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OCCURRENCE OF SOME PATHOGENITY FACTORS IN COAGULASE
NEGATIVE STAPHYLOCOCCI ISOLATED FROM MASTITIS MILK IN DAIRY
COWS

Milan Vasil’, Juraj Elecko, Frantisek Zigo, Zuzana FarkaSova

ABSTRACT

Experiment we carried out on the herd of 115 Slovak Pied dairy cows. Were realized three collections of individual milk
samples for isolation and identification of coagulase-negative staphylococci (CNS). We collected 341 milk samples.
Coagulase-negative staphylococci were isolated in 18.8 % (64). Highest number of CNS we isolated from acute,
subclinical, subacute and latent forms of mastitis, respectively. S. warneri (2.88 %), S. chromogenes (17.19 %), S. cohnii
(15.63 %) and S. xylosus (14.06 %) was isolated in highest percentage. Was detected presence of 7 virulence factors,
include production of staphylococcal enterotoxins, and resistance for antibiotics. S. chromogenes, S. warneri and S. xylosus
were detected as most virulent species carrying most virulence factors, and were resistant for most species of tested
antibiotics (S. xylosus resistant for N, NV, L, P, E; S. chromogenes, S. sciuri for 4 species of antibiotics). There pathogens
were isolated from acute forms of mastitis. This work resulted, that CNS with some virulence factors and multiple

resistance, are very important in pathogenesis of mastitis in dairy cows.
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UVOoD

Koagulaza negativne stafylokoky (KNS) su povazované
za minoritné patogény pri mastitidach dojnic, avsak
pribuidaju prace autorov, ktori zdéraznuju ich vyznam pri
vzniku zapalov mlieCnej zlazy (Pyoridld & Taponen,
2009; Capla et al., 2008; Zajac et al.,, 2004; Zajac
etal., 2008). K rozsireniu ich vyskytu v chovoch dojnic
dochadza po redukcii vyskytu hlavnych patogénov, pricom
sa uplatiuju tie KNS, ktoré sa vyznacuju zvySenou
rezistenciou vo¢i beZzne pouzivanym antibiotikam
a dezinfekénym latkam (Moniri et al., 2007). V porovnani
so S. aureus maji KNS spravidla nizSie zastipenie
faktorov virulencie, avSak ich podstatnym faktorom
patogenity je produkcia biofilmu (Otto, 2005). Melchior
et al., (2006) udavaju, ze nie len S. epidermidis, ale aj iné
druhy dokadzu vzdorovat uplatiovanym postupom
dezinfekcie a sanitacie. Okrem toho vo svojej Stadii
Nascimento et al. (2005) potvrdili u S. epidemidis,
S. saprophyticus, S. hominis a S. aerletae, ktoré izolovali
z mastitid krav aj schopnost produkovat niektoré z
bakteriocinov. Haveri et al. (2008) povazuju schopnost’
tvorit’ stafylokokové enterotoxiny za dolezity faktor
virulencie, ktory je zodpovedny za vznik klinickych
mastitid. Podla dalSich prac k vyznamnym faktorom
virulencie patri produkcia hemolyzinov, leukocidinu,
termonukleazy, hyaluronidazy a lipdzy (Kuroda et al.,
2007). Avsak, ziaden z faktorov alebo ich kombinacia
neboli doteraz v patogenéze mastitid jednoznacne
oznacené ako rozhodujice (Ebrahimi et al., 2009).
Cielom prace bolo sledovat’ vyskyt druhov koaguldza
negativnych stafylokokov pri jednotlivych formach
mastitid dojnic a pritomnost’ ich vybranych faktorov
patogenity podmienujucich intenzitu zapalu.

MATERIAL A METODY

Pocas roka boli uskutoénené 3 komplexné vySetrenia
(klinické vySetrenie vemena, vySetrenia mlieka NK—testom
a bakteriologické vysetrenie) v stade 115 dojnic (plemena
slovensky strakaty dobytok). Z 341 individualnych vzoriek
mlieka bolo 65,6 % (229) pozitivnych. Celkom 64 (18,8
%) baktérii Staphylococcus spp. sposobovalo rézne formy
mastitid dojnic. Baktérie Staphylococcus spp. sme
identifikovali (setom STAPHYtest 24, Pliva-Lachema,
Brno, CR), vysetrili na pritomnost’ vybranych faktorov
virulencie (tvorbu hemolyzinov a, f, 3, DNA-zy,
zelatinazy a biofilmu) a génov kodujucich stafylokokové
enterotoxiny (sea, seb, sec, sed, see) metodou PCR. DNA
bola separovanad QiAMP tissue kit-om (QIAGEM, Hilden,
Germany). Pre PCR met6du boli pouzité referencné kmene
produkujtce typ SEA az SEE (Bergdoll; CNCTC, Brno) a
komer¢né oligonukleotidové primery. Kmene
s potvrdenym génom sme testovali na produkciu SE in
vitro (stpravou Ridascreen ® Set A,B,C,D,E, R-Biopharm
AG, Darmstadt, Nemecko).  VSetky  baktérie
Staphylococcus spp. boli in vitro otestované na citlivost’
vo¢i 14 antibiotikdim na Mueller-Hinton agare diskovou
metddou (NCCLS, 2002). Koncentracie antibiotik Vv
diskoch: Ampicilin (10 pg); Amoxycilin (25 pg);
Cloxacilin (5 pg); Cefaperazone (30 pg) Erythromycin
(10 pg); Linkomycin (15 pg); Neomycin (10 pnug);
Novobiocin (5 ng); Penicillin (10 U ); Streptomycin (10
png); Ampicilin/Sulbactam (10pg); Oxacilin (5 pg); ;
Cephalotin (30 pg)  Tetracyklin (10 pg) (Oxoid,
Anglicko). Baktérie boli nasledne posudzované ako
rezistentné, citlivé alebo s medzihrani¢nou citlivostou
podla referenénych zon uvadzanych vyrobcom diskov.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

V ramci troch vySetreni stada 115 dojnic, celkovy
bakteriologicky ndlez vySetreni 341 individudlnych
vzoriek mlieka predstavoval 65,6 % (229). Koagulaza
negativne stafylokoky (KNS) mali podstatné zastupenie
18,8 % (64). Celkové vysledky experimentu su uvedené
v tabul’ke. Bolo izolovanych 12 druhov KNS, pricom ako
najpodetnejsie druhy boli zaznamenané: S. warneri (21.88
%), S. chromogenes (17.19 %), S. cohnii (15.63 %) a
S. xylosus (14.06 %).

Podiel jednotlivych KNS na formach mastitid bol znacne
rozdielny. Najviac sa vyskytovali pripady akttnej
mastitidy (29), ktora bola sposobena hlavne S. cohnii (7),
S. warneri aS. xylosus (5). Subakutna bola zistena v 13
pripadoch a spdsobenda v prevaznej miere S. chromogenes
(5) a S. warneri (4). Pri subklinickej forme mastitidy (14)
boli prevazne izolované S. xylosus (4) aS. warneri (3).
Na latentnych mastitidach (8) sa podiel'ali S. warneri a
S. haemolyticus (2). Pre porovnanie naSich vysledkov
Pyorild & Taponen (2009) uvadzaji S. simulans a

Table 1 Podiel koagulaza negativnych stafylokokov (n = 64) na jednotlivych formach mastitid dojnic a vyskyt

sledovanych faktorov virulencie

Izolacia KNS z mastitid

Vybrané faktory virulencie

druhy status’  lyziny* DN® zel.* biof  SE®  seq’ I r;;:is;ie:t?{(aélms
AK ) - - - - - OXANV,P
S.capitis (3) SBAK ) - - - - - NV,P
SBKL - - - - - AML,NV,P
AK 7 35 - - 2 - - 2 0OXA,6P,5NV,
. SBAK ) - - 1 - - NV,P,TE
S.cohni (10)
SBKL - - - - - AML,P,S
LAT ) - - 1 - - E,NV,P
AK ) - - - - - S
S.epidermidis (3) SBKL - - 1 - -
SBKL ) - - 1 - - S
AK ) - - 1 - - AMP,P,S
S.haemolyticus (3) LAT B+6 - - 1 - - P.S,
LAT - - - 1 - - N,P,S
S.hyicus LAT - 1 1 - - - N,P,S,
AK 4 - 2 3 3 - sec NV,2N, 2S,2P
S'Chr‘zgnlc;ge“es SBAK 5 5 5 1 4  SEB  seb 25,
SBKL 2 1 1 2 - seb E,N,P,S
S.lentus AK - - 1 - - NV,P,S
o AK 1 - 1 - - AML, P
S.plsmf%rmentas SBAK Bt _ _ 1 _ _ L
@) SBKL ) - - 1 - - L,
L. AK ) - - 1 - - N, NV, P, S
S.sciuri (2)
LAT - - 1 - - OXANV,P
AK 2 - - - 1 - - 2NV, P, S
S.witulinus (4)  SBAK - - - 1 - - NV,S,
LAT - - - 1 - - NV,
AK 5 4 B+ - - 3 SEA sea P,3S
. SBAK 4 5;p+6 - - 1 - - AML,P,3S,
S.warneri (14)
SBKL 3 2 B+ 1 - 2 SEE see P, S
LAT 2 B+d 1 - 1 - - S,
AK 5 ) - - 5 - - N,5NV,2L,P, E
S.xylosus (9)
SBKL 4 5;p+d - - 3 SEB;C seb;c 2E,4NV, 4P, S

. mastitida akitna (AK); subakiitna (SBAK); subklinickd (SBKL); latentnd (LAT); % - lyziny (0;B;3);

®_ DNAza; * Zelatinaza; 5 _ biofilm;

® - stafylokokovy enterotoxin; '- gén pre SE;

8. AMP ampicilin, AMO amoxicilin, OXA oxacilin, N neomycin, NV novobiocin, L linkomycin, P penicilin,

S streptomycin, E erytromycin, TE tetracyklin
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S. chromogenes  ako dominantné druhy KNS pri
mastitidach  dojnic. KNS  boli pri¢inou hlavne
subklinickych mastitid spojenych so zvySenim poctu
somatickych buniek v mlieku a rezistencia u nich bola
zaznamenana hlavne voci penicilinu

Co sa tyka jednotlivych faktorov virulencie, spolo¢na
produkcia lyzinov B a § bola zaznamenana v 12 pripadoch,
samostatny lyzin & v 23 pripadoch. Produkcia DNAzy
a zelatinazy bola zistend uS. hyicus, S. chromogenes
aprodukcia iba DNAzy vjednom pripade u
S. piscifermentas, pochadzajuceho z akutnej mastitidy a v
2 pripadoch S. warneri zo subklinickej a latentnej
mastitidy. Produkcia resp. tvorba biofilmu bola zistend
u52 izolatoch, pritom uS. capitis aS. hyicus nebola
tvorba biofilmu detekovana. Baktérie S. chromogenes mali
najpocetnejsie zastupenie faktorov virulencie: produkcia
zelatindzy bola zistena v 4 pripadoch, produkcia DNAzy
v 8 a tvorba biofilmu v 9 pripadoch. Taktiez u S. warneri
(7) a S. xylosus (8) bola zistena tvorba biofilmu vo vicsej
miere Vv porovnani s ostatnymi izolovanymi druhmi
stafylokokov, rovnako aj produkcia lyzinov 6 a@d.
Melchior et al. (2006) pri $tadiu kmenov S. aureus
izolovanych z mastitid dojnic uvadzajt, ze rezistencia voéi
antibiotikim bola viac frekventovanym faktorom
virulencie ako tvorba biofilmu. ZvySena produkcia
biofilmu bola zjavnd ukmeiiov z opakovanych
a chronickych pripadov mastitid. Otto (2004) oznacuje
produkciu biofilmu za wurcujuci faktor patogenity
S. epidermidis pri nemocni¢nych nakazach.

Podiel KNS produkujtcich najviac faktorov virulencie na
jednotlivych formach mastitid nie je jednoznacny,
najvirulentnej$i kmeni S. chromogenes sposoboval najviac
pripadov  subakitnej, dalej akhtnej a subklinickej
mastitidy. S. warneri bol izolovany pri vSetkych formach
mastitidy, S. xylosus pri akdtnych a subakitnych
mastitidach.

Produkcia stafylokokovych enterotoxinov (SE) resp.
pritomnost’ génov pre produkciu SE ako d’alSieho faktora
virulencie bola zistend u3 druhov KNS ato
S. chromogenes, S. warneri aS. xylosus, ktoré sucasne
produkovali aj ostatné vysSie spomenuté faktory.
U S. chromogenes bola potvrdena pritomnost génov pre
produkciu SE ato sec a 2 seb, pricom kmene pochadzali
zroznych foriem mastitid. U kmetiov S. warneri bol
potvrdeny gén sea a see, resp. u S. xylosus seb a sec, ktoré
pochadzali z akatnej a subklinickej mastitidy. Samotna
produkcia SE  bola zistenda vjednom pripade
S. chromogenes (SEB) zo subaktitnej mastitidy; S. warneri
v 2 pripadoch - SEA pri akuttnej a SEE pri subklinickej
mastitide arovnako v 2 pripadoch uS. xylosus - SEB
a SEC zo subklinickych mastitid.

U v8etkych izolovanych stafylokokov bola testovana in
Vvitro rezistencia vo¢i antibiotikam, pricom len v jednom
pripade S. epidermidis nebola zistena rezistencia ani voci
jednému ztestovanym antibiotik. Dalsie 2 kmene
S. epidermidis boli rezistentné len vo¢i streptomycinu,
rovnako 1 kmefi S. warneri. Rezistencia vo¢i jednému
antibiotiku bola dalej zistena uS. vitulinius ato voci
novobiocinu a uS. piscifermentas voci linkomycinu.
Najvyssia rezistencia bola zaznamenana voc¢i penicilinu
(30), novobiocinu  (27)  astreptomycinu  (21).
Ako najrezistentnej$ie kmene sa javia S. Xylosus, kde
kmene izolované z akatnych mastitid boli rezistentné voci

5 antibiotikaim (N, NV, L, P, E) a kmene zo subklinickej
mastitidy vo¢i 4 druhom (E, NV, P, S). Rovnako voci
4 testovanym antibiotikim boli rezistentné druhy
S. chromogenes (Nv, N, S, P) aS. sciuri (N, NV, P, S),
vSetko kmene pochddzajuce z akttnych mastitid.

ZAVER

Koagulaza negativne stafylokoky boli v nasom
experimente izolované v pomerne vysokom percente
18,8 %, Co prestavuje 64 kmenov patriacich do 12
izolovanych druhov KNS. Druhy S. chromogenes,
S. warneri a S. xylosus izolované z klinickych pripadov
mastitid (akatnych, subakatnych) vykazali najvyssi stupeni
patogenity,  produkovali viacero faktorov virulencie
(lyziny, DNAza, zelatindza, biofilm), vykazali pritomnost’
génov pre produkciu SE, ale aj produkciu SE. Baktérie
Staphylococcus  spp.  vykazujuce najvy$8i  stupeii
rezistencie boli izolované z akutnych mastitid. Mozeme
konstatovat, Ze akutne a subakitne mastitidy spdsobuju
prevazne baktériec KNS s najvy$$im stupfiom patogenity
(t.j. produkciou viacerych faktorov virulencie) rovnako
ako pri S. aureus.
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