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Fiziologke osobine 47 sojeva bakterije Staphylococcus aureus istrazene su odredivanjem uzgojnih

osobina, te s pomoc¢u ID32 STAPH sustava. Osijetljivost na antimikrobne lijekove odredena je disk
difuzijskim postupkom. Geni nuc, coa, hla, hib, hld, hlg, hig-2, tst, eta, etb, lukF-PV i [ukS-PV i mecA
gen dokazani su lan¢anom reakcijom s polimerazom, a odreden je i spa tip. Svi pretraZeni sojevi imali

su gen nuc, coa, hla i hld. Kod deset sojeva (21,3 %) dokazan je gen tst. Gen hlg imala su 37 soja
(78,7 %), a gene hlb i hlg-2 35 sojeva (74,5 %). Svih 47 izolata bakterije S. aureus bili su rezistentni
na penicilin (100 %), a na oksacilin 29 (61,7 %). Rezistencija na meticilin (oksacilin) potvrdena je

postojanjem mecA gena §to je ujedno prvi potvrdeni nalaz MRSA sojeva izoliranih iz mlijeka krava u

Hrvatskoj. U istrazivanih MRSA sojeva dokazana je pripadnost razli¢itim spa tipovima, a najucestaliji
su spa tip t005, t011 i t521, a dokazan je i novi spa tip t9498.

Kljuéne rijeci: mastitis krava, Staphylococcus aureus, geni za virulenciju, mecA gen

Uvod

Najceséi uzrocnici upale vimena su stafilokoki,
a posebno znacenje ima vrsta Staphylococcus (S.) au-
reus koja se smatra najvaznijim uzro¢nikom mastitisa
prisutnim na vedini farma mlije¢nih krava u cijelom
svijetu (Zschéck i sur., 2005). U gospodarskom i
zdravstvenom smislu mastitis predstavlja najvaz-
niju skupinu bolesti goveda zbog $teta koje se odi-
tuju smanjenom proizvodnjom mlijeka u mlije¢noj
7lijezdi, prijevremenim izdvajanjem krava iz uzgoja,
troskovima lijeCenja te neupotrebljivos¢u mlijeka za

prehranu i industrijsku preradu (Sommerhauser
i sur., 2003). Vrsta S. aureus uzrokuje mastitis pe-
rakutnog, akutnog, subakutnog ili kroni¢nog tijeka.
Klini¢ki znakovi infekcije ovom bakterijom posljedi-
ca su djelovanja toksina i ostalih ¢imbenika virulen-
cije koje tvori ova bakterija. Najvazniji rezervoar ove
bakterije je zaraZzena mlije¢na Zlijezda, a uzro¢nik se
najcesce prenosi s krave na kravu rukama muzaca,
priborom i aparatima za muZnju (Momtaz i sur.,

2010).

*Dopisni autor/Corresponding autor: e-mail: jaki.vzk@veinst.hr
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Bakterija Staphylococcus aureus vrlo Cesto po-
staje rezistentna na meticilin (MRSA, meticilin rezi-
stentni soj S. aureus), a genetska podloga rezistencije
posredovana je mecA genom koji kodira proizvodnju
promijenjenog proteina PBP2a koji veZe penicilin pa
se ni jedan antibiotik iz skupine beta-laktamskih an-
tibiotika ne moZe vezati na odgovarajuce mjesto na
bakterijskoj stanici i sprijeciti sintezu stani¢ne stijen-
ke bakterija (Kaleni¢ i sur., 2008; Li i sur., 2009;
Fefler i sur., 2010). Godine 1972. Devriese i sur.
opisuju prvo izoliranje MRSA sojeva podrijetlom iz
mlijeka krava s mastitisom, a u posljednjem deset-
lje¢u mnogi autori $irom svijeta izvje$¢uju o nalazu
MRSA sojeva izoliranih iz sekreta mlije¢ne Zlijezde
krava s mastitisom (Kwon isur., 2005., Moon isur.,
2007; Turutoglu i sur., 2006; Vanderhaeghen i
sur., 2010; Weese, 2010). Da bi mogli usporediti
razli¢ite meticilin-rezistentne sojeve pri razlicitim
epizootijama nuzno ih je tipizirati. Za genetsku ti-
pizaciju na raspolaganju je nekoliko metoda u koje
se ubraja i spa tipizacija, postupak koji se zasniva na
odredivanju broja, vrste i rasporeda ponavljaju¢ih
sekvencija unutar promjenjivog X-podrudja gena spa
(gen za protein A). Ova je tipizacija vazna u epizooti-
ologkim (epidemiologkim) istraZivanjima.

Bakterija S. aureus tvori specifi¢ne ¢imbenike
virulencije koji joj omogucavaju prodor u organizam
i uzrokovanje bolesti, a ujedno suprimiraju imuno-
sni odgovor domacdina. Ova bakterija proizvodi veliki
broj egzotoksina kao $to su: hemolizini (-alfa, -beta,
-gama, -delta), leukocidini, eksfolijacijski toksin,
toksin koji uzrokuje sindrom $oka te enterotoksine.
Premda je do sada identificiran razli¢it broj viru-
lentnih ¢imbenika uklju¢en u patogenezu mastitisa
uzrokovanog bakterijom Staphylococcus aureus, ek-
spresija njihovih gena jo$ nije u potpunosti istraze-
na (Momtaz i sur., 2010; Monecke i sur., 2007,
Nawrotek i sur., 2005). Razvoj molekularnih dija-
gnostickih postupaka omogudio je dokazivanje gena
odgovornih za virulenciju i rezistenciju bakterija. Ti
geni smjesteni su na pokretnim genetskim elementi-
ma (MGEs, mobile genes elements) koji omogucavaju
prilagodbu bakterija i prijenos genskih informacija
izmedu bakterijskih vrsta (Malachowa i DeLeo,
2010).

Enzim koagulaza je protein odgovoran za anti-
genost ove bakterije, a smjesten je ispod bakterijske
kapsule i oslobada se izvan bakterijske stanice (ek-
stracelularno). U peptidoglikanskom sloju smjeste-

na je vezana koagulaza koja se ne otpusta u okolinu
stanice. Obje koagulaze prevodenjem fibrinogena u
fibrin stvaraju zastitni sloj fibrina okolo stafilokokne
stanice koji je tako $titi od opzonizacije i fagocitoze.
Gen koji kodira za tvorbu stafilokokne koagulaze,
coa, dokazan je u svim pretraZenim sojevima vrste
S. aureus (Karahan i sur., 2009).

Stanice vrste S. aureus proizvode ekstracelular-
nu termonukleazu (TNazu) ¢ija enzimatska aktivnost
ostaje djelatna i pri temperaturi od 100 °C tijekom
jednog sata, a razgraduje deoksiribonukleinsku kise-
linu. Kodirana je genom nuc, koji je kopiran, sekven-
ciran i danas se koristi u mecA/nuc RT-PCR-u, za
rutinsko dokazivanje MRSA i identifikaciji bakterije
S. aureus. Postupkom viSestruke lancane reakcije po-
limerazom (multiplex PCR) moze se razlikovati se-
dam razli¢itih vrsta koagulaza-pozitivnih stafilokoka.
Sasaki i sur. (2010) analizirali su slijed nukleotida
gena nuc trinaest razli¢itih vrsta stafilokoka i razvili
specifi¢ne pocetnice za sedam vrsta koagulaza pozi-
tivnih stafilokoka: S. aureus, S. hyicus, S. schleiferi,
S. intermedius, S. pseudintermedius i S. delphini sku-
pine A i B. Veli¢ina umnozenog odsjecka razlikuje
se medu vrstama, a krece se od 359 pb kod vrste
S. aureus do 1135 pb kod skupine B vrste S. delphini.
Bakterija S. aureus tvori hemolizine (-alfa, -beta,
-gama, -delta) koji liziraju eritrocite. Alfa-hemolizin
je najceséi hemolizin vrste S. aureus, toksi¢an je za
vedinu stanica sisavaca, posebice eritrocite, kozu i
Ziveano tkivo kuni¢a. Tvorbu alfa-hemolizina kodi-
ra gen hla koji su Gray i Kehoe (1984) klonirali
i sekvencirali. Prisustvo gena hla u stanici bakterije
S. aureus ne znaci istodobno dokazivanje alfa-toksi-
na. Tvorbu toksina kontrolira regulacijski gen (agr),
a stvara se u vrijeme kasne eksponencijalne faze ra-
sta bakterijske stanice. Beta-hemolizin potpuno lizira
ov¢je eritrocite. Glenny i Stevens prvi su 1935.
godine identificirali beta-hemolizin vrste S. aureus
(Dinges i sur., 2000) i dokazali da se hemoliticka
aktivnost toksina pojacava pri temperaturama inku-
bacije nizim od 10 °C i vigim od 37 °C. Sojevi vr-
ste S. aureus Zivotinjskog podrijetla najcesce tvore
beta-hemolizin kodiran genom hlb, smjeStenim na
kromosomu na 4-kb Clal DNA fragmentu. Gama-
hemolizin stvaraju sojevi bakterijske vrste S. aureus,
ali aktivnost ovog toksina na krvnom agaru nije vid-
ljiva. Toksin djeluje u makroorganizmu na neutro-
file i makrofage, a lizira eritrocite rali¢itih sisavaca.
Geni hlgA, hlgB i hlgC koji kodiraju tvorbu gama-
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hemolizina smjesteni su na 4,5 kb Scal-skracenom
kromosomskom fragmentu. Ekstrakt tog kopiranog
fragmenta je hemoliti¢an i leukotoksi¢an. Geni hlg
smijesteni su vrlo blizu genu lukR koji kodira tvorbu
leukocidina (Prevost i sur., 1995). Delta-hemolizin
lizira eritrocite i o$tecuje stanice sisavaca, a stvara ga
97 % sojeva bakterije S. aureus. Aplikacijom velikih
koli¢ina ovog toksina na pokusnim Zivotinjama o¢i-
tuje se njegovo dermonekroti¢no djelovanje, a neri-
jetko uzrokuje i smrt Zivotinje. Gen hld, koji kodira
tvorbu delta-hemolizina kontrolira regulacijski gen
(agr) i do njegove ekspresije dolazi u vrijeme kasne
eksponencijalne faze (posteksponencijalne) rasta
bakterijske stanice (Dinges i sur., 2000).

Sindrom toksi¢nog $oka (TSS, toxic shock sin-
drom), ocituje se kao akutna bolest s visokom tempe-
raturom, hipotenzijom, a zahvaceni su brojni organ-
ski sustavi. Uzrokuje ga stafilokokni toksin (TSST,
toxic shock syndrome toxin), snazni superantigen
koji stimulira nespecifi¢nu proliferaciju T-limfocita
i uzrokuje izlu¢ivanje brojnih citokina (TNF-q, IL-1,
IL-6, IL-2 i IFN-y). Kodiran je genom tst koji ima
malu sekvencu istovietnu onoj enterotoksina i piro-
genog toksina (Sharma i sur., 2000). Smjesten je
na 15,2 kb mobilnom genskom elementu nazvanom
stafilokokni “patogeni otok” (pathogenicity island),
na bakterijskom kromosomu.

Eksfolijacijski toksin u inficiranom tkivu djelu-
je proteoliticki, a kodiran je genima eta i etb. PVL
(Panton-Valentine leukocidin) je toksin specifican za
vrstu S. aureus, stvara ga 2-3 % sojeva. Toksin ima
leukotoksi¢nu, ali ne i hemoliti¢ku aktivnost koja se
otituje u kombinaciji s gama-hemolizinom. Postoji
Sest mogucih oblika gama-hemolizina i PV leukoci-
dina.

Geni koji kodiraju tvorbu PVL su [ukS-PV i
lukF-PV, otprije poznati (klasi¢ni) i novije opisani
lukE-D i lukM-F/PV iz sojeva bakterije S. aureus izo-
liranih iz mlijeka krava s mastitisom (Fueyo i sur.,
2005). Karakteristika koja se Cesto veze uz MRSA
sojeve humanog podrijetla (CA-MRSA izvanbol-
ni¢ke, community-associated) je posjedovanje gena
[ukS-PV i lukF-PV pa ih znanstvenici u svojim istra-
Zivanjima Cesto koriste kao markere za MRSA sojeve
(Kaleni¢ i sur., 2008).

Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti prisustvo
MRSA kod krava s mastitisom i prikazati rezultate
dokaza mecA gena i faktora virulencije, spa tipizacije

i osjetljivosti na antimikrobne lijekove koji se koriste
u Hrvatskoj za lijeCenje mastitisa.

Materijali i metode

U ovom istraZivanju uzorke sekreta vimena kra-
va sa znakovima mastitisa dostavljali su djelatnici
veterinarskih ambulanata s podru¢ja sjeverozapadne
Hrvatske u laboratorij Veterinarskog zavoda Krizevci
radi provodenja bakteriologke pretrage i odredivanja
osjetljivosti izoliranih bakterija na antimikrobne lije-
kove.

Za istrazivanje je tijekom rutinske bakteriolos-
ke pretrage odabrano 47 izolata stafilokoka kravljeg
podrijetla. Odabrani sojevi o&itovali su dvostruku
hemolizu na Columbia agaru s dodatkom 5 % defi-
brinirane ov¢je krvi i rezistenciju na penicilin u disk
difuzijskom postupku.

Sposobnost tvorbe katalaze odredena je po-
mocu 3 %-tnog vodikovog peroksida, a sposobnost
tvorbe oksidaze pomoc¢u komercijalno dostupnog
reagensa (Bactident Oxidase, Merck, Njemacka).
Dehidrirana krvna plazma kuni¢a (Merck, Njemac-
ka) koriStena je za odredivanje sposobnosti tvorbe
koagulaze. Za odredivanje sposobnosti tvorbe deok-
siribonukleaze koristena je podloga DNase agar (Bio
Rad, Francuska). Kao pozitivna kontrola koristen je
soj Staphylococcus aureus ATCC 25923, a kao nega-
tivna kontrola soj Staphylococcus epidermidis ATCC
12228 koji ne tvori deoksiribonukleazu.

Za odredivanje biokemijskih osobina i identi-
fikaciju do vrste S. aureus koristen je sustav za bi-
okemijsku identifikaciju bakterija ID32 STAPH
(bioMerieux, Francuska). Kona¢na identifikacija
obavljena je pomocu ratunalnog programa (apiweb,
bioMerieux, Francuska) nakon unosa rezultata.

Osjetljivost sojeva na antimikrobne lijekove
odredena je disk difuzijskim postupkom prema pre-
porukama Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute, kao i kriterije za interpretaciju rezultata zone
inhibicije (CLSI M31 A3, 2008). U postupku je
koristen Miiller-Hintonov agar (Merck, Njemacka).
Popis oznaka diskova koristenih u postupku, nazivi i
koli¢ine aktivnih tvari koje sadrze, naziv proizvodaca
te kriteriji za procjenu nalaze se u tablici 1.
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Tablica 1. Diskovi koristeni u difuzijskom postupku i kriteriji za procjenu rezultata

Disk Promjer zone inhibicije (mm)

Oznaka Aktivna tvar Koli¢ina (ug) Proizvodac R I S
P penicilin 10 IU Bio-Rad <28 - >29
AMC amoksicilin+klavulanska kiselina 30 Bio-Rad <19 - >20
CEP cefoperazon 30 Bio-Rad <21 - >25
L linkomicin 15 Bio-Rad <25 - >29
N neomicin 300 Oxoid <12 13-16 >17
Te tetraciklin 30 Bio-Rad <14 15-18 >19
(0):¢ oksacilin 1 BD <10 11-12 >13
SXT sulfametaksazol/trimetoprim 23,75/1,25 Bio-Rad <10 11-15 >16

Tablica 2. Pocetnice koridtene za dokazivanje prisutnosti pojedinih gena

Veli¢ina produkta

Gen Ime pocetnice Pocetnice umnazanja (parovi
baza)
nuc-1 TCAGCAAATGCATCACAAACAG
e nuc-2 CGTAAATGCACTTGCTTCAGG 2>
mecA-1 GGGATCATAGCGTCATTATTC
mecA 527
mecA-2 AACGATTGTGACACGATAGCC
TST-1 TTCACTATTTGTAAAAGTGTCAGACCCACT
H TST-2 TACTAATGAATTTTTTTATCGTAAGCCCTT 180
mpETA-1 ACTGTAGGAGCTAGTGCATTTGT
o mpETA-2 TGGATACTTTTGTCTATCTTTTTCATCAAC 10
mpETB-1 CAGATAAAGAGCTTTATACACACATTAC
b mpETB-2 AGTGAACTTATCTTTCTATTGAAAAACACTC o
TukS- PVL-1 ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA
lukE- NPVL-2 GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC 3
HLA-1 CTGATTACTATCCAAGAAATTCGATTG
e HLA-2 CTTTCCAGCCTACTTTTTTATCAGT 20
HLB-1 GTGCACTTACTGACAATAGTGC
e HLB-2 GTTGATGAGTAGCTACCTTCAGT 0
HLD-1 AAGAATTTTTATCTTAATTAAGGAAGGAGTG
i HLD-2 TTAGTGAATTTGTTCACTGTGTCGA H
mpHLG-1 GTCAYAGAGTCCATAATGCATTTAA
hg mpHLG-2 CACCAAATGTATAGCCTAAAGTG o
hig-2 mpHLG2-1 GACATAGAGTCCATAATGCATTYGT 390
mpHLG2-2 ATAGTCATTAGGATTAGGTTTCACAAAG
ou Coa-1 ATATTATTAGCCGTTACAGGTG 569

Coa-2 AATGCGCGTTTATCTTGA
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Izoliranim sojevima izdvojena je DNK na na-
¢in da je bakterijska kultura pomije3ana sa 100 uL
destilirane vode (UltraPure ™ DNase/RNase-Free
Distilled Water, Invitrogen, Skotska), te zagrijavana
20 minuta pri 95 °C u termobloku (Thermomixer
comfort, Eppendorf, Njemacka). Potom je sadrZaj
epruvete centrifugiran na 14,000 g jednu minu-
tu (Centrifuge 5417 C, Eppendorf, Njemacka).
Supernatant je koristen kao DNK kalup u PCR
(engl. PCR, Polymerase Chain Reaction) reakcijama.
Pocetnice koristene u ovom radu za dokazivanje pri-
sutnosti gena, prikazane su u tablici 2 (Ikawaty i
sur., 2010; Jarraud i sur., 2002).

Reakcijska mjeSavina za svaki uzorak sadrza-
vala je 10 uL HotStarTaq Master Mix-a (Qiagen,
Njemacka), 6 uL “RNase-free Water” (Qiagen,
Njemacka), 1 uL pocetnice 1 i 1 uL pocetnice 2.
U ovu otopinu dodano je 2 uL ispitivane DNK.
Kona¢na koncentracija svake pocetnice (Invitrogen,
Velika Britanija) u reakcijskoj smjesi bila je 0,5 uM.
UmnaZanje gena provedeno je s pomocu uredaja
Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems,
SAD) prema programu: pocetna denaturacija pri
95 °C kroz 15 minuta, nakon koje je uslijedilo 35
ciklusa denaturacije, vezanja pocetnica i produlji-
vanje lanaca pri temperaturama od 95 °C, 55 °C i
72 °C. Produkti umnazanja dokazani su pomocu ure-
daja za kapilarnu elektroforezu (QIAxcel analyzer,
Qiagen, Njemacka) i analizirani kompjuterskim pro-
gramom BioCalculator Software (QIAxcel DNA
Handbook, QIAGEN, 2011).

PCR reakcijska smjesa za spa tipizaciju sadr-
7avala je 10 uL mjeSavine HotStarTaq Master Mix
(Qiagen, Njemacka), 6 uL “RNase-free Water”
(Qiagen, Njemacka), 1 uL pocetnice spaAF1 (GAC
GAT CCT TCG GTG AGC), 1 pL pocetnice
spaAR1 (CAG CAG TAG TGC CGT TTG C) te
2 uL DNK (Criséstomo i sur.,, 2001). Nakon
umnazanja, dobiveni PCR produkti obradeni su
enzimom ExoSAP-IT (Affymetrix, SAD). Slijed
nukleotida odreden je u tvrtki Macrogen, JuZna
Koreja pomoc¢u ABI PRISM Big Dye terminator kita
(Applied Biosystems, SAD). Rezultati odredivanja
slijeda nukleotida obradeni su s pomoc¢u rac¢unalnog
programa Ridom Spaserver website, dostupnog na
www.spaserver.ridom.de.

Rezultati i rasprava

S obzirom na to da vecina europskih drZava,
SAD, Kanada, Kina, Koreja i Japan od pocetka pojave
MRSA sojeva prate njihovo Sirenje i ucestalost po-
javljivanja, vazno je bilo zapoceti s pra¢enjem njihove
pojave i Sirenja u Hrvatskoj. Stoga su analizirane fe-
notipske i genotipske znacajke rezistentnih sojeva
S. aureus izoliranih u rutinskoj dijagnostici mastitisa
krava. Ukupno su pretrazena 47 soja bakterije
Staphylococcus aureus. Kolonije svih pretraZivanih
sojeva na krvnom agaru bile su krem ili Zu¢kasto zlat-
ne boje, ispupcene, sjajne i glatke. Kod svih izolata
otitovala se dvostruka hemoliza na Columbia agaru s
dodatkom 5 % defibrinirane ov¢je krvi (Merck, Nje-
macka) nakon inkubacije tijekom 24 h pri 37 °C u ae-
robnim uvjetima. Svi sojevi bili su gram-pozitivni koki
u grozdastim nakupinama, katalaza-pozitivni i oksida-
za-negativni i tvorili su vezanu koagulazu. Sposob-
nost koagulacije plazme kunica imaju svi sojevi vrste
S. aureus, sojevi S. intermedius skupine koji tvore
samo slobodnu koagulazu (Zubeirisur.,2007) ijedan
soj vrste S. epidermidis (Jurmanovic i sur., 2003).

Svi pretrazivani sojevi tvorili su deoksiribonu-
kleazu na DNase agaru (Bio Rad, Francuska) $to
odgovara podacima iz literature. Koagulaza-pozitivni
sojevi tvore deoksiribonukleazu za razliku od vedi-
ne koagulaza-negativnih sojeva (82 %). Slabiju ak-
tivnost deoksiribonukleaze iskazuju vrste S. hyicus,
S. chromogenes, S. lentus i S. carnosus nakon 24 satne
inkubacije, a nakon produZene inkubacije (48 sati)
ona se pojacava. Sojevi vrsta S. capitis, S. galinarum
i S. simulans imaju vrlo slabu izrazenu aktivnost toga
enzima (Quinn i sur., 2000).

ID32 STAPH sustavom svi sojevi identificirani
su kao Staphylococcus aureus. Kontrolni referentni
soj vrste S. aureus ATCC 29213 identificiran je
identifikacijskim indeksom (Id) 99,8 %. Kod svih
pretrazenih sojeva statisticka vjerojatnost ispravne
identifikacije bila je 99,8 %. S obzirom na to da su
u ovom radu istrazene biokemijske osobine sojeva
S. aureus kojima je dokazan gen mecA i onih kojima
nije dokazan, moZe se zakljuciti da izmedu spomenu-
tih sojeva nema fenotipskih razlika.

Lan¢anom reakcijom polimerazom dokazana
je prisutnost gena nuc ¢ime je istodobno potvrdena
sposobnost tvorbe enzima deoksiribonukleaze i pri-
padnost vrsti S. aureus. Svih 47 sojeva posjeduje gen
coa koji kodira tvorbu stafilokokne koagulaze. Da svi
sojevi vrste S. aureus posjeduju gen coa dokazali su i

Karahan i sur. (2009).
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Tablica 3. Profil rezistencije, spa tipovi meticilin-rezistentnih sojeva Staphylococcus aureus, raspored ponav-
ljajuc¢ih sekvencija i slijeda nukleotida (baza spa tipova, dostupno na www.spaserver.ridom.de)

Oznaka sofa MRSA Spa Rasporgd ?.onavljajuc’ih -sekvencija
tip i slijeda nukleotida
60 PAMC, CEROX,NTe 1005 (Keeiswith IDs: TIEINGMOMOKR)
163 BAMC,CEROXLNT 091 (Keiowish (D UTFMBGIAGD
9095 BAMC CEROX,LNT Il (Keeiowieh e XKAOBQO)
19241 RAMC CEROX,LNT 2] (Keemwirch 1Ds, UIGFMBBEEPE)
13088 P, OX t4078 (K(r)ji_s(v)vzi_r'i}? _Ilgézl;ﬁéﬁlﬁgém
10040 RAMC,CEROX,LNT 1123 (Keciwieth IDw TIGPMEBPE)
66142 BAMCCEROX,LNT 1073 (Keiswieh I XKAKEMEKE)
6139/5  RAMC CEROX,LN,T 005 (eeiowith Iz TIEINCMOMOKR)
9984/2 FOX,N, Te 9498 (Zlg;gii;iizr;}llzl_lgi_%gégéﬁsl;g
1553/1 B AMC, CER OX, N, Te €460 (Keiwinth IDo: XKKARMEKE)
10609/2  PAMC, CER OX, N, Te 521 (Keciowinth IDs: UIGFMBBEEPB)
8427/3 P, AMC, CEP, OX, L, N, Te {011 (Krgf;jfﬁgjf;}gf\‘gégo)
073 BAMC,CEROX,LNT 1015 (Keioniesh T XKAKBEMEKE)
$742/5  RAMC CEROX,LN,Te 1527 " (Keeiswieth s, UIGFMBEREEPE)
1477/79 P AMC, CEP, OX, Te t728 (Krei(s)?v_iif}jgle;I?BKB)
1637/62 B AMC, OX, N €091 ?Izriivﬂt}ljgj{JZJFZI\ZSéJfGZ%
299 B, CEP, OX €073 (I?ri}l\?v;(r)tzlillgsl:i;&?]él{f};?(%)
2088/7 P OX 0417 (Kreiswirth I, WMBBBEPE)
283 F, AMC, OX €005 Z&ﬁ;ﬁﬁﬁ i "IS"J}Egl\ZIéI\I/IE)ﬁCigRZ)S
613874 P CER OX (003 Keeiowirch 1D TIEINCMOMOKR)
68 b OX, Te t164 (Kr0e7is-8v?1:t1h7iii:_as‘é3;§l§];?31B)
8218/4 B OX, L Te t011 (Krgif;\}ifg}?zli)zi_g(ﬁgZBSQO)
609104 b OX 21 07-23-12-21-17-34-34-34-34-33-34

(Kreiswirth IDs: UJGFMBBBBPB)
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07-16-23-23-02-12-23-02-34

1760/5 b, OX €337 (Kreiswirth IDs: UKIJAGJAB)
8885/23 P OX, N, Te t164 (Krzzs_vgggflzjls;%‘ggﬂﬁ]—;;w)
1647/1 b, OX t5618 (Kreigi_if}; 113;:2;1}:&}17{21\/1)

9934 P, OX t011 (Kﬁié&%ﬁiﬁg}ggm

173 ROX 1005 *(eerswirh Ids: TEINCMOMOKR)

s b OX 3124 26-23-12-21-17-34-34-34-34-34-34-33-34

(Kreiswirth IDs: TTGFMBBBBBBPB)

U ovom istraZivanju svi pretraZzeni sojevi posje-
duju gene hla i hld, dok je od 47 pretrazenih izo-
lata gen hlg imalo 37 (78,7 %) izolata, a gene hlb i
hlg-2 35 izolata (74,5 %). Sli¢ne rezultate objavili su
Haveri i sur. (2007) koji su dokazali da 76,7 % do
97,4 % sojeva bakterije S. aureus izoliranih iz se-
kreta mlije¢ne zlijezde kod mastitisa ima gene hla,
hib, hld, hlg i hlg-2 koji kodiraju tvorbu hemolizina.
Monecke i sur. (2007) su pretrazili 128 izolata so-
jeva S. aureus izoliranih iz mlijeka krava s mastiti-
som i dokazali gen hlb u 82 % sojeva, §to je nesto
vi§i postotak od onog koji je dobiven u ovom radu
(74,5 %), ali je u ovom radu istrazen manji broj izo-
lata. Gen tst dokazan je kod 10 od ukupno 47 pre-
trazenih izolata (21,3 %). Istrazivanje provedeno u
Turskoj na 92 MRSA izolata, izoliranih iz mlijeka
krava sa subklini¢kim mastitisom, gen st dokazan je
u 3,3 % izolata (Karahan i sur., 2009). Ikawaty i
sur. (2010) gen st dokazuju sporadi¢no, dok gene
eta i etb nisu dokazali kod izolata bakterije S. aureus,
izoliranih iz mlijeka krava s mastitisom, $to odgova-
ra rezultatima ovog istraZivanja. Kod niti jednog od
47 pretrazenih izolata nisu dokazani geni eta, etb,
LukS-PV i [ukF-PV. Geni odgovorni za tvorbu
leukocidina, novije opisani [ukE-D i [ukM-F'/PV
ucestalije se javljaju u sojeva S. aureus izoliranih iz
mlijeka krava s mastitisom (Fueyo isur., 2005). Ve-
lika uCestalost prisutnosti gena lukE-D dokazana je
u Finskoj u 96,6 % od ukupno 161 izolata bakterije
S. aureus iz mlijeka krava s mastitisom (Haveri i
sur., 2007), dok su geni [ukS-PV i lukF-PV iz sojeva
S. aureus u krava dokazani u Koreji (Kwon i sur.,
2005), Alziru (Benhamed i Kihal, 2013) i Srbiji
(Paji¢ isur., 2014).

Gen mecA dokazan je kod 29 (61,7 %) od uku-
pno 47 pretrazenih sojeva, a potvrdeno je da se radi
o meticilin-rezistentnim sojevima.

O povezanosti meticilin-rezistentnih sojeva
i ¢Cimbenika virulentncije bakterije S. aureus u Zi-
votinjskih izolata ima malo literaturnih podataka.
MRSA sojevi razlikuju se epidemioloski i klinicki, a
buduca istrazivanja trebala bi potvrditi razlikuju li se
i po ucestalosti ekspresije ¢imbenika virulencije. Do
sada je poznato da stafilokokna kromosomska kaseta
SCCmec nosi gene koji kodiraju za rezistenciju na
antibiotike, ali ne i gene koji kodiraju za ¢imbenike
virulencije (Ito isur., 2001).

Multirezistentnost je tipi¢na osobina vec¢ine me-
ticilin-rezistentnih sojeva S. aureus (tablica 3). To je
potvrdeno i u ovom istraZivanju. Svi pretraZeni so-
jevi bili su rezistentni na penicilin (100 %). Od 29
meticilin-rezistentnih sojeva na amoksicilin s klavu-
lanskom kiselinom bila su rezistentna 15 (51,7 %),
a osjetljiva 14 sojeva (48,3 %). Podatak da su ti sojevi
bili osjetljivi na amoksicilin s klavulanskom kiselinom
ne iskljuuje rezistenciju na meticilin jer je poznato
da MRSA sojevi mogu in vitro biti osjetljivi na taj
antibiotik iako posjeduju gen mecA. Na cefoperazon,
neomicin i tetraciklin rezistentno je bilo 15 sojeva
(51,7 %), a na linkomicin 10 sojeva (34,5 %) MRSA.
Svi meticilin-rezistentni sojevi bili su osjetljivi na sul-
fametaksazol/trimetoprim. Pretpostavka je da je ra-
zlog tome to $to se taj lijek ne koristi cesto ili se uop-
¢e ne koristi u terapiji mastitisa u krava u Hrvatskoj.

Sli¢ne rezultate dobili su Huber i sur. (2010) u
Svicarskoj, od 16 sojeva izoliranih iz mlijeka krava s
mastitisom, svi su bili rezistentni na beta-laktamske
antibiotike (penicilin, ampicilin, cefoksitin, oksaci-
lin) i tetraciklin. Karakteristi¢no za prvo dokazivanje
mecA gena u Belgiji kod sojeva S. aureus izoliranih
iz mlijeka krava s mastitisom je da su svi sojevi bili
rezistentni na tetraciklin (Wanderhaeghen i sur,,

2010).
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Rezultati spa tipizacije pretrazivanih 29 izolata
(tablica 3) pokazali su da u Hrvatskoj mecA pozitivni
sojevi S. aureus izoliranih iz mlije¢ne Zlijezde krava
s mastitisom pripadaju spa tipu t005 u pet izolata,
spa tipu t011 u Cetiri izolata, tri soja spa tipu t521,
po dva soja spa tipu t091, t073 i t164, dok su ostali
spa tipovi t4078, t1236, t4460, t015, t527, t728,
t9417, t337, t3124 i t5618 dokazani pojedinatno.
Jedan izolat nije pripadao ni jednom do sad pozna-
tom spa tipu. Odreden mu je raspored ponavljajuéih
sekvenci i dodijeljena oznaka spa tip t9498.

U istrazivanjima MRSA sojeva izoliranih iz mli-
je¢ne zlijezde krava s mastitisom provedenih u Nje-
mackoj dokazan je spa tip t011, u Turskoj spa tipovi
t030 i t0190, u Belgiji spa t034 i 011, u Danskoj
spa tipovi t518, t524 i t529 i u Madarskoj spa tipovi
t0567 i spa t127 (Hasman i sur.,, 2010; Huber i
sur., 2010; Spohr i sur., 2011). U istraZivanju pro-
vedenom u Madarskoj od godine 2001. do 2004., u
135 MRSA izolata humanog podrijetla najucestaliji
je bio spa tip t127 kojeg povezuju s onim izoliranih iz
krava (Juhész-Kaszanyitzky i sur., 2007).

Rezultati spa tipizacije pojednostavljuju uspo-
redbu rezultata izmedu laboratorija pa je uoceno da
je spa tip t011 kojem su pripadala Cetiri hrvatska izo-
lata dokazan u Njemackoj i Belgiji. Na taj nacin moze
se pratiti Sirenje MRSA sojeva u stadima mlije¢nih
krava, drugih Zivotinja i ljudi. Ne treba zanemariti ¢i-
njenicu da su osobe koje skrbe o Zivotinjama i veteri-
nari nerijetko klicono§e MRSA sojeva i da mogu biti
izvor infekcije za svoje pacijente. Kolonizacija MRSA
sojevima predstavlja potencijalnu opasnost infekcije
ostalih Zivotinjskih vrsta i ljudi, a ujedno je “rezervo-
ar” gena odgovornih za rezistenciju koji se vrlo lako
i brzo mogu prenijeti na druge, nesrodne bakterijske

vrste (Weese i sur., 2006).

Zakljuéci

Moze se zakljuditi da je Sirenje MRSA sojeva po-
drijetlom iz mlijeka krava prisutno i u Hrvatskoj. U
istrazivanih MRSA sojeva dokazana je pripadnost ra-
zli¢itim spa tipovima, a najucestaliji su spa tip t005,
t011 1 t521. Posebno zabrinjava ¢injenica da je veliki
broj MRSA sojeva u Hrvatskoj otporan na veéinu an-
timikrobnih lijekova koji se koriste u lije¢enju ma-
stitisa. Da bi sprijecili daljnje Sirenje MRSA sojeva
u mlije¢nih krava neophodno je kontinuirano pratiti

pojavu novih izolata i njihovu rezistenciju. Takoder,
nuzno je poucavati vlasnike Zivotinja kao i sve one
koji skrbe o kravama o vaznosti opravdane i razumne
uporabe antimikrobnih lijekova kako bi se sprijecila
pojava novih rezistentnih sojeva.

Iz svega navedenog nepobitno je da bakterija
Staphylococcus aureus, zbog svojih fenotipskih i ge-
notipskih osobina, ima veliko znacenje u etiologiji
upala mlije¢ne Zlijezde.

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
in cows with mastitis, the presence of the
mecA gene and the gene for virulence

Abstract

The physiological properties of 47 Staphylococ-
cus aureus strains were investigated. The test strains
were grown on bacteriological media and identified
by the ID32 STAF system for biochemical identifi-
cation of bacteria. Sensitivity to antimicrobial agents
was performed by the disc diffusion method. The nuc
gene and the virulence factors coa, hla, hlb, hld, hlg,
hlg-2, tst, eta, etb, lukF-PV and [ukS-PV and mecA
gene were detected by the polymerase chain reac-
tion. Furthermore, the spa type of the studied iso-
lates was also set. According to the obtained results,
all strains had the nuc, coa, hla and hld gene. Ten
strains (21.3 %) had also the st gene, while 37 strains
(78.7 %) had the hlg gene and 35 strains (74.5 %)
had the hlb and hlg-2 genes. All of the investigated
S. aureus isolates were penicillin resistant (100 %),
with 29 strains which were also resistant to oxacillin
(61.7 %). Methicillin (oxacillin) resistance was de-
tected by the mecA gene detection, which is also
the first MRSA result from the secretion sam-
ples of cows’” mammary glands in Croatia. The re-
searched MRSA strains proved to belong to differ-
ent spa types, and the most common were spa types
t005, t011 and t521, and a new spa type t9498 was
detected.

Key words: mastitic cows, Staphylococcus aureus,
virulence genes, mecA gene
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