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Struéni rad

PSEUDOMONAS SPP. KAO UZROCNIK MASTITISA
R. Savi¢ Radovanovié, N, Zdravkovi¢”

Izvod: U proizvodnji mleka, obolienja mlecne Zlezde imaju veliki znagaj. Mastitisi
nastaju kao odgovor vimena na infekciju mikroorganizmima, a predstavljaju jednu od
najcescih i najskupljih bolesti stada muznih gria Sirom sveta, Bakterije roda Pseudomonas su
normalno rasprostranjene u vodi, zemljiStu i spoljaSnjoj sredini. Kao infektivni agens
mastitisa mogu da izazovu infekeije u klinitki izrazenom (1i supklini¢kom obliku, Obi¢no se
javljaju sporadicno, ali mogu da izazovu i ozbiljne probleme u stadu. Stepen infekcije sa
Pseudomonas geruginasa u stadima muznih krava se krece oko 1%, retko preko 3%, dok tok
infekcije varira od iznenadnih, akutnih, Zivomo ugroZavajuéih klinickih slulajeva do
neklini¢kih infekcija, a moguc je | slucajan nalaz u mieku usled kontaminacije iz spoljne
sredine i nepravilnog uzorkovanja. Vedina sojeva P, veruginosa poseduje tip 111 sekrecioni
sistem (TTSS), koji dovodi do povecanja broja somatskih ¢elija u mleku | ponovijeno
1zlaganie malom broju bakterija moze da izazove hroniéne, neklinicke infekcije. Minimalni
nutritivni zahtevi P. aeruginosa, sposobnost da lako raste u tlu i vodi, kao i intrizicna
otpornost na hemijska sredstva za dezinfekciju i antimikrobne lekove, doprinose stanovistu
da je eliminisanje ovog mikroorganizma iz sredine prakti¢no neizvodljivo. Kontrolisanje
Pseudomonas spp. sa druge strane predstavija ozbiljan izazov, jer ima sposobnost da stvara
biofilmove time se odrzava u kontaminiranoj sredini, opremi za muzu, a posebno je bitnho
naglasiti da se znadajno umanjuje efikasnost antibiotika pri terapiji mastitisa. Cilj ovog rada
je da se ukaZe na znacaj bakterija roda Pseudemonas 1 najznalajnijeg predstavnika P.
aeruginosa kao uzro¢nika mastitisa, izvore infekcije u stadima muznih Zivotinja, kao i mere
kontrole i prevencije nastajanja infekcija.

Kljucne reci: mastitis, mleko, Pseudomonas spp.

Uvod

Rod Pseudomonas obuhvta gram-negativne $tapiée rasprostranjene u vodi i spoljnoj
sredini. To su bakterije ubikvitarne prirode, koje nisu zahtevne u pogledu hranjivih sastojaka
potrebnih za rast (Quinn, Markey i sar,, 2011) mogu da naseljavaju brojne ekoloske nise i
kolonizuju/inficiraju organizme {Kung i sar, 2010; Balasubramanian i sar, 2013). Kao
ubikvitarna bakterija ¢esto je izolovana iz hrane, zemije, $talskog dubriva i sa koze zivotinja
{Bannerman, 2005).

Bakterija Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), pripada familiji
Pseudomonodaceae, predstavija gram negativan, oksidaza pozitivan, nefermentativan i
pokretan mikroorganizam. Pored svoje ubikvitarne prirode ova bakterija se moZe svrstati u
oportune patogene mikroorganizme za ljude, Zivotinje i biljke. Moze da izazove akutne, ili
hroni¢ne infekcije razlicitih domacina-sisara i njihovih organa zbog sposobnosti stvaranja
Sirokog spektra faktora virulencije. Faktori virulencije obuhvataju: adhezione proteine,
ekstracelularne proteine, ili sekundarne metabolite sa proteolitickom i/ili citotoksitnom
aktivnodcu (egzotoksin A, elastaza, proteaze, pyocyanin, hemolizini (Driscoll i sar., 2007).

Kod ljudi hroniéne infekcije izazvane P. aeruginosa mogu da perzistiraju mesecima,
cak i godinama zbog rezistencije odbrambenog mehanizma domacina i ponavljanog lecenja
antibioticima (Sadikot i sar, 2005). Kod Zivotinja P. aeruginosa se navodi kao uzroénik
enzotskih | epizotskih epidemija mastitisa goveda (Ohnishi i sar,, 2011), koza (Bergonier i

* Dr Radoslava Savi¢ Radovanovié, docent, Katedra za higijenu i tehnologiju namirnica animalnog porekla, Fakultet
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Naucni institut za veterinarstvo Srbije, Beograd, Republika Srbija.

E-mail prvog autora: mimica@vetbygacrs

53



Radovi so XXXI! savetovanpa ogronoma, vetérnara, tehnologe « agrockanomsta. 2018 Vol 24, br, 3-4

sar, 2003;Sela i sar,, 2007) i ovaca (Leitner i Krifucks, 2007). Kod krava dolazi do povecanja
broja somatskih celija, jer vecina sojeva P. geruginosa poseduije tip 1l sekrecioni sistem
(TTSS), koji dovadi do povecanja broja somatskih celija u mleku, a ponovijeno izlaganje
malom broju bakterija moze da izazove hroniéne, neklinitke infekcije (Park i sar., 2013}
Odavno se zna da na farmi muznih krava kontaminacija /. aeruginosa obi¢no potite od vode i
uredaja za distribuciju i zadrzavanje vode bilo da su u pitanju bunari, cevi i creva za vodu,
bare, kisnice, il osoéne jame (Howell, 1972; Packer, 1977). Kao jatrogeni putevi prenosenja u
literaturi se navodi kontaminirana posuda za dezinfekciju sisa i oprema za muZu (Nicholls i
sar, 1981; Osborne i sar., 1982; Kirk i Meilenberger 1982).

Pored zdravstvenog znalaja mlecne Zlezde, ovaj mikroorganizam ima znacaj i sa
aspekta higijene mleka, jer iako se P. geruginose unidtava procesom pasterizacije, neki
njegovi metabolicki produkti su termostabilni od kojih je najuecljiviji plave-zeleni pigment
(pyvocianin), a razmi enzimi mogu doprineti procesu kvara namirnica. Pored navedene, i
druge vrste ovog roda su znacajne za higijenu namirnica: P, flurescens stvara zelenkasto-2uti
pigment fluorescin, koji dovodi do kvara maslaca | UHT mleka. F. fragi je jak lipolit i izaziva
uzeglost maslaca, P. putrefaciens - trulezna vrsta, izaziva kvar na povrsini sireva i maslaca
(Jay i sar., 2005).

U nastajanju infekcije nije sasvim razjasnjena pocetna faza - prodor P. geruginosa u
vime krava. Kao oportuni patogen napada konstituciono loSe, ili povredeno tkivo sisnog
kanala. Neispravna ili lo3e postavijena muzna oprema povecava rizik ulaska P, ceruginosa, ali
i drugih bakterija u vime. Krave koje su imunoloski kompromitovane, usled raziicitih
infekcija drugim agensima, ili neadekvatnom ishranom podloZnije su infekcijama vimena.
Obi¢no se ne susrece komplikovana infekcija mle¢ne Zlezde krava uzrokovana P, aeruginosa
uz druge bakterije, pa se ovaj vid infekcija obi¢no javlja tamo gde je niska prevalencija
Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, ill nakon terapije mastitisa (Kirk i
Mellenberger, 2010). Veca je verovatmoca da dode do infekcije P. aeruginosa pri ce$cem
izlaganju malom broju bakterija nego pojedinacnim velikim inokulumima. Broj bakterija ove
vrste u sredini na farmi je obi¢no nizak, pa obifno nespecifitni katar vimena nastaje
kontaminiranom vodom koja sadrzi P. aeruginosa pri pranju vimena, ili koris¢enjem
dezificijenasa, a u SAD je zabeleZen slucaj infekcije krava u zasudenju Kontaminiranim
injektorima koji su se grejali na temperaturu tela Zivotinje u kontaminiranoj bunarskoj vodi,
ili kontaminiranim lekovima (Nicholls i sar,, 1981; Osborne i sar,, 1982).

Prikaz naseg slucaja

U rutinskom ispitivanju mleka predmuznom probom pre masinske muZe vlasnik, koji
drzi 6 krava i jednu junicu je zapazio promene u mleku jedne krave. 1z anamneze su dobijeni
podaci da je krava letena tokom meseca jula 2016. godine, parenteralnom terapijom i
intamamarnim apikovanjem antibiotika. U mesecu oktobru je doflo ponovo do pojave
promena u mleku u vidu krpica i Zivotinja je lecena davanjem antibitika tokom 4 dana
parenteralno i intramamarno uz jutarnje izmazanje mleka iz vimena. Posle terapije je dodlo
do poboliSanja, ali se tokom novembra pojavijuje meki otok vimena, koji prelazi u évricu
formu uz pojavu ¢&vorica u parenhimu. Viasnik ponovo zapoéinje terapiju prvo
intramuskularnim davanjem antibiotika, a potom intramamarnim injektorima ujutro i uvede
5 dana. Vlasnik je posle ispoStovane karence doneo uzorke mleka na bakteriologki pregled na
uzorénike mastitisa. Cilj ovog rada da se ukaZe na znacaj bakterija roda Pseudomonas i
najznatajnijeg predstavnika P. aeruginose kao uzroCnika mastitisa, pravilnu dijagnostiku,
izvore infekcije u stadima muznih Zivotinja, kao i mere kontrole i prevencije nastajanja
infekcija.
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Materijal i metod rada

Materijal su predstavljali pojedinacni uzorci mleka iz fetvrti krave, koji su uzeti
aseptiéno u sterilne epruvete posle pranja vimena i dezinfekeije vrhova papila. Uzorci su
dostavljeni u rashladenom stanju u laboratoriju Katedre za higijenu i tehnologiju namirnica
animalnog porekla, Fakulteta veterinarske medicine u Beogradu gde je analiza odmah
zapoceta.

Primenjena je standardna laboratorijska procedura mikrobiolodkog ispitivanja mleka
zasejavanja na krvni agar (Baza za krvni agar, Torlak + 8% ovéije krvi) (Vera Kati¢, 2007).
Ploéa je inkubisana 24-48 h pri 37°C posle ¢ega su posmtarne izrasle kolonije. Identifikacija
uzrocnika je izvriena ispitivanjem makromorfoloskih, mikromorfoloskih i biohemijskih
osobina skracenim biohemisikim nizom (indol, metil crveno, Voges Proskauer, citrat) i raden
ie katalaza test. (Kati¢, 2007., Quinn i sar, 2011.), dok je broj somatskih celija odreden
mikroskopski (SRPS EN 150 13366-1:2010). Antibiogram je raden disk difuzionim testom na
Miiller Hinton agaru (Torlak) i upotrebom diskova {BD, Becton Dickinson) prema standardu
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing {EUCAST 2017a) i

interpretacija zona inhibicije je takode sprovedena prema adekvatnom standardu EUCAST-a
(EUCAST, 2017b).

Rezultati istrazivanija i diskusija

Bakterioloskim pregledom uzoraka mieka krave izolovan je Pseudomonas aeruginosa
iz zadnje desne fetvrti vimena. Na Slici 1. je prikazan izgled kolonija na krvnom agary, a na

Slici 2. je mikroskopski preparati obojen po Gramu na kojem su karakteristitni gram-
negativni $tapici.

Slika 1. Izgled kolonija Pseudomonas

Slika 2. Mikroskopski
spp. na krvnoma agaru preparat obojen po
(autorska fotografija) Gramu
Picture 1. Apperance of colonies of (autorska fotografija)
Pseudomonas spp. on Picture 2. Microscopic
biood agar preparation Gram
{author's photo] colored {author’s photo)

Rezultat odredivanja broja somatskih celija je pokazao da je u uzorku mieka zadnije
getvrti preko 500.000 somatskih ¢elija mi*, Sto se zapaza na stici 3. na kojoj je veliki broj
somatskih éelija u jednom vidnom polju,

¢
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Slika 3. Mikroskopsk! prepat
za odredivanje broja somatskih
celija u uzorku mleka iz kog je
izalovan Pseudomanas spp,
[autorska fotografija)

Picture 3. Microscopic
preparation for somatic cells
count from milk used to isolate
Pseudomaonas spp.

(author’s phota)

Slika 4. 1zgied kolonija Pseudomonas.
aeruginosa na Maller Hinton agaru
[autorska fotografija)

Picture 4. Apperance of colonies of
Pseudamanas aeruinosa on blood
Maller Hinton agar

{author's pheto)

{autorska fotografija)

Slika 5. Prikaz antibiograma Pseudomonas geruginosa izolovanog iz uzorka mleka

Picture 1. Apperance of antybiograms of Pseudomonas aeruinosa isolated from milk

(author’s photo)
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Rezultat odredivanja antibiograma pokazuje da je izolat iz mleka zadnje cetvrt
osetljiv na ciprofloksacin, gentamicin i linkospektin, a pored ovih antibiotika koji se mogu
nadi u obliku injektora za intramamarnu upotrebu, ispitivani (zolat ie osetljiv i na piperacilin
sa tazobaktamom, meropenem, imipenem, amikacin i ceftazidim (Slika 5)

Krajem proSlog veka utvrdeno je da je prevalencija klinickih mastitisa uzrokovanih
gram negativnim bakterijama oko 40% a da se 25% takvih sluéajeva zavrdi smrtnim ishodom
(Eberhart, 1984; Erskine i sar,1991). Zastupljenost mastitisa prouzrokovanih Pseudomonas
spp. u stadu je obi¢no manja od 1% a vrlo retko iznosi vide od 3%, medutim neki autori
(Banarjee i sar., 2017) navode 5,4% sluéajeva supklinickih mastitisa izazvanih Pseudomonas
spp. u Indiji. Klini¢ke infekcije su moguce kod krava u svim fazama laktacije, 4 u SAD je
zabelezena blago povecana prevalencija kod visokoproduktivnih krava u pocetku laktacije,
Tok infekcije moze varirat od perakutnog keji ugrozava Zivot krava do klinicki inaparentnih
infekcija. Obiéno nastaje naglo, obiéno se javlja kod grupe krava inficiranih istim izvorom. U
slucajevima akutnog mastitisa mieko je promenjeno, vodenasto sa ugruscima ili flekama sa
mogucim tragovima krvi, obolele krave pokazuju znake toksemije $to se moZe zavrsiti
uginuéem i pored agresivne terapije. Krave koje prebole akutni tok infekcije cesto 0staju
ekonomski nerentabilne usled smanjene proizvodnje mleka Diferencijalno dijagnosticki
ovakva klinicka slika vrlo nalikuje na koliformne mastitise (Ebhart, 1984). U blazem toku
bolesti, znaci koji sugestivno ukazuju na mastitis izazavan Pseuodomonas spp. ukljutuju
odsustvo reakcije na antiobiotsku terapiju, hroni¢ne rekurentne infekeije, zahvacenost vise
Cetvrti i povecanje prevalencije klinickih i supklinickih mastitisa nakon primene dezificijensa
za sise (Gyles, 2010).

Konaéna dijagnoza se postavija ispitivanjem veceg broja uzoraka mleka iz iste Stale i
ponovnim ispitivanjem istih grla. Nalaz P. aeruginosa obitno ukazuje na kontaminaciju
uzorka ili losu dezinfekciju sisnog kanala, kako je prevalencija mastitisa uzrokovanih ovom
bakterijom niska, ¢esto previdi kao uzrocnik mastitisa. Da bi se otklonila sumnja na loje
zootehnicke mere na farmi potrebno je raditi ispitivanja vide uzoraka. Imajuéi u vidu izbor
antibiotika za intramamaranu primenu, njihovu cenu i prirodnu osetljivost bakterija, kultura
P. aeruginosa se Eesto moZe dobiti i ispitivanjem tretiranih gria u periodu karence. Nakon
pozitivnog bakterioloskog nalaza, preporuéljivo je ispitati vodu na prisustve Pseudomonas
spp. (Kirk, 2010).

Za leCenje ovakvih infekcija koriste se antibiotici prema ispitanom antibiogramu,
uglavnom aminoglikozidi. Kod infekcija P. aeruginosa postavlja se pitanje ekonomske
isplativosti terapije zbog remisije oboljenja i moguénosti trajnog smanjenja laktacionog
potencijala. Treba mikrobioloski ispitivati povrsine gumenih creva i cevi kao moguce izvore
infekcije. Na farmama sa postoje¢im problemom prisustva P. aeruginosa treba ceSée
kontrolisati vodu, medutim prema propisima EU mikrobiolotka ispravnost vode se ne
ocenjuje prema prisustvu bakterija roda Pseudomonas dok se u domaéim pravilnicima jos
zadrZava kao kirterijum ispravnosti vode za pice. Nema podataka koji bi ukazali da je jedan
tip muzne opreme skloniji naseljavanju P. aeruginosa u odnosu na drugi. Izolati P, aeruginosa
mogu pokazivati rezistenciju na neke antimikrobne lekove (Quinn, 2011). Izolati porekiom
od goveda kod kojih je dijagnostikovan mastitis su osetljiviji na 3iri spektar antibiotika, nego
izolati poreklom od ljudi zbog izostanka pritiska selekcije u okruZenju krava. Osetljivost
prema antibioticima svakog izolata treba da bude testirana na aminoglikozide, kao ito su
gentamicin i amikacin. Od ostalih lekova osetljivost na B laktamske antibiotike treba da bude
pojedinaino testirana, a otekuje se osetljivost prema antispeudomenasnim penicilinima
(tikarcilin, karbenicilin i piperacilin), fluorohinoloni pokazuju dobru efikasnost. Nazalost na
domacem trZiStu je suZen izbor navedenih lekova za terapiju goveda. Postoji intrizitna
rezistencija na antibiotike zbog prisustva smanjene permeabilnosti spoljadnjeg omotata
membrane Celijskog zida, postojanja efluks sistema | stvaranja enzima p laktamaze. U nasem
slutaju se pokazala rezistencija izolata na vecinu B laktamskihantibiotika, tetraciklin i sulfo
preparate (Slika 5). U stalskim uslovim moZe doéi do kontaminacije cele bocice antibiotika
ako se istom iglom daje parenteralna doza leka i nakon toga izvlaéi nova doza, u takvim
slu¢ajevima suspenzije lekova mogu da poprime zelenu ili crnu boju pogmenata koje Judi P,
aeruginosa. Diferencijacija pseudomonasnog od koliformnog mastitisa se moze utvrditi
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laboratorisjkim ispitivanjem, a vazno je za treapiju zbog drugadijeg tipa osetljivosti prema
antibioticima.

Urodena otpornost P. geruginosa na mnoge antibiotike, kao i mogucnost stvaranja
trajnih posledica po sekreciju mieka u volumenskom | kvalitativnom smislu, komplikuje
odluivanje o svrsishodnosti terapije. Terapija je dubiozna, a izbor lekova zavisi od
fenotipske osetijivosti dobijene antibiogramom. Akutne infekcije vimena uzrokovane P
aeruginosa nose i rizik od uginuéa pa se &esto inficirana gria, bez terapije, 3alju na
ekonomsko iskoriScavanje,

Zakljutak

Kao uzro¢nik mastitisa P. aeruginosa se rede izoluje, a uobicajna praksa je da se
izolati iz mleka odbacuju kao uzrodnicl mastitisa, kako zbog male prevalencije, tako 1 zbog
moguce naknadne kontaminacije uzorka za mikrobioloske ispitivanje, Ukoliko se vise puta
potvrdi izolacija iz istog stada ili iste Zivotinje, uz poveéan broj somatskih ceija, nesumnjivo
se radi o mastitisu. U naSem slucaju izolavali smo iz jedne cetvri Pseudomonas aeruginosa,
koji je vsetljiv na ciprofloksacin, gentamicin i kombinaciju linkomicin-spektinomicin. Nalaz
se moZe objasniti viSekratnim leenjem antibioticima. Farme koje imaju potvrden problem
sa ovom bakterijom, treba svojim menadZmentom i dobrom zoohigijenskom praksem obrate
paznju na izvore kontaminacije, pre svega manje ili vede vodene sredine, kao i higijenu
muzne opreme. Zbog svojih Karakteristika formiranja biofilmova razliite strukture
neophodno je da se pri izbijanju enzootije, provere cevovodi i gumena creva koja se lako
naseljavaju bakterijama P. aeruginosa ukoliko tekuca dezinfekcija nije dovoljno uspesna.
Mikrobiolodka izolacija je neophodna da bi se iskljuéili drugi infektivni uzrocnici i stekao
valjani uvid u zdravstveno stanje stada, a potom i donela pravilna odluka o daljem delovanju
na regulisanju problema.
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PSEUDOMONAS SPP. AS A CAUSE OF MASTITIS
R Savi¢ Radovanovic, N. Zdravkovic”
Summary

In dairy production, the mammary gland is very important Mastitis occurs as
response to udder infection by microorganisms, and is one of the most common and most
expensive diseases of the herds of dairy animals in the world. Bacteria of the genus
Pseudomonas are normally distributed in water, soll and the external environment As an
infectious agent, mastitis can cause infections in a clinically expressed or subclinic form.
Usually they occur sporadically, but they can cause serious problems in the herd. The
incidence of infection with Pseudomenas aeruginesa in dairy cattle is a 1%, rarely over 3%,
while the severety of the infection varies from sudden, acute, life-threatening clinical cases to
non-clinical infections, and possibly an occurrence in milk is due to contamination from the
outside environment and irregular sampling. Most P. aeruginasa strains posess the Type 11l
secretion system (TTSS), which leads ta an increase in the number of somatic cells counts in
the milk, and repeated exposure to a small number of bacteria can cause chronic, non-clinical
infections. The minimum nutritional requirements of P. eeruginosa, the ability to easily grow
in soil and water, as well as the intrinsic resistance to chemicals for disinfection and
antimicrobial drugs, contribute to the view that the elimination of this microorganism from
the environment is practically unfeasible. The control Pseudomonas spp. on the other hand, is
a serious challenge because it has the ability to produce biofilms which keep it in the
contaminated environment of the milking equipment, and it is especially important to
emphasize that the effectiveness of antibiotics in the treatment of mastitis is significantly
reduced. The aim of this article is to highlight the importance of Pseudomonas bacteria and
the most important representative of P. aeruginos as a causative agent of mastitis, the
sources of infection in herds of dairy animals, as well as control measures and prevention of
infections.

Keywords: milk , mastitis, Pseudomonas spp.
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