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Mastitas — tai pieno liaukos uzdegimas, viena didziausiy problemy pie-
nininkystés akiuose. Stebimas didéjantis slaptyjy mastity sukéléjy atspa-
rumas antimikrobiniams vaistams. Bakterijos, turincios atsparumo anti-
mikrobinéms medziagoms genus, yra perduodamos vieno gyvulio kitam
per maisto granding ar zmogui per tiesioginj salytj su gyvanais. Slaptieji
mastitai 15-40 karty dazniau paplite nei klinikiniai, jie sunkiau aptinkami
ir yra visos bandos mastity sukéléjy saltinis.

Tyrimo tikslas - i§skirti i§ karviy pieno mastity sukéléjus ir nustatyti
juatsparumg antimikrobinéms medziagoms. Tiriamoji medziaga surinkta
Anyksciy rajono ,,A“ ir ,B pieniniy galvijy bandose 2018 m. liepos ménes;.
Mikrobiologiniai tyrimai atlikti Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto
Biomedicinos moksly instituto Mikrobiologijos laboratorijoje. Dél slaptyjy
mastity i§ viso iStirtos 36 karvés. Naudojant jprastinius kultivavimo me-
todus ir identifikacinius testus, i§skirtos Streptococcus spp., koaguliazei
neigiamos (KN) Staphylococcus spp. ir Staphylococcus aureus padermés.
Nustatytas visy, i§ pieno i$skirty, padermiy jautrumas neomicinui, tetra-
ciklinui, eritromicinui, kanamicinui, klindamicinui, penicilinui, ampicili-
nui, streptomicinui, gentamicinui, rifampinui, cefoksitinui ir oksacilinui.

Nustatyta, kad dazniausiai slaptuosius mastitus tirtoms karvéms su-
kele Staphylococcus spp. padermés. Nustatytas didelis S. aureus, i$skirty
i$ karviy pieno, atsparumas penicilinui, ampicilinui ir tetraciklinui. Visos
i§skirtos padermeés buvo jautrios oksacilinui, cefoksitinui, neomicinui, gen-
tamicinui, klindamicinui, kanamicinui ir rifampinui.

Raktazodziai: karviy mastitai, slaptieji mastitai, Staphylococcus aureus,
atsparumas antimikrobinéms medziagoms

JVADAS

mikrobiniy medziagy buvo skirtos karviy masti-
tams gydyti (Racionalus antimikrobiniy medziagy

Mastitas - pieno liaukos uzdegimas - viena
didziausiy problemy pienininkystés wkiuose
(Ugur et al, 2018). Lietuvoje 2015 m. parduo-
ta 11,9 t veterinariniy antimikrobiniy medziagy
(Sales of Veterinary Antimicrobial Agents in 30
European Countries in 2015, 2017). 2014-2015 m.
net 55 % vaistinése parduoty veterinariniy anti-

naudojimas..., 2016). Lietuvos veterinarinéje me-
dicinoje dazniausiai naudojami peniciliny, tetra-
cikliny, aminoglikozidy, sulfonamidy, makrolidy,
kvinolony ir fluorokvinolony antibiotiky grupiy
preparatai (Dabravolskas, 2013; Sales of Veterina-
ry Antimicrobial Agents in 30 European Countries
in 2015, 2017). Mastitams gydyti naudojama daug



34 Lina Kapleriené, Agné Kirkliauskiené, Olga Purakevic, Halina Gluchoviené

kompleksiniy preparaty, kuriy sudétyje yra dau-
giau kaip dvi antimikrobinés medZiagos. Sie
preparatai sudaro salygas plisti atsparioms mi-
kroorganizmy paderméms (Pol et al., 2007). Bak-
terijos, turinios atsparumo antimikrobinéms
medziagoms genus, yra perduodamos vieno gy-
vulio kitam per maisto grandine ar Zmogui per
tiesioginj salytj su gyvanais (Hawari et al., 2008).
Be to, mikroorganizmy atsparumas Sioms me-
dziagoms didéja grei¢iau, negu sukuriami nau-
ji antimikrobiniai preparatai. Mastito sukéléjai
bei jy atsparumas skiriasi jvairiuose regionuose,
j tai svarbu atsizvelgti taikant gydyma. Daznai
gydymas vis dar skiriamas empiriskai, nors visy
pirma rekomenduojama nustatyti sukéléja ir jo
jautruma antibakterinéms medziagoms (Klimie-
né et al,, 2012).

Suomijoje atliktame tyrime nurodoma, kad
dazniausi mastity sukeéléjai koaguliazei neigiami
(KN) Staphylococcus spp. (43 %), Staphylococcus
aureus (21 %), Spreptococcus spp. (17 %), Cory-
nebacterium bovis (7 %), Escherichia coli (5 %)
(Vakkamaki et al., 2017). Lietuvoje kaip dazniau-
si mastity sukéléjai isskiriami Streptococcus spp.
(5,43-20,35 %), Staphylococcus spp. (11,43-
41,59 %), koaguliazei neigiami Staphylococcus
spp. (2,86-58,15 %), enterobakterijos (8,47 %)
(Ramanauskiené et al., 2008). Slaptieji mastitai
15-40 karty dazniau paplite nei klinikiniai, jie
sunkiau aptinkami ir yra visos bandos mastity
sukéléjy Saltinis (Klimiené et al., 2011). Pieno
tkyje persistuojantis S. aureus 3,2-63 % gali buti
subklinikinio mastito priezastis (Klimiené et al.,
2012). S. aureus patogeniskas ne tik gyvinams,
bet ir Zmonéms, todél Siame tyrime pasirinkta
isskirti, identifikuoti ir S. aureus padermes, de-
taliau istirti $io svarbaus mastito sukéléjo pa-
plitimg tkiuose ir atsparumg antimikrobinéms
medziagoms.

Tyrimo tikslas - isskirti i§ karviy pieno slapty-
ju mastity sukéléjus ir nustatyti jy atsparuma kai
kurioms antimikrobinéms medziagoms.

TYRIMO METODAI IR SALYGOS

Tiriamoji medziaga surinkta 2018 m. liepos mén.
dviejose Anyks¢iy rajono pieniniy galvijy bando-
se (A ir B ukiai). | tyrima jtraukti to paties rajono
panasaus dydzio pieniniy galvijy takiai. Tyrime
dalyvavusiuose tkiuose bandos buvo kontroliuo-

jamos. Karvés buvo Seriamos ir laikomos pana-
$iomis salygomis: Siltuoju mety laiku - ganyklose
naudojant palaidg sistema, melZziamos melzimo
aiksteléje du kartus per parg i§ dalies automa-
tizuotais melzimo aparatais, laikantis higienos
reikalavimy, karvés nesirgo timiniu kliniskai pa-
sirei$kusiu mastitu, per tyrimo laikotarpj nega-
vo antimikrobinio gydymo. A tkio karvés buvo
laikomos atskirai ir neturéjo tiesioginio kontakto
su B akio karvémis. Visos karvés tirtos tuo paciu
mety laiku (tg pacig dieng). Prie§ tyrima kliniskai
buvo jvertinta kiekvienos karvés tesmens buklé
(apzitréta teSmens forma, nustatyta, ar néra dy-
dzio pakitimy, sukietéjimy, atrofijos ir kt.). Istir-
tos 36 i tyrima jtraukty A ir B akiy karvés, po 18
karviy kiekviename. I$ viso surinkti 144 karviy
pieno méginiai.

Mastito sukéléjy identifikacija ir atsparumas
antimikrobinéms medziagoms nustatytas Vil-
niaus universiteto Medicinos fakulteto Mikrobio-
logijos skyriaus mokslinéje laboratorijoje. Imant
méginius laikytasi V] ,Pieno tyrimai“ pateikto
meéginiy paémimo apraso ,Meéginio paémimas
mastito sukeéléjy ir jy jautrumui antibiotikams
nustatyti®. Prie§ imant méginj nuplautos ir dezin-
fekuotos rankos. Speniai nuvalyti ir dezinfekuoti
70 % alkoholio tirpalu. Mastito sukéléjams nu-
statyti pieno méginiai imti i§ kiekvieno teSmens
ketvir¢io po 40 ml j atskirus sterilius mégintu-
veélius, prie$ tai numelziant po keturias ciurksles
pieno, kad buaty gautas méginys i$ pieno liaukos,
o ne i$ tarpkanalio. Méginiai atSaldyti ir pristaty-
ti | Mikrobiologijos laboratorija per <6 val. nuo
meginiy paémimo.

Mikrobiologinéje laboratorijoje j tris Petri
léksteles su kraujo (,,Bio-Rad®, Prancuzija), ma-
nitolio druskos (,Liofilchem®, Italija) agarais ir
Endo terpe (,Oxoid®, Anglija) uzlasinta po 10 pl
pieno ir iSséta glaistikliu. Paséliai inkubuoti ter-
mostate 36 °C temperatiiroje 24-48 valandas.
Identifikuojant iSskirtus mikroorganizmus rem-
tasi kolonijy morfologija ir augimo pobudziu
terpése, mikroskopija, 3 % KOH, katalazés (UAB
»Valentis®, Lietuva), Latex agliutinacijos (,Bio-
Rad®, Prancuzija), oksidazés (,,Becton Dickinson®,
JAV), DNR-azés (,bioMerieux sa“, Prancuzija),
plazmokoagulazés (,,Bio-Rad®, Pranciizija) testais.
ISskirty mikroorganizmy jautrumas kai kurioms
antimikrobinéms medziagoms iStirtas laikan-
tis Klinikiniy laboratoriniy standarty instituto
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rekomendacijy (angl. CLSI, 2015). I 24 val. kul-
tivuotos kraujo agare bakterijy kultiros paruosta
0,5 McFarlend’y drumstumo standartg atitinkanti
suspensija, kuri i$séta ant Mueller-Hintono agaro
(»Bio-Rad®, Prancuzija). Disky difuzijos metodu,
naudojant Oxoid (,Limited®, Hamps$yras, Anglija)
diskus, nustatytas visy i§skirty padermiy atsparu-
mas neomicinui (30 pg), tetraciklinui (30 pg), eri-
tromicinui (15 pg), kanamicinui (30 pg), klindami-
cinui (2 ug), penicilinui (10 pg), ampicilinui (10 pg),
streptomicinui (10 pg), gentamicinui (10 pg), ri-
fampinui (5 pg), cefoksitinui (30 ug) ir oksacilinui
(1 pg). Po 24 val. inkubacijos termostate iSmatuotos
inhibicijos zonos, atsparumo rezultaty patikimumui
patvirtinti naudotos kontrolinés ATCC padermeés.
Duomeny analizé atlikta naudojantis Micro-
soft Excel ir IBM SPSS Statistics 23.0 statistineé-
mis programomis. Kategoriniy duomeny analizei
naudotas x* ir FiSerio tikslusis testai. Rezultatai
vertinti kaip statistiSkai reik§mingi, kai p < 0,05.

TYRIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Tyrimo metu wkiuose idtirta po 72 karviy pieno
meéginius. Naudojant jprastinius kultivavimo me-
todus ir identifikacinius testus A ukyje 44,4 %
(n = 8) nustatyti slaptieji karviy mastitai, o B tky-
je = 33,3 % (n = 6) karviy (p = 0,733) (1 lentelé).

I§ tirty 36 karviy isskirtos 37 gramteigiamy
koky padermeés, i$ kuriy 78,4 % (n = 29) buvo Stap-
hylococcus spp. ir 21,6 % (n = 8) Streptococcus spp.
padermés. Kaip vienas svarbiausiy mastity sukélé-
ju atskirai i$skirtas ir identifikuotas S. aureus, ku-
ris sudaré 34,5 % (n = 10) stafilokoky padermiy ir
27 % visy mastity sukeéléjy. Kiti isskirti stafilokokai
priklausé koagulazei neigiamiems stafilokokams
(65,5 %, n = 19), Sios padermeés atskirai iki rasies
neidentifikuotos. Sukéléjy pasiskirstymas A ir B
tkiuose pateiktas 1 paveiksle. Abiejuose wkiuose
dazniausiai i$skirti slaptyjy mastity sukéléjai buvo
Staphylococcus spp. (p = 0,216).

Lentelé. I$tirty karviy, surinkty méginiy ir nustatyty slaptyjy mastity kiekis A ir B tkiuose

Table. Distribution of tested cows, collected samples, quantity of latent mastitis in farms A and B

o Ukis / Farm -
Rodikliai / Parameters — — I§ viso / Total (n)
A ukis / Farm A | B ukis / Farm B
Karvés / Cows (1) 18 18 36
Meéginiai / Samples (n) 72 72 144
Slaptieji mastitai / Latent mastitis (n) 8 6 14
70 %
61,5%
60 %
51,4 %
50 %
45,8 %
40 %
KN Stafilokokai
. 30,8 % CN Staphylococcus spp.
30% 27,0% S. aureus
21,6 % Streptokokai
20% - I Streptococcus spp.
10% -
0%
Bendras / Total A Ukis / Farm A B dkis / Farm B

1 pav. Mastito sukeéléjy pasiskirstymas A ir B akiuose
Fig. 1. Distribution of mastitis causing bacteria in farms A and B
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Toks didelis slaptyjy mastity sukéléjy papliti-
mas tirtuose tkiuose rodo nepakankamg mastity
sanavimg bandose ar per mazg démesj melzimo
higienai ir karviy laikymo salygoms.

2017 m. atliktoje metaanalizéje (Krishnamo-
orthy et al., 2017) ir kituose literatiiros $altiniuose
(Mir et al., 2014) nurodoma, kad daZniausi masti-
ty sukeéléjai yra Staphylococcus genties bakterijos.
S. aureus sukelia 27-69 % slaptyjy mastity Lietu-
voje (Klimiené et al., 2012), o kai kuriose Salyse
siekia net 73,2 % (Abebe et al., 2016). Sie jvairiy
mokslininky bakteriology tyrimy duomenys ski-
riasi priklausomai nuo karviy laikymo aplinkoje
esanciy mikroorganizmy, sanitarijos ir melzimo
technologijos, nuolatinés teSmens mikrobiotos,
individualiy gyvulio savybiy ir kt.

Sukéléjy pasiskirstymas teSmens ketvirciuose
pateikiamas 2 paveiksle. Dazniau slaptyjy mas-
tity sukeéléjai isskirti i§ kairiojo priekinio (30 %)
ir desiniojo priekinio (27 %) teSmens ketvirciy,
taciau nenustatyta statistiskai reik§mingo sukélé-
ju paplitimo masto skirtumy tarp karviy teSmens
ketvirciy (p = 0,7805).

Nustatyta, kad 75 % (n = 6) Streptococcus spp.
padermiy buvo atsparios tetraciklinui, atspa-
rumas eritromicinui, penicilinui, ampicilinui ir
streptomicinui sieké 12,5 %. Staphylococcus spp.
didziausias atsparumas nustatytas penicilinui ir
ampicilinui (po 73,7 %, n = 14), kiek mazesnis
budingas tetraciklinui - 47,4 % (n = 9), eritromi-
cinui (26,3 %), streptomicinui (10,5 %). Visi tirti
S. aureus izoliatai (n = 10) buvo atsparis penici-

linui ir ampicilinui, 60 % (n = 6) tetraciklinui ir
20 % (n = 2) streptomicinui, bet visos S. aureus
padermés jautrios eritromicinui (3 pav.). Visi i$-
skirti sukéléjai buvo jautriis oksacilinui, cefoksi-
tinui, neomicinui, gentamicinui, klindamicinui,
kanamicinui ir rifampinui. Taigi meticilinui at-
spariy S. aureus (MRSA) padermiy nenustatyta.
MRSA paplitimas regionuose ir netgi jvairiose
tos pacios Salies bandose skiriasi, pavyzdziui,
Belgijoje MRSA paplitimas jvairiy regiony ban-
dose pasiskirsto netolygiai ir siekia 0-10 % (Van-
derhaeghen et al., 2009).

Lyginant gautus atsparumo antimikrobinéms
medziagoms duomenis su kity autoriy publikuo-
tais duomenimis matyti, kad $iame tyrime nu-
statytas didesnis tiek S. aureus, tiek Staphylococ-
cus spp. atsparumas penicilinui ir ampicilinui,
palyginti su Turkijoje (S. aureus atitinkamai 62,1 ir
56,3 %, Staphylococcus spp. - 62,5 ir 55,9 %) (Tu-
rutoglu et al., 2005) ar Lenkijoje (S. aureus — 23,6
ir 22,8 %) (Szweda et al., 2013) atliktais tyrimais.
Sis tyrimas atskleidé, kad S. aureus ir Staphylococ-
cus spp. atsparumas tetraciklinui buvo didesnis
nei I. Klimienés ir bendraautoriy 2008-2010 m.
atliktame tyrime (atitinkamai 13 % ir 3,6-24,2 %)
(Klimiené et al., 2012), taciau duomenys tokie pa-
tys, kaip gauti H. Turutoglu su bendraautoriais
(61,2 ir 31,6 %) (Turutoglu et al., 2005). Atspa-
rumo streptomicinui, seniai Lietuvoje naudojamo
antimikrobinio vaisto, duomenys I. Klimienés ir
bendraautoriy atliktame tyrime didesni, nei muasy
gauti rezultatai, ir sieké iki 78 %.

M Desinysis priekinis
Right anterior

Desinysis uzpakalinis
Right posterior

M Kairysis priekinis
Left anterior

M Kairysis uzpakalinis
Left posterior

2 pav. Mastito sukéléjy pasiskirstymas teSmens ketvirciuose
Fig. 2. Distribution of mastitis causing bacteria in quarters of udder
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0 0
100 % 100 % 100 %
90 %
80 %
70 %
M Tetraciklinas
60 % Tetracycline
M Eritromicinas
Erythromycin
50 % M Penicilinas
Penicillin
40 % B Ampicilinas
Ampicillin
o B Streptomicinas
30% Streptomycin
20%
12,5% 12,5%
10% ’
0% . : ;
KN Stafilokokai S. aureus Streptokokai
CN Staphylococcus spp. ’ Streptococcus spp.

3 pav. Mastito sukéléjy atsparumas antimikrobiniams vaistams
Fig. 3. Antibiotic resistance of mastitis causing bacteria

Gana didelis slaptyjy mastity sukéléjy atsparu-
mas antimikrobiniams vaistams gali bati sietinas su
mazai kontroliuojamu antimikrobiniy vaisty skyri-
mu, pardavimu ir sunaudojimu $alyje. Europos ligy
prevencijos ir kontrolés centro bei Europos maisto
saugos tarnybos pateiktoje 2016 m. antimikrobiniy

vaisty veterinarijos sektoriuje sunaudojimo ataskai-
toje nurodoma, kad Lietuvoje maistui auginamiems
gyviinams antimikrobiniy vaisty tenka 35,5 mg/kg
biomasés (ES - 151,5 mg/kg biomasés), per 2016 m.
parduota 12,8 t antimikrobiniy vaisty, i§ jy 4,5 t
skirtos galvijy gydymui. Populiariausi peniciliny

100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
(]
90 %
80 %
70 %
60 % M Tetraciklinas
Tetracycline
50 % i Penicilinas
Penicillin
40% = Ampicilinas
Ampicilin
30 % M Streptomicinas
Streptomycin
20 %
10%
0% - i
A Gkis /Farm A B Gkis /Farm B

4 pav. S. aureus atsparumas antimikrobinéms medziagoms A ir B tikiuose
Fig. 4. Antimicrobial resistance of S. aureus in farms A and B
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(4,81 t.) ir tetracikliny (2,34 t.) klasiy antimikro-
biniai vaistai. Netinkamo antimikrobinio vaisto
skyrimas neatlikus mikrobiologiniy tyrimy ir ne-
pakankama gydymo dozé ne tik sutrikdo te$mens
normaliosios mikrobiotos santykj, bet ir lemia at-
spariy padermiy plitima (Rudejeviené et al., 2011).
Antimikrobinio atsparumo tyrimai ir jy rezultaty
analizé leidzia stebéti antimikrobiniy medziagy at-
sparumo kitimo tendencijas, pritaikyti tinkamiau-
sig antimikrobinj mastity gydyma ir kontroliuoti
antimikrobinio atsparumo augima (Ruegg, 2009).

Palyginti S. aureus, vieno dazniausiy slaptyjy
mastity sukéléjy, atsparumo antimikrobinéms
medziagoms duomenys A ir B dkiuose. A uky-
je nustatytas didesnis atsparumas tetraciklinui
ir streptomicinui nei B wkyje. Abiejuose ukiuo-
se visos tirtos S. aureus padermés buvo atsparios
penicilinui ir ampicilinui (4 pav.). Siekiant su-
mazinti tirtose bandose slaptyjy karviy mastity
kiekj, juos sukelian¢iy mikroorganizmy atspa-
rumg antimikrobiniams vaistams, bitina nuola-
tiné karviy sveikatos kontrolé, daznesnis mastity
sanavimas bandose ir didesnis démesys karviy
mastity problemai (Klimiené et al., 2005), taip
pat gydymo taikymas tik atlikus mikrobiologi-
nius tyrimus, i$skyrus sukéléjg ir nustacius jo at-
sparumg antimikrobiniams vaistams.

ISVADOS

Nustatyta, kad dazniausiai slaptuosius mastitus
tirtoms karvéms sukélé Staphylococcus spp. ir
S. aureus padermeés. S. aureus paderméms, i$skir-
toms i§ karviy pieno, budingas didelis atsparu-
mas penicilinui, ampicilinui ir tetraciklinui. Vi-
sos iskirtos padermés buvo jautrios oksacilinui,
cefoksitinui, neomicinui, gentamicinui, klinda-
micinui, kanamicinui ir rifampinui.
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INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL RESIS-
TANCE OF THE BACTERIA ISOLATED FROM
COWS WITH LATENT MASTITIS

Summary

The main problem of dairy farms is mastitis — inflammation
of the mammary gland. Resistance of bacteria causing latent
mastitis to antibiotics is increasing every year. Bacteria that
have resistance genes to antibiotics are transmitted from one
animal to another and through food chains or direct contacts
from animals to humans. Latent mastitis is 15-40 times more
frequent than clinical mastitis, which is more difficult to de-
tect and is the major source of pathogens for the whole herd
of cattle.

The aim of this study was to isolate bacteria which cause
mastitis from cow milk and determine their susceptibility to
antimicrobials. Milk samples from two dairy farms (farm A
and farm B) in Anyksciai District were taken in July 2018.
Microbiological assays were performed at the Microbiology
Laboratory of the Institute of Biomedical Sciences, Faculty
of Medicine, Vilnius University. In total, 36 cows were test-
ed. Using common methods of cultivation and identification
tests, strains of Streptococcus spp., coagulase negative Staph-
ylococcus spp. and Staphylococcus aureus were identified.
Susceptibility of all isolated strains to neomycin, tetracycline,
erythromycin, kanamycin, clindamycin, penicillin, ampicillin,
streptomycin, gentamicin, rifampin, cefoxitin and oxacillin
was performed using the disc diffusion method according to
the guidelines of the Clinical Labaratory Standards Institute.

It was concluded that the most frequent agent of masti-
tis was Staphylococcus spp. Also, a high level of resistance
to penicillin, ampicillin and tetracycline in S. aureus strains
was determined. All isolated bacteria were susceptible to neo-
mycin, erythromycin, kanamycin, clindamycin, gentamycin,
rifampin, cefoxitin and oxacillin.

Keywords: cow mastitis, latent mastitis, Staphylococ-
cus spp., Staphylococcus aureus, antimicrobial resistance



