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PRIMENA MASTIK® TESTA ZA ODABIR ANTIBIOTIKA U
TERAPIJI MASTITISA KRAVA

B. Petrujki¢, D. Milanov, B. Vidi¢, B. Markovi¢, B. Ivkovi¢”

Izvod: U ovom radu izvrSeno je ispitivanje u cilju poredenja primene komerci-
jalnog MASTIK® testa za brzo odredivanje osetljivosti uzro¢nika mastitisa krava na an-
tibiotike i standardnog Kirby-Bauer disk-difuzionog testa. Ispitano je 6 uzoraka mleka
od krava sa klinickim i subklini¢kim mastitisom, odabranih metodom slucajnog izbora.
Iz uzoraka su standardnim mikrobioloskim tehnikama izolovani slede¢i mikroorganiz-
mi: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, koagulaza-negativni Staphylococcus sp.,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis i Aspergillus fumigatus. Primenom
MASTIK® testa i disk-difuzionog testa, dobijeni su u potpunosti uporedivi rezultati ispi-
tivanja osetljivosti izolovanih bakterijskih uzro¢nika mastitisa na antibiotike. MASTIK®
test predstavlja jednostavnu metodu, aplikativnu u terenskim uslovima i pogodnu za brz
odabir antibiotika u terapiji mastitisa krava, dok se ¢ekaju rezultati mikrobioloske iden-
tifikacije uzroénika.

Kljuéne reéi: mastitis, antibiotici, osetljivost, MASTIK®, disk-difuzioni test.

Uvod

Mastitis u svetu i kod nas i danas predstavlja jednu od najznacajnijih bolesti viso-
komlec¢nih krava. Gubitak koji nastaje kod krava obolelih od mastitisa potic¢e ne samo od
smanjene proizvodnje mleka, ve¢ i od odbacenog mleka (usled karence), gubitka premije,
troskova leCenja i negativnog uticaja mastitisa krava na reprodukciju.

Rana dijagnoza mastitisa krava je od velike vaznosti zbog velike cene koja se pla-
¢a za terapiju mastitisa i guibitka koji od njega nastaje. Regulativa Evropske unije (Regu-
lation EC No 1662/2006) navodi da mleko koje se koristi za ishranu ljudi mora poticati
od zdravih Zivotinja.

Klasi¢ne metode detekcije mastitisa obuhvataju odredivanje broja somatskih celija,
koncentracije pojedinih markera zapaljenja (npr. enzima N-acetil-B-D-glukozaminidaze i
laktat dehidrogenaze), odredivanje elektri¢ne provodljivosti i na kraju izolacije uzro¢nika
i antibiograma. Izolacija uzrocnika, jos uvek, predstavlja zlatni standard. Medutim, zbog
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velike udaljenosti farmi krava od laboratorija, ¢est je sluéaj da se kultivisanje uzoraka
mleka krava obolelih od mastitisa ne vr$i veé da se krave terapiraju prema iskustvu. Pos-
ledica toga je lo$ uspeh terapije i poveéanje rizika po zdravlje ljudi usled nekontrolisane
upotrebe antibiotika.

Cilj naseg rada je bio da se uporedi efikasnost MASTIK® testa, komercijalnog te-
sta za in vitro odredivanje bakterijske osetljivosti (MASTIK® ImmuCell Corp., Portland,
ME, SAD) u odnosu na Kirby-Bauer disk difuzioni test i proceni da li je njegova upo-
treba kao brze metode ispitivanja bakterijske osetljivosti na antibiotike naucno i strucno
opravdana.

MASTIK®je brzi kvantitativni test za ispitivanje antibiotske osetljivosti uzro¢nika
mastitisa koji imaju sposobnost fermentisanja laktoze. Ve¢ina najces¢ih uzrocnika masti-
tisa krava fermentSe laktozu i to su slede¢i m.o.: Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus disgalactiae, Streptococcus uberis, Escherichia coli, Klebsie-
lla i Arcanobacterium pyogenes. Uzro¢nici koji mogu takode da dovedu do mastitisa kod
krava, ali se ipak rede srecu, a koji imaju sposobnost fermentisanja laktoze su: Strepto-
coccus faecalis, Streptococcus zooepidermicus, Streptococcus grupe G, koagulaza nega-
tivni Staphylococcus, Enterobacter i Citrobacter. Uzro¢nici mastitisa koji ne fermentisu
laktozu se najces¢e ne mogu izleciti antibioticima koji se koriste u terapiji mastitisa ili
antibioticima uopste, ne daju rezultat na testu a obuhvataju: Mycoplasmae, Prothoteca i
Pseudomonas (Saperstein, 1993).

Materijal i metod rada

Ispitivanje je izvrSeno na 6 uzoraka mleka, dostavljenih u laboratoriju sa zahte-
vom za bakteriolosko ispitivanje i izradu antibiograma. Pet od dostavljenih uzoraka bilo
je vidno promenjene boje i konzistencije.

Uzorci mleka su postujuci standardnu mikrobiolosku tehniku zasejani na krvni
MacConkey i Sabouraud dekstrozni agar i inkubirani na 37°C. Osetljivost izolata na anti-
biotike je ispitivana disk difuzionom metodom. Paralelno sa zasejavanjem uzoraka, izve-
den je MASTIK®test prema uputstvu proizvodaca: po 1 ml mleka je inokulisan u reagens
bocicu. Sadrzaj je homogenizovan i inkubiran na 37°C u trajanju od dva sata. Posle inku-
bacije sadrzaj je dobro promesan i sterilnom pipetom je po dve kapi rastvora inokulisano
u svaki od 16 udubljenja na testu. Ploce su prekrivene zastitinom folijom i inkubirane na
37°C u trajanju od 18 ¢asova. Nakon toga, izvr$eno je o¢itavanje reakcije MASTIK®testa
i osetljivost na antibiotike je procenjivana na osnovu promene boje (ljubicasta boja-nema
rasta bakterija tj. uzro¢nik je osetljiv na ispitivani antibiotik; Zuta-ima rasta tj. uzro¢nik je
neosetljiv na ispitivani antibiotik). Dobijeni rezultat je ubelezen u MASTIK® evidencioni
karton.

Rezultati istrazivanja i diskusija

Standardnim bakterioloSkim pregledima iz ispitivanih uzoraka izolovani su slede-
¢i mikrooganizmi:
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Uzorak br. 1. Izolovan je Staphyloccocus aureus u €istoj kulturi;

Uzorak br. 2. [zolovana je Escherichia coli u Cistoj kulturi;

Uzorak br. 3. Izolovan je u velikom broju Streptococcus dysgalactiae;

Uzorak br. 4. Izolovan je koagulaza negativan Staphylococcus spp;

Uzorak br. 5. Izolovan je Streptococcus uberis;

Uzorak br. 6. Iz uzorka je izolovana plesan iz roda Aspergillus;

Rezultati ispitivanja osetljivosti izolata bakterija na antibiotike standardnim disk
difuzionim metodom i MASTIK® testom prikazani su u tabelama 11 2.

Tab. 1. Rezultati ispitivanja osetljivosti bakterijskih izolata na antibiotike standardnim

disk difuzionim testom
Results of antibiotic succesibility — Kirby Bauer disc test

klavulanska kiselina

Uzorak 1 | Uzorak 2 Uzorak 3 | Uzorak 4 Uzorak 5 Uzorak 6

Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4 Sample 5 Sample 6
Oxytetraciklin S S | S S /
Streptomicin | | | S R /
Neomicin S | R S R /
Penicilin S R S S S /
Ampicilin S | S S S /
Ceftriaxon S S S S S /
Gentamicin S S | S R /
Amoksicilin S R S S S /
Amoksicilin + S S s s s /

R - rezistentan; I — intermedijerno osetljiv; S — osetljiv; / nije radeno.

R — resistant, I — intermediate sensitive, S — sensitive, / non done.
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Tab. 2. Rezultati ispitivanja osetljivosti uzro¢nika mastitisa na antibiotike u
dve razli¢itekoncentracije MASTIK® testom
Results of antibiotic succesibility survey (in two concentrations) MASTIK® test

Uzorak 1 | Uzorak2 | Uzorak 3 | Uzorak4 | Uzorak5 | Uzorak 6
Sample 1 | Sample 2 | Sample 3 | Sample4 | Sample 5 Sample 6
[Eritromicin 1,0 (ng/ml) S r X S R /
Eritromicin 4,0 (ug/ml) S r x S S /
*Oxacilin 1,0 (pg/ml) S R x S S /
*Oxacilin 4,0 (ng/ml) S R X S S /
** Ampicilin 0,5 (ng/ml) S R x S S /
**Ampicilin 4,0 (ng/ml) S S X S S /
Penicilin 0,25 (ng/ml) S R x S S /
Penicilin 4,0 (pg/ml) S R X S S /
“**Cefalotin 2,0 (ng/ml) S R X S S /
***Cefalotin 16,0 (ng/ml) S S X S S /
Pirlimicin 0,5 (ng/ml) R R x R R /
Pirlimicin 4,0 (ug/ml) S R X S S /
Oxytetraciklin 4,0 (ng/ml) S S x S R /
Oxytetraciklin 16,0 (ng/ml) S S X S S /
< test nije validan (negativna kontrola)
test is not valide (negative control)
/ bez porasta bakterija (nema promene boje na testu)

absence of bacterial growth (no color changes in test)

* Oksacilin je izvorna komponenta Kloksacilina
Oxacilin as source ingredient of Kloxacilin

Ampicilin je izvorna komponenta Amoksicilina i Hetaciklina
Ampicilin as source ingredient of Amoxicilin and Hetaciklin

*x

o Cefalotin je izvorna komponenta Cefapirina i Ceftiofura
Cefalotin as source ingedient of Cefarin and Ceftiofur

I pored velikih napora koji se ¢ine u prevenciji mastitisa i edukaciji farmera i vete-
rinara, terapija mastitisa vrlo ¢esto ne daje oCekivani rezultat, jer se izvodi bez prethodne
izolacije mikroorganizama (Bradley, 2002). Udaljenost farmi od laboratorija i ste¢ene na-
vike farmera su umnogome doprineli ovakvom stanju na terenu. To je i bio osnovni motiv
da izvr§imo poredenje rezultata osetljivosti izolata na antibiotike dobijenih Kirby-Bauer
disk difuzionim testom i MASTIK® testom.
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Kada je u uzro¢nicima prisutna bakterijska vrsta (uzro¢nik mastitisa) u ¢istoj kul-
turi MASTIK® test se pokazao kao koristan i pouzdan. To isti¢e potvrdu uzorkovanja
mleka pod maksimalno asepti¢nim uslovima, §to je ¢est problem u praksi pa veliki broj
uzoraka koji se dostavlja u laboratoriju ima manji ili veéi stepen kontaminacije. Od pra-
vilnog uzorkovanja zavisi¢e i dobijeni rezultat, pa svaka kontaminacija uzorka moze do-
vesti do neuspeha u terapiji.

MASTIK® testom je utvrdena osetljivost slede¢ih bakterijskih uzroénika prisutnih
u uzorcima: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, koagulaza-negativni Staphyloco-
ccus sp. 1 Streptococcus uberis 1 ona je u potpunosti uporediva sa rezultatima ispitivanja
osetljivosti izolata standardnim disk difuzionim testom, na antibiotike koji su zajednicki
za oba ispitivanja. Ovaj nalaz u skladu je sa nalazima drugih autora koji su se bavili istom
problematikom (Saperstein, 1993 and Hoblet, 1993).

MASTIK®test inokulisan uzorkom br. 3 nije bio o¢itljiv posle 18 sati inkubacije.
To je bio slucaj zbog velikog broja bakterija u uzorku (Streptococcus dysgalactiae), §to
ukazuje na neophodnost provere panela na svakih 4 sata (prema uputstvu). Sa ovim uzor-
kom mleka doslo je do promene boje test reagensa posle 2 sata inkubacije, ali kako nismo
imali na raspolaganju dodatne reagense nismo bili u moguénosti da postupimo prema
uputstvu i inokuliSemo novi test reagens. Takode, kako nismo raspolagali anamnestickim
podacima nismo mogli ni da preskacemo korak inkubacije reagens-mleko (prema uput-
stvu). Uzorci mleka su odabrani metodom sluc¢ajnog odabira, pa se desilo da je u uzorku
br. 6 bila prisutna plesan iz roda Aspergillus koja je moguéi uzro¢nik mastitisa krava. Re-
zultati primenom MASTIK®testa su isklju¢ili neophodnost primene antibiotika u terapiji,
$to je korisna orjentacija na terenu koja omogucava njihovu racionalnu primenu.

Obzirom na jednostavnost u izvodenju test je koristan za primenu u terenskim
uslovima za brz odabir antibiotika, dok se ¢ekaju rezultati bakterioloskog ispitivanja. Po-
zeljno je uporedo sa MASTIK® testom izvrSiti i klasi¢no laboratorijsko ispitivanje, zbog:

e identifikacije bakterijskog uzro¢nika mastitisa;

e identifikacije uzrocnika kao S$to su: Pseudomonas aeruginosa, kvasnice,
ahlorofilne alge (Prototheca zopfii) i plesni;

e moguce kontaminacije uzorka (Sto je veoma Cest slucaj) koja se moze proceniti
standardnim tehnikama laboratorijskog ispitivanja;

e mogucnosti ispitivanja osetljivosti bakterijskog izolata i na druge antibiotike
koje ne sadrzi test panel.

Cinjenica da mastitis kod krava uzrokuje ekonomske gubitke je dobro poznata, ali
njegov uticaj ide i dalje od uticaja na proizvodnju mleka. Klinicki masitis krava moze da
ima izrazit negativan uticaj na reprodukciju, jer je utvrdeno da krave koje obole od ma-
stitisa u prvih 45 dana posle teljenja imaju znatno nizu stopu koncepcije (Ahmadzadeh,
2009).

Imajuéi u vidu sve napred navedeno, namece se potreba da farmeri obrate jo§ ve¢u
paznju u programima prevencije i kontrole, a veterinari u sprovodenju terapije mastitisa
ne samo zbog uticaja na efikasnost proizvodnje ve¢ i zbog uticaja na reproduktivnu efi-
kasnost krava i zdravlje ljudi.
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Zakljuéak

Dobijeni rezultati potvrduju aplikativnost MASTIK® testa u brzom ispitivanju
osetljivosti bakterijskih uzrocnika mastitisa na odabrane antibiotike. Obzirom na jedno-
stavnost u izvodenju i pouzdanost, test je koristan za primenu u terenskim uslovima za brz
odabir antibiotika, dok se ¢ekaju rezultati bakterioloSkog ispitivanja.

Tako MASTIK®test nije namenjen za utvrdivanje terapije mastitisa krava izazva-
nih gljivicama (koje mogu biti uzro¢nik mastitisa ali rede), na osnovu rezultata ispitiva-
nja, pokazao je da u ovom slucaju ne treba korisititi antibiotike. Ovaj podatak moze nam
biti od velike pomo¢i i jasno ukazuje da takav uzorak mleka treba obavezno poslati u la-
boratoriju gde ¢e se uraditi identifikacija uzro¢nika klasi¢nim mikrobioloskim tehnikama.
Na ovaj na¢in moze se spre€iti neracionalno kori$¢enje antibiotika i smanjiti opasnost od
njihovih rezidua u mleku i mle¢nim proizvodima po zdravlje ljudi.
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USE OF MASTIK®TEST IN CHOICE OF ANTIBIOTICS
TREATMENT OF MASTITIS IN COWS

B. Petrujki¢, D. Milanov, B. Vidi¢, B. Markovi¢, B. Ivkovic¢*

Summary

In this paper comparison of efficiency of commercially available antibiotic sen-
sitivity test MASTIK® with traditionally used Kirby-Bauer disk diffusion method was
described. Six samples of examined milk were chosen on a randomly basis. In the sam-
ples presence of following microorganisms was determined: Staphylococcus aureus, Es-
cherichia coli, coagulase-negative Staphylococcus sp. and Streptococcus uberis. Based
on the result of the trial it was determined that MASTIK® test is completely comparable
to the results obtained by classical disk diffusion method and can be of great help on a
field in fast selection of antibiotics, while results of bacteriological identifications are be-
ing awaited.

Key words: mastitis, antibiotics, sensitivity, MASTIK®, Kirby-Bauer disc
method.
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