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Arcanobacterium pyogenes – FAKTORI VIRULENCIJE,
ZNA^AJ U ETIOLOGIJI MASTITISA I TERAPIJSKE

(NE)MOGU]NOSTI*
Arcanobacterium pyogenes – VIRULENCE FACTORS, IMPORTANCE IN

MASTITIS ETIOLOGY AND THERAPEUTIC (IM)POSSIBILITIES

Dubravka Milanov, Jelena Petrovi}, M. Kapetanov, Ljiljana Suvajd`i}**

Arcanobacterium pyogenes je oportunisti~ki patogen, uzro~nik
supurativnih infekcija razli~itih organa i tkiva kod ekonomski va`nih
vrsta doma}ih `ivotinja. Naj~e{}e se ova bakterija izoluje iz zapaljen-
skih lezija plu}a svinja i goveda, uzoraka materi~ne sluzi krava sa en-
dometritisom i mleka krava sa klini~kim mastitisom. A. pyogenes pose-
duje brojne faktore virulencije: holesterol zavisni citolizin (piolizin), dve
neuraminidaze, vi{e proteaza, ekstracelularne matriks-vezuju}e pro-
teine, dezoksiribonukleaze, fimbrije. Faktori virulencije su dobro izu~e-
ni u laboratorijskim uslovima, ali njihova jasna uloga u patogenezi infek-
cija izazvanih ovom bakterijom i dalje nije u potpunosti rasvetljena. U
novije vreme se sposobnost A. pyogenes da formira biofilm in vivo,
tako|e razmatra kao faktor virulencije i mogu}i razlog za terapijski neus-
peh. Iako beta laktamski antibiotici i tetraciklini u niskim koncentraci-
jama pokazuju dobar inhibitorni efekat na izolate A. pyogenes iz mleka
krava sa mastitisom, klini~ka iskustva pokazuju da je terapija retko
uspe{na, prognoza lo{a i da infekcija uobi~ajeno rezultira gubitkom
sekrecije obolele ~etvrti vimena.

Klju~ne re~i: Arcanobacterium pyogenes, faktori virulencije, mastitis,
terapija

Arcanobacterium pyogenes prvi je izolovao Glage 1903. godine i naz-
vao ga Bacillus pyogenes. Zbog sli~nosti sa korineformnim mikroorganizmima,
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isti autor je u saradnji sa Ebersonom 1918. predlo`io naziv Corynebacterium pyo-
genes, a promena u genus Actinomyces predlo`ena je 1981. godine. Na osnovu
analize sekvenci 16S rRNA, reklasifikovan je u genus Arcanobacterium, {to je i tre-
nutna taksonomska pozicija ove bakterijske vrste (Ramos i sar., 1997).

Arcanobacterium pyogenes je komensal sluzoko`e respiratornog i
genitalnog trakta goveda, svinja, ovaca, ptica i drugih ekonomski va`nih vrsta `i-
votinja. Mo`e se izolovati iz tonzila, retrofaringealnih limfnih ~vorova i vimena
zdravih `ivotinja (Jost i sar., 2002/a). Mogu}e prirodno stani{te ove bakterije je i
sluzoko`a buraga goveda i `eluca svinja (Narayanan i sar., 1998; Jost i sar.,
2002/a). Ona nije deo normalne mikroflore sluzoko`a ~oveka (Jost i sar., 2005).
Patogeni potencijal A. pyogenes godinama je bio predmet diskusije, ali danas je
poznato da kao primarni uzro~nik izaziva supurativne infekcije razli~itih vrsta tkiva
i organa ili se nadovezuje na prethodne infekcije izazvane drugim patogenima.
Lezije su apscesi, empijemi i piogranulomi, a infekcije mogu biti lokalne, regio-
nalne i metastatske. Do kasnih 70-ih godina potcenjivana je njegova uloga u izazi-
vanju bolesti kod ljudi. Predrasuda da je on patogen samo za `ivotinje, navela je
nau~nike da kasnih 50-ih godina njemu srodnu vrstu A. haemolyticum proglase za
A. pyogenes varijanta hominis (Suvajd`i}, 2000).

I pored zna~aja koji ova bakterijska vrsta ima u veterinarskoj medicini,
do danas nisu u potpunosti poznati mehanizmi patogeneze bolesti koje izaziva. U
ovom radu prikazujemo nama poznate ~injenice o faktorima virulencije A. pyo-
genes, zna~aju ove bakterije u etiologiji mastitisa krava i mogu}e razloge za neus-
peh terapije uprkos dobroj osetljivosti izolata na antibiotike, in vitro.

Patogeneza i patologija / Patogenesis and pathology

A. pyogenes jo{ nedovoljno poznatim mehanizmima izaziva razli~ite
nespecifi~ne purulentne infekcije: apscese jetre i bubrega goveda (Ertas i sar.,
2005), endokarditis krava, akutni purulentni i hroni~ni apscediraju}i mastitis kra-
va, ovaca i koza (Al-Graibawi i sar., 1986; Hillerton i Branley, 1989; Somer i sar.,
1996), abortuse (Lewis, 1997), vezikulitis, puerperalni endometritis krava (Földi i
sar., 2006), supurativne pneumonije goveda i svinja, septi~ni poliartritis svinja
(Hariharan i sar., 1992), umbilikalne infekcije, osteomijelitis }uraka (Brinton i sar.,
1993). U na{im laboratorijama, ova bakterija se relativno ~esto izoluje iz zapaljen-
skih lezija plu}a svinja i goveda, uzoraka materi~ne sluzi krava sa endometritisom
i mleka krava sa klini~kim mastitisom (Suvajd`i}, 2000; Suvajd`i} i sar., 2001).
Re|e uzrokuje infekcije kod ljudi (Gahrn-Hansen i Frederiksen, 1992). ^esto in-
fekcije kod ljudi nastaju kao posledica profesionalne izlo`enosti ovoj bakteriji.
Brojni faktori virulencije ove bakterije mogu objasniti kako je A. pyogenes sposo-
ban da kolonizira razli~ita tkiva doma}ina i izazove bolest. Ipak, ve}ina aspekata
patogeneze infekcija izazvanih ovim va`nim oportunisti~kim patogenom i dalje je
slabo poznata (Jost i Billington, 2005).
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Faktori virulencije A. pyogenes / A. pyogenes virulence factors

A. pyogenes produkuje vi{e potencijalnih faktora virulencije, uklju~u-
ju}i egzoenzime (neuraminidaze, dezoksiribonukleaze, vi{e proteaza), hemo-
liti~ki endotoksin piolizin, ekstracelularne matriks vezuju}e proteine (kolagen-, fi-
brinogen- i fibronektin-vezuju}i proteini), fimbrije i dr. Ovi faktori su va`ni za koloni-
zaciju tkiva doma}ina, odbranu od efektora imunskog sistema i izazivanju o{te}e-
nja inficiranog tkiva.

Neuraminidaze i ekstracelularni matriks vezuju}i proteini /
Neuraminidase and extracellular matrix-binding proteins

U adheziji A. pyogenes na tkiva doma}ina, va`na uloga pripada neu-
raminidazama (ili sijalidaze – sialidases). Generalno, neuraminidaze olak{avaju
adheziju bakterija na sluzoko`e smanjuju}i viskoznost sluzi, ali one deluju i na lo-
kalni imunski odgovor pove}avaju}i osetljivost sekretornih IgA na bakterijske pro-
teaze (Jost i Billington, 2005). Kod A. pyogenes su identifikovana dva proteina
koja imaju aktivnost neuraminidaza – NanH i NanP, i oba se nalaze u sastavu
}elijskog zida. NanH je na|en kod svih izololata A. pyogenes, a NanP kod 77,4%
izolata poreklom od goveda i 29,4% poreklom od svinja (Jost i sar., 2002/b). NanH
mutant nije bitno o{te}en u pogledu sposobnosti kolonizacije, zbog aktivnosti
druge neuraminidaze NanP. Dupli mutanti bez NanP i NanH neuraminidaza imaju
redukovanu, ali ne i izgubljenu sposobnost adhezije, {to ukazuje na to da je aktiv-
nost neuraminidaza neophodna za kompletnu adheziju, ali i da su druge kompo-
nente uklju~ene u proces vezivanja za }elije doma}ina. To se odnosi na proteine
}elijskog zida A. pyogenes kao {to su: kolagen-, fibronektin- i fibrin-vezuju}i pro-
teini koji omogu}avaju vezivanje za komponente ekstracelularnog matriksa tkiva
doma}ina. Ta klasa adhezina koja se vezuje za komponente ekstracelularnog ma-
triksa (ECM) doma}ina, pripada MSCRAMM familiji proteina (microbial surface
components recognizing adhezive matrix molecules). Ovi proteini se vezuju za
jednu ili vi{e komponenti ekstracelularnog matriksa }elija doma}ina, kao {to su
kolagen, fibronektin, laminin i dr.

Kolagen-vezuju}i protein CpbA (collagen-binding protein A) je jedan
124.7 kDa protein }elijskog zida A. pyogenes, koji se vezuje za kolagen tipa I, II i IV
(Esmay i sar., 2003). Kolagen nije ekspresioniran u intaktnom tkivu, za razliku od
receptora na epitelnim }elijama za bakterijske neuraminidaze. Zato prethodna
o{te}enja tkiva, zapaljenski procesi i traume pogoduju nastanku infekcija sa A.
pyogenes. Vezivanje za kolagen mo`e biti signal koji pove}ava patogeni potenci-
jal ove bakterije, {to dovodi do invazije tkiva i posledi~nog hematogenog {irenje,
te nastanka apscesa jetre, septi~nih artritisa i osteomijelitisa (Jost i Billington,
2005). CpbA je ustanovljen kod 48% izolata A. pyogenes koji su izazvali infekcije
mekih tkiva ili koji su bili deo normalne mikroflore sluzoko`a, ali je na|en kod svih
sojeva izolovanih kod osteomijelitisa }uraka (Esmay i sar., 2003). Razli~ita zas-
tupljenost adhezivnih molekula, kao {to je i CpbA, sugeri{e mogu}nost da su ovi
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adhezivni molekuli faktori virulencije specifi~ni za bolest (Esmay i sar., 2003). Zato
se ovaj adhezivni protein razmatra generalno kao faktor virulencije specifi~an za
nastanak infekcija ko{tanog tkiva. Kod Staphylococcus aureus je dokazano da
mutanti bez ovog proteina imaju znatno redukovanu sposobnost izazivanja os-
teomijelitisa (hematogenog) na modelu infekcije mi{eva (Elasri i sar., 2002). Kola-
gen-vezuju}i proteini su veoma va`ni u adheziji za ko{tana i hrskavi~ava tkiva koja
su bogata kolagenom.

Fibronektin-vezuju}i protein zna~ajno pove}ava fagocitozu A. pyo-
genes od strane gove|ih polimorfonukleara. Me|utim, kako A. pyogenes pre`iv-
ljava unutar fagocita, ova pove}ana fagocitoza mo`e doprineti hematogenoj dise-
minaciji uzro~nika po organizmu.

Hemoliti~ni egzotoksin – piolizin (PLO) / Hemolytic exotoxin – pyolysin (PLO)

Hemoliti~ni egzotoksin A. pyogenes – piolizin (PLO), jeste ekstracelu-
larni toksin koji izaziva lizu eritrocita vi{e vrsta `ivotinja. Odgovoran je za karakteri-
sti~nu hemolizu koju ova bakterija izaziva dok raste na agaru sa dodatkom ov~ije
krvi. Specifi~na antitela dobijena na pre~i{}eni, rekombinantni PLO, kompletno
neutrali{u hemoliti~ku sposobnost A. pyogenes, {to sugeri{e da je ovo jedini
hemolizin ove bakterije (Billington i sar., 1997). PLO se smatra glavnim faktorom
virulencije A. pyogenes i njega produkuju svi izolati ove bakterije. Smatra se da je
klju~an za in vivo pre`ivljavanje i da {titi A. pyogenes tokom ranih faza infekcije
(Jost i sar., 1999).

Piolizin pripada grupi TACYs (thiol activated cytolysins), familije hole-
sterol-zavisnih toksina (cholesterol-dependent cytolysin CDCs) (Billington i sar.,
2000). Ove toksine produkuje vi{e od 20 vrsta gram pozitivnih bakterija. TACY tok-
sini su hidrosolubilni, jednolan~ani polipeptidi molekulske mase od 47 do 60 kDa.
PLO ima 30-40% sli~nosti u aminokiselinskim sekvencama sa drugim CDCs
(Billington i sar., 1997). CDCs su uklju~eni u mehanizam patogeneze infekcija
izazvanih Clostridium perfringens (perfringolizin O – PFO), Listeria monocyto-
genes (listeriolizin O – LLO), Streptococcus pneumoniae (pneumolizin – PLY) i
Streptococcus pyogenes (streptolizin O – SLO). Iako su TACY originalno opisani
kao hemolizini, zato {to pokazuju liti~ku aktivnost prema eritrocitima `ivotinja, nji-
hova osnovna meta u patogenezi infekcije su }elije uklju~ene u odbranu od infek-
cije (Billington i sar., 2000). PLO ima citoliti~ki efekat na polimorfonukleare i mak-
rofage goveda i ovaca, a direktna toksi~nost na imune }elije uti~e i na }elijsku sig-
nalizaciju, ekspresiju citokina i drugih medijatora zapaljenja (Billington i sar., 1997;
Jost i sar., 1999). Tokom ranih faza infekcije, ovaj toksi~ni uticaj na }elije imunskog
sistema onemogu}ava efikasno uklanjanje patogena i rezultira njegovom invazi-
jom do ciljnog mesta u organizmu.

TACY toksini deluju liti~ki na }elije doma}ina formiraju}i velike pore na
eukariotskim }elijskim membranama, dijametra preko 30 nm, koje omogu}avaju
prolaz jona i makromolekula. Holesterol je inicijalni i jedini receptor na eukariot-
skim }elijskim membranama za TACY toksine (Billington, 2000). Citoliti~ka aktiv-
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nost TACY toksina inhibirana je malim koli~inama slobodnog holesterola. Naziv
grupe poti~e iz zapa`anja da ovi enzimi reverzibilno gube aktivnost oksidacijom i
da im dodatak redukuju}ih agenasa, kao {to je tiol, vra}a aktivnost. U pre~i{}enoj
formi ovi toksini nisu osetljivi na oksidaciju i uprkos njihovom nazivu, danas je
poznato da tiol aktivacija ovih enzima nije njihova najva`nija osobina. PLO se
razlikuje od drugih toksina ove familije po tome {to njegova hemoliti~ka aktivnost
nije tiol-aktivirana (Billington i sar., 1997). Jo{ jedan ~lan ove grupe toksina nije tiol
aktiviran – ILY toksin Staphylococcus intermedius, citolizin specifi~an za humane
}elije (Billington i sar., 2000). Zato se predla`e oznaka za ovu grupu toksina:
holesterol vezuju}i pore-formiraju}i toksini CHOP (cholesterol binding, pore-
forming toxins).

Piolizin deluje letalno i dermonekroti~no na laboratorijske `ivotinje,
nakon intravenske i intraperitonealne aplikacije. Antitela na ovaj toksin na|ena su
u krvi i prirodno i ve{ta~ki inficiranih `ivotinja. Pasivno preneta antitela kompletno
{tite mi{eve od letalnog ~elind`a sa A. pyogenes, sugeri{u}i da je PLO, sli~no dru-
gim TACYs, jedan va`an faktor virulencije u patogenezi infekcije izazvane ovom
bakterijom (Billington i sar., 1997). Na modelu infekcije mi{eva, dokazano je da A.
pyogenes sa PLO mutacijom ima smanjenu virulenciju u odnosu na divlji soj (Jost
i sar., 1999). Mogu}e je da PLO omogu}ava lizu polimorfonukleara ili makrofaga i
izbegavanje fagocitoze (Billington i sar., 1997). I pored toga, jasna uloga ovog tok-
sina u patogenezi infekcije i dalje je nepoznata.

Drugi faktori virulencije A. pyogenes uklju~uju ekstracelularne pro-
teine (enzime) kao {to su proteaze i DNase. Proteaze su va`ne u invaziji i destruk-
ciji tkiva, izbegavanju odbrane organizma i modulaciji imunskog sistema tokom
infekcije i inflamacije. DNase izazivaju depolimerizaciju DNA oslobo|enih iz dez-
integrisanih }elija doma}ina u inflamatornim lezijama.

Fimbrije / Fimbria

Fimbrije su proteinske filamentozne strukture koje produkuje veliki
broj gram-negativnih bakterija, ali su retko prisutne kod gram-pozitivnih bakterija
(imaju ih Actinomyces spp., neke oralne streptokoke, vi{e vrsta Corynebacterium i
Arcanobacterium pyogenes). Poznata su dva gena koja kodiraju biosintezu fim-
brija kod A. pyogenes (fimA i fimB), ali oni nisu zastupljeni kod svih izolata (Jost i
Billington, 2005). Izolati imaju oba ili nijedan od ovih gena. Ta~na uloga ovih pro-
teinskih struktura u patogenezi infekcije nije poznata, ali je pretpostavka da u~est-
vuju u procesima adhezije na tkivo doma}ina, verovatno vezivanjem za fibronek-
tin.

Intracelularno pre`ivljavanje / Intracellular survival

Iako se A. pyogenes smatra ekstracelularnim patogenom, dokazano
je da ima sposobnost invazije epitelnih }elija. U epitelnim }elijama pre`ivljava 72h,
ali se broj bakterija u tom periodu smanjuje, {to ukazuje na to da se intracelularno
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ne razmno`ava. Tako|e, A. pyogenes mo`e pre`iveti unutar fagocita. Za razliku
od L. monocytogenes koja koristi LLO za pre`ivljavanje unutar makrofaga, A. pyo-
genes ne zahteva PLO za intracelularni opstanak i mutanti bez ovog gena imaju
isti stepen pre`ivljavanja kao i divlji sojevi (Jost i Billington, 2005).

Jedna od karakteristika virulencije A. pyogenes mo`e biti i njegova
sposobnost da formira biofilm in vivo, jer je formiranje biofilma regulisano za-
jedni~kim regulatorom gena virulencije (Jost i Billington, 2005). Biofilmovi su
posebne strukturne i funkcionalne zajednice koje bakterije formiraju nakon irever-
zibilnog vezivanja za `ive ili ne`ive povr{ine (Milanov i sar., 2007; Milanov i sar.,
2008). U biofilmu su kolonije bakterija prekrivene ekstracelularnom polimeri~nom
supstancijom koja je bakterijski produkt i koja ih {titi od antibiotika i efektora imu-
nog sistema organizma doma}ina. Smatra se da formiranje biofilma ima va`nu
ulogu kod mastitisa krava izazvanih A. pyogenes i ova pretpostavka je potkrep-
ljena ~injenicom da su ovi mastitisi hroni~nog toka i da je terapija uglavnom bez
uspeha (Waage i sar., 2000; Gröhn i sar., 2004). Sli~no se i neuspeh u terapiji mas-
titisa izazvanih Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa, pripisuju nji-
hovoj sposobnosti da u tkivu vimena perzistiraju u formi biofilma (Milanov i sar.,
2010/a; Milanov i sar., 2010/b). Rezistencija bakterija koje rastu u biofilmu u su{tini
predstavlja pove}anu otpornost bakterija prema ubijanju ili pove}anu sposobnost
pre`ivljavanja. Ona se obja{njava smanjenim prodorom antibiotika u biofilm,
smanjenom brzinom (vrednostima) rasta bakterija u biofilmu, ekspresijom mo-
gu}ih gena rezistencije i pove}anom vredno{}u genetskog transfera.

A. pyogenes kao uzro~nik mastitisa krava /
A. pyogenes as cause of mastitis in cows

Prema rezultatima bakteriolo{kog pregleda mleka u na{oj laboratoriji,
A. pyogenes je uzro~ni agens 2-4% infekcija mle~ne `lezde krava, {to je sli~no po-
dacima iz drugih zemalja. Zbog niske incidencije mastitisa izazvanih njome,
bakterija A. pyogenes se ne svrstava u grupu glavnih patogena (“major patho-
gens”) za mle~nu `lezdu, ali je od velikog zna~aja zbog te`ine klini~kih manifesta-
cija infekcije i problema u terapiji. A. pyogenes mo`e da se izoluje i kod rekurent-
nih ili hroni~nih slu~ajeva bla`ih klini~kih mastitisa kod krava sa istorijom koliform-
nih mastitisa ili mastitisa izazvanih drugim vrstama bakterija (Divers and Peek,
2007). O{te}enje parenhima mle~ne `lezde, {to je ~esta posledica infekcija izaz-
vanih koliformnim uzro~nicima, stvara dispoziciju i za razvoj infekcije sa A. pyo-
genes. Kako je A. pyogenes komensal ko`e i sluzoko`e, infekcija mle~ne `lezde
ovom bakterijom naj~e{}e nastaje kao posledica mehani~kih o{te}enja epitela
sisnog kanala, {to otvara vrata za infekciju. A. pyogenes ima dobra invazivna svo-
jstva i prodire duboko u `lezdani parenhim, sli~no kao S. aureus i Streptococcus
uberis (Milanov i Stojanovi}, 2010/c). Prodor patogena u tkivo mle~ne `lezde
pra}en je sna`nom inflamatornom reakcijom, obilnom purulentnom eksudacijom,
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formiranjem apscesa, nakupljanjem tkivnog detritusa, leukocita, fibrina i okluzi-
jom mle~nih kanala sekretornog tkiva.

A. pyogenes ima posebnu ulogu u nastanku tzv. letnjeg mastitisa. Let-
nji mastitis je aerobno-anaerobna supurativna infekcija mle~ne `lezde junica i
krava u zasu{enju, a naziv je dobio po tome {to se tipi~no javlja tokom letnjih me-
seci (od juna do septembra). O pojavi ovog tipa mastitisa postoje brojni izve{taji iz
zemalja severne Evrope, Gr~ke, Japana, USA, Australije, Brazila... Epidemiologija
bolesti je u korelaciji sa geografskom distribucijom muva vrste Hydrotaea irritans,
koja se generalno smatra vektorom. Preno{enje A. pyogenes muvama sa krave
na kravu je mehani~ko, a H. irritans ne spada u prave vektore, jer se ova bakterija
u njoj ne umno`ava i elimini{e se iz digestivnog sistema ovog insekta za 4 dana.
Pojavljivanje infekcije dovodi se u vezu sa dr`anjem goveda na pe{~anim tereni-
ma ili niskim {umovitim podru~jima sa slabom drena`om. Letnji mastitis je dijag-
nostikovan u 39-54% zapata mle~nih krava, a incidenca u proseku iznosi 2,1 do
4,1 slu~aja po zapatu (Berry, 1998). Ve}ina, ali ne i sve infekcije, javljaju se tokom
prve dve nedelje zasu{enja. Mogu}e su epidemije, kada vi{e od 25% zasu{enih
krava mo`e biti inficirano. Bakteriolo{ki pregled sekreta vimena krava sa letnjim
mastitisom pokazuje da je u infekciju uklju~eno vi{e patogenih bakterija. Uobi~a-
jeno se izoluju Arcanobacterium pyogenes, Streptococcus dysgalactiae, Stjuart-
[vanove mikroaerofilne koke i anaerobne nesporuliraju}e bakterije: Peptostrepto-
coccus indolicus i Fusobacterium necrophorum (Somer i sar., 1996; Berry, 1998).

Faktori rizika za pojavu letnjeg mastitisa uklju~uju izostanak tretmana
krava u zasu{enju, izlo`enost muvama, teljenje u jesenjim mesecima i o{te}enja
sisnog kanala. Letnji mastitis je klini~ki manifestna infekcija. Akutno inficirana
~etvrt je ote~ena, tvrda i bolna. Mastitis mo`e biti pra}en sistemskim znacima kao
{to su febra i inapetenca. Sekrecija obolele ~etvrti je jako promenjena, vodenasta,
sa krpicama i ugru{cima. Krave sa subakutnom ili hroni~nom infekcijom nemaju
sistemske znake bolesti, ali je mle~na `lezda veoma ote~ena, tvrda, a sekret po
konzistenciji nalik pasti za zube, gnojan i neprijatnog mirisa. Tok bolesti je brz i
progresivan sa formiranjem apscesa i destrukcijom tkiva obolele ~etvrti (Thomas i
sar., 1987). Sekretorna funkcija inficirane ~etvrti uobi~ajeno je izgubljena. Bez
adekvatnog tretmana, bolest rezultira febrom, septikemijom, edemom zadnjih
nogu, abortusom ili perinatalnim mortalitetom (Berry, 1998). Infekcije se mogu ja-
viti i kod junica. Prevencija podrazumeva higijenu sme{taja zasu{enih krava u ~is-
tim i suvim {talama, redovan pregled vimena zasu{enih krava, uni{tavanje muva i
asepti~nu aplikaciju lekova u zasu{enju.

Le~enje mastitisa izazvanog sa A. pyogenes, uglavnom ne daje zado-
voljavaju}e rezultate. Situacija je jo{ te`a u slu~aju me{ane infekcije sa anaerob-
nim bakterijama. Problemi terapije vezani su za farmakokinetiku odre|enih leko-
va, brz metabolizam lekova kod pre`ivara, obilno nakupljanje gnoja, }elijskog de-
tritusa i inkapsulaciju inficiranog podru~ja. Iako je prognoza lo{a, uspeh terapije
mogu}e je o~ekivati kod blagovremenog prepoznavanja infekcija mle~ne `lezde
izazvanih A. pyogenes, a pre formiranja apscesa. Pre primene antibiotika, neop-
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hodno je kompletno izmusti vime ({to s obzirom na konzistenciju sekreta, mo`e
biti veliki problem).

In vitro ispitivanje osetljivosti bakterijskih vrsta izolovanih kod pojava
letnjeg mastitisa – A. pyogenes, S. dysgalactiae, i anaeroba – P. indolicus, F. necro-
phorum, Bacteroides spp., potvrdilo je njihovu dobru osetljivost na penicilin,
amoksicilin i amoksicilin-klavulonsku kiselinu. Penicilin i ampicilin su aktivni protiv
izolata A. pyogenes, uprkos njihove upotrebe poslednjih 25 godina u veterinar-
skoj medicini (Yoshimura i sar. 2000). Me|utim, u vodenim solucijama, beta-
laktamski antibiotici se brzo elimini{u iz organizma. Pencilin se tako|e sporo dis-
tribuira u mle~noj `lezdi jer je slaba kiselina (Somer i sar., 1996). Penicilin treba
aplikovati sistemski (22 000 U/kg, dva puta dnevno), minimalno tokom jedne
nedelje, u inficiranu ~etvrt, jednom ili dva puta dnevno. Ve}ina slu~ajeva zahteva
7-14 dana dug tretman antibioticima (Divers and Peek, 2007). Postepeno
omek{avanje inficirane ~etvrti je povoljan prognosti~ki znak, kao i smanjenje
otoka i smanjenje viskoznosti sekreta.

Alternativa penicilinu su makrolidi, na koje izolati A. pyogenes porek-
lom od krava pokazuju dobru osetljivost (Yoshimura i sar., 2000). Ve}ina makrolid-
nih antibiotika ima dobru farmakokinetiku kod krava u laktaciji zato {to su rastvor-
ljivi u lipidima i posti`u dobru koncentraciju u mleku. Me|utim, primena makrolida
u terapiji letnjeg mastitisa nije uspe{na, zato {to su anaerobi iz roda Fusobacte-
rium u~estalo rezistentni na makrolide kao {to je eritromicin (Somer i sar., 1996).
Oksitetraciklin je naj~e{}i lek koji se koristi u tretmanu me{ovitih i anaerobnih in-
fekcija krava. Osetljivost izolovanih sojeva Bacteroides, Fusobacterium, Prevotela
i Peptostreptococcus na tetracikline je dobra, ali povremeno aerobni izolati poka-
zuju rezistenciju. Oksitetraciklin nije idealan zato {to je te{ko odr`ati dovoljnu kon-
centraciju i zato {to kazein iz mleka interferira sa njegovom aktivno{}u. Kod so-
jeva A. pyogenes izolovanih kod krava i svinja ustanovljen je visok stepen rezisten-
cije na streptomicin i oksitetraciklin (Yoshimura i sar. 2000).

Iako izolati A. pyogenes iz mleka krava sa mastitisom pokazuju dobru
osetljivost na ve}inu antibiotika koji se koriste u tretmanu mastitisa, posebno beta
laktamske preparate, ova osetljivost nije u korelaciji sa klini~kim uspehom u tera-
piji. Terapija je retko uspe{na, a infekcije ~esto rezultiraju gubitkom funkcije infici-
rane ~etvrti. Jasno je da standardni difuzioni i dilucioni testovi nisu pouzdan kriteri-
jum za odabir antibiotika, zbog sposobnosti A. pyogenes da u tkivu vimena perzis-
tira u formi biofilma. Tako je primena CBD (Calgari Biofilm Device) pokazala da efi-
kasno uni{tavanje izolata A. pyogenes koji rastu u biofilmu, zahteva mnogo vi{e
koncentracije antibiotika u odnosu na one koje su dovoljne za uni{tavanje istih
izolata primenom standardnog dilucionog testa. Dok za pencilin G, kloksacilin,
ceftiofur, ampicilin i tetraciklin, minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) iznosi
manje od 2 �g/mL, minimalna biofilm eradikaciona koncentracija (MBEC) iznosi
za ampicilin 500 �g/mL, a za ostale navedene antibiotike i vi{e od 1024 �g/mL (Ol-
son i sar., 2002). Za vi{e bakterijskih infekcija u veterinarskoj medicini je pot-
vr|eno da odre|ivanje minimalne inhibitorne koncentracije za pojedine antibio-

242

Vet. glasnik 65 (3-4) 235 - 246 (2011) Dubravka Milanov i sar.: Arcanobacterium
pyogenes – Faktori virulencije, zna~aj u etiologiji mastitisa i terapijske (ne)mogu}nosti



tike nije u korelaciji sa uspehom kod njihove klini~ke primene. To je potvr|eno i za
Staphylococcus aureus izolate iz mleka krava sa mastitisom (Olson i sar., 2002).
Odre|ivanje MBEC i primena CBD u odnosu na standardne dilucione i difuzione
testove, predstavlja adekvatniju metodologiju za efikasan odabir antibiotika u
le~enju ovih infekcija, kao i za razvoj novih lekova efikasnih protiv bakterija koje
rastu u biofilmu.
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Arcanobacterium pyogenes – VIRULENCE FACTORS, IMPORTANCE IN MASTITIS
ETIOLOGY AND THERAPEUTIC (IM)POSSIBILITIES

Dubravka Milanov, Jelena Petrovi}, M. Kapetanov, Ljiljana Suvajd`i}

Arcanobacterium pyogenes is an opportunistic pathogen, a causative agent
of suppurative infections of organs and tissues in economically important livestock spe-
cies. Most frequently this bacteria is isolated from inflamed lung lesions in pigs and cattle,
in samples of uterine mucus of cows with endometritis and milk from cows with clinical
mastitis. A. pyogenes possesses a number of virulence factors: cholesterol-dependent cy-
tolysin (pyolysin), two neuraminidases, several proteases, extracellular matrix-binding pro-
teins, DNases, fimbriae. The virulence factors are well studied in laboratory conditions, but
the role of these factors in the pathogenesis of A. pyogenes infections remains to be eluci-
dated. Lately, the ability of A. pyogenes to form biofilm in vivo has also been implicated as a
virulence factor and a possible cause of therapeutic failure. Despite the fact that A. pyo-
genes milk isolates in cows with mastitis in vitro are very sensitive to �-lactam drugs and tet-
racycline, experience has shown that therapy is usually ineffective, prognosis is poor and
the affected quarter is lost for milk production.

Key words: Arcanobacterium pyogenes, virulence factors, mastitis, antimicrobial therapy

Arcanobacterium pyogenes – FAKTORÀ VIRULENTNOSTI, ZNA^ENIE V
ÕTIOLOGII MASTITA I TERAPEVTI^ESKIE (NE)VOZMO@NOSTI

Dubravka Milanov, Elena Petrovi~, M. Kapetanov, LilÔna Suvayd`i~

Arcanobacterium pyogenes oportunisti~eskiy patogen, vozbuditelÝ gno-
ynìh infekciy razli~nìh organov i tkaney u Ìkonomi~eski va`nìh doma{nih `iv-
otnìh. Naibolee u~açÒnno Ìta bakteriÔ izoliruetsÔ iz vospalitelÝnìh pov-
re`deniy lÒgkih sviney i krupnogo rogatogo skota, obraz~ikov mato~noy slizi

korov s Ìndometritom i moloka korov s klini~eskim mastitom. A. pyogenes imeet v
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sobstvennosti ~islennìe faktorì virulentnsti: holestrin zavisimìy citolizin
(piolizin), dve neyraminidazì, bolÝ{e proteaz ÌkstracellÓlÔrnìe matriks-
svÔzìvaÓçie proteinì, dezoksiribonukleazì, fimbrii. Faktorì virulentnosti
horo{o izu~enì v laboratornìh usloviÔh, no ih ÔsnaÔ rolÝ v patogeneze infekciy,
vìzvannìh Ìtoy bakteriey i dalÝ{e ne polnostÝÓ osveçena. V bolee novoe vremÔ

sposobnsotÝ A. pyogenes formirovatÝ biofilÝm in vivo, tak`e rassmatrivaet kak
faktor virulentnosti i vozmo`naÔ pri~ina dlÔ terapevti~eskogo neuspeha. HotÔ
beta laktamnìe antibiotiki i tetraciklinì v nizkih koncentraciÔh pokazìvaÓt

horo{iy ingibitornìy Ìffekt na izolÔte A. pyogenes iz moloka korov s mastitom,
klini~eskie opìtì pokazìvaÓt, ~to terapiÔ redko uspe{na, prognoz plohoy i ~to
infekciÔ rpivì~no proistekaet ubìtkom sekrecii zabolev{ey ~etverti vìmeni.

KlÓ~evìe slova: Arcanobaterium pyogenes, faktorì virulentnosti, mastit,
terapiÔ
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