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ISPITIVANJE VIRULENTNOSTI | PREVALENCIE GENOTIPOVA KOAGULAZA
POZITIVNIH STAFILOKOKA UZROCNIKA MASTITISA KRAVA

Sazetak:

Staphylococcus aureus (S. aureus) izaziva hroni¢ne mastitise, koji se tesko eliminisu iz stada
mlecnih krava. Pretpostavlja se da je razvoj mastitisa povezan sa karakteristikama izolata S.
aureus i ekspresijom kombinacije gena faktora virulencije. Da bi se problemi mastitisa mle¢nih
krava, koji su Cesto perzistentni, sveli na najmanju mogucu meru, poterbno je dobro poznavanje
virulencije S. aureus, kako bi se na osnovu tih saznanja mogle da primene najefikasnije mere
kontrole. Cilj ove disertacije je bio da se izvrsi suptipizacija S. aureus izolovanih iz uzoraka mleka
uzetih u slu¢ajevima mastitisa krava. Za realizaciju postavljenog cilja definisani su zadaci da se:
utvrdi prevalencija mastitisa krava izazvanih koagulaza pozitivnim stafilokokama u Macévanskom
i Kolubarskom okrugu (Republika Srbija); izvrsi fenotipska i genotipska karakterizacija izolata
koagulaza pozitivnih stafilokoka; ispita osetljivost koagulaza pozitivnih stafilokoka na
antimikrobna sredstva i ispita prisustvo gena virulencije kod S. aureus izolovanih iz uzoraka
mleka uzetih iz pojedinih etvrti vimena krava u slu¢ajevima mastitisa.

Tokom 20 meseci, primenom Kalifornija mastitis testa, ispitano je 4484 mlec¢nih krava, sa 288
farmi na podrucju Macvanskog i Kolubarskog okruga. Pozitivan mastitis test je utvrden kod
1673 mlecne krave (37,3%). Staphylococcus aureus je izolovan na krvnom agaru. Na osnovu
makromorfoloskih, mikromorfoloskih i biohemijskih osobina izolati poreklom iz uzoraka mleka
krava pozitivnim na Kalifornija mastitis testu su identifikovani kao S. aureus. Kod svih izolata,
koji su na osnovu fenotipskih osobina identifikovani kao S. aureus je primenom PCR metode
dokazano prisustva nuc gena i 23S RNK gena, specificnih za S. aureus. Svi izolati S. aureus su
primenom disk difuzione metode po Kirbi Baueru ispitani na osetljivost na antimikrobna
sredstva i prisustvo gena koji kodiraju glavne faktore virulencije (coa, clfA, cna, efb, fnbA, cap5,
cap8, icaA, icaD, bap, mecA, pvl, sea, seb, sec, sed, see, ser, seg, seh, sei, sej, sep, tsst-1)
primenom PCR.

S. aureus, kao uzro¢nik mastitisa dokazan je kod 242 mleéne krave, pa je ukupna prevalencija
mastitisa izazvanih ovim uzro¢nikom bila 5,4% (95% interval poverenja, Cl=4,7—-6,1%). Poveéan
rizik od intramamarne infekcije S. aureus utvrden je na malim porodi¢nim farmama (odnos
verovatnoc¢e, OR=4,2, 95% Cl=2,6-6,6, P < 0,001) i farmama srednje veli¢ine (OR=3,5, 95%
Cl=2,2-5,7, P < 0,001). Disk difuzionom metodom utvrdeno je da je najveéi procenat izolata bio
rezistentan na penicilin (74,7%), zatim na ampicilin (56,5%), kloksacilin (48,1 %), neomicin (42,8
%), gentamicin (27,0%), tetraciklin (14,7%), kombinaciju amoksicilina sa klavulanskom
kiselinom (14%), linkomicin (12,6%), ceftriakson (10,9%), cefaleksin (8,8%) , a najmanji procenat
izolata bio je rezistentan na sulfametoksazol- trimetoprim (4,9%). PCR analizom intergenskih
spajsera ribozoma (RS-PCR) utvrdena su 33 razli¢ita genotipa, od kojih 10 genotipova imaju
varijante. Otkriveno je ukupno 15 novih genotipova (GTCL, GTCM, GTCN, GTCO, GTCP, GTCR,
GTCS, GTCT, GTCU, GTCV, GTCY, GTCX, GTCZ, GTCQ i GTDA) i 5 novih varijanti genotipova (GTD',



GTAF", GTAS', GTCL', GTCY'). Dva dominantna S. aureus genotipa bila su GTD (25,3%) i GTR"
(24,2%). Gen spa je otkriven kod svih izolata S. aureus, a ni kod jednog izolata nije otktiven bap,
ser ili tsst-1 gene. Geni koji kodiraju MSCRAMM dokazani su u visokom procentu. Kod
novootkrivenih genotipova i varijanti dokazan je u manjoj frekvenciji gen cIfA (64,8%), dok su
geni koji kodiraju enterotoksine sea (20,4%), seb (14,8%) i sec (14,8%) dokazani u vecoj
frekvenciji u odnosu na poznate genotipove (P < 0,001). Samo kod novootkrivenih genotipova i
varijanti potvrdeno je prisustvo sej i sep gena. Dokazano je 7,7% MRSA izolata kao uzrocnika
mastitisa kod krava, Sto predstavlja potencijalnu pretnju za prenos ovih sojeva na ljude.
Genotipizacijom i ispitivanjem pojedinih faktora virulencije koagulaza pozitivnih stafilokoka
uzrocnika mastitisa kod krava, mozZe se predvideti kontagioznost i patogenost izolata. Date
informacije mogu da pomognu pri donosenju odluka koje mere treba primeniti za prevenciju
Sirenja, terapiju i iskorenjivanje koagulaza pozitivnih stafilokoka iz stada.

Kljucne reci: mastitis, Staphylococcus aureus, RS-PCR, faktori virulencije, antimikrobna
rezistencija

Naucna oblast: Veterinarska medicina
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INVESTIGATION OF VIRULENCE AND PREVALENCE GENOTYPES OF COAGULASE-
POSITIVE STAPHYLOCOCCI THAT CAUSE COW MASTITIS

Abstract:

Staphylococcus aureus (S. aureus) causes chronic mastitis, which is challenging to eliminate
from the herd of dairy cows. It is assumed that the development of mastitis is related to the
characteristics of the S. aureus isolate and the expression of a combination of virulence factor
genes. In order to minimize the problems of mastitis in dairy cows, which are often persistent, it
is necessary to have a good knowledge of the virulence of S. aureus so that the most effective
control measures can be applied based on this knowledge. This dissertation aimed to perform
subtyping of S. aureus isolated from milk samples taken in cases of mastitis in cows. For the
realization of the intent goal, the following tasks were defined: to determine the prevalence of
cow mastitis caused by coagulase-positive staphylococci in Macvanski and Kolubara districts
(Republic of Serbia); to carry out the phenotypic and genotypic characterization of isolates of
coagulase-positive staphylococci; to examine the sensitivity of coagulase-positive staphylococci
to antimicrobial agents and to investigate the presence of virulence genes in S. aureus isolated
from milk samples taken from individual quarters of udder cows in cases of mastitis. During 20
months, using the California mastitis test, 4,484 dairy cows were examined from 288 farms in
the Macva and Kolubara districts. A positive mastitis test was found in 1673 dairy cows (37.3%).
Staphylococcus aureus was isolated on blood agar. Based on macromorphological,
micromorphological, and biochemical characteristics, isolates originating from milk samples of
cows positive for the California mastitis test were identified as S. aureus. In all isolates
identified as S. aureus based on phenotypic characteristics, the presence of the nuc gene and
23S RNA gene, specific for S. aureus, was proven using the PCR method. All S. aureus isolates
were tested for susceptibility to antimicrobial agents and the presence of genes encoding the
main virulence factors (coa, clfA, cna, efb, fnbA, cap5, cap8, icaA, icaD, bap, mecA, pvl, sea, seb,
sec, sed, see, ser, seg, seh, sei, sej, sep, tsst-1) using PCR.

S. aureus, as the causative agent of mastitis, was confirmed in 242 dairy cows, so the overall
prevalence of mastitis caused by this causative agent was 5.4% (95% confidence interval,
Cl=4.7-6.1%). An increased risk of S. aureus intramammary infection was found on small family
farms (odds ratio, OR=4.2, 95% Cl=2.6-6.6, P < 0.001) and medium-sized farms (OR=3.5, 95%
Cl=2.2-5.7, P < 0.001). By the disk diffusion method, it was determined that the highest
percentage of isolates was resistant to penicillin (74.7%), followed by ampicillin (56.5%),
cloxacillin  (48.1%), neomycin (42.8%), gentamicin (27.0%), tetracycline (14.7%), the
combination of amoxicillin with clavulanic acid (14%), lincomycin (12.6%), ceftriaxone (10.9%),
cephalexin (8.8%), and the lowest percentage isolate was resistant to sulfamethoxazole-
trimethoprim (4.9%). Ribosomal spacer PCR analysis (RS-PCR) revealed 33 different genotypes,
of which ten genotypes have variants. A total of 15 new genotypes (GTCL, GTCM, GTCN, GTCO,
GTCP, GTCR, GTCS, GTCT, GTCU, GTCV, GTCY, GTCX, GTCZ, GTCQ, and GTDA) and five new
genotype variants (GTD', GTAF", GTAS', GTCL!, and GTCY') were discovered. The two dominant
genotypes of S. aureus were GTD (25.3%) and GTRY' (24.2%). The spa gene was detected in all S.



aureus isolates, while no bap, ser, or tsst-1 genes were detected in any of the isolates. Genes
encoding MSCRAMM were detected in a high percentage. In newly discovered genotypes and
variants, the clfA gene was detected in a lower frequency (64.8%), and the genes encoding
enterotoxins sea (20.4%), seb (14.8%), and sec (14.8%) in the higher frequency compared to
other known genotypes (P < 0.001). The presence of sej and sep genes was confirmed only in
newly discovered genotypes and variants. 7.7% of MRSA isolates caused mastitis in cows,
representing a potential threat to transmitting these strains to humans. By genotyping and
testing certain virulence factors of coagulase-positive staphylococci as the causative agent of
mastitis in cows, the contagiousness and pathogenicity of the isolate could be predicted. The
provided information can help with the measures to be applied to prevent the spread, treat,
and eradicate coagulase-positive staphylococci from the herd.

Keywords: mastitis, Staphylococcus aureus, RS-PCR, virulence factors, antimicrobial resistance
Scientific field: Veterinary medicine
Scientific subfield: Milk hygiene, Microbiology

UDK number:
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1. UvoD

Mastitis je zapaljenje mlecne Zlezde i predstavlja najées¢u bolest mle¢nih krava sa Stetnim
efektom po zdravlje Zivotinja i profitabilnost farme. Uprkos sveobuhvatnim i razli¢itim
pristupima ispitivanja, prevencije i leCenja mastitisa kod krava, on je ostao glavni problem kod
proizvodnje mleka. Mastitis krava potencijalno ugroZava javno zdravlje jer se mlekom koje
potice iz vimena krava obolelih od mastitisa mogu preneti toksini i uzroc¢nici zoonotskih bolesti.
Staphyloccocus aureus (S. aureus) je najvazniji i najrasprostranjeniji uzrocnik infektivnih
mastitisa u svetu i u Republici Srbiji koji pripada rodu Staphylococcus, familiji
Staphylococcaceae. Pored njega iz mleka su izolovane i druge koagulaza pozitivne stafilokoke,
kao Sto su S. intermedius i S. hyicus.

Mastitis krava izazvan stafilokokama moZe postati veoma ozbiljan problem ako je izazvan
sojevima otpornim prema viSe antimikrobnih sredstava. Pojavom multirezistentnih sojeva
(multidrug resistance, MDR), posebno meticilin rezistentnih S. aureus (Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus, MRSA), zabrinutost za zdravlje ljudi i Zivotinja postala je sve veca.
Neracionalna upotreba antibiotika, ukljuujuéi lecenje mastitisa bez prethodno ispitane
osetljivosti bakterija na antibiotike, primena supterapijskih doza i nedovoljno dugo trajanje
terapije, moze dovesti do povecanja zastupljenosti odnosno dominacije rezistentnih u odnosu
na oseljive sojeva.

S. aureus izaziva hroni¢ne mastitise, koji se tesko eliminiSu iz stada mleénih krava. Razvoj
mastitisa je povezan sa karakteristikama izolata S. aureus i ekspresijom kombinacije gena
faktora virulencije. Da bi se problemi mastitisa mlecnih krava, koji su ¢esto perzistentni, sveli na
najmanju mogucéu meru, poterebno je dobro poznavanje virulencije S. aureus, kako bi se na
osnovu tih saznanja mogle da primene najefikasnije mere kontrole.

Koagulaza pozitivne stafilokoke se mogu izolovati i uzgajati na hranljivim podlogama. Za
identifikaciju do vrste koriste se specificne podloge i pojedine biohemijske analize. Koagulaza
pozitivne stafilokoke do nivoa vrste mogu se dokazati i detektovanjem specifiénih delova
genoma koris¢enjem molekularnih metoda kao $to je lancana reakcija polimeraze (Polymerase
Chain Reaction, PCR). Medutim, identifikacija do vrste uzroc¢nika nije dovoljna da bi se razumela
priroda mastitisa u zapatu. Vise istrazivanja genetickih osobina ovog uzrocnika pokazalo je da su
razliCiti genotipovi S. aureus povezani s razli¢itim faktorima virulencije. Na osnovu odredenih
genotipova mozZe se pretpostaviti da li ¢e uzrocnik biti manje ili viSe kontagiozan ili ¢e izazivati
teze ili lakSe patoloske promene u vimenu.

Razumevanje epizootioloskih, epidemioloskih i evolucionih osobina stafilokoka oslanja se na
fenotipske i genotipske metode tipizacije.

Fenotipske metode tipizacije su, generalno, jednostavne, lake za izvodenje, jeftinije, ali imaju
nizu tac¢nost (Typeability; niZzu mogucnost tipizacije), reproduktivnost i diskriminatornu mo¢
nego genotipske metode. Fenotipske metode zasnovane su na odredivanju antibiogramskog

profila, serotipova, biotipova, fagotipova i metode multilokusne enzimske elektroforeze.
1



Genotipske metode tipizacije se sve viSe koriste zbog njihove tacnosti i velike diskriminatorne
moci. Za genotipizacije stafilokoka najcesée se koriste metode: metoda slu¢ajnog umnoZavanja
polimorfne DNK (Random amplification of polymorphic DNA, RAPD), polimorfizam duZine
amplifikovanih fragmenata (Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP), polimorfizam
duZine restrikcionog fragmenta (Restriction fragment length polymorphism-PCR, RFLP),
elelektroforeza u pulsnom polju (Pulse Field Gel Elektrophoresis, PFGE), multilokusno
sekvenciranje (Multi Locus Sequence Typing, MLST), spa tipizacija proteina A S. aureus,
tipizacija intergenskih spajsera 165—-23S rRNK ribozoma (Ribosomal spacer PCR, RS-PCR) i
sekvenciranje celog genoma (Whole genome sequencing, WGS).

Genom S. aureus sastoji se od jednog kruznog hromozoma veli¢ine oko 2,8 x 10° baznih parova
(bp). Pored hromozoma, genom stafilokoka Cine i ekstrahromozomski genetski elementi, koji se
Cesto nazivaju i mobilni genetski elementi (Mobile genetic element- MGE), koji obuhvataju
plazmide, insercione sekvence, transpozone, profage i druge varijabilne elemente. Hromozom
sadrzi sve gene vitalne za Zivot i razmnoZzavanje. Ekstrahromozomski genetski elementi sadrze
gene koji kodiraju proteine neophodne za adaptaciju bakterija u razli¢itim stanistima.

Stafilokoke dobiju genetske informacije od drugih bakterija ili okruzenje na tri nacina: (1)
usvajanjem slobodnog DNK iz okoline (transformacija) (veoma retko), (2) preko bakteriofaga
(transdukcija), i (3) direktnim kontaktom izmedu bakterijskih ¢éelije (konjugacija).

Geni odgovorni direktno za adaptaciju na domacina odnosno staniste u kome se nalaze, faktore
virulencije, proizvodnju toksina, rezistencije na antimikrobne supstance, kod stafilokoka nalaze
se na MGE. Medutim, vecina gena kodiranih od strane MGE ostaje pod kontrolom globalnih
regulatora koji se nalaze u hromozomu.

Po definiciji, svaki faktor koji sadrZi ili proizvodi bakterija, a koji joj omogucava preZzivljavanje u
domacinu, smatra se faktorom virulencije. Faktori virulencije stafilokoka mogu biti podeljeni na
faktore virulencije povezane sa Celijskim zidom, egzoenzime i egzotoksine.

Protein A je prvi identifikovani povrsinski protein S. aureus-a. Svojim C- terminalnim krajem
kovalentno je vezan za peptidoglikan éelijskog zida. N- terminalni kraj proteina A (koji se nalazi
na povrsini bakterije) sastoji se od Cetiri ili pet domena koji vezuju Fc region IgG. Bakterije preko
proteina A vezu IgG u pogresnoj orijentaciji, tako da neutrofili ne mogu da prepoznaju Fc
region. Ovo bi moglo objasniti antifagocitni efekat proteina A i njegovu ulogu u patogenezi
infekcija.

Komponente celijskog zida peptidoglikan i lipoteihoinska kiselina funkcionisu kao faktori
virulencije stimuliSuéi proizvodnju citokina.

Identifikovano je 11 razli¢itih serotipova kapsularnih polisaharaida kod S. aureus. Vedina
klinickih izolata S. aureus sadrzi tanak mikrokapsularni sloj koji se sastoji od kapsularnih
polisaharida tipa 5 ili tipa 8. Kapsula spre€ava vezivanje antitela za stafilokoke. Stafilokoke koje
imaju kapsulu vezuju se i za epitelne i endotelne éelije i monocite domadina i indukuju
izlu€ivanje citokina.



Adhezini se smatraju najvaznijim faktorima virulencije tokom ranih faza infekcije stafilokokama.
Porodica adhezina obuhvata povrSinke bakterijske proteine koji posreduju u adherenciji
bakterija za komponente ekstracelularnog matriksa domacina (microbial surface component
recognizing adhesive matrix molecules - MSCRAMM), a koji su usidreni u celijski zid bakterije
svojim C-terminalnim krajem, dok se N-terminalnim krajem vezuju za molekule ekstracelularnog
matriksa domadina. Stafilokoke se najceSce adheriraju za fibronektin, laminin, vitronektin i
kolagen epitelnih i endotelnih ¢elija domadina.

Klamping factor A i B (Clumping factor A, CIfA; Clumping factor B, CIfB) su fibrinogen vezujudi
proteini koji u€estvuju u adheziji stafilokoka za celije domadina. Stafilokoke pomocu CIfA mogu
da se adheriraju za Celije mle¢ne Zlezde nezavisno od fibrinogena, preko anksin A2 receptora.
CIfA inhibira fagocitozu cepanjem C3b komponente komplementa pri interakciji sa regulatornim
faktorom | komplementa.

Sposobnost formiranja biofilma vazan je faktor virulencije stafilokoka koji im omogucava
perzistenciju unutar mle¢ne Zlezde. Stafilokoke u biofilmu otpornije su na ispiraje mlekom iz
mlecne Zlezde, zasticene su od fagocitoze i tolerantnije su na antibiotike. Smanjena osetljivost
na antibiotike nastaje usled smanjene difuzije leka kroz matriks biofilma, kao i smanjene
metaboli¢ke aktivnosti i razmnoZavanja bakterija unutar biofilma. Sve navedeno posledi¢no
dovodi do upornih mastitisa kod krava.

Biofilm ima sloZenu strukturu koja se sastoji od viSe bakterijskih slojeva ugradenih u
ekstracelijski matriks. Formiranje biofilma pocinje adherencijom bakterija na tkivo mlecne
Zlezde u kojoj najcescée ucestvuju MSCRAMM. Nakon adhezije bakterije se umnoZavaju i pocinju
da luce polisaharidne intercelularne adhezine (polysaccharide intercellular adhesin, PIA), glavne
komponente biofilma koje su kodirane ica operonom. Rast ekstracelularnog matriksa biofilma i
umnoZavanje bakterija dovodi do stvaranja mikrokolonija. U ovoj fazi rasta biofilma,
ekstracelularni matriks ima kljuénu ulogu u jacanju medusobnih veza izmedu bakterija, kao i sa
povrsinom gde se nalazi biofilm. Bakterije u biofilmu medusobno komuniciraju pomocu
Quorum Sensing mehanizma, ¢ime obezbeduje razmenu i distribuciju materija i metabolita, kao
i uklanjanje Stetnih materija. Biofilm tokom vremena raste i usloZnjava se njegova struktura.
Poslednji korak u sazrevanju biofilma predstavlja odvajanje stafilokoka iz biofilma i Sirenje
uzrocnika koji mogu stvoriti formacije biofilma na drugim mestima.

Koagulaza je ekstracelularni enzim koja koagulise plazmu prevodenjem fibrinogena plazme u
fibrin. Delovanjem koagulaze stafilokoke se oblozZe fibrinskim omota¢em koji ih verovatno Stiti
od fagocitoze.

Uloga lipaze je u razgradivanju hranljivih materija iz okoline. Lipaze imaju ulogu i u
razgradivanju celijskih membrana domacdina. Kao odgovor na infekciju, tkivo domacina moze
proizvesti razne masne kiseline i lipidne molekule koji negativno deluju kao sufraktanti na
¢elijsku membranu bakterija posebno kada se formira apsces. Ove baktericidne masne kiseline
mogu biti esterifikovane enzimima Staphylococcus sojeva koji proizvode lipazu (fatty acid —
metabolizing enzyme, FAME).



Hijaluronidaze su porodica enzima koji razgraduju hijaluronsku kiselinu. Degradacijom tkiva
doprinose invazivnosti i Sirenju stafilokoka s primarnog mesta infekcije.

Proteaze proteoliticki unistavaju tkivo domacina i doprinose invazivnosti stafilokoka. Proteaze
blokiraju dejstvo antitela cepanjem i inaktivacijom I1gG. Takode imaju ulogu u zastiti od
antimikrobnih peptida, kao $to su neutrofilni defenzini. Proteaze udestvuju i u obezbedivanju
hranljivih materija iz okoline.

Enterotoksini i toksin toksicnog Soka su mocéni nespecificni stimulatori T-limfocita
(superantigeni), koji izazivaju nekontrolisanu aktivaciju imunoloSkog odgovora. Oni se vezuju za
spoljasnju povrsinu glavnog histokompatibilnog kompleksa (Major Histocompatibility Complex,
MHC) klase I, a ne za T Celijski receptor (T-cell receptor, TCR) za koji se antigeni specifi¢no
vezuju. Zaobilazi se uobicajen nacin prezentacije antigena i aktivira se 30% T-limfocita, dok
konvencionalni antigeni vezani za TCR aktiviraju 0,1 %o T-limfocita. Posledica stimulacije T-
limfocita je oslobadanje velike koli¢ine citokina koji mogu da izazovu tesku upalu mle¢ne Zlezde.
Pretpostavlja se da enterotoksini, imaju ulogu u razvoju mastitisa stvaranjem atraktivnog
okruzenja za kolonizaciju bakterija.

Hemolizini stafilokoka su ukljuceni u patogenezu mastitisa. Oni oStecuju membrane ¢elija
domacdina. Hemolizini mogu ostetiti eritrocite, leukocite, trombocite, epitelne i endotelne ¢elije.

Leukocidini su dvokomponentni toksini koji unistavaju leukocitne Celije domacina formiranjem
pora na Ccelijskoj membrani i posledicnom lizom Sto omoguéava da stafilokoke izbegnu
imunoloski sistem domacina i obezbeduje brzu kolonizaciju bakterijama.

Postoji sedam razlicitih tipova leukocidina, a Panton-Valentine leukocidin (PVL) je toksin s
najja¢im dejstvom na imune celije. PVL ima vaZnu ulogu u izazivanju nekroze tkiva i povezan je
sa ozbiljnijim bolestima. Leukocidin M je najsnazniji citotoksin za govede neutrofile, dok je
Leukocidin E citotoksican za govede neutrofile i makrofage. Geni koji kodiraju oba ova
leukocidina ¢esto su detektovani kod izolata stafilokoka koji izazivaju mastitise krava, Sto
ukazuje da imaju vaznu ulogu u razvoju mastitisa.

Da bi se suprotstavile dejstvu antibiotika stafilokoke koriste razlicite mehanizme rezistencije.
Najvazniji mehanizmi su: produkcija enzima koji razaraju antibiotike, promena u strukturi mesta
za koje se vezuje antibiotik, promena metabolickih puteva u bakterijama, promena
permeabilnosti membrane prema leku, razvoj alternativnog enzima kod bakterija, kao i aktivno
izbacivanje antibiotika iz citoplazme efflux pumpom. Otpornost na antimikrobna sredstva je
pojava koja se javlja tokom vremena, obi¢no zbog Cestih mutacija genoma i/ili akvizicijom gena
izmedu razlicitih sojeva i vrsta bakterija (horizontalni transfer gena).

Genotipozacija spa metodom se zasniva se na PCR amplifikaciji i sekvenciranju kratkih
ponavljajujih sekvenci polimorfnog X regiona gena koji kodira protein A (spa), prisutnog u svim
sojevima S. aureus. Delecije i duplikacije ponavljajucih jedinica zajedno sa tackastim mutacijama
dovode do diverziteta u polimorfnom X regionu spa gena. Varijacije u sekvencama koriste se za
numeraciju ponavljajucih sekvenci. Podaci dobijeni sekvenciranjem se mogu analizirati pomacu
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bioinformatickog softvera Ridom Bioinformatics (http://spaserver.ridom.de/). Pomocu istog
softvera mogu se porediti globalno svi spa tipovi. Genotipozacija spa metodom koris¢ena je u
mnogim epizootioloskim studijama za identifikaciju genetskih linija S. aureus-a kod mastitisa
goveda.

Whole Genome Sequencing pruza mogucnost otkrivanja strukture genoma i celog genetskog
sadrZzaja mikroorganizama sve do rezolucije od jednog baznog para. S tehnoloskim napretkom,
WGS je postao pristupacniji alat za genotipizaciju sa visokom propusnosti i najveéom
diskriminatornom modéi. Primena ove metode doprinela je boljem poznavanju strukture
populacije S. aureus, poznavanju porekla sojeva otpornih na antibiotike, genetske osnove
virulencije, kao i nastanaka i Sirenje loza iz lokalnih i globalnih populacija goveda.

PCR intergenskih spajsera ribozoma se zasniva na amplifikaciji 165—-23S rRNK medugenskog
odvojenog regiona (spajser regiona) i elektroforetskoj analizi dobijenih PCR produkata. Region
165-23S rRNK pokazuje velike varijacije u sekvenci i duZini na nivou vrste, sto je iskoris¢eno za
suptipizaciju stafilokoka. Ova metoda genotipizacije veoma rezolutivna i robusna, a i zbog
jednostavnosti izvodenja ima i visoku propustnost. Za epidemioloska poredenja izmedu
genotipova izolovanih kod goveda i ljudi, potrebno je uporedo sa RS-PCR izvrsiti i spa
genotipizaciju, jer se spa metoda Siroko koristi za genotipizaciju sojeva izolovanih kod ljudi i
dostupno je mnogo podataka u bazi.

U terapiji mastitisa najceSce se koriste antimikrobna sredstva (antibiotici i hemioterapeutici), a
rezultati izleenja su veoma varijabilni (od 4% do 92%), Sto zavisi od niza faktora, uklju€ujudi
faktore domacina - krave, genotipa stafilokoka i reZima terapije. Koagulaza pozitivne stafilokoke
su najpoznatije bakterije koje razvijaju rezistencije na antimikrobna sredstva, Sto suzava izbor
leka za terapiju.

S. aureus izaziva hroni¢ne mastitise, koji se tesko eliminisu iz stada muznih krava. Pretpostavlja
se da je razvoj mastitisa povezan sa karakteristikama izolata S. aureus i ekspresijom kombinacije
razli¢itih gena faktora virulencije. Da bi se problemi mastitisa mleénih krava, koji su cesto
perzistentni, sveli na najmanju mogucu meru, poterebno je dobro poznavanje virulencije S.
aureus, kako bi se na osnovu tih saznanja mogle da primene najefikasnije mere kontrole.

Genotipizacija S. aureus vaina je za epizootioloska istraZzivanja, za utvrdivanje izvora infekcije,
puteve prenosSenja kao i proucavanje faktora virulencije sojeva koji daju razlicite forme
mastitisa. Do danas u Republici Srbiji nije ispitivana distribucija genotipova koagulaza pozitivnih
stafilokoka i njihova povezanost sa faktorima virulencije. Stoga je cilj ove disertacije da se izvrsi
suptipizacija S. aureus izolovanih iz uzoraka mleka uzetih u slucajevima mastitisa krava. Za
realizaciju postavljenog cilja definisani su sledeéi zadaci: da se utvrdi prevalencija mastitisa
krava izazvanih koagulaza pozitivnim stafilokokama u Macvanskom i Kolubarskom okrugu; izvrsi
fenotipska i genotipska karakterizacija izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, ispita osetljivost
koagulaza pozitivnih stafilokoka na antimikrobna sredstva i ispita prisustvo gena virulencije kod
S. aureus izolovanih iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih éetvrti vimena krava u slucajevima
mastitisa.


http://spaserver.ridom.de/

2. PREGLED LITERATURE

2. 1. Mastitis krava

Mastitis je zapaljenje mle¢ne Zlezde i predstavlja najées¢u bolest muznih krava sa Stetnim
efektom po zdravlje Zivotinja i profitabilnost farme (Ruegg, 2017). Uprkos sveobuhvatnim i
razli¢itim pristupima ispitivanja, prevencije i leCenja mastitisa kod krava, on je ostao glavni
problem industrije mleka. Mastitis krava predstavlja jedan od najaktuelnijih problema u
proizvodnji mleka, koji nanosi velike ekonomske gubitke (Rose i sar., 2003). Direktni ekonomski
gubici kod mastitisa obuhvataju: troSkove lekova, troskove veterinarskih usluga, odbaceno
mleko le€enih Zivotinja, u nekim teskim slucajevima i uginuce Zivotinja. Indirektni gubici
obuhvataju: smanjenje proizvodnje mleka, smanjenje kvaliteta mleka, prevremeno izlucivanje
hroni¢no obolelih Zivotinja i poremecdaj plodnosti (Petrovski i sar., 2006; Bar i sar., 2008; Halasa i
sar., 2009; Dahl i sar., 2018). U studiji Rose i sar., (2003) utvrdeno je da se proizvodnja mleka ne
poboljSava ni nakon potpunog oporavka od supklinickih mastitisa, tako da je ekonomski gubitak
i nakon oporavka krava i dalje znacajan. Pored toga, mastitis narusava kvalitet mleka koje je
nepodobnije za tehnolosku obradu (Stojanovi¢ i Kati¢, 2011).

Mastitis krava potencijalno ugrozava javno zdravlje jer se mlekom koje potice iz vimena krava
obolelih od mastitisa mogu preneti toksini i uzroc¢nici zoonotskih bolesti (Zouharova i Rysanek,
2008). Mleko koje poti¢e od krava le¢enih od mastitisa u slu¢ajevima nepravilne terapije i
procene upotrebljivosti mleka za ishranu ljudi, moze da sadrzi ostatke antibiotika (Singh i sar.,
2014). Konzumacija mleka i proizvoda od mleka koji sadrZe rezidue antibiotika kod ljudi moze
izazvati alergijske reakcije, poremeéaj crevne flore i razvoj rezistentnih bakterija (Althaus i sar.,
2003). Takode, rezidue antibiotika iz mleka smanjuju aktivnost bakterija mlecne kiseline
ukljuéenih u procesima fermentacije (Singh i sar., 2014).

Zapaljenje mlecne Zlezde nastaje kao posledica reakcije tkiva na povrede, strane materije ili
mikroorganizme. U nastajanju mastitisa ucestvuju tri grupe faktora: krava sa odbrambenim
sistemom i predispozicijom za nastajanje mastitisa, mikroorganizmi sa mehanizmima patogenog
delovanja i uslovi sredine koji omogudavaju odrzivost mikroorganizama u spoljasnjoj sredini i
brojne moguénosti za prenoSenje uzro¢nika mastitisa. Svi navedeni faktori podjednako utic¢u na
nastajanje i trajanje mastitisa (Stojanovi¢ i Kati¢, 2011).

Klinicki gledano mastitisi se mogu pojaviti u klinicki vidljivoj formi sa rasireno$éu 1 - 3% i
supklinickoj formi sa rasirenoséu preko 30% (Stojanovi¢ i sar., 2001). Dijagnostika klinic¢kih
mastitisa ne predstavlja problem, buduéi da u takvim sludajevima dolazi do otoka,
temperiranosti, bola i induracije u pogodenoj Cetvrti mlec¢ne Zlezde, kao i promena u mleku
(promena boje i konzistencije, prisustvo krpica, tragova gnoja i krvi) (Gruet i sar., 2001).
Dijagnoza klinickog mastitisa se postavlja, adspekcijom, palpacijom i pregledom prvih mlazeva
mleka. U slucajevima supklinickih mastitisa, ne zapazaju se vidljive promene na mlec¢noj Zlezdi i
mleku (Ruegg, 2017). Medutim, smanjuje se prinos mleka i povecava broj somatskih ¢elija u
mleku (Somatic cell count - SCC). Otkrivanje supklini¢kih mastitisa zasniva se na utvrdivanju
povecanog broja SCC i medijatora zapaljenja u mleku, a najpoznatiji su slededéi testovi i metode
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ispitivanja: Kalifornija mastitis test, Whiteside test, automatsko brojanje somatskih celija,
elektroprovodljivost mleka, sadrzaj NaCl, koncentracija C reaktivnog proteina i dr. (Khan i Khan,
2006). Mleko iz zdravih cetvrti vimena uglavnom sadrzi ispod 200.000 SCC / mL. Broj SCC iznad
300.000 vec predstavlja indikaciju za upalu vimena. Postoji mnostvo dokaza da kravlje mleko
prirodno sadrzi od 100.000 - 150.000 SCC / mL i da broj SCC iznad tog nivoa ukazuje na
sekretorne poremecaje (Hillerton, 1999).

Mastitis krava nastaje kada uzrocnik (infektivne, fizicke ili hemijske prirode) dospe u mle¢nu
Zlezdu i otpolne svoje patogeno delovanje. Kako Cetvrti vimena medusobno ne komuniciraju,
uzrocnici mastitisa mogu da dospeju u mle¢nu Zlezdu:

1. putem krvotoka iz nekog Zarista u organizmu (hematogeno, limfogeno);
2. kroz sisni otvor i sisni kanal (galaktogeno);
3. preko povreda na koZi sisa i vimena (infekcija rane) (Magas, 2012).

Mastitise uzrokuje Sirok spektar mikroorganizama (najées¢e bakterije 95 - 98%) koji se
epizootioloski dele u dve grupe: uzrocnici kontagioznih mastitisa i uzrocnici mastitisa iz
okruzenja. UzrocCnici kontagioznih mastitisa Zive i razmnoZavaju se u mle¢noj Zlezdi, Sire se sa
Cetvrti na Cetvrt; i sa Zivotinje na Zivotinju uglavnom tokom nehigijenskog i nepravilnog
postupka muzZe. Kontagiozne mastitise izazivaju: Staphylococcus aureus (S. aureus),
Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) i rede Mycoplasma bovis i Corynebacterium bovis
(Kibebew, 2017).

Uzroc¢nici mastitisa iz okruZenja nalaze se na telu Zivotinja i u okolini u kojoj Zivotinje borave.
Oportunisticke su prirode i izazivaju mastitis kada je imunoloski sistem domacdina oslabljen ili
kada nisu dobri higijenski uslovi u okolini. Ovoj grupi uzro¢nika pripadaju: Streptococcus uberis
(S. uberis), Streptococcus dysgalactiae (S. dysgalactiae), Escherichia coli (E. coli), Klebsiella spp.,
Enterococcus spp, Pseudomonas spp., Proteus spp., Candida albicans, Prothoteca spp. (Rakesh
Ranjan i sar., 2006; Verbeke i sar., 2014; Kibebew, 2017).

2.2. Karakteristike stafilokoknog mastitisa

S. aureus je najrasprostranjeniji mikroorganizam koji izaziva zapaljenje mleéne Zlezde (Khan i
Khan, 2006). Pored S. aureus i druge koagulaza pozitivne stafilokoke izazivaju mastitise kod
krava, kao Sto su Staphylococcus intermedius (S. intermedius) i Staphylococcus hyicus (S. hyicus)
(Rediet i sar,, 2013; Raji¢ Savic i sar., 2014; Adkins i sar., 2017). Prevalencija mastitisa izazvanih
koagulaza pozitivnim stafilokokama razlic¢ita je u rali¢itim drzavama i kre¢e se u rasponu od
1,3% do 39% (Ferguson i sar., 2007; Cervinkova i sar., 2013; Cobirka i sar., 2020). Glavni
rezervoar koagulaza pozitivnih stafilokoka je zarazena cCetvrt vimena, a prenos uzrocnika na
druge Cetvrti i druge Zivotinje najverovatnije se dogada tokom muze (preko ruku muzaca, sisnih
guma od muzilica, krpa za brisanje vimena) (Fox i Gay, 1993). Traumatizovana mesta na vimenu,
zglobovima, pregibima koze krava, smatraju se sekundarnim izvorima koagulaza pozitivnih
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stafilokoka. Da bi izazvale mastitis stafilokoke moraju uci i opstati u mlecnoj Zlezdi, odnosno
moraju pobediti sve nespecificne i specificne faktore odbrane domacdina. Jedina mehanicka
barijera izmedu spoljasnje sredine i unutrasnjosti vimena je sisni kanal, koji ujedno predstavlja i
vrata infekcije. Vrh sise mlecne Zlezde sluzi kao prva linija odbrane protiv infekcije. Sfinkter
sisnog kanala, izgraden od glatkih misi¢a, sluzi kao zatvarac sisnog kanala (Murphy i sar, 1988).
Takode sluZi i za sprecavanje isticanja mleka iz mle¢ne Zlezde i ulazak infektivnih agenasa u nju.
Unutrasnjost sisnog kanala obloZena je keratinom nastalom iz viSeslojnog skvamoznog epitela.
Keratin u sisnom kanalu je graden od masnih kiselina i vlaknastih proteina. Masne kiseline
deluju bakteriostatski. Vlaknasti proteini elektrostati¢ki vezu uzrocnike mastitisa i menjaju
Celijski zid bakterija, Cinec¢i ih osetljivim na osmotski pritisak. Nesposobnost odrZavanja
osmotskog pritiska uzorkuje lizu i smrt invazivnih patogenih mikroorganizama. Keratinska
struktura na taj nacin omogucava hvatanje invazivnih bakterija i sprecava njihovu migraciju u
cisternu mlecne Zlezde (Habbit i sar, 1969).

Tokom muzZe bakterije, koje su prisutne u blizini otvora sisnog kanala, koriste priliku da udu u
sisni kanal, prouzrokujuci oStecenja keratinskog sloja ili sluzokoZe sinusa (Capuco i sar, 1992).
Kanal sise moZe ostati delimi¢no otvoren 1-2 sata nakon muZe i tokom ovog perioda patogeni
mikroorganizmi mogu uci u kanal sise (Jones i Bailey, 2006). Nakon prodora u mlec¢nu Zlezdu
stafilokoke moraju da izdrze ispiranje mlekom sve dok se ne veZu za epitelne ¢éelije mle¢ne
Zlezde ili za molekule ekstracelularnog matriksa (Frost i sar., 1977). S. aureus prijanja na
epitelne celije vimena bolje od vecine drugih bakterijskih vrsta (Frost i sar., 1977). Ostecenje
epitela otkriva osnovne subepitelne komponente, sto omogucéava stafilokoknim povrsinskim
proteinima vezivanje za ekstracelularni matriks (Patti i sar., 1994). Egzotoksini, koje Iuci S.
aureus, takode mogu biti ukljueni u oSteéenje epitela (Mamo i sar., 1988). Stafilokoke dospele
u mle¢nu Zlezdu kolonizuju tkivo i tu se umnozavaju. Svojim metabolitima i faktorima virulencije
izazivaju osteéenje tkiva i inflamatornu reakciju, nakon ¢ega zahvacéeno tkivo pocinje da Iuci
medijatore zapaljenja. Ti medijatori priviace leukocite koji migriraju na mesto inflamacije,
pokusavajuci da se izbore sa uzroc¢nicima. U odbrambene mehanizme mlecne zlezde ukljuéene
su i komponente mileka sa baktericidnom aktivno$éu, kao S$to su lizozim, laktoferin i
peroksidaza. Humoralni i celularni sistem odbrane igraju vaznu ulogu u borbi protiv patogenih
mikroorganizama u mlecnoj zlezdi (Rainard i Riollet, 2003). Uspesna infekcija zavisi od osobina
uzrocnika, njegove virulencije koja mu omogucava prezivljavanje i patogeno delovanje.

U pocetku infekcije stafilokoke oStecuju tkiva cisterni papila i cisterni vimena, Sto na kraju
dovodi do formiranja oziljnog tkiva. Stafilokoke zatim invadiraju mle¢ne kanali¢e i alveole
uspostavljajuéi duboke dzepne infekcije u lobulusima. Ovo je praceno formiranjem apscesa koji
sprecava Sirenje bakerija, ali omogucava i izbegavanje imunoloskog sistema domacina. Takode,
apscesi sprecavaju i prodor antibiotika do bakterija, Sto predstavlja glavni razlog loSeg odgovora
na lecenje (Petersson-Volfe i sar., 2010). UniStene celije duktusa i alveola zamenijuje fibrinozno
tkivo, Sto dovodi do okluzije kanala i smanjene proizvodnje mleka. Kanali se kasnije mogu
otvoriti, Sto obi¢no rezultira oslobadanjem stafilokoka i njihovim Sirenjem u druge oblasti
mlecne Zlezde sa ponovnim formiranje apscesa u tkivu (Petersson-Volfe i sar., 2010).



Vecina stafilokoknih mastitisa su supklinicki, hroni¢nog toka sa povisenim brojem somatskih
¢elija i povremenim epizodama klinicke forme (Rainard i sar., 2018). Osobine stafilokoka da
mogu da formiraju manje aktivhe metabolicke varijante u mlec¢noj Zlezdi, takozvane male
kolonije, doprinose inaparentnim formama mastitisa i povremenim izlu¢ivanjem uzrocnika, sto
jo$ vise oteZava dijagnozu i terapiju stafilokoknih mastitisa (Proctor i sar., 1998; Sinha i
Herrmann, 2005).

2.3 Rod Staphylococcus
2.3.1 Taksonomija i osnovne karakteristike stafilokoka

Formalan taksonomski opis roda Staphylococcus uradio je Rosenbach (1884), kada je podelio
ovaj rod na S. qureus i S. albus, iako je sfericne bakterije Aleksandar Ogston u gnoju apscesa
otkrio ranije (Ogston 1880). Zopf (1885) je stafilokoke koje imaju grozdaste strukture pod
mikroskopom i mikrokoke koje formiraju tetrade svrstao u rod Micrococcus. Fluge je 1886.
godine odvojio rod Staphylococcus od Micrococcus. On je razlikovao ova dva roda na osnovu
dejstva na Zelatin i odnosa prema domacinu.

Sredinom 1960-tih godina stafilokoke i mikrokoke su razdvojene na osnovu zastupljenosti
nukleobaza u DNK (Silvestri i Hill, 1965). Vrste u okviru roda Staphylococcus u DNK su imale
guanina i citozina u rasponu od 33-40 mol%, dok su Micrococcus vrste imale visok sadrzaj
guanina i citozina oko 70 mol% (Gotz i sar., 2006).

Na osnovu posedovanja enzima koagulaze stafilokoke su podeljene u dve grupe: 1) koagulaza
pozitivne vrste (S. aureus, S. delphini, S. hyicus, S. intermedius, S. lutrae, S. pseudintermedius i S.
schleiferi subspecies coagulans) i 2) koagulaza negativne vrste (S. epidermidis, S. saprophyticus,
S. chromogenes, S. felis) (Mili¢ i sar., 2017). Danas rod Staphylococcus sadrzi 48 vrsta (Mili¢ i
sar., 2017).

Stafilokoke su oportunisticke bakterije koje kolonizuju razli¢ita mesta na telu kod brojnih
zZivotinjskih vrsta i ljudi (Cuny i sar., 2010). NajceSc¢e su prisutne na kozi i sluzokoZzama, koji
predstavljaju najznacajniji rezervoar i izvor infekcije. Kod Zivotinja i ljudi stafilokoke prouzrokuju
mastitise, septikemicna oboljenja, apscese, gnojna oboljenja koZe, potkoZnog tkiva i sluznica
(Zecconi 2010, Mili¢ i sar., 2017, Cheung i sar., 2021). S. aureus je Cesto izolovan iz razli¢ite
hrane Zivotinjskog porekla. Takva hrana moze biti kontaminirana sa jednim ili vise prethodno
formiranih stafilokoknih enterotoksina (SE) i mozZe dovesti do trovanja ljudi (Normanno i sar.,
2007).

Iz roda Staphylococcus, vrsta S. aureus se smatra najées¢im uzrocnikom mastitisa. Iz mleka su
izolovane i druge koagulaza pozitivne stafilokoke kao Sto su Staphylococcus intermedius (S.
intermedius (Belayneh i sar., 2013) ili Staphylococcus hyicus (S. hyicus) (Roberson i sar., 1996). S.
intermedius izaziva dermatitis kod pasa, dok S. hyicus kod svinja izaziva eksudativni epidermitis i
arthritis (Mili¢ i sar., 2017).



2.3.2. Morfologija, biohemijske i kulturelne osobine stafilokoka

Stafilokoke su Gram-pozitivne loptaste (koke) bakterije precnika oko 1 um. RazmnoZavaju se
prostom deobom u viSe ravni, tako da se na mikroskopskim preparatima vide u grupicama nalik
grozdovima. Po Gramu se boje plavo (pozitivno), a izuzetno retko neke bakterije u starijim
kulturama, mogu da budu Gram-varijabilne boje. One su nepokretne bakterije koje stvaraju
najcesce Zuto-zlatne kolonije. Aureus (lat. aurei) u prevodu znaci zlatan. Boja kolonija koagulaza
pozitivnih stafilokoka poti¢e od sposobnosti sinteze karotenoidnih pigmenata i zavisi od vrste i
koncentracije tih pigmenata. Uocava se veliki broj nijansi kolonija, od svetlo do tamno Zutih, pa i
kolonije koje su bele i koje se oznacavaju kao nepigmentisane (Adesiyun i sar, 1999).

Koagulaza pozitivne stafilokoke su katalaza pozitivne, fakultativno anaerobni mikroorganizmi
koji bolje rastu u aerobnim uslovima. Na ¢vrstim hranljivim podlogama za 24h izrastu kolonije
velicine 2 do 4 mm, koje su okrugle, konveksne i glatke. Optimalna temperatura za
razmnoZzavanje ovih bakterija je 30-37°C, mada mogu i da se razmnoZava na temperaturama
izmedu 10 °C i 42 °C. Optimalna pH za razmnozavanje je 7,0 - 7,5 mada S. aureus tolerise i pH
izmedu 4,2 i 9,3. S. aureus je otporan na NaCl (15-20%), soli Zuci (40%), visoke koncentracije
Secera i relativno je otporan na susenje i toplotu. S. aureus relativno brzo koaguliSe plazmu
kunic¢a dok S. hyicus izaziva odlozenu koagulaciju (Adkins i sar., 2017). Vecina sojeva hidrolizuje
hemoglobin, fibrin, belance jajeta, kazein i Zelatin. Takode, proizvode alfa, beta i delta
hemolizine, koji se medusobno razlikuju po sposobnosti lize eritrocita ovna. Ostale bitne
biohemijske osobine za identifikaciju koagulaza pozitivnih stafilokoka date su u tabeli 2.3.2.1.
(Gotz i sar, 2006).

Tabela 2.3.2.1. Biohemijske osobine koagulaza pozitivnih stafilokoka (G6tz i sar, 2006)

S. aureus S. intermedius S. hyicus

Koagulaza + + +
Clumping faktor + + -
Termonukleaza + + +
Hemoliza + + -
Katalaza + + +
Oksidaza - - -
B- galaktozidaza - + -
Fermentacija Seéera i stvaranje kiselina

D-manitol + t -
Maltoza + () -

() — odloZena reakcija * - od 11% do 89% pozitivnih izolata

10



2.3.3 Genom

Genom S. aureus sastoji se od jednog kruznog hromozoma veli¢ine oko 2,8 x 10° baznih parova
(bp). Pored hromozoma, genom stafilokoka Cine i ekstrahromozomski genetski elementi, koji se
Cesto nazivaju i mobilni genetski elementi (Mobile genetic element-MGE), koji obuhvataju
plazmide, insercione sekvence, transpozone, profage i druge varijabilne elemente. Hromozom
sadrZi sve gene vitalne za Zivot i razmnoZavanje (Malachowa i DelLeo, 2010). Ekstrahromozomski
genetski elementi sadrZe gene koji kodiraju proteine neophodne za adaptaciju bakterija u
razliCitim stanistima (Malachowa i DelLeo, 2010).

Stafilokoke dobiju genetske informacije od drugih bakterija ili okruZenje na tri nacina: (1)
usvajanjem slobodnog DNK iz okoline (transformacija) (veoma retko), (2) preko bakteriofaga
(transdukcija), i (3) direktnim kontaktom izmedu bakterijskih celije (konjugacija) (Malachowa i
Deleo, 2010).

Geni odgovorni direktno za adaptaciju na domacina, faktore virulencije, proizvodnju toksina,
rezistencije na antimikrobne supstance, kod stafilokoka nalaze se na MGE (Malachowa i Deleo,
2010). Medutim, veéina gena kodiranih od strane MGE ostaje pod kontrolom globalnih
regulatora koji se nalaze u hromozomu (Malachowa i DelLeo, 2010).

2.3.4 Faktori virulencije

Po definiciji, svaki faktor koji sadrZi ili proizvodi bakterija, a koji joj omogucava preZzivljavanje u
domacdinu, smatra se faktorom virulencije (Projan i Novick, 1997).

Faktori virulencije stafilokoka mogu biti podeljeni na faktore virulencije povezane sa ¢elijskim
zidom, egzoenzime i egzotoksine.

2.3.4.1 Faktori virulencije povezani sa celijskim zidom

Protein A. Protein A je prvi identifikovani povrsSinski protein S. aureus-a (Sjodahl, 1977). Svojim
C- terminalnim krajem kovalentno je vezan za peptidoglikan celijskog zida (G6tz i sar, 2006). N-
terminalni kraj proteina A (koji se nalazi na povrsini bakterije) sastoji se od Cetiri ili pet domena
koji vezuju Fc region IgG (Uhlen i sar., 1984). Bakterije preko proteina A vezu IgG u pogresnoj
orijentaciji, tako da neutrofili ne mogu da prepoznaju Fc region. Ovo bi moglo objasniti
antifagocitni efekat proteina A i njegovu ulogu u patogenezi infekcija (Foster, 2005).

Peptidoglikan i lipoteihoinska kiselina. Komponente (celijskog zida peptidoglikan i

lipoteihoinska kiselina funkcioniSu kao faktori virulencije stimulisuéi proizvodnju citokina
(Projan i Novick 1997).

11



Kapsularni polisaharidi. Identifikovano je 11 razlicitih serotipova kapsularnih polisaharaida kod
S. aureus (Salimena i sar., 2016). Vecina klinickih izolata S. aureus sadrzi tanak mikrokapsularni
sloj koji se sastoji od kapsularnih polisaharida tipa 5 ili tipa 8 (Hochkeppel i sar., 1987). Kapsula
sprecava vezivanje antitela za stafilokoke (Nilsson i sar., 1997). Stafilokoke koje imaju kapsulu
vezuju se i za epitelne i endotelne celije i monocite domadina i indukuju izlucivanje citokina
(Soell i sar., 1995).

Adhezini. Adhezini se smatraju najvaznijim faktorima virulencije tokom ranih faza infekcije
stafilokokama. Porodica mikrobnih povrsinskih adhezina ima ulogu u prepoznavanju i vezivanju
za komponente ekstracelularnog matriksa domacina (MSCRAMM) (Foster i H66k, 1998; Clarke i
Foster, 2006) i predstavlja proteine usidrene svojim C- terminalnim krajem u ¢éelijski zid
bakterije, dok se N- terminalnim krajem vezuju za ekstracelularni matriks tkiva domacdina
(Foster i sar., 2014). Stafilokoke se najc¢esée adheriraju za fibronektin, laminin, vitronektin i
kolagen epitelnih i endotelnih ¢elija domadina (Mamo i sar., 1988; Gillaspy i sar., 1998).

Adhezija i invazija ¢elija mle¢ne Zlezde uglavnom zapocinje vezivanjem fibronektin- vezujuceg
proteina A (fibronectin binding protein-A, FnBPA) (Lammers i sar., 1999). Fibronektin deluje kao
most koji povezuje FNBPA sa a5B1 integrinom prisutnim na povrsini ¢elija mle¢ne zlezde (Sinha i
sar., 1999, Fowler i sar., 2000). Interakcija FnBPA-integrin indukuje promene citosolnog
proteinskog kompleksa Sto dovodi do preuredivanja citoskeleta i posledi¢no ulaska bakterije u
celiju (Agerer i sar., 2005). FnBPA moZe da se veZe i za fibrinogen i elastin (Roche i sar., 2004).

Klamping factor A i B su fibrinogen vezujuci proteini koji ucestvuju u adheziji stafilokoka za celije
domacdina (Foster i sar., 2014). Stafilokoke pomocu CIfA mogu da se adheriraju za ¢elije mle¢ne
Zlezde nezavisno od fibrinogena, preko anksin A2 receptora (Ashraf i sar., 2017). CIfA inhibira
fagocitozu cepanjem C3b komponente komplementa pri interakciji sa regulatornim faktorom |
komplementa (Hair i sar., 2010).

Kolagen vezujuéi protein (collagen adhesin, CNA) ima vaznu ulogu u adheziji bakterija za tkivo
mlecne Zlezde (Monistero i sar., 2018). S obzirom da je kolagen veoma rasprostranjen u tkivu
vimena, ekspresija gena cna vaina je za adheziju S. aureus za epitelne celije mle¢ne Zlezde
krava.

Ekstracelularni fibrinogen vezujuéi protein (Extracellular Fibrinogen-binding protein, EFB) vezuje
se za C3 faktor komplementa i blokira taloZenje C3 faktora na povrsinu stafilokoka usled ¢ega je
sprecena aktivacija komplementa (Lee i sar., 2004). Tokom infekcije EFB sa fibrinogenom stvara
zastitni Stit sa antifagocitnom ulogom (Ko i sar., 2016).

Biofilm. Sposobnost formiranja biofilma vazan je faktor virulencije stafilokoka koji im
omogucava perzistenciju unutar mle¢ne Zlezde. Stafilokoke u biofilmu otpornije su na ispiranje
mlekom iz mlecne Zlezde, zasti¢ene su od fagocitoze i tolerantnije su na antibiotike (Cucarella i
sar., 2004). Smanjena osetljivost na antibiotike nastaje usled smanjene difuzije leka kroz matriks
biofilma, smanjene metaboli¢ke aktivnosti i razmnoZavanja bakterija unatar biofilma (Aguilar i
lturralde., 2001). Sve navedeno posledi¢no dovodi do upornih mastitisa kod krava (Fox i sar.,
2005, Melchior i sar., 2006, Grunert i sar., 2018).
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Biofilm ima slozenu strukturu koja se sastoji od viSe bakterijskih slojeva ugradenih u
ekstracelijski matriks. Formiranje biofilma pocinje adherencijom bakterija na tkivo mlecne
Zlezde u kojoj najcesée ucestvuju MSCRAMM (Speziale i sar., 2014). Nakon adhezije bakterije se
umnozavaju i poc€inju da luce PIA, glavne komponente biofilma koje su kodirane ica operonom
(Cramton i sar., 1999, Arciola i sar., 2015). Rast ekstracelularnog matriksa biofilma i
umnozavanje bakterija dovodi do stvaranja mikrokolonija. U ovoj fazi rasta biofilma,
ekstracelularni matriks ima klju¢nu ulogu u jacanju veza izmedu bakterija, kao i sa povrSinom
gde se nalazi biofilm (Chmielewski i Frank, 2003). Bakterije u biofilmu medusobno komuniciraju
pomocu Quorum Sensing mehanizma (Novick i Geisinger., 2008). Komunikacija medu
mikrokolonijama obezbeduje razmenu i distribuciju materija i metabolita, kao i uklanjanje
Stetnih materija (Costerton i Levandovski, 1995; Jamal i sar., 2018). Biofilm tokom vremena
raste i usloZnjava se njegova struktura. Poslednji korak u sazrevanju biofilma predstavlja
odvajanje stafilokoka iz biofilma i Sirenje uzro¢nika (McLandsborough i sar., 2006) koji mogu
promovisati stvaranje biofilma na drugim mestima.

Stafilokoke mogu da formiraju biofilm nezavisno od ica lokusa. Protein povezan sa biofilmom
(biofilm associated protein, Bap) i protein povezan sa akumulacijom (accumulation-associated
protein, Aap) moze zameniti PIA tokom razvoja biofima kod stafilokoka (Cucarella i sar., 2004,
O'Gara., 2007), sto ukazuje da stafilokoke mogu imati nekoliko mehanizama stvaranja biofilma
bez prisustva pojedinih gena koji kodiraju stvaranje komponenti biofilma.

2.3.4.2 Egzoenzimi

Koagulaza. Koagulaza je ekstracelularni enzim koja koaguliSe plazmu prevodenjem fibrinogena
plazme u fibrin (Mili¢ i sar, 2017). Delovanjem koagulaze stafilokoke se oblozZe fibrinskim
omotacem koji ih verovatno stiti od fagocitoze (Pal i sar, 2020).

Lipaze. Uloga lipaze je u razgradivanju hranljivih materija iz okoline (Projan i Novick, 1997).
Lipaze imaju ulogu i u razgradivanju celijskih membrana domacina (Doery i sar, 1965). Kao
odgovor na infekciju, tkivo domacdina moZe proizvesti razne masne kiseline i lipidne molekule
koji deluju kao sufraktanti ometajuéi celijsku membranu bakterija posebno kada se formira
apsces (Shryock i sar, 1992). Ove baktericidne masne kiseline mogu biti esterifikovane enzimima
Staphylococcus sojeva koji proizvode lipazu (fatty acid — metabolizing enzyme, FAME) (Tam i
Torres, 2019).

Hijaluronidaza razgraduju hijaluronsku kiselinu i posledi¢no degradacijom tkiva doprinosi
invazivnosti i Sirenju stafilokoka s primarnog mesta infekcije (Farrell i sar, 1995).

Proteaze. Proteaze proteoliticki unistavaju tkivo domadina i doprinose invazivnosti stafilokoka
(Gotz i sar, 2006). Proteaze blokiraju dejstvo antitela cepanjem i inaktivacijom IgG. Takode
imaju ulogu u zastiti od antimikrobnih peptida, kao $to su neutrofilni defenzini. Proteaze
ucestvuju i u obezbedivanju hranljivih materija iz okoline (McGavin i sar., 1997).
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2.3.4.3 Egzotoksini

Enterotoksini i toksin toksicnog Soka. Enterotoksini i toksin toksiénog Soka su mocni
nespecifiéni stimulatori T-limfocita (superantigeni), koji izazivaju nekontrolisanu aktivaciju
imunoloSkog odgovora (Dinges i sar., 2000, Fisher i sar., 2018). Oni se vezuju za spoljasnju
povrsinu glavnog histokompatibilnog kompleksa (Major Histocompatibility Complex, MHC)
klase Il, a ne za TCR za koji se antigeni specificno vezuju. Zaobilazi se uobicajen nacin
prezentacije antigena i aktivira se 30% T-limfocita, dok konvencionalni (ili je bolji izraz
uobicajeni) antigeni vezani za TCR aktiviraju 0,1 %o T-limfocita (Fleischer i Schrezenmeier, 1988).
Posledica stimulacije T-limfocita je oslobadanje velike koli¢ine citokina koji mogu da izazovu
teSku upalu mle¢ne Zlezde (Tollersrud i sar., 2006, Wang i sar., 2018, Fang i sar., 2019).
Pretpostavlja se da enterotoksini, imaju ulogu u razvoju mastitisa stvaranjem adekvatnog
okruzenja za olak$anu kolonizaciju bakterija (Piccinini i sar., 2010).

Mlec¢na Zlezda krava zarazena enterotoksogenim stafilokokama postaje izvor enterotoksina u
mleku Sto mozZe dovesti do intoksikacija kod ljudi (Zschock i sar., 2005). Enterotoksini su stabilni
na visokoj temperaturi i zadrZzavaju svoju biolosku aktivnost u mleku i proizvodima od mleka i
posle pasterizacije (Hennekinne i sar., 2012). Ukupno je do sada opisano viSe od 27 serotipova
(Lefebvre i sar., 2022). U nedavnom istrazivanju primenom sekvenciranja celog genoma (Whole
genome sequencing, WGS), utvrdeno je da jedan soj koagulaza pozitivnih stafilokoka moze da
sadrziizmedu 1i 11 gena koji kodiraju stafilokokne enterotoksine (Lefebvre i sar, 2022).

Eksfolijativni toksini. Neki sojevi sekretuju eksfolijativne toksine koji dovode do opsezZnih
ostecéenja stratum granulosum epidermisa i proteolitickog cepanja dezmogleina 1 (Dsg-1) i time
do olaksane kolonizacije koZze sisra stafilokokama da kolonizuju koZu sisara (Imanishi i sar.,
2019).

Hemolizini. Hemolizini stafilokoka su uklju¢eni u patogenezu mastitisa. Oni oste¢uju membrane
¢elija domacdina (Vann i sar., 1988). Hemolizini mogu ostetiti eritrocite, leukocite, trombocite,
epitelne i endotelne ¢elije. a-hemolizin (Alpha-hemolysin, Hla) je citotoksin koji S. aureus
najcesce proizvodi (Pérez i sar., 2020). Hla se za ciljanu éeliju vezuje preko proteina ADAM 10 i
formira transmembranske pore. Ovo dovodi do poveéane permeabilnosti éelijske membrane
usled éega nastaju ireverzibilne osmotske promene u citoplazmi, sto dovodi do smrti celija
(Oliveira i sar., 2018). Razlike u citolitickom kapacitetu prema razlicitim tipovima celija
posredstvom Hla zavise od distribucije ADAM 10 receptora u razli¢itim tipovima celija (Berube i
sar., 2013). Fagocitovane bakterije koje proizvode Hla mogu da liziraju celije koje su ih
inkorporisale, i nakon osobadanja mogu da invadiraju i druge ¢elije domadina (Vann i sar.,
1988).

B-hemolizin (beta-hemolysin, Hlb) je sfingomijelinaza koja povecava permeabilnost celije

domadina sa progresivnim gubitkom negativhog elektricnog naboja na povrsini Celije,

omogucavajuci lakse prijanjanje bakterija (Cifrian i sar., 1996). HIb ne moZe unistiti samostalno

vedinu tipova ¢elija, ali omogucava olaksanu lizu veé oStecenih celija delovanjem drugih toksina
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poput Hla i leukocidini (Wang i sar., 2011). Interakcija izmedu Hla i Hlb moze sinergisticki da
poveca prijanjanje stafilokoka na celije mle¢ne Zlezde, oSteéenje celija i izloZenost
supcelularnog matriksa (Cifrian i sar., 1996).

6-hemolizin (delta-hemolysin, Hld) je mali peptid koji se prenosi kroz plazma membranu
domacina formirajudi prelaznu strukturu koja remeti dvosloj i indukuje efluks jona (Verdon i
sar., 2009). Pri visokim koncentracijama deluje kao deterdZent koji rastvara membrane celija
domacina (Vandenesch i sar., 2012).

Leukocidini. Leukocidini su dvokomponentni toksini koji uniStavaju leukocitne ¢elije domacina
formiranjem pora na ¢elijskoj membrani i posledicnom lizom (Alonzo i Torres, 2014). Samim tim
stafilokoke izbegavaju imunoloski sistem domacina i obezbeduju brzu kolonizaciju bakterijama.
Formiranje pora leukocidinima pocinje prepoznavanjem i vezivanjem subjedinice S leukocidina
za specifiéni proteinski receptor na povrsini ciljnih ¢elija domadina. Subjedinica S tada
prepoznaje i privlaci F subjedinicu, Sto dovodi do dimerizacije, oligomerizacije i formiranja
oktamerne strukture sastavljene od naizmeniéne S i F subjedinice. Poslednji korak u formiranju
pore su strukturne promene u bazi S i F subjedinica, $to dovodi do umetanja i formiranja pore
kroz lipidni dvosloj éelija domacina (Alonzo i Torres, 2014).

Postoji sedam razlicitih tipova leukocidina, a Panton-Valentine leukocidin je toksin s najjacim
dejstvom na imune celije (Abril i sar, 2020). PVL ima vazinu ulogu u izazivanju nekroze tkiva
(Alonzo i Torres, 2014) i povezan je sa ozbiljnijim bolestima (Shariati i sar., 2016). PVL moZe da
izazove infekcije opasne po Zivot i kod zdravih ljudi (Oliveira i sar., 2018) i ¢esto je povezan sa
MRSA sojevima (community-acquired MRSA, CA- MRSA) (Vandenesch i sar., 2003).

Leukocidin M ispoljava najsnaznije citotoksi¢no dejstvo prema neutrofilnim granulocitima
goveda (Vrieling i sar., 2015), dok je Leukocidin E citotoksi¢an za govede neutrofile i makrofage
(Loeffler i sar., 1986). Geni koji kodiraju oba ova leukocidina ¢esto se mogu ustanoviti kod
izolata stafilokoka koji izazivaju mastitise krava, Sto ukazuje da imaju vaznu ulogu u razvoju
mastitisa (Fournier i sar., 2008; Graber i sar., 2009, Ben Said i sar., 2016).

2.3.4.4 Kontrola ekspresije faktora virulencije koagulaza pozitivnih stafilokoka

Faktori virulencije nisu strukturno i funkcionalno klju¢ni za razmnoZavanje bakterija, nego se
sintetiSu samo u neophodnim situacijama. Kada bi se faktori virulencije neprestano produkovali,
to bi bilo neekonomi¢no za bakteriju. Proces ekspresije povrSinskih proteina i egzoenzima
koagulaza pozitivnih stafilokoka je koordinisan proces koji zavisi od faze rasta bakterija i
stimulacije Zivotne sredine (Horsburgh, 2008). Koordinaciju vrse regulatorni elementi koji ¢ine
sar (staphylococcal accessory regulator, sar) lokus i dvokomponentni regulatorni sistemi agr
(accessory gene regulator, agr) i sae (staphylococcal accessory element, sae) (Fournier, 2008).

Kultivisanje S. aureus u idealnim uslovima dovodi do sinteze povrSinskih proteina, rasta i
razmnozavanja bakterija u eksponencijalnoj fazi. Proizvodnju mnogih povrsinskih proteina u
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ovoj fazi reguliSe sar. Takode, sar moze da modulira agr lokus. agr je quorum-sensing sistem
koji isklju€uje sintezu povrsinskih proteina, a pojacava transkripciju nekoliko faktora virulencije,
kada se gustina bakterijskih éelija poveéa u posteksponencijalnoj fazi rasta. U regulaciji manje
znacajnih faktora virulencije u€estvuju sigma factor o and rot (Fournier, 2008).

2.3.5 Rezistencija na antimikrobna sredstva

Mastitis krava izazvan stafilokokama moZe postati veoma ozbiljan problem ako je izazvan
sojevima otpornim na mnoge antimikrobne lekove (Watts i Salmon, 1997). Pojavom
multirezistentnih sojeva, posebno MRSA sojeva, zabrinutost za zdravlje ljudi i Zivotinja postala
je sve vedéa (Li i sar.,, 2015). Neracionalna upotreba antibiotika (bez predhodno ispitane
osetljivosti bakterija na antibiotike, primena supterapijskih doza, nedovoljno dugo trajanje
terapije) u le¢enju mastitisa mozZe dovesti do favorizovanja rasta i brojnosti rezistentnih u
odnosu na osetljive sojeve.

Postoje Cetiri osnovna mehanizma delovanja antibiotika na bakterije (Jezdimirovi¢, 2010; Mili¢ i
sar., 2017):

1. Antibiotici koji inhibiraju sintezu ¢éelijskog zida bakterija,
2. Antibiotici koji inhibiraju sintezu proteina bakterija,
3. Antibiotici koji inhibiraju sintezu nukleinskih kiselina bakterija,

4. Antibiotici koji dovode do promene permeabilnosti odnosno oStecenja membrane bakterijske
celije.

U terapiji mastitisa najceSce se koriste: penicilini (penicilin, ampicilin, kloksacilin, amoksicilin s
klavulonskom kiselinom), cefalosporini (cefaleksin, ceftriakson), aminoglikozidi (gentamicin,
neomicin), tetraciklini (tetraciklin), linkozamini (linkomicin), i sulfonamidi (sulfametoksazol sa
trimetoprimom).

Da bi se suprotstavile dejstvu antibiotika stafilokoke koriste razlicite mehanizme rezistencije.
Najvazniji mehanizmi su: produkcija enzima koji razaraju antibiotike, promena u strukturi mesta
za koje se vezuje antibiotik, promena metaboli¢ckih puteva u bakterijama, promena
permeabilnosti membrane prema leku, razvoj alternativnog enzima kod bakterija, kao i aktivno
izbacivanje antibiotika iz citoplazme efflux pumpom (Jezdimirovié, 2010; Mili¢ i sar., 2017).
Otpornost na antimikrobna sredstva je pojava koja se javlja tokom vremena usled genetskih
promena steenih mutacijom i/ili akvizicijom gena izmedu razli¢itih sojeva i vrsta bakterija
horizontalnim transferom gena (Biswas i sar., 2008).
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2.4. Dijagnoza stafilokoknog mastitisa

Sumnja na stafilokokni mastitis, kao i na mastitise druge etiologije, u zavisnosti od klinicke
forme, postavlja se na osnovu klinickog pregeleda, pregleda prvih mlazeva mleka i Kalifornija
mastitis testa. Sumnja na mastitis moze se postaviti i na osnovu povisenog broja SCC u uzorcima
zbirnog mleka. Definitivna etioloska dijagnoza se postavlja na osnovu detekcije bakterija u
asepti¢no uzetom uzorku iz mlecne Zlezde.

Koagulaza pozitivne stafilokoke se mogu relativno lako izolovati i uzgajati in vitro na velikom
broju razli¢itih hranljivih podloga. Za identifikaciju do vrste koriste se specificne podloge i
pojedine biohemijske analize (Mili¢ i sar., 2017). Koagulaza pozitivne stafilokoke do nivoa vrste
mogu se dokazati i detektovanjem specificnih delova genoma koris¢enjem molekularnih
metoda kao Sto je PCR.

Razumevanje epizootioloskih, epidemioloskih i evolucionih osbina stafilokoka oslanjaju se na
metode tipizacije (Ruppitsch, 2016; Chadi i sar., 2022). Metode tipizacije mogu biti fenotipske i
genotipske.

U proslosti vise su se koristile fenotipske metode za identifikaciju i tipizaciju bakterija
(Ruppitsch, 2016). Ove metode su, generalno, jednostavne, lake za izvodenje, jeftinije, ali imaju
nizu tacnost (Typeability; nizu moguénost tipizacije), reproduktivnost i diskriminatornu moc¢
nego genotipske metode (Zadoks i Schukken, 2006). Fenotipske metode zasnovane su na
odredivanju antibiogramskog profila, serotipova, biotipova, fagotipova i metodi multilokusne
enzimska elektroforeze (Multilocus Enzyme Electrophoresis, MLEE) (Chadi i sar., 2022).

Genotipske metode tipizacije se sve viSe koriste zbog njihove tac¢nosti i velike diskriminatorne
modi. Za genotipizacije stafilokoka naj¢esée se koriste metode: RAPD, AFLP, RFLP, PFGE, MLST,
spa tipizacija, RS-PCR i WGS.

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) — metoda nasumic¢nog umnozZavanja DNK. RAPD
metoda zasniva se na nasumi¢nom umnoZavanju viSe delova genomske DNK bakterija pomocu
kratkih sekvenci prajmera. U slucaju da postoji razlika izmedu sekvenci DNK, prajmeri ée se
vezivati na razli¢itim mestima, zbog ¢ega ¢e se nakon elektroforeze uociti razli¢iti RAPD profili,
Sto predstavlja kriterijum za utvrdivanje razlika, odnosno sli¢nosti izmedu genoma ispitivanih
uzrocnika (Welsh i McClelland, 1990). Diskriminatorna mo¢ ove metode zavisi od broja
prajmera ukljucenih u genotipizaciju. Metoda je mnogo uspesnija u razlikovanju razlicitih
genotipova kada se koristi viSe prajmera (Reinoso i sar., 2004). lako je ova metoda brza i laka za
primenu ima ograni¢enu reproduktivnost i tumacenje rezultata je komplikovano (Chadi i sar.,
2022).

Amplified Fragment Length Polymorphism — metoda utvrdivanja polimorfizma duZine
amplificiranih fragmenata (AFLP). Ova metoda se zasniva na digestiji genomske DNK pomocu
restrikcionog enzima, nakon ¢ega se dobijaju viSe fragmenata genomske DNK. Ovi fragmenti
DNK, koji se nazivaju adapteri, amplifikuju se pomocu specificnih prajmera, a proizvodi
amplifikacije se analiziraju na gel elektroforezi (Lakhundi i Zhang, 2018). Ova metoda je
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koris¢ena za istrazivanje klonske veze izmedu razli¢itih sojeva S. aureus iz razli¢itog izvora
uklju€ujudi i one koji su poreklom od goveda (Boerema i sar., 2006; Salasia i sar., 2011). AFLP je
jeftin za izvodenje, veoma ponovljiv, i brz za izvodenje, ali ima nizu diskriminatornu mo¢ u
poredenju sa drugim metodama molekularne tipizacije kao $to su PCR-RFLP, PFGE i MLST.

Dodavanje drugog restrikcionog enzima u prvom delu metode moze poboljsati diskriminatornu
mo¢ ove metode, ali metoda tada postaje skuplja i komplikovanija za izvodenje i tumacenje
rezultata (Chadii sar., 2022).

Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) — metoda
utvrdivanja polimorfizma duzine amplificiranih fragmenata uz primenu restrikcionih enzima.
Kod metode RFLP nakon PCR amplifikacije Zeljenog dela genoma, PCR produkti se razlazu
pomocu jednog ili viSe restrikcionih enzima, nakon Cega se fragmenti DNK analiziraju na gel
elektroforezi. U istrazivanjim stafilokoka poreklom od goveda najvise se koristi PCR-RFLP za gen
koji kodira koagulazu (coa) i gen koji kodira protein A (spa) (Zecconi i sar., 2006; Morandi i sar.,
2010). Ova metoda se jednostavno izvodi, brza je i ima veliku reproduktivnost (Chadi i sar.,
2022).

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) — metoda elektroforeze u pulsnom polju. Ova metoda
se zasniva na digestiji samo nekoliko mesta u hromozomu bakterije, pri ¢emu se stvaraju veliki
fragmenti DNK (Chadi i sar., 2022). Dati fragmenti se zatim razdvajaju elektroforezom u
pulsnom polju sa periodicnim promenama orijentacije elektricnog polja kroz gel (He i sar.,
2014). Ova metoda se koristi u epizootioloskim istraZivanjima stafilokoka, kao i u genotipizaciji
MRSA sojeva (Jgrgensen i sar., 2005; Said i sar., 2010; Kroning i sar., 2018). PFGE se smatra kao
najdiskriminatorniji metod, i stoga je postala Siroko primenjena metoda za uporednu tipizaciju
(zadoks i sar., 2002; lkawaty i sar., 2009; Hata i sar., 2010; Said i sar., 2010; Cremonesi i sar.,
2015). Ovo je jedan od razloga zaSto se PFGE Cesto smatra zlatnim standardom u tipizaciji S.
aureus. Medutim, PFGE ima i nedostatke, kao $to su: dugi interval do dobijanja rezultata,
komplikovani protokoli, nepodesnost za proucavanje velikog broja uzoraka, skupi reagenasi i
upotreba specijalizovane opreme (Zadoks i Schukken, 2006). Pored toga, teSko je
standardizovati i porediti razli¢ite PFGE rezultate laboratorija (lkawaty i sar., 2009), sto ga Cini
nepodesnim za medunarodna poredenja (Lakhundi i Zhang, 2018, Chadi i sar., 2022).

Multilocus sequence typing (MLST) — metoda tipizacije sekvenci veceg broja gena. Ova
metoda tipizacije zasniva se na sekvenciranju i ustanovljavanju razlika u sekvencama sedam
relativno konzerviranih gena (housekeeping). Ovi geni kodiraju esencijalne eznime: karbamat
kinaza (arcC), Sikimat dehidrogenaza (aroE), glicerol kinaza (glpF), gvanilat kinaza (gmk), fosfat
acetiltransferaza (pta), triosefosfat izomeraza (tpi) i acetil koenzim A acetiltransferaza (ikil)
(Enright i sar., 2000; Boss i sar., 2016). Dobijene sekvence svakog ispitanog gena ubacuju se u
MLST bazu podataka (https://pubmlst.org/). Za svaki prepoznati alel, baza dodeljuje alelni broj i
na osnovu kombinacije svih sedam alelnih brojeva baza dodeljuje tip sekvence (ST). Dalje se ST
svrstavaju u klonske komplekse (CC). Klonski kompleksi su definisani kao grupe ST-a u kojima
svaki ST ima najmanje pet od sedam identi¢nih alela sa najmanje jo$ jednim ST u grupi (Enright i
sar., 2002). Pomocdu softverskog programa BURST formiraju se CC i omogucava se pracenje
evolucije ST u CC (Zhang i sar., 2016a). MLST je koris¢éen za mnoge epizootioloske studije
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(Vanderhaeghen i sar., 2010; Cremonesi i sar., 2015; Wang i sar., 2015; Ben Said i sar., 2016;
Boss i sar., 2016) i pokazao je se kao odlican metod za dugorocne evolucione i globalne studije
(Holmes i Zadoks, 2011). Pored dobre reproducibilnost i moguénosti tipiziranja,
medulaboratorijske uporedivosti, nedostatak ove metode ogleda se u dugotrajnoj,
laboratorijski zahtevnoj i veoma skupoj metodi (Boss i sar., 2016). Takode, MLST ima manju
diskriminatornu mo¢ u poredenju sa spa i PFGE (Boss i sar., 2016; Chadi i sar., 2022).

spa typing — metoda tipizacije gena proteina A. Ova metoda zasniva se na PCR amplifikaciji i
sekvenciranju kratkih ponavljajuc¢ih sekvenci polimorfnog X regiona gena za protein A (spa),
prisutnog u svim sojevima S. aureus (Ji, 2020). Delecije i duplikacije ponavljajucih jedinica
zajedno sa tackastim mutacijama dovode do diverziteta u polimorfnom X regionu spa gena.
Varijacije u sekvencama koriste se za numeraciju ponavljajuéih sekvenci. Podaci dobijeni
sekvenciranjem se mogu analizirati pomacu bioinformatickog softvera Ridom Bioinformatics
(http://spaserver.ridom.de/). Pomodu istog softvera mogu se porediti globalno svi spa tipovi.
Genotipozacija spa metodom koriséena je u mnogim epizootioloskim studijama za identifikaciju
genetskih linija S. aureus-a kod mastitisa goveda (Said i sar., 2010; Holmes i Zadoks, 2011; Veh i
sar., 2015; Boss i sar., 2016; Ben Said i sar., 2016). Glavne prednosti ove metode tipizacije su
njena odlicna medulaboratorijska ponovljivost, brzina i standardna nomenklatura, kao i dobra
diskriminatorna mo¢ (Chadi i sar., 2022). Ova metoda je i mnogo jednostavnija i brza za
izvodenje i jeftinija od PFGE i MLST. Pored toga ova metoda pruza ¢vrste dokaze za filogenetske
odnose izmedu linija stafilokoka, posSto su spa tipovi obi¢no povezani sa specificnim MLST
tipovima (Boss i sar., 2016; Bonsaglia i sar., 2018).

Whole Genome Sequencing (WGS) — metoda sekvenciranje celog genoma. Ova metoda pruza
moguénost otkrivanja strukture genoma i celog genetskog sadrzaja mikroorganizama sve do
rezolucije od jednog baznog para (Chadi i sar., 2022). Sa tehnoloskim napretkom, WGS je
postao pristupacniji alat za genotipizaciju sa visokom propusnosti i najve¢com diskriminatornom
moci (Kosecka-Strojek i sar., 2016). Kod goveda je sve ce$¢a upotreba u studijama koje
proucavaju mastitise (Ronco i sar., 2018; Antok i sar., 2020; Fisher i Paterson, 2020; Fursova i
sar., 2020; Hoekstra i sar., 2020; Naushad i sar., 2020; Torres i sar., 2020). Ispitivanja ovom
metodom dovela su do boljeg poznavanja strukture populacije S. aureus, poznavanja porekla
sojeva otpornih na antibiotike, genetske osnove virulencije, kao i nastanka i Sirenje loza iz
lokalnih i globalnih populacija goveda (Fursova i sar., 2020; Naushad i sar., 2020). Medutim,
trenutno ova metoda je komplikovana i dugotrajna za izvodenje. Potrebna su velika pocetna
ulaganja u hardversku opremu i softver, a i visoki su troskovi analize (Chadi i sar., 2022).
Takode, tumacenje rezultata je komplikovano i zahteva iskustvo i definisane kriterijume za
procenu genetskih odnosa izmedu sojeva (Kosecka-Strojek i sar., 2016; Chadi i sar., 2022).

Ribosomal spacer PCR (RS-PCR) - PCR amplifikacija intergenskih spajsera 165-23S rRNK
ribozoma. Metoda se zasniva na amplifikaciji 165—23S rRNK medugenskog odvojenog regiona i
elektroforetskoj analizi dobijenih PCR produkata (Fournier i sar., 2008). Region 165—-23S rRNK
pokazuje velike varijacije u sekvenci i duzini na nivou vrste (Jensen i sar., 1993), Sto je
iskoriS¢eno za suptipizaciju stafilokoka (Fournier i sar., 2008). Ova metoda je koris¢ena za
proucavanje sojeva S. aureus izolovanih kod mastitisa krava (Fournier i sar., 2008; Graber i sar.,
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2013, Cremonesi i sar., 2015; Graber, 2016; Ben Said i sar., 2016; Boss i sar., 2016; Monistero i
sar., 2018) i pokazala se kao veoma rezolutivna i robusna metoda (Graber, 2016). Za najbolju
rezoluciju i procenu podataka, produkte RS-PCR-a potrebno je analizirati na minijaturnim
sistemima elektroforeze ili na kapilarnim elektroforezama (Graber, 2016). Tumacenje dobijenih
rezultata je jednostavno i standardizovano preko bioinformatickog  softvera
(https://mahal.vitech.dev/#/). U poredenju sa spa tipizacijom i MLST-om, RS-PCR ne zahteva
sekvenciranje DNK, Sto znatno pojednostavljuje i pojeftinjuje analizu i omogucava visoku
propusnost (Ben Said i sar., 2016; Boss i sar., 2016; Graber, 2016). Diskriminatorna mo¢ RS-PCR-
a za sojeve S. aureus izolovane kod goveda je visoka i sli€na spa tipizaciji, a vec¢a od MLST i PFGE
(Cremonesi i sar., 2015; Boss i sar., 2016; Graber, 2016). Za epidemioloska poredenja izmedu
genotipova izolovanih kod goveda i ljudi, potrebno je uporedo sa RS-PCR izvrsiti i spa
genotipizaciju, jer se spa metoda Siroko koristi za genotipizaciju sojeva izolovanih kod ljudi i
dostupno je mnogo podataka u bazi (Graber, 2016).

2.5. Kontrola stafilokoknih mastitisa na farmama

U terapiji mastitisa najcesée se koriste antimikrobna sredstva (antibiotici i hemioterapeutici), a
rezultati izleCenja su veoma varijabilni (od 4% do 92%), Sto zavisi od niza faktora, ukljucujudi
faktore vezane za obolelu jedinku, infektivhog agensa i rezima terapije (Barkema i sar., 2006;
Khan i Khan, 2006). Koagulaza pozitivne stafilokoke su medu najpoznatijim bakterijama koje
brzo razvijaju rezistenciju na antimikrobna sredstva, Sto suzava izbor leka za terapiju (Chambers
i Deleo, 2009). U nekim slucajevima, iako antibiogram ispituje¢eg izolata pokaze da su
stafilokoke senzitivne na razne antibiotike, Cesto tretman ne bude uspesan. Neuspeh terapije,
pre svega, nastaje zbog faktora virulencije stafilokoka koje im omoguéavaju izbegavanje
kontakta sa terapijskim sredstvom. Mastitisi izazvani genotipovima stafilokoka prilagodenih
kravama teZe se leCe, verovatno zbog njihove sposobnosti da prezZive u tkivu mlecne Zlezde
(Budd i sar., 2015). Predlozeni su alternativni tretmani lecenja, kao $to su bakteriocini, eteri¢na
ulja i drugi biljni i homeopatski lekovi, ali do danas, nedostaju naucni dokazi koji podrzavaju
preporuke za njihovu upotrebu (Rainard i sar., 2018; Cheng i Han., 2020).

Vakcina i vakcinacija protiv stafilokoknog mastitisa, proucavana je dugi niz godina. Da bi bila
efikasna, idealna vakcina protiv mastitisa uzrokovanim S. aureus-om treba da spreci infekciju ili
da olaksa uklanjanje bakterija iz mlecne Zlezde vrlo brzo nakon ulaska u nju, ¢ime se eliminise
mogucnost dugotrajne intramamarne infekcije koja moze posluziti i kao rezervoar za infekciju
stada (Rainard i sar., 2018). Do danas vakcina koja ispunjava ove kriterijume nije razvijena
(Schukken i sar., 2014; Freick i sar., 2016; Rainard i sar., 2018; Cheng i Han., 2020).

Zbog niskog procenta izleCenja stafilokoknih mastitisa antimikrobnim sredstvima (Sol i sar.,
2000; Gruet i sar., 2001; Barkema i sar., 2006) i ogranicene efikasnosti vakcinacije za
sprecavanje novih infekcije (Peton i Le Loir, 2014; Landin i sar., 2015), implementacija sanitarnih
programa je trenutno najrazumniji pristup kontrole mastitisa u zarazenom stadu. Sanitarni
program se prave na osnovi plana od 10 tadaka (https://www.nmconline.org/wp-
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koji predstavljaju temelj sanitarnih programa posebno kod visokokontagioznih mastitisa (Sartori
i sar., 2017). Neke sanitarne mere su obavezne za sprovodenje dok su neke samo preporucene.
NajvaZnija obavezna mera je pridrZavanje strogog reda muzZe na osnovu trenutnog statusa
mastitisa krava u stadu. Uvek se prvo muzu krave koje nemaju mastis, pa krave nepoznatog
statusa (krave nakon teljenja, posle antimikrobne terapije, novonabavljene krave) i na kraju
krave sa mastitisom. Druge obavezne sanitarne mere su: pravilno ¢iS¢enje opreme za muzu
(posle svake muZe po upustvu proizvodaca), CiS¢enje, pranje i suSenje vimena i sisa pre muze
jednokratnim ubrusima i dezinfekcija sisa nakon muZe (Sartori i sar., 2017). Preporucene
sanitarne mere obuhvataju: izmuzanje prvih mlazeva u posudu s tamnim dnom, nosenje Cistih
rukavica tokom procesa muZe, antibiotska terapija krava sa klinickim mastitisom i krava u
zasusenju, kao i vodenje kompletne evidencije odnosno ¢uvanje relevantnih zapisa.

Pa studiji Sartori i saradnika (2017), farme zaraZene sa visokokontagioznim genotipom S.
aureus, uspeSno su sanirane za 9 meseci odgovaraju¢im sanitarnim merama. Te mere su
obuhvatale striktan red i higijenu muZe, odgovaraju¢u antibiotsku terapiju krava sa mastitisom
(produzenu na 5 dana i tretiranjem svih Cetvrti vimena bez obzira da li su zarazene) i izluCivanje
hroni¢no zarazenih krava koje su otporne na terapiju (Sartori i sar., 2017).
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3. CILJ |1 ZADACI

S. aureus izaziva hroni¢ne mastitise, koji se tesko eliminiSu iz stada muznih krava. Pretpostavlja
se da je razvoj mastitisa povezan sa karakteristikama izolata S. aureus i ekspresijom kombinacije
razli¢itih gena faktora virulencije. Da bi se problemi mastitisa mle¢nih krava, koji su cesto
perzistentni, sveli na najmanju mogucéu meru, potrebno je dobro poznavanje faktora virulencije
S. aureus, kako bi se na osnovu tih saznanja mogle da primene najefikasnije i nejefektivnije
mere kontrole. Do danas u Republici Srbiji nije ispitivana distribucija genotipova koagulaza
pozitivnih stafilokoka i njihova povezanost sa faktorima virulencije. Stoga je cilj ove disertacije
da se izvrsi suptipizacija sojeva S. aureus izolovanih iz uzoraka mleka uzetih u slucajevima
mastitisa krava. Za realizaciju postavljenog cilja definisani su sledeéi zadaci:

1. Utvrdivanje prevalencije mastitisa krava izazvanih koagulaza pozitivnim stafilokokama u
Macvanskom i Kolubarskom okrugu.

2. Ispitivanje fenotipske i genotipske karakterizacije izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka.
3. Ispitivanje osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka na antimikrobna sredstva.

4. Ispitivanje prisustva gena virulencije kod S. aureus izolovanih iz uzoraka mleka uzetih iz
pojedinih ¢etvrti vimena krava u slu¢ajevima mastitisa.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Materijal

4.1.1. Uzorci mleka

Uzorci mleka za bakteriolosku izolaciju uzro¢nika mastitisa uzeti su iz pojedinih Cetvrti vimena
krava s povecanim brojem somatskih ¢elija. Uzorci su prikupljani u periodu od juna 2019. do
marta 2021. godine na epizootioloskom podrucju Macvanskog i Kolubarskog okruga. Ukupno je
pregledano 288 farmi mlecnih krava. Veli¢ina stada na farmama varirala je od 3 do 145 krava,
od kojih su od 3 do 112 krava bile u laktaciji.

Pre uzimanja uzoraka mleka, klini¢ki je pregledano vime i sise svake krave, vizuelno su
pregledani prvi mlazevi mleka, a Kalifornija mastitis test je koriséen kao skrining test za
otkrivanje mleka sa povéanim brojem somatskih ¢éelija. Pre uzimanja oko 6 mL uzoraka mleka u
sterilne i unapred obeleZene epruvete (broj krave i ¢etvrt vimena), vime svake krave je oprano,
osuseno, a vrh sisa je dezinfikovan 70%-nim etanolom. Uzorci mleka su ¢uvani u frizideru i
transportovani u laboratoriju u roku od 12 h.

4.1.2. Referentni sojevi

U ispitivanjima kao referenetni sojevi koris¢eni su: S. aureus ATCC (American Type Culture
Collection) 25923, S. aureus ATCC 6538 koji produkuje biofilm i S. aureus ATCC 43300 koji je
meticilin rezistentan.

4.1.3. Podloge za izolovanje i potvrdu koagulaza pozitivnih stafilokoka

4.1.3.1. Krvni agar

Za izolaciju i ispitivanje sposobnosti stafilokoka da stvaraju hemolizine koriS¢en je krvni agar,
koji je pripreman od hranljivog agara uz dodatak 5-7% sterilne defebrinisane ovcije krvi. Sastav
hranljivog agara (Torlak, Srbija) za pripremu krvnog agara sadrzi (g/L):

Pepton 15,0g
Mesni ekstrakt 30g
Natrijum-hlorid 50¢g
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Kalijum-hidrogenfosfat 0,3g
Agar 18,0g

Podloga je pripremana tako $to je odmereno 41,3 g praha hranljivog agara i dodato 1000 mL
destilovane vode i ostavljeno da odstoji 15 minuta na sobnoj temperaturi. Podloga je zatim
paZljivo uz mesanje zagrejana do klju¢anja, da se potpuno rastvori, a zatim sterilisana u
autoklavu 15 minuta na 121 °C. Zatim je podloga ohladjena na 50 °C i u asepti¢nim uslovima
dodato je 5- 7% sterilne defibrinisane krvi, dobro je pomesana i razlivena u Petri ploce.

4.1.3.2. Hranljivi agar

Za umnoZzavanje kulture stafilokoka koris¢en je hranljivi agar. Dehidrovani medijum (Torlak,
Srbija) za pripremu hranljivog agara sadrzi (g/L):

Pepton 15,0¢g
Mesni ekstrakt 30g
Natrijum-hlorid 50¢g
Kalijum-hidrogenfosfat 03¢g
Agar 18,0g

Podloga je pripremana od 41,3 g praha hranljivog agara i 1000 mL destilovane vode i ostavljena
da odstoji 15 minuta na sobnoj temperaturi. Podloga je zatim paZljivo uz mesSanje zagrevnaa do
klju¢anja, da potpunog rastvoranja. Zatim je ohladjena na 50 °C i razlivena u Petri ploce.

4.1.3.3. Manitol slani agar

Za ispitivanje sposobnosti stafilokoka da fermentiSu manitol koriséen je manitol slani agar.
Dehidrovani medijum (Oxoid, Velika Britanija) za pripremu manitol slanog agara sadrzi (g/L):

,Lab- Lemco” prah 1,0g

Pepton 10,0g
Manitol 100g
Natrijum- hlorid 75,0¢g
Fenol crveno 0,025¢
Agar 150¢g

Podloga je pripremana od 111 g praha podloge i 1000 mL destilovane vode i ostavljena da
odstoji 15 minuta na sobnoj temperaturi. Podloga je zatim paZljivo uz meSanje zagrevana do

24



klju¢anja, da se potpuno rastvori, a zatim sterilisana u autoklavi 15 minuta na 121 °C. Podloga je
ohladjena na 50 °C, promesana i razlivena u Petri ploce.

4.1.3.4. Vodonik- peroksid za ispitivanje enzima katalaze

Za katalaza test koriS¢en je 3% vodonik-peroksid (Julifarm, Srbija).

4.1.3.5. Plazma kuniéa za koagulaza test

Za koagulaza test koriS¢ena je, spremna za upotrebu, plazma kuniéa (Torlak, Srbija).
4.1.3.6. Fizioloski rastvor

FizioloSki rastvor pripreman je od 8,5 g natrijum-hlorida koji je rastvoren u 1000 mL
dejonizovane vode. Nakon rastvaranja fizioloski rastvor razliven je u epruvete od 9 mL i
sterilisan na temperaturi od 121 °C tokom 15 minuta.

4.1.3.7. Orto-nitrofenil beta-D-galaktopiranozid (ONPG) test za dokazivanje beta
galaktozidaze

Za dokazivanje enzima beta-D-galaktozidaze koris¢eni su ONPG diskovi (Himedia, Indija) u
sterilni epruvetama sa sterilnim fizioloskim rastvorom.

4.1.3.8. Maltoza test

Za dokazivanje fermentacije Secera maltoze koriséeni su maltoza diskovi (Himedia, Indija) u
sterilnim epruvetama sa rastvorom ljubic¢astog bujona (Becton, Dickinson i Company, SAD).
Sastav dehidrovanog medijum za pripremu ljubiastog bujona (g/L):

Pankreasni digest Zelatina 10,0 g
Natrijum-hlorid 50¢g
Bromkrezol ljubi¢asto 0,02¢g

Bujon je pripreman od 15,0 g praha ljubi¢astog bujona i 1000 mL destilovane vode. Rastvor je
zagrevan uz mesSanje dok se prah nije rastvorio, zatim je sterilisana u autoklavu 15 minuta na
118°C. Podloga je zatim ohladjena na 50 °C i u asepti¢nim uslovima razlivena po 5 mL u sterilne
epruvete.

4.1.4. Reagensi za bojenje po Gramu

Za bojenje po Gramu koriS¢eni su reagensi: gencijana ljubi¢asto (Himedia, Indija), Lugolov
rastvor (Himedia, Indija), 96% etil-alkohol (Zorka Pharma- Hemija, Srbija), Karbol fuksin
(Himedia, Indija).
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4.1.5. Podloga za ispitivanje osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka na
antimikrobne lekove disk difuzionom metodom po Kirbi- Baueru
Za ispitivanje osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka na antimikrobne lekove disk

difuzionom metodom po Kirbi-Baueru koriséen je Mueller-Hinton agar. Sastav dehidrovanog
medijuma (Oxoid, Velika Britanija) za pripremu Mueller-Hinton agara (g/L) je bio slededi:

dehidrovana infuzija iz govedine 300,0g
kazein hidrolizat 17,5g
skrob 15¢g
agar 17,0g

Podloga je pripremana od 38,0 g praha podloge i 1000 mL destilovane vode. Podloga je zatim
paZljivo uz meSanje zagrevana do kljuanja, da se potpuno rastvori, a zatim sterilisana u
autoklavu 15 minuta na 121 °C. Podloga ohladjena na 50 °C, je promes$ana i razlivena u Petri
ploce.

4.1.6. Reagensi za ekstrakciju DNK
Za ekstrakciju DNK iz izolata stafilokoka koriscen je:

- Tris-etilen diamin tetra sir¢etna kiselina (TE) pufer (pH 8) (Invitrogen, Litvanija). Rastvor
spreman za upotrebu i koji sadrzi 10 mM Tris i 1 mM etilen diamin tetra siréetne kiseline
(EDTA).

- Fosfatni slani pufer (phosphate buffered saline, PBS) u tabletama (Fisher BioReagents, Belgija).
Rastvor je pripreman od jedne tablete i 200 mL dejonizovane vode. Tako pripremljen rastvor
sadrzi 0,01 M fosfatnog pufera, 0,0027 M kalijum-hlorida i 0,137 M natrijum-hlorida. pH
rastvora je 7,4 na 25 °C. Rastvor je ¢uvan na temperaturi od 4 °C.

4.1.7. Reagensi za PCR amplifikaciju
Za PCR amplifikaciju koriséen je:

- Kit za pripremu reakcione smese, DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) (ThermoScientific,
Litvanija),

- Kit za pripremu reakcione smesSe za amplifikaciju 165-23S rRNK, HotStarTag Master Mix Kit
(Qiagen, Nemacka),

- Prajmeri (Invitrogen, Velika Britanija), oligonukleotidi specificnih sekvenci za razli¢ite gene.
Specifi¢ne sekvence prajmera i uslovi umnozavanja dati su tabeli 4.1.7.
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Tabela 4.1.7. Spisak prajmera koris¢enih za amplifikaciju gena stafilokoka

Gen Prajmeri Sekvence prajmera Duzina amplifikata Reference

nuc nuc F TGCTATGATTGTGGTAGCCATC 4209 Baron i sar.,
nuc R TCTCTAGCAAGTCCCTTTTCCA 2004

coa coal ATA CTC AAC CGA CGA CACCG 15172 Aarestrup i sar.,
coa4d GAT TTT GGA TGA AGCGGATT 1995

coa coa2 ACC ACAAGG TACTGA ATCAACG 9763 Aarestrup i sar.,
coa3 TGCTTT CGATTG TTC GAT GC 1995

23S RNK | 23sRNAF ACG GAG TTA CAA AGG ACG AC 12504 Straub i sar.,
23sRNK R AGC TCA GCCTTA ACG AGT AC 1999

spa spa F TGTAAAACGACGGCCAGTGCTAAAAAGCTAAAC | >270 Dalla Pozza i

GATGC sar., 1999
spa R CAGGAAACAGCTATGACCCCACCAAATACAGTT
GTACC

spa spa-1113F TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC 200- 600° Stegger i sar.,
spa-1514R CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT 2012

clfA clfaF GGCTTCAGTGCTTGTAGG 10427 Stephanii sar.,
clifaR TTTTCAGGGTCAATA TAAGC 2001

cna cna F AAA GCG TTG CCT AGT GGA GA 1928 Smith i sar.,
cna R AGT GCCTTCCCAAACCTTTT 2010

fnbA fnba F CACAACCAGCAAATATAG 13629 Peacock i sar.,
fnba R CTGTGTGGTAATCAATGTC 2002

efb efb F ACGGTCCAAGAGAAAAGAAACC 657 10 Smeltzer i sar.,
efb R TTGTCCAGACTACTTGCATCTGC 1997

icaA icaA F GATTATGTAATGTGCTTGGA 770 1) Peacock i sar.,
icaA R ACTACTGCTGCGTTAATAAT 2002

icaD icaD F AAA CGT AAG AGA GGT GG 38112 Vasudevan i
icaDR GGC AAT ATG ATCAAG ATAC sar., 2003

bap bap F CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTGCAC 971 3 Cucarellai sar.,
bap R GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC 2004

pvl pvl F TTCATTTAGACGCAGCAGGA 465 14 Zeccon i sar.,
pvi R TTGAATAGCCGTCCCTTACG 2006

pvl pvl 1 GCTGGACAAAACTTCTTGGAATAT 85°% Stegger i sar.,
pvl 2 GATAGGACACCAATAAATTCTGGATTG 2012

mecA mecA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG 1629 Stegger i sar.,
mecA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG 2012

mecA GMECAR-1 ACTGCTATCCACCCTCAAAC 1637 Mehrotra i sar.,
GMECAR-2 CTGGTGAAGTTGTAATCTGG 2000

mecC mecC F GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC 1389 Steggeri sar.,
mecC R GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC 2012

cap5 cap5F ATGAGGATAGCGATTGAAAA 518 Oteisar., 2011
cap5R CGCTTCTTAATCACTTTTGC

cap8 cap8F ATCGAAGAACATATCCAAGG 83416 Oteisar., 2011
cap8R TTCATCACCAATACCTTTTA

sea sea F GGT TAT CAA TGT GCG GGT GG 102 17 Roussel i sar.,
sea R CGG CACTTTTIT CTCTTC GG 2015

sea seal AAA GTC CCG ATC AATTTATGG CTA 216Y Salasia i sar.,
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sea 2 GTA ATT AAC CGA AGG TTC TGT AGA 2004

seb seb F GTATGG TGG TGT AACTGA GC 164 17 Roussel i sar.,
seb R CCA AAT AGT GAC GAG TTA GG 2015

seb seb 1 TCG CAT CAA ACT GAC AAACG 478Y Salasia i sar.,
seb 2 GCA GGT ACT CTA TAA GTG CC 2004

sec sec F AGA TGA AGT AGT TGATGT GTA TGG 45117 Roussel i sar.,
secR CACACTTTIT AGA ATC AACCG 2015

sec secl GAC ATA AAA GCT AGG AATTT 2579 Salasia i sar.,
sec 2 AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC 2004

sed sed F CCA ATA ATA GGA GAA AAT AAA AG 278 17 Roussel i sar.,
sed R ATT GGTATTTITTTT CGT TC 2015

sed sed 1 CTAGTTTGG TAATAT CTCCT 3179 Salasia i sar.,
sed 2 TAA TGC TAT ATC TTA TAG GG 2004

see see F TGT ATG TAT GGA GGT GTA AC 213 1) Roussel i sar.,
see R GCC AAAGCTGTCTGA G 2015

see see 1l TAG ATA AGG TTA AAA CAA GC 170 Salasia i sar.,
see 2 TAA CTT ACC GTG GACCCTTC 2004

ser ser F AGA TGT GTT TGG AAT ACCCTAT 12317 Roussel i sar.,
ser R CTA TCA GCT GTG GAG TGC AT 2015

seg segF GTT AGA GGA GGT TTT ATG 198 18 Roussel i sar.,
seg R TTC CTT CAA CAG GTG GAG A 2015

seh seh F CAA CTG CTG ATT TAG CTC AG 173 %8 Roussel i sar.,
seh R CCC AAA CATTAG CACCA 2015

sei sei F GGC CACTTT ATC AGG ACA 32818 Roussel i sar.,
sei R AAC TTA CAG GCA GTCCA 2015

sej sej F GTT CTG GTG GTA AAC CA 1311® Roussel i sar.,
sej R GCG GAA CAACAG TTCTGA 2015

sep sep F TCA AAA GAC ACC GCC AA 398 18 Roussel i sar.,
sep R ATT GTC CTT GAG CACCA 2015

tsst tsst F CAACATACTAGCGAAGGAACT 277 9 Cosandey i sar.,
tsst R GATATGTGGATCCGTCATTCA 2016

tsst tsst 1 ATG GCA GCATCAGCTTGATA 350Y Akineden i sar.,
tsst 2 TTT CCAATAACCACCCGTTT 2001

165-23S L1 CAA GGC ATC CACCGT varijabilno®” Jensenisar.,

rRNK Gl GAA GTC GTA ACA AGG 1993

1950C 5min.,30x(95°C 30sek.,55°C 30sek.,72°C 1min.),72°C 10 min.,4°Ceo 2195°C 3min.,35x(95°C 60sek.,55°C 60sek.,72°C
90sek.),72°C 10 min.,4°Ce= 3195°C 3min.,35x(95°C 30sek.,55°C 45sek.,72°C 75sek.),72°C 10min.,4°Ceo 495°C 3min.,50x(94°C
30sek.64 °C 45sek,72°C 90sek.),72°C 7min.,4°Ceo 3195°C 5min.,30x(95°C 30sek.,55°C 30sek.,72°C 1min),72°C 10min., 4°Ceo 6194°C
5min.,30x(94°C 30sek.,59°C 30sek.,72°C 1min),72°C 10min.,4°Coe 7)95°C 3min.,35x(94°C 1min.,57°C 1 min.,72°C 1min), 72°C
10min., 4°Cee 8 95°C 2min., 40x (94°C 30 sek., 52°C 30 sek., 72°C 1 min), 72°C 10 min., 4°Cee 9 95°C 2min., 35x (94°C 60 sek.,
50°C 60 sek., 72°C 2 min), 72°C 10 min., 4°Ceo 10 950C 2min., 32x (94°C 45sek., 55°C 30 sek., 72°C 1 min), 72°C 10 min., 4°Ceo 11)
94°C 5min., 30x (94°C 60 sek., 50°C 60 sek., 72°C 1 min), 72°C 10 min., 4°Ce= 12) 92°C 5min., 30x (92°C 60 sek., 49°C 50 sek., 72°C
1 min), 72°C 7 min., 4°Cee 13) 950C 3min., 40x (95°C 30 sek., 52°C 30 sek., 72°C 1 min), 72°C 7 min., 4°Coe 14) 95°C 3min., 30x
(94°C 40 sek., 59°C 45sek., 72°C 1 min), 72°C 8 min., 4°C oo 15) 94°C 5min., 35x (94°C 30 sek., 50°C 30 sek., 72°C 1 min), 72°C7
min., 4°C oo 16) 94°C 5min., 30x (94°C 30 sek., 46°C 30 sek., 72°C 1 min), 72°C7 min., 4°C e 17) 94°C 5min., 30x (94°C 30 sek., 59°C
30 sek., 72°C 1 min), 72°C 10 min., 4°C oo 18) 94°C 5min., 30x (94°C 30 sek., 59°C 30 sek., 72°C 1 min), 72°C 10 min., 4°C oo 19)
95°C 2min., 35x (95°C 30 sek., 59°C 30 sek., 72°C 1 min), 72°C 7 min., 4°C oo 20) 95 °C 15 min.,27x(94 °C 1min., 2min dizanje
temperature, 55°C 7min., 2min spustanje temperature,72°C 1min),72°C 10min., 4°Coo
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4.1.8. Reagensi za vizuelizaciju PCR produkta
Za vizuelizaciju PCR produkata koris¢eni su:

- Tris-borna kiselina-EDTA puffer (TBE), koncentrovan UltraPure 10x TBE pufer (1,0 M Tris, 0,9 M
borna kiselina, 0,01 M EDTA, pH 8,4 £ 0,1) (Invitrogen, Velika Britanija). Radni rastvor je
pripremljen od 90 mL dejonizovane vode i 10 mL TBE pufera.

- Agaroza, Ultra Pure Agarose (Invitrogen, SAD),

- marker molekulske mase DNK, GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific,
Litvanija) i HyperLadde 50bp (Bioline, Velika Britanija),

- boja za DNK produkte, MaestroSafe Nucleic Acid Loading Dye (MaestroGen, Tajvan).

4.1.9. Reagensi za genotipizaciju
Kod genotipizacije koris¢en je Agilent DNA7500 Kit (Agilent, SAD).

4.1.10. Oprema

U toku istrazivanja koriséena je standardna laboratorijska oprema. Za molekularna istrazivanja
koriséeni su:

- PCR aparat, ProFlex PCR System (Applied Biosystems, SAD)
- centrifuga, Centrifuge 5425 (Eppendorf, Nemacka)

- mini centrifuga, MY SPIN 6 (Thermo Scientific, SAD)

- vorteks, LP Vortex Mixer (Thermo Scientific, SAD)

- setovi automatskih pipeta, Finnpipete F2 1- 10 pL, 10- 100 pL, 100- 1000 uL (Thermo Scientific,
SAD)

- aparat za elektroforezu sa transluminatorom, Mupid- exu (Advance, Japan)
- drzac za Cipove (Agilent, SAD),
- vorteks za Cipove (IKA, Velika Britanija),

- bioanalizator, Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, SAD).
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4.2. Metode

4.2.1. Kalifornija mastitis test (California Mastitis Test, CMT)

Kalifornija mastitis test raden je po proceduri opisanoj u knjizi Clinical Veterinary Microbiology
(Quinn i sar., 1999). Pre testiranja mleka pomodéu CMT zaprljane sise su CiS¢enje i oprane po
potrebi. Nakon toga prvi mlazevi mleka izmuzani su u posudu s crnim dnom, radi odbacivanja
prvog mlaza mleka i kontrole na prisustvo klinickog mastitisa. Oko 2 mL mleka iz svake sise
izmuzano je u pojedinacni odeljak posude za CMT. Jednaka koli¢ina CMT reagensa je dodavana
u mleko. Blagim kruZnim pomeranjem posude mesan je reagens sa mlekom i nakon 15 sekundi
je oCitavan rezultat. Rezultati su interpretirani na osnovu konzistencije mesavine kao:

- negativno (mesavina ostaje te¢na, homogena bez uodljivog zgrusavanja),
- sumnjivo (neznatna promena u konzistenciji),

- slabo pozitivno (postepeno zgrusavanje mleka),

- pozitivno (odmah zgrusnjavanje mleka),

- izrazito pozitivno (stvaranje Zelatinozne mase).
4.2.2. BakterioloSke metode izolacije i identifikacije stafilokoka

4.2.2.1. Zasejavanje na krvni agar

Uzorci mleka pre zasejavanja drzani su na sobnoj temperaturi pola sata ili u termostatu 15
minuta na temperaturi 37°C. Uzorci su kratko mesani na mesalici i zasejani velikom omcom eze
precnika 4 mm (0,01 mL) na krvni agar. Oko 15 minuta podloge su ostavljene na sobnoj
temperaturi da se mleko upije, a zatim su inkubirane u aerobnim uslovima 24 h na 37°C. Na
krvnom agaru na kojem nije bilo porasta nakon 24 h inkubacije, podloge su inkubirane jos 24 h.
Kolonije karakteristicnog izgleda za stafilokoke (bele, Zuékaste, Zute, konveksne, za zonom
hemolize) zasejavane su na hranljivi agar.

4.2.2.2. Zasejavanje na hranljivi agar

Par kolonija sumnjivih na stafilokoke presevajane su na hranljivi agar tehnikom ,tri eze”.
Podloga je inkubirana 24h na 37 °C. Kolonije izrasle na hranljivom agaru koris¢ene su za testove
identifikacije i ispitivanje osetljivosti stafilokoka na antimikrobna sredstva.

4.2.2.3. Bojenje po Gramu

Na mikroskopsku plocicu stavljena je jedna kap fizioloSkog rastvora i u njoj je suspendovan deli¢
ispitujuée kolonije. PloCica je ostavljena da se osusi na sobnoj temperaturi, a onda je preparat
fiksiran na plameniku. Preparat je preliven gencijana ljubi¢astom bojom, koja je bila u kontaktu
sa preparatom 3 minuta. Nakon toga, boja je odlivena, a preparat je preliven Lugolovim
rastvorom. Lugolov rastvor je delovao 1 minut, nakon Cega je odliven, a preparat je ispran 96%
etil-alkoholom. Preparat je zatim preliven karbofuksinom koji je delovao na preparat 20
sekundi. Nakon toga, preparat je ispran destilovanom vodom, osusen na vazduhu i posmatran
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pod imerzionim objektivom mikroskopa. Stafilokoke na mikroskopskom preparatu vide se kao
plave sferi¢ne tvorevine grupisane u nepravilne ili grozdaste skupine.

4.2.2.4. Ispitivanje prisustva enzima katalaze

Na mikroskopsku plocicu stavljena je jedna kap 3% vodonik-peroksida i u nju je suspendovan
deli¢ ispituju¢e kolonije. Stvaranje mehuri¢a pri kontaktu 3% vodonik-peroksida i kolonije
oznacavalo je pozitivnu reakciju na enzim katalazu.

4.2.2.5. Zasejavanje na manitol slani agar

Par kolonija sa hranljivog agara presejane su na manitol slani agar. Inkubacija je vrSena u
aerobnim uslovima na 37°C tokom 24 h. Na ovoj podlozi S. aureus ima izgled Zutih kolonija sa
Zutom zonom, dok ostale vrste iz roda Staphylococcus imaju izgled malih ruzicastih kolonija bez
promene boje podloge.

4.2.2.6. Ispitivanje sposobnosti koagulacije plazme kunica

U sterilne epruvete razliveno je 0,5 mL plazme kunic¢a koja je ve¢ bila spremna za upotrebu.
Deli¢ ispitujuce kolonije suspendovan je u epruvetu sa razlivenom plazmom. Istovremeno kao
pozitivna kontrola suspendovana je kolonija S. aureus ATCC 6538, i kao negativna kontola
koriS¢ena je plazma u kojoj nista nije suspendovano. Inkubacija je vrSena na 37 °C, a rezultati su
oCitavani posle 4 h i 24h.

4.2.2.7. Ispitivanje prisustva enzima beta glukuronidaze

Jedna tableta ONPG stavljena je u sterilnu epruvetu. Dodato je 100 plL sterilnog fizioloSkog
rastvora i deli¢ kolonije koja se ispituje. Inkubacija je vrSena na 37 °C, a rezultati su ocitavani
posle 6 h i posle 24h. Rastvor Zute boje oznacavao je pozitivnu reakciju, dok izostanak promene
boje oznacavao je negativnu reakciju.

4.2.2.8. Ispitivanje fermentacije maltoze

U epruvete u kojima se nalazi ljubacasti bujon, asepti¢no je dodat jedan disk manoze i deli¢
kolonije koja se ispituje. Inkubacija je vrSena na 37 °C, a rezultati su olitavani posle 24 h i 48 h.
Promena boje rastvora od purpurne do Zute boje oznacavala je pozitivnu reakciju, dok izostanak
promene boje oznadavao je negativnu reakciju.

4.2.3. Ispitivanje osetljivosti stafilokoka na antimikrobna sredstva disk difuzionom
metodom

U sterilnu epruvetu naliven je 1 mL sterilnog fizioloskog rastvora u koji je suspendovano
nekoliko kolonija stafilokoka sa hranljivog agara. Napravljena suspenzija je blago izmeSa na
vorteksu i uporedjena sa 0,5 McFarland-ovim rastvorom (bioMerieux, Francuska) koji
predstavlja standard za koncentraciju bakterija u suspenziji. Ukoliko suspenzija odgovara
standardu, dobijen je Zeljeni broj bakterija u primarnoj suspenziji koji iznosi 1- 3 x 108 bakterija
u 1 mL. Iz dobijene primarne suspenzije preneto je 100 uL u 9,9 mL sterilnog fizioloSkog
rastvora. Suspenzija je izmeSana na vorteksu i ona je predstavljala krajnu suspenziju za
ispitivanje. Petri plo¢a sa Muller-Hinton agarom je prelivena sa svom koli¢inom krajne
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suspenzije stafilokoka. Petri plo¢a su ostavljene oko 2 minuta na sobnoj temperaturi, nakon
Cega je viSak suspenzije odliven, a ploca je stavljena u termostat na 37°C tokom 1 - 2 h da se
prosusi. Postavljanje diskova antimikrobnih lekova na povrsinu inokulisane podloge vrieno je
sterilnim pincetama. Na povrsinu inokulisane podloge sterilnim pincetama postavljani su diskovi
antibiotika (Bioanalyse, Turska) u koncentracijama: penicilin G 10 pg (P), ampicilin 10 pg (AM),
amoksicilin/ klavulanska kiselina 20 pug + 10 pug (AMC), cefaleksin 30 pg (CL), ceftriakson 30 pg
(CRO), kloksacilin 1 pg (CX), gentamicin 10 ug (CN), tetraciklin 30 pg (TE) i trimetoprim/
sulfametoksazolom 1,25 pg + 23,75 ug (STX). lzolati koji su pokazali rezisitenciju na penicilin,
ispitani su dodatno disk difuzionom metodom na osetljivost prema oksacilinu 1 pg (OX) i
cefoksitinu 30 pg (FOX) u cilju otkrivanja potencijalnih MRSA sojeva. Podloge su inkubirane na
temperaturi 37 °C u trajanju od 24h. Osetljivost stafilokoka na pojedine antimikrobne lekove
procenjivana je na osnovu merenja precnika zone inhibicije. Rezultati su interpretirani prema
standardu (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing- EUCAST, 2021) i
upustvu proizvodaca (Bioanalyse, Turska) kao osetljv (S), intermedijarno osetljiv (I) i rezistentan
(R) izolat na pojedine antimikrobne lekove.

4.2.4. Ekstrakcija DNK stafilokoka

4.2.4.1. Ekstrakcija za gene identifikacije i gene faktora virulencije

DNK ekstrakcija radena je metodom kljuanja prema protokolu Evropske Referentne
laboratorije za antimikrobnu rezistenciju (EU Reference Laboratories, EURL) (Cavaco i sar.,
2016). U kiveticu od 1,5 mL u koju je predhodno dodat 1 mL PBS- a, resuspendovana je puna
omca od 10 pL kolonija stafilokoka sa hranljivog agara. Kivetica je centrifugovana 5 minuta na
20 000 x g. Nakon zavrSenog centrifugovanja pazljivo je odvojen supernatant. U tu istu kiveticu
dodato je 100 uL TE pufera. UZarenom ubodnom ezom napravljena je rupa na poklopcu
kivetice. Kivetica je postavljena u stiroporski drzac i zajedno sa njim je postavljena u posudu sa
klju¢anom vodom. Kivetica sa uzorkom je bila u klju¢anoj vodi ta¢no 10 minuta. Nakon toga
kivetica je stavljena na led gde je drzana tacno 1 minut. Nakon toga sadrzaj kivetice prebacen je
u kiveticu u kojoj se nalazilo 900 pL TE pufera. Sadrzaj kivetice je vorteksovan i kratko spinovan
(5 sekundi), nakon cega je ceo sadrzaj sa ekstrahovanom ukupnom koli¢inom DNK koagulaza
pozitivnih stafilokoka podeljen u viSe posebnih kivetica koje su predhodno obelezene brojem
uzorka. Ekstrakti DNK su ¢uvani u zamrzivacu na temperaturi od -80 °C.

4.2.4.2. Ekstrakcija za genotipizaciju

DNK ekstrakcija za RS-PCR genotipizaciju radenja je po protokolu Grabera (Graber, 2016). U
kiveticu zapremine 1,5 mL sa zavrtnjem u kojij se nalazi 100 uL TE, resuspendovana je jedna
kolonija stafilokoka. Kivetica je zavrnuta i inkubirana 10 minuta u termobloku na temperaturi 95
°C. Odmah nakon inkubacije kivetica je stavljena na led i drzana taéno 1 minut. Uzorci su
razblazeni 1:100 u DNAaza slobodnoj vodi i ¢uvani do ispitivanja na temperaturi od -80 °C.

4.2.5. PCR reakcije

Za identifikaciju stafilokoka do nivoa vrste dokazivalo se prisustvo gena za termostabilnu
nukleazu (nuc) i prisustvo specificnog 23S rRNK gena.
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Za dokazivanje koagulaza pozitivnih stafilokoka ispitivano je prisustvo gena koji kodira sintezu
koagulaze (coa). Za dokazivanje coa koriséena je nested PCR tehnika. Prvi PCR protokol je
izvrSen sa eksternim parom prajmera (coal i coa4), a veli¢ina amplifikata bila je 1517 bp. Ovaj
amplifikat predstavljao je DNK uzorak za ispitivanje za drugi PCR protokol sa internim parom
prajmera (coa2 i coa3). Veli¢ina amplifikata kod drugog PCR protokola bila je 987 bp.

Nakon identifikacije koagulaza pozitivnih stafilokoka, identifikovani su geni koji kodiraju faktore
virulencije. Sekvence prajmera, duzine amplifikata i uslovi PCR reakcije dati su u tabeli 4.2.5.1.
Za dokazivanje spa, pvl, mecA, sea-see i tsst koriS¢eni su po dva nezavisna protokola.

Sve PCR reakcije su vrSene u reakcionoj smesi od 25 uL, koja se sastojala 12,5 uL Dream Taq
Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific, Lithuania), 1 uL (10uM) prajmera F (Invitrogen, Velika
Britanija), 1 uL (10uM) prajmera R (Invitrogen, Velika Britanija), 8,5 puL nukleaza slobodne vode i
2 ulL ekstrahovanog DNK.

4.2.6. Vizuelizacija PCR produkta
4.2.6.1. Priprema agar gela

U sterilnu staklenu bocu dodato je 90 mL dejonizovane vode, 10 mL 10x TBE pufera i 2 g agara.
Smesa je zatim pailjivo uz mesSanje zagrevana do klju¢anja, da se agar potpuno rastvori, nakon
¢ega je hladen u vodenom kupatilu na temperaturi od 50 °C. Dovoljno ohladen agar razliven je
u kalup sa postavljenim ¢esljem koji pravi bunarciée u agaru. Kada se agar potpuno stegao cesalj
je izvadjen iz agara i agar je postavljen u kadu za elektroforezu.

4.2.6.2. Priprema pufera za elektroforezu

U sterilnu staklenu bocu dodato je 450 mL dejonizovane vode i 50 mL 10x TBE pufera. Sadrzaj
boce je blago promesan i naliven u kadu za elektroforezu tako da prekrije povrsinu agar gela.

4.2.6.3. Postavljanje ispitujuceg materijala u agar gel, elektroforeza i vizuelizacija.

U stripovanim kiveticama zapremine 100 puL pomesano je 3 ulL boje Maestrosafe i 8 uL PCR
amplifikata i sve je pipetom preneto u bunarci¢ agar gela. Isti postupak je sproveden i za
markere molekulske mase DNK (ledere), pozitivne i negativne kontrole.

Elektroforeza za razlicite ispitujuce gene trajala je od 1 - 2 h, a voltaza elektroforeze kretala se u
rasponu 50-100V. Vizuelizacija je vrSena UV transluminatorom koji je sastavni deo elektroforeze
viSe puta tokom trajanja procesa razdvajanja amplifikata na elektroforezi.

4.2.7. RS-PCR genotipizacija

Svi izolati su genotipizovani pomoc¢u RS-PCR metode i minijaturnog sistema za elektroforezu
(Agilent Technologies, SAD) prema metodi Fournie i saradnika (Fournier i sar., 2008) i Grabera
(Graber, 2016). Metoda se zasniva na amplifikaciji medugenski odvojenog regiona 165—-23S
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rRNK. Reakciona smesa je bila ukupne zapremine 25 plL i sadrzala 1,5 pL vode 12,5 pL Taq
Master Mix (Qiagen, Nemacka), 2 puL (10 uM) svakog prajmera (G1 i L1 prajmera) i 7 uL
ekstrakta DNK. Temperaturni PCR profil bio je: 95 °C tokom 15 minuta, nakon ¢ega je usledilo
27 ciklusa koji su obuhvatali 94 °C tokom 1 min, nakon ¢ega je usledilo sniZzavanje temperature
tokom 2 minuta do 55 °C koje je trajalo 7 minuta. Nakon toga povecanje temperature trajanja 2
minuta do72 °C koje je trajalo 2 min. Poslednji korak PCR ciklusa bio je na temperature 72 °C
tokom 10 minuta nakon ¢ega je usledilo hladenje na 4 °C.

Nakon zavrSsenog temperaturnog ciklusa PCR proizvodi ¢uvani su na temperaturi -20 °C i u roku
od 3 dana su analizirani na minijaturnom sistemu za elektroforezu (Agilent 2100 bioanalyzer) uz
upotrebu odgovarajuceg Cipa (Agilent DNA 7500) po upustvu proizvodaca. Ovaj sistem razdvaja
delove DNK po veli¢ini, sto kao rezultat prikazuje bendove (elektroferogrami). Genotipovi su
definisani na osnovu izra¢unavanja Mahalanobis udaljenosti (Mahalanobis distance) veli¢ine
bendova datog izolata i poredenjem sa ve¢ poznatim genotipovima koriS¢enjem Mahal
programa.

Genotipovi su imenovani prema Fournier i saradnici (Fournier i sar., 2008) od GTA do GTZ, a
kasnije i od GTAA do GTAZ i nadalje. Elektroferogramski obrasci koji se razlikuju u samo jednom
bendu od identifikovanog genotipa smatrani su genotipskom varijantom. Varijante su
oznacavane rimskim brojevima u superskriptu (npr GTF', GTF"). Elektroferogramski obrasci koji
se razlikuju u viSe od jednog benda se smatraju novim genotipom (Syring i sar., 2012; Cosandey
i sar., 2016). Novi genotipovi su imenovani ljubaznos$¢u profesora Hansa Grabera (Agroscope,
Research Division, Food Microbial Systems, Bern, Svajcarska)

4.2.8. Statisticka analiza

Prevalencija CMT pozitivnih jedinki je odredena kao proporcija pozitivnih mle¢nih krava u
odnosu na sve ispitane krave. Isti pristup je primenjen pri utvrdjivanju S. aureus intramamarne
infekcije na nivou Cetvrti, grla i farme. Farma je oznacena kao pozitivna, ukoliko je samo jedna
krava bila S. aureus pozitivna. Primenom binarne logisti¢ke regresije ispitana je povezanost S.
aureus infekcije sa velicinom farme, regionom i sezonom. Homer-Lemeshow test je koriséen za
proveru prihvatljivosti statistickih modela. Kako nije uo€ena asocijativnost pojave infekcije sa
sezonom i regionom, veli¢ina farme je prikazana kao finalni logisticki model. Jadina
asocijativnosti je izraZzena kroz odnos verovatnode. Hi kvadratni test je upotrebljen za procenu
ucestalosti faktora virulencije izmedju klastera i ispitanih grupa genotipova. Statisticka obrada
rezultata izvrSena je upotrebom SPSS 21 softverskog paketa (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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5. REZULTATI

Rezultati ispitivanja virulentnosti i prevalencije koagulaza pozitivnih stafilokoka u slu¢ajevima
mastitisa krava prikazani su u Cetiri potpoglavlja (5.1, 5.2, 5.3 5.4).

5.1. Rezultati mastitis testa (CMT) i nalaza koagulaza pozitivnih stafilokoka u
uzorcima mleka krava

Od ukupno pregledanih 4484 krava sa Macvanskog i Kolubarskog okruga koje su se nalazile na
288 farmi, kod 1673 krave (37,3 %) ustanovljen je pozitivan nalaz na CMT testu (tabela 5.1.1).

Tabela 5.1.1. Rezultati CMT u Macvanskom i Kolubarskom okrugu

Broj CMT negativnih krava  Broj CMT pozitivnih krava Ukupno
Okrug (%) (%) (100%)
Macvanski 1656 (63,1) 969 (36,9) 2625
Kolubarski 1155 (62,1) 704 (37,9) 1859
Ukupno 2811 (62,7) 1673 (37,3) 4484

Najveci procenat pozitivnih uzoraka mleka na CMT ustanovljen je tokom leta (40,6%), nesto
manji tokom jeseni (38,7%) i prolec¢a (32,6%), a najmanji u zimskom periodu (30%). Frekvencija
CMT pozitivnih rezultata tokom godisnjih doba prikazana je u tabeli 5.1.2.

Tabela 5.1.2. Rezultati CMT u zavisnosti od godisnjeg doba

Sezona Broj CMT negativnih krava Broj CMT pozitivnih krava Ukupno
(%) (%) (100%)
Zima 471 (70) 202 (30) 673
Prolece 403 (67,3) 195 (32,6) 598
Leto 1051 (59,4) 717 (40,6) 1768
Jesen 886 (61,3) 559 (38,7) 1445
Ukupno 2811 (62,7) 1673 (37,3) 4484
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Procenat pozitivnih krava na CMT, u zavisnosti od veli¢ine farme, bio je slican na malim i
srednjim farmama (38,7% i 38,9%) dok je nesto niZi bio na velikim farmama (33,4%). Rezultati
ispitivanja uticaja broja krava na farmi na rezultate CMT testa prikazani su u tabeli 5.1.3.

Tabela 5.1.3. Rezultati CMT u zavisnosti od veli¢ine farmi

Broj CMT negativnih krava  Broj CMT pozitivnih krava Ukupno
Veli¢ina farme (%) (%) (100%)
<20 krava 1100 (61,3) 693 (38,7) 1793
20-50 krava 903 (61,1) 575 (38,9) 1478
>50 krava 808 (66,6) 405 (33,4) 1213
Ukupno 2811 (62,7) 1673 (37,3) 4484

Od ukupno ispitanih 4484 mle¢nih krava, kod 242 jedinke (5,4%) dokazano je prisustvo
koagulaza pozitivnih stafilokoka kao uzrocnika mastitisa (Tabela 5.1.4). Mastitisi izazvani
koagulaza pozitivnim stafilokokama su nesto ¢eS¢e dokazani na farmama Kolubarskog okruga
(6,1%) nego na farmama Macvanskog okruga (4,9%), ali bez statisticke znacajnosti.

Tabela 5.1.4. Prevalencija mastitisa krava izazvanih koagulaza pozitivnim stafilokokama prema

okrugu
Broj negativnih krava Broj pozitivnih krava Ukupno
Okrug (%) (%) (100%)
Macvanski 2496 (95,1) 129 (4,9) 2625
Kolubarski 1746 (93,9) 113 (6,1) 1859
Ukupno 4242 (94,6) 242 (5,4) 4484

Posmatrajuéi uzorak mleka kao jedinicu ispitivanja, koagulaza pozitivne stafilokoke su izolovane
iz 285 uzoraka mleka sa 128 farmi, tako da je prevalencija koagulaza pozitivnih stafilokoka na
nivou Cetvrti vimena bila 1,6%, dok je na nivou farmi iznosila 44,4%.

Najveca prevalencija koagulaza pozitivnih stafilokoka ustanovljena je tokom zime (6,8%), nesto
manje tokom proleca (6%) i leta (5,6%), a najmanje u jesen (4,2%) (Tabela 5.1.5).
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Tabela 5.1.5. Prevalencija koagulaza pozitivnih stafilokoka tokom sezona

Broj negativnih krava Broj pozitivnih krava Ukupno
Sezona (%) (%) (100%)
Zima 627(93,2) 46 (6,8) 673
Prolece 562 (94) 36 (6) 598
Leto 1669 (94,4) 99 (5,6) 1768
Jesen 1384 (95,8) 61 (4,2) 1445
Ukupno 4242 (94,6) 242 (5,4) 4484

Primenom Hi-kvadratnog testa uocena je znatno veéa prevalencija S. aureus supklinickih
mastitisa kod farmi sa manje od 20 krava (P<0,001) i farmi sa 20 do 50 krava (P<0,001) u odnosu
na farme sa viSe od 50 krava. Prevalencija koagulaza pozitivnih stafilokoka u odnosu na veli¢inu
farme prikazana je u tabeli 5.1.6.

Tabela 5.1.6. Prevalencija koagulaza pozitivnih stafilokoka u odnosu na veli¢inu farme

Veli¢ina farme Broj negativnih krava Broj pozitivnih krava Ukupno
(%) (%) (100%)
<20 krava 1664 (92,8) 129 (7,2) 1793
20-50 krava 1387 (93,8) 91 (6,2) 1478
>50 krava 1191 (98,2) 22 (1,8) 1213
Ukupno 4242 (94,6) 242 (5,4) 4484

Upotrebom modela binarne logisticke regresije, utvrdena je povezanost veli¢ine farme sa
pojavom S. aureus intramamarne infekcije (tabela 5.1.7). Uzimajuci u obzir veliku farmu sa vise
od 50 krava kao referentnu kategoriju, uocen je cetvorostruki rizik od pojave S. aureus
intramamarne infekcije kod krava koje poticu sa malih porodi¢nih farmi, sa manje od 20 grla
(P<0,0001). Skoro cCetvorostruka verovatnoéa od pojave S. aureus mastitisa je utvrdena kod
mlecnih krava poreklom sa srednjih farmi (20-50 grla) u odnosu na krave sa velikih farmi (preko
50 grla) (P<0,0001).
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Tabela 5.1.7. Povezanost veli¢ine farme i pojave mastitisa izazvanih koagulaza pozitivnim
stafilokokama

Ukupan 95% IP
Velicina farme broj B S.E. Wald OR . . [¢]
Donji Gornji
krava
Konstanta - -3.992 0.215 344.150 - - - <0.0001
>50 krava 1213 0.000 0.000 - 1.000 - - -
<20 krava 1793 1434 0.234 37.648 4.197 2.654 6.636 <0.0001
20-50 krava 1478 1.267 0.241 27.696 3.552 2.215 5.695 <0.0001

*OR - “odds ratio”, odnos verovatnoce; IP - interval poverenja

5.2. Rezultati izolacije, fenotipske i genotipske identifikacije koagulaza
pozitivnih stafilokoka izolovanih u sluajevima mastitisa krava

5.2.1. Fenotipska identifikacija koagulaza pozitivnih stafilokoka

Izolati stafilokoka imali su karakteristi¢an izgled kolonija nakon inkubacije tokom 24 h na
krvnom agaru. Kolonije su bile okrugle, glatke, ispupéene, bele, svetlo Zute do Zute, sa zonom
potpune hemolize (slika 5.2.1.1.a).

Na mikroskopskom preparatu izolati su imali karakteristican izgled Gram pozitivnih sferiénih
oblika (koke) grupisane u nepravilne ili grozdaste tvorevine.

Izolati su bili pozitivni i na katalaza testu.

Izolati stafilokoka imali su karakteristi¢an rast na manitol slanom agaru: kolonije su bile Zute,
glatke, ispupcene (slika 5.2.1.1.b).
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Slika 5.2.1.1 Izgled kolonija stafilokoka na: a) krvnom agaru, b) manitol slanom agaru

Koagulaza pozitivne stafilokoke koagulisale su plazmu kunica u testu u epruveti (slika 5.2.1.2).

Slika 5.2.1.2. Koagulaza test u epruveti
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Svi izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka reagovali su negativno na ONPG testu, a pozitivho na
testu fermentacije maltoze.

Na osnovu fenotipske identifikacije svih 285 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka je
identifikovano kao S. aureus (tabela 5.2.1.1).

Tabela 5.2.1.1. Rezultati fenotipske identifikacije koagulaza pozitivnih stafilokoka

Broj izolata %
Manitol 285 100
ONPG 0 0
Maltoza 285 100

5.2.2. Genotipska identifikacija koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih u
slucajevima mastitisa krava

Kod svih 285 izolata dokazano je prisustvo nuc gena i 23S RNK, specificnih za S. aureus (slika
5.2.2.1.). Takode, kod svih izolata dokazano je prisustvo coa gena.

U IUIU IU IU IU IU IU IU PCNC L

IU U IU PC NC L
L - s - e e e e -

—

Le—

Slika 5.2.2.1. Prikaz elektroforeza za: a) nuc gen; b) 23S RNK; L- ledder marker, 1U- ispitujuci
uzorak, PC- pozitivna kontrola, S. aureus ATCC 6538, NC- negativna kontrola, voda

5.3. Rezultati ispitivanja osetljivost izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka na
antimikrobna sredstva
Rezultati osetljivosti koagulaza pozitivnih stafilokoka na odabrana antimikrobna sredstva, disk
difuzionom metodom po Kirbi Bauer-u prikazana je u tabeli 5.3.1. Uzimajudi u obzir sve ispitane
izolate, najveci procenat rezistencije je uocen na penicilin (74,7%), ampicilin (56,5%), kloksacilin
(48,1%) i neomicin (42,8%).
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Tabela 5.3.1. Osetljivost izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka na odabrana antimikrobna

sredstva
Broj Osetljiv Intermedijerno Rezistentan
Antimikrobno sredstvo ispitanih osetljiv
izolata Broj % Broj % Broj %
Penicilin 285 72 25,3 0 0 213 74,7
Ampicilin 285 124 43,5 0 0 161 56,5
Amoksicilin- 285 245 86,0 0 0 40 14,0
klavulanska kis.
Kloksacilin 285 148 51,9 0 0 137 48,1
Cefaleksin 285 254 89,1 0 0 31 10,9
Ceftriakson 285 260 91,2 0 0 25 8,8
Gentamicin 285 208 73,0 0 0 77 27,0
Neomicin 285 163 57,2 0 0 122 42,8
Tetraciklin 285 228 80,0 15 53 42 14,7
Linkomicin 285 249 87,4 0 0 36 12,6
Sulfametoksazol- 285 271 95,1 0 0 14 4,9
trimethoprim

Cefoksitin 285 263 92,3 0 0 22 7,7
Oksacilin 285 263 92,3 0 0 22 7,7

Ispitivanjem osetljivosti izolata disk difuzionom metodom prema 13 antimikrobnih sredstava
koji se najcesée koriste u terapiji mastitisa ustanovili smo da je veéina rezistentna na 2 ili vise
antimikrobnih sredstava. Rezultati rezistencije izolata prema broju antimikrobnih sredstava
prikazani su na grafikonu 5.3.1.

HO N1 N2 N3 H4 B>

Grafikon 5.3.1. Prikaz rezistencije izolata prema broju antimikrobnih sredstava
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5.4. Rezultati RS-PCR genotipizacije S. aureus

RS-PCR analizom utvrdena su 33 razli¢ita genotipa, od kojih 10 genotipova imaju varijante.
Otkriveno je ukupno 15 novih genotipova (GTCL, GTCM, GTCN, GTCO, GTCP, GTCR, GTCS, GTCT,
GTCU, GTCV, GTCY, GTCX, GTCZ, GTCQ i GTDA) i 5 novih varijanti genotipova (GTD', GTAF",
GTAS', GTCL!, GTCY') (tabela 5.4.1.). Genotipovi i njihove varijante klasifikovani su u klastere
(CL). Genotipovi i varijante genotipova koji se javljaju u malom procentu svrstani su u klaster
ostalih genotipova (CLOG), te su definisani glavni klasteri CLD (28,1%) i CLR (28,4%), kao i CLOG
(43,5%). Genotipovi koji pripadaju CLD klasteru nisu detektovani kod krava na velikim farmama,
u manjem procentu unutar CLR klastera (6,1%) i neSto ve¢em procentu unutar CLOG klastera
(17,1%). S druge strane, novi genotipovi i genotipske varijante jedino su identifikovani kod
mlecnih krava poreklom sa malih i srednjih farmi.

[bp] [bp]

Laddes GTR GTR"  GTQ GTD GID GTF GICF GICM GTAS  GTAS! NC GTB

10380 — — 10380
5000 — — 5000
2000 —
1000 —

700 —

— 2000
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— 700

I
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|
|
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S0= =0

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Slika 5.4.1. RS-PCR genotipovi. Elektroforeza razli¢itih RS-PCR proizvoda na DNA 7500 LabChip.
Pseudogel koji predstavlja RS- PCR produkte na DNA 7500 LabChip.
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Slika 5.4.2. Elektroforetski profil GTD. Brojevi na vrhovima pikova prikazuju veli¢inu RS-PCR
produkata u bp.
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Table 5.4.1. Genotipski klasteri, genotipovi i genotipske varijante izolata S. aureus

.. Genotip Novi genotip Veli¢ina farme
Genotipski ; ;; i/ili Ukupno
klaster (CL) genotipska genotipska <20 krava 20-50 krava  >50 krava (%)
varijanta varijanta (%) (%) (%)
CLD 45 (29.4) 35 (33) - 80 (28.1)
GTD 45(29.4) 27 (25.5) - 72 (25.3)
GTD' - 8 (7.5) - 8(2.8)
CLR 36 (23.5) 40 (37.7) 5(19.2) 81 (28.4)
GTR 2(1.3) 1(0.9) 5(19.2) 8(2.8)
GTR! - 1(0.9) - 1(0.4)
GTRY 33 (21.6) 36 (34) - 69 (24.2)
GTRV! 1(0.7) - - 1(0.4)
GTRX - 2 (1.9) - 2 (0.7)
CLOG 72 (47.1)  31(29.2) 21(80.8) | 124 (43.5)
GTF 6 (3.9) 3(2.8) 6 (23.1) 15 (5.3)
GTF' 2 (1.3) 3(2.8) - 5(1.8)
GTQ 7 (4.6) 3(2.8) 6(23.1) 16 (5.6)
GTBI 6 (3.9) 3(2.8) - 9(3.2)
GTCF 2 (1.3) 3(2.8) 4 (15.4) 9(3.2)
GTCM 5(3.3) 4 (3.8) - 9(3.2)
GTCY 5(3.3) 3(2.8) - 8(2.8)
GTCY' 1(0.7) - - 1(0.4)
GTC - - 2(7.7) 2(0.7)
GTM 1(0.7) - - 1(0.4)
GTP 1(0.7) - - 1(0.4)
GTS - - 2(7.7) 2(0.7)
GTS' - 1(0.9) - 1(0.4)
GTS" - 1(0.9) - 1(0.4)
GTAF" 1(0.7) - - 1(0.4)
GTAO' 2 (1.3) - 1(3.8) 3(1.1)
GTAS 6 (3.9) - - 6(2.1)
GTAS 4(2.6) - - 4 (1.4)
GTAX 2 (1.3) - 1(3.8) 3(1.1)
GTBS!" 1(0.7) - - 1(0.4)
GTCB 1(0.7) - - 1(0.4)
GTCD 1(0.7) - - 1(0.4)
GTCH 1(0.7) - - 1(0.4)
GTCL - 1(0.9) - 1(0.4)
GTCL! 1(0.7) - - 1(0.4)
GTCN 2 (1.3) 1(0.9) - 3(1.1)
GTCO 1(0.7) - - 1(0.4)
GTCP 1(0.7) - - 1(0.4)
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GTCQ 2 (1.3) - - 2(0.7)
GTCR 1(0.7) - - 1(0.4)
GTCS 1(0.7) - - 1(0.4)
GTCT 1(0.7) - - 1(0.4)
GTCU 2 (1.3) - - 2(0.7)
GTCV 2 (1.3) 2(1.9) - 4(1.4)
GTCX 1(0.7) 2(1.9) - 3(1.1)
GTCZ 1(0.7) - - 1(0.4)
GTDA 1(0.7) 1(0.4)
Total 231(81)  54(19) 153(53.7) 106 (37.2)  26(9.1) | 285 (100)

Primenom RS-PCR genotipizacije utvrdena su dva dominantna genotipa S. aureus- a: GTD
(25,3%) i GTRV'(24,2%). Ucestalost ostalih genotipova bila je manja od 6%.

5.5. Rezultati ispitivanja prisustva gena koji kodiraju faktore virulencije

Relativna ucestalost 24 gena koji kodiraju faktore virulencije S. aureus-a, prikazana je u tabeli
5.5.1. Geni koji kodiraju MSCRAMM dokazani su u visokom procentu. Gen fnbA dokazan je kod
278 izolata (97,5%), clfA kod 252 (88,4%), cna kod 243 (85,3%), efb kod 126 (44,2%). Gen spa
koji kodira sintezu proteina A, koji je bitan za izbegavanje opsonizacije, dokazan je kod svih
izolata. Geni koji kodiraju kapsularne polisaharide cap5 i cap8 dokazani su kod 38,25%, odnosno
kod 61,8% izolata. Geni koji imaju vaznu ulogu u formiranju biofilma icaA i icaD dokazani su u
visokom procentu. Gen icaA dokazan je kod 94,0%, a gen icaD kod 93,0% izolata. S druge strane
gen bap, koji kodira biofilm akcesorni protein (Bap), nije dokazan ni kod jednog izolata.

L IU IU IUIUIU IUIU IU IUPCNC L

b GNP G WS G - - - - .-

Slika 5.5.1. Prikaza elektroforeze za fnbA gen; L- ledder marker, IU- ispitujuéi uzorak, PC-
pozitivna kontrola, S. aureus ATCC 6538, NC- negativna kontrola, voda
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Od 11 istrazivanih gena koji kodiraju enterotoksine, sed je detektovan kod 163 (57,2%), sei kod
136 (47,7%) i seg kod 29 (10,2%) izolata. Ostali geni za sintezu enterotoksina detektovani su u
manjem procentu. Prisustvo gena ser i tsst nije dokazano ni kod jednog izolata u ovoj studiji.
Gen za Panton- Valentin leukocidin, pvl dokazan je kod 29 (10,2%) izolata. Prisustvo mecA gena
(slika 5.5.4), koji kodira rezistenciju na meticilin, dokazano je kod 22 (7,7%) izolata. Uzimajuci u
obzir pvil-pozitivne S. aureus izolate, 10 (34,5%) je bilo nosilac i mecA gena.

Posto je ispitan veliki broj gena kod svih 285 izolata S.aureus, rezultati kombinacije gena koji
kodiraju faktore virulencije su podeljeni i predstavljeni u dve grupe po srodnim genima. U prvoj
grupi se nalaze geni koji kodiraju povrsinske faktore virulencije i koji ucestvuju u adherenciji i
koji ometaju opsonizaciju. Relativna ucestalost ove grupe gena je prikazana u tabeli 5.5.2 kod
vec opisanih genotipova i u tabeli 5.5.3 kod novih genotipova.

Tabela 5.5.1. Relativna ucestalost gena koji kodiraju faktore virulencije kod S. aureus izolata

Velicina farme

- Uk i
20-50 krava 550 krava (%) upno Relativna

<20 krava (%)

(%) frekvencija

clfA 135 (88.2) 93 (87.7) 24 (92.3) 252 88.4
cna 128 (83.6) 97 (91.5) 18 (69.2) 243 85.3
efb 65 (42.5) 60 (56.6) 17 (65.4) 142 49.8
fnbA 150 (98.0) 102 (96.2) 26 (100) 278 97.5
spa 153 (100) 106 (100) 26 (100) 285 100.0
caps 76 (49.7) 21 (19.8) 10 (38.5) 107 37.5
cap8 78 (51.0) 85 (80.2) 15 (57.7) 178 62.5
icaA 147 (96.1) 101 (95.3) 22 (84.6) 270 94.7
icaD 145 (94.8) 98 (92.4) 22 (84.6) 265 93.0
bap - - - - -
mecA 13 (8.5) 4 (3.8) 5(19.2) 22 7.7
pvi 23 (15.0) 5(4.7) 1(3.8) 29 10.2
sea 9(5.9) 11 (10.4) 2(7.7) 22 7.7
seb 7 (4.6) 8(7.5) 1(3.8) 16 5.6
sec 14 (9.1) 2(1.9) 6(23.1) 22 7.7
sed 69 (45.1) 83 (78.3) 12 (46.2) 164 57.5
see 1(0.6) - - 1 04
ser - - - - -
seg 22 (14.4) 7 (6.6) 2(7.7) 31 10.9
seh 3(2.0) 2(1.9) - 5 1.8
sei 74 (48.4) 50 (47.2) 16 (61.5) 140 49.1
sej 3(2.0) 1(0.9) - 4 1.4
sep 4(2.6) 2 (1.9) - 6 2.1
tsst-1 - - - - -
Ukupno (%) 153 (100) 106 (100) 26 (100) 285 100
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Slika 5.5.2. Prikaz elektroforeze za icaA gen; L- ledder marker, IU- ispitujuci uzorak, PC-
pozitivna kontrola, S. aureus ATCC 6538, NC- negativna kontrola, voda
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Slika 5.5.3. Prikaz elektroforeze za icaD gen; L- ledder marker, IU- ispitujuéi uzorak, PC-
pozitivna kontrola, S. aureus ATCC 6538, NC- negativna kontrola, voda

Slika 5.5.4. Prikaz elektroforeze za mecA gen; L- ledder marker, IU- ispitujuci uzorak, PC-
pozitivna kontrola, S. aureus ATCC 43300, NC- negativna kontrola, voda
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Table 5.5.2. Distribucija gena koji kodiraju povrsinske faktore virulencije kod prethodno

opisanih genotipova i genotipskih varijanti S. aureus

clfA cna efb fnbA spa cap5 cap8 icadA icaD  bap
GTD (72) 72 72 - 72 72 - 72 72 72 -
GTF (15) 15 15 15 15 15 5 10 15 15 -
GTF' (5) - 5 5 5 5 - 5 5 -
GTR (8) 8 - 8 8 8 8 - 8 8 -
GTR'(1) - 1 - - 1 1 - - - -
GTRY' (69) 69 69 69 69 69 38 31 69 69 -
GTRV"(1) 1 1 1 1 1 1 - 1 1 -
GTR*(2) 2 2 2 2 2 2 - 2 2 -
GTQ (16) 16 16 16 16 16 - 16 16 16 -
GTB' (9) 9 - - 9 9 5 4 9 9 -
GTCF (9) 9 9 - 9 9 4 5 - - -
GTC (2) 2 - - 2 2 - 2 2 2 -
GTM (1) 1 - 1 1 1 1 - 1 1 -
GTP (1) 1 1 - 1 1 - 1 1 1 -
GTS (2) - 2 - 2 2 2 - 2 2 -
GTSI (1) - 1 - - 1 1 - 1 1 -
GTS" (1) - 1 - 1 1 1 - 1 1 -
GTAO' (3) 3 - - 3 3 3 - 3 3 -
GTAS (6) 6 6 - 6 6 6 - 6 6 -
GTAX (3) - 3 - - 3 - 3 3 - -
GTBSII (1) 1 - - 1 1 1 - 1 1 -
GTCB (1) 1 1 - 1 1 - 1 - 1 -
GTCD (1) 1 - - 1 1 - 1 - - -
GTCH (1) - - 1 1 1 1 - - - -
CLD (72) 72 72 - 72 72 0 72 72 72 -
CLR (81) 80 73 80 80 81 50 31 80 80 -
CLOG (78) 65 55 38 74 78 35 43 66 64 -
Total (231) 217 200 118 226 231 85 146 218 216 -
% 93.9 86.6 51.1 97.8 100 36.8 63.2 94.4 93.5 -
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Table 5.5.3. Distribucija gena povrsinskih faktora virulencije kod novootkrivenih genotipova i

genotipskih varijanti S. aureus

clfA cna efb fnbA spa cap5 cap8 icadA icaD bap

GTD' (8) 8 8 8 8 8 -
GTCM(9) 9
GTCY (8)
GTCY' (1)
GTAF' (1)
GTAS' (4)
GTCL (1)
GTCL' (1) ;
GTCN (3) 3 - 3
GTCO (1)
GTCP (1)
GTCQ (2)
GTCR (1)
GTCS (1)
GTCT (1) -
GTCU (2) - 2
GTCV (4) 4
GTCX (3) - 3 -
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CLD (8) 8 8 8 8 8 - 8 8 8 -
CLR (0)
CLOG (45) 27 35 16 44 46 22 24 44 41 -
Total (54) 35 43 24 52 54 22 32 52 49 -
% 648 79.6 444 963 100 407 593 963 90.7 -

Gen clfA koji kodira faktor virulencije koji ucestvuje u adherenciji detektovan je u manjoj meri
(64,8%) kod S. aureus izolata koji pripadaju novim genotipovima i varijantama genotipa u
odnosu na ve¢ dobro poznate genotipove i njihove varijante (p<0,001).

U drugoj grupi se nalaze geni koji kodiraju enterotoksine, toksin toksi¢nog Soka, Panton
Valentin leukocidin i mecA gen kod ve¢ poznatih genotipova (tabela 5.5.4.) i kod novootkrivenih
genotipova (tabela 5.5.5.).
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Table 5.5.4. Distribucija mecA, pvl, tsst i gena za enterotoksine kod prethodno opisanih

genotipova i genotipskih varijanti S. aureus

mecA pvl sea seb sec sed see ser seg seh sei sej sep tsst
GTD (72) - - - - - 20 - - - - 72 - - -
GTF (15) - 10 - - - 5 - - - - 15 - - -
GTF' (5) - - - 5 - 5 - - 5 - 5 - - -
GTR (8) 2 1 1 - - 8 - - - - - - - -
GTR' (1) - - - - - 1 - - - - - - - -
GTRV' (69) - - 6 - - 69 - - 16 2 - - - -
GTRV" (1) 1 - - - - - - - - - - - - -
GTR*(2) - - - - - 2 - - - - - - - -
GTQ (16) - 6 - - - 6 - - - - 16 - - -
GTB' (9) - - - - - 6 - - - - - - - -
GTCF (9) 6 1 3 3 6 3 - - - - - - - -
GTC(2) - - - - 2 - - - 2 - 2 - - -
GTM (1) - - - - - - - - 1 - 1 - - -
GTP (1) - - - - - 1 - - 1 1 - - - -
GTS (2) 2 - - - - - - - - - 2 - - -
GTSI (1) - - - - - - - - 1 - 1 - - -
GTS" (1) 1 - - - - - - - - - 1 - - -
GTAO' (3) - - - - - 3 - - - - - - - -
GTAS (6) 6 6 - - 6 - - - - - - - - -
GTAX (3) - - - - - - - - - - - - - -
GTBS" (1) - - 1 - - - - - - - - - - -
GTCB (1) - - - - - - - - - - - - - -
GTCD (1) - - - - - - - - - - - - - -
GTCH (1) - - - - - - 1 - 1 - 1 - - -
CLD (72) - - - - - 20 - - - - 72 - - -
CLR (81) 3 1 7 - - 80 - - 16 2 - - - -
CLOG (78) 15 23 4 8 14 29 1 - 11 1 44 - - -
Total (231) 18 24 11 8 14 129 1 - 27 3 116 - - -
% 7.8 104 48 35 6.1 558 0.4 - 11,7 13 50.2 - - -
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Tabela 5.5.5. Distribucija mecA, pvl, tsst i gena za enterotoksine kod novootkrivenih genotipova

i genotipskih varijanti S. aureus

mecA pvl sea seb sec sed see ser seg seh sei sej sep tsst
GTD' (8) - - - - - 8 - - - 8 - - -
GTCM (9) - 1 - - - 9 - - - 8 - - -
GTCY (8) - 6 6 - 3 - - - - - - -
GTCY' (1) - - 1 1 - - - - - - - - -
GTAF" (1) - - - - - 1 - - 1 1 - 1 -
GTAS' (4) 4 4 - - 4 - - - - - - - -
GTCL (1) - - - - - - - - - - - -
GTCL' (1) - - - - 1 - - - - - - - -
GTCN (3) - - - - 3 3 - 3 - 3 3 - -
GTCO (1) - - - - - - - - - - 1 - -
GTCP (1) - - - - - - - 1 - 1 - - -
GTCQ (2) - - 1 - - 2 - - - 2 - - -
GTCR (1) - - - - - 1 - - 1 - - - -
GTCS (1) - - - - - 1 - - - - - 1 -
GTCT (1) - - - - - 1 - - - - - - -
GTCU (2) - - - - - - - - - - - - -
GTCV (4) - - - - - 4 - - - - - 4 -
GTCX (3) - - 2 1 - 1 - - - - - - -
GTCZ (1) - - - - - - - - - - - - -
GTDA (1) - - - - - 1 - - - 1 - - -
CLD (8) - - - - - 8 - - - 8 - - -
CLR (0) - - - - - - - - - - - - -
CLOG (45) 4 5 11 8 8 27 - 4 2 16 4 6 -
Total (54) 4 5 11 8 8 35 - 4 2 24 4 6 -
% 74 93 204 148 148 648 - 74 3.7 444 74 111 -

Izolati iz CLOG klastera novih genotipova i varijanti bili su jedini koji su nosili sej i sep gene. To je
statisticki znacajno u odnosu na prethodno opisane genotipove i njihove varijante (p<0,001).
Kod CLOG klastera novih genotipova i varijanti ustanovljeno je sledeca frekvenciji sea (20,4%),

seb (14,8%) i sec (14,8%) gena.
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6. DISKUSLJA

Prevalencija uzor¢nika mastitisa znacajno se razlikuje medu zemljama (Tenhagen i sar., 2006;
Cervinkova i sar., 2013; Oliveira i sar., 2015; Cvetni¢ i sar., 2016; Zhang i sar., 2016b). Cak i u
istoj drzavi u razli¢itim regijama, prevalencija uzroCnika mastitisa moze da se razlikuje u
zavisnosti od klime, higijene i menadZmenta na farmi (Zeryehun i sar., 2013; Verbeke i sar.,
2014; Zhang i sar., 2016b).

Stafilokokni mastitis predstavlja problem mlecnog govedarstva vec vise od 60 godina (Ruegg,
2017). Kao posledica kontagioznosti i sposobnosti da izaziva dugotrajne hroni¢ne infekcije,
koagulaza pozitivne stafilokoke su medu nekoliko glavnih patogenih bakterija povezanih sa
mastitisima (Petzer i sar., 2009; Abera i sar., 2010; Wang i sar., 2015; Acosta i sar., 2016; Levison
i sar., 2016; Taponen i sar., 2017, Morales-Ubaldo i sar., 2023). Od koagulaza pozitivnih
stafilokoka, S. aureus je najcesée izolovani uzro¢nik mastitisa (Tenhagen i sar, 2006; Botrel i sar.,
2010; Petersson-Wolfe, 2010; Macdesic¢ i sar., 2012).

U naSem istraZzivanju dokazali smo prevalenciju mastitisa izazvanih koagulaza pozitivnim
stafilokokama od 5,4%. Sli¢ni rezultati su dobijeni u istrazivanjima provedenim u Nemackoj
(5,7%) (Tenhagen i sar., 2006), dok je ispitivanjima izvedenim u Hrvatskoj utvrdena prevalencija
od 4,5% (Cvetni¢ i sar., 2016). Manji procenat ucestalosti mastitisa uzrokovanih S. aureus
utvrden je u SAD, 2,9% u konvencionalnoj proizvodnji i 5,4% u organskoj proizvodnji mleka (Pol i
Ruegg, 2007). Veca prevalencija mastitisa izazvanih S. aureus utvrdena je u Norveskoj (8,2%)
(@steras i sar., 2006), na dve farme u Srbiji (8,2%) (Zuti¢ i sar., 2012), u Argentini (10,8%)
(Dieser i sar., 2014), Indiji (14,0%) (Pati i Mukherjee, 2022), Etiopiji (16,2%) (Mekuria i sar.,
2013), Danskoj (34%) (Kirkeby i sar., 2019) i Egiptu (53,6%) (Hussein i sar., 2022). Varijacije u
prevalenciji mastitisa uzrokovanih S. aureus u pomenutim studijama mogu nastati zbog
razli¢itih proizvodnih sistema, veli¢ine stada, nivoa biosigurnosti, higijenskih praksi, dizajna
studije i pristupa prikupljanju uzoraka (Wang i sar., 2022).

Prevalencija koagulaza pozitivnih stafilokoka tokom godisnjih doba se nije znatno razlikovala, s
tim da je neSto vedéa prevalencija bila tokom zime i prole¢a. Na farmama gde su izolovane
koagulaza pozitivne stafilokoke, higijena muze i higijena objekta bile su dobre. Takode, dobri su
bili i mikroklimatski uslovi u objektu. Medutim, prevalencija pozitivnih rezultata na CMT testu je
bila vec¢a tokom leta i jeseni Sto se moZe objasniti povecanom prevalencijom uzroénika mastitisa
iz okoline (S. uberis i bakterija iz familije Enterobacteriaceae). Povisena temperatura u Stalama
tokom letnjih i jesenjih meseci, dovodi do slabljenja imuniteta krava Sto predstavlja faktor rizika
za pojavu mastitisa (Zhang i sar., 2016b). Pored visoke temperature, povecana vlaznost u
Stalama i prisustvo muva, povoljno utiu na razvoj i Sirenje uzrocnika mastitisa iz okruzenja
(Costa i sar., 1998; Zhang i sar., 2016b).

Bakterioloskim i molekularnim ispitivanjima uzro¢nika mastitisa iz mleka krava s pozitivnim

Kalifornija mastitis testom u nasem istrazivanju ustanovljeno je prisustvo 285 izolata koagulaza

pozitivnih stafilokoka. Svi izolati su identifikovani kao S. aureus, Sto se slaze sa rezultatima
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dobijenim u drugim studijama izvedenim u Srbiji (Vakanjac i sar., 2010; Zuti¢ i sar., 2012; Raji¢
Savic¢ i sar., 2014). Prevalencija mastitisa izazvanih S. aureus-a kretala se od 1% do 55,6% na
razli¢itim farma. Statisticki je dokazana znacajno veéa prevalencija S. aureus- a na farmama sa
manje od 20 krava i farmama sa 20 do 50 krava u odnosu na farme sa vise od 50 krava (tabela
5.1.7). Takode, dokazan je i 4 puta povecan rizik od infekcije S. aureus- om na malim i srednjim
farmama u odnosu na velike farme. Generalno na svim farmama gde su izolovane koagulaza
pozitivne stafilokoke, higijena na farmama i higijena muze bila je dobra. PoStovao se redosled
muze. Jedina razlika na malim, a u nekim slucajevima i na srednjim farmama je to da se ne vodi
dobro evidencija terapije mastitisa, da se i hroni¢no obolele krave sa rekurentnim mastitisima
ostavljaju u proizvodnji. Takode, na malim farmama retko se izmuzaju prvi mlazevi mleka u
posudu sa tamnim dnom i kontroliSe mleko pomocu CMT. Farmeri na ovim farmama nisu
stimulisani da kontroliSu somatske ¢elije u mleku, jer se pri formiranju cene mleka ne uzima u
obzir broj somatskih celija.

Rezistencija stafilokoka na antimikrobna sredstva predstavlja sve veci globalni problem.
Izolovanje uzrocnika i ispitivanje njegove osetljivosti na antimikrobna sredstva pre pocetka
terapije predstavlja osnovu za uspesno lecenje mastitisa krava.

U nasem istrazivanju ispitali smo osetljivost izolata S. aureus, poreklom iz mle¢ne Zlezde krava,
na 13 antimikrobnih sredstava. Najveéi procenat izolata S. aureus bio je rezistentan na
penicillin 213 odnosno (74,7%) izolata, Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim u drugim
studijama izvedenim u Srbiji, gde je ustanovljena rezistencija od 62,4%, odnosno 89,4% (Raji¢
Savic i sar., 2014; Zdravkovi¢, 2016). Rezultati sli¢ni nasim dobijeni su u studijama drugih autora.

Visoki procenat izolata rezistentnih na penicilin utvrden u viSe studija kretao se u rasponu od
63,8% do 100 % (Moroni i sar., 2006; Intorre i sar., 2013; Mekuria i sar., 2013; Wang i sar., 2016;
Kenar i sar., 2017; Liu i sar., 2017; Ma i sar., 2018; Ren i sar., 2020; Zhang i sar., 2020; Abdeen i
sar., 2021; Greeshma i sar., 2022; Naranjo-Lucena i Slowey, 2022; Zhang i sar., 2022). Znatno
niZi procenat (5% do 20%) S. aureus, izolovanih u slucajevima mastitisa rezistentnih na penicillin
utvrden je u Norveskoj, Svedskoj, Francuskoj, Svajcarskoj, SAD i Brazilu (Hendriksen i sar., 2008;
Haran i sar., 2012; Monistero i sar., 2020; Naranjo-Lucena i Slowey, 2022). B-laktamski
antibiotici iako su se viSe koristili u proslosti i danas se ¢esto koriste u veterinarskoj klini¢koj
praksi. Deluju tako Sto inhibiraju sintezu celijskog zida bakterije. Vezuju se za penicilin vezujuce
proteine u celijskom zidu bakterije, onemoguéavaju sintezu peptidoglikana i dovode do smrti
bakterija. Enzim koji proizvode neki sojevi stafilokoka, B-laktamaza, hidrolozuje B-laktamski
prsten antibiotika i tako ga inaktiviSe. Produkcija B-laktamaza najviSe doprinosi rezistenciji
stafilokoka na B- laktamske antibiotike (Olsen i sar., 2006).

Ampicilin, kao i penicilin, pripada grupi B- laktamskih antibiotika osetljivih na B- laktamazu. U
nasem istrazivanju 161 izolat (56,5%) bio je rezistentan na ampicilin. Veliki procenat rezistencije
na ampicilin moZe se objasniti ¢estom upotrebom ovog antibiotika u klinickoj terapiji i
prisustvom stafilokoka koje proizvode B- laktamazu (Monistero i sar., 2020). Rezultati sli¢ni
nasSim dobijeni su u ispitivanjima u Maleziji 43,6% (Saeed i sar., 2022), Kazakhstanu 45,3%
(Rychshanova i sar., 2022), Indiji 50% (Greeshma i sar., 2022) i Turskoj 61,5% (Kenar i sar.,
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2017). Nesto vedi procenat rezistencije (78,4%) utvrden je u Litvaniji (Naranjo-Lucena i Slowey,
2022), Italiji 98,5% (Moroni i sar., 2006) i Kini 79,6% i 94,3% (Wang i sar., 2016; Liu i sar., 2017).
Nizak procenat rezistencije utvrden je u studijama u SAD 1 % (Haran i sar., 2012), Belgiji 12,7% i
Norveskoj 5% (Naranjo-Lucena i Slowey, 2022). U viSe studija uporedno je ispitivana rezistenciju
na penicilin i ampicilin. U tim studijama procenat rezistencije bio je sliCan na oba antibiotika
(Haran i sar., 2012; Wang i sar., 2016; Kenar i sar., 2017; Liu i sar., 2017; Greeshma i sar., 2022;
Rychshanova i sar., 2022; Saeed i sar., 2022).

Kloksacilin je B- laktamski antibiotik otporan na B- laktamazu. U nasem istraZivanju 137 izolata
(48,1%) bilo je rezistentno na kloksacilin. Za razliku od rezultata dobijenih u naSim
istrazivanjima, studija Raji¢-Savi¢ (2014) je utvrdila da su svi izolati koagulaza pozitivnih
stafilokoka, poreklom sa farmi gde je prevalencija stafilokoka bila niska ili srednja, osetljivi na
kloksacilin, a izolati poreklom sa farmi gde je ucestalost mastitisa izazvanih koagulaza
pozitivnim stafilokokam bila visoka, 6,9% izolata je bilo rezistentno na kloksacilin. Nizak
procenat izolata S.aureus rezistentnih na kloksacilin (2,9%) utvrden je u studiji u Portugalu
(Naranjo-Lucena i Slowey, 2022). Visi procenat izolata S.aureus rezistentnih na kloksacilin
utvrden je u studijama u Indiji 15,3% (Kumari i sar., 2020), Etiopiji 17,6% (Tassew i sar., 2017) i
Poljskoj 20% (Burmanczuk i sar., 2016). U studiji u SAD utvrden je procenat rezistencije na
kloksacilin od 29%, $to je ujedno bio i najveci procenat rezistencije u odnosu na druge ispitivane
antibiotike (Haran i sar., 2012). Relativno visok procenat rezistencije na kloksacilin u nasoj
studiji verovatno je posledica vece upotrebe ovog antibiotika u terapiji mastitisa na nasem
epizootioloSkom podrucju i primene u zasusSenju preparata sa kloksacilinom. Na vedini farmi u
zasusenju su primenjivani preparati sa ampicilinom i kloksacilinom.

Ukupno 40 izolata (14%) u naSem istraZivanju bilo je rezistentno na kombinaciju amoksicilina sa
klavulanskom kiselinom. Slican procenat izolata rezistentnih na kombinaciju amoksicilina i
klavulanska kiseline (13,3%) u Srbiji utvrdio je Zdravkovi¢ (2016). U ostalim istraZzivanjima
utvrdeni su razliCiti procenti rezistencije na amoksicilin sa klavulanskom kiselinom. U Belgiji je
utvrdena prevalencija 2,1% rezistentnih izolata (Naranjo-Lucena i Slowey, 2022), u Slovackoj
5,26% (ldriss i sar., 2014), u Engleskoj i Velsu 7,1% (Naranjo-Lucena i Slowey, 2022), u Hrvatskoj
8,6% (Naranjo-Lucena i Slowey, 2022), u Italiji 12,3% (Intorre i sar., 2013), u Kini 19,6% (Zhang i
sar., 2020), u Indiji 21% (Greeshma i sar., 2022), u Pakistanu 30,2% (Abdeen i sar., 2021) i u
Etiopiji 35,7% (Mekuria i sar., 2013). Generalno za terapiju S.aureus-a koji proizvode pB-
laktamazu preporucuje se upotreba amoksicilina sa klavulanskom kiselinom (Monistero i sar.,
2020).

U terapiji stafilokoknog mastitisa koriste se i cefalosporini i to najcesée prve klase. U nasem
istrazivanju samo 31 izolat (10,9%) je bio rezistentan na cefaleksin, $to je sli¢no sa rezultatima
dobijenim u drugom istraZivanju u Srbiji, gde je dokazana rezistencija na cefaleksin kod 8%
izolata (Zdravkovi¢, 2016). U studiji u Indiji je dokazana rezistencija na cefaleksin od 20,7%
(Singh i sar., 2018) i u Kini od 35,7% (Zhang i sar., 2020). U istrazivanjima u svetu viSe se koristi
ispitivanje osetljivost na cefalotin (prva grupa cefalosporina). U istrazivanjima u SAD dokazana
je rezistencija na cefalotin 1% (Haran i sar., 2012), u ltaliji prose¢no 8% za period od 2005. do
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2011. godine, s tim da je procenat rezistencije u tom periodu rastao od 2,4% do 16,4% (Intorre i
sar., 2013).

Cefalosporini trece generacije retko se koriste u terapiji stafilokoknih mastitisa. Na nasem
epizootioloSkom podrucju se koriste kada su uzrocnici rezistentni na druga antimikrobna
sredstva. Najcesée se koristi ceftriakson aplikovan intravenski. Postoje studije koje dokazuju da
je jedna doza ceftriaksona aplikovana intravenski dovoljna za izleCenje stafilokoknog mastitisa
kod krava (Buragohain i Sar, 2018). U naSem istraZzivanju samo 25 izolata (8,8%) je bilo
rezistentno na ceftriakson. Manji procenat izolata S. aureus, rezistentnih na ceftriakson (4,2%),
utvrden je u Nepalu (Tiwari i sar., 2022), a veci procenat izolata S. aureus, rezistentnih na
ceftriakson utvrden je u Nigeriji kod 19,3% izolata (Ahmad i sar., 2022) i u Indiji kod 30,8%
izolata (Chandrasekaran i sar., 2014). Rezistencija na ceftiofur (treca generacija cefalosporina) S.
aureus izolovanog u slucajevima mastitisa krava dokazana je u Kanadi kod 0,3% izolata (Saini i
sar., 2012), u SAD kod 1% (Haran i sar., 2012), u Slovackoj 5,26% (ldriss i sar., 2014), dok je u
Ukrajini dokazana rezistencija kod 41,5% izolata (Elias i sar., 2020).

Aminoglikozidni antibiotici kao Sto su gentamicin i neomicin koriste se u terapiji mastitisa u
kombinaciji sa drugim antibioticima (penicilinom, streptomicinom, polimiksinom B,
linkomicinom). U naSem istrazivanju kod 122 izolata (42,8%) dokazana je rezistencija na
neomicin, a kod 77 izolata (27,0%) na gentamicin. Zdravkovi¢ (2016) je utvrdio rezistenciju na
neomicin kod 5,3 % izolata S. aureus. Manji procenat izolata S. aureus rezistentnih na neomicin
utvrden je u Francuskoj od 2% (Naranjo-Lucena i Slowey, 2022), u Litvaniji od 5,3% (Hendriksen
i sar., 2008), i u Slovackoj od 21,5% (Naranjo-Lucena i Slowey, 2022). Manji procenat izolata
rezistentnih na gentamicin utvrden je u Nemackoj od 10,7% (Naranjo-Lucena i Slowey, 2022),
Ukrajini od 16,9% (Elias i sar., 2020) i u Srbiji od 22,2% (Raji¢-Savié, 2014). Vedi procenat izolata
S. aureus na gentamicin od 43,5%) utvrden je u Egiptu (Ma i sar., 2018) i od 53,8% u Kini (Zhang
i sar., 2022). Ispitujudéi efikasnost antimikrobnih sredstava u leCenju mastitisa krava izazvanih S.
aureus, Vakanjac i saradnici (2013) su utvrdili da lek koji sadrzi kombinaciju neomicina sa
polimiksinom B nije efikasan u leenju mastitisa, a da je lek koji sadrzi neomicin, penicilin i
streptomicin efikasniji u leCenju te vrste mastitisa. Relativnho vecdi procenat rezistencije na
neomicin i gentamicin utvrden u nasem istraZivanju je verovatno posledica vece upotrebe ovih
antibiotika u terapiji mastitisa i drugih oboljenja kod krava na nasem epizootioloSkom podrudju.

U naSem istraZivanju 42 izolata (14,7%) bilo je rezistentno na tetraciklin, Sto je slicno sa
rezultatima dobijenim u Slovackoj gde je dokazana rezistencija kod 10,8% izolata (Naranjo-
Lucena i Slowey, 2022) i studiji u SAD gde je dokazano 16% rezistentnih izolata S. aureus (Haran
i sar., 2012). Vedi procenat izolata S. aureus rezistentnih na tetraciklin od 21,4% utvrden je u
Ukrajini (Elias i sar., 2020), u Italiji od 25,1% (Intorre i sar., 2013), u Kini od 33,9% (Zhang i sar.,
2020), u Turskoj od 34,9% (Kenar i sar., 2017), u Pakistanu od 53,5% (Abdeen i sar., 2021) i u
Etiopiji od 73,8% (Mekuria i sar., 2013). Visok procenat rezistencije na tetraciklin u Etiopiji je
posledica velike upotrebe ovog antibiotika u le¢enju krava, kao i upotrebe u promociji rasta
Zivotinja (Mekuria i sar., 2013).
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U naSem istrazivanju 36 izolata (12,6%) bilo je rezistentno na linkomicin. U druga dva
istrazivanja izvedena u Srbiji utvrdena je rezistencija kod 4,4% izolata (Zdravkovi¢, 2016) i kod
25 % izolata koji poti¢u sa farme sa niskom prevalencijom stafilokoknih mastitisa (Raji¢-Savic,
2014). Sli¢an naSem istraZivanju utvrden je procenat izolata S.aureus rezistentnih na linkomicin
u Kini (10,8%, Ren i sar., 2020) i Slovackoj (13,6%, Idriss i sar., 2014). Za razliku od rezultata
dobijenih u nasem istraZivanju veéi procenat izolata rezistentnih na linkomicin utvrden je u
Hrvatskoj (31,4%, Naranjo-Lucena i Slowey, 2022) i u Italiji (86,5%, Intorre i sar., 2013).

sulfametoksazol-trimetoprim, samo 14 izolata (4,9%) bilo je rezistentno na ovaj lek. Cak 10
MRSA izolata iz naSeg istraZivanja bilo je osetljivo na sulfametoksazol-trimetoprim. Sli¢an
procenat izolata osetljivih na sulfametoksazol-trimetoprim (0 do 3,4%) utvrden je istraZivanjima
sprovedenim u Belgiji, Finskoj, Francuskoj, Italiji, Irskoj, Norveskoj, Portugalu i Svedskoj
(Naranjo-Lucena i Slowey, 2022). Za razliku od rezultata dobijenih u nasim istrazivanjima veci
procenat izolata S. aureus rezistentnih na sulfometoksazol-trimetoprim je utvrden Hrvatskoj
(45,7%, Naranjo-Lucena i Slowey, 2022) i u Turskoj (62,7%, Kenar i sar., 2017). U Kini je
utvrdeno da je 100% izolata S. aureus rezistentno na sulfometoksazol (Wang i sar., 2016, Zhang
i sar., 2020). Manji procenat izolata rezistentnih na sulfometoksazol utvrden je u Danskoj
(28,6%), medutim, svi izolati su bili osetljivi na kombinaciju sulfametoksazol-trimetoprim
(Naranjo-Lucena i Slowey, 2022). Ovi rezultati navode na zaklju¢ak da je sulfametoksazol
delotvorniji u terapiji kada se primenjuje zajedno sa trimetoprimom.

Oksacilin i cefoksitin se ne koriste na nasem epizootiolosSkom podrucju za terapiju mastitisa.
Ispitivanje osetljivosti na ova dva antibiotika radeno je u svrhu ispitivanje prisustva MRSA
sojeva, a za potvrdu MRSA sojeva smo koristili dokazivanje mecA i mecC gena. Ukupno 22
izolata (7,7%) su bila rezistentna na oksacilin i cefoksitin. Svi ovi izolati su bili multirezistentni,
od kojih je 10 bilo rezistentno na svih 12 ispituju¢ih antimikrobnih sredstava. Kao Sto je vec
navedeno 10 MRSA izolata je bilo je osetljivo na sulfametoksazol- trimetoprim. Ukupno 8 MRSA
izolata je bilo osetljivo na gentamicin i 3 na tetraciklin.

lako je oko polovine izolata u nasoj studiji rezistentno na 3 ili viSe antimikrobnih sredstava, ipak
postoji Sirok spektar antimikrobnih sredstava koja se mogu koristiti u terapiji stafilokoknog
mastitisa. PoSto je utvrden visok procenat rezistencije na penicillin, ampicilin i kloksacilin, ove
antibiotike ne treba koristiti pri nasumi¢nom izboru antibiotika za leCenje stafilokoknog
mastitisa, odnosno pre provere osetljivosti izolata na njih. U ovoj studiji veéina izolata
stafilokoka se odlikovala senzitivno$éu na sulfametoksazol-trimetoprim, Sto ukazuje da ova
kombinacija predstavlja prvi izbor antimikrobnog leka u terapiji mastitisa. Pored odabira
najboljeg leka za terapiju mastitisa, ispitivanje osetljivosti uzroénika na antimikrobna sredstva
bitno je i za pracenje Sirenja rezistentnih sojeva. Cesto nepravilna i dugotrajna primena
antimikrobnih sredstava na nekom podruéju vremenom dovodi do razvoja rezistencije na taj
antibiotik.
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U Srbiji postoji malo podataka o prisustvu i osobinama genotipova S. aureus kao uzrocnika
mastitisa kod krava. Ovaj rad omogucava poredenje genotipova prisutnih u svetu i u Srbiji.
Takode omogucava bolje razumevanje patogeneze, rezervoara i puteva prenosenja uzroc¢nika.

U nasSoj studiji pronadeno je vise RS-PCR genotipova, medutim, najzastupljeniji su bili
genotipovi GTD (25,3%), GTRY' (24,2%), GTQ (5,6%) i GTF (5,3%). U 12 evropskih drzava
najzastupljeniji su bili genotipovi GTB, GTC, GTF i GTR (Cosandey i sar., 2016). U Svajcarskoj i
Italiji najzastupljeniji su genotipovi koji pripadaju genotipu CLB (Cosandey i sar., 2016). Genotip
GTB je najkontagiozniji i na farmama gde je prisutan izaziva visoku prevalenciju mastitisa u
stadu (Fournier i sar., 2008; Graber i sar., 2009; Cosandey i sar., 2016). U naSoj studiji nije
detektovan ni jedan izolat koji pripada genotipu GTB.

S. aureus GTD nije opisan kao znacajan uzrocnik mastitisa, jedino je detektovan u malom
procentu u Svajcarskoj (Fournier i sar., 2008; Cosandey i sar., 2016). U na$oj studiji GTD i
njegova novootkrivena varijanta GTD' su jedni od najzastupljenijih genotipova. Od klini¢kog je
znacaja da su navedeni genotipovi otkriveni na malim porodi¢nim farmama sa manje od 20
krava i srednjim farmama od 20 do 50 krava. Nasi podaci ukazuju da je genotip GTD prisutan na
teritoriji Srbije i da predstavlja znadajnog uzrocnika mastitisa kod goveda. Podaci o
rasprostranjenosti i osobinama genotipa GTD do sada nisu opisani u stru¢nim radovima.

Genotipovi koji pripadaju CLR generalno su prisutni i u Evropi (Austrija, Belgija, Francuska,
Nemacka, Slovenija, Severna Makedonija, Norveska, Svedska, Svajcarska) (Cosandey i sar.,
2016) i na ostalim kontinentima (Argentina, Kolumbija, SAD - drzava Nju Jork, Juzna Afrika,
Tunis) (Monistero i sar., 2018). Klaster R je najdivergentniji genetski klaster (Cosandey i sar.,
2016), u kojem je do sada opisano 13 varijanti (Monistero i sar., 2018). U nasoj studiji otkriven
je GTR i njegove 4 varijante GTR!, GTRY, GTRY" i GTRX. Posebno vaZna za nasu studiju je varijanta
GTR'¢&ija je ukupna prevalencija unutar malih i srednjih farmi iznosila 21,6% i 34%, respektivno.
Ova visoka prevalencija mastitisa izazvana GTRY' je u skladu sa nalazom Cremonesi i saradnika
(2015). U njihovom istrazivanju prevalencija mastitisa u stadu gde je uzro¢nik S. aureus genotip
GTR' bila je na nivou 43%. Drugi istraZivaci koji su detektovali GTRY' nisu opisivali prevalenciju u
stadu, jer im to nije bio cilj studije (Ben Said i sar., 2016; Monistero i sar., 2018).

Genotipovi CLF detektovani su u Austriji, Belgiji, Francuskoj, Nemackoj, Irskoj, Italiji, Svedskoj,
Svajcarskoj (Cosandey i sar., 2016) i Tunisu (Ben Said i sar., 2016). U na$oj studiji 20 izolata
pripadalo je genotipovima CLF. Na farmama gde su detektovani prevalencija mastitisa je bila
niska. Genotipovi GTR i GTF su detektovani u nasoj studiji ali i u mnogim delovima sveta, $to
sugeriSe da su se ovi genotipovi prisutni globalno (Cosandey i sar., 2016).

Genotip GTQ nije opisan u naucnoj literaturi, dok je u nasoj studiji detektovan kod 16 izolata.
Na farmama gde je detektovan ovaj genotip prevalencija mastitisa je bila niska.

Genotip GTC koji je prisutan u vecini Evropskih drzava (Cosandey i sar., 2016) i Nju Jorku
(Monisteroi sar., 2018). U nasem istraZivanju dati genotip detektovan je u malom procentu.
Zanimljivo je da su data dva GTC izolata poticali sa iste velike farme, na kojoj krave vode poreklo

iz jedne Evropske drzave.
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Genotip GTS, i varijante GTS' i GTS" otkriveni su u na$oj studiji. Ranije ovaj genotip GTS izolovan
je iz mleka krava sa mastitisom u Nemackoj (Cosandey i sar., 2016), Italiji (Monistero i sar.,
2018; Gazzola i sar., 2020), Brazilu (Monistero i sar., 2018), Tunisu (Ben Said i sar., 2016)
Svajcarskoj (Leuenberger i sar., 2019). Leuenberger i saradnici (2019) navode da je genotip GTS
Cesto prisutan kod ljudi i svinja, a moZe se izolovati i iz mleka krava.

Pojedini genotipovi mogu da predu sa ¢oveka na krave kao $to je potvrdeno za GTS (Boss i sar.,
2016). Leuenberger i saradnici (2019) dokazali da je mogu¢ direktan prenos S. aureus genotipa
GTS izmedu svinja, ¢oveka i krava. Ovaj genotip ¢esto nosi mecA gen (Cremonesi i sar., 2015;
Gazzola i sar., 2020; Monistero i sar., 2018, Thiran i sar., 2018). U nasoj studiji u CLS, mecA gen
je detektovan kod GTS i GTS", dok kod GTS' nije. Sa epidemioloskog gledista genotipovi koji
nose mecA gen predstavljaju ozbiljnu pretnju za ljude i Zivotinje (Leuenberger i sar., 2019). U
nasoj studiji mecA geni dokazani su pored GTS i GTS" i kod GTR, GTRY", GTAS, GTAS' i GTCF. Za
sojeve S. aureus izolovane u slucajevima mastitisa krava kod kojih je dokazano prisustvo mecA
gena potrebna su dodatna ispitivanja kojima bi se utvrdilo poreklo genotipova.

Genotip GTAS je dokazan u Nemackoj (Cosandey i sar., 2016), a u nasim ispitivanjima je pored
genotipa GTAS dokazano i prisustvo novootkrivene varijante GTAS'. Ovi genotipovi su bili
rezistentni na sve antibiotike koji se koriste za suzbijanje mastitisa kod krava. Navedeni
genotipovi su poticali sa malih porodi¢nih farmi i ujedno su bili i MRSA sojevi. U nasem
ispitivanju otkrivena je viSa prevalencija mastitisa u zapatima gde je utvrdeno prisustvo
genotipa GTAS u odnosu na farme sa prisutnim drugim genotipovima S. aureus sa mecA genom.
Kod ostalih genotipova (GTS i GTS", GTR, GTRY" i GTCF) prevalencija mastitisa u stadu je bila
sasvim niska, uzimajuci u obzir veli¢inu farme.

Genotipovi koji su dokazani u malom procentu u nasim ispitivanjima, dokazani su i u drugim
driavama. Genotipovi GTM i GTP dokazani su u Svajcarskoj (Fournier i sar., 2008). Genotip
GTAOQ" dokazan je u Kolumbiji (Monistero i sar., 2018) i u Italiji (Gazzola i sar., 2020). Genotip
GTAX je dokazan u Austriji (Cosandey i sar., 2016). Genotip GTBI dokazan je u Italiji (Gazzola i
sar., 2020). Genotip GTBS je dokazan u Svajcarskoj (Leuenberger i sar., 2019), a GTBS" u Italiji
(Thiran i sar., 2018). Genotip GTCB detektovan je samo u Tunisu (Ben Said i sar., 2016,
Monistero i sar., 2018). GTCD i GTCH nisu nigde opisani.

U nasoj studiji je otkriveno je ukupno 15 novih genotipova (GTCL, GTCM, GTCN, GTCO, GTCP,
GTCQ, GTCR, GTCS, GTCT, GTCU, GTCY, GTCX, GTCZ, GTDA) i 5 varijanti (GTD', GTAF", GTAS,
GTCL', GTCY'). Novi genotipovi su otkriveni veéinom na malim i na 8 srednjih farmi. Veliki broj
novih genotipova i varijanti otkrivenih u nasoj studiji mogu da znade da su kod mastitisa krava u
Macévanskom i Kolubarskom okrugu prisutni genotipovi koji su lokalno evoluirali. Tu hipotezu je
svakako potrebno dodatno ispitati. Velika vec¢ina malih farmi sa kojih su uzimani uzorci za
ispitivanje su male porodi¢ne farme sa sopstvenom proizvodnjom priplodnih krava. Retko se
krave i priplodne junice kupuju i uvoze sa udaljenih lokacija. Takode, u nekim slué¢ajevima se u
istoj Stali drze i druge Zivotinjske vrste. Le¢enju supklinickih i klinickih mastitisa ¢esto se pristupa
bez predhodnog ispitivanja sekreta vimena, utvrdivanja uzroc¢nika mastitisa i antibiograma.
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Cesto samo lecenje mastitisa ne sprovodi se sa adekvatnim antibiotikom niti u dovoljno dugom
vremenskom periodu. Svi navedeni faktori mogu da uti¢u na evoluciju lokalnih S. aureus sojeva.

Farme krava mogu da se posmatraju kao zasebne epizootioloske jedinice (Burmanczuk i sar.,
2016; Rainard i sar., 2018), i u principu, spre€avanje Sirenje uzro¢nika izmedu stada ne bi
trebalo da predstavlja veliki problem. Do Sirenja uzro¢nika uglavnom dolazi uvodenjem
zaraZene Zivotinje u stado. Mastitis izazvan stafilokokama uspesno se kontrolise izlu¢ivanjem iz
stada hroni¢no obolelih Zivotinja, a samim tim i spreCavanjem pojave novih infekcija. Po
mnogim autorima prevalencija mastitisa, izazvanih S. aureus, u direktnoj je korelaciji sa nivoom
higijene muze i krece se od 2% do preko 50% (Pavlak i sar., 2008; Cvetni¢ i sar., 2016; Wang i
sar., 2022). Medutim, Voelk i saradnici (2014) izneli su misljenje da virulentnost soja moZze igrati
glavnu ulogu u Sirenju uzrotnika u stadu. Takode, Sommerhauser i saradnici (2003),
proucavajuci razlike u efikasnosti mera kontrole i suzbijanja mastitisa, zakljucili su da kontrola
mastitisa moze vise da zavisi od soja odnosno genotipa bakterija nego od menadZmenta na
samoj farmi (Sommerhauser i sar., 2003). Oni navode da je na Cetiri od sedam proucavanih
farmi prevalencija mastitisa izazvanih S. aureus-a iznosila 24-27%, sa dominantnim PFGE
pulsotipom, dok je prevalencija mastitisa na tri preostale farme bila niza i iznosila je 4-12%, sa
drugim PFGE pulsotipovima (Sommerhauser i sar., 2003). Maisano i saradnici (2023) zakljucili su
da nesumnjivo odredeni genotip S.aureus-a utice na prevalenciju mastitisa na farmi, dok faktori
Zivotne sredine u objektu i menadZzment muze nemaju nikakav ili imaju minimalan uticaj na
prevalenciju stafilokoknog mastitisa.

U naSem ispitivanju farme sa kojih su izolovane koagulaza pozitivne stafilokoke imale su dobru
higijenu na farmi i higijenu muzZe. Na farmama sa loSijom higijenom, kao uzroCnici mastitisa,
najcesc¢e su izolovani E. coli i Streptococcus uberis. Na farmama gde su izolovane koagulaza
pozitivne stafilokoke nije utvrdeno prisustvo S. agalactiae kao uzro¢nika mastitisa, koji se moze
posmatrati kao indikatorski mikroorganizam loSe higijene i menadZmenta muze. U Norveskoj i
Finskoj implementacijom strategije kontrole zaraznih mastitisa na farmama smanijili su
prevalenciju S. agalactiae, dok je prevalencija S. aureus ostala visoka (@steras i sar., 2006;
Koivula i sar., 2007). Sve navedeno dovodi nas do zaklju¢ka da u nastajanju i Sirenju
stafilokoknog mastitisa u nasem istraZivanju najvise su doprinele osobine uzrocnika, odnosno
odredeni genotip.

Odredeni S. aureus genotipovi kontagiozniji su i brze se prenose kroz stado, dok su drugi manje
kontagiozni i obi¢no se ne Sire dalje od jedne krave (Leuenberger i sar., 2019). Ispitivanjem i
poznavanjem osobina genotipova moZe se pratiti njihovo Sirenje u stadu, otkrivanje rezervoara i
puteva prenosenja, kao i potencijal prenosenja na ljude. U nasoj studiji na svakoj pojedinacnoj
farmi izolovan je po jedan S. aureus genotip. | u drugim studijama je dokazano da u stadu
obiéno perzistira ogranieni broj genotipova sa odredenim osobinama kontagioznosti i
patogenosti (Boss i sar., 2016; Fournier i sar., 2008; Graber, 2016). MozZe se zakljuditi da na
nasoj teritoriji trenutno ne postoji GTB, ali probleme sa visokom prevalencijom mastitisa u
stadima prave genotipovi GTD, GTD'i GTRY.
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Ako izuzmemo pojavu MRSA sojeva, i poSto smo u nasem istrazivanju ustanovili da genotipovi S.
aureus-a veéinom nisu multirezistentni, dolazimo do zaklju¢ka da su za patogenezu mastitisa,
uspesno izbegavanje mehanizama imunoloske odbrane domacina, perzistentnost infekcije i
neuspesSno lecenje antimikrobnim sredstvima odgovorni prevashodno faktori virulencije
uzroc¢nika. Razlike u kontagioznosti genotipa kao i ishodu zapaljenja mlecne Zlezde mogu biti
povezane sa odsustvom ili prisustvom faktora virulencije S. aureus- a kao i pojavi njihovih
razli¢itih kombinacija (Magro i sar., 2017).

U nasoj studiji ispitano je prisustvo 23 gena koja kodiraju znadajne faktore virulencije, a njihova
relativna ucestalost prikazana je u tabeli 5.4.3.1.

Adhezini se smatraju najvaznijim faktorima virulencije tokom ranih faza infekcije S. aureus. U
ovoj studiji u visokom procentu su detektovani geni koji kodiraju MSCRAMM. Adhezija i invazija
¢elija mlecne Zlezde uglavnom je zapoceta vezivanjem fibronektin-vezujuéeg proteina (FNBPA)
za fibronektin ¢elija domadina (Lammers i sar., 1999). Nasi rezultati pokazuju visoku
prevalenciju fnbA gena (97,54%) (tabela 5.11), Sto je u skladu sa rezultatima drugih studija gde
je otkrivena prevalencija 88,3% (Ote i sar., 2011), 96,64% (Zhang i sar., 2022), 94,3% (Wang i
sar., 2016), 93,5% (Acosta i sar., 2018) i 84,2% (Zuniga i sar., 2015). Studija Ren i saradnika
(2020) otkrila je prevalencu fnbA kod 32,3% izolata. Visoka prevalencija fnbA gena ukazuje na
vaznost ovog adhezina u patogenezi mastitisa.

Izolati S. aureus iz mleka krava u slu¢ajevima supklini¢kih mastitisa stvaraju i druge MSCRAMM,
a jedan od njih je i klamping faktor A (CIfA), koji predstavlja fibrinogen- vezujuci protein. Ovaj
protein ima nekoliko definisanih uloga u kolonizaciji i patogenezi (Foster i sar., 2014). U nasoj
studiji dokazana je visoka prevalencija cl/fA gena (88,42%) (tabela 5.4.3.1.). Sli¢ni rezultati
dobijeni su u drugim ispitivanjima gde je prevalencija clfA gena bila 96,9% (Ote i sar., 2011),
87% (Naushad i sar., 2020), 100% (Ben Said i sar., 2016), 97,99% (Zhang i sar., 2022), 100% (Ren
i sar., 2020). Manja prevalencija clfA gena utvrdena je u ispitivanjima izvedenim u drzavi Nju
Jork (53%) i Juznoj Africi (63,7%) (Monistero i sar., 2018) i Holandiji (21%) (lkawaty i sar., 2010).
Izolati koji pripadaju novim genotipovima i njihovim varijantama su imali znacajno nizu
frekvenciju clfA gena, tako da su neophodna dalja istraZivanja kako bi se utvrdio adhezivni
potencijal specifi¢nih genotipova S. aureusa.

Kolagen vezujudi protein (CNA) ima vaznu ulogu u adheziji bakterija za tkivo mle¢ne Zlezde. S
obzirom da je kolagen veoma rasprostranjen u tkivu vimena, ekspresija gena cna vazna je za
adheziju S. aureus za epitelne celije mleé¢ne Zlezde krava. U nasim ispitivanjima utvrdena je
prevalencija cna gena kod 85,26% izolata (tabela 5.4.3.1). Postoje znacajne varijacije u
prevalenciji cna gena uocene medu izolatima S. aureus poreklom iz mleka krava sa mastitisima.
Prisustvo cna gena je dokazano kod svih ispitanih izolata u Tunisu, Brazilu, Nemackoj, Italiji,
Juznoj Africi i Kini (Ben Said i sar., 2016; Monistero i sar., 2018; Ren i sar., 2020). Niza
prevalencija cna gena u odnosu na nase rezultate dokazana je u studijama u Italiji od 32,14%
(Zecconi i sar., 2006), u Belgiji od 31,9% (Ote i sar., 2011), u Argentini od 20% (Pereyra i sar.,
2016) i u Holandiji od 18% (lkawaty i sar., 2010).
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Gen efb kodira ekstracelularni protein koji vezuje fibrinogen (EFB). EFB blokira opsonizaciju tako
Sto se vezuje za C3 faktor komplementa i blokira taloZenje na povrsini bakterijske ¢éelije (Lee i
sar., 2004). Takode u interakciji sa fibrinogenom formira Stit oko bakterije koji ima antifagocitnu
ulogu (Ko i sar., 2016). U naSoj studiji efb gen dokazan je u 44,21% (tabela 5.4.3.1). Sli¢na
prevalencija efb gena od 42,8% i 68,4% utvrdena je u Rusiji i u Brazilu (Zuniga i sar., 2015;
Fursova i sar., 2020). U studijama u Italiji i Holandiji prisustvo efb gena dokazano je kod svih
izolata (Zecconi i sar., 2006; lkawaty i sar., 2010), a visoke prevalencije od 90% i 95% dokazane u
studijama u Argentini i Kanadi (Pereyra i sar., 2016; Naushad i sar., 2020).

Protein A je prvi identifikovan povrsinski protein S. aureus koji je vezan za celijski zid (Sjodahl.,
1977). Protein A u infekciji ima antifagocitnu ulogu (Foster, 2005). On sa cetiri ili pet domena
vezuje Fc fragmente imunoglobulina G (IgG) (Uhlen i sar., 1984). Posledica ove interakcije je
obloZena bakterijska celija sa 1gG u pogresnoj orjentaciji, tako da neutrofili ne mogu da
prepoznaju Fc fragmente IgG i izvrSe fagocitozu (Foster, 2005). Gen spa, koji kodira sintezu
protein A, u nasoj studiji otkriven je kod svih izolata (tabela 5.4.3.1.). Nasi rezultati o prisustvu
spa gena u skladu su sa rezultatima Zecconi i saradnika (2006), gde je takode spa gen otkriven
kod svih izolata, a razlikuju se od rezultata Ote i saradnika (2011) gde je spa otkriven kod 85,6%
izolata.

Biofilm pomaZe bakterijama da preZive u neprijateljskom okruZenju unutar mlecne Zlezde
(Costerton i sar., 1999). Sposobnost formiranja biofilma vazan je faktor virulencije koji
omogucava perzistenciju bakterija i povecava toleranciju na antibiotike, Sto posledi¢no dovodi
do upornih mastitisa kod krava (Fox i sar., 2005; Melchior i sar., 2006; Grunert i sar., 2018).
Formiranje biofilma pocinje adhezijom bakterija za ekstracelularni matriks u kojoj najcesce
ucestvuju CIfA, CIfB, FnbA i FnbB (Speziale i sar., 2014), Sto je joS jedna uloga povrsinskih faktora
virulencije. Nakon adhezije bakterije se umnozavaju i pocinju da luce polisaharidne
intercelularne adhezine (PIA), glavnhe komponente biofilma koje su kodirane ica operonom
(Cramton i sar., 1999; Arciola i sar., 2015). Kod 94,04% izolata u nasoj studiji otkriven je icaA
gen, a kod 92,98% izolata icaD gen (tabela 5.4.3.1). U studiji u Belgiji icaA gen je dokazan kod
86,9% izolata poreklom iz mleka krava sa mastitisom (Ote i sar., 2011). U studiji u lzraelu i Rusiji
dokazani su i icaA i icaD geni kod svih izolata (Bar-Gal i sar., 2015; Fursova i sar., 2020). U studiji
u Kanadi icaA gen dokazan je kod svih izolata, a icaD kod 99% (Naushad i sar., 2020). U studiji u
Argentini icaA je dokazan kod 95% izolata, a icaD kod svih izolata (Pereyra i sar., 2016). Ranija
studija iz Srbije dokazala je prisustvo icaA gena kod 25% izolata i icaD gena kod 65,9% izolata
(Suvajdzi¢ i sar., 2017). U studiji Dhanawade i saradnika (2010), dokazano je prisustvo icaA i
icaD gena kod 35,29% izolata.

U ovoj studiji ni u jednom izolatu nije otkriven bap gen (tabela 5.4.3.1.). U studiji Cucarella i
saradnika (2004) bap je opisan kao faktor virulencije. Bap-pozitivni sojevi mogu izgubiti
sposobnost formiranja biofilma u mleku, verovatno zbog stabilizacije bap gena u prisustvu
kalcijuma (Snel i sar., 2015). Pri nizim koncentracijama kalcijuma, bap se cepa u fragmente koji
formiraju amiloidna vlakna dajuéi osnovu za formiranje biofilma (Taglialegna i sar., 2016). Ovo
ukazuje da bap ima ulogu u formiranju biofilma i perzistenciji S. aureus u vimenu krava tokom
perioda zasusSenja, kada je koncentracija kalcijuma u vimenu mala. Pereyra i saradnici (2016)
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takode nisu dokazali ni jedan izolat sa bap genom. Gen bap dokazan je u studijama Cucarela i
saradnika (2004) sa prevalencijom od 25,6%, Zuniga i saradnika (2015) sa prevalencijom od
15,8% i Naushadi i saradnika (2020) sa prevalencijom 1,7%. PoSto ni u jednom izolatu nije
otkriven bap gen, a icaA i icaD geni su otkriveni u visokom procentu, zaklju¢ujemo da na
stvaranje biofilma od strane S. aureus u ovoj studiji uti€u samo ica geni.

Vedina klinickih izolata S. aureus sadrzi tanak mikrokapsularni sloj koji se sastoji od kapsularnih
polisaharida tipa 5 ili tipa 8 (Hochkeppel i sar., 1987). Kapsula kod S. aureus ima antifagocitnu
ulogu jer smanjuje opsonizaciju (Nilsson i sar., 1997). Kod svih izolata u nasoj studiji detektovani
su geni za kapsularne polisaharide (tabela 5.4.3.1). Gen cap5 dokazan je kod 38,25% izolata,
cap8 kod 61,75%. U studiji Ikawaty i saradnika (2010) cap5 je dokazan u 96,05 %, a cap8 u 3,95
% izolata. Sli¢ne rezultate objavljeni su i u studiji Acosta i saradnika (2018) gde je cap5 dokazan
u 81,3%, a cap8 u 6,5% izolata. U studiji Bar-Gal i saradnika (2015) cap5 je dokazan kod 54%, a
cap8 kod 44% izolata, dok je u studiji Zhang i saradnika (2022) cap5 dokazan kod 35,57%, a
cap8 u 57,38% izolata.

Stafilokokni enterotoksini (SE), zajedno sa toksinom toksicnog Soka (TSST) deluju kao
superantigeni, stimuliSuci T-limfocite koji oslobadaju velike koli¢ine citokina koji mogu izazvati
tesku upalu mlec¢ne Zlezde (Tollersrud i sar., 2006; Wang i sar., 2018; Fang i sar., 2019).
Pretpostavalja se da enterotoksini stvaraju pogodno okruzenje za kolonizaciju bakterija
(Piccinini i sar., 2010). Mle¢na Zlezda krava zaraZena sa enterotoksogenim stafilokokama
postaje izvor enterotoksina u mleku sto moZe dovesti do intoksikacija kod ljudi (Zschock i sar.,
2005). Enterotoksini su stabilni na visokoj temperaturi i zadrZzavaju svoju bioloSku aktivnost u
mleku i proizvodima od mleka i posle pasterizacije (Hennekinne i sar., 2012). Ukupno je do sada
opisano vise od 27 serotipova SE (Lefebvre i sar., 2022). Geni koji kodiraju razli¢ite SE nalaze se i
Sire razli¢itim mobilnim genetickim elementima (Hennekinne i sar., 2012). U nedavnom
istrazivanju primenom sekvencioniranja celog genoma (WGS), utvrdeno je da sojevi koagulaza
pozitivnih stafilokoka mogu da sadrze izmedu 1i 11 gena koji kodiraju SE (Lefebvre i sar., 2022).

Samo kod 6,7% izolata u nasoj studiji nije dokazano prisustvo SE. Naj¢eS¢e dokazani geni za SE
su sed i sei (57,19% za sed i 47,72% za sei) (tabela 5.4.3.1). Visoka prevalencija sed gena od 62%
dokazana je i u studiji Zecconi i saradnika (2006). U studiji u Argentini, drzavi Nju Jork i Italiji kod
klinickih izolata sed je dokazan u prevalenciji od 37,5%, 70,6% i 82,3 % (Monisteno i sar., 2018).
Visoke prevalencije sei gena dokazane su i u studijama Zecconi i saradnika 100% (2006), Ikawaty
i saradnika 80% (2010), Bar-Gal i saradnika 41% (2015), Ote i saradnika 36,2% (2011), Naushad i
saradnika 36% (2020), kao i Zschock i saradnika 36% (2005). Visoke prevalencije seg gena
dokazane su u studijama lkawaty i saradnika 78% (2010), Naushad i saradnika 41% (2020), Ote i
saradnika 38% (2011) i Bar-Gal i saradnika 35% (2015). Gen sea je dokazan u rasponu od 47,1%
do 90,9%, u izolatima iz klini¢ckih mastitisa u sedam od osam drZava (sem Tunisa) gde je
sprovodena studija (Monisteno i sar., 2018). Sli¢ne rezultate dobijenim u nasoj studiji za sea gen
dobili su Ote i saradnici 5,2% (2011), Acosta i saradnici 6,67% (2018) i Ben Said i saradnici 9,3%
(2016). 1zolati CLOG klastera novootkrivenih genotipova su jedini bili nosioci sej i sep gena, kao i
u veéem procentu sea, seb i sec gena. Sve ovo ukazuje na razli¢iti obrazac prisustva odredenih
gena kod specifi¢nih genotipova, i posledicno razlicite forme kolonizacije i moguce transmisije.
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Panton-Valentin leukocidin (PVL) igra vaznu ulogu u izazivanju nekroze tkiva i u unistavanju
leukocitnih éelija domacina (Alonzo i Torres, 2014). U ovoj studiji ukupno kod 29 izolata
(10,18%) detektovan je pvl gen (tabela 5.4.3.1.). Od ukupnog broja pvl pozitivnih izolata 10
(34,5 %) izolata su bili MRSA sojevi. Sli¢cne rezultate nasoj studiji (prevalencija od 14,8%) dobili
su Liu i saradnici (2017). Zecconi i saradnici (2006) su utvrdili jos vec¢u (56%) prevalenciju pv/
gena. U izolatima koji poticu iz mleka sa klinickim mastitisom u Brazilu, Argentini i Kolumbiji
dokazana je visoka prevalencija pv/ (100%; 81,2%; 67,7%) pojedinacno (Monisteno i sar., 2018).
U istoj studiji u uzoracima koji poticu iz Italije i Nemacke nije detektovan ni jedan pv/ gen.

S. aureus je dobro poznata bakterija koja razvija rezistenciju prema antibioticima (Chambers i
Deleo, 2009). Pojavom multirezistentnih sojeva, S. aureus, posebno MRSA sojeva, zabrinutost
za zdravlje ljudi i Zivotinja postala je sve veca (Li i sar., 2015). Za rezistenciju na meticilin
odgovoran je mecA gen koji se nalazi na mobilnom genetskom elementu poznatom kao
stafilokokni kasetni hromozom (SCC, SCCmec kada sadrzi mecA gen) (Holmes i Zadoks, 2015).
Gen mecA lancano vezuje za sebe i druge gene rezistencije, pa se prenoSenjem mecA gena
izmedu stafilokoka posledi¢no prenose i drugi geni rezistencije (Oliveira i sar., 2000; Ito i sar.,
2001; Milheirico i sar., 2007; Malachowa i DelLeo, 2010; Hiramatsu i sar., 2014). Detekcija mecA
gena smatra se najpouzdanijom metodom za detekciju MRSA sojeva (Maes i sar., 2002). U nasoj
studiji, 22 soja (7,72%) bila su pozitivha na mecA gen (tabela 5.4.3.1). U viSe studija Sirom sveta
je otkrivena razlicita prevalencija MRSA sojeva koji poti¢u iz mleka krava sa mastitisom. Savi¢ i
saradnici (2014) nisu dokazali prisustvo mecA gen ni kod jednog izolata u Srbiji, dok su Paji¢ i
saradnici (2016) dokazali mecA gen kod 1,3% izolata. Niska prevalencija mecA gena u izolatima
S. aureus uzroénika mastitisa utvrdena je u Svajcarskoj 0,35% (Overesch i sar., 2013), Finskoj
1,5% (Gindonis i sar., 2013), Hrvatskoj 4,2% (Cvetni¢ i sar., 2021), Brazilu 4,3% (Zuniga i sar.,
2015), Madarskoj 7,5%, (Juhasz-Kaszanyitzky i sar., 2007), Indiji 7,9% (Mahanti i sar., 2020),
Belgiji 9,3% (Vanderhaeghen i sar., 2010) i u Italiji 9,2% (Luini i sar., 2015). Veca prevalencija
mecA gena je utvrdena u Turskoj 18,5% (Pehlivanoglu i Yardimci, 2012), Indiji 16,6% (Hamid i
sar., 2017) i Kini 15,9% (Wang i sar., 2015) i 14,7% (Yang i sar., 2020).

MRSA sojevi koji su povezani sa Zivotinjama klasifikuju se kao livestock-related MRSA (LA-MRSA)
(Crombé i sar., 2013). LA-MRSA se mogu preneti direktnim kontaktom na druge Zivotinje, kao i
na ljude koji su profesionalno vezani za krave ili indirektno preko mleka i proizvoda od mleka
(Moon i sar., 2007; Spohr i sar., 2011; Paterson i sar., 2012; Lozano i sar., 2016; Tenhagen i sar.,
2018). Negativan uticaj LA-MRSA sojeva na proizvodnju mleka i zdravlje krava veoma je vazan,
posebno kada se uzme u obzir da je leCenje ovih mastitisa komplikovanije. Jos vazniji je uticaj na
javno zdravlje, jer krave mogu predstavljati zoonotski rezervoar za prenos ovih sojeva na ljude
(Graveland i sar., 2011; Holmes i Zadoks, 2011; Bardiau i sar., 2013; Cuny i sar., 2013; Schmidt i
sar., 2015; Aires-de-Sousa, 2017).

PrenoSenje MRSA sojeva sa ljudi na Zivotinje opisano je u vise studija (Juhasz-Kaszanyitzky i sar.,
2007; Boss i sar., 2016). Za utvrdivanje bilo kog smera prenosa LA-MRSA uzroc¢nika, potrebano
je izvrsiti epidemiolosko istrazivanje i identifikovati izvor infekcije. Nakon toga treba pristupiti
sistemskom reSavanju sprecavanja Sirenja uzrocnika (Paterson i sar., 2012). Poboljsanje
biosigurnosnih mera, organizacije i upravljanja farmom, kao i redovna zdravstvena zastita krava
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i ljudi su vazni za sprecavanje Sirenja sojeva LA-MRSA (Paterson i sar., 2012; Effendi i Harijani,
2017).

Povezanost genotipova sa faktorima virulencije prikazano je u tabelama 5.5.2.- 5.5.5. U nasim
istrazivanjima je utvrdeno da su genotipovi u vecini slucajeva povezani sa kombinacijama gena
koji kodiraju faktore virulencije, sto je u skladu i sa rezultatima drugih studija (Fournier i sar.,
2008; Graber i sar., 2009; Cosandey i sar., 2016). Svi izolati u okviru genotipova ili genotipskih
varijanti imali su iste obrasce gena koji kodiraju MSCRAMM i gene biofilma (tabele 5.5.2 i 5.5.3).
Povezanost genotipova i ovih faktora virulencije objasnjava se cinjenicom da se geni za
MSCRAMM i biofilm nalaze na hromozomu bakterija i znacajni su za komesalni nacin Zivota
ovog uzrocnika (Cramton i sar., 1999; Cheung i sar., 2021). Geni koji kodiraju rezistenciju na
meticilin, PVL i enterotoksine su kod veéine izolata u okviru genotipa ili genotipskih varijanti
imale iste obrasce, mada je kod pojedinih izolata bilo odstupanja (tabele 5.5.4. i 5.5.5). Ovo se
moze objasniti ¢injenicom da su geni za rezistenciju na meticilin, PVL i enterotoksine nalaze na
mobilnim genetskim elementima — MGE (Le Loir i sar., 2003; Malachowa i DelLeo, 2010). Gen
sea prenosi porodica umerenih bakteriofaga ¢iji se genom inkorporira i replikuje u S. aureus-u
(Balaban i Rasooli, 2000; Le Loir i sar., 2003). Manja zastupljenost sea gena kod genotipova kod
kojih se ocekuje prisustvo ovog gena, moZe nastati zbog neravnomerne geografske distribucije
bakteriofaga koji prenosi ovaj gen. Imajuéi u vidu da pojedini sojevi istih genotipova imaju isto
poreklo, a razli¢ite faktore virulenice moze se pretpostaviti da prenos MGE na potomke nije bio
potpun kod svih sojeva. Ekstrahromozomski DNK elementi igraju klju¢nu ulogu u plasti¢nosti
genoma, omogucdavajuéi bakterijama da se lako prilagode novom okruzenju (Tam i Torres,
2019). Takode, i selektivni pritisak iz okoline favorizuje opstanak i preZivljavanje otpornijih
sojeva (Biswas i sar., 2008).

Poznavanjem osobina odredenih genotipova (kontagioznost, prisustvo odredenih faktora
virulencije, osetljivost na antimikrobna sredstva, MRSA sojevi) treba da pomogne pri donosenju
odluka koje mere treba primeniti za prevenciju Sirenja, terapiju i iskorenjivanje S. aureus- a iz
stada. Posebnu paZnju potrebno je obratiti i na izbegavanje ponovnog unosenja uzrocnika u
stado slobodno od koagulaza pozitivnih stafilokoka. Ako nije moguée imati stado zatvorenog
tipa, pre kupovine krava bilo bi poZeljno odraditi analizu mleka na uzro€nike mastitisa. Takode,
novokupljene krave i junice trebalo bi staviti u karantin i jo$ par puta ispitati mleko na uzrocnike
mastitisa, zbog mogucnosti postojanja latentnih infekcija.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeéi zakljucci:

1.

Na osnovu fenotipskih karakteristika identifikovano je 285 izolata koagulaza pozitivnih
stafilokoka, a kod svih izolata dokazano je prisustvo gena specifi¢nih za S. aureus, nuc
gena koji kodira termostabilnu nukleazu i 23S rRNK gena, kao i coa gena koji kodira
enzim koagulazu.

Ispitivanjem osetljivosti izolata S. aureus disk difuzionom metodom prema 13
antimikrobnih sredstava utvrden je najvisi procenat izolata rezistentnih na penicillin
74,7%, a zatim na ampicilin 56,5%, kloksacilin 48,1%, neomicin 42,8%, gentamicin 27,0%,
tetraciklin 14,7%, kombinaciju amoksicilina sa klavulanskom kiselinom 14%, linkomicin
12,6%, ceftriakson 10,9%, cefaleksin 8,8%, kao i kombinaciju sulfametoksazola i
trimetoprima 4,9%.

Osetljivost S. aureus prema svim ispitivanim antimikrobnim sredstvima utvrdena je kod
6,3% izolata, dok je rezistencija prema jednom, dva, odnosno tri i viSe antimikrobnih
sredstava bila prisutna kod 11,2%, 32,3% i 50,2% izolata.

Prisustvo mecA gena koji kodira rezistenciju na meticilin, dokazano je kod 7,7% izolata S.
aureus, Sto predstavlja rizik od prenosenja MRSA sojeva na ljude.

PCR analizom intergenskog spajsera izmedu 16S i 23S rRNK gena operona gena koji
kodiraju rRNA ribozoma (RS-PCR genotipizacija) utvrdena su 33 razlicita genotipa S.
aureus, od kojih su 10 genotipova imali razlicite varijante. Otkriveno je ukupno 15 novih
genotipova (GTCL, GTCM, GTCN, GTCO, GTCP, GTCR, GTCS, GTCT, GTCU, GTCV, GTCY,
GTCX, GTCZ, GTCQ i GTDA) i 5 novih varijanti genotipova (GTD'!, GTAF", GTAS', GTCL',
GTCY').

Primenom RS-PCR genotipizacije utvrdena su dva dominantna srednje kontagiozna S.
aureus genotipa: GTD (25,3%) i GTRY' (24,2%). Pojedinalno ucestalost svih ostalih
genotipova koji su svrstani u CLOG klaster bila je manja od 6%.

Geni koji kodiraju mikrobne povrsinske adhezine sa ulogom u prepoznavanju i vezivanju
za komponente ekstracelularnog matriksa domadina (MSCRAMM) dokazani su u
visokom procentu. Gen fnbA (kodira fibronektin vezujuéi proteina A) dokazan je kod
97,5% izolata, clfA gen (kodira klamping faktor A) kod 88,4% izolata, a cna gen (kolagen
vezujudéi protein) kod 85,3 % izolata.

Gen clfA koji kodira faktor virulencije koji u¢estvuje u adherenciji detektovan je u manjoj
meri (64,8%) kod izolata S. aureus koji pripadaju novim genotipovima i varijantama
genotipa (p<0,001).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Gen spa koji kodira sintezu proteina A dokazan je kod svih izolata.

Geni cap5 i cap8, koji regulisu eksprimiranje kapsularnih polisaharida, dokazani su kod
38,25% izolata odnosno kod 61,8% izolata, a efb gen koji kodira ekstracelularni
fibrinogen vezujudi protein kod 44,2% izolata.

Geni koji imaju vaznu ulogu u formiranju biofilma icaA i icaD dokazani su u visokom
procentu. Gen icaA dokazan je kod 94,7% izolata, a gen icaD kod 93% izolata. Ni kod
jednog izolata nije dokazan bap gen koji kodira biofilm akcesorni protein.

Samo kod 6,7% izolata nije dokazano prisustvo gena koji kodiraju stafilokokne
enterotoksine. NajceS¢e dokazani geni koji kodiraju stafilokokne enterotoksine su bili
sed i sei kod 57,2% izolata odnosno 47,7% izolata. lzolati iz CLOG klastera novih
genotipova i varijanti bili su jedini koji su posedovali sej i sep gene, kao i u ve¢em
procentu sea, seb i sec gene (P<0,001).

Gen tsst-1 koji kodira toksin 1 toksi¢nog Sok sindroma nije ustanovljen ni kod jednog
izolata S. aureus.

Gen pv! koji kodira Panton-Valentin leukocidin dokazan je kod 10,2% izolata.

Genotipizacijom i ispitivanjem prisustva pojedinih faktora virulencije koagulaza
pozitivnih stafilokoka uzro¢nika mastitisa kod krava moze se predvideti stepen
patogenosti i kontagioznosti izolata. Ustanovljene informacije mogu da pomognu pri
donoSenju odluka koje mere treba primeniti za prevenciju Sirenja, terapiju i
iskorenjivanje koagulaza pozitivnih stafilokoka iz stada.
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Mpunor 1.

U3jaBa o0 ayTopcTBy

MoTnucanHwu CnobogaH b. ByjuHosuh

6poj ynuca 14/4

UsjaBmwyjem

0a je AOKTOPCKa AncepTaumja nog HaCN10BOM

Mcnutusarbe BUPYIEHTHOCTU U NPeBaneHumnje reHOTUNOBA Koary/1asa No3UTUBHUX CTadUNOKOKa
Y3pOUYHMKaA macTUTUCa KpaBa

® pPEe3yNnTaT CONCTBeHOr UCTPa*XNUBaAYKOTl paaa,

® [a npeanolkeHa gmuceprauumja y LeNMHU HU Yy AenoBMMa Huje buna npeanoXkeHa 3a aobujarbe
6110 Koje AMnaome npema CTyAnjCKUM NPOrpammnma Apyrux BUCOKOLIKOICKUX YCTaHOBa,

® [1a Cy pe3yntath KOPEKTHO HaBedeEHN U

® a3 HMCaM KpLIMo/na ayTopcKa npaBa M KOPUCTUO MHTENEKTYaIHY CBOjUHY APYrvX Anua.

MoTnuc goKkTopaHaa

Y beorpaay,
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Mpunor 2.

MU3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LUTAaMNAHE U e/IeKTPOHCKe Bep3unje AOKTOPCKOr

paga
MUme 1 npesnme ayTtopa CnobopaaH b. ByjuHosuh
bpoj ynuca 14/4
Ctyamnjckm nporpam [OoKTOpCKe akagemcke ctyanje
Hacnos paga NcnuTtneare BUPYNEHTHOCTM M NPeBaJieHLMje reHOTUNOoBA Koary/iasa

MO3UTUBHMX CTadUIOKOKA Y3POUYHNKA MacTUTMCA KpaBsa

MeHTop Ap Bepa Katuh, pegosHu npodecop

MoTnucanHwu CnobogaH b. ByjuHosuh

M3jaB/byjeM 43 je WTamMnaHa Bep3uja MOr AOKTOPCKOT paZa MCTOBETHA €JIEKTPOHCKOj BEP3MjU KOjy cam
npefao/na 3a objas/bMBarbe Ha NopTany AurutanHor penosutopujyma YHusepsutera y beorpaay.

Jo3BosbaBam fa ce ob6jaBe MOju IMYHM NOAALLM Be3aHW 3a f06Mjarbe aKaLeMCKOr 3Batba AOKTOPa HayKa,
Kao WTO cy MMe U Npe3snme, roamHa u mecto poherwa n agatym oabpaHe paaa.

OBM AMYHM NopauM mory ce 06jaBUTM Ha MpPEKHUM CTpaHuMUama auruTtanHe 6ubnnoteke, y
eNeKTPOHCKOM KaTanory 1y nybankaumjama YHusepauteTa y beorpagy.

MoTnuc poKTopaHaa

Y beorpaay,
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Mpwunor 3.

MU3jasa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3uteTcky 6mbnmoteky ,CBeto3ap Mapkosuh” ga y [urutanHu penosuTopujym
YHuBep3uteTa y beorpagy yHece mMmojy AOKTOPCKY AMcepTaumjy nog Hacn10BOM:

UcnutuBarbe BUPYNIEHTHOCTM W NpeBajieHuMje reHoTUNoBa Koarynasa No3UTUBHUX cTadUIOKOKA
Y3POYHMKA MACTUTUCA KpaBa

KOja je MOje ayTOpCKO aeno.

OucepTtaumjy ca cBMM Npuiosnma npegao/na cam y enekTpoHcKom ¢GopmaTty MorogHom 3a TpajHo
apxvBupabe.

Mojy AOKTOPCKY amMcepTaumjy noxparbeny y AurntanHu penosmtopujym YHusepsuteta y beorpaay mory
03 KOopucTe CBW KOoju nouwTyjy ogpeabe cagprkaHe y ogabpaHom Tuny nvueHue KpeatusHe 3ajegHunue
(Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogay4mo/na.

1. AytopcTBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPUMjANHO

3. AyTopcTBO — HEKOMepLMjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjANHO — AeINTU NOA, UCTUM YC0BUMA
5. AytopctBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — A€/UTW NoA UCTUM YCI0BMMA

(Monanmo aa 3a0KpyKuTe camo jeaHy of, WwecT NoHyheHMx AnueHUM, KpaTak onuc AnLeHUM AaT je Ha
nonehuHu nucra).

MoTnuc gokTopaHaa

Y beorpagy,
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1. AytopcTBo - [l03BO/baBaTe YMHOMKaBake, ANCTPMOYLMjy M jaBHO caoniiTaBame Aena, U npepaje, ako
ce HaBee MMe ayTopa Ha HauuMH ogpeheH o4 cTpaHe ayTopa MAM AaBaoua JMLEHLE, Yak U vy
KomepumnjanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHMja o4 CBUX TNLLEHLMN.

2. AyTopcTBO — HeKomepuMjaaHo. [lo3BosbaBaTe YMHOMaBake, AUCTPUOYLM)Y U jaBHO caomnwiTaBake
[ena, v npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of CTpaHe ayTopa MAM Aasaoua
nvueHue. OBa IMLEHLA He A,03BO/baBa KOMepLMjanHy ynoTpeby aena.

3. AyTOpCTBO - HeKomepunjanHo — 6e3 npepage. [o3Bo/baBaTe YMHOXaBarbe, ANCTPUMOYLUUjY U jaBHO
caonwTaBake aena, 6e3 npomeHa, npeobankoBara nam ynotpebe gena y cBOm Aeny, ako ce Haseze
MMe ayTopa Ha HauMH oapeheH of CTpaHe ayTopa WaM AaBaoua nuueHue. OBa NMUEHLA He 403B0/baBa
KomepuujanHy ynotpeby aena. Y oAHOCYy Ha CBe OCTajie /iMLEHLE, OBOM JIMLEHLOM Ce OrpaHuyaBa
Hajsehn 06um npasa Kopuwhera gena.

4. AyTOPCTBO - HEKOMepuUMjasHO — AEeAUTU MOA WUCTMM ycaoBuma. [lo3Bo/baBaTe YMHOMKaBakbe,
ANCTPUBYLMjY M jaBHO caomwTaBakbe Aefa, U npepaae, ako ce HaBee Mme ayTopa Ha HaduH oapeheH
04, CTpaHe ayTopa WaM AaBaoua JMUEHLLe M aKo ce npepaga AUCTpubympa nog UCTOM WAM CANYHOM
nnueHuom. OBa NLEHLA He A03B0/baBa KOMepLMjaaHy ynotpeby aena v npepasa.

5. AytopcTeo — 6e3 npepage. [o3Bo/baBaTe YMHOXaBakbe, AMCTPMBYLMjY M jaBHO caoriiTaBake Aena,
6e3 npomeHa, NnpeobanKkosarba Uan ynotpebe aena y CBOM feny, ako ce HaBeJe Mme ayTopa Ha HaumH
oapeheH of cTpaHe ayTopa uan Aasaoua avueHue. OBa JMLeHLa [03B0/baBa KOMEpPLMjanHy ynoTpeby
nena.

6. AyTOpCTBO - AENUTM MOA MCTUM ycnoBuma. [lo3Bo/baBaTe YMHOXaBarbe, AUCTPUBYLMjy U jaBHO
caoniwTaBarbe Aena, U Npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTopa Mau
[laBaoLa /IMLEHLIE U aKo ce npepaga AUcTpmbympa nog UCTOM UAU CAMYHOM iueHuom. OBa anueHua
[03B0O/baBa KoMepuujanHy ynoTtpeby aena n npepaga. CanuHa je codpTBEPCKMM AnLLEHLAaMa, O4HOCHO
IMLEHLAMa OTBOPEHOT KOAa.
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