415 17,20 | 2113 35 1,64

* Koagulaza pozitivne stafilokoke

Bakterioloskim ispitivanjem uzoraka mleka, uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena krava,
ustanovljeno je prisustvo koagulaza pozitivnih stafilokoka na sve tri farme. Prevalencija
koagulaza pozitivnih stafilokoka se kretala od 1,64% na farmi 111 do 8,38% na farmi I i
17,20% na farmi Il. Nivo inficiranosti stada mle¢nih krava koagulaza pozitivnim
stafilokokama manji od 5% oznacen je kao niska prevalencija, a nivo inficiranosti iznad
10% oznacen je kao visoka prevalencija. Na osnovu nivoa inficiranosti farma III je

oznaCena kao farma sa niskom prevalencijom, a farma Il kao farma sa visokom
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prevalencijom koagulaza pozitivnih stafilokoka. Na farmi I prose¢an nalaz koagulaza
pozitivnih stafilokoka se kretao izmedu nalaza na farmi III i farmi II, i zato je ta farma

oznacena kao farma sa umerenom prevalencijom.

5.2. Rezultati identifikacije koagulaza pozitivnih stafilokoka na osnovu
makromorfoloskih karakteristika i biohemijskih osobina

Identifikacija koagulaza pozitivnih stafilokoka je uradena na osnovu makromorfoloskih
osobina (pigmenta kolonija i hemolize na krvnom agaru) i pomoc¢u biohemijskog

komercijalnog niza API Staph bioMérieux.

5.2.1. Rezultati odredivanja pigmenta kolonija
Rezultati nalaza pigmeta kolonija koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz

uzoraka mleka krava dati su u tabeli 5.2.1.1.

Tabela 5.2.1.1. Rezultati ispitivanja pigmenta kolonija koagulaza pozitivnih

stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena krava

Pigment kolonija Broj izolata %
Zlatno siv 1 2
Zlatan 29 58
Zvetlo zlatan 14 28
Belo zlatan 4 8
Krem beo 1 2
Belicast 1 2
Ukupno 50 100

Koagulaza pozitivne stafilokoke izolovane iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti
vimena krava su najcesce stvarale zlatni (58% izolata) i svetlozlatni (28%) pigment, a

najrede zlatno sivi, krem beo i beli¢ast pigment (po 2% izolata).
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5.2.2. Rezultati ispitivanja hemolize na krvnom agaru
Jedna od najvaznijih makromorfoloskih osobina u identifikaciji koagulaza pozitivnih
stafilokoka je stvaranje hemolize na krvnom agaru. Rezultati ispitivanja hemolize na

krvnom agaru prikazani su u tabeli 5.2.2.1.

Tabela 5.2.2.1. Rezultati ispitivanja odabranih sojeva koagulaza pozitivnih stafilokoka

da vr$e hemolizu na krvnom agaru

Hemoliza Broj izolata %
o 1 2
B 25 50
A 2 4
o+ P 18 36
A+ 4 8
Ukupno 50 100

Najvec¢i broj izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka (50%) je na krvnom agaru stvarao
beta hemolizu, a zatim alfa i beta hemolizu (36%), a najmanji broj izolata je stvarao

alfa hemolizu (2%).

5.2.3.Rezultati identifikacije odabranih izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka na
osnovu komercijalnog testa API Staph bioMérieux

Na osnovu karakteristicnih morfoloSkih osobina izolata koagulaza pozitivnih
stafilokoka je odabrano 50 izolata koji su ispitani APl Staph bioMérieux testom.

Rezultati tih ispitivanja prikazani su u tabeli 5.2.3.1.
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Tabela 5.2.3.1. Rezultati identifikacije vrsta izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka

primenom API Staph bioMérieux

Vrsta stafilokoka Broj %
S. aureus 44 88
S. chromogenes 2 4
S. lentus 1 2
S. sciuri 1 2
S. xylosus 1 2
1 2

S. intermedius

Rezultati prikazani u tabeli 5.2.3.1. pokazuju da su koagulaza pozitivne stafilokoke
izolovane iz uzoraka mleka krava uzetih u razliitim fazama laktacije najéeSce
identifikovane kao S. aureus (88% izolata), zatim S. chromogenes je (4% izolata), a po

2% izolata je identifikovano kao S. lentus, S. sciuri, S. xylosus, S. intermedius.

5.3.Rezultati ispitivanja osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka na odabrane

antimikrobne lekove disk difuzionom metodom

Osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka na odabrane antimikrobne lekove je

ispitana disk difuzionom metodom po Kirbi Bauer-u. Rezultati tih ispitivanja prikazani
su u tabelama 5.3.1.; 5.3.215.3.3.
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Tabela 5.3.1. Rezultati ispitivanja osetljivosti na antimikrobne lekove koagulaza
pozitivnih stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena

krava na farmi |

Antimikrobni | Broj Osetljiv Intermedijerno | Rezistentan
lek ispitanih osetljiv

izolata Br % Br % Br %
Penicilin G 233 50 21,46 |19 8,16 | 164 70,40
Amoksicilin i 252 252 100 0 0 |0 0
klavula. kis.
Ampicilin 23 23 100 0 0 0 0
Kloksacilin 258 258 100 0 0 |0 0
Cefaleksin 53 48 90,56 |2 3,77 | 3 5,67
Ceftiofur 16 16 100 0 0 0 0
Gentamicin 107 49 45,80 |41 38,30 | 17 15,90
Tetraciklini 33 23 69,70 |9 27,27 | 1 3,03
Linkomicin 23 17 7390 |0 0 6 26, 10

Svi izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovani iz uzoraka mleka uzetih iz
pojedinih Cetvrti vimena krava na farmi I su bili osetljivi na amoksicilin i klavulansku
kiselinu, ampicilin, kloksacilin i ceftiofur. Manji procenat izolata je bio osetljiv na
cefaleksin (90,56%), linkomicin (73,90%), tetraciklin (69,70%) i gentamicin (45,80%).
Najmanji procenat izolata je bio osetljiv na penicilin G (21,46%). Najveci broj izolata

(70,40%) je bio rezistentan na penicilin G.
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Tabela 5.3.2. Rezultati ispitivanja osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka

izolovanih iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih ¢etvrti vimena krava na farmi II

Antimikrobni | Broj Osetljiv Intermedijerno | Rezistentan
lek ispitanih osetljiv

izolata Br % Br % Br %
Penicilin G 367 118 32,15 28 7,64 221 | 60,22
Amoksicilin i 405 376 92,84 0 0 29 7,16
klavula. kis.
Kloksacilin 386 359 93,00 0 0 28 6,91
Cefaleksin 73 71 97,30 0 0 2 2,7
Ceftiofur 62 62 100 0 0 0 0
Gentamicin 129 62 48,07 41 31,78 26 20,15
Tetraciklini 65 57 87,70 5 7,70 3 4,60
Linkomicin 37 25 67,60 0 0 12 | 32,40

Svi izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovani iz uzoraka mleka uzetih iz
pojedinih Cetvrti vimena krava na farmi II su bili osetljivi na ceftiofur. Manji procenat
izolata je bio osetljiv na cefaleksin (97,30%), kloksacilin (93,00%), amoksicilin i
klavulansku kiselinu (92,84), tetraciklin (87,70%), linkomicin (67,60%) i gentamicin
(48,07%). Najmanji procenat izolata je bio osetljiv na penicilin G (32,15%). Kao i na

farmi | najveci broj izolata (60,22%) je bio rezistentan na penicilin G.

59



Tabela 5.3.3. Rezultati ispitivanja osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka

izolovanih iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena krava na farmi I1I

Antimikrobni | Broj Osetljiv Intermedijerno | Rezistentan
lek ispitanih osetljiv

izolata Br % Br % Br %
Penicilin 32 16 50 2 6,25 14 43,75
Amoksicilin i 34 34 100 0 0 0 0
klavula. kis.
Kloksacilin 34 34 100 0 0 0 0
Cefaleksin 4 4 100 0 0 0 0
Ceftiofur 11 11 100 0 0 0 0
Gentamicin 18 10 55,55 4 22,22 4 22,22
Tetraciklini 11 6 54,54 4 36,36 1 9,09
Linkomicin 8 6 75 0 0 2 25

Svi izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovani iz uzoraka mleka uzetih iz
pojedinih Cetvrti vimena krava na farmi III su bili osetljivi na amoksicilin 1 klavulansku
kiselinu, kloksacilin, cefaleksin i ceftiofur. Manji procenat izolata je bio osetljiv na
linkomicin (75%), gentamicin (55,55%), tetraciklin (54,54%). Najmanji procenat
izolata je bio osetljiv na penicilin G (50%). Najveci broj izolata (43,75%) je bio
rezistentan na penicilin G.

Uporedni prikaz osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovani iz uzoraka
mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena krava na famama I, Il i Il na odabrane

antimikrobne lekove prikazan je u grafikonu 5.3.1.
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Grafikon 5.3.1. Osetljivost koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovani iz uzoraka

mleka pojedinih Cetvrti vimena krava na farmama I, II 1 III na odabrane antimikrobne

lekove
Farma I Farma IT Farma IIT
M osetljiv I umereno osetljiv rezistentan
303 691 27 o] 0 0 0 o

9,09

22,22I B
36,36 o

70,4

10C100

Penicilin je antibiotik koji se dugo upotrebljava u terapiji mastitisa kako u laktaciji tako
1 u periodu predzasuSenje. Stoga smo u daljem radu ispitivali da li postoji razlika u
osetljivosti na penicilin G izmedu koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih u
razli¢itim fazama laktacije. Rezultati ispitivanja osetljivosti na penicilin G koagulaza
pozitivnih stafilokoka, izolovanih iz uzoraka mleka krava u razli¢itim fazama laktacije,

prikazani su u tabelama 5.3.4; 5.3.5 5.3.6.
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Tabela 5.3.4. Rezultati ispitivanja osetljivosti na penicilin G koagulaza pozitivnih

stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka krava u razlic¢itim fazama laktacije na farmi |

Kategorija Broj Osetljiv Intermedijerno | Rezistentan

ispitanih osetljiv

izolata Br % Br % Br %
Porodiliste 33 6 18,20 2 6 25 75,80
Avans 27 5 18,52 0 9 22 81,48
Laktacija 76 11 14,47 9 11,84 | 56 | 73,68
Predzasusenje 95 26 217,37 8 8,42 61 64,21
Ukupno 231 48 20,78 19 8,22 164 | 70,10
ispitano

Koagulaza pozitivne stafilokoke izolovane iz uzoraka mleka krava u predzasusenju na

farmi | su u najve¢em procentu bile osetljive na penicilin G (27,37%). Najveéi broj

izolata rezistentnih na penicilin G je utvrden medu koagulaza pozitivnim stafilokokama

izolovanim iz uzoraka mleka krava u avansu (81,48%), a najmanji medu koagulaza

pozitivnim stafilokokama izolovanim iz uzoraka mleka krava u periodu predzasusenje

(64,21%).

Tabela 5.3.5. Rezultati ispitivanja osetljivosti na penicilin G koagulaza pozitivnih

stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka krava u razli¢itim fazama laktacije na farmi Il

Kategorija Broj ispitanih Osetljiv Intermedijerno | Rezistentan
izolata osetljiv
Br % Br % Br | %

Porodiliste 18 8 44,44 0 0 10 | 55,56
Avans 41 0 0 3 7,32 | 38 | 92,68
Laktacija 132 42 | 3182 | 15 | 11,36 | 75 | 56,82
Predzasusenje 173 65 | 37,57 11 6,36 | 97 | 56,07
Ukupno 362 115 | 31,77 27 7,46 | 220 | 60,77
ispitano
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Koagulaza pozitivne stafilokoke izolovane iz uzoraka mleka krava iz porodiliSta na
farmi 1l su u najvecem procentu bile osetljive na penicilin G (44,44%). Najveci broj
izolata rezistentnih na penicilin G je i na ovoj farmi utvrden medu koagulaza
pozitivnim stafilokokama izolovanim iz uzoraka mleka krava u avansu (92,68%), a
najmanji medu koagulaza pozitivnim stafilokokama izolovanim iz uzoraka mleka krava
iz porodilista (55,56%).

Tabela 5.3.6. Rezultati ispitivanja osetljivosti na penicilin G koagulaza pozitivnih

stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka krava u razli¢itim fazama laktacije na farmi Ill

Kategorija Broj Osetljiv Intermedijerno | Rezistentan

ispitanih osetljiv

izolata Br % Br % Br %
Porodiliste 10 6 60 0 0 4 40
Avans 3 2 66,33 0 0 1 33,33
Laktacija 5 3 60 0 0 2 40
Predzasusenje 14 5 35,72 2 14,28 7 50
Ukupno 32 16 50 2 6,25 14 | 43,75
ispitano

Koagulaza pozitivne stafilokoke izolovane iz uzoraka mleka krava iz avansa na farmi
IIT su u najvecem procentu bile osetljive na penicilin G (66,33%). Najveci broj izolata
rezistentnih na penicilin G je utvrden medu koagulaza pozitivnim stafilokokama
izolovanim iz uzoraka mleka krava u periodu predzasusenja (50%), a najmanji medu
koagulaza pozitivnim stafilokokama izolovanim iz uzoraka mleka krava iz avansa
(33,33%).

Uporedna osetljivost koagulaza pozitivnih stafilokoka na penicilin na framama I, 11 i I11

je prikazana na grafikonu 5.3.2.
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Grafikon 5.3.2. Osetljivost koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovani iz uzoraka

mleka pojedinih Cetvrti vimena krava na penicilin na farmama I, 1l i [1ll
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Kombinacija amoksicilina i klavulanske kiseline je vrlo efikasna u terapiji mastitisa
izazvanih koagulaza pozitivnim stafilokoka koje stvaraju beta laktamazu. Svih 252
izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka sa farme | i 34 izolata koagulaza pozitivnih
stafilokoka sa farme 111 su bili osetljivi na amoksicilin i klavulansku kiselinu. Rezultati
ispitivanja osetljivosti na amoksicilin i klavulansku kiselinu, koagulaza pozitivnih

stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka krava na farmi Il, prikazani su u tabeli 5.3.7.

Tabela 5.3.7. Rezultati ispitivanja osetljivosti na amoksicilin i klavulansku kiselinu
koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti

vimena krava na farmi Il

Kategorija Broj ispitanih Osetljiv Rezistentan

izolata Br % Br %
Porodiliste 16 16 100 0 0
Avans 33 33 100 0 0
Laktacija 142 121 85,21 21 14,79
Predzasusenje 214 207 96,73 7 3,27
Ukupno 405 377 93,08 28 6,91
ispitano
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Svi izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka poreklom iz uzoraka mleka krava iz
porodiliSta i avansa su bili osetljivi na amoksicilin i klavulansku kiselinu. Rezistencija
na amoksicilin i klavulansku kiselinu je dokazana samo kod koagulaza pozitivnih
stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka krava u laktaciji (14,79%) i u periodu
predzasusenja (3,27%).

Najc¢esc¢e se u terapiji mastitisa izazvanih koagulaza pozitivnim stafilokokama u fazi
zasus$enja koristi kloksacilin. Svih 258 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka sa farme
| i 34 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka sa farme Il su bili osetljivi na
kloksacilin. Rezultati ispitivanja osetljivosti na kloksacilin koagulaza pozitivnih

stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka krava na farmi 11 su prikazani u tabeli 5.3.8.

Tabela 5.3.8. Rezultati ispitivanja osetljivosti na kloksacilin koagulaza pozitivnih

stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena krava na

farmi Il

Kategorija Broj ispitanih | Osetljiv Rezistentan
izolata Br % Br %

Porodiliste 22 22 100 0 0
Avans 30 30 100 0 0
Laktacija 122 100 82 22 18
Predzasusenje 209 204 97,61 5 2,39
Ukupno 383 356 92,95 27 7,05
ispitano

Sve koagulaza pozitivne stafilokoke izolovane iz uzoraka mleka uzeti od krava iz
porodili§ta i avansa su bile osetljive na kloksacilin. Rezistencija na kloksacilin je
dokazana samo kod koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka krava
u laktaciji (18%) i u periodu predzasusenja (2,39%).

Osetljivost na cefaleksin je ispitana kod 130 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka
izolovanih iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih cetvrti vimena krava u periodu

predzasusenja na tri farme. Rezultati tih ispitivanja su prikazabi u tabeli 5.3.9.
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Tabela 5.3.9. Rezultati ispitivanja osetljivosti na cefaleksin koagulaza pozitivnih

stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena krava pred

zasusenje.
Kategorija | Broj ispitanih | Osetljiv Intermedijerno osetljiv | Rezistentan
izolata
Br % Br % Br [%
Farma | 53 48 90,57 2 3,77 3 | 566
Farma Il 73 71 97,26 2 2,74 0 0
Farma Il 4 4 100 0 0 0 0
Ukupno 130 123 | 94,61 4 3,08 3 | 231

Visok procenat izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka osetljivin na cefaleksin je

dokazan na sve tri ispitivane farme. Rezistentncija na cefaleksin je dokazana samo kod

kod 5,66% izolata izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka poreklom sa farme I.

Osetljivost koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka krava uzetih u

razli¢itim fazama laktacije ispitana je kod 16 izolata sa farme jedan, 62 izolata sa farme

11111 izolata sa farme Il1. Svi ispitivani izolati su bili osetljivi na ceftiofur.

Od aminoglikozidnih preparata za ispitivanje osetljivosti izolata koagulaza pozitivnih

stafilokoka je odabran gentamicin. Rezultati ispitivanja osetljivosti na gentamicin

koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih na tri farme iz svih faza laktacije prikazani
su u tabelama 5.3.10; 5.3.11 i 5.3.12.
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Tabela 5.3.10. Rezultati ispitivanja osetljivosti na gentamicin koagulaza pozitivnih

stafilokoka izolovanih na farmi |

Kategorija Broj Osetljiv Intermedijerno | Rezistentan

ispitanih osetljiv

izolata Br % Br % Br %
Porodiliste 9 3 33,33 4 44,44 2 22,22
Avans 15 9 60 4 26,66 2 13,33
Laktacija 33 9 27,27 18 54,55 6 18,18
Predzasusenje 48 28 58,33 13 27,08 7 14,58
Ukupno 105 48 45,71 40 38,09 | 17 | 16,19
ispitano

U najve¢em procentu su bile osetljive na gentamicin (60%) koagulaza pozitivne

stafilokoke izolovane iz uzoraka mleka krava iz avansa, a zatim iz uzoraka mleka krava

uzetih u periodu predzasusenja (58,33%). Procenat izolata koagulaza pozitivnih

stafilokoka rezistentnih na penicilin se kretao od 13,33% izolata iz avansa do 22,22 %

izolata iz porodilista.

Tabela 5.3.11. Rezultati ispitivanja osetljivosti na gentamicin koagulaza pozitivnih

stafilokoka izolovanih na farmi 11

Kategorija Broj Osetljiv Intermedijerno | Rezistentan

ispitanih osetljiv

izolata Br % Br % Br %
Porodiliste 5 2 40 1 20 2 40
Avans 10 6 60 3 30 1 10
Laktacija 2 0 0 1 50 1 50
Predzasusenje 112 54 48,21 36 32,14 22 19,65
Ukupno 129 62 48,06 41 31,78 26 20,16
ispitano
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U najve¢em procentu su bile osetljive na gentamicin (60%) koagulaza pozitivne
stafilokoke izolovane iz uzoraka mleka krava iz avansa, a zatim iz predzasusenja
(48,21%). Procenat izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka rezistentnih na penicilin se
kretao od 10% izolata iz avansa do 50% izolata iz laktacije.

Rezultati ispitivanja osetljivosti na gentamicin koagulaza pozitivnih stafilokoka

izolovanih u razli¢itim fazama laktacije na Farmi III prikazani su u tabeli 5.3.12.

Tabela 5.3.12. Rezultati ispitivanja osetljivosti na gentamicin koagulaza pozitivnih
stafilokoka izolovanih na farmi 11l

Kategorija Broj ispitanih Osetljiv Intermedijerno | Rezistentan
izolata osetljiv
Br % Br % Br | %

Porodiliste 10 6 60 2 20 2 20
Laktacija 3 1 33,33 1 3333 | 1 | 3333
Predzasusenje 5 3 60 1 20 1 20
Ukupno 18 10 55,56 4 2222 | 4 22,22
ispitano

Najveci procenat koagulaza pozitivnih stafilokoka osetljivih na gentamicin je dokazan
kod izolata iz uzoraka mleka krava iz porodilista (60%) i predzasusenja (60%).
Rezistencija na gentamicin dokazana je disk difuzionom metodom kod 33,33% izolata
koagulaza pozitivnih stafilokoka iz laktacije, po 20% izolata iz uzoraka mleka krava iz

porodilista i predzasuSenje.

Uporedna osetljivost izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka na gentamicin na
farmama I, 11'i 111 prikazana je u grafikonu 5.3.3.
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Grafikon 5.3.3. Osetljivost izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka na gentamicin na

farmama I, 11 111

100 -
90 -
80 -
70 A 60
60 -
50 44,44
40 33,33 0
30 A ' 7,08 0

20 - [B422[33,3304¢ 1o 10
10 -

m osetljiv

5050 48,21
14 33,33
8,65 20

umereno osetljiv

rezistentan

Rezultati ispitivanja osetljivosti na tetracikline koagulaza pozitivnih stafilokoka

izolovanih iz uzoraka mleka krava u svim fazama laktacije na farmi | su dati u tabeli

5.3.13.

Tabela 5.3.13. Rezultati ispitivanja osetljivosti na tetracikline koagulaza pozitivnih

stafilokoka izolovanih na farmi |

Kategorija Broj Osetljiv Intermedijerno | Rezistentan
ispitanih osetljiv
izolata Br % Br % Br %
Avans 11 7 63,64 4 36,36 0 0
Predzasusenje 20 16 80 3 15 1 5
Ukupno 31 23 74,19 7 22,58 1 3,23
ispitano

Osetljivost na tetracikline je ispitivana samo kod koagulaza pozitivnih stafilokoka

izolovanih iz uzoraka mleka krava u avansu i1 predzasuSenje. Veci procenat izolata

osetljivih na tetracikline je dokazan kod koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz

uzoraka mleka krava pred zasusenje (80%), nego kod koagulaza pozitivnih stafilokoka

69



izolovanih iz uzoraka mleka krava u avansu (63,64%). Disk difuzionom metodom
rezistencija na tetracikline je dokazana samo kod koagulaza pozitivnih stafilokoka
izolovanih iz uzoraka mleka krava pred zasusenje (5%).

Rezultati ispitivanja osetljivosti na tetracikline koagulaza pozitivnih stafilokoka
izolovanih iz uzoraka mleka krava u svim fazama laktacije na farmi Il su dati u tabeli
5.3.14.

Tabela 5.3.14. Rezultati ispitivanja osetljivosti na tetracikline koagulaza pozitivnih

stafilokoka izolovanih na farmi 11

Kategorija Broj Osetljiv Intermedijerno | Rezistentan

ispitanih osetljiv

izolata Br % Br % Br %
Porodiliste 5 5 100 0 0 0 0
Avans 4 4 100 0 0 0 0
Predzasusenje 56 48 85,71 5 8,93 3 5,36
Ukupno 65 57 87,69 5 7,69 3 4,62
ispitano

Svi izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka poreklom iz uzoraka mleka krava u
porodiliStu 1 avansu su bili osetljivi na tetracikline. Manja osetljivost (85,71%) je
utvrdena kod izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka poreklom iz mleka krava u
prediodu predzasuSenja. Disk difuzionom metodom rezistencija na tetracikline je
dokazana samo kod koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka krava
predzasuSenje (5,36%).

Rezultati ispitivanja osetljivosti na tetracikline koagulaza pozitivnih stafilokoka
izolovanih iz uzoraka mleka krava u svim fazama laktacije na farmi Il su dati u tabeli
5.3.15.
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Tabela 5.3.15. Rezultati ispitivanja osetljivosti na tetracikline koagulaza pozitivnih

stafilokoka izolovanih na farmi 111

Kategorija Broj Osetljiv Intermedijerno | Rezistentan

ispitanih osetljiv

izolata Br % Br % Br %
Porodiliste 1 1 100 0 0 0 0
Avans 3 2 66,66 1 3333 | O 0
Predzasusenje 7 3 42 86 3 42 86 1 14,28
Ukupno 11 6 54,55 4 36,36 1 9,09
ispitano

Osetljivost na tetracikline koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka

krava na farmi Ill se kretala od 42,86% izolata poreklom iz mleka krava u periodu

predzasusenja do 100% kod izolata poreklom iz uzorka mleka krave iz porodilista. Disk

difuzionom metodom rezistencija na tetracikline je i na farmi Il dokazana samo kod

koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka krava u periodu

predzasusenja (14,28%).

Od linkozaminskih preparata za ispitivanje osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka

je odabran linkomicin. Rezultati tih ispitivanja prikazani su u tabelama 5.3.16; 5.3.17 i

5.3.18.

Tabela 5.3.16. Rezultati ispitivanja osetljivosti na linkomicin koagulaza pozitivnih

stafilokoka izolovanih na farmi |

Kategorija Broj ispitanih | Osetljiv Rezistentan

izolata Br % Br %
Avans 4 3 75 1 25
Predzasusenje 18 13 712,22 5 27,78
Ukupno 22 16 72,73 6 27,27
ispitano
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Osetljivost na linkomicin koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka
krava na farmi I je utvrdena kod 72,22% izolata poreklom iz mleka krava u periodu
predzasuSenja i kod 75% izolata poreklom iz uzorka mleka krava iz avansa. Disk
difuzionom metodom rezistencija na linkomicin je utvrdena kod 25% izolata poreklom
iz uzoraka mleka krava u avansu i 27,78% izolata poreklom iz uzoraka mleka krava u

periodu predzasusSenja.

Tabela 5.3.17. Rezultati ispitivanja osetljivosti na linkomicin koagulaza pozitivnih

stafilokoka izolovanih na farmi 11

Kategorija Broj ispitanih Osetljiv Rezistentan

izolata Br % Br %
Porodiliste 1 1 100 0 0
Predzasusenje 36 24 66,66 12 33,33
Ukupno 37 25 67,57 12 32,43
ispitano

Osetljivost na linkomicin koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka
krava na farmi Il je utvrdena kod 66,66% izolata poreklom iz mleka krava u periodu
predzasusenja i kod 100% izolata poreklom iz uzorka mleka krave iz porodilista. Disk
difuzionom metodom rezistencija na linkomicin je utvrdena kod 33,33% izolata

poreklom iz uzoraka mleka krava u periodu predzasusenja.

Tabela 5.3.18. Rezultati ispitivanja osetljivosti na linkomicin koagulaza pozitivnih

stafilokoka izolovanih na farmi 111

Kategorija Broj ispitanih Osetljiv Rezistentan

izolata Br % Br %
Avans 3 3 100 0 0
Predzasusenje 5 3 60 2 40
Ukupno 8 6 75 2 25
ispitano

72



Osetljivost na linkomicin koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka
krava na farmi III je utvrdena kod 60% izolata poreklom iz mleka krava u periodu
predzasuSenja i kod 100% izolata poreklom iz uzorka mleka krave iz avansa. Disk
difuzionom metodom rezistencija na linkomicin je utvrdena kod 40% izolata poreklom

1z uzoraka mleka krava u periodu predzasusenja.

5.4. Rezultati odredivanje minimalne inhibitorne koncetracije (MIC) penicilina G
za koagulaza pozitivne stafilokoke makrodilucionom metodom

Izolati iz svih faza laktacije, za koje je disk difuzionom metodom utvrdeno da su
rezistentni na penicilin G, kao i izolati za koje je utvrdeno da su osetljivi na penicilin G
su ispitani makrodilucionom metodom u cilju utvrdivanja minimalne inhibitorne

koncetracije. Rezultati tih ispitivanja dati su u tabelama 5.4.1. i5.4.2.

Tabela 5.4.1. Rezultati odredivanja minimalne inhibitorne koncetracije (MIC)
penicilina G za koagulaza pozitivne stafilokoke izolovane iz uzoraka mleka krava za

koje je disk difuzionom metodom utvrdeno da su rezistentne na penicilin G

Broj ispitanih Raspon koncentracija penicilina G MIC 5 MIC g
izolata
100 128- 0,03 pg/ml 1pg/ml l6pug/ml

Rezultati prikazani u tabeli 5.4.1. pokazuju da je MIC penicilina G za 90 posto ispitanih
izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, za koje je disk difuzionom metodom utvrdeno

da su rezistentni na penicilin G, bila 16pg/ml, a za 50 posto izolata 1pg/ml.

Tabela 5.4.2. Rezultati odredivanja minimalne inhibitorne koncetracije (MIC)
penicilina G za koagulaza pozitivne stafilokoke izolovane iz uzoraka mleka krava za

koje je disk difuzionom metodom utvrdeno da su osetljivi na penicilin G

Broj ispitanih | Raspon koncentracija penicilina G MIC 5 MIC g
izolata
146 8- 0,0015 pg/ml 0,003pug/ml 2 ug/ml
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Rezultati prikazani u tabeli 5.4.2. pokazuju da je MIC penicilina G za 90 posto ispitanih
izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, za koje je disk difuzionom metodom utvrdeno

da su osetljivi na penicilin G, bila 2 ug/ml, a za 50 posto izolata 0,003 pg/ml.

5.5. Rezultati fenotipske karakterizacije izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka
rezistentnih na meticilin i prisustva mec A gena

Poslednjih godina u literaturi se navode podaci o mogucnosti prenosenja putem mleka
na ljude stafilokoka rezistentnih na meticilin. Stoga smo u ovom radu postavili u
zadatak da ispitamo da li su koagulaza pozitivne stafilokoke, izolovane iz uzoraka
mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena krava u razli¢itim fazama laktacije, rezistentne
na meticilin. Ispitivanjima su obuhvaceni izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka za
koje je disk difuzionom metodom utvrdeno da su rezistentni na penicilin G. U cilju
fenotipske karakterizacije izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka su ispitani oksi

testom. Rezultati tih ispitivanja su prikazani u tabeli 5.5.1.

Tabela 5.5.1. Rezultati ispitivanja rezistencije na oksacilin i cefoksitin koagulaza

pozitivnih stafilokoka za koje je disk difuzionom metodom utvrdeno da su rezistentni

na penicilin G

Kategorija Broj ispitanih izolata | lzolati rezistentni na | Izolati  rezistentni
koagulaza pozitivnih | oksacilin na cefoksitin
stafilokoka Broj % Broj %

Porodiliste 53 0 0 0 0

Laktacija 184 7 3,80 0 0

Avans 21 0 0 0 0

Zasusenje 102 7 6,86 0 0

Ukupno 360 14 3,89 0 0

Rezultati prikazani u tabeli 5.5.1. pokazuju da je od 360 ispitanih izolata koagulaza
pozitivnih stafilokoka disk difuzionom metodom utvrdeno da je na oksacilin bilo
rezistentno 14 (3,89%) izolata i to 7 (3,80%) izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka

izolovanih iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih ¢etvrti vimena krava u fazi laktacije i 7
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(6,86%) izolata dobijenih iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena krava u
fazi zasuSenja. Ni jedan izolat koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz uzoraka
mleka uzetih iz pojedinih ¢etvrti vimena krava nije bio rezistentan na cefoksitin.

Na prisustvo mecA gena ukupno je ispitano 50 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka
od koji je 35 izolata bilo rezistentno na penicilin G, a 15 izolata je bilo osetljivo na
penicilin G. Medu izolatima koji su bili rezistentni na penicilin G za 14 izolata je
oksitestom utvrdeno da su bili pozitivni prilikom fenotipskog ispitivanja rezistencije na
meticilin. Ni kod jednog ispitanog izolata nije utvrdeno prisustvo mecA gena. Rezultati

tih ispitivanja su prikazani u tabeli 5.5.2.

Tabela 5.5.2. Rezultati genotipske identifikacije izolata koagulaza pozitivnih
stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena krava i

prisustva mecA gena

Vrsta stafilokoka Broj 16S rRNK nuc gen mecA gen
na osnovu API testa | izolata Broj | % Broj % Broj | %
S. aureus 44 44 100 39 88,64 |0 0
S. chromogenes 2 0 0 2 100 0 0
S. intermedius 1 0 0 1 100 0 0
S. lentus 1 0 0 1 100 0 0
S. sciuri 1 0 0 0 0 0 0
S. xylosus 1 0 0 1 100 0 0

Rezultati prikazani u tabeli 5.5.2. pokazuju da je od 44 izolata koji su na osnovu
biohemijskih osobina identifikovani kao S. aureus, prisustvo nuc gena dokazano je
kod 88,64% izolata. 1zolati koji su na osnovu biohemijskih osobina identifikovani kao
S. chromogenes, S. intermedius, S. lentus i S. xylosus su posedovali nuc gen, S. sciuri
nije posedovao nuc gen. Ni jedan od 50 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka nije

posedovao gen rezistencije na metacilin mecA gen.
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Slika 5.5.1. Rezultati elektroforeze PCR proizvoda dobijenih pomocu prajmera
specifiénih za 16S rRNK, nuc gen i mecA gen kod koagulaza pozitivnih stafilokoka

izolovanih iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih ¢etvrti vimena krava.

Kod izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka oznacenih na slici sa 10, 20, 21, 32, 47, 57
i BB nije vizuelizovan gen za 16S rRNK. Izostanak pojave 16S rRNK gena moze se
pripisati fizickom ostecenju. Izolati S. aureus oznaceni sa 18, 24, 25, 26 i 50 nisu
posedovali nuc gen. Izolat oznacen sa 32 je na osnovu API staph identifikovan kao S.
sciuri. Izolati oznaceni kao 20 i 21 su na osnovu API staph identifikovani kao S.
chromogenes. Izolat oznacen sa 10 je primenom API staph identifikovan kao S. lentus.
Izolat oznacen sa 47 je na osnovu API staph identifikovan kao S. intermedius, a izolat

oznacen sa 57 je na osnovu API staph identifikovan kao S. xylosus.

5.6. Ispitivanje sposobnosti sinteze enterotoksina odabranih izolata koagulaza
pozitivnih stafilokoka

Od ukupno 50 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka koji su odabrani za dalje
ispitivanje, primenom VIDAS TM Staphylococcal enterotoxin SET2 tehnike za
direktnu simultanu detekciju sedam tipova enterotoksina (SEA, SEB, SEC1, SEC2,
SEC3, SED i SEE) je utvrdeno da 10 izolata (20%) ima sposobnost stvaranja
enterotoksina. Rezultati tih ispitivanja dati su u tabeli 5.6.1.
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Tabela 5.6.1. Rezultati ispitivanja odabranih izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka
da stvaraju enterotoksine

Odabrani izolati koagulaza | Broj izolata Potvrdena  sposobnost  sinteze
pozitivnih stafilokoka enterotoksina

broj %
Rezistentni na penicilin 35 2 8,57
Osetljivi na penicilin 15 8 53,33
Ukupno 50 10 20

Rezultati ispitivanja sposobnosti koagulaza pozitivnih stafilokoka, izolovanih iz
uzoraka mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena krava stvaranja, da stvaraju jedan od
sedam tipova enterotoksina (SEA, SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED i SEE) su pokazali
da je sposobnost sinteze enterotoksina ¢e$é¢e dokazana kod izolata (53,33 %) kod kojih
je disk difuzionom metodom utvrdena osetljivost na penicilin G. Izolati koagulaza
pozitivnih stafilokoka koji su difuzionim testom ocenjeni kao rezistentni su u 8,57%

sluc¢ajeva imali sposobnost stvaranja enterotoksina.

Budu¢i da su u slu¢ajevima alimentarnih intoksikacija najceS¢e dokazivani
enterotoksini A, B, i D u daljem radu je kod izolata za koje je VIDAS TM
Staphylococcal enterotoxin  SET2 tehnikom utvrdena sposobnost stvaranja
enterotoksina, metodom Real Time PCR ispitivano je prisustvo gena za sintezu
enterotoksina A(sea), B(seb) i D(sed). Rezultati tih ispitivanja su prikazani u tabeli
5.6.2 i grafikonima 5.6.1, 5.6.2 1 5.6.3.

Tabela 5.6.2. Rezultati ispitivanja koagulaza pozitivnih stafilokoka na prisustvo gena

za sintezu enterotoksina A, Bi D

Vrsta stafilokoka | Broj izolata | sea gen seb gen sed gen
Broj | % Broj % Broj | %
S. aureus 10 0 0 1 10 0 0
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Grafikon 5.6.1. Amplifikaciona kriva za izolat broj 9
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Iz grafikona 5.6.1. vidi se da su pozitivne kontrole za gene sea, seb i sed dale pozitivan
signal pri Ct vrednosti od 10-12, §to ukazuje da je amplifikacija uspesna. Pored toga,
negativna kontrola nije dala signal, $to ukazuje da u ispitivanom sistemu reagenasa nije
bilo kontaminacije koja bi odavala sliku lazno pozitivnog signala. Posmatranjem
amplifikacionih signala iz DNK izolata broj 9, nedvosmisleno se zakljucuje da genom
ovog izolata sadrzi seb gen (Ct vrednost 32,50), a da ne sadrzi sea odnosno sed gen.

Da bi se dodatno potvrdila verodostojnost nalaza seb gena, uporedene su temperature
topljenja amplifikovanog fragmenta seb gena pozitivne kontrole i izolata broj 9
(Grafikon 5.6.2.).
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Grafikon 5.6.2. Disocijaciona kriva za izolat broj 9
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Rezultati poredenja ukazuju da su oblici i jaCine dinamicke krive fluorescencije,

izrazeni kao prva negativna derivacija, istovetni, pa se ovim konac¢no potvrdilo da izolat

stafilokoka broj 9 u svojoj DNK sadrZi gen za sintezu enterotoksina B.

Grafikon 5.6.3. Amplifikacione krive za izolate 1, 2, 3, 4, 6, 8, 13, 50, 51.
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Posmatranjem grafickog prikaza amlifikacionih signala za gene sea, seb i sed utvrdeno
je da ovi izolati ne sadrze ispitujuce gene. Obzirom da su izolati bovinog porekla, a
imajuéi u vidu nalaze iz literature i rezultate dobijene imunoenzimskom metodom,

moze se pretpostaviti da ovi izolati stafilokoka sintetiSu enterotoksine SEC i/ili SEE.
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6. DISKUSIJA

BakterioloSkim ispitivanjem mleka ustanovljeno je prisustvo koagulaza pozitivnih
stafilokoka na sve tri farme mle¢nih krava. Prevalencija koagulaza pozitivnih
stafilokoka se kretala od 1,64% na farmi 11, 8,38% na farmi | do 17,20% na farmi II.
Robertson i sar. (1994) su nivo inficiranosti stada mle¢nih krava koagulaza pozitivnim
stafilokokama manjim od 5% oznacili kao nisku prevalenciju, dok su inficiranost vecu
od 10% oznacili kao visoku prevalenciju. Koriste¢i preporuku Robertson 1 sar. (1994)
na osnovu procenta krava inficiranih koagulaza pozitivnim stafilokokama u analizi
nasih rezultata farmu III smo oznacili kao farmu sa niskom prevalencijom, farmu Il kao
farmu sa visokom prevalencijom, a farmu | kao farmu sa umerenom prevalencijom
koagulaza pozitivnih stafilokoka. Rezultati dobijeni u nasim istrazivanjima su pokazali
da se prevalencija koagulaza pozitivnih stafilokoka na pocetku laktacije nije znacajnije
razlikovala na farmi sa niskom prevalencijom (1,23%) i na farmi sa umerenom
prevalencijom (1,79%). Medutim, na farmi sa visokom prevalencijom procenat krava
inficiranih koagulaza pozitivnim stafilokokama je bio veéi (4,42%). Za razliku od
rezultata dobijenih u naSim istrazivanjima Robertson 1 sar. (1994) su kod krava nakon
telenja utvrdili mastitise izazvane koagulaza pozitivnim stafilokokama kod 0%-27%.
krava, a Calvinho i sar. (2007) kod 12,71% ispitivanih ¢etvrti vimena krava.

Tokom prvih sto dana laktacije, kada su krave, zbog velike proizvodnje mleka pod
stresom, slabe odbrambeni mehanizmi 1 vime postaje podloznije infekciji. Na farmi sa
umerenom prevalencijom smo utvrdili blago povecanje nalaza koagulaza pozitivnih
stafilokoka kod 1,96% krava, dok na farmi sa visokom prevalencijom dolazi do naglog
povecanja infekcije koja je utvrdena kod 9,79% krava. Medutim, na farmi sa niskom
prevalencijom dolazi do smanjenja broja krava inficiranih koagulaza pozitivhim
stafilokokama na 0,92%. U periodu predzasusenja, sli¢an nalaz koagulaza pozitivnih
stafilokoka je ustanovljen na farmi sa umerenom prevalencijom (27,79%) i na farmi sa
visokom prevalencijom (29,74%), dok je nalaz koagulaza pozitivnih stafilokoka u
periodu predzasuSenja na farmi sa niskom prevalencijom bio 2,0% inficiranih krava.

U periodu laktacije je bakterioloski pregledano mleko krava kod kojih je Kalifornija
mastitis test bio pozitivan. Na farmi sa umerenom prevalencijom ispitano je mleko 923

krave, a koagulaza pozitivne stafilokoke su izolovane iz 81 (8,77%) uzoraka mleka
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mleka krava, dok je na farmi su visokom prevalencijom ispitani uzorci mleka od 714
krava, a koagulaza pozitivne stafilokoke su izolovane iz uzoraka mleka od 145
(20,31%) krava. Na farmi sa niskom prevalencijom je bakterioloski ispitano mleko 39
krava, a koagulaza pozitivne stafilokoke su izolovane iz uzoraka mleka 5 (12,89%)
krava. Rezultate slicne nasim dobili su Persson 1 sar. (2011) koji su iz mleka krava sa
subklinickim mastitisom najc¢e$¢e izolovali koagulaza pozitivne stafilokoke iz 19%
uzoraka, a od toga u 31% slucajeva su bile nove infekcije. Vecu prevalenciju mastitisa
izazvanih koagulaza pozitivnim stafilokokama su utvrdili Petrovski i sar. (2011) koji su
iz 23,5% uzoraka mleka krava sa subklinickim mastitisom izolovali S. aureus i Tariku
i sar. (2011) koji su iz 52,4% uzoraka mleka u Etiopiji izolovali S. aureus. Koagulaza
pozitivne stafilokoke u slucajevima subklini¢kih mastitisa su izolovali Getahun i sar.
(2008) iz uzoraka mleka 42,6% krava, a Gianneechini i sar. (2008.) su u 62,8% uzoraka
mleka krava.

Dufour i sar. (2012) su ispitujuci razlike u prevalenciji S. aureus na farmama u Kanadi i
razlike u tehnologijama koje se primenjuju na tim farmama, ustanovili da su greske
tokom muze CeSCe u zapatima sa veCom prevalencijom subklinickih mastitisa, 1
zakljucili da kljuénu ulogu u prevenciji subklinickih mastitisa imaju sprecavanje
prenoSenja S. aureus s krave na kravu tokom muze (medufazna dezinfekcija sisnih
¢asa), dezinfekcija papila nakon muze i terapija krava u zasuSenju. Ovo misljenje
podrzavaju Klimiene i sar. (2011) i navode da ucestalost nalaza S. aureus zavisi od
nivoa higijene, naina drZanja krave, kvalifikacije osoblja 1 menadZmenta farme.
Pitkala i sar. (2004) napred navedenom misljenju dodaju da redovna kontrola zdravlja
vimena i1 smanjenje ucestalosti mastitisa izazvanih uzro¢nicima kontagioznih mastitisa
znacajno doprinose pojavi mastitisa na farmi. Ovom misljenju prikljuc¢uju se DaRong 1
sar. (2010) navodeéi da je osnov za uspesSnu primenu programa za suzbijanje mastitisa
na farmama poznavanje prevalencije uzro¢nika kontagioznih mastitisa.

Jedna od vaznih makromorfoloskih karakteristika koagulaza pozitivnih stafilokoka na
krvnom agaru koja se koristi u njihovoj detekciji je pigment kolonija. Zlatnozuti
pigment se smatra karakteristikom patogenosti stafilokoka. Jedinjenja koja sacinjavaju
pigment daju zastitu bakteriji od odbrambenih faktora domacina. Liu i sar. (2008)

smatraju da je zlatni pigment karakteristika S. aureus izolovanih u slu¢aju zapaljenja
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vimena i da izolati koji ne stvaraju pigment brzo bivaju neutralisani od strane neutrofila
i njegovu ulogu u patoloskom procesu u okviru nasih ispitivanja smo odredili pigment i
izolate svrstali u Sest grupa: zlatno sivi, zlatan, svetlo zlatan, belo zlatan, krem beo i
belicast. Najveci broj izolata (58%) imao je zlatan pigment, zatim svetlo zlatan (28%),
belo zlatan (8%) i po jedan izolat (2%) je imao zlatno sivu boju, krem belu i beli¢astu.
Za razliku od rezultata dobijenih u nasim istrazivanjima Mubarack i sar. (2012) su u
identifikaciji patogenih vrsta stafilokoka, izolovanih u slucajevima mastitisa krava,
utvrdili da je od 50 izolata 48 izolata imalo zlatani pigment, 1 izolat je bio slabo
pigmentisan, a jedan izolat je bio bez karotenoidnih supstanci. Rezultate slicne naSim
su dobili Xiong i sar. (1992) koji su utvrdili da sojevi S. aureus izolovani iz mleka
krava obolelih od mastitisa, na krvnom agaru daju devet razli¢itih nijansi pigmenta
kolonija, a Begum i sar. (2007) su iz uzoraka mleka krava u slucaju matitisa izolovali
koagulaza pozitivne stafilokoke koje su u 25,71% slu€ajeva imale zlatno-Zuti pigment,
51,43% zuti, a 22,86% beli pigment. Visok procenat izolata S. aureus (86,2%), koji su
stvararali Zuti pigmen, izolovli su iz mleka krava obolelih od mastitisa i Takeshige 1 sar.
(1983). Manji procenat izolata, koji stvaraju pigment (7-25%), medu koagulaza
pozitivnim stafilokokama izolovanim iz zbirnog mleka utvrdili su Adesiyun i sar.
(1999).

Hemoliza je znacajna karakteristika patogenih stafilokoka i sojevi koji se izoluju kao
uzro¢nici mastitisa najceS¢e imaju ovu osobinu. Kao fenotipska karakteristika se
dokazuju na krvnom agaru, a molekularnim metodama se dokazuju geni koji kodiraju
odredenu vrstu hemolizina, koji ne moraju uvek da budu eksprimirani. Fenotipska
hemoliza pokazuje da je soj aktivan u sintezi egzoproteina koji ostecuju tkivo razlazuci
ga 1 prevode¢i u hranljivi supstrat koji im omogucava da opstanu u tkivu i1 da se
umnoze.

Za stafilokoke koje izazivaju mastitise je karakteristi¢no da naj¢eSce na krvnom agaru
daju beta hemolizu, alfa 1 beta hemolizu ili samo alfa hemolizu. Najve¢i broj koagulaza
pozitivnih stafilokoka, izolovanih u nasim ispitivanjima, je na krvnom agaru stvarao
beta hemolizu (50%), alfa i beta hemolizu (36%), beta i delta hemolizu (8%), delta

hemolizu 4% i alfa hemolizu 2%. Rezulti slicni naSim su dobijeni u viSe studija.
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Morandi i sar. (2009) su utvrdili da 54% izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka
izolovanih u slu¢ajevima mastitisa krava, na krvnom agaru stvara beta hemolizu, a 40%
izolata stvara alfa i beta hemolizu. Franco i sar. (2008) su utvrdili da S. aureus stvara
beta hemolizu u 29% slucajeva, a alfa i beta hemolizu u 37 % slucajeva. Sabini i sar.
(2001) su utvrdili da 46,51% izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka daje beta
hemolizu. Silva. i sar. (2000) su utvrdili da 43,3% izolata koagulaza pozitivnih
stafilokoka na krvnom agaru daje beta hemolizu a 26,8% izolata daje alfa i beta
hemolizu. Akineden i sar. (2001) su dokazali da od 103 izolata S. aureus beta hemolizu
na krvnom agaru stvara 50 izolata.

Za razliku od rezultata dobijenih u naSim istraZzivanjima Matsunaga i sar. (1993) su
ustanovili da 65,5% izolata S. aureus stvara beta hemolizu, a Arshad i sar. (2006) su
utvrdili da svi izolati S. aureus, izolovani u slucajevima mastitisa krava daju beta
hemolizu na krvnom agaru.

Neki autori smatraju da sposobnost stafilokoka da stvaraju hemolizine zavisi od
podrucja sa kojeg potiu izolati (Isrina i sar., 2004). Ovo svoje miSljenje autori
potkrepljuju rezultatima da su izolati stafilokoka sa podru¢ja Nemacke stvarali beta ili
alfa i beta hemolizu, a izolati sa podru¢ja Jave nisu stvarali hemolizu na krvnom agaru.
Sposobnost stafilokoka da stvaraju beta hemolizin zavisi i od farme do farme. Piccinini
I sar. (2012) su utvrdili da su svi izolati S. aureus sa jedne farme stvarali beta hemolizu
na krvnom agaru, a da je sa druge farme samo jedan izolat stvarao beta hemolizu. Pri
ispitivanju genotipske osobine koagulaza pozitivnih stafilokoka da stvarju beta
hemolizin dokazuje se prisustvo hlb gena. Prema nekim autorima rezultati ispitivanja
hemolize na krvnom agaru se upotpunosti ne slazu sa prisustvom gena za sintezu
hemolizina. Ispitivanjem odnosa hemolize na krvnom agaru i prisustva hlb gena,
Aarestrup i sar. (1999) su prisustvo hlb gena dokazali kod 96% izolata, a beta hemolizu
na krvnom agaru su potvrdili samo kod 75% izolata.

Za razliku od ovih autora, Ebrahimii i sar. (2009) ustanovili da izolati koagulaza
pozitivnih stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka u slucajevima mastitisa krava ne
daju beta hemolizu na krvnom agaru.

Stafilokoke izolovane u slu¢ajevima mastitisa krava rede daju alfa hemolizu na krvnom

agaru u odnosu na beta hemolizu. Rezultati dobijeni u naSim ispitivanjima su pokazali
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da je samo jedan izolat (2%) stvarao alfa hemolizu, a alfa i beta hemolizu na krvnom
agaru je stvaralo 28 (40%) izolata. Rezultati naSih ispitivanja su u saglasnosti sa
rezultatima Sabini i sar. (2001) koji su ustanovili 2,32% izolata S. aureus koji su na
krvnom agaru stvarali alfa hemolizu. Za razliku od rezultata dobijenih u naSim
ispitivanjima vise autora je utvrdilo vecu ucestalost nalaza stafilokoka izolovanih u
slu¢ajevima mastitisa krava koje su na krvnom agaru stvarale alfa hemolizu. Morandi i
sar. (2009), su alfa hemolizu dokazali kod 6% izolata, alfa i beta hemolizu kod 40%
izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka. Franco i sar. (2008) su utvrdili 12% izolata
stafilokoka koji su na krvnom agaru davali alfa hemolizu. Silva i sar. (2000) su
dokazali da 16,5% izolata stvara alfa hemolizu, a 26,8% izolata stvara alfa i beta
hemolizu. Boerlin i sar. (2003) su kod 45 od 159 ispitanih izolata S. aureus utvrdili alfa
hemolizu na krvnom agaru. Ispituju¢i hemolizu na krvnom agaru kod 103 izolata S.
aureus Akineden i sar. (2001) su utvrdili alfa hemolizu kod 25 izolata. Najveéi procenat
izolata S. aureus (74,1%) koji stvaraju alfa hemolizu na krvnom agaru su ustanovili
Matsunaga i sar. (1993).

Ebrahimi i sar. (2009) su analizom sojeva S. aureus izolovanih iz mleka krava u
slucajevima subklini¢kih mastitisa, utvrdili da tri izolata stvaraju alfa i beta hemolizu, a
pet izolata stvara alfa, beta i delta hemolizu na krvnom agaru.

Patogene stafilokoke izolovane u slucajevima mastitisa krava najrede stvaraju delta
hemolizin. Rezultati naSih ispitivanja pokazuju da je 4,28% izolata koagulaza
pozitivnih stafilokoka, izolovanih iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena
krava, stvaralo delta hemolizu na krvnom agaru. Znacajno veéi procenat izolata
stafilokoka (17,3%) koje stvaraju delta hemolizu na krvnom agaru utvrdili su Silva i
sar. (2000). Za razliku od rezultata dobijenih u nasim istrazivanjima Ebrahimii i sar.
(2009) nisu utvrdili da izolati stafilokoka stvaraju delta hemolizu, a i Isrina i sar.
(2004.) su utvrdili sposobnost stvaranja delta hemolize na krvnom agaru samo kod
jednog izolata poreklom iz Nemacke.

U nekoliko istrazivanja osobina stafilokoka, izolovanih iz uzoraka mleka uzetih iz
vimena krava u slucajevima mastitisa, je utvrdeno da odredeni broj izolata stafilokoka
ne stvara hemolizu na krvnom agaru. Silva i sar. (2000) su utvrdili da 13,4% izolata

stafilokoka nije stvaralo hemolizu na krvnom agaru, Franco i sar. (2008) su utvrdili
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21% izolata koji nisu stvarali hemolizu. Akineden i sar. (2001) su utvrdili da od 103
izolata koje su ispitali, 28 nije stvaralo hemolizu na krvnom agaru, a Sabini i sar.
(2001) su ustanovili 51,16% izolata koji nisu pokazivali sposobnost hemolize.
Biohemijskom identifikacijom odabranih 50 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka
ustanovljeno je da 44 (88%) pripada S. aureus, dok 6 (12%) pripada drugim vrstama
koagulaza pozitivnih stafilokoka. Rezultati naSih istrazivanja su u saglasnosti sa
rezultatima prikazanim u viSe istrazivanja. Visoku prevalenciju S. aureus u stadu
navode i Cappuro i sar. (1999) koji su 97% izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka
biohemijski identifikovali kao S. aureus. Younis i sar. (2000) potvrduju APIStaph
testovima da 98% izolata koje su ispitivali pripada S. aureus, a da Costa i sar. (2010) su
istim metodom 98,25% izolovanih koagulaza pozitivnih stafilokoka identifikovali kao
S. aureus. Sli¢ne rezultate navode Robertson i sar. (1996) koji su od 487 izolata
koagulaza pozitivnih stafilokoka, izolovanih iz mleka krava sa subklinickim mastitisom
u stadu sa visokom prevalencijom mastitisa, 82,1% identifikovali kao S. aureus, a
17,9% kao druge vrste koagulaza pozitivnih stafilokoka. Analiziraju¢i odnos izmedu S.
aureus i drugih koagulaza pozitivnih i stafilokoka u zapatima sa niskom prevalencijom
mastitisa autori su ustanovili S. aureus u 57% slucajeva, a druge vrste koagulaza
pozitivnih stafilokoka u 43% slucaja.

Lamprell i sar. (2004) su, identifikacijom koagulaza pozitivnih stafilokoka koje su
izolovali iz sirovog mleka, 82,2% identifikovali kao S. aureus.

Od drugih vrsta stafilokoka, na osnovu biohemijskih osobina, dva izolata (4%) su
identifikovana kao S. chromogenes, a po jedan izolat kao S intermedius (2%), S.
xylosus (2%), S. sciuri (2%) i S. lentus (2%). Sve ove stafilokoke se mogu naci u
vimenu, na telu krave i u okolini.

Jedan izolat koji je u nasim istrazivanjima primenom API staph identifikoavan kao S.
aureus nije na osnovu 16S RNK potvrden kao S. aureus. Prema rezultatima istraZivanja
Langlois i sar. (1983) API-Staph identifikacioni sistemi su u 99,2% slucajeva pouzdani
za identifikaciju S. aureus, a 41,8% u slucajevima identifikacije ostalih koagulaza
pozitivnih stafilokoka.

Velika odstupanja su utvrdena pri identifikaciji S. epidermidis, ali je moguca zamena

izolata S. xylosus sa S. aureus. Pored toga, ustanovljena je zamena izolata koagulaza
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pozitivnih S.hyicus i S. hyicus subsp. chromogenes sa S. epidermidis. Biohemijskom
identifikacijom S. sciuri ustanovljena je pouzdanost 85%, a S. xylosus 68,8%.
Ustanovljene su i zamene S. xylosus i S. hyicus sa S. aureus.

Boerlin i sar. (2003) su, porede¢i fenotipsku identifikaciju stafilokoka sa
identifikacijom specificne 16S RNK, najvec¢a odstupanja uodili u slu¢aju S. warneri, S.
xylosus, S. saprofiticus, S. haemolyticus i S. felis.

Od 44 izolata, koji su u naSim istrazivanjima API Staph testovima, identifikovani kao S.
aureus, 43 (90,70%) izolata je PCR metodom potvrdeno kao S. aureus. Rezultati nasih
ispitivanja su u saglasnosti sa rezultatima da Costa i sar. (2010) koji su utvrdili
poklapanje rezultata fenotipske 1 genotipske identifikacije u slucaju S. aureus.
Medutim, u sluc¢aju drugih vrsta stafilokoka poklapanje rezultata identifikacije je
manje.

Ispitivanje osetljivosti na antibiotike koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz
vimena krava obolelih od mastitisa je vazna karakteristika ali i deo dobre veterinarske
prakse. Dugotrajna ili nedekvatna primena antibiotika je ima za posledicu pojavu
stafilokoka rezistentnih na antimikrobne lekove, pre svega, na beta laktamske
antibiotike jer se oni naj¢eS¢e primenjuju u terapiji. Brojna istraZivanja porast
rezistencije stafilokoka na penicilin obja$njavaju prisustvom beta laktamaze. Stoga je
veoma vazno da se u zapatu utvrdi 1 pratiti zastupljenost izolata koagulaza pozitivnih
stafilokoka koji stvaraju beta laktamazu.

U nasim ispitivanjima su na sve tri farme izolovane koagulaza pozitivne stafilokoke
rezistentne na penicilin. Na farmi sa umerenom prevalencijom je ustanovljena
rezistencija kod 70,40% ispitanih izolata, na farmi sa visokom prevalencijom
rezistentno na penicilin je bilo 60,22%, a na farmi sa niskom prevalencijom je utvrdeno
43,75% izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka rezistentnih na penicilin.

Rezultate nasih ispitivanja potvrduju Hendriksen i sar. (2008) navodeci podatke iz EU
koji pokazuju da sojevi S. aureus izolovani u slucajevima mastitisa krava u visokom
procentu pokazuju rezistenciju na penicilin u veéini zemalja EU osim u Francuskoj,
Norveskoj i Svedskoj.

Antimikrobnu osetljivost smo kod koagulaza pozitivnih stafilokoka pratili tokom

laktacije: nakon telenja, tokom prvih sto dana laktacije, tokom laktacije i perioda
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predzasusenja. Rezultati naSih ispitivanja su pokazali da je zastupljenost izolata
koagulaza pozitivnih stafilokoka rezistentnih na penicilin izolovanih iz uzoraka mleka
uzetih iz Cetvrti vimena krava na farmi sa umerenom prevalencijom 75,80%; 81,48%;
73,68% i 64,21% izolata; na farmi sa visokom prevalencijom 56,56%; 92,68%; 56,82%
i 56,07% izolata, a na farmi sa niskom prevalencijom 40%; 33,33%; 40% i 50% izolata.
Rezultate dobijene u naSim istrazivanjima potvrduju rezultati viSe autora. SliCan
procenat izolata S. aureus rezistentnih na penicilin su utvrdili Giiler i sar. (2005) kod
63,3% izolata, Kalmus i sar. (2011) kod 61,4% izolata i Malinowski i sar. (2002) kod
66,5% izolata, Klimiene i sar. (2011) kod 76,7% izolata, Li i sar. (2009) kod 77,3%
izolata. Turutoglu i sar. (2002) su u zapatu sa prevalencijom S. aureus 33,16%
ustanovili rezistenciju na penicilin kod 69% izolata, i kod vecine rezistentnih izolata
(82,2%) dokazali beta laktamazu.

Znatno vedi procenat izolata S. aureus, rezistentnih na penicilin, su disk difuzionom
metodom utvrdili Bengtsson i sar. (2009) kod 92,9% izolata, Unakal i sar. (2010) kod
86,76% izolata, Ebrahimi i sar. (2009) kod 87,5% izolata, i Kirkan i sar. (2005) kod
95% izolata. Arslan i sar. (2009) su ustanovili rezistenciju na penicilin kod 88,3%
izolata S. aureus izolovanih iz mleka krava obolelih od subklini¢kog mastitisa. Autori
smatraju da je rezistencija na penicilin zasnovana na prisustvu plazmida i da su izolati
S. aureus rezistentni na penicilin imali sli¢an plazmidski profil kao i izolati rezistentni
na druge antimikrobne lekove. Istog misljenja, da su glavni nosioci rezistencije na
penicilin geni smesteni na plazmidima, su Correa i sar. (2005).

Rezultati naSih ispitivanja osetljivosti na penicilin, koagulaza pozitivnih stafilokoka
izolovanih iz uzoraka mleka krava sa farmi sa niskom prevalencijom, su u saglasnosti
sa nalazima Schmidt (2011) koji je ustanovio rezistenciju kod 47.8% izolata S. aureus.
Izolati za koje je u nasim istrazivanjima disk difuzionom metodom utvrdeno da su
rezistentni na penicilin su najéeS¢e stvarali zlatno zuti pigment (62% izolata), zatim
svetlo zlatni (24,13% izolata), belo zlatni (3,44% izolata), krem beo (3,44% izolata) i
beli (3,44% izolata). Da koagulaza pozitivne stafilokoke rezistentne na ampicilin
najcesce stvaraju zlatno zuti pigment pokazuju nalazi El-Jakee i sar. (2010) su kod 86
izolata S. aureus izolovanih iz mleka krava dokazali zlatno zuti pigment kod 72,1%

izolata, beli pigment kod 23,3% izolata i beli pigment kod 4,7% izolata.
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U naSim ispitivanjima izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka rezistentnih na penicilin
G najceSce su primenom API staph identifikovani kao S. aureus (82,85%), zatim S.
chromogenes (6,88%) i po 3,44% S. lentus, S. sciuri, S. intermedius i S. xylosus.
Multipleks PCR metodom kod 82,85% izolata je dokazano postojanje 16S rRNK, dok
kod ostalih izolata nije. Za razliku od rezultata dobijenih u naSim ispitivanjima,
Ebrahimi i sar. (2009) su, ispituju¢i 98 uzoraka mleka krava u slucajevima subklinickog
mastitisa, izolovali koagulaza pozitivne stafilokoke od kojih je 87,5% izolata bilo
rezistentno na penicilin. Najces¢e su koagulaza pozitivne stafilokoke izolovali u
slucajevima subklini¢kih mastitisa i identifikovali ih kao S. aureus (44,44%), zatim S.
hyicus (22,22%), S. epidermidis (11,11%), S. intermedius (5,55% ) i S. capitis (5,55%)
au slucaju klinickog mastitisa S. hyicus (11,11%).

Jedna od karakteristika koagulaza pozitivnih stafilokoka je da stvaraju hemolizu na
krvnom agaru. U cilju utvrdivanja da li postoji veza izmedu tipa hemolize na krvnom
agaru 1 osetljivosti na penicilin G uporedivan je tip hemolize na krvnom agaru i
osetljivost na penicilin G. Koagulaza pozitivne stafilokoke izolovane iz uzoraka mleka
1z pojedinih Cetvrti vimema krava, za koje je disk difuzionom metodom utvrdeno da su
osetljivi na penicilin G, najceS¢e su stvarale beta hemolizu na krvnom agaru (60%
izolata), zatim alfa i beta hemolizu (13,35% izolata), delta i beta hemolizu (20%
izolata) i delta hemoliza (6,66% izolata). 1zolati koagulaza pozitivnih stafilokoka za
koje je disk difuzionom metodom utvrdeno da su rezistentni na penicilin G su najcesce
stvarali beta hemolizu (48,27% izolata); alfa i beta hemoliza (41,38%), delta i beta
hemolizu (6,9%) i alfa hemolizu (3,44% izolata). Izolati koagulaza pozitivnih
stafilokoka, za koje je disk difuzionom metodom utvrdeno da su osetljivi na penicilin G
su ¢eSce stvarali beta hemolizu nego izolati za koje je utvrdeno da su rezistentni na
penicilin, a izolati rezistentni na penicilin G su ¢e$¢e stvarali alfa i beta hemolizu.

Za razliku od rezultata dobijenih u nasim ispitivanjima Arshad i sar. (2006) su utvrdili
da svi izolati rezistentni na penicilin stvaraju beta hemolizu na krvnom agaru, Begum i
sar. (2007) su dokazali da 71,42% izolata rezistentnih na penicilin stvara beta hemolizu
na krvnom agaru.

Colelho i sar. (2009) su dvadeset jedan izolat koji su izolovali iz mleka krava obolelih

od mastitisa PCR metodom potvrdili kao S. aureus. Od devet izolata koji su imali
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sposobnost hemolize na krvnom agaru, sedam izolata je stvaralo alfa i beta hemolizu, a
dva izolata su samo beta hemolizu. Rezistencija na penicilin i ampicilin je ustanovljena
kod 42% izolata S. aureus. Franco i sar. (2008) su, ispituju¢i 117 izolata S. aureus
izolovanih iz mleka krava obolelih od klinickog i subklinickog mastitisa utvrdili da
12% izolata stvara alfa hemolizu, 29% beta hemolizu i 37% izolata alfa i beta
hemolizu. Rezistenciju na penicilin su utvrdili kod 80% izolata.

U praksi se pokazalo da postoji odstupanje od procene osetljivosti stafilokoka na
penicilin primenom rutinske disk difuzione metode u odnosu na rezultate terapije.
Odredivanjem minimalne inhibitorne koncetracije za penicilin se dobijaju precizniji
podaci o osetljivosti ispitanih izolata. CLSI (2006) preporucuje ispitivanje osetljivosti
stafilokoka dilucionom metodom u odnosu na penicilin u cilju odredivanja pravilne
terapije jer se moze zakljuciti o osetljivosti izolata i na ostale penicilinaza osetljive
peniciline.

Za odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije penicilina G odabrano je 146
izolata za koje je disk difuzionom metodom utvrdeno da su osetljivi na penicilin G i
145 1zolata za koje je disk difuzionom metodom utvrdeno da su rezistentni na penicilin
G. Minimalna inhibitorna koncentracija penicilina G za izolate koagulaza pozitivnih
stafilokoka, za koje je disk difuzionom metodom utvrdeno da su osetljivi na penicilina,
je bila 0,003pg/ml (MICsp) 1 2 pg/ml (MICy), a za izolate za koje je disk difuzionom
metodom utvrdeno da su rezistentni na penicilin je bila 8§ pg/ml (MICsp) 1 32 pg/ml
(MICyp).

Prema preporuci CLSI (2006) sojevi ¢ija je MIC <0,12ug/ml penicilina se smatraju
osetljivim na penicilin, a za sojeve kod kojih je MIC>0,25 pg/ml se smatra da imaju
sposobnost sinteze beta laktamaze i da su rezistentni na delovanje penicilinskih lekova
koji su osetljivi na dejstvo beta laktamaze. CLSI (2006) navode da izolati kod kojih se
utvrdi vrednost MIC >0,03 pg/ml najverovatnije ne sintetiSu beta laktamazu. U slucaju
nasih ispitivanja samo je kod dva izolata (13,3%) utvrdena MIC <0,12ug/ml.

Rezultate sliéne nasim dobili su Watts i sar. (1997) koji su kod sojeva S. aureus,
izolovanih u slucajevima mastitisa krava, koji nisu stvarali beta laktamaza utvrdili
MICsp <0,06pg/ml i MICyy 0,25pg/ml, a kod sojeva koji su stvarali beta laktamazu
MICsp 0,5ug/ml a MICgyy 16pug/ml. Araki i sar. (1984) su za sojeve S. aureus izolovane
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iz mleka krava obolelih od klinickog mastitisa utvrdili MICsg 0,2pg/ml, MICgy 1,56
ug/ml i MICgy 6,25ug/ml penicilina.

Manje minimalne inhibitorne koncentracije penicilina G za izolate koagulaza pozitivnih
stafilokoka izolovanih u slucajevima mastitisa krava za koje je disk difuzionom
metodom utvrdeno da su rezistentni na penicilin, utvrdili su Russi i sar. (2008)
0,06pg/ml (MICsp) i 4ug/ml (MICq) i Gentilini i sar. (2000) 0,094 pg/ml (MICsp) i
1,5ng/ml (MICgqp). Neslaganje izmedu disk difuzione i dilucione metode su ustanovili
Gianneechini i sar. (2002) koji su disk difuzionom metodom dokazali 46,1% izolata S.
aureus rezistentnih na penicilin, a odredivnjem mininimalne inhibitorne koncetracije
ustanovili MICsy 0,5ug/ml i MICy >8ug/ml. Visok procenat izolata S. aureus
rezistentnih na penicilin autori objasnjavaju prisustvom beta laktamaze kod velikog
broja (96%) ispitanih izolata.

Ampicilin je antibiotik koji je osetljiv na delovanje beta laktamaze. Od ukupno 23
izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, koji su u nasim istrazivanjima ispitani sa
gazdinstva sa umerenom prevalencijom, svi izolati su bili osetljivi na ampicilin. Ovako
visoka osetljivost na ampicilin se moze objasniti ¢injenicom da se u terapiji mastitisa
krava ampicilin retko koristi.

Sli¢ne rezultate su dobili i drugi autori. Corti i sar. (2003) su utvrdili da je 93% izolata
S. aureus koje su ispitali bilo osetljivo na ampicilin. Manji procenat osetljivosti na
ampicilin (88% izolata) utvrdili su Schroder i sar. (2005). Turutoglu i sar. (2002) su
dokazali osetljivost na ampicilin kod 35,7% izolata koji su stvarali beta laktamazu i kod
86,7% izolata koji nisu stvarali beta laktamazu.

Suprotno od nasih rezultata viSe autora je utvrdilo rezistenciju na ampicilin. Klimiene 1
sar. (2011) su dokazali 78,4% izolata S. aureus rezistentnih na ampicilin i 81,3%
izolata rezistentnih na penicilin. Schmidt (2011) je utvrdio da je 65,6% izolata
stafilokoka rezistentno na ampicilin, a Giiler i sar. (2005) su utvrdili 63,3% izolata
rezistentnih na ampicilin. Moon i sar. (2007) su utvrdili nesto veci procenat izolata S.
aureus rezistentnih na penicilin (74%) nego na ampicilin (73%). Sli¢an nalaz izolata
osetljivih na penicilin i ampicilin su dobili u svojim istrazivanjima Gianneechini i sar.
(2002) koji su utvrdilli 53,9% rezistentnih na penicilin i 53,3% izolata rezistentnih

ampicilin i Correa i sar. (2005) koji su utvrdili 78,94% izolata rezistentnih na ampicilin
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I 77,89% izolata rezistentnih na penicilin. Visok procenat izolata stafilokoka
rezistentnih na ampicilin su utvrdili Malinowski i sar. (2002), pri ¢emu su utvrdili da je
veci procenat stafilokoka izolovanih u slucajevima subklini¢kih mastitisa rezistentntan
na ampicilin (68,9%) u odnosu na procenat stafilokoka izolovanih u slucajevima
klini¢kih mastitisa (54,5%).

Koagulaza pozitivne stafilokoke, koje stvaraju beta laktamazu, su osetljive na delovanje
penicilinskih lekova koji su otporni na dejstvo beta laktamaze. U praksi se, najcesce,
koriste kloksacilin i kombinacije penicilinskih antibiotika sa inhibitorima beta
laktamaze.

Rezultati nasih ispitivanja su pokazali da koagulaza pozitivne stafilokoke izolovane iz
uzoraka mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena krava na farmi sa umerenom i niskom
prevalencijom koagulaza pozitivnih stafilokoka, bili osetljivi na
amoksicilin/klavulansku kiselinu. Koagulaza pozitivne stafilokoke, izolovane iz
uzoraka mleka krava uzetih na farmi sa visokom prevalencijom koagulaza pozitivnih
stafilokoka, su u 92,9% slucajeva bile osetljive na kombinaciju amoksicilin/klavulanska
kiselina.

Rezultate sli¢éne naSim dobilo je viSe autora. Gentilini i sar. (2000) su ustanovili
osetljivost na ampicilin/sublaktam kod svih izolata koje su izolovali iz mleka krava
obolelih od klini¢kog i subklinickog mastitisa. De Oliviera i sar. (2000) navode da su
sojevi S. aureus izolovani u slucajevima mastitisa krava u zemljama Evrope vrlo
osetljivi na kombinaciju amoksicilin/klavulanska kiselina. Turutoglu i sar. (2006) su
ustanovili osetljivost S. aureus na amoksicilin/klavulansku kiselinu kod 93,2% izolata,
a svi izolati S. aureus kod kojih su dokazali da stvaraju beta laktamazu su bili osetljivi
na amoksicilin/klavulansku kiselinu.

Manju osetljivost izolata S. aureus (84%) na amoksicilin/klavulansku kiselinu su
ustanovili Kirkan i sar. (2005). Suprotno od rezultata dobijenih u nasim istrazivanjima
Arslan i sar. (2009) su za 85,7% sojeva S. aureus, izolovanih u slu¢ajevima mastitisa
krava, dokazali da su rezistentni na amoksicilin/klavulansku kiselinu i utvrdili sli¢an
plazmidni profil kao kod rezistencije na druge antibiotike.

Kloksacilin je penicilinski antibiotik koji je stabilan na dejstvo beta laktamaze i,

najcesce, se koristi u terapiji stafilokoknih infekcija na kraju laktacije. U naSim
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ispitivanjima svi izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka, poreklom sa farmi sa
umerenom i sa niskom prevalencijom, bili su osetljivi na kloksacilin. Na farmi sa
visokom prevalencijom koagulaza pozitivnih stafilokoka osetljivost na kloksacilin je
utvrdena kod 84,7% izolata.

Rezultati sli¢ni nasim dobijeni su u vise ispitivanja. Osetljivost na kloksacilin kod svih
ispitanih izolata S. aureus su utvrdili su Ebrahimi i sar. (2009) i Yoshimura i sar.
(2002), Arslan i sar. (2009) dokazali da je samo 2,5% izolata S. aureus bilo rezistentno
na kloksacilin. Turutoglu i sar. (2002) navode da postoji znacajna razlika u osetljivosti
S. aureus na kloksacilin u zavisnosti od njihove sposobnosti da stvaraju beta laktamazu.
Cedée su izolati koagulaza pozitivnih koji ne stvaraju beta laktamazu bili osetljivi na
kloksacilin (88,9%) nego izolati koji su imali sposobnost da stvaraju beta laktamazu
(76,2%).

Manju osetljivost na kloksacilin S. aureus izolovanih u slu¢ajevima subklini¢kih
mastitisa krava (62,4% izolata) u odnosu na osetljivost S. aureus izolovanih u
sluc¢ajevima klinickih mastitisa (66,7% izolata) utvrdili su Malinowski i sar. (2002).
Cefalosporini su grupa beta laktamskih antibiotika koji su stabilniji u prisustvu beta
laktamaze u odnosu na penicilinske antibiotike. Najve¢i zna€aj u terapiji mastitisa
izazvanih koagulaza pozitivnim stafilokokama imaju cefalosporini prve generacije jer
su najefikasniji u odnosu na gram pozitivne bakterije.

Ispitivali smo osetljivost na cefaleksin kod koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih
iz uzoraka mleka krava u periodu predzasuSenja. Rezultati ispitivanja su pokazali da je
90% izolata poreklom sa farmi sa umerenom prevalencijom bilo osetljivo na cefaleksin
a 97,3%, izolata poreklom sa farmi sa visokom prevalencijom. Svi izolati koagulaza
pozitivnih stafilokoka izolovani iz uzoraka mleka krava uzetih na farmi sa niskom
prevalencijom su bili osetljivi na cefaleksin.

Rezultate slicne nasim dobilo je vise autora. Ebrahimi i sar. (2009) koji su utvrdili da su
svi izolati S. aureus izolovani u sluc¢ajevima subklinickih mastititisa bili osetljivi na
cefaleksin. Za razliku od rezultata dobijenih u naSim istrazivanjima Correa i sar. (2005)
su medu izolatima, iz zapatu sa visokom prevalencijom izolata rezistentnih na veci broj

antibiotika, utvrdili 35,79% izolata rezistentnih na cefaleksin.
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Slicane rezultate u odnosu na cefalosporine prve generacije, kao S§to su rezultati
dobijeni u nasim ispitivanjima osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka poreklom sa
farmi sa visokom i umerenom prevalencijom koagulaza pozitivnih stafilokoka dobili su
Schmidt (2011), koji je utvrdio osetljivost na cefalotin kod 98,91% izolata S. aureus i,
Kalmus i sar. (2011) koji su ustanovili rezistenciju na isti antibiotik kod 3,8% izolata.
Gentilini i sar. (2000) i Gianneechini i sar. (2002) i Pitkala i sar. (2004) su utvrdili da su
svi ispitivani izolati S. aureus bili osetljivi na cefalotin. U zapatu visokom
prevalencijom (28,33%) koagulaza pozitivnih stafilokoka Kirkan i sar. (2005) su kod
85% ispitivanih izolata ustanovili osetljivost na cefkvinom Turutoglu i sar. (2006) su
ustanovili 90,3% izolata osetljivih na cefuroksim.

Cefalosporini tre¢e generacije se retko koriste u terapiji stafilokoknih mastitisa,
obzirom da je njihova efikasnost u odnosu na gram pozitivne mikroorganizme manja
negd kod cefalosporina prve generacije. U nasSem radu ispitivana je osetljivost izolata
koagulaza pozitivnih stafilokoka prema ceftiofuru. Rezultati nasih ispitivanja su
pokazali da su svi izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka sa sve tri farme bili osetljivi
na ceftiofur.

Iz grupe aminoglikozidnih antibiotika se, najcesce, ispituje osetljivost na gentamicin.
Gentamicin se retko koristi u terapiji staflokoknih mastitisa krava zbog dugacke
karence, a pojava sojeva koji su rezistentni na gentamicin najceS¢e je posledica
upotrebe u terapiji drugih oboljenja u zapatu. U naSim ispitivanjem je utvrdena
osetljivost kod 45,8% izolata poreklom sa farmi sa umerenom prevalencijom, 48%
izolata poreklom sa farmi sa visokom prevalencijom i kod 55,6% izolata poreklom sa
farmi sa niskom prevalencijom koagulaza negativnih stafilokoka.

Rezultati sli¢ni nasim dobijeni su u vise istrazivanja. Unakal i sar. (2010) su dokazali
osetljivost na gentamicin kod 52,94% izolaza S. aureus. Na osnovu rezultata iz dve
studije Turutoglu i sar. (2002) i Turutoglu i sar. (2006) navode da nema znacajne
razlike u osetljivosti na gentamicin izmedu izolata S.aureus Kkoji stvaraju beta
laktamazu i izolata koji ne stvaraju beta laktamaza.

Moon i sar. (2007) su utvrdili rezistenciju na gentamicin kod 29% izolata koji su imali
sposobnost stvaranja enterotoksina i 23% izolata koji nisu imali sposobnost stvaranja

enterotoksina.
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Za razliku od rezultata dobijenih u naSim istrazivanjima Ebrahimi i sar. (2009),
Gianneechini i sar. (2002) i Pitkala i sar. (2004) su utvrdili da su svi ispitivani izolati S.
aureus bili osetljivi na gentamicin. Visok procenat izolata koagulaza pozitivnih
stafilokoka osetljivih na gentamicin utvrdili su Gentilini i sar. (2000) kod 96,6% izolata
i Correa i sar. (2005) kod 80,05% izolata.

Ispitivanjem osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka na tetracikline utvrdeno je da
je osetljivo na tetraciklin 69,7% izolata poreklom sa farme sa umerenom prevalencijom,
87,7% izolata poreklom sa farme sa visokom prevalencijom i 54,5% izolata poreklom
sa farme sa niskom prevalencijom koagulaza pozitivnih stafilokoka.

Rezultati sliéni nasim dobijeni su u viSe ispitivanja. Malinowski i sar. (2002) su
dokazali da je 60,35% sojeva S. aureus izolovanih u slu¢ajevima subklinickih mastitisa
57,9% sojeva S. aureus izolovanih u sluc¢ajevima klinickog mastitisa bilo osetljivo na
tetraciklin. Giiler i sar. (2005) su ustanovili rezistenciju na oksitetraciklin kod 27,9%
izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka poreklom iz zapata sa 63,3% izolata
rezistentnih na penicilin i ampicilin, a Li i sar. (2009) ustanovili rezistenciju na
tetraciklin kod 60,0% izolata S. aureus poreklom iz zapata sa vusokim procentom
(77,3%) izolata S. aureus rezistentnih na penicilin i ampicilin. Suprotno od napred
navedenih rezultata Kirkan i sar. (2005) su utvrdili da je 60% izolata S. aureus osetljivo
na oksitetraciklin poreklom iz zapata sa visokim procentom izolata rezistentnih na beta
laktamske lekove, a Correa i sar. (2005) su ustanovili 64,22% izolata S. aureus
rezistentnih na tetraciklin pri ¢emu su sojevi na veci broj antibiotika bili rezistentni i na
tetraciklin. Sli¢ne rezultate su dobili i Gianneechini i sar. (2002) koji su ustanovili 14%
izolata S. aureus rezistentnih na oksitetraciklin i Turutoglu i sar. (2002) koji su kod
izolata poreklom iz zapata sa visokom prevalencijom S. aureus utvrdili osetljivost kod
52,4% izolata S. aureus koji su stvarali beta laktamaz i 55,6% izolata koji nisu stvarali
beta laktamazu.

Moon i sar. (2007) navode da je pojava rezistencije S. aureus na tetracikline ¢es¢a kod
izolata koji imaju sposobnost stvaranja enterotoksina (33%) nego kod izolata koji ne
stvaraju enterotoksine (19%). Turutoglu i sar. (2006) su utvrdili da su izolati S. aureus,
koji su stvarali beta laktamzu, bili ¢es¢e osetljivi na oksitetraciklin (34,2%) nego izolati

koji nisu stvarali beta laktamazu (30%).
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Za razliku od rezultata dobijenih u naSim ispitivanjima Ebrahimi i sar. (2009) su
utvrdili da su svi izolati S. aureus, koje su ispitali, bili osetljivi na oksitetraciklin.
Makrolidi i linkozamidi deluju na osetljive bakterije tako Sto koce sintezu RNK
zavisnih proteina metilacijom ili mutacijom, pri ¢emu dolazi do unakrsne rezistencije
kod ove dve grupe antibiotika.

Rezultati dobijeni u ovom radu su pokazali da su na linkomicin bili osetljivi svi izolati
koagulaza pozitivnih stafilokoka poreklom sa farme sa visokom prevalencijom, 75%
izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka poreklom sa farme sa niskom prevalencijom i
73,9% izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka poreklom sa farme sa sa umerenom
prevalencijom (tabela 5.3.16., 5.3.17., 5.3.18.).

Rezultate dobijene u nasim istrazivanjima potvrduju rezultati iz viSe studija. Aslantas i
sar. (2011) su utvrdili 74,03% izolata S. aureus osetljivih na linkomicin, Kalmus i sar.
(2011) su utvrdili 82,4% izolata S. aureus osetljivih na linkomicin i Turutoglu i sar.
(2006) su utvrdili 77,7% izolata S. aureus osetljivih na linkomicin. U veéem procentu
su bili osetljivi na linkomicin izolati S. aureus koji su stvarali beta laktamazu (78,9%
izolata) nego izlati S. aureus koji su nisu stvarali beta laktamazu (70,0% izolata).
Correa i sar. (2005) su utvrdili visok procenat (71,58%) izolata rezistentnih na
linkomicin koagulaza pozitivnih stafilokoka koje su bile rezistentne na veéi broj
antibiotika. Kod 80,0% izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, rezistentnih na
linkomicin, utvrdili su plazmid za prenos rezistencije, ¢ime objasnjavaju visok nivo
rezistencije 1 pojavu izolata rezistentnih na veci broj antibiotika.

Poslednjih godina u humanoj i veterinarskoj medicini poseban problem predstavljaju
koagulaza pozitivne stafilokoke rezistentne na meticilin. Znacaj stafilokoka
rezistententnih na meticilin je proSiren iz oblasti humane 1 veterinarske medicine na
industriju hrane. Pri tome se posebno posvecuje paznja stafilokokama izolovanim iz
uzoraka mleka krava u slucajevima subklinickih mastitisa. Otkriveno je da mecA gen
odgovoran za rezistenciju na meticilin, lancano vezuje za sebe druge gene rezistencije
(takozvana vezana rezistencija) pa se tako prenoSenjem mecA gena izmedu stafilokoka
posledi¢no prenose i svi ostali naknadno "zakaceni" geni rezistencije. Stafilokoke za
razliku od drugih vrsta bakterija imaju jako izrazenu sposobnost mutacije genoma u

kontaktu sa antibioticima, odnosno stafilokoke lakSe od svih drugih vrsta bakterija
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mutiraju u prisustvu antibiotika i postaju otporne na njihovo delovanje. Time se
objasnjava rezistencija na veliki broj antibiotika kod sojeva MRSA (Misi¢, 2012).
Prisustvo mecA je ispitivano kod 15 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka koji su
disk difuzionom metodom ocenjeni kao osetljivi a primenom API staph i na osnovu
16S rRNK i prisustva nuc gena identifikovani kao S. aureus i 35 izolata koji su disk
difuzionom metodom ocenjeni kao rezistentni a primenom API staph i na osnovu 16S
RNK i prisustva nuc gena identifikovani kao S. aureus. lzolati za koje je disk
difuzionom metodom utvrdeno da su osetljivi na penicilin G su stvarali pigment (zlatno
7uti 46,66% izolata, svetlo zlatni 33,33% izolata i belo-zlatni 20% izolata). Rezultate
slicne nasim dobili su Begum i sar. (2007) koji su utvrdilil7,14% koagulaza pozitivnih
stafilokoka osetljivih na penicilin od kojih je 25,71% izolata davalo zlatno-zuti
pigment, 51,43% zutni pigment, a 22,86% izolata nije stvaralo pigment.

Na prisustvo fenotipske rezistencije na meticilin u nasim istraZivanjima ispitano je 373
izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka za koje je disk difuzionom metodom utvrdeno
da su rezistentni na penicilin. Rezistencija na oksacilin je utvrdena kod 14 (3,75%)
izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, a ni kod jednog od 373 izolata nije utvrdena
rezistencija na cefoksitin.

U literaturi ima podataka da je kod stafilokoka kod kojih nije utvrdena fenotipska
rezistencija dokazano prisustvo mecA gena. Stoga je u ovoj disertaciji odabrano 50
izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka (15 izolata osetljivih na penicilin i 35 izolata
rezistentnih na penicilin) za ispitivanje na prisustvo mecA gena. Ni kod jednog od 50
ispitanih izolata nismo dokazali prisustvo mecA gen.

Kaya i sar. (2009) su, poredeci disk difuzionu i mikrodilucionu metodu sa oksacilinom
u otkrivanju mecA gena, potvrdili kod jednog izolata osetljivost ali nije dokazano
prisustvo gena za rezistenciju na meticilin. Isto tako, kod izolata kod kojih su dokazali
mecA gen, ustanovili su osetljivost na oksacilin mikrodilucionom metodom, a kod dva
izolata osetljivost disk difuzionom metodom. Autori ovu neusaglasenost objasnjavaju
heterogenom rezistencijom na meticilin kod S. aureus. Saini i sar. (2012) su sproveli
ispitivanje na 89 mlec¢nih farmi u cilju otkrivanja izolata S. aureus koji su rezistentni na
antibiotike. Utvrdili su rezistenciju na penicilin kod 8,8% izolata, a kod 15% izolata

utvrdili su rezistenciju na vec¢i broj antibiotika. Iako nisu dokazali rezistenciju na
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oksacilin i cefalotin autori su dokazali kod jednog izolata S. aureus prisustvo mecA
gena.

Hendriksen i sar. (2008) navode da je rezistencije na meticilin S. aureus, izolovanih u
slu¢ajevima mastitisa krava dokazana samo u dve zemlje EU u Spaniji kod 3,7% i u
Francuskoj 8,3% ispitanih izolata.

Asfour i sar. (2011) su sproveli istrazivanje fenotipske i genotipske rezistencije S.
aureus i drugih koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka krava u
slu¢ajevima mastitisa. U cilju utvrdivanja fenotipske rezistencije ispitivali su osetljivost
izolata stafilokoka na penicilin i amoksicilin/klavulansku kiselinu a za utvrdivanje
genotipske rezistencije ispitivali su prisustvo blaZ gena. Rezistenciju na meticilin su
ispitivali pomocu diska oksacilina od 1ug i dokazivanjem mecA gena. Za jedan soj S.
aureus, izolovan u slucaju klinickog mastitisa krava, utvrdili su da je osetljiv na
amoksicilin/klavulansku kiselinu, oksacilin, cefoksitin, a rezistentan na penicilin i
dokazali prisustvo blaZ gen. Kod ostalih vrsta koagulaza pozitivnih stafilokoka,
izolovanih u slu¢ajevima klini¢kih mastitisa, kod 6 izolata su utvrdili da su rezistentni
na cefoksitin, kod pet na oksacilin, a svi ispitivani izolati su bili rezistentni na penicilin.
Kod osam izolata su dokazali blaZ gen i mecA gen, u po dva izolata su dokazali samo
mecA gen i samo blaZ gen.

Uporedujuci efikasnost fenotipskog 1 genotipskog testa autori su uocili pozitivnu
korelaciju kod vecine izolata. Poklapanje nije utvrdeno u dve grupe izolata: u prvoj
grupi gde nije utvrden mecA gen a ustanovljena rezistencija na oksacilin i na cefoksitin.
Razlozi za dobijanje razli¢itih rezultata bi prema autorima mogli da budu: 1. sinteza
modifikovanog unutraSnjeg penicilin vezujuceg proteina2 koji ima mali afinitiet za
meticilin i 2. hiperprodukcija beta laktamaze.

Lee (2003) navode da su ispitivanjem kod 28 izolata S. aureus ustanovili rezistenciju na
oksacilin, a da je vecina tih izolata posle vise subkultivacija postala fenotipski osetljiva
na oksacilin. Kod 15 izolata utvrdili su prisustvo mecA gena, a 12 izolata je poticalo iz
uzoraka mleka krava. Vecina sojeva S. aureus (9 izolata) je izolovana iz mleka krava sa
povecanim brojem somatskih ¢elija u mleku.

Prisustvo meticilin rezistentnih koagulaza pozitivnih stafilokoka su dokazali Coelho i

sar. (2009) kod Sest (25%) od 65 izolata koje su ispitali multipleks PCR metodom.

99


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20JH%5Bauth%5D

Moon i sar. (2009) su, ispitujuci 835 izolata S. aureus Kkoji su izolovali iz mleka krava
obolelih od mastitisa, utvrdili 21 (2,5%) izolat rezistentan na oksacilin, a mecA gen su
dokazali kod 13 izolata. Minimalna inhibitorna koncetracija oksacilina utvrdena u toj
studiji je iznosila 16pg/ml. Nam i sar. (2011) su, od 402 soja S. aureus izolovana iz
uzoraka mleka krava obolelih od mastitisa, kod 17 izolata dokazali prisustvo mecA
gena. Takode, autori navode da su karakteristike meticilin rezistentnih S. aureus
identi¢ni sa humanim izolatima koji su dokazani u Koreji i ukazuju na znacaj Sirenja
infekcija izazvanih meticilin rezistentnim stafilokokama uzmedu ljudi i Zivotinja.
Vanderhaeghen i sar. (2010) su analizom uzoraka mleka krava ispitivali prevalenciju
meticilin rezistentnih S. aureus na belgijskim farmama i dokazali mecA gen 11 (9,3%)
od 118 sojeva S. aureus izolovanih iz uzoraka mleka krava. Tiirkyilmaz i sar. (2010) su,
ispitivanjem prevalencije S. aureus rezistentnih na meticilin u Turskoj i dokazali
prisustvo mecA gena kod 16 od 93 ispitana izolata.

Trideset devet izolata (78%) koja smo ispitali PCR metodom na osnovu 16S rRNK
karakteristiCane za stafilokoke i nuc gen je potvrdeno kao S. aureus. Pet izolata (10%)
je imalo 16S rRNK karakteristi¢nu za stafilokoke ali ne i gen za nukleazu. Padilha i sar.
(2000) navode da dokazivanje TN-aze kao jedinstven kriterijuma za identifikaciju S.
aureus nije pouzdano.

Obzirom da smo kao zadatak postavili da utvrdimo koliki je rizik za zdravlje ljudi nalaz
enterotoksogenih koagulaza pozitivnih stafilokoka, izolovanih iz mleka krava sa
subklinickim mastitisom, odabrane izolate koagulaza pozitivnih stafilokoka smo
imunoenzimskom metodom na mini VIDAS aparatu ispitali na sposobnost sinteze
klasi¢énih enterotoksina SEA, SEB, SEC, SED 1 SEE.

Od 50 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka ispitanih na mini VIDAS aparatu, kod
10 (20%) izolata je dokazana sposobnost sinteze klasi¢nih enterotoksina SEA-SEE.
Rezultate slicne nasim navode Cenci-Goga i sar. (2003) koji su utvrdili 13,75% S.
aureus koji stvaraju enterotoksine.

Veci procenat sojeva S. aureus koji stvaraju enterotoksine, nego Sto je dokazano u
naSim ispitivanjima, utvrden je u vise studija. Jorgensen i sar. (2005) su dokazali
sposobnost sinteze klasi¢nih enterotoksina kod 22,1% izolata S. aureus, Moon sar.
(2007) kod 23,6%, a Boynukara i sar. (2008) kod 25,5% ispitivanih izolata S. aureus,
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Kenny i sar. (1993) kod 28,6% S. aureus. Vise autora je dokazalo veliki procent sojeva
S. aureus-a izolovanih iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena krava ima
sposobnost sinteze enterotoksina. Sposobnost sinteze enterotoksina su dokazali
Takeshige i sar. (1983) kod 33,3% izolata S. aureus, Adesyan i sar. (1998) kod 47,3%
izolata S. aureus Adesyan i sar. (1995) kod 53,6% izolata S. aureus, Stephan i sar.
(1999) kod 54% izolata S. aureus, a Joffe i sar. (2006) navode znatno vi$u prevalenciju
(77,3% izolata).

Izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka kod kojih smo ELFA metodom potvrdili
sposobnost sinteze enterotoksina, analizirali smo PCR metodom na prisustvo gena za
sinezu enterotoksina. Ispitivali smo prisustvo gena za sintezu enterotoksina A, B i D jer
oni imaju najveci znacaj za bezbednost namirnica. Od 10 izolata za koje je mini VIDAS
tehnikom dokazano da stvaraju klasi¢ne enterotoksine (SEA-SEE) kod jednog izolata je
dokazano prisustvo gena za sintezu enterotoksina B. Ni jedan ispitivani izolat nije imao
gene za sintezu enterotoksina A i D.

Rezultati dobijeni u naSim ispitivanjima su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u
istrazivanjima drugih autora. Cenci-Goga i sar. (2003) nisu dokazali sposobnost sinteze
enterotoksina A i D kod sojeva S. aureus izolovanih iz uzoraka mleka krava u
sluCajevima mastitisa. Stephan i sar. (1999) su dokazali kod dva od 63 enterotokogena
soja stafilokoka sposobnost da sintetiSu enterotoksine B i D. Moon i sar. (2007) su kod
17 izolata ustanovili sposobnost sinteze enterotoksina B samostalno i kod 27 izolata u
kombinaciji ABCD od 164 enterotoksogena izolata. Fueyo i sar. (2005) su kod jednog
izolata od ukupno 84 enterotoksogenih S. aureus, koje su izolovali iz mleka krava
obolelih od subklinickog mastitisa, dokazali sposobnost stvaranja enterotoksina B
imunoenzimski i potvrdili dokazom seb gen. U istrazivanjima Adesyan i sar. (1995)
sposobnost sinteze enterotoksina B je dokazana kod 57,5%, enterotoksin A kod 23,9%
I enterotoksin D kod 15,7% sojeva S. aureus izolovanih iz mleka krava obolelih od
subklini¢kog mastitisa.

Za razliku od enterotoksina E koji se retko dokazuje, enterotoksin C se u svoje tri forme
Cl1, C2 i C3 cCesto potvrduje kod S. aureus izolovanih iz vimena krava obolelih od
matitsa. U prilog ovom misljenju su i nalazi Ebling i sar. (2001) koji navode da je sec

gen najcesc¢e eksprimiran kod S. aureus koji izaziva mastitis krava. Kuroishi i sar.
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(2003) ukazuju na znacaj enterotoksina C u patogenezi zapaljenja vimena. Prisustvo Ssec
gena je CeS¢e kod S. aureus izolovanih u slucajevima mastitisa nego kod sojeva
poreklom iz zdravog vimena. Cenci-Goga i sar. (2003) su sposobnost stvaranja
eneterotoksin C dokazali kod 31,81% izolata S. aureus, a kod 13,63% izolata su
dokazali sposobnost stvaranja enterotoksina C i D. Adesyan i sar. (1995) su dokazali
sposobnost sinteze enterotoksina C kod 50%, a enterotoksina B kod 57,5% ispitanih
izolata S. aureus. Larsen i sar. (2002) navode da su ispitivanjima S. aureus izolovanih
iz mleka krava u slu¢ajevima mastitisa u Evropskim zemljama najées¢e dokazani geni
za sintezu SEC, i SED. U vise istrazivanja je utvrdeno da sojevi S. aureus izolovani u
slu¢ajevina mastitisa krava najceS¢e stvaraju enterotoksin C (Stephan 1 sar., 1999;
Fueyo i sar., 2005; Jorgensen i sar., 2005; Rahimi i sar. 2012). Za razliku od napred
navedenih rezultata Boynukara i sar. (2008) navode ni kod jednog izolata S. aureus nisu
dokazali sposobnost stvaranja enterotoksin C.

Svi izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka kod kojih smo dokazali sposobnost sinteze
enterotoksina su biohemijskim ispitivanjem identifikovani kao S. aureus, a PCR
metodom je potvrdeno prisustvo 16S rRNK karakteristi¢ne za stafilokoke i prisustvo
nuc gena kod svih izolata.

Rezultate dobijene u naSim istrazivanjima da od koagulaza pozitivnih stafilokoka
enterotoksine stvara S. aureus potvrduju rezultati dobijeni u vise studija (Moon i sar.,
2007; Akineden i sar., 2001; Neder i sar., 2011; Rahimi i sar., 2012; Singh i sar., 2011;
Peles i sar. 2007; Kenny i sar., 1993; Takeshige i sar. 1985 i Rall i sar. 2008).

Za razliku od rezultata dobijenih u naSim istraZzivanjima Lamprell i sar. (2004) su kod
sojeva S. intermedius izolovanih iz sireva, napravljenih od sirovog mleka, dokazali
sposobnost sinteze klasi¢nih enterotoksina, a naj¢esce enterotoksina C.
Makromorfoloskim ispitivanjem na krvnom agaru ustanovljeno je da su svi izolati
enterotoksogenih S. aureus-a u naSim ispitivanjima imali sposobnot sinteze zlatnog
pigmenta, a intenzitet boje se kretao od belo-zlatne (30%), svetlo zlatne (50%) i zlatne
(10%).

Neder i sar. (2011) su za ispitivanje sposobnosti sinteze enterotoksina S. aureus
karakteristiénih makromorfoloSkih karakteristika na krvnom agaru koji su izolovali iz

zbirnog mleka, a boja kolonija je varirala od sivkasto-bele do zlatno-zute.
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Svi izolati enterotoksogenog S. aureus su pokazali sposobnost hemolize na krvnom
agaru. Fueyo i sar. (2005) su, ispitujuci karakteristike enterotoksogenih S. aureus koje
su izolovali iz mleka krava obolelih od subklini¢kog mastitisa, ustanovili boju pigmenta
od sivo-bele do zute.

Rezultati nasih ispitivanja stvaranja hemolize na krvnom agaru su pokazali da su izolati
koagulaza pozitivnih stafilokoka stvarali beta hemolizu (70% izolata), zatim alfa i beta
kod hemolizu (20% izolata) i delta hemolizu (10% izolata). Rezultati sli¢ni nasim
dobijeni su u vise ispitivanja. Larsen i sar. (2002) su, ispituju¢i karakteristike
enterotoksogenih S. aureus u devet zemalja Evrope, ustanovili da 97% izolata stvara
beta hemolizu na krvnom agaru i ima hlb gen. Akineden i sar. (2001) su, kao najces¢i
tip hemolize kod S. aureus, izolovanog iz mleka krava obolelih od mastitisa, dokazali
beta hemolizin a zatim alfa. Takeshige i sar. (1985) su kod 87 izolata S. aureus koje su
izolovali iz mleka krava obolelih od mastitisa, utvrdili fenotipsku alfa hemolizu kod
69% izolata, beta hemolizu kod 95,4% izolata, a delta hemolizu kod 66,6% izolata.
Peles i sar. (2007) su iz zbirnog mleka krava izolovali koagulaza pozitivne stafilokoke
koje su na krvnom agaru stvarale alfa i beta hemolizu i imale seb, sed i sec gen, kao i
koagulaza pozitivne stafilokoke koje su na krvnom agaru stvarale slabu hemolizu i
imale sea, sec i seg/sei gen.

Od deset izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka za koje smo u naSim istraZivanjima
imunoenzimskom metodom dokazali da stvaraju klasi¢ne enterotoksine, za osam
izolata je disk difuzionom metodom utvrdeno da su osetljivi na penicilin G, a za dva
izolata je utvrdeno da su rezistentni na penicilin G. Adesyun i sar. (1995) navode da su
kod 53,6% sojeva S. aureus, izolovanih iz mleka krava obolelih od mastitisa, dokazali
sposobnost sinteze enterotoksina B i C, od kojih je 23,6% bilo rezistentno na penicilin
G. Sli¢ne rezultate dobili su Moon 1 sar. (1999) koji su utvrdili da su izolati S. aureus
kod kojih je dokazana sposobnost stvaranja enterotoksina A bili rezistentni na penicilin
G, a znatno manji procenat izolata S. aureus koji su stvarali enterotoksin B je bio
rezistentan na penicilin G, a izolati S. aureus koji su stvarali enterotoksine A, B, C i D
su u najvecem procentu bili osetljivi na penicilin G. Jorgensen i sar. (2005) Peles i sar.
(2007) i navode da izolati S. aureus izolovani iz zbirnog mleka koji su imali gene za

sintezu enterotoksina, bili su u malom procentu rezistentni na penicilin G. Haennil i sar.
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(2010) su utvrdili da je 14,29% S. aureus kod kojih je dokazan sec gen bilo rezistentno
na penicilin, a 85,71% osetljivo na penicilin. El-Jakee i sar. (2010) su kod izolata S.
aureus, poreklom od krava obolelih od mastitisa, koji su imali gene za sintezu
enterotoksina, utvrdili visoku prevalenciju sojeva rezistentnih na penicilin. Rosengren i
sar. (2010) su kod 70% i sojeva S. aureus izolovanih iz sireva proizvedenih od sirovog
mleka, dokazali jedan ili viSe gena za sintezu enterotoksina, od kojih je 66% izolata
bilo rezistentno na penicilin.

Prevalenca od 20% izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka koje su dokazane kao
uzro¢nici subklinickih mastitsa, a koji imaju sposobnost sinteze enterotoksina, ukazuje
na to da njihovo prisustvo u sirovom mleku moze biti rizi¢no za zdravlje ljudi, narocito
ako se takvo mleko ne Cuva pri temperaturama nizim od 8°C, odnosno ako postoje
uslovi da se stafilokoke umnoze do kriticnog broja. Dobra osetljivost na veéinu
antibiotika, kao i to da nje dokazana rezistencija na meticilin kod izolovanih koagulaza
pozitivnih stafilokoka, ukazuje na to da koagulaza pozitivne stafilokoke uzro¢nici
mastitsa krava u intenzivnom sistemu proizvodnje ne prestavljaju rizik za prenoSenja

gena rezistencije izmedu Zvotinja 1 ljudi.
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7. ZAKLJUCCI
Na osnovu rezultata ispitivanja mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. Koagulaza pozitivne stafilokoke su izolovane iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih
Cetvrti vimena krava na sve tri ispitivane farme: na farmi | u 8,38 % latentnih infekcija i
subklinickih mastitisa, na farmi 1l u 17,20% latentnih infekcija i subklinickih mastitisa,

a na farmi I11 u 1,64% latentnih infekcija i subklini¢kih mastitisa.

2. Ispitivanjem makromorfoloskih karakteristika utvrdeno je da 96% izolata koagulaza
pozitvnih stafilokoka imaju, zlatnozuti pigment, a samo 4% izolata nije imalo zlatnozuti
pigment. Svi izolati su stvarali hemolizine, naj¢es¢e beta hemolizin (50% izolata),
zatim alfa plus beta hemolizin (36% izolata), beta plus delta hemolizinon (8% izolata),
delta hemolizin (4% izolata) i alfa hemolizin 2% izolata.

3. Na osnovu biohemijskih osobina izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka su najcesce
identifikovani kao S. aureus (88%), zatim S. chromogenes (4%), S intermedius  (2%),
S. xylosus (2%), S. sciuri (2%) i S. lentus (2%).

4. NajveCi procenat izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, izolovanih iz uzoraka
mleka krava u slu€ajevima latentne infekcije 1 subklini¢kih mastitisa, rezistentnih na
penicilin G je utvrden na farmi sa umerenom prevalencijom mastitisa (70,4% izolata),
zatim na farmi sa visokom prevalencijom mastitisa (60,2% izolata), a na najmanji na

farmi sa niskom prevalencijom (43,7% izolata).

5. Makrodilucionom metodom je za izolate koagulaza pozitivnih stafilokoka utvrdena
minimalna inhibitorna koncetracija penicilina G za izolate koji su disk difuzionom
metodom ocenjeni kao rezistentni je bila (MICgo) 32 ug/ml i (MICsp) 8 pug/ml, a za
izolate koji su disk difuzionom metodom ocenjeni kao osetljivi minimalna inhibitorna
koncetracija penicilina G je bila 0,03 pg/ml (MIC s5) i 2 pg/ml (MIC gp).

6. Ispitivanjem fenotipske otpornosti na meticilin, ustanovljena je otpornost kod 3,75%
izolata na 1ug oksacilina, a ni jedan izolat nije bio otporan na 30ug cefoksitina. Ni kod

jednog od 50 ispitivanih izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, kod kojih je
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makrodilucionom metodom utvrdena rezistencija na penicilin G, nije dokazano

prisustvo mecA gena.

7. Primenom ELFA metode utvrdeno je da 20% izolata koagulaza pozitivnih
stafilokoka, koje su na osnovu fenotipskih i genotipskih osobina, identifikovane kao S.

aureus, ima sposobnost sinteze klasi¢nih enterotoksina (A, B, C, D1 E).

8. Koagulaza pozitivne stafilokoke osetljive na penicilin G su ¢esce stvarale klasicne
enterotoksine (53,33% izolata) nego koagulaza pozitivne stafilokoke rezistentne na
penicilin G (8,57% izolata).

9. Od 10 izolata S. aureus, kod kojih je ELISA metodom utvrdena sposobnost sinteze
klasi¢nih enterotoksina (A, B, C, D i E), samo kod jednog izolata (izolat broj 9)
identifikovan je gen za sintezu enterotoksina B. Ovaj nalaz ukazuje da ostalih 90%

izolata S. aureus ima sposobnost da sintetiSe enterotoksine grupe C i/ili E.
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buorpadmuja ayropa

Harama Pajuh Casuh je pohena y beorpamy 24.02.1963. 3appmmuia je daxynrer
Berepunapcke mequimae y beorpamy 1996., cmep Xurujena u TeXHOJIOTHja HAMUPHHIIA
aHuMaiHor nopekna. TpenyrtHo 3anocieHa y "EKOJIADB n.0.0. y pectpykrypupamy" y
[Maguuckoj Ckenu Ha MOCIOBMMa MHUKpPOOWOJIONIKOT HMCIUTHBAaKka XpaHe M XpaHe 3a
KUBOTHHE. Y nujarHoctuukoj jadopatopuju IIKB Kopnopanuje jje mposena miect
TOAMHA Ha TIOCIOBMMA JIMjarHOCTUKE MAcCTHTCa KpaBa, IITO je W HeHa Hajyxa obiact
UHTEpecoBama. AyTop je | KoayTop Beher Opoja CTpyYHHMX W HAaydyHHX pajoBa U3
00JIacTH XUTHjeHa MJIeKa U JIMjarHOCTUKE MAaCTUTHUCA. Y/1aTa je U MMa jeTHO JIETE.



MpwnJor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

ITornucanu-a Harama Pajuh Casuh
Opoj ymuca

U3jaBibyjem
Jla je TOKTOpCKa AMCepTallyja 1moj HacJIOBOM
@deHOTHIICKE M TEHOTHIICKE KapaKTePHCTUKE Koaryjasza IO3UTHBHUX  cTahHIOKOKA
HN30JIOBAHUX N3 BUMCHA KpaBa

® pPE3yNTaT CONCTBEHOT HCTPAKUBAUKOT Paja,

e Ja MpeUIoKeHa JUcepTalyja y IeJUHA HU y JelIOBUMa HHje Omiia MpeaoKeHa 3a
nobujame OWJIO KOje JUIJIOME TpeMa CTYOUjCKUM TMporpaMuMa  JIpyTux
BHCOKOIIIKOJICKMX YCTaHOBA,

® J1a Cy pe3yiTaTH KOPEKTHO HaBEJCHU U

® Ja HHCaM KpIIMO/Ja ayTOpCKa IpaBa U KOPUCTHO MHTEIEKTYaJIHy CBOJUHY APYTHX
JMLA.

IMoTnuce 1okTOpaHaa

VY Beorpany, 04.10.2013.




Mpwnor 2.

MU3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LUITaMNaHe U efIeKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOpPCKOr paga

Nwme u npesume ayropa  Haramna Pajuh CaBuh
Bbpoj ynuca
Crynujcku nporpam _JIOKTOpCKe akaJeMcKe CTyiuje

Hacnos paaa DEHOTUIICKE M T'eHOTHMIICKE KapaKTEPUCTHKE Koaryiaasa IIO3UTHBHUX
CTad)I/IJIOKOKa HM30JIOBAHUX M3 BUMCHA KpaBa

MenTtop [Ipod. Jp. Bepa Karuh

I[Morrmmcann  Harama Pajuh Casuh

M3jaBJbYjE€M JIa je IITaMIlaHa Bep3uja MOT TJOKTOPCKOT pajia UICTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEp3UjU
KOjJy caM Tpefao/na 3a o0jaBbHBakbe Ha HopTany JIMruTaaHor peno3uTopHjyma
Yuusepsurera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM Ja ce o0jaBe MOjHU JIMYHU TMOJAIM BE3aHH 3a J00Hjame aKaJeMCKOT 3Bambha
JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME U TIpe3uMe, TOJIMHA U MECTO pol)ema U AaTyM oJ0paHe pana.
OBU TMYHU TIOJAIM MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEKHUM CTpaHHUIlaMa JAUTUTalHE OnOIHOTEeKe, Y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIoTy U y myOimkanujama YHuBep3urera y beorpany.

IMoTnue noxkTopanaa

VY Beorpany, 04.10.2013.




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Omnamhyjem YHuBep3uTeTcKy OubOmuoreky ,,CBerozap MapkoBuh® nma y Jlurmramau
perno3uToprjyM YHEBep3uTera y beorpamy yHece MOjy IOKTOPCKY JHCEPTaldjy IOJ
HaCJIOBOM:

DEHOTHIICKE U TEHOTHUIICKE KAPAKTEPUCTHKE KOaryJia3a MO3UTUBHUX CTaQHUIOKOKa
M30JIOBAaHHMX M3 BUMEHA KpaBa Ko0ja je Moje ayTOPCKO JeJIO.

Jlucepranyjy ca CBUM IMPWJIO3MMa Tpeaao/jia cam y eIeKTPOHCKOM (opMaTy IMOTOJHOM 3a
TPajHO apXUBUPAE.

Mojy IOKTOPCKY IHMCEpTalujy MOXpameHy y JWrHTanHu perno3uTopujyM YHUBEp3HUTETA Y
beorpany mMory ma KopucTe CBH KOjH MOIWITYjy OJIpende caapikaHe y oJa0paHOM THITY
nunenie Kpeatusne 3ajeqauie (Creative Commons) 3a kojy cam ce ouTy4no/Ja.

1. AyropctBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIUjaTHO

3. AyTOpcTBO — HEKOMEPIIHMjalTHO — O€3 mpepaje

4. AyTOpCcTBO — HEKOMEPIIM]JATHO — JEJIUTH MO UICTHUM YCJIOBUMA

5. AytopctBo — 0€3 npepaje

6. AyTOpPCTBO — JI€IUTH IO/ UCTHM yCIOBUMA

(MonuMo 1a 3a0KpYyXXHTE caMO jeTHY O HIeCT MOHYhEeHUX JUIEHIH, KpaTaK OIMUC JTHLEHIN
1at je Ha mojehuHu ucTa).

IMoTnmue noxkTOpanaa

VY Beorpany, 04.10.2013.
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