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WYKAZ SKROTOW

AAC (ang. Acetyltransferases) — acetylotransferazy

ANT (ang. Nucleotidyltransferases) - nukleotydylotransferazy

APH (ang. Phosphotransferases) — fosfotransferazy

ARGs (ang. Antimicrobial Resistance Genes) — geny opornosci na $rodki
przeciwdrobnoustrojowe

ATP (ang. Adenosine Triphosphate) - adenozynotrifosforan

BDCT (ang. Blanket Dry Cow Therapy) — catkowita terapia antybiotykowa w okresie
zasuszenia krowy

bMECs (ang. Bovine Mammary Epithelial Cell Line) — komoérki nabtonka gruczotowego
wymienia krowy

BOF (ang. APP — Acute Phase Protein) - biatko ostrej fazy

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) - Instytut Standardow Klinicznych i
Laboratoryjnych

DC (ang. Dry Cow) - antybiotykowa terapia w okresie zasuszenia krowy

ECM (ang. Extracellular Matrix) — zewnatrzkomorkowa macierz

EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) - Europejski
Komitet ds. Badania Wrazliwosci na Srodki Przeciwdrobnoustrojowe

GM-CSF (ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) - czynnik
stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagdéw

ICAM-1 (ang. Intercellular Adhesion Molecule 1) - czasteczka adhezji
miedzykomorkowej-1

IFN-y (ang. Interferon y) — interferon y

IL-1a, 1B, 6, 8, 12p — interleukina-1a, 1B, 6, 8, 123

ITIH4 (ang. inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 4) - ci¢zki fancuch 4 inhibitora
inter-alfa-trypsyny

LKS (ang. SCC, Somatic Cell Count) — liczba komoérek somatycznych

LPS (ang. Lipopolysaccharide) - lipopolisacharyd bakteryjny

MAA (ang. Milk Amyloid A) —amyloid A w mleku

Macl(Macrophage-1 antigen) - antygen makrofaga-1 = receptor dopetniacza-3
MALDI-TOF MS (ang. Matrix-assisted Laser Desorption/lonization Time-of-flight
Mass Spectrometry) — spektrometria masowa, desorpcja/jonizacja laserowa wspomagana

matryca



MEC (ang. Mammary Epithelial Cells) - komorki nabtonka gruczotu mlekowego
NADP (ang. Nicotinamide Adenine dinucleotide)- dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy
NK (ang. Natural Killer) — komorki ,,naturalni zabojcy”

PAMP (ang. Pathogen Associated Molecular Patterns) - wzorce molekularne zwigzane
z patogenami

PBP (ang. Penicillin Binding Proteins) - biatka wigzace penicyling

PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) - reakcja tancuchowa polimerazy

PMN (ang. Polymorphonuclear Neutrofils) - polimorfonuklearne neutrofile

PMR (ang. Partly Mixed Ration) — czesciowo mieszana dawka zywieniowa

ROF (ang. APR, Acute Phase Reaction) - reakcja ostrej fazy

ROS (ang. Reactive Oxygen Species) — reaktywne formy tlenu

SAA (ang. Serum Amyloid A) — surowiczy amyloid A

SDCT (ang. Selective Dry Cow Therapy) — selektywna terapia antybiotykowa w okresie
zasuszenia krowy

SUAM (ang. S.uberis Adhesion Molecule) — czasteczka adhezyjna S. uberis

TGF-a (ang. Transforming Growth Factor alpha ) - transformujacy czynnik wzrostu alfa
TLR2, TLR4 (ang. Toll-like Receptors) - receptory Toll-podobne

TMR (ang. Total Mixed Ration) - catkowicie mieszana dawka zywieniowa

TNF-a (ang. Tumor Necrosis Factor o) - czynnik martwicy nowotworow o


https://pl.wikipedia.org/wiki/J%C4%99zyk_angielski

STRESZCZENIE

Zapalenie gruczotu mlekowego (mastitis) jest jedng z najczesciej wystepujacych
chorob krow mlecznych, ktorej przebieg oraz nasilenie objawow klinicznych
determinowanych jest przez wiele czynnikéw zwigzanych z rodzajem i
chorobotworczoscia drobnoustroju, odpowiedzig immunologiczng organizmu krowy na
zakazenie, ale takze dziataniem czynnikow srodowiskowych. W przewazajacej ilosci
przypadkéw zakazenie wymienia wywotuja bakterie, wérod ktérych dominujgca rolg
obecnie odgrywa Streptococcus uberis.

Celem badan bylo opracowanie charakterystyki S. uberis jako czynnika
etiologicznego mastitis u kréw poprzez: oceng epizootyczng wystgpowania S. uberis w
stadach krow mlecznych znajdujacych si¢ w wojewodztwie kujawsko-pomorskim,
okreslenie zaleznosci odsetka wyizolowanych szczepow S. uberis, a sytuacja
zoohigieniczng w hodowli, ocen¢ natezenia odpowiedzi immunologicznej u krow
chorych na zapalenie wymienia wywotane przez S. uberis w oparciu o okreslenie
poziomu surowiczego amyloidu A i cytokin prozapalnych w mleku oraz surowicy krow,
ustalenie fenotypowych profili lekowrazliwosci S. uberis na antybiotyki najczeSciej
stosowane w leczeniu mastitis u krow oraz analiz¢ molekularnych determinantow
lekoopornosci szczepow S. uberis wywotujacych zapalenie wymienia u krow. Materiat
do badan stanowily 194 probki mleka oraz krwi pobrane od krow rasy holsztynsko-
fryzyjskiej (HF) w 28 gospodarstwach zlokalizowanych w wojewodztwie kujawsko-
pomorskim o tacznej obsadzie 1241 krow.

Wyniki badan wlasnych wskazuja, iz S. uberis nalezy do istotnych czynnikéw
etiologicznych zapalenia wymienia u krow mlecznych. Szczepy S. uberis stanowity
17,0% wszystkich szczepdw bakterii wyizolowanych z mleka krow chorych na zapalenie
wymienia. Ponadto wykazano potencjal zakazny tego $rodowiskowego patogenu.
Zdolnos¢ S. uberis do aktywacji uktadu immunologicznego wymienia zostata
potwierdzona poprzez znaczacy wzrost poziomu wszystkich badanych, $cisle ze soba
powigzanych czynnosciowo cytokin oraz amyloidu A w mleku krow chorych na mastitis
w porownaniu do mleka krow zdrowych. W badaniach wlasnych stwierdzono 9-krotny
wzrost stezenia MAA, 3,5-krotny dla IL-1p; 3,7-krotny dla IL-6; 2-krotny dla IL-8; 3,8-
krotny dla IL-12f3 oraz 4,2-krotny dla TNF-a w mleku krow chorych na zapalenie
wymienia wywotlane przez S. uberis w porownaniu do mleka krow zdrowych.

Ocena lekowrazliwo$ci szczepow S. uberis pozwolita wyodrebni¢ 21 réznych
profili. Najcze$ciej powtarzajacym si¢ wzorem byla jednoczesna oporno$¢ na
tetracykling, erytromycyng¢ i linkomycyne. Wielolekoopornos$¢ zostata stwierdzono u
33,3% szczepéw S. uberis. 20,0% szczepow S. uberis bylo wrazliwych lub
sredniowrazliwych na wszystkie antybiotyki. Najwicksza aktywnos¢ in vitro wykazaty
cefoperazon, cefquinom, cefaleksyna, penicylina oraz ceftiofur (odpowiednio: 100%,
100%, 93,3%, 90,0%, 86,7% wrazliwych/sredniowrazliwych szczepow S. uberis).

Badania molekularne potwierdzity obecnos¢ 36 genow determinujgcych opornosé
na roézne grupy antybiotykow. Wystgpowanie co najmniej jednego genu opornosci
stwierdzono u 66,7% szczepéw S.uberis. Najwiekszy odsetek stanowity geny tet
odpowiedzialne za oporno$¢ na tetracykliny: 12 genow tetL, 10 gendéw tetM oraz 3 geny
tetO. W dalszej kolejnosci stwierdzono obecno$¢ gendéw kodujacych opornos$¢ na:
makrolidy - 4 geny ermB, linkozamidy — 4 geny linB, antybiotyki -laktamowe — 2 geny
blaZ oraz aminoglikozydy — 1 gen aac(6')-le-aph(2")-la.

Potrzeba ograniczenia terapii opartej na stosowaniu antybiotykéw wiaze si¢ z
koniecznoscig podejmowania dziatan profilaktycznych. Badania wtasne wykazaty, ze



jednym z najbardziej efektywnych sposobow eliminacji zakazen S. uberis jest utrzymanie
czystosci krow, ale takze catego Srodowiska, w ktorym te zwierzeta przebywajg. Im
wyzszy poziom higieny skory wymienia tym mniejsza ekspozycja na zakazenie
drobnoustrojami srodowiskowymi. W badaniach wtasnych w stadach o wysokim stopniu
czystosci krow (I 1 II) czestotliwo$¢ izolacji szczepow S. uberis z mleka kréw chorych
na mastitis byta zdecydowanie nizsza w poréwnaniu do stad z I11 i IV stopniem czystoSci.

Wyniki badan wlasnych wykazaly natomiast, ze efekt stosowania pre- |
postdippingu w przypadku patogenow Srodowiskowych takich jak S. uberis moze nie by¢
zadawalajacy. Odsetek krow, od ktorych wyizolowano szczepy S. uberis byt wigkszy w
stadach, w ktorych stosowano preparaty postdippingowe lub fgcznie pre- i
postdippingowe w poréwnaniu do catkowitego braku przed i poudojowej dezynfekcji
strzykow wymion. To zjawisko prawdopodobnie moze by¢ spowodowane mozliwo$cig
przenoszenia patogendow srodowiskowych stale obecnych na skorze strzykéw i w kanale
strzykowym, szczego6lnie w przypadku zanurzania strzykéw wymion kolejnych krow w
tym samym pojemniku zawierajacym $rodek dezynfekcyjny.

Czynnosci prewencyjne skoncentrowane powinny by¢ nie tylko na procedurach
odpowiedniej higieny pozyskiwania mleka ale takze wprowadzaniu terapii DC i
stosowaniu szczepien skierowanych przeciw bakteriom powodujacym mastitis.
Aplikowanie wybranym krowom antybiotykow dtugodziatajacych w okresie zasuszenia,
czyli fizjologicznego wylaczenia krowy z produkcji mleka, pozwala ograniczy¢
stosowanie lekow przeciwdrobnoustrojowych w czasie laktacji oraz pozostaje bez
wplywu na dobrostan zwierzat i ekonomig¢ gospodarstwa. Ze stad, w ktorych
wprowadzono terapi¢ SDCT wyizolowano blisko 6-krotnie mniej szczepow S. uberis w
przeliczeniu na jedna krowe¢ w porownaniu do stad nie stosujacych tej formy terapii
mastitis. Badania wlasne potwierdzily takze skuteczno$¢ stosowania Szczepionek
skierowanych przeciw S. uberis. Odsetek szczepow S. uberis w przeliczeniu na 1 krowe
byl zdecydowanie nizszy w stadach szczepionych w poréwnaniu do stad nieszczepionych
(1/49,4 vs 1/33,3). Nalezy przy tym podkresli¢ szczegdlnie znaczacy pozytywny efekt
stosowania szczepionki celowanej przeciw S. uberis (Ubac).

Stowa kluczowe: krowy, zapalenie wymienia, Streptococcus uberis,
epidemiologia, immunologia, lekoopornos¢
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SUMMARY

Mastitis is one of the most common diseases in dairy cows, the course and severity
of clinical symptoms of which is determined by many factors related to the type and
pathogenicity of the microorganism, the cow's immune response to infection, but also
environmental factors. In the majority of cases, udder infections are caused by bacteria,
among which Streptococcus uberis currently plays a dominant role.

The aim of the study was to develop the characteristics of S.uberis as an etiological
factor of mastitis in cows by: assessing the epizootic occurrence of S. uberis in dairy herds
located in the Kujawsko-Pomorskie Province, determining the relationship between the
percentage of isolated S. uberis strains and the zoohygienic situation in breeding,
assessing the intensity of the immune response in cows with mastitis caused by S. uberis
based on the determination of serum amyloid A and pro-inflammatory cytokine levels in
milk and serum of cows, establishing phenotypic drug sensitivity profiles of S. uberis to
antibiotics most commonly used in the treatment of mastitis in cows, and analysis of
molecular determinants of drug resistance in S. uberis strains causing mastitis in cows.
The research material consisted of 194 milk and blood samples collected from Holstein-
Friesian (HF) cows on 28 farms located in the Kujawsko-Pomorskie Province with a total
herd size of 1,241 cows.

The results of our own research indicate that S. uberis is one of the major causative
agents of mastitis in dairy cows. S. uberis strains accounted for 17.0% of all bacterial
strains isolated from the milk of cows with mastitis. In addition, the infectious potential
of this environmental pathogen has been demonstrated. The ability of S. uberis to activate
the immune system of the udder has been confirmed by a significant increase in the levels
of all tested, functionally closely related cytokines and amyloid A in the milk of cows
with mastitis compared to the milk of healthy cows. In our own studies, we found a 9-
fold increase in MAA concentration, a 3.5-fold increase in IL-1p, a 3.7-fold increase in
IL-6, a 2-fold increase in 1L-8, a 3.8-fold increase in IL-12f, and a 4.2-fold increase in
TNF-a in the milk of cows with S. uberis-induced mastitis compared to healthy cows.

The assessment of drug sensitivity of S. uberis strains allowed for the
identification of 21 different profiles. The most common pattern was simultaneous
resistance to tetracycline, erythromycin and lincomycin. Multidrug resistance was found
in 33.3% of S. uberis strains. 20.0% of S. uberis strains were sensitive or moderately
sensitive to all antibiotics. Cefoperazone, cefquinome, cephalexin, penicillin and ceftiofur
showed the highest in vitro activity (100%, 100%, 93.3%, 90.0% and 86.7% of
susceptible/moderately susceptible S. uberis strains, respectively).

Molecular studies confirmed the presence of 36 genes determining resistance to
various groups of antibiotics. The presence of at least one resistance gene was found in
66.7% of S. uberis strains. The highest percentage was accounted for by tet genes
responsible for resistance to tetracyclines: 12 tetL genes, 10 tetM genes and 3 tetO genes.
Furthermore, the presence of genes encoding resistance to macrolides (4 ermB genes),
lincosamides (4 1inB genes), p-lactam antibiotics (2 blaZ genes) and aminoglycosides (1
aac(6')-le-aph(2")-la gene) was confirmed.

The need to limit antibiotic-based therapy necessitates preventive measures. Our
own research has shown that one of the most effective ways to eliminate S. uberis
infections is to maintain the cleanliness of cows, but also of the entire environment in
which these animals live. The higher the level of udder skin hygiene, the lower the
exposure to environmental microbial infection. In our own research, in herds with a high
level of cow cleanliness (I and 1), the frequency of isolation of S. uberis strains from the
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milk of cows with mastitis was significantly lower compared to herds with a cleanliness
level of 111 and IV.

However, our own research results have shown that the effect of pre- and post-
dipping in the case of environmental pathogens such as S. uberis may not be satisfactory.
The percentage of cows from which S. uberis strains were isolated was higher in herds
where post-dipping preparations or a combination of pre- and post-dipping preparations
were used compared to herds where there was no pre- or post-milking teat disinfection.
This phenomenon is likely to be caused by the possibility of transmission of
environmental pathogens constantly present on the skin of the teats and in the teat canal,
especially when the teats of successive cows are dipped in the same container containing
the disinfectant.

Preventive measures should focus not only on proper milk collection hygiene
procedures, but also on the introduction of DC therapy and the use of vaccinations against
bacteria that cause mastitis. The application of long-acting antibiotics to selected cows
during the dry period, i.e. the physiological exclusion of cows from milk production,
reduces the use of antimicrobial drugs during lactation and has no impact on animal
welfare or farm economics. In herds where SDCT therapy was introduced, nearly 6 times
fewer S. uberis strains were isolated per cow compared to herds not using this form of
mastitis therapy. Our own research has also confirmed the effectiveness of vaccines
targeting S. uberis. The percentage of S. uberis strains per cow was significantly lower in
vaccinated herds compared to unvaccinated herds (1/49.4 vs 1/33.3). The particularly
significant positive effect of the use of a vaccine targeting S. uberis (Ubac) should be
emphasised.

Key words: cows, mastitis, Streptococcus uberis, epidemiology, immunology,
drug resistance
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1. WSTEP

Produkcja mleka przynosi wiele korzysci dostarczajac produkty zawierajace
cenne sktadniki, w tym pelnowarto§ciowe biatko, co jest niezmiernie istotne ze wzgledu
na rosngce zapotrzebowanie stale zwickszajacej sie populacji ludzi (zgodnie z
prognozami ONZ w 2025 roku wzrosnie do 9,6 mld). Poza niepodwazalnymi korzys$ciami
pozyskiwanie mleka od kréw przynosi takze zagrozenia dla cztowieka m.in. Stwarza
mozliwo$¢ transmisji chorobotwodrczych drobnoustrojow (Davoodi i wsp., 2016; Galal
Abdel Hameed i wsp., 2006; Shaheen i wsp., 2016).

Zapalenie gruczolu mlekowego (mastitis) jest jedng z najczgsciej wystepujacych
chorob krow mlecznych (Cobirka i wsp., 2020; Martin i wsp., 2018; Morales-Ubaldo i
wsp., 2023; Tomazi i wsp., 2019; Tommasoni i wsp., 2023). Wlasciciele zwierzat
ponosza ogromne straty finansowe z powodu spadku wydajnosci mlecznej, wysokich
kosztow diagnostyki i terapii zakazenia wymienia, a w niektorych przypadkach takze
koniecznos$ci eliminacji chorych kréw ze stada (Cobirka i wsp., 2020; Halasa i wsp.,
2007; Harjanti i Sambodho, 2020; Hogeveen i wsp., 2011; Kibebew, 2017; Tommasoni i
wsp., 2023). Zta jakos¢ mleka pozyskiwanego od chorych krow sprawia, ze staje si¢
nieprzydatne zaréwno do bezposredniego spozycia przez ludzi jak i do przetworstwa,
poniewaz zaburza procesy technologiczne (Morales-Ubaldo i wsp., 2023; Puerto i wsp.,
2021; Seegers i wsp., 2003). Drugim niezmiernie waznym aspektem jest dobrostan krow
(Leslie i Petersson-Wolfe, 2012). Zaréwno wilasciciele zwierzat jak i lekarze weterynarii
uznajg cigzka postac zapalenia wymienia za jedng z najbolesniejszych choréb (Medrano-
Galarza i wsp., 2012; Siivonen i wsp., 2011). Mig¢dzynarodowe Stowarzyszenie ds.
Badania Boélu okresla bdl jako "nieprzyjemne do$wiadczenie zmystowe 1 emocjonalne
zwigzane z rzeczywistym lub potencjalnym uszkodzeniem tkanki" (https://www.iasp-
pain.org/resources/terminology/). Nalezy podkresli¢, iz szlaki nerwowe odczuwania bolu
u ludzi i zwierzat wykazuja znaczne podobienstwo. Jednakze ze wzgledu na brak
mozliwosci zakomunikowania przez zwierze dyskomfortu, 0Szacowanie poziomu
natezenia cierpienia jest mozliwe jedynie na podstawie oceny zmian behawioralnych,
takich jak apatia, brak apetytu, zmiana postawy ciata, ptytki i szybki oddech,
przyspieszone tetno, spadek produkcji mleka oraz okreslenia poziomu markeréw reakcji
na stres (np. kortyzolu we krwi) (Medrano-Galarza i wsp., 2012; Siivonen i wsp., 2011).
Codzienna obserwacja zwierzat przez doswiadczonych hodowcow potwierdza, ze

zapalenie wymienia jest chorobg wywotujaca bol o bardzo silnym nate¢zeniu. Proba
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zachowania dobrostanu krow wigze si¢ zatem z konieczno$cig przeciwdzialania
zakazeniu wymienia w celu zminimalizowania liczby przypadkéw mastitis w stadzie

(Leslie i Petersson-Wolfe, 2012).

1.1. Etiologia i patogeneza zapalenia wymienia u krow

Mastitis jest chorobg zlozong, ktorej przebieg oraz nasilenie objawow
klinicznych determinowanych jest przez wiele czynnikéw zwigzanych z rodzajem i
chorobotworczoscia drobnoustroju, odpowiedzig immunologiczng organizmu krowy na
zakazenie, ale takze dziataniem czynnikow s$rodowiskowych (Zigo i wsp., 2021;
Tommasoni i wsp., 2023). Moze przebiega¢ w formie klinicznej lub podklinicznej
(Cobirka i wsp., 2020). Kliniczna posta¢ mastitis w zaleznosci od wystepujacych
objawow przybiera charakter tagodny (obserwuje si¢ jedynie zmiany makroskopowe w
mleku), umiarkowany (stwierdzane sg dodatkowo objawy w obrebie wymienia W postaci
zaczerwienienia, obrzeku i bolesnosci) lub cigzki (dotaczaja objawy ogdlnoustrojowe)
(Gruet i wsp., 2001; Tommasoni i wsp., 2023). Waznym narz¢dziem diagnostycznym
zapalenia wymienia jest liczba komorek somatycznych (LKS). Warto$¢ 200 000 komorek
somatycznych w 1 ml mleka przyjeto za prog dzielacy chory 1 zdrowy gruczot mlekowy
u krowy (Schukken i wsp., 2003). Podkliniczng forme zapalenia ze wzgledu na brak
zmian makroskopowych w mleku oraz widocznych objawéw klinicznych rozpoznaje si¢
na podstawie LKS o warto$ci przekraczajagcej 200 000/ml mleka oraz izolacji
drobnoustrojow w badaniu bakteriologicznym mleka (Cheng i Han, 2020; Gruet i wsp.,
2001; Huijps i wsp., 2008; Malinowski i wsp., 2011; Ruegg, 2012; Tommasoni i wsp.,
2023).

Czynnikami etiologicznymi mastitis moga by¢ bakterie, wirusy, grzyby a nawet
algi, tacznie ponad 150 gatunkow drobnoustrojow (Abdi i wsp,. 2021; De Visscher i wsp.,
2016; Lassa i wsp., 2013; Shaheen i wsp., 2016; Tommasoni i wsp., 2023). Nalezy jednak
zaznaczyC, ze w przewazajacej ilosci przypadkow zakazenie wymienia wywotuja
bakterie (ponad 90%) wsrdd ktorych dominujacg rolg obecnie odgrywaja paciorkowce
(Kabelitz i wsp. 2021; Keefe, 2012; Kromker i wsp., 2014).

1.2. Charakterystyka drobnoustrojow 7 rodzaju Streptococcus spp.

Streptococcus spp. to wykazujaca ogromne zrdéznicowanie grupa Gram-

dodatnich, katalazo-ujemnych bakterii, ktorych komorki w preparacie mikroskopowym
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majg kulisty ksztatt (0,5-1 pm $rednicy) i zwykle tworzg pary lub tancuchy (Fortin i wsp.,
2003; Odierno i wsp., 2006; Patterson, 1996). Naleza do mikroorganizméw fakultatywnie
beztlenowych charakteryzujacych si¢ duzymi wymaganiami wzrostowymi. Do hodowli
Streptococcus spp. wykorzystywane sg wzbogacone podioza zawierajace m.in. wyciag
sercowo-mozgowy z dodatkiem krwi lub surowicy. Wzrost tych bakterii na podiozu
statym widoczny jest po 24 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C w postaci bardzo
drobnych szaro-niebieskich przejrzystych okragtych kolonii, za$ na podtozu ptynnym w
postaci zmetnienia (Szewczyk 1 wsp., 2020).

Systematyka rodzaju Streptococcus spp. byta wielokrotnie modyfikowana.
Obecnie funkcjonuja rozne formy kategoryzacji tej grupy drobnoustrojow. Jedna z nich
uwzglednia obecno$¢ na powierzchni wielocukru okreslonego mianem antygenu
Lancefield (Lancefield, 1933) zbudowanego z ramnozy, N-acetyloglukozaminy i
galaktozy (Obszanska i wsp., 2014). Najwazniejsza role w wywotywaniu chordb ludzi i
zwierzat odgrywaja paciorkowce nalezace wg klasyfikacji Lancefielda do grupy A (GAS,
gtownie Streptococcus pyogenes (S. pyogenes)), grupy B (GBS, gtownie Streptococcus
agalactiae (S.agalactiae)) oraz grup C i G (GCS/GGS). Grupy CGS/GGS obejmuja
gatunki rozpoznawane gtéwnie jako patogeny u zwierzat, ale w coraz wigkszym stopniu
staja si¢ niebezpieczne dla ludzi (Facklam, 2002). Klasyfikacja taksonomiczna grup C i
G jest skomplikowana i niejednoznaczna ze wzgledu na znaczng réznorodno$é
fenotypowa i genotypowa paciorkowcoéw. Analiza porownawcza 16sSRNA umozliwita
podziat GCS/GGS na dwie grupy filogenetyczne: ,,pyogenic” i ,,anginosus” (,,milleri’’)
(Kohler, 2007). Do patogenow grupy ropotworczej (pyogenic) nalezg: 1) Streptococcus
dysgalactiae (S. dysgalactiae) subsp. dysgalactiae - wywotuje mastitis u krow; 2) S.
dysgalactiae subsp. equsimilis - najczgsciej izolowany gatunek GCS od ludzi,
wywotujacy zapalenie weztéw chlonnych, gardta, ptuc, kiebuszkowe zapalenie nerek,
zapalenie stawow oraz zespot paciorkowcowego wstrzgsu toksycznego (STSS -
Streptococcal Toxic Shock Syndrome) i posocznice; 3) Streptococcus equi (S. equi)
subsp. equi - kolonizuje blony §luzowe gornych drég oddechowych koni i wywotuje
zolzy; 4) S. equi subsp. zooepidemicus - oportunistyczny komensal bton sluzowych u
zwierzat, chorobotworczy takze wobec czlowieka; 5) Streptococcus canis (S. canis) -
izolowany od psow, lisow, kotow | zwierzat gospodarskich, ale takze szczurow i myszy,
czynnik etiologiczny zakazen uktadu moczowego, gruczotu mlekowego, skory; u ludzi
zakazenia S.canis sg rzadko spotykane, ale majg ciezki przebieg i mogg prowadzi¢ do

posocznicy; 6) Streptococcus uberis (S. uberis) - wywotuje mastitis u krow;
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7) Streptococcus phocae (S. phocae) - wywotuje zakazenia u ryb i morskich ssakow
(Obszanska i wsp., 2014). Paciorkowce GCS/GGS stanowig czg¢$¢ naturalnej mikrobioty
skory, gornych drog oddechowych, przewodu pokarmowego, czy uktadu moczowo-
plciowego zarowno u ludzi jak i u zwierzat. Natomiast w sprzyjajacych dla siebie
warunkach m.in. przy obnizonej odpornosci organizmu gospodarza sa zdolne do
wywotywania chorob (Obszanska i wsp., 2014). Drugim niezwykle waznym kryterium
klasyfikacji Streptococcus spp. jest zdolno$¢ tych patogenow do wywolywania hemolizy:

B (catkowitej), a (czgsciowej) lub y (brak widocznej hemolizy) (Obszanska i wsp., 2014).

1.3. Streptococcus spp. jako czynniki etiologiczne mastitis u krow

Z danych dostepnych w literaturze oraz badan wlasnych wynika, ze sposrod
bakterii z rodzaju Streptococcus spp. najczesciej izolowanymi gatunkami z mleka krow
chorych na mastitis sa: S. agalactiae, S. dysgalactiae oraz S. uberis (Kabelitz i wsp., 2021;
Keefe, 2012; Kromker i wsp., 2014; Ruegg, 2012). S. agalactiae oraz S. dysgalactiae
nalezg do grupy zakaznych patogenéw wymienia ze wzglgdu na ich wybitne zdolnosci
adaptacji w jego wnetrzu, natomiast w srodowisku przezywaja tylko krotki okres czasu
(Kabelitz i wsp., 2021; Torres i wsp., 2023). Transmisja zakazenia odbywa si¢ najczesciej
poprzez kubki udojowe. Mastitis powodowane przez S. agalactiae oraz S. dysgalactiae
moze wystepowac u duzego odsetka krow szczegdlnie w stadach prowadzonych bez
odpowiednich procedur dotyczacych higieny pozyskiwania mleka (Carvalho-Castro i
wsp., 2017; Ruegg, 2012). W grupie tych patogenow zdecydowanie bardziej
niebezpieczny dla wymienia krowy jest S. agalactiae, ktory wnika w nablonek
pecherzykow mlekowych powodujac ich obrzek, a nastepnie stopniowe zamykanie
przewodoéw odprowadzajacych mleko do zatoki mlekowej. Ze wzgledu na utrudniong
dostepno$¢ tych miejsc dla antybiotykéw dochodzi do zwldknienia i nieodwracalne;j
atrofii tkanki gruczotowej zaatakowanej ¢wiartki wymienia, a zakazenie przechodzi w
forme¢ przewlekta (Bianchi i wsp., 2019; Carlton i McGavin, 1995; Keefe, 2012;
Wataradee i wsp., 2024). Mastitis wywolanemu przez S. agalactiae czgsto towarzysza
zmiany w obrebie gruczolu mlekowego (obrzgk, bolesnos¢ i zaczerwienienie), ale takze
objawy ogodlnoustrojowe (goraczka, brak apetytu, apatia). Z kolei przypadki mastitis
wywotane przez S. dysgalactiae przebiegaja raczej w tagodnej formie. Drobnoustrdj ten
opisywany byt jako jeden z najczesciej wystepujacych czynnikow etiologicznych mastitis
w Szwecji, Norwegii, Kanadzie i Holandii (Olde Riekerink i wsp., 2008; @steras i wsp.,

2006; Persson i wsp., 2011; Whist i wsp., 2007). Natomiast w innych rejonach $wiata,
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takich jak Anglia i Walia, Niemcy i Urugwaj, patogen ten stanowit niewielki odsetek
czynnikow etiologicznych mastitis u krow (Bradley i wsp., 2007; Tenhagen i wsp., 2009).

Postgp w zwalczaniu mastitis bydta uzyskany w konsekwencji wdrozenia
najpierw 5-punktowego, a nastepnie 10-punktowego planu zapobiegania mastitis
(https://www.nmconline.org/wp-content/uploads /2016/08/ RECOMMENDED-
MASTITIS-CONTROL-PROGRAM:-International.pdf) doprowadzit do spadku odsetka
zapalenh wymion wywolywanych przez patogeny zakazne za§ wzrostu liczby chorob
wywotywanych przez bakterie srodowiskowe (Hillerton i Booth, 2018; Leigh, 1999). W
zwigzku z tym znaczenie S. uberis jako czynnika etiologicznego mastitis u krow obecnie
znacznie wzrosto (Abd El-aziz i wsp., 2021; Bochniarz i wsp., 2020; Kabelitz i wsp.,
2021; Leigh, 1999; Ruegg, 2012; Tomazi i wsp., 2019; Tommasoni i wsp., 2023). S.
uberis jest powszechnie wystepujacym w srodowisku patogenem, ktéry powoduje
zapalenie wymienia gtdéwnie w dobrze zarzadzanych stadach z wysokim poziomem
przestrzegania procedur higieny pozyskiwania mleka zarowno w oborach
wolnostanowiskowych jak i uwigzowych (Kromker i wsp., 2014). Drobnoustrdj ten
podobnie jak inne patogeny S$rodowiskowe tatwo rozprzestrzenia si¢ i kolonizuje
srodowisko i zwierzgta (Kromker i wsp., 2014; Rato i wsp., 2008). Badania potwierdzity
jego obecnos¢ w jamie ustnej, migdatkach, drogach oddechowych, zwaczu, kanale
strzykowym wymion kréw, odbycie, kale i na skorze. W sprzyjajacych warunkach S.
uberis wnika przez kanal strzykowy do zatoki mlekowej, wywotuje zakazenie a
transmisja tych bakterii z wymienia zakazonego do zdrowego moze odbywac si¢ takze
poprzez sprzet udojowy (Rato i wsp., 2008). Nalezy podkresli¢, iz S. uberis jest
oportunistycznym patogenem przystosowanym do trudnych i zmiennych warunkow
srodowiskowych (Ward et al., 2009). Doswiadczenia in vitro wykazaty, ze moze
przezywac nawet w warunkach chtodniczych (Haenni et al., 2010; Sherwin i wsp., 2022).
Rezerwuarem tego patogenu mogg by¢ rozne zrodta: obornik, Sciotka, gleba, woda, pasza
przeznaczona dla zwierzat a wysoka liczba bakterii w Srodowisku podnosi wskaznik
zakazenia (Zadoks, 2007). Szczepy S. uberis zostaly wykryte w 51,6% probek skory krow
mlecznych i w 85,8% probek srodowiskowych (Kromker i wsp., 2014). Z kolei Zadoks i
wsp. (2007) stwierdzili jego obecnos¢ w 63,0% probek srodowiskowych (tj. gleba i
Scidtka), w 23,0% probek katu i 4,0% probek mleka. Istnieje ponadto hipoteza, ze
potencjalnym rezerwuarem S. uberis moga by¢ rowniez muchy (Kromker i wsp., 2014).

Istnieje potencjalne ryzyko, ze stabilno$¢ tego patogenu w réznych warunkach

srodowiskowych oraz ekspresja czynnikow wirulencji moze w przysztosci przyczynic si¢
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do rozszerzenia zakresu jego patogenno$ci dla innych gatunkéw zwierzat oraz ludzi,
analogicznie jak w przypadku S. agalactiae (Zadoks i wsp., 2011). Obecnie S. uberis
odpowiedzialny jest za wysoki odsetek mastitis u krow mlecznych, natomiast tylko w
niewielkim stopniu zwigzany jest z zakazeniami ludzi (Zadoks i wsp., 2007). Niemnigj
jednak w pordwnaniu z innymi gatunkami zachowuje si¢ najbardziej nieprzewidywalnie.
Wedtug Hillertona i Berry'ego (2003) paciorkowce srodowiskowe sg odpowiedzialne za
ok. 30,0% przypadkéw klinicznego mastitis, przy czym decydujgca role odgrywa S.
uberis, ktory powoduje znaczny odsetek zakazen wymienia u krow zarowno w laktacji

jak i w okresie zasuszenia.

1.4 Czynniki wirulencji Streptococcus uberis

Czynniki odpowiadajace za chorobotworczo$¢ S. uberis nie do konca zostaty
poznane i moga by¢ zmienne w zaleznosci od szczepu. Nalezy podkresli¢, iz pierwszym
etapem zakazenia jest kontakt bakterii z komorkami gospodarza. Adhezja jest procesem
dwuetapowym, w ktorym w poczatkowej fazie zaangazowane sg czynniki nieswoiste,
zwigzane z wilasciwosciami fizykochemicznymi bakterii (potencjat elektrostatyczny i
wlasciwosci hydrofobowe) (Szczypa 2012). Kluczowa role w procesie przylegania
odgrywaja jednak przede wszystkim interakcje specyficzne, w ktdrych posrednicza
obecne na powierzchni bakterii biatka (adhezyny) warunkujace wysoka swoisto$é
mechanizmow. Adhezyny wiazg si¢ specyficznie z receptorami znajdujgcymi si¢ na
powierzchni komorek organizmu gospodarza bezposrednio albo za posrednictwem
glikoprotein (fibronektyna, laminina, witronektyna) wchodzacych w sktad macierzy
miedzykomorkowej (ECM, ang. extracellular matrix) (Dego i wsp., 2018; Fessia i wsp.,
2019; Harris i wsp., 2003; Khan i wsp., 2003; Mora i wsp., 2005). Wysoka czestosé
wystepowania S. uberis w niektorych stadach bydta mlecznego moze wynika¢ z jego
zdolnosci przylegania do komoérek gospodarza dzieki posiadaniu czgsteczki adhezyjnej
SUAM (S.uberis Adhesion Molecule) (Kromker i wsp., 2014). Bardzo wazng role
odgrywaja takze enzymy wytwarzane przez S. uberis (Hensler i wsp., 2008). Aktywnos¢
streptokinazy pozwala paciorkowcom na rozprzestrzenianie si¢ w organizmie
gospodarza. Przeksztalca ona bowiem plazminogen w plazming, aktywny enzym
proteolityczny, ktory rozktada m.in. widkna fibrynowe oraz inne biatka macierzy
pozakomorkowej (Obszanska i wsp., 2014). Z kolei syntetyzowana przez S. uberis
hialuronidaza jest zdolna do zapobiegania proliferacji komorek nabtonka gruczotowego

wymienia (Matthews i wsp., 1994). Kolejnym bardzo waznym elementem wirulencji
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CGS/GGS jest peptydaza C5a. Enzym ten odgrywa istotng role jako czynnik
umozliwiajacy zatrzymanie kaskady reakcji prowadzacych do rozwoju stanu zapalnego.
Peptydaza C5a jest proteaza serynowa, zakotwiczong W $cianie komorkowej bakterii
(Obszanska 1 wsp., 2014). O potencjale adaptacyjnym w organizmie gospodarza
$wiadczy takze zdolnos$¢ S. uberis do wigzania laktoferyny w celu pozyskania zelaza
niezbednego do jego wzrostu (Igomah i wsp., 2022) oraz mozliwo$¢ wytwarzania otoczki
hialuronowej, ktora zabezpiecza komorki bakteryjne przed fagocytoza poprzez obnizenie
zdolnos$ci wigzania czynnika opsonizujagcego C3 dopetlniacza (Blank i wsp., 2008).
Matthews i wsp. (1994) wykazali obecno$¢ otoczki u 44,0% szczepéw S. uberis
wyizolowanych z mleka krow. Bardzo waznym czynnikiem wirulencji jest takze
zdolno$¢ drobnoustrojow do wytwarzania hemolizyny (Nizet, 2002). Niestety istnieja
duze rozbieznosci w zakwalifikowaniu S. uberis na podstawie tego kryterium. Obszanska
I wsp. (2014) klasyfikuje szczepy S. uberis do grupy p-hemolizujacych gatunkow
paciorkowcow podczas gdy dostepnych jest wiele wynikow badan w ktorych wykazano,
ze szczepy S. uberis wyizolowane z mleka kréw chorych na mastitis wywotuja hemolizg

typu a lub y (Kromker i wsp., 2014).

1.5. Przebieg procesu zakazenia wymienia wywolanego przez
drobnoustroje chorobotworcze

S. uberis moze wywolywac podkliniczng forme mastitis, ale takze zapalenie
kliniczne przebiegajace z silnie wyrazonymi objawami (Abd El-aziz i wsp., 2021;
Bochniarz i wsp., 2020; Cobirka i wsp., 2020; Malinowski i Gajewski, 2009; Tommasoni
i wsp., 2023). Pojawienie si¢ drobnoustrojow w wymieniu mobilizuje uktad
odpornosciowy i wyzwala mediatory reakcji zapalnej, ktorych zadaniem jest rozpoznanie
patogenu, proba jego zniszczenia i usunigcia wraz z mlekiem w trakcie doju, a takze
przywrocenie prawidtowej funkcji tkanek objetych procesem zapalnym (Alnakip i wsp.,
2014). Zdecydowanie najwazniejsza role we wczesnym stadium zakazenia gruczotu
mlekowego odgrywaja leukocyty, zaréwno ich populacja wytwarzana lokalnie w
wymieniu jak i naptywajgca wraz z krwig do ogniska zapalnego, zwigkszajgc tym samym
liczbe komorek somatycznych (Kehrli i Shuster, 1994; Paape i wsp., 2000; Shuster i wsp.,
1993). Mleko w zdrowym wymieniu zawiera < 200 000 komorek somatycznych w 1 mL
mleka, wsrod ktorych najwigkszy odsetek stanowig komorki nabtonkowe (15-75%) oraz
makrofagi (35-80%) zas w dalszej kolejnosci neutrofile (3-25%) oraz limfocyty (0-25%)
(Bradley i Green, 2005; Schukken i wsp., 2003). W przebiegu zakazenia wymienia
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nastepuje wzrost LKS w mleku przede wszystkim z powodu naptywu leukocytow z krwi
obwodowej. Zdolno$¢ tych komdrek do migracji z naczyn krwionos$nych i ich aktywno$é
w miejscu zakazenia decydujg o nasileniu odpowiedzi immunologicznej organizmu
krowy a tym samym o przebiegu procesu zapalnego i czasie jego trwania. Dominujgca
rolg w mleku kréw chorych na mastitis petnia neutrofile, wraz z ktéorymi do miejsca
zakazenia naptywa zwigkszona liczba makrofagow, a w dalszej kolejnosci takze
limfocytow (Alnakip i wsp., 2014; Rainard i Riollet, 2006). Przemieszczanie si¢ komorek
z krwi do wymienia uzaleznione jest od wielu czynnikow m.in. obecnosci w tkankach
mediatorow  zapalenia: cytokin, wsréd ktorych najwazniejszym  czynnikiem
chemotaktycznym jest IL-8 oraz sktadnikow dopeiniacza (gtdéwnie sktadowa C5a)
(Baggiolini i Clark-Lewis, 1992; Shuster i wsp., 2017; Watanabe i wsp., 2008).
Naptywajace oraz miejscowo produkowane neutrofile i makrofagi stanowia pierwszg
najwazniejszg lini¢ obrony gruczotu mlekowego przed patogenami, dlatego tez w miejscu
zakazenia pojawia si¢ ogromna ich ilo$¢, mogg wowczas stanowi¢ nawet 100% ogdlnej
liczby komorek somatycznych. Neutrofile przenikaja przez nabtonek gruczotu
mlekowego w procesie diapedezy nie powodujac mechanicznego uszkodzenia jego
komorek, jedynie w przypadku bardzo intensywnej migracji moze dochodzi¢ do jego
degradacji (Akers i Nickerson, 2011). Zadaniem komorek uktadu odpornosciowego jest
fagocytoza bakterii oraz pozostatosci po ulegajacych uszkodzeniu komorkach, rowniez
bakteryjnych (Rainard i Riollet, 2006). Jesli komorki te skutecznie wyeliminujg czynniki
zakazne naptyw neutrofilow ustaje, a LKS w mleku powraca do wartosci fizjologicznych.
Jesli drobnoustroje przezyjg pierwszg faze obrony komorkowej wowczas proces zapalny
rozwija si¢, a neutrofile przemieszczaja si¢ w stron¢ $wiatla pecherzykow gruczotu
mlekowego. Prowadzi to do uszkodzenia komorek wydzielniczych i zmniejszenia
produkcji mleka (Bianchi i wsp., 2019; Akers i Nickerson, 2011; Paape i wsp., 2000).
Patogeny obecne w wymieniu wykorzystujg doskonate warunki do intensywnego
namnazania dzigki sktadnikom odzywczym pobieranym z mleka oraz odpowiedniej dla
ich wzrostu temperaturze. Toksyny i enzymy bakteryjne oraz sktadniki ich Sciany
komorkowej stymulujg w sposob bezposredni produkcje licznych mediatorow zapalenia
przez komorki odpornosciowe, a tym samym przyczyniaja si¢ do zintensyfikowania
reakcji zapalnej. Najwazniejsza role w grupie mediatorow zapalenia odgrywaja cytokiny,
ale takze prostaglandyny, leukotrieny, serotonina, histamina oraz sktadniki dopetniacza.

Te bioaktywne zwiazki wykazuja rézne profile dziatania, w pierwszej fazie zakazenia
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gtownie lokalnie w zakazonych tkankach wymienia (Ali i wsp., 2023; Alluwaimi i Cullor,
2002; Alnakip i wsp., 2014; Bannerman, 2009; Kehrli i Harp, 2001; Rainard i wsp., 2022).

1.6. Udzial cytokin w procesie zapalenia wymienia u krow

Cytokiny to rozpuszczalne w wodzie peptydy regulacyjne wytwarzane podczas
procesu zapalnego, ktore w zdecydowanej wiekszo$ci pelnig wiecej niz jedng funkcje, w
zwigzku z tym czesto konieczne jest ich wzajemne wspoétdziatanie w celu uzyskania
oczekiwanego korzystnego efektu (Alluwaimi i Cullor, 2002; Rainard i Riollet, 2006;
Vitenberga-Verza i wsp., 2022). Niektore z nich, takie jak: czynnik martwicy
nowotworow a (TNF-«, ang. tumor necrosis factor o), interferon y (IFN-y, ang. Interferon
y), interleukina-6 (IL-6), interleukina-8 (IL-8) i interleukina-12 (IL-12) w zdrowym
wymieniu wystepuja fizjologicznie i w przypadku zakazenia natychmiast zostaja
wlaczone do szlaku odpowiedzi immunologicznej, w ktorym petnig okreslong funkcje
(Rainard i Riollet, 2006). Cytokiny stanowig najwazniejszy filar reakcji immunologicznej
poczawszy od poczatkowej fazy zakazenia, az do stadium zdrowienia, zaréwno
miejscowo w wymieniu jak i ogélnostrojow0. Zapewniaja one odpowiedniag komunikacje
pomigdzy sktadnikami odporno$ci komorkowe;j, faczac w ten sposob elementy wrodzonej
i nabytej odpornosci wymienia (Alluwaimi i Cullor, 2002; Alnakip i wsp., 2014;
Vitenberga-Verza i wsp., 2022).

Cytokiny i chemokiny odgrywaja zasadniczg role juz w procesie inicjowania
odpowiedzi prozapalnej, ktora bezwarunkowo potaczona jest ze zmianami ilo§ciowymi i
jakosciowymi réznych sktadnikow uktadu immunologicznego (Rainard i Riollet, 2006;
Rambeaud i wsp., 2003). Cytokiny prozapalne: 1L-1p, IL-6, IL-8 i TNF-a sg gtéwnymi
stymulatorami reakcji zapalnej najpierw na poziomie lokalnym w wymieniu (Harada i
wsp. 1994; Alnakip i wsp., 2014). Wywotuja wzmozong migracj¢ neutrofili z krazenia
obwodowego do wymienia poprzez indukcje ekspresji czasteczek adhezji srodbtonka
naczyniowego (glownie dla selektyn E i P), dzigki zdolnosci wspodtdziatania z
transformujacym czynnikiem wzrostu alfa (TGF-a, ang. transforming growth factor
alpha), czynnikiem stymulujacym tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow (GM-
CSF — ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) i kilkoma czynnikami
chemotaktycznymi m.in. sktadowa dopelniacza C3a i1 CS5a, leukotrienem B4,
prostaglandyna F2a, rodnikami tlenowymi i bialkami ostrej fazy (Harada i wsp., 1994;
Rainard i Riollet, 2006; Rainard i wsp., 2022). W konsekwencji nastepuje zwigkszona

ekspresja czasteczki adhezji neutrofili Macl (Macrophage-1 antigen, znanej roéwniez

21



jako CD11b/CD18), co umozliwia neutrofilom S$ciste wigzanie si¢ ze $rodbtonkiem
naczyn krwiono$nych przy wspotudziale stale obecnej w niskich stezeniach w blonach
komorek tego s$rodblonka oraz w blonach leukocytow, czasteczki adhezji
mi¢dzykomorkowej ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1, znanej takze jako
CD54) (Rainard i wsp., 2022). ICAM-1 indukowany jest przez IL-1 i TNF-a i w
przebiegu zakazenia wystepuje zwigkszona jego ekspresja w $rodbtonku naczyn
krwiono$nych, makrofagach i limfocytach. Po aktywacji leukocyty wigzg sie z
komorkami srodbtonka poprzez ICAM-1, a nast¢pnie migrujg do tkanek. Ta interakcja
adhezyjna pozwala neutrofilom na migracje¢ do tkanek wymienia zgodnie z gradientem
stezen  chemoatraktantow. Jednym z  najsilniej  dzialajacych  czynnikoéw
chemotaktycznych o dtugotrwatym dziataniu jest IL-8 (Harada i wsp., 1994; Kobayashi
i wsp., 2008). Kilka roznych typow komorek, w tym: monocyty, limfocyty T, komorki
nabtonkowe, komorki $rodblonka, fibroblasty, makrofagi, komoérki dendrytyczne i
neutrofile wytwarzajg 1L-8, ale jej aktywatorami mogg by¢ takze reaktywne formy tlenu:
nadtlenki i rodniki hydroksylowe (Baggiolini i Clark-Lewis, 1992; Rainard i Riollet,
2006; Watanabe i wsp., 2008). IL-8 wykazuje trzy gtéwne kierunki dziatania. Nalezy do
grupy silnych chemoatraktantéw odpowiedzialnych za migracje neutrofili do wymienia
I umozliwia ich adhezj¢ do komorek $rodblonka, co jest niezbgdnym etapem
przechodzenia neutrofili z naczyn krwiono$nych do zakazonych tkanek oraz stymuluje
zwigkszong ekspresje czasteczek adhezyjnych Macl. Drugi obszar dziatania tej cytokiny
to wmacnianie aktywnosci mikrobiobojczej PMN (ang. polymorphonuclear neutrofils -
polimorfonuklearne neutrofile) i stymulacja fagocytozy opsonizowanych komorek.
Makrofagi sa aktywowane do produkcji 1 uwalniania cytokin, zwigkszaja opsonizacje¢
patogendw a nastgpnie wspomagaja fagocytoze bakterii opsonizowanych IgG (Soehnlein
I wsp., 2008). Aktywacja oksydazy NADPH (dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy)
pomaga generowaé reaktywne formy tlenu (ROS, ang. Reactive Oxygen Species)
wykorzystywane do zwalczania patogenéw w miejscu infekcji (Novac i Andrei, 2020).
Inng funkcja IL-8 jest regulacja przezywalno$ci komorek gospodarza, zazwyczaj poprzez
zapobieganie apoptozie i wydluzanie zywotno$ci neutrofili dzigki czemu dhuzej spetniajg
swoje obronne funkcje (Soehnlein i wsp., 2008). Nalezy zatem podkresli¢, iz migracja
komorek odpornosciowych z Kkrwioobiegu do wymienia jest zlozonym procesem
wymagajacym wspoOlpracy wielu réznych czynnikéw w tym cytokin, chemoatraktantow,

selektyn i integryn. Wykazano takze, ze funkcje¢ stymulatora migracji leukocytow do
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wymienia poprzez zwigkszanie ekspresji IL-8 spelnia rowniez interleukina-17 (IL-17)
(Bougarn i wsp., 2011; Rainard i Riollet, 2006).

Leukocyty w wymieniu pelnig bardzo wazng funkcj¢ obronng przeciw
patogenom. Badania wykazaty, ze populacja biatych krwinek przechodzacych z krwi do
wymienia posiada zwigkszong liczbe receptorow powierzchniowych dla immunoglobulin
(Ig) 1 sktadnikow dopelniacza oraz wykazuje wigksza zdolno$¢ fagocytarng niz ich
odpowiedniki we krwi (Paape i wsp. 2000). Stymulacja aktywnos$ci mikrobdjczej
leukocytow zlokalizowanych wewnatrz zakazonych tkanek jest regulowana przez
okreslone cytokiny prozapalne: IL-1B, IL-8, TNF-a i G-CSF, natomiast réznicowanie
limfocytow B jest aktywowane glownie przez IL-2 i1 IL-6 (Bannerman i wsp.,
2009; Rainard i Riollet, 2006). Ponadto IL-6 uwaza si¢ za najsilniejszego stymulatora
produkcji biatek ostrej fazy (BOF, ang. APP — acute phase protein ) zarowno w watrobie
jak i wymieniu, ktory dzigki temu inicjuje reakcje ostrej fazy (ROF, ang. APR — acute
phase reaction) (Alnakip i wsp., 2014; Bochniarz i wsp., 2017; Hagiwara i wsp., 2001,
Saco i Bassols, 2022). Synergistyczne dziatanie w generowaniu reakcji zapalnych
wykazuje takze 1L-17, poprzez zwigkszenie produkcji IL-6 i 1L-8 oraz ekspresji cytokin
zapalnych TNF-a i IL-1p (Bougarn i wsp., 2011). Podobne dziatanie wykazuje TGF-a,
poprzez zwigkszanie produkcji prostaglandyn i1 wzmacnianie efektow dzialania IL-
1B i TNF-a (Alnakip i wsp., 2014; Chockalingam i wsp., 2005; Rainard i Riollet, 2006).
Wazng role w odpowiedzi immunologicznej odgrywa takze IL-12, ktora stymuluje
produkcje IFN-y, promuje proliferacje i aktywacj¢ limfocytow T oraz wzmacnia
cytotoksyczne dziatanie komorek NK (ang. Natural Killer). Cytokina ta wytwarzana jest
przez makrofagi, limfocyty B, monocyty i neutrofile. Dziata jako czynnik wzrostu dla
aktywowanych komoérek NK 1 wzmacnia ich cytotoksyczne dziatanie. Podobnie jak IFN-
v , zwigksza ekspresje¢ innych cytokin, takich jak TNF-a, IL-8 i IL-10 (Alnakip i wsp.,
2014; Rainard i wsp. 2022).

W konsekwencji wspoétdziatania cytokin z innymi komponentami uktadu
immunologicznego w przebiegu zapalenia wymienia dochodzi do generowania objawow
miejscowych w obrebie gruczotu mlekowego (zaczerwienienie, obrzek, podwyzszona
cieptota wymienia, bolesno$¢) oraz ogélnoustrojowych (m.in. wzrost temperatury ciata),
ale takze do zwigkszenia przepuszczalno$ci naczyn krwiono$nych, wzrostu poziomu
kortyzolu w surowicy krwi oraz stymulacji produkcji biatek ostrej fazy i wyzwolenia
reakcji ostrej fazy (Alnakip i wsp., 2014; Rainard i Riollet, 2006; Shuster i wsp., 1997).
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1.7. Reakcja ostrej fazy w przebiegu zakaZenia wymienia u krow

ROF (reakcja ostrej fazy, ang. APR — acute phase reaction) jest jednym z
gléwnych mechanizméw bioragcych udziat w procesach umozliwiajacych przywrocenie
homeostazy w miejscu zakazenia 1 obejmuje szereg reakcji takich jak goraczka,
leukocytoza, zmiany hormonalne i metaboliczne, a takze zmiany stgzenia biatek w
surowicy, zwanych biatkami ostrej fazy (BOF, ang. APP — acute phase protein)
(Eckersall i wsp., 2001; Eckersall i Bell, 2010). Miejscem syntezy BOF jest glownie
watroba za$ czynnikami stymulujacymi cytokiny prozapalne, takie jak IL-1p i IL-6 oraz
TNF-a wydzielanymi w odpowiedzi na zakazenie drobnoustrojami (Berg i wsp., 2011;
Hagihara i wsp., 2004; Murata i wsp., 2004; Petersen i wsp., 2004; Saco i Bassols, 2022).
W zalezno$ci od wzrastajacego lub malejacego stgzenia tych bialek w przebiegu
zapalenia Klasyfikowane sg jako BOF pozytywne lub negatywne (Saco i Bassols, 2022).
Poszczegélne biatka ostrej fazy wykazuja zdolnos¢ do wywotywania silnej,
umiarkowanej lub stabej reakcji. Poziom biatka ostrej fazy o silnym dziataniu w
nastepstwie zakazenia gwattownie wzrasta zwigkszajac swoj poziom nawet o 100-1000
razy, osiaga szczyt po 24-48 godzinach, a nastepnie gwaltownie spada w fazie
zdrowienia. W odpowiedzi immunologicznej o umiarkowanym stopniu, stezenie BOF w
poczatkowej fazie zakazenia wzrasta okoto 5-10-krotnie, maksymalny poziom osigga po
48-72 godzinach, po czym stopniowo obniza si¢. Poziom biatka ostrej fazy o stabej
aktywnosci wzrasta sukcesywnie o0siggajac poziom graniczny wigkszy o 50-100%
stezenia fizjologicznego (Petersen i wsp., 2004). Zidentyfikowano roéwniez "negatywne"
biomarkery BOF, ktorych stezenie spada podczas odpowiedzi zapalnej, chociaz oprocz
albuminy, ich stosowanie w weterynaryjnej diagnostyce klinicznej nie jest powszechne
(Petersen i wsp., 2004). Priorytetowym dzialaniem biatek ostrej fazy jest przywracanie
homeostazy organizmu poprzez aktywacje ukladu dopeilniacza, reakcje nieswoistg
zwigzang z opsonizacjg i aglutynacja, ograniczaniem uszkodzenia tkanek powodowanych
przez bakterie oraz enzymy lizosomalne z komorek fagocytujacych oraz wzmozong
aktywno$¢ chemotaktyczng (Eklund i wsp., 2012; Saco i Bassols, 2022). Niezaleznie od
pelnionej funkcji wszystkie taczy wspdlna cecha, czyli zaangazowanie w réznorodne
procesy fizjologiczne majace na celu odzyskanie homeostatycznej rOownowagi organizmu
zaburzonej przez zakazenie (Eckersall i wsp., 2001). BOF moga by¢ wykorzystywane w
diagnostyce zakazen, prognozowaniu i monitorowaniu skutecznosci leczenia, a takze w

badaniach przesiewowych stanu zdrowia zwierzat (Tothova i wsp., 2004). Biomarkery te
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sag wysoce czulymi, aczkolwiek nieswoistymi wskaznikami procesu zapalnego,
wykazujacymi znaczne réznice pomiedzy gatunkami zwierzat (Ali 1 wsp., 2023; Berg i
wsp., 2011; Berry i wsp., 2005; Bochniarz i wsp., 2024 a i b; Gerardi i wsp., 2009). U
bydta najwazniejszg role jako biatka ostrej fazy odgrywaja surowiczy amyloid A oraz
haptoglobina. Zidentyfikowano takze ciezki tancuch 4 inhibitora inter-alfa-trypsyny
(ITIH4, ang. inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 4) jako BOF u bydta, ktory jest
analogiem $winskiego Pig-MAP (Soler i wsp., 2019).

Serum amyloid A (SAA) jest jednym z najwazniejszych biatek ostrej fazy (Berg i
wsp., 2011; Berry i wsp., 2005; Bochniarz i wsp., 2020; Gerardi i wsp., 2009; Hussein i
wsp., 2018; Kovac G. i wsp., 2011; Kovacevi¢-Filipovi¢ i wsp., 2012; Nazifi i wsp.,
2008). Poczatkowo terminem ,,amyloid” okreslano wyst¢pujaca w roslinach substancje¢
nalezagcg do grupy weglowadanow (,,amylon” — skrobia). Kolejne badania wykazaty
jednak, ze amyloid jest bialkiem. SAA jest stale obecny we krwi zdrowych ludzi i
zwierzat (McDonald i wsp., 2001). W przebiegu procesu zapalnego jego poziom
gwaltownie wzrasta, szczegolnie W pierwszych 24 godzinach reakcji ostrej fazy, po czym
szybko spada (Hagiwara i wsp., 2001; Sack, 2018). Opisywanych jest kilka izotypow
SAA u zwierzat: typ 1, 2 i 3 naleza do grupy pozytywnych bialek ostrej fazy.
Transkrypcja mRNA izoformy SAA-1 i SAA-2 zachodzi gtownie w hepatocytach.
Natomiast transkrypcja genu izoformy 3 amyloidu A (uzywane skroty w literaturze:
MAA, SAA3, AA3, M-SAA3) zawartego w mleku zachodzi w komorkach nabtonka
gruczotu mlekowego (MEC — mammary epithelial cells) (McDonald i wsp., 2001). W
odroznieniu od izoformy biatka syntetyzowanego w watrobie, N-koniec sekwencji MAA
zawiera cztery identyczne aminokwasy, niezaleznie od gatunku zwierzat (kon, krowa,
owca), ktore nie wystepuja w izoformie biatka syntezy watroby (Trela i wsp., 2022). U
bydlta MAA zawiera 83% tej samej sekwencji aminokwasow co SAA. Wydzielanie
amyloid A do surowicy i amyloidu A do mleka (MAA) jest stymulowane przez cytokiny,
takie jak IL-1a, IL-1PB, IL-6 i TNF—a (Hagihara i wsp., 2004; Murata i wsp., 2004;
Petersen i wsp., 2004; Saco i Bassols, 2022). Morrow i wsp. (1981) w badaniu
doswiadczalnym przeprowadzonym na myszach wykazali, ze poziom mRNA dla SAA w
watrobie wzrost  500-krotnie  po dootrzewnowym podaniu lipopolisacharydu
bakteryjnego (LPS, ang. Lipopolysaccharide). SAA wykazuje znaczacg aktywnos$c
immunologiczng poprzez indukcje syntezy cytokin, dzialanie chemotaktyczne na
neutrofile i komorki tuczne oraz mobilizacje wapnia przez monocyty, a ponadto hamuje

goraczke oraz wybuch oksydacyjny granulocytow obojetnochtonnych i aktywacje plytek
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krwi (Eklund i wsp., 2012; Petersen i wsp., 2004 ). Dziata wielotorowo dzigki zdolnosci
wigzania 1 aktywacji receptoréw na powierzchni komorki, w tym receptoréw Toll-

podobnych TLR2 i TLR4 (ang. Toll-like Receptors) (Eklund i wsp., 2012).

1.8. Opornosé drobnoustrojow na antybiotyki stosowane w leczeniu
mastitis u krow

Ryzyko zakazenia spowodowanego przez drobnoustroje chorobotworcze oporne
na powszechnie stosowane antybiotyki stanowi obecnie jedno z najpowazniejszych
zagrozen. Z danych Swiatowej Organizaciji Zdrowia wynika, ze zakazenia wywolywane
przez ,,superoporne” bakterie stanowig wielkie wyzwanie dla medycyny (Kovacevic i
wsp., 2022, Tomani¢ 2023). Szacuje si¢, ze moga by¢ przyczyna ponad 30 000 zgonow
rocznie w Unii Europejskiej (UE) (Gajdacs i wsp. 2021, Tomani¢ 2023) i 700 000 zgondéw
rocznie na calym $wiecie (Kromker i Leimbach, 2017; Mestrovic i wsp., 2019). W samej
UE ponoszony jest koszt ok. 1,5 miliarda euro rocznie na opieke zdrowotng ludzi i
zwierzat z powodu leczenia zakazen bakteryjnych (European Commission. EU Action on
Antimicrobial Resistance. Available online: https://health.ec.europa.eu/antimicrobial-
resistance/eu-action-antimicrobial-resistance_en (accessed on 1 March 2023).

Szybkie rozprzestrzenianie si¢ bakterii wielolekoopornych, w tym szczepow
niewrazliwych na Zaden z dostgpnych preparatow w duzym stopniu jest konsekwencja
naduzywania i nieprawidtowego stosowania antybiotykow zardwno w populacji ludzi jak
1 zwierzat. Nalezy podkresli¢, 1z znaczaca rolg w progresji tego procesu stanowi
nieuzasadnione aplikowanie lekéw zwierzetom hodowlanym, takze w terapii mastitis u
krow (Hossain et al., 2017). Niestety oprocz uzasadnionej terapii, czeS¢ antybiotykow
aplikowanych jest takze w celach profilaktycznych gtownie w intensywnej produkcji
zwierzecej (Landers i wsp., 2012; Tomani¢ i wsp., 2023). Szacuje si¢, ze ponad 50,0%
wszystkich lekow przeciwdrobnoustrojowych na $wiecie wykorzystuje weterynaria
(Gajdacs i wsp. 2021; Tomani¢ i wsp., 2023). Van Boeckel i wsp. (2015) prognozuja, ze
do 2030 roku ich zuzycie wzrosnie do 67%. Nalezy zaznaczy¢, iz zapalenie wymienia
jest najczesciej wskazywang przyczyng stosowania terapii antybiotykowej w hodowli
krow (Boonyayatra, 2012; Ruegg, 2009). Niestety coraz czgsciej wystepujace trudne w
leczeniu przypadki mastitis wymagaja podawania do wymienia antybiotykow przez
dluzszy okres czasu niz wynika to ze standardowych procedur leczenia i zalecen
producenta lekow. Przynosi to wiele negatywnych skutkéw, z jednej strony zwigzanych

z ryzykiem narastania lekoopornosci, z drugiej strony ze stratag ekonomiczng z powodu
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koniecznos$ci przestrzegania okresu karencji na mleko oraz kosztow lekow i ustugi
lekarsko-weterynaryjnej (Cheng i1 Han, 2020, Gomes i wsp., 2016). Terapia
antybiotykowa mastitis stanowi takze zagrozenie dla zdrowia publicznego, biorgc pod
uwage fakt, ze okoto 62% wyizolowanych czynnikow wywotujacych mastitis jest
opornych na co najmniej jeden $rodek przeciwdrobnoustrojowy (Tommasoni i wsp.,
2023). Powod do obaw budzi takze obecnos¢ pozostatosci antybiotykéw w mleku, co
stanowi ogromny problem w przetworstwie mleka z uwagi na niewlasciwy przebieg
procesu technologicznego produkcji fermentowanych produktow mlecznych (Cheng i
Han, 2020; Gomes i wsp., 2016). Kolejny negatywny skutek stosowania antybiotykow
dotyczy wydajnosci mlecznej krowy po przebytym zapaleniu wymienia. Chociaz
antybiotyki moga wyeliminowa¢ czynniki etiologiczne, nie chronig bezposrednio
gruczotu mlekowego przed uszkodzeniem tkanki gruczotowej, czgsto nicodwracalnym,
stad gospodarstwa ponosza kolejne straty z powodu zmniejszonej wydajnosci mlecznej
w kolejnych laktacjach (Bianchi i wsp., 2019; Cheng i Han, 2020; Martin i wsp., 2018;
Zhao i Lacasse, 2008). W rezultacie coraz czesciej niemozliwe jest skuteczne wyleczenie
zakazen wymienia co w konsekwencji prowadzi do rozwoju lekoopornosci U
drobnoustrojow.

W ostatnim czasie poznano wiele mechanizméw powstawania oporno$ci oraz ich
rozprzestrzenianie si¢ wsrod bakterii (Coculescu, 2009; Reygaert, 2018; Sharmila i wsp.,
2024). Lekooporno$¢ jest uwarunkowana informacja zakodowang w materiale
genetycznym drobnoustroju, przy czym moze by¢ naturalna i nabyta (Dzierzanowska,
2018; Markiewicz i Kwiatkowski, 2018). Oporno$¢ naturalna jest charakterystyczna dla
danego gatunku, rodzaju czy grupy drobnoustrojow. Jest ona kodowana chromosomalnie,
ale moze tez wigzac¢ si¢ z brakiem lub niskim powinowactwem receptora do antybiotyku,
utrudnionym transportem antybiotyku do komorki lub degradacja przez enzymy
(Reygaert i wsp., 2018). Oporno$¢ nabyta powstaje u bakterii, ktore pierwotnie byty
wrazliwe na dany antybiotyk lub chemioterapeutyk. Oporno$¢ nabytg mozna podzieli¢ na
pierwotng i wtorng. Oporno$¢ nabyta pierwotna powstaje wskutek spontanicznej mutacji
1 moze pojawiac si¢ bez kontaktu z lekiem (Coculescu i wsp., 2009). Ten typ opornosci
jest kodowany chromosomalnie 1 nie moze by¢ przekazywany innym gatunkom bakterii.
Zmutowane bakterie wystepuja sporadycznie, jednakze przezywaja W miejscu zakazenia
po zastosowaniu antybiotyku i w konsekwencji przewyzszaja iloscig populacje wrazliwe.
Mechanizmy prowadzace do powstania opornosci nabyte] wtornej rozwijajg si¢ w

warunkach kontaktu drobnoustroju z lekiem przeciwbakteryjnym (Markiewicz i
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Kwiatkowski, 2018). Mechanizm genetyczny odpowiedzialny za pojawienie si¢
opornosci wtdrnej ma charakter pozachromosomalny, w ktérym najwazniejsza rolg
odgrywaja geny zlokalizowane w lezacych w cytoplazmie kolistych fragmentach DNA,
nazywanych plazmidami (Coculescu, 2009). Jeden plazmid moze zawieraé geny
opornosci dla kilku réznych lekéw przeciwdrobnoustrojowych i moze przekazywac je z
jednej komorki bakteryjnej na inng, gléwnie na drodze koniugacji i transdukcji.
Podczas procesu koniugacji przekazywanie plazmidéw odbywa si¢ przez bezposredni
kontakt dwoch lub wiecej komorek bakteryjnych, za pomocg wytwarzanych przez nie
nici biatkowych. W procesie koniugacji moga bra¢ udzial bakterie réznych gatunkéw i
rodzajow, czegsto bardzo odleglych filogenetycznie, dlatego tez stada zwierzat, ktore
stanowig siedlisko ogromnej ilosci drobnoustrojow stwarzaja idealne warunki dla
horyzontalnego przenoszenia gendw. Szczego6lnie niekorzystne jest przekazywanie w ten
sposOb  opornosCi  wzajemnie pomigdzy grupa bakterii  saprofitycznych i
chorobotworczych. Plazmidy mogg by¢ przekazywane z komoérki dawcy na komorke
biorcy takze poprzez wirusy bakteryjne czyli bakteriofagi w procesie transdukcji. Geny
oporno$ci mogg znajdowac si¢ rowniez na transpozonach. Sa to tzw. ,,skaczace geny”,
czyli niewielkie sekwencje DNA, ktore sg zdolne do integracji z materialem genetycznym
zarowno chromosomoéow jak i plazmidow (Dzierzanowska, 2018; Markiewicz i
Kwiatkowski, 2018; Sharmila i wsp., 2024).

Wsrod gtownych mechanizméw opornosci na antybiotyki mozna wyrdznié:
enzymatyczng degradacje lub modyfikacje antybiotyku; zmiany w strukturze bton
komorkowych, ktorych wynikiem jest zablokowanie lub zmniejszenie syntezy biatek
porynowych tworzacych kanaty przez ktore wnika antybiotyk do miejsca docelowego
dziatania w komorce; zwiekszong synteze biatek transportowych tworzacych uktad
pompy efluksowej usuwajacej w sposob czynny lek z komoérki - pomimo obecnosci leku
w wystarczajagcym stezeniu w srodowisku zakazenia komoérka pozostaje niewrazliwa na
jego dziatanie; zmiane miejsca docelowego dziatania; Synteze biatka ostaniajgcego
fizycznie dostgp do miejsca docelowego, a takze pominigcie ogniwa szlaku
metabolicznego blokowanego przez chemioterapeutyk (Coculescu, 2009; Markiewicz i
Kwiatkowski, 2018; Reygaert, 2018; Sharmila i wsp., 2024).

W terapii mastitis najcze$ciej stosowane sg antybiotyki p-laktamowe,
linkozamidy, makrolidy, tetracykliny oraz aminoglikozydy (Abdi i wsp., 2021; Boireau i
wsp., 2018; Bolte i wsp., 2020; Cheng i Han, 2020; Haenni i wsp., 2011; Zouharova i
wsp., 2023). Penicyliny stanowig najstarszg grupe antybiotykow B-laktamowych. Ich
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najwazniejsze zalety to niska toksycznosc¢, bardzo dobry efekt bakteriobdjczy oraz dobra
penetracja do tkanek, szczegolnie w przebiegu zapalenia (Markiewicz i Kwiatkowski,
2018). Wada za$ jest szybka eliminacja z organizmu oraz znaczna wrazliwos¢ na [-
laktamazy, ktore stanowig glowny mechanizm obronny bakterii przed dzialaniem
antybiotykow B-laktamowych. Enzymy te hydrolizuja wigzanie amidowe w pierscieniu
B-laktamowym, co powoduje inaktywacje¢ antybiotyku (Haenni i wsp., 2010). Nalezy
jednak podkresli¢, iz drobnoustroje nalezgce do rodzaju Streptococcus spp. rzadko
wytwarzajg P-laktamazy, w zwigzku z czym antybiotyki zawierajace pierscien [-
laktamowy wykazuja z reguly pozytywny efekt terapeutyczny w leczeniu mastitis
wywotanym przez te patogeny i zalecane sa jako leki pierwszego wyboru (Zouharova i
wsp., 2023). Niestety obecno$¢ w srodowisku innych bakterii Gram-dodatnich, ktore
posiadajg zdolno$¢ wytwarzania B-laktamaz i wydzielania ich na zewngtrz komorki
stanowig ochrone¢ dla Streptococcus spp. Enzymy te dziatajac w $rodowisku
zewngtrznym, inaktywuja czasteczki antybiotyku, do ktérego maja powinowactwo. W
rezultacie chronig nie tylko komoérki bakteryjne, z ktorych pochodza, ale takze inne
znajdujace si¢ w Srodowisku bakterie, w tym rowniez takie, ktore nie posiadajg zdolnosci
wytwarzania wlasnych enzymoéw. p-laktamazy sg kodowane przez geny bla znajdujace
si¢ w chromosomie bakteryjnym lub w plazmidach (Abd El-aziz i wsp., 2021). Nalezy
podkresli¢, iz komoérka bakteryjna moze wykazywaé jednoczesnie kilka mechanizmow
warunkujacych oporno$¢ na antybiotyki [-laktamowe (Dzierzanowska, 2018;
Markiewicz i Kwiatkowski, 2018, Zouharova i wsp., 2023). Proces nabywania i
modyfikowania opornosci przez bakterie ma charakter ciagly i szczegodlnie intensywnie
zachodzi w populacjach drobnoustrojow w stadach, zwtaszcza w przypadku
nieuzasadnionego naduzywania antybiotykow. Kontakt z antybiotykami moze
wywotywac opornos$¢ indukowana na rézne grupy antybiotykow, co w konsekwencji
moze prowadzi¢ do powstawania tzw. wieloopornych szczepow, zaréwno wsrod bakterii
patogennych, jak i bedacych sktadnikami mikrobioty fizjologicznej (Coculescu, 2009;
Zouharova i wsp., 2023).

Makrolidy wykazuja szerokie spektrum dzialania przeciwbakteryjnego oraz
odznaczaja si¢ dobrg penetracja tkankowa 1 wydluzonym czasem biologicznego
pottrwania (Dzierzanowska, 2018; Markiewicz 1 Kwiatkowski, 2018). U paciorkowcow
wystepuja dwa mechanizmy opornosci na makrolidy: modyfikacja miejsca docelowego
dziatania leku oraz mechanizm wypompowywania leku z komorki (Haenni i wsp., 2011;

Haenni i wsp., 2018; Tian i wsp., 2019). Modyfikacja miejsca docelowego dziatania leku

29



uwarunkowana jest obecnoscig genow erm (gtéwnie ermA i ermB) kodujacych metylazy
rybosomalne (Haenni i wsp., 2011; Kaczorek i wsp., 2017). Oporno$¢ na makrolidy
uwarunkowana metylacjg miejsca wigzania antybiotyku na rybosomie prowadzi do
krzyzowej opornosci na makrolidy, linkozamidy i streptograminy (opornos¢ w
mechanizmie MLSB) (Dzierzanowska, 2018; Markiewicz i Kwiatkowski, 2018).
Jednakze w zaleznosci od typu genu erm i poziomu jego ekspresji, opornosci fenotypowej
na erytromycyne moze towarzyszy¢ zachowanie wrazliwosci na linkozamidy
(klindamycyne i linkomycyne). Drugi mechanizm opornosci zwigzany jest z obecnoscia
pomp btonowych aktywnie wypompowujacych lek z komorki. U paciorkowcoéw opisano
tzw. M-fenotyp zwiazany z obecnoscia pompy btonowej, warunkujacej opornos¢ na
erytromycyne i pozostate makrolidy 14 i 15-cztonowe (kodowany przez gen mefA)
(Dzierzanowska, 2018; Markiewicz i Kwiatkowski, 2018). W przypadku linkozamidow
mechanizm dziatania przeciwbakteryjnego polega na blokowaniu biosyntezy biatka przez
zahamowanie procesu elongacji tancucha peptydowego (Haenni i wsp., 2010).

Tetracykliny naleza do najstarszych antybiotykow, czesto stosowanych w terapii
zakazen z uwagi na bardzo szerokie spektrum dziatania. W efekcie zanotowano znaczny
odsetek szczepow lekoopornych wsrod Gram-dodatnich ziarenkowcow (Abd El-aziz i
wsp., 2021; Zouharova i wsp., 2023). Opornos¢ na tetracykliny najczgséciej ma zwigzek z
obecnoscig genéw opornosci tet zlokalizowanych na ruchomych elementach
genetycznych — plazmidach lub transpozonach (Dzierzanowska, 2018; Markiewicz i
Kwiatkowski, 2018). Gtoéwny mechanizm opornosci na tetracykliny wystepujacy u
bakterii Gram-dodatnich polega na aktywnym usuwaniu antybiotyku z komorki (ang.
afflux pump — pompa efluksowa) kodowany m.in. przez gen tet L. Drugi mechanizm
opornosci na tetracykliny polega na modyfikacji miejsca docelowego dzialania na
rybosomie. Oporno$¢ rozwija si¢ w wyniku punktowej mutacji w rRNA a za jej powstanie
odpowiedzialne sg geny nalezace takze do rodziny tet (m.in. tet M oraz tet O) (Abd ElI-
aziz i wsp., 2021; Zhang i wsp., 2021). Mechanizm ten polega na syntezie biatek
ochronnych rybosomu, ktére promuja uwalnianie tetracykliny z miejsca wigzania A
(akceptorowego) na rybosomie, czego efektem jest dysocjacja antybiotyku zwigzanego z
miejscem docelowego dziatania. Jeden szczep bakterii Gram-dodatnich moze by¢
nosnikiem kilku genéw tet nalezacych do rdéznych klas (Dzierzanowska, 2018;
Markiewicz i Kwiatkowski, 2018).

W przeciwienstwie do innych antybiotykow blokujacych synteze biatka takich jak

makrolidy czy tetracykliny, ktore sg lekami bakteriostatycznymi, aminoglikozydy
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dziataja bakteriobdjczo. Wigza si¢ w sposob trwaty z podjednostka 30S rybosomu, co
prowadzi do zaburzenia odczytu informacji genetycznej i zahamowania syntezy biatek
bakteryjnych (Dzierzanowska, 2018; Markiewicz i Kwiatkowski, 2018). Oporno$¢ na
antybiotyki aminoglikozydowe moze by¢ uwarunkowana wystepowaniem nastepujgcych
mechanizmow: enzymatyczna inaktywacja antybiotyku, zmniejszeniem
przepuszczalno$ci blony i st¢zenia antybiotyku w komoérce, usuwaniem antybiotyku z
komorki przez jego aktywne wypompowywanie oraz/lub modyfikacja miejsca
docelowego dziatania (podjednostki 30S rybosomu). Wszystkie te mechanizmy moga
wystepowac osobno lub razem (Kowalska-Krochmal i wsp., 2010). Bakterie, u ktorych
wystepuje wysoki stopien opornosci na aminoglikozydy, zazwyczaj dysponuja kilkoma
systemami jednocze$nie (Kowalska-Krochmal i wsp., 2010). Najwazniejsze znaczenie w
rozwoju oporno$ci bakterii na aminoglikozydy 1 jednocze$nie najlepiej poznany jest
pierwszy z wymienionych mechanizmoéow.W wyniku dziatania enzymow modyfikujacych
antybiotyk ulega inaktywacji, a jego dziatanie przeciwbakteryjne zostaje zniesione.
Enzymy modyfikujace mozemy zaliczy¢ do trzech klas: acetylotransferazy (AAC,
katalizuja przy udziale acylokoenzymu A acetylacje grup aminowych najczesciej
w pozycji 2’, 3 oraz 6’); nukleotydylotransferazy (ANT; katalizuja przy udziale
adenozynotrifosforanu (ATP, ang. adenosine triphosphate) adenylacje grup
hydroksylowych najczgséciej w pozycji 4°, 2” i 3”); fosfotransferazy (APH, katalizuja
przy udziale ATP fosforylacj¢ grup hydroksylowych najczesciej w pozycji 27, 3°)
(Kowalska-Krochmal i wsp., 2010; Zhang i wsp., 2021; Zouharova i wsp., 2023).
Zgodnie z koncepcja ,,One Health - Jedno zdrowie” wszystkie dziedziny, w
ktérych wykorzystywane sa antybiotyki czyli medycyna ludzi, weterynaria oraz
rolnictwo powinny wspoélnie dazy¢ do ograniczenia ich stosowania oraz w sposob
swiadomy i odpowiedzialny wyznacza¢ obszary, gdzie ich uzycie jest niezbedne. Jednym
z najistotniejszych punktéw tego programu jest ocena lekowrazliwo$ci patogenu
odpowiedzialnego za zakazenie 1 zastosowanie celowanej terapii. Drugim niezmiernie
waznym aspektem jest kontrola stosowania antybiotykéw w hodowli zwierzat, w tym

réwniez w leczeniu mastitis u kréw (Tomanié i wsp., 2023).
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2.CEL I HIPOTEZA BADAWCZA

Celem badan bedzie opracowanie charakterystyki Streptococcus uberis jako

czynnika etiologicznego mastitis u krow poprzez:

1)

2)

3)

4)

5)

ocene epizootyczng wystepowania Streptococcus uberis w stadach kréw mlecznych

znajdujacych si¢ w wojewoddztwie kujawsko-pomorskim

okreslenie zaleznoséci odsetka wyizolowanych szczepow Streptococcus uberis, a

sytuacja zoohigieniczng w hodowli

oceng nat¢zenia odpowiedzi immunologicznej u kréw chorych na zapalenie wymienia
wywotane przez Streptococcus uberis w oparciu 0 okreslenie poziomu biatka ostrej
fazy: surowiczego amyloidu A oraz cytokin prozapalnych: IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12p

I TNF-0 w mleku oraz surowicy krow
ustalenie fenotypowych profili lekowrazliwosci Streptococcus uberis na antybiotyKi

najczesciej stosowane w leczeniu mastitis u krow: penicyling, cefaleksyng,

cefoperazon, cefquinom, ceftiofur, tetracykling, erytromycyne oraz linkomycyne.

analiz¢ molekularnych determinantow lekoopornosci szczepow Streptococcus uberis

wywotujacych zapalenie wymienia u krow
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3. MATERIALY I METODY

3.1 Kwalifikacja zwierzqt do badania i pobieranie materiatu badawczego

3.1.1 Charakterystyka stad

Materiat do badan stanowity 194 probki mleka oraz krwi pobrane od krow rasy
holsztynsko-fryzyjskiej (HF). Badania w kierunku mastitis zostaty przeprowadzone
tacznie w 28 gospodarstwach zlokalizowanych w wojewodztwie kujawsko-pomorskim.
Liczebnos¢ stad wynosita 22 — 88 ($rednio 44,3) krow mlecznych. Dominowatl uwigzowy
system utrzymywania krow (27 stad), tylko jedno stado byto wolnostanowiskowe. W 27
stadach (96,4%) jako material Scidtkowy wykorzystywano stome, tylko w 1 stadzie
(3,6%) stosowano piasek. W 22 stadach krowy zywione byty w systemie TMR (ang. Total
Mixed Ration - pelnoporcjowa, catkowicie wymieszana dawka zywieniowa), za§ w
sze$ciu stadach stosowano PMR (ang. Partly Mixed Ration — czgsciowo wymieszana
dawka zywieniowa). Udoj krow przeprowadzano dwa razy dziennie w 3 roéznych
systemach: wysokiej linii (25 stad), 3 kanwy (2 stada) oraz rybiej osci (1 stado). Srednia
wydajno$¢ mleczna krow wynosita 8700 kg rocznie. Liczba komorek somatycznych w
mleku zbiorczym wahata si¢ od 80 000 do 750 000/ mL mleka ($rednio 346 000/mL
mleka).
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Tab. la. Dane dotyczace warunkéw zoohigienicznych w poszczegdlnych stadach krow mlecznych

- 48 S WL 2 TMR nie nie tak tak 3 600 7/19
- 50 S WL 2 TMR tak nie nie tak 2 190 1/4
- 64 S WL 2 TMR tak Ubac nie tak 2 400 0/7
- 24 S 3 kany 2 PMR tak Startvac nie tak 1 250 1/3
- 28 S WL 2 TMR tak Mastibiovac tak tak 4 350 1/6
- 46 S WL 2 TMR tak Ubac tak tak 2 80 0/8
- 46 S WL 2 TMR tak Ubac nie nie 1 380 0/5
- 26 S WL 2 PMR tak Ubac nie tak 1 220 1/4
- 56 S WL 2 TMR tak Ubac+Startvac nie nie 4 320 207
- 44 S WL 2 TMR tak Ubac+Startvac nie tak 3 600 0/5
- 44 S WL 2 TMR tak nie nie nie 4 440 0/5
- 36 S WL 2 PMR nie nie nie tak 3 380 2/4
- 40 S WL 2 TMR tak Ubac nie tak 1 260 0/8
- 44 S WL 2 TMR tak nie nie tak 2 360 0/7
- 40 S WL 2 TMR tak Startvac tak tak 3 750 0/7

Objasnienia: SDCT — selektywna terapia antybiotykowa w okresie zasuszenia krowy; Predipping — stosowanie przedudojowej dezynfekcji strzykow wymion;
Postdipping — stosowanie poudojowej dezynfekeji strzykéw wymion; LKS — liczba komorek somatycznych; TMR — catkowicie wymieszana dawka zywieniowa; PMR

— czg$ciowo wymieszana dawka zywieniowa; TOK- terenowy odczyn komorkowy; WL -system udojowy ,,wysoka linia”

34



Tab. 1b. Dane dotyczace warunkoéw zoohigienicznych w poszczegdlnych stadach krow mlecznych

- 36 S WL 2 TMR tak nie nie nie 3 280 0/5
- 36 S WL 2 TMR tak nie nie tak 1 320 0/6
- 42 S WL 2 TMR tak nie nie tak 4 550 217
- 34 S WL 2 PMR tak Startvac nie nie 3 340 1/12
- 36 S WL 2 TMR tak Startvac nie tak 2 190 0/6
- 45 S WL 2 TMR tak Startvac nie tak 2 320 5/7
- 32 S WL 2 TMR tak nie nie tak 2 220 0/4
- 78 S WL 2 TMR tak Ubac nie nie 3 480 17
- 88 P RO 2 TMR tak Startvac tak tak 1 180 2/5
- 22 S WL 2 TMR tak nie nie nie 3 340 1/8
- 86 S WL 2 TMR tak nie tak tak 3 360 2/117
- 46 S WL 2 PMR tak Ubac nie tak 4 220 1/5
- 24 S 3 kany 2 PMR tak nie tak tak 3 300 0/6

Objasnienia: SDCT — selektywna terapia antybiotykowa w okresie zasuszenia krowy; Predipping — stosowanie przedudojowej dezynfekcji strzykow wymion;
Postdipping — stosowanie poudojowej dezynfekcji strzykow wymion; LKS — liczba komoérek somatycznych; TMR — pelnoporcjowa, catkowicie wymieszana dawka
zywieniowa; PMR — cze¢$ciowo wymieszana dawka zywieniowa, TOK- terenowy odczyn komoérkowy; WL -system udojowy ,,wysoka linia”; RO — system udojowy

rybia 0$¢”
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Fig.1 Rozktad badanych stad w zaleznosci od stosowania preparatow antybiotykowych
o przedtuzonym dziataniu w czasie zasuszenia krowy (terapia DC)

]
|
terapia DC W terapia DC
93%
H Brak

Objasnienia: DC — stosowanie antybiotyku o przedtuzonym dziataniu w czasie zasuszenia krowy

Fig.2 Rozktad badanych stad w zaleznosci od wykonanych szczepien krow przeciw
drobnoustrojom wywotujacym zapalenie wymienia

Startvac M Startvac
Brak 21% Mastibiovac
szczepien Mastibiovac e

43% 4%
W Ubac/Startvac

Ubac/Startva Ubac
B 25%
7% [ |

M Brak szczepien
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Fig.3 Rozktad badanych stad w zaleznosci od stosowania przed- i poudojowej
dezynfekcji strzykéw wymion krow

Predipping
Brak 0%

25%

Postdipping W Predipping

50% m Postdippi
Predipping i ostAIREE

Postdiping M Predipping i Postdiping
25% H Brak

Objasnienia: predipping — przedudojowa dezynfekcja strzykéw wymion krow; postdipping — poudojowa
dezynfekcja strzykow wymion krow

Fig. 4 Rozk}ad badanych stad w zaleznosci od oceny stopnia czystosci krow
(I, 1L, III, TV stopien)

IV stopient | | stopiers
18% 21%
‘ M | stopien
o H || stopien
Il stopien " stoly)men )
36% 25% m |1l stopien
IV stopien
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Fig. 5 Rozktad badanych stad w zaleznosci od liczby komodrek somatycznych w 1 mL
mleka zbiorczego

LKS<200
000/mL
14%

M LKS>200 000/mL
M LKS<200 000/mL

LKS>200 u
000/mL
86%

Objasnienia: LKS — liczba komoérek somatycznych

3.1.2 Ocena makroskopowa mleka oraz wykonanie Terenowego Odczynu
Komorkowego (TOK)

Strzyki wymienia zostaty doktadnie umyte, wysuszone i zdezynfekowane 70%
alkoholem. Pierwsze strugi mleka z kazdej ¢wiartki wymienia zostaty ocenione na ptytce
typu Schalma koloru biatego, ze szczegdlnym uwzglednieniem barwy, konsystencji i
ewentualnych domieszek (krwi, strzgpek wioknika, ktaczkow kazeiny, itp.). W celu
wykonania badania TOK uzyto odczynnika Mastirapid® (Vetoquinol, Gorzow WIk.,
Polska). Wyniki testu zostaty ocenione jako ujemne (0), watpliwe (+/-) , stabo dodatnie
(+), wyraznie dodatnie (++), oraz silnie dodatnie (+++) (Quinn i wsp., 2002).

3.1.3 Pobieranie prob do badan laboratoryjnych

Z kazdej TOK-dodatniej ¢wiartki wymienia zostaly pobrane dwie probki mleka
do sterylnych odpowiednio opisanych proboéwek: 2-4 ml do badania mikrobiologicznego
oraz 10 ml w celu oznaczenia poziomu bialek ostrej fazy oraz wybranych cytokin. Od

krow z dodatnim wynikiem TOK w mleku pobrano takze probke krwi z zyty szyjnej
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zewnetrznej do probowek z aktywatorem krzepnigcia surowicy (Medlab, Polska) w celu

analizy poziomu wybranych biatek ostrej fazy oraz cytokin.

3.1.4 Badania kliniczne krow z dodatnim wynikiem badania TOK

Wszystkie krowy, od ktorych pobrano probki mleka z TOK-dodatnich ¢wiartek
wymienia, zostaly poddane badaniu lekarsko-weterynaryjnemu. Z dalszego
postgpowania wykluczono krowy, u ktérych zapaleniu wymienia towarzyszyly inne

choroby m.in. metaboliczne, krowy wykazujace objawy rui oraz krowy w zasuszeniu.

3.1.5 Grupa kontrolna

W celu porownania wynikow badan i wykazania statystycznie istotnych réznic w
poziomie parametrow immunologicznych pobrano réwniez probki mleka i krwi od 10
zdrowych krow. Wybrano krowy, ktére nie wykazywatly zadnych klinicznych objawéw
mastitis, ani nieprawidtowosci w wymieniu lub mleku. Status zdrowotny grupy
kontrolnej zostal potwierdzony badaniem klinicznym krow, negatywnym wynikiem
badania mikrobiologicznego mleka oraz niskim poziomem LKS w mleku (<100 000

komorek/mL).

3.1.6 Transport oraz przygotowanie prob do badan laboratoryjnych

Probki mleka 1 krwi dostarczano w temperaturze 4°C do Zaktadu Mikrobiologii
Wydziatlu Medycyny Weterynaryjnej UP w Lublinie. Jedng probke mleka wykorzystano
do badania bakteriologicznego, a pozostate mleko przelano do probowek typu Eppendorf
1 zamrozono w temperaturze -84°C w celu okres$lenia biatka ostrej fazy. Probki surowicy
odwirowywano przy 1000xg przez 20 min, a klarowng surowice¢ przechowywano w
probowkach typu Eppendorf w temperaturze -84°C do czasu wykonania analiz

biochemicznych.
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3.2 Badania laboratoryjne prob mleka

3.2.1 Hodowla mikrobiologiczna mleka

Probki mleka badano bakteriologicznie zgodnie z wytycznymi National Mastitis
Council (NMC). Kazdg probk¢ mleka w objetosci 0,01 mL wysiewano na podtoze
Columbia agar (Oxoid, Basingstoke, UK) zawierajgce sterylng odwidkniong krew

baranig. Plytki inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C w warunkach

tlenowych.

Sktad podtoza Columbia agar w 1 litrze wody destylowanej:
Pepton 239
skrobia 1049

chlorek sodu 5.0¢g

agar-agar 109

pH 7.3 +/- 0.2 w temperaturze 25°C

Podtoze sterylizowano w autoklawie w temperaturze 121°C przez 15 minut.
Odwtokniong krew baranig (50 mL) dodano po schlodzeniu pozywki do temperatury
50°C.

3.2.2 Wykrywanie katalazy

Katalaza jest metabolicznym enzymem rozktadajacym toksyczny dla bakterii
nadtlenek wodoru do wody i tlenu. Probe wykonuje si¢ poprzez potaczenie badanych
bakterii pobranych z hodowli na pozywce statej z kroplg 3% wody utlenionej na szkietku
podstawowym. O wyniku dodatnim $wiadczy uwalnianie pecherzykow tlenu.

Streptococcus spp. daje wynik negatywny.

3.2.3 Wstepna identyfikacja drobnoustrojow

Wyizolowane z probek mleka drobnoustroje zostaty wstepnie zidentyfikowane na
podstawie morfologii kolonii, testu katalazy oraz preparatow mikroskopowych
barwionych metodg Grama. Drobne, przejrzyste, szare kolonie o gtadkiej powierzchni i

rownym brzegu, ktére w preparacie mikroskopowym okazaty si¢ Gram-dodatnimi
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ziarniakami utozonymi liniowo, nie posiadajagcymi zdolnosci wytwarzania katalazy
zostaly posiane na podtoze Edwardsa w modyfikacji Chodkowskiego. Podczas wzrostu
eskulina jest rozktadana do eskuletyny i glukozy. Eskuletyna dyfunduje do pozywkKi i
wigzac sie w kompleks z cytrynianem zelaza powoduje jej zaczernienie.

Podtoze Chodkowskiego-Edwardsa:
eskulina (5% roztwor wodny) 20 mL
fiolet krystaliczny (0.1% roztwor wodny) 2mL
octan lub siarczan talu (3% roztwor wodny) 10 mL
agar odzywcezy 1000 mL
pH 7.5 +/- 0.2 w temperaturze 25°C
Podtoze sterylizowano w autoklawie w temperaturze 121°C przez 15 minut.
Odwtlokniong krew baranig (50 mL) dodano po schtodzeniu pozywki do temperatury
50°C.

Ryc. 1.0cena zdolnosci rozktadu eskuliny na podtozu Chodkowskiego-Edwardsa — zdjecie wlasne

S. uberis posiada zdolno$¢ rozktadu eskuliny na podtozu Chodkowskiego-
Edwardsa efektem czego jest wzrost w postaci ciemno-brazowych/czarnych kolonii i

zaczernienie podioza wokot kolonii.

3.2.4 Posiew probek mleka na pedloie chromogenne (chromogenic mastitis -
CHROMagar™ Mastitis (Paryz, Francja))

Podloze stuzy do izolacji i réznicowania patogendéw izolowanych z mleka

pobranego od krow chorych na zapalenie wymienia.
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Ryc. 2. Na poditozu CHROMagar™ Mastitis obserwuje si¢ wzrost S. uberis w

postaci ciemno-niebieskich kolonii z metalicznym potyskiem — zdjecie wlasne

3.2.5 Identyfikacja gatunkowa wyizolowanych drobnoustrojow

Identyfikacj¢ gatunkowa drobnoustrojow wyizolowanych w czystej kulturze
przeprowadzono przy uzyciu metod fenotypowych, opartych gldwnie na ocenie
morfologii kolonii bakteryjnych i testach biochemicznych oraz metod molekularnych:

- identyfikacja mikroorganizméw na podstawie ich profilu biatkowego z
wykorzystaniem spektrometrii masowej MALDI-TOF MS (Matrix-assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-flight Mass Spectrometry)

- reakcja fancuchowa polimerazy PCR (Polymerase Chain Reaction)

Tab. 2. Startery oligonukleotydowe i warunki reakcji PCR do amplifikacji specyficznych
gatunkowo gendow kodujacych 16S rRNA S. uberis

gen Sekwencja starterow (5'-3") Wielkos¢ Warunki reakcji PCR
produktu (Zhang i wsp. 2021)
16S rRNA CGC ATG ACA ATA GGG TAC A(F) 445 pz 30% (94°C - 60 s, 58°C -

90s,72°C-905)
GCCTTT AACTTC AGACTT ATCA (R)

Oligonukleotydowe startery zostaly zsyntetyzowane przez Genomed (Warszawa,
Polska).
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3.3 Oznaczanie parametrow odpowiedzi immunologicznej W SUrOWICy Oraz
mleku krow chorych na zapalenie wymienia wywolane przez S. uberis

3.3.1 Analiza steienia amyloidu A w surowicy oraz mleku krow chorych na mastitis
wywolane przez S. uberis

Oznaczenie poziomu amyloidu A w surowicy (SAA) i mleku (MAA) kréw
przeprowadzono przy uzyciu zestawow enzymatycznych Elisa (USCN Life Science
INC., Houston, USA i PhaseTM Milk Amyloid A Assay Kit, Tridelta Development Ltd.,
Maynooth, Irlandia). Procedure wykonano zgodnie z instrukcja producenta. Odczyty
absorbancji przeprowadzono na automatycznym czytniku ptytek mikrotitracyjnych
(ELx800, Biotek Instruments, USA) przy dtugosci fali 450 nm.

3.3.2 Analiza poziomu IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a w surowicy oraz mleku krow
chorych na mastitis wywolane przez S. uberis

Stezenie cytokin w surowicy krwi oraz mleku oznaczono metoda Elisa przy
uzyciu zestawow do oznaczania IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12f i TNF-a firmy USCN Life
Science INC (Houston, USA). Wszystkie procedury zostaty przeprowadzone zgodnie z
wytycznymi producenta. Odczyty absorbancji przeprowadzono na automatycznym
czytniku plytek mikrotitracyjnych (ELx800, Biotek Instruments, USA) przy dtugosci fali
450 nm. Zakres wykrywania IL-1p8, 1I-6, IL-8, IL-123 i TNF-a dla bydta wynosit
odpowiednio (15,6-1000 pg/ml, 15,6-1000 pg/ml, 15,6-1000 pg/ml i 7,8-500 pg/ml).
Wspotczynniki  zmiennosci (CV) dla  wszystkich badanych cytokin wynosity

odpowiednio < 12% i < 10%.

3.4. Okreslenie fenotypowej | genotypowej lekowrazliwosci szczepow
S.uberis

3.4.1 Okreslenie profilu fenotypowej lekowrazliwosci szczepow S. uberis

Oceng lekowrazliwosci przeprowadzono dla wszystkich badanych szczepéw S.
uberis. Panel badanych lekow obejmowat antybiotyki najczesciej stosowane W terapii

mastitis u krow: cefaleksyne (30 ng), cefoperazon (75 pg), cefquinom (30 pg),
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erytromycyne (15 ug), linkomycyne (15 pg), penicyling (10 u) i tetracykling (30 pg) oraz
antybiotyk nie zarejestrowany w UE do leczenia mastitis, ale bardzo czesto
wykorzystywany w leczeniu réznych choréb u krow: ceftiofur (30 pg) (Oxoid,
Basingstoke, UK). Wrazliwo$¢ drobnoustrojow na antybiotyki oceniano metoda
krazkowo-dyfuzyjng na agarze Mueller-Hinton z dodatkiem 5% odwloknionej krwi
konskiej oraz 20 mg/l B-NAD zgodnie z wytycznymi EUCAST (,,Oznaczanie
lekowrazliwo$ci metodg dyfuzyjno-krazkowsg opisang dla Streptococcus spp” - 6 Wersja
12.0 (Styczen 2024) www.eucast.org)). Ptytki z krgzkami pozostawiono w temperaturze
pokojowej na 15 minut, a nastgpnie inkubowano w temperaturze 35+1°C w atmosferze
4-6% COz przez 18 + 2 godziny. Wrazliwos¢ szczepu S. uberis oceniano na podstawie
pomiaru wielkosci strefy zahamowania wzrostu wokot krazka nasaczonego okreslonym
antybiotykiem. Ze wzgledu na bardzo ograniczony zakres rekomendacji w aspekcie
interpretacji wynikéw w dziedzinie weterynarii, szczego6lnie w przypadku antybiotykow
stosowanych w leczeniu mastitis u krow, oceny wynikow w przypadku niektorych
antybiotykow dokonano na podstawie dostepnych wytycznych dla ludzi lub gatunkow
zwierzat innych niz krowy.

W przypadku penicyliny zastosowano wytyczne CLSI M100 (Clinical and
Laboratory Standards Institute ,,Performance standards for antimicrobials susceptibility
testing”) 30 rd ed. 2020 rok. Zgodnie z wytycznymi CLSI oraz EUCAST wrazliwo$¢ na
penicyling jest zgodna z wrazliwoscia na ampicyling i amoksycyling (,Tabele
interpretacji wynikow oznaczania lekowrazliwosci zgodnie z zaleceniami EUCAST 2023
pod redakcjg prof. dr hab. n. med. Walerii Hryniewicz i dr n. med. Doroty Zabickie;.
Dokument zawiera thumaczenie na j¢zyk polski zalecen EUCAST: ,,European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing Breakpoint tables for interpretation of MICs and
zone diameters Version 13.0, valid from 2023-01-01" uzupetnione o informacje zawarte
w dokumencie ,,Stanowisko Zespotu Roboczego ds. oznaczania lekowrazliwosci zgodnie
z zaleceniami EUCAST w sprawie najczgsciej zglaszanych pytan dotyczacych
stosowania rekomendacji EUCAST, wersja 6.0, 30 maja 2023”).

W przypadku cefaleksyny i linkomycyny zastosowano rekomendacje zawarte w
CFSM (Comité de [D’antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie,
RECOMMANDATIONS VETERINAIRES 2023).

Dla erytromycyny oraz tetracykliny zastosowano wytyczne CLSI M100 (Clinical
and Laboratory Standards Institute ,,Performance standards for antimicrobials

susceptibility testing”) 30 rd ed. 2020 rok.
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Dla ceftiofuru oraz cefoperazonu zastosowano wytyczne CLSI document M31-
A3 Vol. 28. No 8.2008 ,,Performance standards for antimicrobial disc and dilution
susceptibility tests for bacteria isolated from animals”

Szczep referencyjny Streptococcus uberis nr 700407 z kolekcji ATCC zostat

uzyty jako szczep kontrolny w badaniu lekowrazliwosci szczepow S. uberis.

3.4.2 Badania molekularne. Ustalenie genotypowych mechanizmow odpowiedzialnych
za opornosé szczepow Streptococcus uberis na antybiotyki

3.4.2.1 lzolacja genomowego DNA bakterii oraz okreslenie obecnosci genow
odpowiedzialnych za opornosé szczepow S. uberis na antybiotyki

DNA komorek bakteryjnych wyizolowano przy uzyciu zestawu Genomic Mini
(A&A Biotechnology, Polska) zgodnie z instrukcja producenta. Dalszy etap badan
polegal na sprawdzeniu obecnosci odpowiednich genéw oporno$ci w genomie
wyizolowanych szczepow S. uberis za pomoca klasycznej metody - tancuchowej reakcji
polimerazy (PCR). Sekwencje starterow i warunki reakcji PCR zostaty ustalone na
podstawie ogolnodostepnej literatury (Zhang i wsp., 2021) (Tab.3). Reakcje
przeprowadzono w termocyklerze (TPersonal thermal cycler - Biometra GmbH,

Goettingen, Niemcy).
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Tab. 3. Sekwencje starterow dla genow opornosci szczepdéw Streptococcus uberis

wyizolowanych z mleka krow chorych na mastitis

tetO tetracykliny AACTTAGGCATTCTGGCTCAC (F) 519

TCCCACTGTTCCATATCGTCA (R)
tetM tetracykliny GAACTCGAACAAGAGGAAAGC (F) 740

ATGGAAGCCCAGAAAGGAT (R)

tetL tetracykliny TGAACGTCTCATTACCTG (F) 993
ACGAAAGCCCACCTAAAA (R)

blaz antybiotyki p-laktamowe TTAAAGTCTTACCGAAAGCAG (F) 377
TAAGAGATTTGCCTATGC (R)

pbp2 antybiotyki B-laktamowe GATCCTCTAAATGATTCTCAGGTGG(F) 1500

CAATTAGCTTAGCAATAGGTGTTGG
(R)

ermB makrolidy ATTGGAACAGGTAAAGGGC (F) 442
GAACATCTGTGGTATGGCG (R)

mefA makrolidy AGTATCATTAATCACTAGTGC (F) 346
TTCTTCTGGTACTAAAAGTGG (R)

aac(6')-le- aminoglikozydy GAGCAATAAGGGCATACCAAAAATC 348
aph(2")-la (F)

CCGTGCATTTGTCTTAAAAA ACTGG
(R)

aph(2")-1b aminoglikozydy TATGGATCCATGGTTAACTTGGACGC 121
TGAG (F)
ATTAAGCTTCCTGCTAAAATATAAAC
ATCTCTGCT (R)

aph(2")-1d aminoglikozydy GG TGGTTTTTACAGGAATGCCATC (F) 642

CCCTCTTCATACCAATCCATATAACC
(R)

linB linkozamidy CCTACCTATTGTTTGTGGAA (F) 926

ATAACGTTACTCTCCTATTC (R)
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3.5 Analiza statystyczna

W prezentowanym badaniu poréwnano poziom amyloidu A oraz cytokin: IL-18,
IL-6, IL-8, IL-12p i TNF-a w surowicy i w mleku krow chorych na zapalenie wymienia
wywotane przez Streptococcus uberis oraz krow zdrowych. W  badaniu
przeprowadzonym za pomoca testu Shapiro-Wilka nie stwierdzono normalnosci rozktadu
wartosci cech w poszczeg6lnych grupach, w zwiazku z czym zastosowano test Manna-
Whitney”’a dla dwoch prob niezaleznych. Za prog istotnosci statystycznej uznano warto$¢
p < 0,05. Obliczenia wykonano przy uzyciu pakietu statystycznego Statistica 12.0
(StatSoft. Inc., Tulsa, OK).
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4. WYNIKI BADAN

4.1 Ocena epizootyczna wystepowania S. uberis w stadach krow mlecznych
znajdujgcych si¢ w wojewodztwie kujawsko-pomorskim

Badania przeprowadzono w 28 stadach zlokalizowanych na terenic wojewodztwa
kujawsko-pomorskiego o tgcznej obsadzie 1241 kréw mlecznych. Probki mleka oraz krwi
pobrano od krow, u ktorych stwierdzono dodatni wynik Terenowego Odczynu
Komoérkowego. Z badania wykluczono krowy, u ktérych wystepowaty choroby
metaboliczne i inne choroby towarzyszace mastitis, krowy wykazujace objawy rui oraz
krowy w zasuszeniu. Ogotem pobrano probki mleka oraz krwi od 194 krow w celu
wykonania badania bakteriologicznego 1 oceny wrazliwosci wyizolowanych
drobnoustrojéw na antybiotyki oraz oceny natezenia odpowiedzi immunologicznej._Ze

194 probek mleka wyizolowano 176 szczepow drobnoustrojéw, w tym 30 szczepow

nalezacych do gatunku S. uberis (17,0%). Do izolacji i identyfikacji szczepoéw S. uberis

wybrano klasyczny schemat oparty na rutynowym badaniu bakteriologicznym,
wykonaniu barwienia preparatow metoda Grama i proby na katalazg, hodowli na podtozu
chromogennym przeznaczonym dla patogenow odpowiedzialnych za wywotywanie
mastitis u krow, hydrolizie eskuliny oraz wzroscie w $rodowisku zawierajacym 6,5%
NaCl. Identyfikacje gatunkowg potwierdzono dwoma metodami molekularnymi
(spektrometria mas MALDI-TOF oraz tancuchowa reakcja polimerazy PCR).

4.2 Okreslenie zaleinosci pomiedzy odsetkiem wyizolowanych szczepow
Streptococcus uberis a sytuacjq zoohigieniczng w hodowli

4.2.1 Analiza zaleinosci pomiedzy odsetkiem wyizolowanych szczepow S. uberis a
stosowaniem antybiotykow DC (dry cow) w okresie zasuszenia w danym stadzie

W 26 stadach (92,9%) o Iacznej obsadzie 1157 krow stosowano selektywnie
antybiotyki o przedtuzonym dziataniu (SDCT). Lacznie do badania bakteriologicznego
w tych stadach pobrano 171 TOK-dodatnich probek mleka, z ktoérych wyizolowano 21/30
szczepow S. uberis (70,0%). W pozostatych dwoch stadach (7,1%) o tacznej obsadzie 84
krow nie stosowano terapii DC. Do badania bakteriologicznego pobrano 23 TOK-
dodatnie probki mleka, z ktorych wyizolowano 9/30 szczepow S. uberis (30,0%). Nalezy

podkresli¢, iz w jednym z dwoéch stad, w ktorym nie stosowano antybiotykéw DC, o
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tacznej obsadzie 48 krow pobrano 19 TOK-dodatnich probek mleka, z ktorych
wyizolowano az 7/30 szczepoéw S. uberis (33,3% wszystkich wyizolowanych szczepow

S. uberis). Tab. 4.

Tab. 4. Ocena zaleznos$ci pomigdzy odsetkiem wyizolowanych szczepoéw S. uberis a
stosowaniem antybiotykow DC (dry cow) w okresie zasuszenia w danym stadzie

26 (92.9%) 2 (7.1%)

1157 krow 84 krow
21/30 (70,0%) 9/30 (30,0%)
55,1 9.3

Objasnienia: DC — antybiotyki o przedluzonym dziataniu typu DC (dry cow) stosowane w okresie

zasuszenia krowy

4.2.2 Ocena zaleinosci pomiedzy odsetkiem wyizolowanych szczepow S. uberis a
stosowaniem szczepien krow przeciw drobnoustrojom powodujgcym mastitis w danym
stadzie

Szczepienia przeciwko drobnoustrojom wywolujacym zapalenie wymienia
stosowano w 16 stadach (57,1%) o tagcznej obsadzie 741 krow.

W 7 stadach o tacznej obsadzie 346 krow stosowano preparat szczepionkowy
Ubac, ktorego substancja czynna jest kwas lipotejchojowy (LTA) z komponentu
wigzacego biofilm (BAC) bakterii S. uberis. Do badania bakteriologicznego z tych stad
pobrano tgcznie 44 TOK-dodatnie probki mleka, z ktorych wyizolowano 3/30 szczepy
S.uberis (10,0%). Nalezy podkresli¢, iz w czterech stadach stosujacych szczepienia krow
przy uzyciu Ubac nie wyizolowano zadnego szczepu S. uberis z 28 pobranych probek
mleka, natomiast w pozostatych trzech stadach wyizolowano zaledwie 3 szczepy S.uberis
z 16 probek mleka pobranych z TOK-dodatnich ¢wiartek wymienia.

Preparat Startvac, ktorego substancjami czynnymi sg: inaktywowany szczep
Eschericha coli J5, inaktywowany szczep SP 140 Staphylococcus aureus (CP8, wyrazony
w Slime Associated Antigenic Complex) stosowano w 6 stadach o tgcznej obsadzie 267
krow. Do badania bakteriologicznego pobrano tgcznie 40 probek mleka z TOK-dodatnich
¢wiartek wymienia, z ktorych wyizolowano 9/30 szczepow S. uberis (30,0%).
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W 2 stadach o tacznej obsadzie 100 krow stosowano dwa preparaty: Ubac oraz
Startvac. Do badania bakteriologicznego pobrano tacznie 12 prébek mleka z TOK-
dodatnich ¢wiartek wymienia, z ktorych wyizolowano 2/30 szczepy S. uberis (6,7%).

W jednym stadzie o obsadzie 28 krow stosowano preparat Mastibiovac, ktorego
substancjami czynnymi sg inaktywowane szczepy bakteryjne: Streptococcus agalactiae,
Streptococcus  dysgalactiae,  Streptococcus uberis, Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus, Trueperella pyogenes, Escherichia coli (szczep Bov-10, szczep
Bov-14, szczep Bov-15, szczep Suis-21 oraz szczep J5). Do badania bakteriologicznego
pobrano tacznie 6 TOK-dodatnich probek mleka, z ktorych wyizolowano 1/30 szczep S.
uberis (3,3%).

W 12 stadach (42,9%) o tacznej obsadzie 500 krow nie stosowano zadnych
szczepien przeciw drobnoustrojom odpowiedzialnym za zapalenie wymienia. Do badania
bakteriologicznego pobrano z tych stad 92 TOK-dodatnie probki mleka, z ktorych
wyizolowano 15/30 szczepow S. uberis (50,0%). Tab. 5.

Tab. 5. Ocena zalezno$ci pomigdzy odsetkiem wyizolowanych szczepoéw S. uberis a
stosowaniem szczepien krow przeciw drobnoustrojom powodujacym mastitis w
danym stadzie

U+S Stada Stada

M

szczepione nieszczepione
_ 7(250%) 6(21,4%) 2(7.1%) 1 (3,6%) 16 (57,1%) 12 (42,9%)
_ 346 krow 267 krow 100 krow 28 krow 741 krow 500 krow
_ 3(10,0%) 9(30,0%) 2(6,7%) 1(3.3%)  15/30 (50,0%)  15/30 (50,0%)
_ 1153  29.7 50 28 49,4 33,3

Objasnienie skrotow: U -Ubac, S-Startvac, U+S -Ubac + Startvac, M - Mastibiovac

4.2.3 Analiza zaleinosci pomiedzy odsetkiem wyizolowanych szczepow S. uberis a
stosowaniem przed- i poudojowej dezynfekcji strzykow wymion krow w danym stadzie

W 7 stadach (25,0%) o tacznej obsadzie 316 krow nie stosowano ani
przedudojowej ani poudojowej dezynfekcji strzykow. Do badania bakteriologicznego
pobrano tacznie 49 TOK-dodatnich probek mleka, z ktorych wyizolowano 5/30 szczepoéw
S. uberis (16,7%).
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W 7 stadach (25,0%) o lacznej obsadzie 360 kréw stosowano zar6wno
dezynfekcje przed jak i poudojowg strzykéw. Do badania bakteriologicznego pobrano
tacznie 68 TOK-dodatnich probek mleka, z ktorych wyizolowano 12/30 szczepow S.
uberis (40,0%).

W 14 stadach (50,0%) o tacznej obsadzie 565 krow stosowano tylko poudojowa
dezynfekcje strzykéw. Do badania bakteriologicznego pobrano tacznie 77 TOK-
dodatnich probek mleka, z ktorych wyizolowano 13/30 szczepow S. uberis (43,3%).

W zZadnym ze stad nie stosowano predippingu jako jedynej formy dezynfekcji
strzykow wymion u krow. Tab. 6.

Tab. 6. Ocena zalezno$ci pomigdzy odsetkiem wyizolowanych szczepow S. uberis a
stosowaniem przed- i poudojowej dezynfekcji strzykow wymion krow w danym
stadzie

Wylacznie pre- Stosowanie pre i Brak pre i post -

Wylacznie post -

dipping dipping post - dippingu dippingu
BN 0 vem @ e
_ 0 565 krow 360 krow 316 krow
_ 0 13/30 (43,3%) 12/30(40,0%) 5/30(16,7%)

Objasnienia: predipping — przedudojowa dezynfekcja strzykéw wymion; postdipping — poudojowa
dezynfekcja strzykéw wymion krow

4.2.4 Ocena zaleinosCi pomiedzy odsetkiem wyizolowanych szczepow S. uberis a
stopniem czystosci krow w danym stadzie

I stopien czysto$ci krow stwierdzono w 6 stadach (21,4%) o tacznej obsadzie 260 krow.
Do badania bakteriologicznego pobrano tacznie 31 TOK-dodatnich probek mleka, z
ktorych wyizolowano 4/30 szczepy S. uberis (13,3%).

Il stopien czystosci krow stwierdzono w 7 stadach (25,0%) o tacznej obsadzie 317 krow.
Do badania bakteriologicznego pobrano tgcznie 43 TOK-dodatnie probki mleka, z
ktorych wyizolowano 6/30 szczepow S. uberis (20,0%).

Il stopien czystosci krow stwierdzono w 10 stadach (35,7%) o tacznej obsadzie 448
krow. Do badania bakteriologicznego pobrano tgcznie 90 TOK-dodatnich probek mleka,
z ktorych wyizolowano 14/30 szczepdéw S. uberis (46,7%).
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IV stopien czystosci krow stwierdzono w 5 stadach (17,9%) o tacznej obsadzie 216 krow.
Do badania bakteriologicznego pobrano tacznie 30 TOK-dodatnich probek mleka, z
ktorych wyizolowano 6/30 szczepow S. uberis (20,0%). Tab.7.

Tab. 7. Ocena zaleznos$ci pomigdzy odsetkiem wyizolowanych szczepoéw S. uberis a
stopniem czystosci krow w danym stadzie

| T 1T v
6 (21,4%) 7 (25,0%) 10 (35,7%) 5 (17,9%)
260 krow 317 kréw 448 kréw 216 krow

4130 (13,3%) 6/30 (20,0%) 14/30 (46,7%) 6/30 (20,0%)

65 52,8 32 36

4.2.5 Ocena zaleinosci pomiedzy odsetkiem wyizolowanych szczepow S. uberis a
liczbg komorek somatycznych w mleku zbiorczym

Przyjeta umowng granicg zdrowego i chorego gruczotu mlekowego u krow jest
warto$¢ 200 000 /mL mleka. W przypadku badanych stad tylko 4 stada (14,3%) o taczne;j
obsadzie 220 krow mialy LKS rowna lub ponizej tej wartosci. Do badania
bakteriologicznego pobrano iacznie 23 TOK-dodatnie probki mleka, z ktoérych
wyizolowano 3/30 szczepy S. uberis (10,0%). Niestety w zdecydowanej wigkszo$ci stad
24 (85,7%) o tacznej obsadzie 1021 kréw LKS wynosita powyzej 200 000/mL mleka. Do
badania bakteriologicznego pobrano tacznie 171 TOK-dodatnich probek mleka, z ktorych
wyizolowano 27/30 szczepow S. uberis (90,0%). Tab. 8.

Tab. 8. Ocena zalezno$ci pomig¢dzy odsetkiem wyizolowanych szczepow S. uberis a
liczba komorek somatycznych w 1 mL mleka zbiorczego

<200 000/mL >200 000/mL

4 (14,3%) 24 (85,7%)
220 krow 1021 krow
3/30 (10,0%) 27/30 (90,0%)
73,3 37,8
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4.3 Ocena nateienia odpowiedzi immunologicznej u krow chorych na
zapalenie wymienia wywolane przez Streptococcus uberis w oparciu 0
okreslenie poziomu bialka ostrej fazy: serum amyloid A oraz cytokin
prozapalnych: IL-1f, IL-6, IL-8, IL-12f oraz TNF-a w mleku oraz
surowicy krow

4.3.1 Ocena stezenia amyloidu A w mleku i surowicy krow 7 mastitis wywolanym przez
S. uberis i zdrowych kréw

Badania wykazaty znaczaco wyzsze stezenie amyloidu A w mleku kréw chorych
na zapalenie wymienia wywotane przez S. uberis w porownaniu do mleka krow zdrowych
(2817,5 ng/mL i 318,25 ng/mL, P < 0,001). Nie zanotowano natomiast istotnej roznicy
poziomu tej cytokiny w surowicy obu badanych grup krow (1810,0 ng/mL i 2445,0
ng/mL, P > 0,05). W grupie kréw zdrowych, poziom amyloidu A byt istotnie wyzszy w
surowicy w porownaniu do mleka (2445,0 ng/mL i 318,25 ng/mL, P < 0,001), podczas
gdy w grupie kréw chorych stezenie amyloidu A w surowicy i w mleku nie réznito si¢ w
znaczacym stopniu (1810,0 ng/mL i 2817,5 ng/mL, P > 0,05). Tab.9.

Tab. 9. Stezenie amyloidu A w mleku (MAA) i surowicy (SAA) krow chorych na
mastitis wywotane przez Streptococcus uberis (S.ub.) oraz zdrowych krow

(ZDR)
SERUM AMYLOID A (ng/mL)
Symbol Probki N

Mediana Min Max
A MLEKO S.ub. 30 281758 41,6 11347,9
B MLEKO ZDR. 10 318,3AP 79,0 406,0
C SUROWICA S.ub. 30 1810,0 880,0 3240,0
D SUROWICA ZDR. 10 244508 1410,0 2940,0

Dane przedstawiono jako warto$ci mediany, minimalne (Min) i maksymalne (Max). N — liczba
probek. Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu Manna-Whitneya (P<0,05) w
odniesieniu do poszczegdlnych grup oznaczonych symbolami A-D.
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4.3.2 Ocena stezenia IL-1f w mleku i surowicy krow 7 mastitis wywolanym przez
Streptococcus uberis i krow zdrowych

Poziom IL-1B w surowicy i mleku zdrowych krow wahat si¢ odpowiednio w
zakresie 53,3 — 186,6 pg/ml z mediang 126,0 pg/ml oraz 25,5 — 112,4 pg/ml z mediang
63,0 pg/ml. Badania wykazaty, Ze stezenie IL-1 bylo istotnie wyzsze w mleku zas nizsze
w surowicy kréw chorych na mastitis w poréwnaniu do krow zdrowych (odpowiednio:
220,7 pg/mL vs 63,0 pg/mL, p < 0,001 oraz 29,3 pg/mL vs 126,0 pg/mL, p < 0,001).
Stwierdzono takze odwrotng korelacje poziomu tej cytokiny w surowicy W stosunku do
mleka w obydwu grupach krow. Stezenie IL-13 w mleku w pordwnaniu do surowicy byto
znaczaco nizsze W grupie krow zdrowych zas wyzsze w grupie krow chorych na zapalenie
wymienia (odpowiednio: 63,0 pg/mL vs 126,0 pg/mL, p < 0,05 oraz 220,7 vs 29,3 pg/mL,
p <0,001). Tab. 10.

Tab. 10. Stezenie Interleukiny-1p (IL-1B) w mleku i surowicy krow chorych na mastitis
wywotane przez Streptococcus uberis (S. ub.) oraz zdrowych krow (ZDR)

IL-1B (pg/mL)
Symbol Probki N
Mediana Min Max
A MLEKO S.ub. 30 220,78¢ 131,3 376,3
B MLEKO ZDR. 10 63,0AP 25,5 112,4
C SUROWICA S.ub. 30 29,3AP 7,3 117,7
D SUROWICA ZDR. 10 126,08C 53,3 186,6

Dane przedstawiono jako warto$ci mediany, minimalne (Min) i maksymalne (Max). N — liczba
probek. Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu Manna-Whitneya (P<0,05) w
odniesieniu do poszczegodlnych grup oznaczonych symbolami A-D.

4.3.3 Ocena steienia |\L-6 w mleku i surowicy krow z mastitis wywolanym przez
Streptococcus uberis i krow zdrowych

Poziom IL-6 w mleku zdrowych krow wahat si¢ od 6,0 do 113,1 pg/mL (mediana
30,2 pg/mL) i byt znaczgco nizszy w porownaniu do mleka krow chorych na mastitis
wywotane przez S. uberis (119,5 pg/mL, p < 0,05). Natomiast stezenie tej cytokiny w
surowicy zdrowych krow miescito si¢ w zakresie 74,1 — 143,8 pg/mL i bylo

zdecydowanie wyzsze w porownaniu do surowicy kréw chorych (96,8 pg/mL vs 21,6
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pg/mL; p <0,001). Zarowno w grupie krow chorych jak i w grupie kontrolnej stwierdzono
takze istotng roznice poziomu IL-6 pomigdzy surowica a mlekiem (21,6 pg/mL vs 119,5
pg/mL, p <0,001; 96,8 pg/mL vs 30,2 pg/mL; p < 0,01).

Tab. 11. Stezenie Interleukiny-6 (IL-6) w mleku i surowicy kréw chorych na mastitis
wywotane przez Streptococcus uberis (S. ub.) oraz zdrowych krow (ZDR)

IL-6 (pg/mL)
Symbol Probki N
Mediana Min Max
A MLEKO S.ub. 30 119,58¢ 33,8 287,1
B MLEKO ZDR. 10 30,2AP 6,0 113,1
C SUROWICA S.ub. 30 21,6AP 15,8 39,2
D SUROWICA ZDR. 10 96,88C 741 143,8

Dane przedstawiono jako wartosci mediany, minimalne (Min) i maksymalne (Max). N — liczba
probek. Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu Manna-Whitneya (P<0,05) w
odniesieniu do poszczegodlnych grup oznaczonych symbolami A-D.

4.4.4 Ocena stezenia IL-8 w mleku i surowicy krow z mastitis wywolanym przez
Streptococcus uberis i krow zdrowych

Poziom IL-8 w surowicy i mleku zdrowych kréw wahat si¢ odpowiednio w
zakresie 103,8 — 969,5 pg/mL z mediang 253,4 pg/mL oraz 69,7 — 254,7 pg/mL z mediang
132,0 pg/mL. Badania wykazaty zdecydowanie wyzsze st¢zenie tej cytokiny w mleku
krow chorych w poréwnaniu do mleka krow zdrowych (275,2 pg/mL vs 132,0 pg/mL, p
< 0,01), natomiast nie stwierdzono istotnej réznicy poziomu IL-8 w surowicy obydwu
grup (237,6 pg/mL vs 253,4 pg/mL, p > 0,05). Nalezy podkresli¢, iz stezenie 1L-8 w
surowicy i mleku kréw chorych na mastitis ksztattowato si¢ niemalze na tym samym
poziomie (237,6 pg/mL vs 275,2 pg/mL, p > 0,05). Rowniez w grupie krow zdrowych
nie stwierdzono statystycznie istotnej roznicy w stezeniu IL-8 w surowicy i mleku

pomimo zroéznicowanej wartosci mediany (253,4 vs 132,0 pg/mL, p > 0,05). Tab. 12.
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Tab. 12. Stezenie Interleukiny-8 (IL-8) w mleku i surowicy kréw chorych na mastitis
wywotane przez Streptococcus uberis (S. ub.) oraz zdrowych krow (ZDR)

IL-8 (pg/mL)
Symbol Probki N
Mediana Min Max
A MLEKO S.ub. 30 275,28 130,8 364,8
B MLEKO ZDR. 10 132,04 69,7 2547
C SUROWICA S.ub. 30 237,6 36,5 858,4
D SUROWICA ZDR. 10 253,4 103,8 969,5

Dane przedstawiono jako wartosci mediany, minimalne (Min) i maksymalne (Max). N — liczba
probek. Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu Manna-Whitneya (P<0,05) w
odniesieniu do poszczegdlnych grup oznaczonych symbolami A-D.

4.4.5 Ocena stgienia IL-12f w mleku i surowicy krow 7 mastitis wywolanym przez
Streptococcus uberis i kréw zdrowych

Poziom IL-12B w mleku zdrowych krow wahat si¢ w zakresie 75,4 — 288,8 pg/mL
zmediang 194,5 pg/mL i byt zdecydowanie nizszy w poréwnaniu do mleka chorych krow
(743,1 pg/mL, p <0,001). Réznice statystycznie istotng zanotowano takze w stgzeniu tej
cytokiny w surowicy obydwu badanych grup krow (212,7 pg/mL vs 62,9 pg/mL, p <
0,01). Ponadto stwierdzono, ze koncentracja IL-12B w surowicy krow chorych byta
wielokrotnie nizsza w poréwnaniu do ich mleka (62,9 pg/mL vs 743,1 pg/mL, p < 0,001),
podczas gdy w grupie kontrolnej wartosci te byly zblizone (212,7 pg/mL vs 194,5 pg/mL,
p > 0,05). Tab. 13.

Tab. 13. Stezenie Interleukiny-12f (IL-128) w mleku i surowicy krow chorych na mastitis
wywotane przez Streptococcus uberis (S. ub.) oraz zdrowych krow (ZDR)

IL-12p (pg/mL)

Symbol Probki N
Mediana Min Max
A MLEKO S.ub. 30 743,18¢ 198,4 2314,0
B MLEKO ZDR. 10 194,54 75,4 288,8
C SUROWICA S.ub. 30 62,94P 9,5 240,4
D SUROWICA ZDR. 10 212,7¢ 96,9 572,9

Dane przedstawiono jako warto$ci mediany, minimalne (Min) i maksymalne (Max). N — liczba
probek. Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu Manna-Whitneya (P<0,05) w
odniesieniu do poszczegdlnych grup oznaczonych symbolami A-D.
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4.4.6 Ocena st¢zenia TNFa w mleku i surowicy krow z mastitis wywolanym przez
Streptococcus uberis i krow zdrowych

Poziom TNF-a w mleku zdrowych krow miescit si¢ w zakresie 16,6 — 164,2
pg/mL z mediang 85,6 pg/mL i byt zdecydowanie nizszy w poréwnaniu do surowicy tych
krow (151,4 pg/mL, p < 0,05). Odwrotng korelacje stwierdzono w przypadku stezenia
TNF-o w mleku krow chorych, ktore okazato si¢ zdecydowanie wyzsze niz w surowicy
tych krow (355,9 pg/mL vs 71,8 pg/mL; p < 0,001) oraz znaczaco wyzsze w porOwnaniu
do mleka grupy kontrolnej (355,9 pg/mL vs 85,6 pg/mL, p <0,001). Statystycznie istotng
réznicg stwierdzono takze pomiedzy stgzeniem TNF-a w surowicy obydwu badanych
grup krow (151,4 vs 71,8 pg/mL, p < 0,05). Tab. 14.

Tab. 14. Stezenie TNF-a (TNF-a) w mleku i surowicy krow chorych na mastitis
wywotane przez Streptococcus uberis (S. ub.) oraz zdrowych krow (ZDR)

TNF-0 (pg/mL)

Symbol Prébki N
Mediana Min Max
A MLEKO S.ub. 30 355,98¢ 444 502,2
B MLEKO ZDR. 10 85,6”P 16,6 164,2
C SUROWICA S.ub. 30 71,8AP 17,1 200,4
D SUROWICA ZDR. 10 151,48¢ 68,7 305,3

Dane przedstawiono jako warto$ci mediany, minimalne (Min) i maksymalne (Max). N — liczba
probek. Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu Manna-Whitneya (P<0,05) w
odniesieniu do poszczegdlnych grup oznaczonych symbolami A-D.
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4.5 Ocena lekowrazliwosci szczepow S. uberis wyizolowanych 7 mleka
krow chorych na zapalenie wymienia

Wyniki badan wykazaty wielolekooporno$¢ w przypadku 10 szczepow S. uberis
(33,3%), ktore byty oporne na co najmniej trzy antybiotyki. Szes¢ szczepow (20,0%) byto
opornych na dwa antybiotyki za$ osiem szczepow (26,7%) - tylko na jeden antybiotyk.
Najwigkszy poziom opornosci wsrod szczepow S. uberis stwierdzono w przypadku
tetracykliny (16 szczepow — 53,3%), linkomycyny (16 szczepow — 53,3%) oraz
erytromycyny (14 szczepéw — 46,7%). Sze$¢ szczepow S. uberis (20,0%) byto
wrazliwych lub $redniowrazliwych na wszystkie antybiotyki. Najwigkszg aktywno$¢ in
vitro wykazaly cefoperazon i cefquinom (100%), cefaleksyna (93,3%), penicylina
(90,0%) oraz ceftiofur (86,7%, wrazliwych/sredniowrazliwych szczepow).

Stwierdzono 21 réznych profili lekowrazliwo$ci na wybrane do badania
antybiotyki. Najcze$ciej powtarzajacym si¢ wzorem byla jednoczesna opornosé
szczepow S. uberis na tetracykling, erytromycyng i linkomycyng z wrazliwoscig na
pozostate badane antybiotyki (6 szczepow — 20,0%). Kolejne profile obejmowaty szczepy
oporne tylko na jeden antybiotyk: tetracykling (4 szczepy — 13,3%), linkomycyne (3
szczepy — 10,0%) i erytromycyne (1 szczep — 3,3%) oraz szczepy oporne na 2 antybiotyki:
linkomycyng 1 erytromycyne (2 szczepy — 6,7%), erytromycyng i tetracykling (1 szczep
—3,3%) oraz tetracykling 1 linkomycyne (1 szczep — 3,3%). Pozostale szczepy wykazaty
zmienng opornos¢ na antybiotyki nalezace do réznych grup. Nalezy przy tym podkreslic,

iz nie stwierdzono szczepu opornego wylacznie na antybiotyki p-laktamowe. Tab. 15.
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Tab. 15. Profile lekowrazliwosci fenotypowej szczepow S. uberis wyizolowanych z
mleka kréw chorych na mastitis

Nr P CL CFP EFT CEQ T ER L Profil
_ | INVSFARSS IRV IV SVIFINSS IS IS I |
_ | FH+ ++ op ++ op o+ 2
_ | ST I T (T B T e T
_ | 4 ++ ++ ++ op ++ ++ 3
_ | T o o S o O SO SO 014 4
_ | B S S op op 5
_ | +H+ HHE HHE bR+ Op op op 5
_ I op  op 4+ ++ 4+ op op op 6
_ v e S o S S S S 4 op 7
_ Vv TR ++ ++ T op op 8
_ WA T ++ ++ ST T +++ 9
_ IX op ++ ++ op ++ +++  op op 10
_ IX e +++  op +++  op op ++ 11
_ XII TP N N R R op ++ 12
_ Xl +H+ HHE HHE bR+ Op op op 5
_ XVl +++  ++ FH+ 4 +++  op 13
_ XVIIl op  op  +++ +++ +++ op op op 14
_ XIX +H+ op FH+ ++ op 15
_ XXI R S e & s op op 5
_ XXI R S S op op 5
_ XXI B - - = op op 5
_ XXI o+ ++ FEEERS VIV S +++  +++ 16
_ XXI A A +++  op ++ ++ 17
_ XX 44+ 44+ 4+ A ++ ++ 18
_ XXIV Attt bR Op +++  +++ 19
_ XXIV  +++ 4+ o+ 4+ op +++ 4+ 19
_ XXV A+ b At AR bR bR +HE Op 4
_ XXVI 4+ A+t e+ +HEOp op ++ 20
_ XXVI 4+ 4+ttt +++ op +++  op 21
_ XXVII +++ | 44+  +++ A+ A A ]

Objasnienia: P - penicylina; CL — cefaleksyna; CFP — cefoperazon; EFT - ceftiofur; CEQ —
cefquinom; T — tetracyklina; ER — erytromycyna; L - linkomycyna
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4.6 Genetyczne uwarunkowanie opornosci szczepow  S.uberis
wyizolowanych 7 mleka krow chorych na mastitis na wybrane antybiotyki

W przypadku 20 szczepdéw S. uberis (66,7%) wykryto co najmniej 1 gen
oporno$ci. Lacznie stwierdzono obecnos$¢ 36 genow, w tym u 8 szczepow (26,7%)
wystepowat tylko 1 gen, u 9 szczepdéw (30,0%) — 2 geny, u 2 szczepow (6,7%) — 3 geny
oraz u 1 szczepu (3,3%) — 4 geny opornosci. W przypadku 10 szczepow (33,3%) nie
stwierdzono wystgpowania zadnego genu opornosci pomimo tego, iz u o$miu z nich
stwierdzono fenotypowa oporno$¢ na rézne grupy antybiotykow. Profile lekowrazliwosci
fenotypowej byly tozsame z determinantami oporno$ci genetycznej jedynie w przypadku
dwoch szczepow wrazliwych/éredniowrazliwych na wszystkie badane antybiotyki, u
ktorych nie stwierdzono obecno$ci zadnych genow.

W przeprowadzonym badaniu najczesciej wystgpowaly geny tet odpowiedzialne
za oporno$¢ na tetracykliny: 12 gendéw tetL, 10 genoéw tetM oraz 3 geny tetO. W dalszej
kolejnosci stwierdzono obecno$¢ gendéw kodujacych oporno$é na: makrolidy - 4 geny
ermB, linkozamidy — 4 geny linB, antybiotyki p-laktamowe — 2 geny blaZ oraz
aminoglikozydy — 1 gen aac(6')-le-aph(2")-la. W przypadku 4 szczepoéw S. uberis
fenotypowo  wrazliwych/sredniowrazliwych na wszystkie badane antybiotyki
stwierdzono obecnos$¢ 7 genow kodujacych opornosé na: tetracykliny (2 geny tetM i 2
geny tetL), makrolidy (1 gen ermB) oraz linkozamidy (2 geny linB).

Dwanascie szczepow fenotypowo opornych na tetracykliny posiadato conajmniej
1 lub 2 geny tet (tacznie 18 gendw, w tym: 9 genow tetL, 7 genow tetM oraz 2 geny tetO).
Obecno$¢ gendw tet stwierdzono takze w przypadku 6 szczepow S. uberis fenotypowo
wrazliwych na tetracykliny. Z kolei gen ermB wykryto u kazdego z 3 szczepdéw
fenotypowo opornych oraz 1 szczepu wrazliwego na erytromycyng. Podobnie w
przypadku linkomycyny: obecno$¢ genu linB stwierdzono u 2 szczepoéw fenotypowo
opornych oraz 2 szczepow wrazliwych na ten antybiotyk. Ponadto nalezy podkresli¢, ze
jedenascie szczepow S. uberis bylo jednoczesnie opornych na erytromycyng i
linkomycyng co moze $wiadczy¢ o krzyzowej opornos$ci makrolidéw 1 linkozamidow.
Kolejnych jedenascie szczepow S. uberis byto natomiast wrazliwych/$redniowrazliwych
zaro6wno na erytromycyng jak i linkomycyne. Gen blaZ stwierdzono u 2 badanych

szczepow, chociaz tylko jeden z nich wykazat fenotypowa opornos¢ na penicyling.
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Tab. 16. Profile oporno$ci genotypowej szczepow S. uberis wyizolowanych z mleka

©

14
15
16
17
19
22
33
63
74
75
115
137
140
152
157
158
166
177
178

kréw chorych na mastitis

tetM, linB
tetL, ermB
tetL, tetM
blaz

tetL, tetM, ermB, aac(6')-1e-aph(2")-la
tetL, tetM, linB
tetM

tetL, tetO
tetO, ermB
tetL, ermB
tetM

tetL,blaz

tetL

tetL

tetM ,linB

tetL

tetL, tetO

tetM

tetM

tetL, tetM, linB
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5. DYSKUSJA

Zapalenie wymienia nadal pozostaje znaczagcym problemem w stadach kréw
mlecznych, ktory generuje ogromne straty w okresie laktacji (zmniejszona wydajno$¢ w
produkcji mleka i nizsza jego jakos¢, wysokie koszty leczenia, niejednokrotnie
koniecznos¢ wymiany chorych zwierzat w stadzie (Abd El-Aziz i wsp., 2021; Bar i wsp.,
2008; Bochniarz i wsp., 2023; Halasa i wsp., 2007; Harjanti i wsp., 2020; Hogeveen i
wsp., 2011; Huijps i wsp., 2008; Kibebew i wsp., 2017; Palanivel i wsp., 2008; Pascu i
wsp., 2022; Seegers i wsp., 2003).

Przez wiele lat S. agalactiae i S. dysgalactiae byly opisywane jako glowna
przyczyna mastitis u kréw (Carlton i McGavin, 1995; Keefe, 2012). Obecne badania
wskazuja jednak, ze czesto$¢ wystepowania tych dwoch patogenéw w zakazeniach
wymienia jest zdecydowanie nizsza, co wynika najprawdopodobniej z postepu higieny w
produkcji mleka i terapii krow zasuszonych. Nalezy podkresli¢, iz wdrozenie srodkow
przeciwdziatajacych mastitis okazato si¢ skuteczne gléwnie w eliminacji zakaznych
patogendw, nie przyniosto natomiast oczekiwanego rezultatu w przypadku
drobnoustrojow srodowiskowych, takich jak S. uberis (Cheng i Han, 2020; Hillerton i
wsp., 2003; Kromker i wsp., 2014). Przyczyny tego zjawiska mozna upatrywaé w
powszechnym wystepowaniu bakterii w otoczeniu krow co sprawia, ze kanat strzykowy
gruczotu mlekowego jest stale narazony na kontakt z tymi patogenami (Sherwin i Breen,
2022). Aktualnie dostgpne wyniki badan wskazuja, ze najcze$ciej rozpoznawanym
czynnikiem etiologicznym mastitis w wielu krajach Europy i §wiata jest S. uberis (Abd
El-Aziz i wsp., 2021; Kabelitz i wsp., 2021; Tomazi i wsp., 2019; Vezina i wsp., 2021).
W badaniach wtasnych szczepy S. uberis stanowity 17,0% wszystkich wyizolowanych
drobnoustrojow z mleka krow chorych na mastitis w 28 stadach. Wskaznik zakazen S.
uberis u kréw mlecznych w badaniach innych autorow osiggal r6zne wartosci w zakresie
od 6,3% (9,3%; 11,8%; 20,59%); 23,5%; 33,0%), nawet do 55,4% (Abd El-Aziz i wsp.,
2021; Bradley i wsp. 2007). Nalezy podkresli¢, iz zakazenia wymienia tym patogenem
wystepowaty niezaleznie od sposobu utrzymania zwierzat (zarowno duze stada
wolnostanowiskowe, jak i w obory uwigzowe) (Oliver i Pighetti, 2002; Ruegg, 2017;
Sherwin i wsp., 2022). Rozbiezne opinie pojawiaja si¢ takze w kontekscie zwigzku
pomiedzy wystgpowaniem zakazen a porg roku, przy czym wigkszo$¢ danych wskazuje
okres letni i wypasanie zwierzat jako czynniki predysponujace. Z kolei inne badania
wykazaly, ze przebywanie krow stale w oborze, szczegdlnie przy wysokiej temperaturze
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i braku odpowiedniej wentylacji prowadzi do ostabienia odpornosci organizmu i
zwigkszonej tendencji do zakazen wymienia wywotywanych przez S. uberis (Oliver i
Pighetti, 2002; Ruegg, 2017; Sherwin i wsp., 2022). W badaniach wtasnych probki mleka
pobierano w okresie letnim (od maja do wrzesnia) ze stad, w ktorych utrzymywano krowy
glownie w systemie wolnostanowiskowym bez dostepu do wybiegu.

Dane z literatury wskazuja, ze S. uberis moze by¢ odpowiedzialny zaré6wno za
podkliniczne jak i Kkliniczne formy mastitis przebiegajace z wyraznie widocznymi
objawami (Abd El-aziz i wsp., 2021; Bochniarz i wsp., 2020; Cobirka i wsp., 2020;
Kromker 1 wsp., 2014; Malinowski i Gajewski, 2009; Tommasoni i wsp., 2023).
Epidemiologia zakazen wymienia powodowanych przez S. uberis nie jest do konca
poznana, natomiast liczne badania dowiodly, Ze jest patogenem wyr6zniajacym si¢ duzg
zmiennoscig genetyczng oraz wybitng zdolno$cig przystosowania si¢ do réznych
niekorzystnych warunkow (Kromker i wsp., 2014; Sherwin i Breen, 2022). Ponadto
wykazano wysoki potencjatl zakazny tego patogenu pomimo przynaleznosci do grupy
drobnoustrojéw srodowiskowych. Parametry odpowiedzi immunologicznej wskazuja, ze
miejscowa odpowiedZz immunologiczna w wymieniu po zakazeniu S. Uberis jest znaczaca
I porownywalna do patogendéw zakaznych takich jak S. agalactiae (Bochniarz i wsp.,
2020; Bochniarz i wsp., 2022). Giinther i wsp. (2016) stwierdzili, ze ten drobnoustroj
wywotuje silng ekspresje genow kodujacych cytokiny i chemokiny, niestety
uruchomiony process fagocytozy w tym przypadku jest mato efektywny, poniewaz S.
uberis posiada zdolno$¢ przetrwania wewnatrz makrofagow.

Wyniki badan witasnych wskazuja, iz u krow chorych na zapalenie wymienia
wywotane przez S. uberis dochodzi najpierw do miejscowego odczynu zapalnego i
reakcji ostrej fazy, ktorej wyznacznikiem jest wzrost poziomu biatek ostrej fazy (Berg i
wsp., 2011; Murata i wsp., 2004; Petersen i wsp., 2004; Saco i Bassols, 2022).
Najwazniejszym biatkiem w mleku, ktére moze by¢ uznane jako marker zapalenia
wymienia u krow jest izoforma 3 surowiczego amyloidu A (McDonald 1 wsp., 2001). W
badaniach wlasnych stwierdzono blisko 9-krotny wzrost st¢zenia MAA w mleku krow
chorych na zapalenie wymienia wywotane przez S. uberis w pordwnaniu do mleka krow
zdrowych. Wyzsze stezenie tego biatka w mleku przy braku zmian w surowicy chorych
kréw skutkowalo niemalze wyroéwnaniem wartosci MAA 1 SAA u tych zwierzat.
Natomiast w grupie kréw zdrowych poziom SAA wynosit 2445,0 ng/mL i okazat si¢ 7,7
razy wyzszy niz MAA. W stanie fizjologicznym surowiczy amyloid A jest produkowany

gléwnie w watrobie 1 wydzielany do krazenia obwodowego, stad znaczaco wyzsze
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stezenie tego biatka w surowicy w porownaniu do mleka. Natomiast brak wzrostu
poziomu amyloidu A w surowicy krow chorych na mastitis moze wynika¢ z wczesnej
fazy stanu zapalnego, kiedy ogolnoustrojowa odpowiedz immunologiczna organizmu nie
zostala jeszcze zainicjowana. Dodatkowo pula surowiczego amyloidu A w krwiobiegu
zostaje pomniejszona o znaczng czg¢S¢ przetransportowang do wymienia.

Uzyskane wyniki badan koreluja z donieniesiami innych autorow (Eckersall i
wsp., 2001; Gerardi 1 wsp., 2009; Kovacevi¢-Filipovi¢ 1 wsp., 2012). Eckersall 1 wsp.
(2001) odnotowali istotnie wyzszy poziom tego bialka ostrej fazy u krow nawet z
umiarkowanym i tagodnym przebiegiem mastitis w porownaniu z krowami zdrowymi.
Takze Gerardi i wsp. (2009) uzyskali wyzsze stezenie SAA u krow z kliniczng forma
mastitis, chociaz przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazala istotnych réznic. Z
kolei Kovacevi¢-Filipovi¢ 1 wsp. (2012) stwierdzili trzykrotnie wyzszy poziom amyloidu
A w surowicy krow z podkliniczng forma mastitis wywotang przez Staphylococcus
aureus (S. aureus) niz w surowicy krow grupy kontrolnej. Istnieje duze
prawdopodobienstwo, ze tak znaczace roznice w stezeniu SAA wynikaja z jednej strony
ze zrdznicowanego czasu trwania choroby, z drugiej za$ ze stopnia nasilenia odpowiedzi
immunologicznej w przebiegu procesu zapalnego. Winter 1 wsp. (2003) wykazali, ze
stezenie SAA u owiec po doswiadczalnym zakazeniu wymienia w bardzo szybkim czasie
osiggneto wysoki poziom, ktéry utrzymywal si¢ przez okres 2-7 dni, po czym
obserwowano powrot do wartosci fizjologicznej pomimo przewlekle trwajacego procesu
zapalnego. Wyniki badan wlasnych wskazuja, ze zapalenie wymienia u krow wywolane
przez S. uberis nie ma wptywu na stezenie amyloidu A w surowicy, ale prowadzi do
zwigkszonego st¢zenia tego biatka w mleku, co dowodzi, ze w przebiegu zapalenia
wymienia gtownym miejscem jego syntezy sa komorki nabtonka gruczolowego
wymienia. Berry 1 wsp. (2005) stwierdzili, ze fizjologiczne stezenie MAA w mleku
zdrowej krowy jest niskie, a jego wzrost do wartosci ponad 500 ng/mL wskazuje na
rozwijajacg si¢ reakcje organizmu na zakazenie gruczolu mlekowego. Znacznie wyzsze
warto§ci MAA w porownaniu z wartosciami wskazanymi przez Berry i wsp. (2005),
zaréwno dla kréw chorych na mastitis, ale takze krow zdrowych odnotowali Nazifi i wsp.
(2008) oraz Kovac i wsp. (2011). W badaniach przeprowadzonych przez Kovac€ i wsp.
(2011) stezenie MA A u kréw bez klinicznych objawow zapalenia wynosito 473,7 ng/mL.
W badaniach wtasnych stezenie MAA w mleku zdrowych kréw wynosito 318,3 ng/mL i
byto blisko 9-krotnie nizsze w poroéwnaniu do mleka krow chorych. Biorac pod uwage

fakt, ze probki krwi 1 mleka pobierano w poczatkowej fazie zapalenia, znaczny wzrost
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stezenia amyloidu A w mleku mozna zatem uzna¢ za wczesny i czuly marker zakazenia
wymienia.

Nalezy podkresli¢, iz wspolne dziatanie wszystkich mechanizméw odpowiedzi
immunologicznej oraz wyzwolenie reakcji ostrej fazy opiera si¢ na przekazywaniu za
posrednictwem cytokin sygnatow pobudzajacych lub hamujgcych (Alluwaimi i Cullor,
2002; Bannerman i wsp., 2009; Bochniarz i wsp., 2017). Najsilniejszym stymulatorem
produkcji i wydzielania bialek ostrej fazy jest IL-6, ktora peini takze wiele innych
waznych funkcji: wspomaga naptyw makrofagéw do wymienia, indukuje réznicowanie
limfocytow B i produkcje immunoglobulin, a takze odpowiada za generowanie objawow
ogoblnoustrojowych m.in. wzrost cieploty ciata (Bochniarz i wsp., 2024b; Hagiwara i
wsp., 2001; Vitenberga-Verza i wsp., 2022). Cytokina ta jest wydzielana przez rézne
komoérki, w tym limfocyty, monocyty, makrofagi, komorki nabtonka gruczotu
mlekowego i fibroblasty, a jej ekspresje stymuluja bakterie wnikajace do gruczotu
mlekowego. IL-6 zostala uznana za wczesny, ale niespecyficzny wskaznik zapalenia
wymienia (Bochniarz i wsp., 2017; Vitenberga-Verza i wsp., 2022). Dostepne w
literaturze wyniki badan wskazuja, ze poziom tej cytokiny zalezy od wielu czynnikow, w
tym od postaci mastitis, fazy zakazenia, ale takze rodzaju drobnoustrojow wnikajacych
do wymienia (Bannerman i wsp., 2004 a,b; Bochniarz i wsp., 2017; Osman i wsp., 2010;
Shaheen i wsp., 2016). Hagiwara i wsp. (2001) stwierdzili znaczacy wzrost poziomu IL-
6 w poczatkowej fazie zakazenia (25-krotny w mleku i 5-krotny w surowicy u kroéw z
ostrym Klinicznym mastitis w poréwnaniu do krow zdrowych). Ponadto badania tych
autoro6w wykazaty, ze stezenie IL-6 w mleku i surowicy byto zdecydowanie wyzsze u
krow z mastitis wywotanym przez E. coli, K. pneumoniae, S. aureus i Streptococcus spp.,
za$ istotnie nizsze w przypadku gronkowcow koagulazo-ujemnych (CNS). Z drugiej
strony nalezy podkresli¢, iz w innych badaniach poziom IL-6 byl nieoczekiwanie
zdecydowanie wyzszy w podklinicznej niz w Klinicznej formie mastitis (Osman i wsp.,
2010) lub utrzymywatl si¢ na wyrownanym wysokim poziomie w obu postaciach
zapalenia (Shaheen i wsp., 2016).

Badania wlasne wykazaty 3,7-krotny wzrost poziomu IL-6 w mleku oraz 4,5-
krotny spadek stezenia tej cytokiny w surowicy krow z mastitis wywotanym przez S.
uberis w poréwnaniu do kréw zdrowych. Nalezy takze zwrdci¢ uwage na zroznicowanie
poziomu tej cytokiny w mleku i surowicy w obu badanych grupach zwierzat. W mleku
zdrowych krow stezenie IL-6 byto 3,2-krotnie nizsze niz w surowicy, podczas gdy w

grupie krow chorych okazato si¢ 5,5-krotnie wyzsze w mleku niz w surowicy. Wyniki
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tego badania wyraznie pokazujg, ze gruczot mlekowy jest gtownym miejscem obrony
przed patogenami, z miejscowa syntezg mediatoréw zapalenia, ale takze zwigkszonym
przeptywem komorek obronnych z krwi obwodowej do chorej ¢wiartki wymienia.
Badania wtasne oraz przeprowadzone przez innych autoréw potwierdzajg teze, ze 1L-6
moze by¢ uwazana za potencjalny marker mastitis, co jest szczegdlnie wazne, W
przypadku trudnej do wykrycia podklinicznej formy zapalenia (Batavani i wsp., 2007;
Bochniarz i wsp., 2024b; Hagiwara i wsp., 2001). IL-6 posiada jeszcze jedng niezwykle
wazng ceche jaka jest zdolno$¢ do utrzymywania si¢ w krazeniu obwodowym przez
dhuzszy okres czasu w poréwnaniu do innych cytokin prozapalnych (Vitenberga-Verza i
wsp., 2022). Oznacza to, ze cytokina ta wykazuje takze dziatanie przeciwzapalne
prowadzace do zahamowania ekspresji IL-1B i TNF-a, a w konsekwencji spadku
poziomu samej IL-6. Kawecka-Grochocka i wsp. (2021) stwierdzili obnizony poziom IL-
6 u krow chorych na przewleklte zapalenie wymienia w porownaniu z krowami zdrowymi.
Moze to sugerowac, ze W procesie przechodzenia formy klinicznej mastitis w postac¢
przewlekta organizm przestaje produkowac cytokiny prozapalne, prawdopodobnie w celu
ochrony tkanek gospodarza przed ich uszkodzeniem podczas dtugotrwatlej infekc;i.
Zdolno$¢ S. uberis do aktywacji uktadu immunologicznego w badaniach
wlasnych potwierdzony zostat poprzez znaczacy wzrost poziomu wszystkich badanych,
$cisle ze sobg powigzanych czynnosciowo cytokin w mleku. Po wniknieciu bakterii do
wymienia natgpuje wigzanie bakteryjnych PAMP (pathogen associated molecular
patterns - wzorce molekularne zwigzane z patogenami) z TLR (Toll-like receptor), a w
efekcie stymulacja wydzielania czynnika martwicy nowotworow o (Bannerman i wsp.,
2009; Riollet i wsp., 2002; Sordillo i wsp., 1997). TNF-a jest cytoking prozapalng
wytwarzang gtéwnie przez makrofagi, neutrofile oraz komorki MEC, ktéra pelni rozne
funkcje: stymuluje synteze innych cytokin, kontroluje procesy zyciowe komorek i
utrzymuje homeostaze tkanek, przyczynia si¢ do rozwoju objawow ogdlnoustrojowych
takich jak gorgczka, wzmacnia fagocytoze i aktywno$¢ bakteriobojcza neutrofili,
indukuje ekspresje czasteczek adhezyjnych na komoérkach $rodbtonka naczyn
krwionos$nych oraz stymuluje wydzielanie IL-8 przez rozne komorki (Vitenberga-Verza
I wsp., 2022). Cytokina ta aktywuje takze produkcje IL-1 (zarowno IL-1a jak i IL-1p),
ktorej podwyzszony poziom wielokrotnie notowano juz we wczesnych stadiach
zakazenia wymienia wywotanych przez S. uberis, ale takze E. coli i S. aureus (Bannerman
i wsp. 2004 a i b; Oviedo-Boyso i wsp. 2007; Riollet i wsp. 2002; Zhang i Issekutz, 2002).

Nalezy zaznaczy¢, iz w doswiadczalnie wywotanej ostrej postaci mastitis u krow
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wykazano, ze IL-1p wykazuje dzialanie ogolnoustrojowe w przeciwienstwie do
dziatajacej miejscowo IL-1a, ktora jest odpowiedzialna za stymulowanie wydzielania
mediatoréw pierwszej linii obrony, tj. prostaglandyny (PGF-2a) i leukotrienu (LTB-4) w
wymieniu (Vitenberga-Verza i wsp., 2022). Dziatanie IL-1p wykazuje analogi¢ do
aktywnosci TNF-a: posredniczy w procesie ostrej fazy reakcji zapalnej i wspomaga
synteze biatek ostrej fazy, przyczynia si¢ do zwickszenia transportu neutrofili do
wymienia i wzmacnia ich fagocytarng i bakteriobdjczg aktywnos$¢ oraz stymuluje
wydzielanie IL-6, IL-8, IL-12 i TNFo. Wynikiem wspolnego dziatania IL-1p oraz TNF-
a jest takze uwalnianie czynnikow chemotaktycznych takich jak IL-8. W konsekwencji
dochodzi do przeptywu neutrofili z krwi obwodowej do ogniska zapalnego i nasilenia ich
aktywnosci bojczej (Bannerman i wsp., 2004b; Boulanger i wsp., 2003; Stein i wsp.,
2003). Uwalnianie 1L-8 w odpowiedzi na zakazenie rdéznymi drobnoustrojami
potwierdzity badania prowadzone na pierwotnych hodowlach komoérek nabtonka
gruczotu mlekowego (bMECs - bovine mammary epithelial cell line) (Lahouassa et al.
2007). Z kolei eksperymentalne zakazenie wymienia wywotane przez S. uberis
doprowadzito do wzrostu poziomu IL-8 w mleku, ktory utrzymywat si¢ przez ponad 96
godzin od momentu wprowadzenia zawiesiny bakteryjnej (Bannerman et al. 2004a).
Wyniki badan potwierdzaja, ze IL-8 posiada zdolno$¢ zmiany integralno$ci bariery
mleko-krew, umozliwiajgc zwigkszony przeptyw komorek z surowicy do mleka, dzieki
czemu populacja neutrofili w gruczole mlekowym znacznie wzrasta (Watanabe et al.
2008).

Badania wtasne wykazaty znaczaco wyzszy poziom cytokin w mleku krow
chorych w poréwnaniu do mleka krow zdrowych (3,5-krotny dla IL-1f; 3,7-krotny dla
IL-6; 2-krotny dla IL-8; 3,8-krotny dla IL-12p3 oraz 4,2-krotny dla TNF-a). Ponadto
nalezy podkresli¢, iz stezenie badanych cytokin w surowicy kréw chorych byto nizsze w
porownaniu do mleka tych kréw (7,5-krotnie dla IL-18; 5,5- krotnie dla IL-6; 11,8-krotnie
dla IL-12p oraz 5-krotnie dla TNF-a), ale takze znaczaco nizsze niz w surowicy krow
zdrowych (4,3-krotnie dla IL-1p, 4,5-krotnie dla IL-6; 3,4-krotnie dla IL-12 oraz 2-
krotnie dla TNF-a). Uzyskane wyniki potwierdzaja zatem teze¢ o natezonej reakcji
immunologicznej miejscowo w wymieniu i przechodzeniu komorek produkujacych
cytokiny z krwi obwodowej do ogniska zapalnego. Jedynie w przypadku IL-8 poziom tej
cytokiny ksztaltowat sie niemalze na tym samym poziomie w surowicy i mleku chorych

krow (237,6 pg/mL oraz 275,2 pg/mL). Wysokie stezenie tej cytokiny nie tylko w mleku,
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ale 1 surowicy krow chorych na mastitis jest uzasadnione najwazniejsza jej funkcja, czyli
wspomaganiem przechodzenia komoérek odpornosciowych z krwioobiegu do wymienia.

Wyniki tego badania wyraznie pokazuja, ze gruczol mlekowy jest pierwszym i
zarazem glownym miejscem obrony przed zakazeniem S. uberis, z miejscowa syntezg
mediatoréw zapalenia wspomagang zwigkszonym przeptywem komorek obrony

immunologicznej z krwi obwodowej do chorej ¢wiartki wymienia.

Opornosé fenotypowa i genotypowa szczepow S. uberis wyizolowanych 7 mleka krow
chorych na mastitis

S. uberis nalezy obecniec do mikroorganizméw najczgsciej powodujacych
zapalenie wymienia w stadach krow mlecznych zatem uznawany jest za najwazniejszy
czynnik wymuszajacy konieczno$¢ stosowania antybiotykow, poniewaz dotychczas nie
zostala opracowana skuteczniejsza metoda pozwalajgca radzi¢ sobie z mastitis (Ruegg,
2017; Tomanic¢ i wsp., 2023).

Ze wzgledu na wysoka wrazliwo$¢ szczepoéw S. uberis na antybiotyki p-
laktamowe, penicyliny i cefalosporyny sa zalecane jako leki pierwszego wyboru (De Jong
I wsp., 2018; Képpeli i wsp., 2019; Minst i wsp., 2012; Monistero et al. 2021; Pitkéla i
wsp., 2008). Jednak w ciggu ostatnich lat obserwowany jest stopniowy wzrost odsetka
szczepow S. uberis opornych na te¢ grupe antybiotykow (Haenni i wsp., 2018).
Zmniejszona wrazliwo$¢ na penicyling najczesciej spowodowana jest wystepowaniem
mutacji w genach czasteczek docelowych, znanych jako biatka wigzace penicyling (PBP),
co skutkuje nizszym powinowactwem PBP do tego antybiotyku. W badaniu
przeprowadzonym w Czechach wrazliwos¢ szczepow S. uberis wyizolowanych z mastitis
na antybiotyki B-laktamowe byta bardzo wysoka, nie stwiedzono Zadnego szczepu
opornego na t¢ grupe antybiotykéw (Zouharova i wsp., 2023). Jednakze odnotowano
stosunkowo wysoka czestos¢ wystepowania szczepdéw sredniowrazliwych na penicyling
(18,0%) i ampicyline (44,0%). W badaniach wtasnych 90,0% szczepdéw S.uberis byto
wrazliwych na penicyling. Natomiast nie dokonano oceny wrazliwosci S. uberis na
ampicyling i amoksycyling, poniewaz zgodnie z rekomendacjami EUCAST i CLSI jest
ona zgodna z wrazliwoscia na penicyling. W przeprowadzonym badaniu stwierdzono
natomiast zdecydowanie nizszg wrazliwo$¢ szczepow S. uberis na ceftiofur — 86,7% (w
tym 16,7% S$redniowrazliwych), cO moze wynika¢ z szerokiego zastosowania tego
antybiotyku w leczeniu réznych chorob u krow. W przypadku cefalosporyn innych

generacji nadal obserwuje si¢ wysoka ich skuteczno$¢ zarowno in vitro jak i w
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zastosowaniu in vivo. W badaniach przeprowadzonych przez Zouharova i wsp. (2023)
wszystkie szczepy byly w pelni wrazliwe na cefaleksyng (cefalosporyna pierwszej
generacji) i cefquinome (cefalosporyna czwartej generacji), natomiast zanotowano 3%
szczepéw opornych na ceftiofur (cefalosporyna trzeciej generacji). W badaniach
wlasnych stwierdzono 100% szczepoéw wrazliwych na cefoperazon i cefquinom oraz
93,3% szczepow wrazliwych na cefaleksyne, przy czym czes¢ z nich zakwalifikowano
do grupy sredniowrazliwych (odpowiednio: 26,7%; 16,7%; 26,7%). W przypadku
szczepOw o obnizonej wrazliwosci in vitro istnieje niestety duze prawdopodobienstwo,
ze robwniez skuteczno$¢ preparatu in vivo bedzie zmniejszona, czego konsekwencjg moze
by¢ niepowodzenie terapii i konwersja szczepow w wielolekooporne. Konieczne jest
zatem state monitorowanie wrazliwosci drobnoustrojow odpowiedzialnych za mastitis,
szczegolnie wystepujacych w otoczeniu krow.

Nalezy podkresli¢, ze stopien wrazliwosci S. uberis na antybiotyki p-laktamowe
w wielu krajach europejskich jest zblizony. W badaniach monitoringowych
lekowrazliwosci przeciwdrobnoustrojowej szczepow S. uberis wyizolowanych z mleka
krow chorych na mastitis, przeprowadzonych w Niemczech w latach 2004-2010, nie
stwierdzono in vitro opornosci na penicyling, ampicyling, oksacyling, cefquinome,
amoksycyling z kwasem klawulanowym ani cefazolin, zas§ oporno$¢ na cefoperazon
wynosita mniej niz 1% (Kromker i wsp., 2014). Podobne wyniki badan uzyskano w
Szwajcarii (100% szczepow S. uberis wrazliwych na penicyling) (Képpeli i wsp., 2019).
Z Kkolei we Wloszech zanotowano 84,5% szczepdéw wrazliwych na penicyling, po 98,6%
szczepOéw wrazliwych na ampicyling, amoksycyline, ceftiofur i cefquinome oraz 97,2%
na cefoperazon (Monistero i wsp., 2021). Zupetnie odmienne okazaty si¢ wyniki badan
przeprowadzonych w krajach na innych kontynentach, w ktorych wielokrotnie wykazano
zdecydowanie wyzszy poziom opornosci szczepow S. uberis na antybiotyki p-
laktamowe. W Chinach 31,2% szczepoéw (Zhang i wsp. 2021), zas w Brazylii 50,0%
szczepéw (Tomazi i wsp., 2019) bylo opornych na penicyling. W badaniach
przeprowadzonych w Egipcie stwierdzono az 79,7% szczepow S. uberis opornych na
penicyling, 90,0% na ampicyling, 100,0% na cefaleksyng¢, a 26,0% na cefalosporyny
trzeciej generacji (Abd El-Aziz i wsp., 2021). Ponadto gen blaZ kodujacy opornos¢ na
penicyling zostal znaleziony u 46,38% badanych izolatow, co wskazuje na alarmujaco
wysoki poziom potencjalnej opornosci ha antybiotyki B-laktamowe stosowane w
zapaleniu wymion u bydta (Abd EI-Aziz i wsp., 2021). W badaniach wtasnych gen blaZ

stwierdzono u 2 badanych szczepoéw (6,7%), chociaz tylko jeden z nich wykazat
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fenotypowa oporno$¢ na penicyling. Podobne wyniki badan uzyskali Kaczorek 1 wsp.
(2017) w potnocno-wschodniej czesci Polski, w ktorych obecnoé¢ genu blaZ wykryli
zaledwie u trzech sposrod 53 szczepow S. uberis wyizolowanych z mleka krow chorych
na mastitis (5,7%).

Przyczyng  wysokiego  poziomu  opornosci na  wiele  $rodkéw
przeciwdrobnoustrojowych w krajach spoza UE moze by¢ mniej rygorystyczna polityka
antybiotykowa, ktora pozwala na wigksze zuzycie lekow przeciwdrobnoustrojowych w
hodowli zwierzat (Bolte i wsp., 2020; Tomazi i wsp., 2019). Drugim bardzo waznym
aspektem jest problematyczna interpretacja wynikéw uzyskanych w ocenie
lekowrazliwo$ci. Poréwnanie wynikow badan moze nie by¢ do konca wiarygodne z
powodu zastosowania réznych metod badawczych, z drugiej strony za$ brak konkretnych
kryteriow interpretacyjnych dla patogenow wywolujacych mastitis moze powodowaé
znaczace niesScistosci  w  klasyfikacji  szczepéw S. uberis do kategorii
wrazliwy/$redniowrazliwy/oporny (Mc Dougall i wsp., 2013; Monistero i wsp., 2021,
Zouharova i wsp., 2023). Wielkos$¢ strefy zahamowania wzrostu i punkty graniczne dla
wiekszosci antybiotykow z koniecznoS$ci oceniane sg wedtug kryteriow okre§lonych dla
ludzi lub zwierzat innych niz krowy (Mc Dougall i wsp., 2013). Jedynie wprowadzenie
standaryzowanych zasad interpretacji wynikow badan lekowrazliwosci drobnoustrojow
izolowanych od zwierzat Stworzyloby szanse poprawy nadzoru antybiotykowego i
optymalizacji leczenia mastitis i innych chorob u zwierzat.

Alternatywe dla antybiotykow B-laktamowych w leczeniu mastitis stanowig
antybiotyki nalezace do grupy makrolidow i linkozamidow. Wysoka wrazliwosc¢ S. uberis
na erytromycyne wykazano w Czechach oraz we Wtoszech (96,0% i 91,6% wrazliwych
szczepOw), nieco nizszg zas W Szwajcarii i Niemczech (odpowiednio 84,3% i 70,0%
wrazliwych szczepow) (Kappeli i wsp., 2019; Monistero i wsp., 2021, Zouharova i wsp.,
2023). W badaniach wtasnych stwierdzono 53,3% szczepdéw wrazliwych na ten makrolid,
co koreluje z wynikami uzyskanymi w Brazylii (53,0%) (Tomazi i wsp., 2019). Bardziej
zadawalajace sa wyniki badan w Finlandii, Francji, Argentynie i Chinach, gdzie
stwierdzono wystepowanie odpowiednio: 15,6%; 21,0%, 27,6% oraz 31,2% szczepdéw
opornych (Boireau i wsp., 2018; Denamiel i wsp., 2005; Pitkald i wsp., 2008; Zhang i
wsp., 2020). Wysokag natomiast oporno$¢ S. uberis na erytromycyng¢ zanotowano W
Egipcie (74,0% szczepow), przy czym nalezy podkresli¢, iz gen gen erm B determinujacy

genetyczng oporno$¢ na ten antybiotyk byt najczesciej wystepujacym genem wsrdd
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badanych szczepow S. uberis (75,36%) (Abd El-Aziz i wsp., 2021). W badaniach
wlasnych gen erm B wykryto u 4 szczepoéw S. uberis (13,3%).

Ocena wrazliwo$ci na linkozamidy takze wykazata zrdéznicowany poziom w
roéznych regionach $§wiata. W Czechach 29,0% szczepoéw S. uberis byto opornych na
klindamycyng, podczas gdy w innych krajach zanotowano wysoka oporno$¢ na
linkomycyng (we Wtoszech 82,0% zas w Egipcie 100% szczepoéw opornych) (Abd El-
Aziz i wsp. 2021; Monistero i wsp., 2021; Zouharova i wsp., 2023). W badaniach
wilasnych oporno$¢ na linkomycyne wykazata ponad potowa szczepow S. uberis (53,3%).
Nalezy mie¢ na uwadze, iz w przypadku linkozamidow i makrolidow moze pojawiac si¢
opornos¢ krzyzowa (Haenni i wsp. 2011). W badaniu Zouharowej i wsp. (2023) sposrod
193 szczepoéw opornych na klindamycyng, tylko 9 byto jednoczes$nie opornych na
erytromycyne. Pozostate szczepy wykazywaty fenotypowa opornos¢ na linkozamidy z
towarzyszaca jednoczesnie wrazliwoscig na makrolidy. W badaniach wtasnych obecnos¢
opornosci krzyzowej dla erytromycyny i linkomycyny stwierdzono u 11 szczepéw S.
uberis (36,7%).

7Z uwagi na fakt, ze paciorkowce posiadajg naturalng opornos¢ na
aminoglikozydy, w badaniach wtasnych nie przeprowadzono oceny wrazliwosci
fenotypowej na antybiotyki nalezace do tej grupy. Zmniejszona przepuszczalnos¢ $ciany
komorkowej Streptococcus spp. dla tych lekéw sprawia, Ze nie zaleca sig ich stosowania
w terapii paciorkowcowego zapalenia wymienia samodzielnie (Kaczorek i wsp., 2017).
Jedynie potaczenie aminoglikozydow z antybiotykami, ktorych dzialanie polega na
uszkodzeniu $ciany komodrkowej bakterii np. z antybiotykami -laktamowymi, ma szanse
na uzyskanie wickszej efektywnos$ci leczenia. Nalezy podkresli¢, iz profil opornosci
fenotypowej danego szczepu S. uberis nie zawsze jest kompatybilny z wykryciem u niego
genow opornosci na antybiotyki. W badaniach przeprowadzonych w Czechach 36,8%
szczepOw S. uberis posiadajacych gen ant (6)-1a nie wykazywato fenotypowej opornosci
na streptomycyne (Zouharova i wsp., 2023). Natomiast w badaniach Abd EI-Aziz i wsp.
(2021) odsetek szczepow S. uberis opornych na streptomycyne wynosit 96,0%, przy
czym blisko potowa szczepow (46,38%) posiadata gen odpowiadajacy za opornos¢ na
aminoglikozydy (aac(6’)aph(2”). W badaniach wiasnych obecnos¢ genu aac(6')-le-
aph(2')-la stwierdzono tylko u jednego szczepu S. uberis (3,3%). Rowniez w badaniach
Kaczorek i wsp. (2017) geny determinujace opornos¢ na aminoglikozydy stwierdzono u

niewielkiego odsetka szczepow S. uberis (3 geny/53 szczepow S. uberis (5,7%)).
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Wigkszo$¢ dostgpnych wynikow badan w roznych regionach §wiata pokazuje
ogromny problem zwigzany ze znaczng opornoscig S. uberis takze na tetracykliny (De
Jong i wsp., 2018). W Niemczech badania przeprowadzone w latach 2004-2010 pokazaty
wyrazng tendencj¢ wzrostowa z 1,0% do ponad 50,0% szczepéw opornych (Kromker i
wsp., 2014). W Czechach i Chinach liczba szczepdéw S. uberis opornych na tetracykling
ksztaltowata si¢ na tym samym poziomie (59,0%) (Zouharova i wsp. 2023) i byta zblizona
do wynikéw badan wiasnych (53.3%). W Finlandii stwierdzono 40,6% szczepdéw S.
uberis opornych na tetracykling (Pitkald i wsp., 2008). Szczegodlnie wysoki odsetek
szczepOw opornych na tetracykling zanotowano natomiast w Tajlandii (82,0%) oraz w
Egipcie, gdzie ponad 65% szczepow S. uberis wykazywato opornos$¢ na tetracykling, a
gen tet (M) wykryto u 46,38% szczepdéw (Abd El-Aziz i wsp., 2021; Zhang i wsp., 2021).
W badaniach whasnych geny tet wykryto u 19 szczepoéw S. uberis (63,3%). Przyczyna
wysokiej opornosci bakterii na tetracykliny najprawdopodobniej jest dlugotrwate
stosowanie tych antybiotykow w leczeniu roznego rodzaju zakazen u ludzi i zwierzat.
Potwierdzaja to wyniki badan w Szwecji oraz Francji, gdzie tetracykliny stosowano
zdecydowanie rzadziej w porownaniu do penicylin, prawdopodobnie z tego powodu
odsetek szczepow S. uberis opornych na t¢ grupe antybiotykéw wynosit zaledwie 12,0%
i 18,1% (Persson i wsp., 2011; Boireau i wsp., 2018).

Dostepne  wyniki badan oraz wlasne potwierdzaja wystgpowanie
wielolekoopornosci wsrdd szczepow S. uberis. W badaniach Zouharovej i wsp. (2023)
tylko 28,8% szczepow S. uberis bylo wrazliwych na wszystkie badane $rodki
przeciwdrobnoustrojowe, zas 19,5% izolatow byto wieloopornych, tj. opornych na trzy
lub wigcej antybiotykow. Najczesciej wystgpowala oporno$¢ na tetracykling (31,3%), a
drugim najcze¢$cie] wystepujacym fenotypowym profilem byla polaczona opornosé na
tetracykling, streptomycyn¢ i1 klindamycyne (16,6%). Podobny odsetek szczepow
wieloopornych stwierdzono we Wtoszech (25,4%) (Monistero i wsp. 2021). W badaniach
wlasnych: 6 szczepow S. uberis (20,0%) bylo wrazliwych/Sredniowrazliwych na
wszystkie antybiotyki uzyte w badaniu, 8 szczepéw byto opornych tylko na 1 antybiotyk
(26,7%), 6 szczepow bylo opornych na 2 antybiotyki (20,0%), natomiast 10 szczepow
(33,3%) byto wielolekoopornych, czyli opornych na conajmniej 3 antybiotyki. W
badaniach przeprowadzonych w Niemczech sposrod wszystkich gatunkow Streptococcus
spp. 13,0% wykazywato opornos¢ na wiele lekow. Nalezy przy tym podkresli¢, iz odsetek
szczepow wielolekoopornych byt zdecydowanie wyzszy wsrod szczepoéw S. uberis

(15,0%) niz wsrod szczepow S. dysgalactiae (6,0%) i S. agalactiae (0%) (Minst i wsp.,
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2012). Bardzo niepokojace dane pochodza z Chin oraz Egiptu, gdzie 100% szczepow S.
uberis byto wielolekoopornych (Abd El-Aziz i wsp., 2021; Tian i wsp., 2019). Te réznice
mi¢dzy krajami mogg wynika¢ z roéznego poziomu kontroli stosowania Srodkow
przeciwdrobnoustrojowych, co pozwala na bardziej masowe i1 czesto nieuzasadnione
stosowanie $rodkow przeciwdrobnoustrojowych szczegolnie w krajach poza UE.

Kolejny problem wynika z wystgpowania w tym samym $rodowisku jednocze$nie
szczepow S. uberis wrazliwych oraz opornych na leki przeciwdrobnoustrojowe, w tym
szczepow wielolekoopornych. Wspotwystepowanie szczepéw o roéznych stopniach
wrazliwosci w stadzie moze powodowa¢ problemy w leczeniu mastitis, szczeg6lnie jesli
patogen nie jest badany pod katem wrazliwosci w kazdym indywidualnym przypadku lub
jesli nie mamy zweryfikowanej wrazliwos$ci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe u duzej
liczby szczepow S. uberis z danego stada w ramach ustalonego profilu bakteriologicznego
w tym gospodarstwie (Zouharova i wsp., 2023). Ponadto nalezy zauwazy¢ kolejny
problem jakim jest wystepowanie w jednym gospodarstwie odmiennych profili
fenotypowej i genotypowej opornosci szczepow S. uberis (Davies i wsp. 2016).

W badaniach wlasnych w stadzie nr I, w ktérym z mleka krow chorych na mastitis
wyizolowano 7 szczepow S. uberis, stwierdzono 5 roznych profili lekowrazliwosci
fenotypowej oraz potwierdzono obecnos¢ 14 genéw kodujgcych opornos¢ na wszystkie
klasy antybiotykow: tetracykliny (4 geny tetM oraz 4 geny tetL), linkozamidy (2 geny
linB), makrolidy (2 geny ermB), penicyliny (1 gen blaZ) i aminoglikozydy (1 gen aac(6)).
Tylko jeden szczep S. uberis wyizolowany z tego stada okazat si¢ wrazliwy na wszystkie
badane antybiotyki 1 nie stwierdzono u niego obecnos$ci zadnego genu opornosci. W
przypadku trzech szczepoéw S. uberis stwierdzono wystgpowanie 2 gendow, u jednego
szczepu stwierdzono obecno$¢ 1 genu opornosci, u jednego szczepu — 3 genow i u
jednego szczepu az 4 gendw opornosci. W stadzie tym nie stwierdzono wsrdd szczepow
S. uberis opornosci fenotypowej na penicyline, cefaleksyne, cefoperazon oraz cefquinom.
Stwierdzono natomiast opornos$¢ na tetracykline (4 szczepy), linkomycyne (3 szczepy),
erytromycyne (2 szczepy) oraz ceftiofur (1 szczep).

Brak zgodno$ci pomiedzy profilami opornosci fentypowej i genotypowej moze
wynikaé z braku ekspresji genow, by¢ moze z powodu obecnosci tzw. ,,cichych genow”,
ktorych czetos¢ wystepowania u roznych bakterii waha si¢ od 0,16% do 79,31% (Stasiak
I wsp., 2021). Nalezy podkresli¢, iz geny te moga zosta¢ aktywowane poprzez mutacje
lub rekombinacje, ale takze w sytuacji, gdy zostang przeniesione do nowego gospodarza

w procesie horyzontalnego transferu genow (Stasiak i wsp., 2021). Monitorowanie genow
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ARGs (ang. Antimicrobial Resistance Genes), w tym cichych gendw, jest niezbgdne do
oszacowania potencjalu opornosci przeciwdrobnoustrojowej populacji bakterii w danym

srodowisku (Zouharova i wsp., 2023).

Program kontroli mastitis wywolanego przez S. uberis

Skutecznos¢ antybiotykdéw niestety dramatycznie obniza si¢ gtownie z powodu
rosngcej lekoopornosci bakterii, uwazanej obecnie za wiodacy ogolnoswiatowy problem
zdrowotny u ludzi i zwierzat (De Jong i wsp., 2018; Tomanié¢ i wsp., 2023). Program
kontroli mastitis powinien opiera¢ si¢ na ustalonej strategii stosowania lekow
przeciwdrobnoustrojowych tylko w uzasadnionych przypadkach, czego efektem bedzie
zminimalizowanie mozliwo$ci wystgpienia lekoopornosci u patogenow, ale takze
wyeliminowanie pozostatosci antybiotykéw w mleku krow (Ruegg, 2017). Potrzeba
ograniczenia terapii opartej na stosowaniu antybiotykdéw wigze si¢ zatem z konieczno$cia
podejmowania dziatan profilaktycznych (Schukken i wsp., 2003; Tomani¢ i wsp., 2023;
Tommasoni i wsp., 2023; Zhylkaidar i wsp., 2021). Wigkszos$¢ czynnosci prewencyjnych
skoncentrowana jest na procedurach odpowiedniej higieny pozyskiwania mleka (Ruegg,
2006; Ruegg, 2017). Zmniejszenie liczby drobnoustrojow znajdujacych si¢ na skorze
strzykow 1 w ujsciu kanatu strzykowego jest jednym z najwazniejszych czynnikdéw
obnizajacych ryzyko zakazenia wymienia. Im wigksza ilo$¢ drobnoustrojéw zostanie
usuni¢ta ze wskazanych krytycznych miejsc tym mniejsze jest ryzyko przedostania si¢
ich do zatoki mlekowej droga wstepujaca (Breen i wsp., 2019; Neculai-Valeanu i Ariton,
2022; Verbeke i wsp., 2014).

Jednym z najbardziej efektywnych sposobow eliminacji drobnoustrojow jest
utrzymanie czystosci krow, ale takze catego Srodowiska, w ktorym te zwierzgta
przebywaja. Im wyzszy poziom higieny skory wymienia tym mniejsza ekspozycja na
zakazenie drobnoustrojami srodowiskowymi (Ruegg, 2006; Ruegg, 2017). W badaniach
wlasnych w stadach o wysokim stopniu czystosci krow (I i 1) czgstotliwo$é izolacji
szczepow S. uberis z mleka kréw chorych na mastitis byta zdecydowanie nizsza (1 szczep
przypadat odpowiednio na 65 oraz 52,8 krowy) w poréwnaniu do stad z [T i IV stopniem
czystosci (1 szczep przypadat odpowiednio na 32 oraz 36 krow). Zatem dbatosé o
czysto§¢ krow ma ogromne znaczenie dla ograniczenia wystepowania mastitis
powodowanego przez S. uberis (Ruegg, 2017; Verbeke i wsp., 2014). Efekt ten mozna

uzyska¢ m.in. dzigki zastosowaniu przed i poudojowej dezynfekcji strzykow, ktora
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powinna sta¢ si¢ waznym elementem codziennych czynnos$ci wykonywanych podczas
doju (Breen i wsp., 2019; Silva i wsp., 2023). Dziatania te odgrywaja niezwykle wazna
rolg, o ile wykonywane sg w prawidlowy sposob. Niedopuszczalne jest mycie wymion
samg wodg 1 osuszanie wielorazowymi $cierkami dla roznych kréw. Prawidlowo
przeprowadzona higiena przedudojowa polega na zanurzaniu strzykéw wymienia w
roztworze $rodka dezynfekcyjnego. Z kolei postdipping polega na zanurzaniu lub
spryskiwaniu strzykéw preparatem antyseptycznycm po zakonczonym doju (Gruet i
wsp., 2001; Silva i wsp., 2023). Godinho i Bramley (1980) badali skutecznos¢ srodkow
dezynfekcyjnych zawierajacych etanol, jodofory Iub chlorheksydyne stosowanych po
doju na zanieczyszczonych strzykach. Wszystkie substancje wykazywaty bardzo dobre
dziatanie bakteriobdjcze, ale trwatos¢ tego efektu na powierzchni strzykéw byta rézna w
zaleznosci od rodzaju drobnoustrojow. Rowniez wyniki badan wlasnych potwierdzity, ze
efekt stosowania pre- i postdippingu w przypadku patogenow srodowiskowych takich jak
S. uberis moze nie by¢ zadawalajacy. Odsetek krow, od ktorych wyizolowano szczepy S.
uberis byt wigkszy w stadach, w ktorych stosowano preparaty postdippingowe lub tacznie
pre- i postdippingowe w poréownaniu do catkowitego braku przed i poudojowej
dezynfekcji strzykow wymion (1/43,5 i 1/30 vs 1/63,2). To zjawisko prawdopodobnie
moze by¢ spowodowane mozliwo$cig przenoszenia patogendéw Srodowiskowych stale
obecnych na skorze strzykow i w kanale strzykowym, szczegodlnie w przypadku
zanurzania strzykow wymion kolejnych kréw w tym samym pojemniku zawierajagcym
srodek dezynfekcyjny. Ponadto zrodlem S.uberis moze by¢ kal, Scieki, a nawet woda w
poidtach 1 sier$¢, a poniewaz wzajemne lizanie jest naturalng aktywno$cig zwierzat,
patogen moze by¢ tatwo przenoszony na kolejne krowy (Zadoks, 2007). Z tego powodu
poprawa warunkow higienicznych kréw powinna obejmowac takze miejsca legowiskowe
krow 1 wybor odpowiedniej $ciotki. Zadoks (2007) wskazat, ze scidtka moze odgrywac
bardzo duza role sprzyjajacg rozwojowi mastitis wywotanemu przez S. uberis. Badania
wykazaty, ze ten patogen nie jest w stanie rozwija¢ si¢ w materiatach $ciotkowych przy
wartosciach pH powyzej 9.5. Réwniez Paduch i wsp. (2013) wykazali, ze alkalizacja
$ciotki trocinowej zmniejsza liczbg bakterii S.uberis na skorze strzykow. Jedng z
najlepszych opcji jest stosowanie piasku, jednakze w badaniach wtasnych tylko w jednym
sposrod 28 badanych stad wybrano ten rodzaj $ciotki, w zwigzku z tym nie jest mozliwe
dokonanie wiarygodnej oceny.

Bardzo wazng rol¢ odgrywa takze rutynowa konserwacja i kontrola sprawnosci

sprzetu udojowego, ktore to czynnosci stanowig jeden z kluczowych filaréw strategii
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planu najpierw 5-punktowego, a nastgpnie 10-punktowego zarzadzania hodowla krow
mlecznych (Ruegg, 2017). Niestety schemat wprowadzony w latach szesé¢dziesiagtych XX
wieku jest skuteczny gtéwnie w kontrolowaniu zakaznych patogenéw powodujacych
zapalenie gruczotu mlekowego (Breen et al., 2019; Ruegg, 2017). Zastosowanie procedur
wskazanych w tym planie niestety nie przynosi pozytywnych efektow w walce z
drobnoustrojami srodowiskowymi (Cheng i Han, 2020). Stad tez w celu zapobiegania
mastitis wywotanemu przez S. uberis nalezy potaczy¢ roézne formy dziatania
zwigkszajace szanse na skuteczne zmniejszenie odsetka przypadkow mastitis w stadzie
(Down et al., 2017). Generalnie czysto$¢ i dobre zarzadzanie higieng w stadzie ma
znaczenie dla czgsto$ci wystepowania mastitis powodowanego przez S. uberis (Ruegg,
2017). Niski poziom LKS < 200 000/mL w mleku zbiorczym $wiadczy o zdrowotno$ci
wymion i zmniejszonym problemie mastitis w stadzie. W badaniach wtasnych w stadach
z LKS < 200 000/mL odsetek szczepoéw S.uberis w przeliczeniu na jedng krowe byt
dwukrotnie mniejszy niz w stadach z LKS > 200 000/mL (1/73,3 vs 1/37,8).

Niestety w dalszym ciggu gléwng strategia leczenia zapalenia gruczotu
mlekowego jest stosowanie antybiotykow. Idealna koncepcja leczenia zaktada
wystarczajaco dtuga terapie, aby osiggna¢ odpowiednig skutecznos¢, ale jednoczesnie w
miar¢ mozliwos$ci jak najkrotsza, aby nie doprowadzi¢ do wystapienia lekoopornosci
drobnoustrojow i ograniczy¢ straty finansowe wynikajace z koniecznos$ci przestrzegania
okresu karencji na mleko (Tomanic i wsp., 2023; Tommasoni i wsp., 2023). Stad tez jedna
z najkorzystniejszych opcji jest leczenie mastitis w czasie wytaczenia krowy z produkcji
mleka, czyli w okresie zasuszenia, ktory jest niezwykle waznym etapem okresu laktacji
kazdej krowy (Biggs, 2017; Cheng i Han, 2020). Zastosowanie antybiotykowego
preparatu dowymieniowego o przedtuzonym dziataniu (DC) pozwala wyeliminowac
istniejacy proces zapalny w wymieniu, ale takze zapobiec nowym zakazeniom w okresie
poporodowym (Biggs, 2017). Przez wiele lat stosowano calkowitg terapi¢ krow
zasuszonych (BDCT - ang. Blanket Dry Cow Therapy), ktora obejmowata wprowadzenie
antybiotyku DC do kazdej ¢wiartki wymienia u wszystkich krow niezaleznie od
protokotu wystepowania mastitis w stadzie w ostatniej laktacji. Ze wzgledu na rosnace
obawy zwigzane z pojawieniem si¢ patogenow opornych na  Srodki
przeciwdrobnoustrojowe, wprowadzono selektywng terapi¢ krow zasuszonych (SDCT -
ang. Selective Dry Cow Therapy), ktora zaktada leczenie w okresie zasuszenia tylko
¢wiartek wymienia ze stwierdzonym mastitis (Rowe 1 wsp., 2023). Od czasu

wprowadzenia SDCT stosowano rézne metody selekcji zakazonych krow lub ¢wiartek
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glownie oparte na hodowli bakteriologicznej mleka, ocenie liczby komorek
somatycznych oraz uwzglednieniu historii klinicznych przypadkéw zapalenia wymienia
w stadzie. Wicle badan wykazato, ze SDCT stanowi skuteczng metode leczenia
pozwalajagcg na ograniczenie stosowania lekow przeciwdrobnoustrojowych oraz
pozostaje bez wptywu na dobrostan zwierzat i ekonomi¢ gospodarstwa (Hommels i wsp.,
2021). Potwierdzaja to wyniki badan wlasnych. Ze stad, w ktorych stosowano terapie
SDCT wyizolowano ponad 5-krotnie mniej szczepéw S. uberis w przeliczeniu na jedng
krowe w porownaniu do stad bez antybiotykoéw dlugodziatajgcych (1/55,1 vs 1/9,3).
Leczenie mastitis w okresie laktacji powinno zatem dotyczy¢ tylko formy klinicznej
zapalenia wymienia (Hosain i wsp., 2017), a wyznacznikiem efektywnosci leczenia jest
poprawa stanu klinicznego krowy w ciagu 5-7 dni od aplikacji lekéw (Schukken i wsp.,
2003).

Szczepienie krow przeciw drobnoustrojom powodujgcym zapalenie wymienia

Wirod strategii zapobiegawczych stosowanych w celu zminimalizowania mastitis
u bydla, znaczace miejsce zajmuja szczepienia. Szczepionki sg powszechnymi i
skutecznymi narz¢dziami do kontroli chordb zakaznych (Fanelli i wsp., 2022; Tomanic i
wsp., 2023; Zhylkaidar i wsp., 2021). Szczepienie krow takze mozna uzna¢ za jedno z
najbardziej obiecujgcych dziatan profilaktycznych zapobiegajacych mastitis w stadach.
Zalozeniem  stosowania  immunoprofilaktyki  jest zwiekszenie  odpornosci
immunologicznej organizmu na zakazenia drobnoustrojami a tym samym zmniejszenie
ilosci przypadkow zapalenia wymienia w stadzie 1 redukcje ilosci antybiotykow
stosowanych w terapii mastitis (Tomanic¢ i wsp., 2023). Szczepionki przeciwko zapaleniu
wymienia zyskuja coraz wigksze zainteresowanie jako narzedzia w walce z
lekoopornoscia mimo, ze badania naukowe w tej dziedzinie wskazujg na ograniczony
sukces w uzyskiwaniu znaczacych wynikow (Ismail, 2017; Zhylkaidar i wsp., 2021).
Brak oczekiwanego efektu wysokiej skutecznoSci szczepionek moze wynikaé z
wieloetiologicznego charakteru zapalenia gruczotu mlekowego u bydta, ktore moze by¢
powodowane przez szereg roznych drobnoustrojow. Niestety wigkszos¢ szczepionek jest
przeznaczona do zwalczania tylko kilku gatunkow drobnoustrojéw: S.aureus, S.
agalactiae, S. uberis i E. coli (Ismail, 2017). Podjeto szereg dziatan w celu opracowania
jednej szczepionki przeciwko kilku patogenom, ale niewiele z nich przyniosto
zadowalajace wyniki. Glownym problemem s3 znaczace réznice pod wzgledem
zdolnoséci immunogennych oraz posiadanych cech wirulencji pomigdzy poszczegdlnymi

rodzajami a nawet szczepami tych samych gatunkow bakterii (Gomes i Henriques, 2016;

77



Ruegg, 2017). Zréznicowane stopnie skutecznosci szczepionek moga by¢ zwigzane takze
z roznymi praktykami zarzadzania w stadach (Ruegg, 2017). Dlatego tez, niezaleznie od
rodzaju szczepionki, samo szczepienie nie jest skuteczne w zapobieganiu zapalenia
gruczolu mlekowego, szczegdlnie w stadach mlecznych o wysokiej czestosci
wystepowania zapalenia gruczolu mlekowego. Szczepienie musi by¢ potaczone z innymi
procedurami kontrolnymi, takimi jak wysoka higienia doju, leczenie SDCT, eliminacja
zakazonych kréw i powinno by¢ tatwe do wdrozenia w codziennej rutynie oraz
ekonomicznie przystepne (Ismail, 2017; Ruegg, 2017; Schukken i wsp., 2003; Tomani¢
I wsp., 2023).

Badania wlasne potwierdzity skutecznos¢ stosowania szczepionek skierowanych
przeciw S. uberis. Odsetek szczepow S. uberis w przeliczeniu na 1 krowg byt
zdecydowanie nizszy w stadach szczepionych w poréwnaniu do stad nieszczepionych
(1/49,4 vs 1/33,3). Nalezy przy tym podkresli¢ szczeg6lnie znaczacy pozytywny efekt
stosowania szczepionki przeciw S. uberis (Ubac) — 1 szczep S. uberis przypadat na 115,3
krow. Korzystne okazato si¢ takze zastosowanie szczepionki Ubac tgcznie ze szczepionka

Startvac (1 szczep S. uberis przypadat na 50 krow).
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6. WniosKi

1. Streptococcus uberis nalezy do istotnych czynnikoéw etiologicznych zapalenia
wymienia u krow mlecznych. Szczepy S. uberis stanowily 17,0% wszystkich

szczepow bakterii wyizolowanych z mleka krow chorych na zapalenie wymienia.

2. Ocena parametrow odpowiedzi immunologicznej potwierdzita zdolno$¢ S. uberis
do aktywacji uktadu immunologicznego wymienia. W badaniach wiasnych
stwierdzono znaczacy wzrost poziomu wszystkich badanych, $cisle ze soba
powigzanych czynnosciowo cytokin (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12p, TNF-a) oraz
amyloidu A w mleku krow chorych na mastitis w poréwnaniu do mleka krow

zdrowych.

3. Ocena stezenia amyloidu A w mleku moze zosta¢ uznana za potencjalny marker
prognostyczny zapalenia wymienia powodowanego przez S. uberis. Poziom
MAA byt statystycznie istotnie wyzszy w mleku krow z mastitis w porownaniu

do grupy kontrolnej (p<0,001).

4. Najwigkszg aktywno$¢ wobec szczepow S. uberis w badaniu in vitro wykazaty
antybiotyki B-laktamowe, zalecane jako leki pierwszego wyboru w leczeniu
mastitis u krow: cefoperazon, cefquinom, cefaleksyna, penicylina oraz ceftiofur
(odpowiednio: 100%, 100%, 93,3%, 90% oraz 86,7% wrazliwych szczepow S.
uberis).

5. Wyizolowane z mleka szczepy S. uberis mogg stanowi¢ zrodto genow
determinujacych oporno$¢ na rézne grupy antybiotykéw. W przypadku 66,7%

szczepOw S. uberis wykryto co najmniej 1 gen opornosci.

6. Profile opornosci fenotypowej szczepow S. uberis nie sg zgodne z profilami
opornosci genotypowej tych patogenow. W przypadku 33,3% szczepow S. uberis
wykazujacych fenotypowa opornos$¢ na wybrane antybiotyki w badaniu in vitro
badania molekularne nie potwierdzily genetycznej determinanty tej

lekoopornosci.
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7.

10.

11.

Mleko krow chorych na zapalenie wymienia moze by¢ potencjalnym
rezerwuarem wielolekoopornych szczepow S. uberis. 33,3% badanych szczepoéw

S. uberis wykazato oporno$¢ na conajmniej 3 antybiotyki.

Jednym z najbardziej efektywnych sposoboéw eliminacji szczepoéw S. uberis jest
utrzymanie czystosci krow oraz catego Srodowiska, w ktorym te zwierzeta
przebywaja. W stadach o wysokim stopniu czystosci krow (I i II) czestotliwos¢
izolacji szczepow S. uberis z mleka kréw chorych na mastitis byta zdecydowanie

nizsza w porownaniu do stad z Il i IV stopniem czystosci.

Efekt stosowania przed i poudojowej dezynfekcji strzykow wymion krow w
przypadku patogenow s$rodowiskowych, takich jak S. uberis moze nie byc¢
zadawalajacy. Odsetek krow, od ktorych wyizolowano szczepy S. uberis byt
wiekszy w stadach, w ktérych stosowano preparaty postdippingowe lub tacznie
pre- i postdippingowe w poréwnaniu do catkowitego braku przed i poudojowe;j

dezynfekcji strzykéw wymion.

Zastosowanie antybiotykowego preparatu dowymieniowego o przedluzonym
dziataniu w okresie zasuszenia krowy zmniejsza odsetek zakazen wymion
wywotywanych przez S. uberis. Ze stad, w ktorych stosowano antybiotyki dry
cow wyizolowano 6-krotnie mniej szczepoéw S. uberis w porownaniu do stad nie

wdrazajacych terapii DC.

Szczepienie krow mozna uzna¢ za jedno z najbardziej obiecujgcych dziatan
profilaktycznych zapobiegajacych mastitis wywotanemu przez S. uberis. Badania
wlasne potwierdzity wysoka skutecznos$¢ stosowania szczepionek skierowanych
przeciw S. uberis. Odsetek szczepow S. uberis wyizolowanych z mleka krow
chorych na mastitis w stadach szczepionych byl zdecydowanie nizszy w

porownaniu do stad nieszczepionych.
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