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Antibiotic resistance of pathogens isolated from bovine mastitis cases

Summary

The studies on resistance to selected antibiotics were conducted on a total of 5154 isolates, including 2661
Staphylococcus sp., 2349 Streptococcus sp. and 144 E. coli, obtained from clinical and subclinical cases of
bovine mastitis. Milk came from dairy farms in the Lubelskie Voivodeship. During the five-year research
period (2007-2011), the isolated bacteria proved susceptible to the following antibiotic medications: penicillin,
streptomycin, tetracycline, neomycin, ampicillin, amoxicillin and clavulanic acid, cephalexin, cephoperason and
lincomycin. Throughout the study period, the highest percentage of staphylococcus were resistant to tetracycline
(23.8-38.5%) and lincomycin (16.4-33%), whereas the lowest number of staphylococcus isolates were resistant
to cefoperazone (7.2% on average). With regard to streptococci, the least amount of isolates were resistant
to amoxicillin (6% on average), whereas the highest rate of resistance was observed for streptomycin (49.4-
-70.8%), followed by neomycin (51.6% on average). Relatively low sensitivity to the antibiotics was displayed
by E. coli isolates. Nearly 100% of the isolates showed resistance to penicillin. A high percentage of isolates
(89.2% on average) proved resistant to lincomycin, as well. In total, the lowest number of isolates were resistant
to cefoperazone (7.3% on average) and neomycin (14.9% on average). In the study period, no substantial

deviations were observed in the percentage of isolates of each bacteria type resistant to a given antibiotic.
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Zapalenia gruczotu mlekowego sa przyczyng olbrzy-
mich strat ekonomicznych dla producentow mleka i za-
ktadow przemyshu mleczarskiego (21). W zaleznosci
od nasilenia objawow chorobowych mozna je podzieli¢
na zapalenia kliniczne i podkliniczne. Kliniczna postac¢
mastitis charakteryzuje si¢ wystepowaniem wyraznych
zmian w wygladzie i sktadzie fizykochemicznym mle-
ka, wzrostem liczby komorek somatycznych i bakterii
oraz zmianami w obrebie tkanki gruczotowej wymie-
nia, a nawet objawami ogolnymi. Postaci podklinicz-
nej nie towarzyszg zadne widoczne objawy choroby,
ajedynym symptomem jest wzrost LKS oraz obecno$¢
drobnoustrojow w mleku (1, 22).

Terapia zapalen wymion u krow oparta jest gtownie
na dowymieniowym podawaniu antybiotykow, niestety,
skuteczno$¢ leczenia nie zawsze jest satysfakcjonujaca.
Przyczyny braku pozytywnego efektu terapeutycznego
upatruje si¢ mi¢gdzy innymi w stale rosnacej oporno-
$ci bakterii na antybiotyki, nieodpowiednim czasie
rozpoczgcia terapii, wyborze antybiotyku o matej sku-
teczno$ci dzialania, braku sprawnosci uktadu immu-
nologicznego zwierz¢cia oraz przebiegu choroby (14).

Jednym ze sposobow podnoszenia skutecznos$ci
leczenia 1 profilaktyki zapalen wymion jest dobor
jak najbardziej skutecznych antybiotykéw. Efekt ten
mozna uzyskaé poprzez identyfikacj¢ drobnoustrojow
wywolujacych stan zapalny wymienia oraz okreslenie
ich opornos$ci na dostepne antybiotyki. Stale zmienia-
jaca si¢ wrazliwos¢ bakterii na antybiotyki uzasadnia
prowadzenie badan monitorujgcych z tego zakresu,
€O W znacznym stopniu przyczyni¢ si¢ moze do ogra-
niczenia strat wynikajacych z leczenia bez okreslania
wrazliwo$ci. Aktualne dane przydatne sg takze do
odpowiedniego doboru antybiotykéw stosowanych
w okresie zasuszenia.

State prowadzenie badan monitoringowych oporno-
Sci bakterii na antybiotyki uznane zostaty, mi¢dzy in-
nymi przez Swiatowg Organizacj¢ Zdrowia i Parlament
Europejski, za dziatania priorytetowe (9). Z jedne;j
strony daje to mozliwos¢ dysponowania aktualnymi
danymi opornos$ci bakterii na antybiotyki, z drugiej
za$ — jest podstawg do racjonalnego stosowania i nie
naduzywania antybiotykOw w weterynarii, zwlaszcza
w sektorze produkcji zywno$ci zwierzecego pocho-



Med. Weter. 2015, 71 (2), 114-117

dzenia. Istniejg bowiem przyktady wzrostu opornosci
bakterii na antybiotyki po stosowaniu ich w celach
leczniczych u zwierzat, ktore potem przenoszone sg
na ludzi (7).

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie
opornosci na wybrane antybiotyki drobnoustrojow
wyizolowanych z klinicznych i podklinicznych postaci
zapalenia wymienia krow. Wykorzystane do badan
antybiotyki dostepne sa w gotowych preparatach
dowymieniowych, stosowanych do leczenia zapalen
wymion u krow w okresie laktacji oraz w zasuszeniu.

Material i metody

Badanie zostato przeprowadzone na 5154 izolatach drob-
noustrojow, w tym 2661 gronkowcow, 2349 paciorkowcow
oraz 144 E. coli wyizolowanych z klinicznych i podklinicz-
nych przypadkow zapalen wymion krow w latach 2007-
-2011. Prébki mleka pobierano zgodnie z przyjeta procedu-
ra, z gospodarstw znajdujacych si¢ na terenie woj. lubelskie-
go. Po uprzednim oczyszczeniu, wymyciu i osuszeniu skory
wymienia oraz dezynfekcji 70% roztworem alkoholu ujscia
strzykow mleko zostato pobrane do sterylnych, doktadnie
oznaczonych probowek bez dodatku
konserwantéw, schtodzone do tempera-
tury 4°C i dostarczone do laboratorium
Katedry 1 Kliniki Rozrodu Zwierzat.

Badanie bakteriologiczne mleka
przeprowadzono zgodnie ze standardo-
wymi procedurami (13): posiew mleka
na podtoze agarowe z dodatkiem 5%
krwi baraniej, inkubacja 24 h w warun-
kach tlenowych w temperaturze 37°C,
ocena morfologii kolonii bakteryjnych
na podtozu hodowlanym i komorek
bakteryjnych w preparatach barwio-
nych metoda Grama oraz wykonanie
proby na katalaze (3% woda utleniona,
Polfa). Rownolegle prowadzono ho-
dowle bakterii na podtozach wybior-
czo-réznicujacych: Chapmana (Sta-
phylococcus sp.), MacConkeya i Endo
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inkubacji w temperaturze 35°C. Miar¢ wrazliwos$ci bada-
nego szczepu stanowita wielko$¢ strefy zahamowania jego
wzrostu wokoét krazka nasyconego antybiotykiem okreslo-
na przez CLSI, na podstawie ktorej dokonano podziatu na
szczepy wrazliwe (+), §redniowrazliwe (+/-) i oporne (-).
Wyniki i oméwienie

Opornos¢ bakterii z rodzaju Staphylococcus na
wybrane antybiotyki przedstawiono w tab. 1. Z da-
nych w niej zawartych wynika, ze w badanym okre-
sie najwigckszy odsetek gronkowcéw byl oporny na
tetracykling — od 23,8% do 38,5% oraz linkomycyng,
srednio 26,4% (od 16,4% w 2008 r. do 33% w 2011 r.).
Najmniej izolatow opornych w badaniach in vitro byto
na cefoperazon. W zadnym roku odsetek gronkow-
coOw opornych na ten antybiotyk nie przekroczyt 9%
(Srednio 7,2%). Pozostate antybiotyki cechowaly si¢
podobnym odsetkiem izolatoéw opornych, wynosza-
cym srednio od 13,3% w przypadku amoksycyliny do
19,1% dla streptomycyny.

W tabeli 2 przedstawiono ksztattowanie si¢ opor-
nosci na antybiotyki izolatéw paciorkowcoéw. Wynika

Tab. 1. Oporno$¢ na wybrane antybiotyki gronkowcéw wyizolowanych z przypad-
kow mastitis u kréw w latach 2007-2011

16,8 21 19,2 25,3 28,8 18,4
20,3 17,1 12,9 19,4 26,0 19,1
23,8 25,4 34,0 38,5 31,6 30,7

8,5 8,6 15,7 20,8 14,0 13,5
13,7 19,5 17,4 21,0 18,4 18,0
12,5 9,9 13,9 14,5 15,9 13,3
13,2 16,2 15,9 15,1 15,5 15,2

5,5 7,5 6,8 74 8,8 7,2
26,4 16,4 24,2 32,0 33,0 26,4

(pateczki Gram-ujemne), Edwardsa
i CAMP-test (Streptococcus sp.).

Oceng wrazliwosci drobnoustrojow
na wybrane antybiotyki przeprowa-
dzono metoda krazkowo-dyfuzyjna
na podlozu Mueller-Hinton, zgodnie
ze wskazaniami CLSI (4). Do badan
uzyto krazkow bibutowych firmy
Oxoid Limited zawierajgcych naste-
pujace antybiotyki: penicyling (10 pg),
streptomycyng (10 pg), tetracykline
(30 pg), neomycyne (30 pg), ampicy-
ling (10 pg), amoksycyling z kwasem
klawulanowym (30 pg), cefaleksyne
(30 png), cefoperazon (75 pg) oraz lin-
komycyne (15 pg).

Plytki z krazkami pozostawiono na
30 minut w temperaturze pokojowe;j,
a nastepnie poddano 24-godzinnej
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Tab. 2. Oporno$¢ na wybrane antybiotyki paciorkowcow wyizolowanych z przy-
padkoéw mastitis u kréw w latach 2007-2011

8,9 5,5 2,8 16,3 12,7 9,2
60,5 57,9 49,4 53,0 70,8 58,3
32,9 30,5 33,6 47,0 34,0 36,0
49,9 46,1 45,5 1 68,1 56,1

1,7 9,0 5.4 11,4 12,0 83

5,0 5,1 2,7 8,6 8,4 6,0
13,8 16,4 24,4 20,7 15,7 18,2

79 8,8 4,9 8,4 59 7,2
18,0 36,7 13,8 32,0 36,8 21,5
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z niej, ze najwigksza skuteczno-
$cig cechowala si¢ amoksycylina,
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Tab. 3. Opornos$¢ na wybrane antybiotyki E. coli wyizolowanych z przypadkéw
mastitis u krow w latach 2007-2011

srednio 6% izolatow opornych. 2007 2008 2009 2010 201 Razem
Niewielki odsetek izolatow pacior- — (n=27) | (n=29) | (n=24) | (n=35 | (n=29) | (n=144)
, . Antybiotyki
kowcoéw opornych notowano takze Oporne | Oporne | Oporne | Oporne | Oporne | Oporne
w przypadku cefoperazonu — od e e k L e i
4,9% do 8,8% ($rednio 7,2%), am- | Penicylina 100,0 100,0 100,0 97,1 96,6 98,7
picyliny 5,4-12,0% ($rednio 8,3%) | Streptomycyna 22,2 20,0 18,5 12,9 12,2 21,2
oraz penicyliny 2,8% w 2009 1. do | retracyiiina 259 | 27 | 202 | 314 | 321 29,1
16,3% w 2010 r. (Srednio 9,2%). |y 000 11,1 21,4 16,0 14,7 11,1 14,9
Najwigcej paciorkowcoOw bylo —
opornych na streptomycyne; —od Ampicylina 51,9 471 53,6 441 46,4 48,6
49,4% w 2009 1. do 70,8% w 2011 . :(\Imokfvcyli“a zkwasem 37,0 45,7 28,0 471 44,8 38,5
Podobnie niska skuteczno$cig ce- | Caviianowym
chowata Si@ neomycyna (érednio Cefaleksyna 1.4 43,2 45,0 441 42,3 43,2
56,1% opornych izolatéw). W przy- | Cefoperazon 0,0 11,1 13,0 8,8 3,6 73
padku pozostatych antybiotykOw | Linkomycyna 89,4 89,0 87,0 88,2 92,3 89,2

odsetek paciorkowcow opornych
ksztattowat sie¢ w zakresie od 18,2%
dla cefaleksyny do 36,0% dla tetracykliny.

Dane dotyczace opornosci paleczek E. coli na anty-
biotyki przedstawiono w tabeli 3. Wynika z nich, ze
w badanym okresie niemalze 100% Escherichia coli
byto niewrazliwych na dzialanie penicyliny. Rownie
wysoki odsetek izolatow opornych byt na linkomycyne
(Srednio 89,2%). Opornos¢ E. coli na pozostale anty-
biotyki byta r6zna 1 wahata si¢ od 21,2% w przypadku
streptomycyny do 48,6% w stosunku do ampicyliny.
Najmniej izolatéw opornych byto na cefoperazon
(8rednio 7,3%) oraz neomycyng ($rednio 14,9%). Tym
samym antybiotyki te cechowaty si¢ najwyzsza efek-
tywno$cig dziatania przeciwko temu drobnoustrojowi.

Dhugotrwale i powszechne stosowanie antybiotykow
w terapii mastitis krow doprowadzito do powstania
wieloopornych szczepdw bakterii. Przyczyng narasta-
nia lekoopornosci jest przede wszystkim naduzywanie
antybiotykéw w leczeniu i profilaktyce zakazen bakte-
ryjnych, stosowanie lekow bez uprzedniej identyfikacji
czynnika etiologicznego i okreslenia jego lekooporno-
$ci, ale takze pojawienie si¢ u drobnoustrojow nowych
nie do konca poznanych mechanizméw opornosci.

Bakterie posiadaja naturalng lub nabyta opornos¢
na antybiotyki. Wieksze znaczenie w praktyce ma
opornos¢ nabyta przez drobnoustroje, ktéra rozwija
si¢ w wyniku mutacji lub nabywania obcego DNA,
czyli przenoszenia genow opornosci. Opornos¢ natu-
ralna wynika natomiast z biologii organizmu danego
drobnoustroju. Moze by¢ ona zwigzana m.in. z nie-
przepuszczalng dla leku $ciang komorkowa czy tez
wytwarzaniem enzyméw inaktywujacych antybiotyk
(3, 8, 10). Przyktad stanowi¢ moga paleczki nalezace
do rodziny Enterobacteriaceae, ktore posiadaja natu-
ralng oporno$¢ na linkomycyne, klindamycyng i ery-
tromycyng. Potwierdzaja to wyniki badan wtasnych,
gdzie prawie 90% izolatow E. coli byto opornych na
linkomycyng.

Jednym z najlepiej poznanych mechanizmoéw opor-
nosci drobnoustrojow jest ich zdolnos¢ do wytwarza-

nia enzymoéw inaktywujacych dziatanie antybiotyku.
Wiele szczepow gronkowcoéw oraz E. coli wytwarza
B-laktamazy, ktore hydrolizuja pierscien f-laktamowy
w antybiotykach B-laktamowych. Cecha ta ujawnia
si¢ w sposob niezalezny od kontaktu bakterii z an-
tybiotykiem ani tez czestotliwosci jego stosowania,
istniala bowiem przed wprowadzeniem penicyliny.
W badaniach wtasnych zanotowano niemalze 100%
opornos$¢ izolatéw E. coli na penicyling, co koreluje
z wynikami badan wlasnych przeprowadzonych w la-
tach 2001-2006 oraz wynikami innych autorow (23).
Odsetek opornych izolatow tego patogenu na pozostate
antybiotyki B-laktamowe byt rowniez wysoki i wyno-
sit, odpowiednio dla: ampicyliny 48,6%, amoksycyliny
38,5% 1 cefaleksyny 43,2%.

Najwazniejszym mechanizmem oporno$ci gronkow-
cOw na antybiotyki beta-laktamowe, obok wytwarzania
enzymu p-laktamazy, jest oporno$¢ uwarunkowana
syntezg zmienionego biatka PBP2 zwanego biatkiem
PBP2a lub PBP2”, o obnizonym powinowactwie do
tej grupy antybiotyk(')w. Biatko to przejmuje funkcje
innych biatek wiagzacych penicyling (PBP) zinakty-
wowanych przez antybiotyk. Synteza PBP2a uwarun-
kowana jest integracjag do chromosomu gronkowca
obcego fragmentu DNA zawierajagcego gen mecA.
Zmiana biatka PBP implikuje powstanie opornosci na
wszystkie antybiotyki B-laktamowe (penicyliny, cefa-
losporyny, karbapenemy, monobaktamy) (2, 12, 20).

Przeprowadzone badania bakteriologiczne mleka
w Finlandii w latach 1998-2005 wykazaly, ze zdecy-
dowanie zwickszyta si¢ liczba szczepow gronkowcow
opornych przynajmniej na 1 antybiotyk (z 27% do
50%) (16, 19). Ponadto w ostatnim czasie wzrosta ilo$¢
szczepow gronkowcoOw wytwarzajacych B-laktamazy
oraz szczepOw z genem mecA, niewrazliwych na
wszystkie grupy antybiotykow B-laktamowych.
Znaczgcg liczbe szczepdéw gronkowcoé6w opornych na
antybiotyki -laktamowe uzyskali rowniez inni auto-
rzy (6, 15, 18). Badania wtasne nie potwierdzity tych
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doniesien, odsetek izolatow gronkowcdw opornych na
dziatanie antybiotykow B-laktamowych byt bowiem
stosunkowo niewielki. Podobne wyniki uzyskali takze
inni autorzy (11, 17).

Z przeprowadzonych badan wynika, ze w przeciggu
5 lat badan stwierdzono niekiedy znaczace odchylenia
w odsetku izolatéw poszczegodlnych rodzajow bakterii
opornych na dany antybiotyk. Poréwnujac $rednie
opornosci izolatéw bakterii do wynikow uzyskanych
w poprzednim okresie (lata 2001-2006) (23), nie
stwierdzono jednak wyraznego wzrostu ilo$ci drob-
noustrojow opornych na badane antybiotyki, a w nie-
ktorych przypadkach nawet zwiekszenie odsetka
izolatéw wrazliwych. Podobne wyniki uzyskali takze
inni autorzy (5). Sugeruje to, ze antybiotyki sg coraz
bardziej roztropnie stosowane w leczeniu mastitis
u kréw. Wynika¢ to moze z wigkszej dostepnosci do
programéw edukacyjnych, mozliwosci wykonywania
badan bakteriologicznych, ale takze koniecznosci
dostosowania si¢ producentow mleka do surowych
przepisoéw regulujacych warunki pozyskiwania mleka
w gospodarstwach.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze staty monito-
ring wrazliwos$ci drobnoustrojéw na antybiotyki jest
jednym z najwazniejszych elementow programu zwal-
czania mastitis w stadach krow mlecznych. Z jednej
strony daje to mozliwo$¢ dysponowania aktualnymi
danymi dotyczacymi opornosci poszczegolnych ro-
dzajow drobnoustrojow na okreslone grupy antybio-
tykow. Wydaje si¢ to szczegdlnie przydatne w ostrych,
klinicznych przypadkach mastitis, kiedy konieczne jest
podanie do wymienia antybiotyku bez oznaczenia jego
lekowrazliwosci. Z drugiej strony — badania antybioty-
koopornosci stanowig podstawe do racjonalnego sto-
sowania antybiotykOdw u zwierzat 1 ograniczaja w ten
sposOb mozliwos$¢ przenoszenia opornych szczepodw
drobnoustrojow z zywnoscig zwierzecego pochodzenia

na czlowieka.
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