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ZNACENJE METICILIN-REZISTENTNIH SOJEVA
STAPHYLOCOCCUS AUREUS (MRSA) U HUMANOJ MEDICINI

Smilja Kaleni¢

Klinicki zavod za klini¢ku i molekularnu mikrobiologiju, KliniCki bolnicki
centar Zagreb, Kispaticeva 12, 10000 Zagreb i Medicinski fakultet
Sveucilista u Zagrebu, E-mail: skalenic@mef.hr

Staphylococcus aureus (S. aureus) je jedan od najznacajnijih i
najadaptabilnijih ljudskih bakterijskih patogena, dok istovremeno u oko
30% zdravih ljudi predstavlja normalnu floru nosnog vestibuluma, koze
i odredenih sluznica. lzaziva Siroki spektar bolesti, od benignih koznih
infekcija do Zivotno ugrozavajuéih dubokih apscesa, osteomijelitisa,
pneumonije, sepse i endokarditisa. Infekciju mozZe izazvati uz direktnu
prisutnost u ogranizmu, ali takoder uzrokuje bolesti posredovane
toksinima. Heterogenost bolesti i jedinstvena sposobnost S. aureus da
razvije rezistenciju na svaki novootkriveni antibakterijski lijek pokazuje
njegovu sposobnost da se prilagodi i prezivi u razli¢itim uvjetima. Znacajan
je patogen u izvanbolni¢kih kao i u hospitaliziranih bolesnika, u kojih
je velikim dijelom i uzro¢nik infekcija povezanih sa zdravstvenom skrbi
(uzrokujuéi 10-12% svih bolni€kih infekcija). S. aureus razvio je dosada
rezistenciju na sve antibiotike koji su koristeni u lije€enju stafilokoknih
infekcija. Sredinom pedesetih godina proslog stolje¢a ubrzano se povecao
udio izolata rezistentnih na penicilin. Djelotvornost izoksazolilpenicilina
(penicilini otporni na djelovanje stafilokokne beta-laktamaze) ugrozio je
razvoj meticilinske rezistencije koja uvjetuje rezistenciju S. aureus na
sve beta-laktamske antibiotike, a prvi je put primije¢ena ve¢ pocetkom
Sezdesetih godina proslog stoljeca (MRSA sojevi). MRSA nema posebno
izrazenu patogenost u vecini slu€ajeva, osim kada posjeduje i druge
faktore virulencije (npr. leukocidin). MRSA nije zamijenio osjetljive
sojeve S. aureus, nego se javlja uz osjetljive sojeve i povecava ukupni
broj stafilokoknih infekcija. Danas poznajemo tri skupine MRSA koji
uzrokuju infekciju u ljudi: bolnicki MRSA, izvanbolni¢ki MRSA i MRSA u
domacih Zivotinja. Tipizacijom je pokazana razlika izmedu tih sojeva u
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vecini slu¢ajeva. Bolni¢ki MRSA zasada je najbolje istrazen, te se javlja
s razli¢itom ucestalo$¢u u razli€itim dijelovima svijeta i iznosi od 0,6% u
Norveskoj do 66,8% u Japanu. MRSA infekcija u bolesnika izaziva vecu
smrtnost nego li infekcija osjetljivim stafilokokom. U Republici Hrvatskoj
prosjecni udio MRSA u bolesnika sa stafilokoknom sepsom iznosi oko
35%, $to je jedan od najvisih postotaka u Europi. U razligitim bolnicama u
Republici Hrvatskoj udio MRSA izoliranih u svim infekcijama krece se od
0 do gotovo 70%.
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SPEKTAR INFEKCIJA UZROKOVANIH MRSA

Bruno Barsic

Klinika za infektivne bolesti ,Dr. Fran Mihaljevic*, Mirogojska 8,
10000 Zagreb i Medicinski fakultet SveuciliSta u Zagrebu,
E-mail: bbarsic@bfm.hr

MRSA infekcije znacajan su uzroénik bolnickih infekcija. Spektar
bolesti koje izaziva odreden je vide naginom akvizicije tijekom raznih oblika
medicinske skrbi, nego patogenetskim znaCajkama samog organizma.
Invazivni zahvati nose rizik MRSA infekcija. Glavni nacin Sirenja su ruke
osoblja pa su MRSA infekcije pokazatelj egzogenog akviriranja bolnicke
infekcije. Na kirurékim odjelima znacajan su uzro¢nik infekcija rana, tkiva [
mekih Gesti. U jedinicama intenzivne medicine uzro¢nik su infekcija krvotoka
povezanih s primjenom centralnih venskih katetera i pneumonijama
povezanih s provodenjem strojnog disanja odnosno intubacijom. MRSA
infekcija veliki su problem kod ugradnje stranih materijala jer zbog stvaranja
biofilma lako koloniziraju proteze, drenazne katetere ili umjetne zalistke i
uzrokuju perzistentne infekcije okolnog tkiva koje je vrlo tesko lijeciti. Zbog
toga je potrebno zamijeniti te materijale $to nije laka odluka, niti je uvijek
moguce to uciniti.

Zarazliku od MSSA, MRSA infekcije su povezane sa slabijom indukcijom
opée upalne reakcije. lako su povezane saznacajnim povecanjem morbiditeta
ismrtnosti, ove posljedice MRSAinfekcija vise su posljedica neprepoznavanja
ili kagnjenja ispravnog antibiotskog lije¢enja nego teZine infekcije. Danas na
raspolaganju imamo ¢itav spektar novijih antibiotika (linezolid, daptomicin,
tigeciklin, ceftarolin, ceftobiprol) kojima se uz glikopeptide moZzemo uspjesno
suprotstaviti MRSA infekcijama, ali rastuci je problem smanjenje osjetljivosti
na vankomicin $to ima znadajne klinicke posljedice.
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METODE DETEKCIJE I TIPIZACIJE METICILIN-REZISTENTNIH
SOJEVA STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Ana Budimir

Klinicki zavod za klinicku i molekularnu mikrobiologiju, Klini¢ki bolnicki
centar Zagreb, Kispaticeva 12, 10000 Zagreb i Medicinski fakultet
Sveucilista u Zagrebu, E-mail: abudimir@kbc-zagreb.hr

Meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) predstavlja jedan
od najznacajnijih patogena danasnjice koji uzrokuje veliki broj razligitih
vrsta infekcija u bolnicama a i izvanbolni¢koj sredini. Definira se kao
Staphylococcus aureus koji sadrzi mecA gen koji kodira promijenjeni
penicilin-vezuci protein, PBP2a, zbog prisutnosti kojega su beta-laktamski
antibiotici nedjelotvorni u lije¢enju MRSA infekcija.

Brza dijagnostika MRSA infekcija i detekcija kliconostva vazna je
za spreCavanje Sirenja ovog patogena medu bolesnicima i pravodobno
ljeCenje odgovarajucim antimikrobnim lijekovima. Za ovu svrhu koriste se
metode klasi¢ne mikrobiologije, kultivacija na krutim i tekucim podlogama,
selektivnim i diferencijalnim, kromogeni agari, kao i metode molekularne
mikrobiologije.

Prema vazec¢im medunarodnim standardima testira se osjetljivost
izolata Staphylococcus aureus na cefoksitin i oksacilin i fenotipski
dokazuje MRSA. Takvi testovi ukljuéeni su i u automatizirane sustave za
laboratorijsku dijagnostiku kao $to su Vitek, Phoenixisli¢no. Za dokazivanje
malog broja MRSA u uzorcima koristi se inkubacija u obogacenoj tekucoj
podlozi s indikatorom promjene boje ili bez, nakon koje slijedi inkubacija
na krutoj podlozi i testiranje osjetljivosti na cefoksitin i okscilin.

Postoje komercijalni molekularni testovi za detekciju MRSA u kulturi
I izravno iz uzorka. Ovakvi testovi se temelje na PCR amplifikaciji mecA
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regije najceSée zajedno s detekcijom dijela genoma koji su specificni za
Staphylococcus aureus kako ne bi doslo do lazno-pozitivne detekcije
mecA pozitivnih koagulaza-negativnih stafilokoka.

Za utvrdivanje slicnosti medu MRSA izolatima i prac¢enje globalnih
epidemioloskih trendova koriste se metode genotipizacije koje se temelje
na usporedbi fragmenata dobivenih nakon elektroforeze u gelu i metode
koje se temelje na sekvencioniranju dijelova genoma. Potonje su sve CeSce
koristene zbog standardizacije metodologija kojima se dobiva definitivha
informacija o slijedu nukleotida u ciljanim fragmentima i mogucénosti
koristenja i stvaranja medunarodnih baza podataka i tipizacijskih mreza.

Najznacajnije genotipizacijske metode kojima se usporeduju fragmenti
genoma nakon restrikcije enzimima ili amplifikacije su: elektroforeza u
pulsiraju¢em polju (engl. Pulse Field Gel Electrophoresis - PFGE), metoda
usporedbe varijabilnosti veliCine ponavljaju¢ih fragmenata (engl. Variable
Number Tandem Repeat - VNTR) i tipizacija stafilokoknog kasetnog mec
kromosoma (SCCmec tipizacija). Od metoda tipizacije MRSA koristenjem
sekvencioniranja isticu se: viSelokusna sekvencijska tipizacija (engl.
Multilocus Sequence Typing - MLST) i sekvencijska tipizacija dijela
genoma koji pripada X regiji proteina A (spa tipizacija) kao i viSelokusna
VNTR analiza (eng. Multiple Loci VNTR analysis).
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METICIN-REZISTENTNI STAPHYLOCOCCUS AUREUS U OKOLISU
SVINJA

Boris Habrun, Gordan Kompes

Hrvatski veterinarski institut, Savska cesta 143, 10000 Zagreb,
E-mail: habrun@veinst.hr

Kolonizacija  svinja  meticilin-rezistetnim  sojevima  bakterije
Staphylococcus aureus (MRSA) prvi je put opisana u Nizozemskoj 2005.
godine, kada se i posumnjalo da svinje mogu biti izvor infekcije MRSA-
om za ljude. U meduvremenu, MRSA je izdvojena iz svinja u Francuskoj,
DanskojiSingapuru. Svrhaovograda je prikaz prvogistrazivanja prisutnosti
MRSA na velikim svinjogojskim farmama u Hrvatskoj, odredivanje gena
mecA i odredivanje osjetljivosti izolata disk difuzijskom metodom prema
najcesce koriStenim lijekovima u veterinarskoj medicini.

IstraZivanje se provodilo uzorkovanjem prasine u objektima na osam
velikih svinjogojskih farmi smjestenih u kontinentalnom dijelu Hrvatske.
Na svakoj farmi uzimano je izmedu 7 i 11 obrisaka pomoéu suhih
sterilnih briseva, koji su obradeni u skladu sa preporukom 2008/55/EC.
Kod pozitivnih nalaza (ruzi¢aste kolonije na MRSA selektivnom agaru)
odredivan je gen mecA, minimalna inhibicijska koncentracija (MIK)
prema oksacilinu i osjeljivost prema drugim antimikrobnim lijekovima disk
difuzijskom metodom.

Od ukupno 68 obrisaka, iz 24 obriska sa Sest od osam pretrazenih farmi
izdvojeni su sojevi koji su na MRSA selektivhom agaru rasli kao ruzi¢aste
kolonije, a na krvnom su agaru imali dvostruku zonu hemolize. Lanéanom
reakcijom polimerazom (PCR) u tih 24 izolata dokazan je mecA gen.
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Minimalne inhibicijske koncentracije prema oksacilinu bile su
niske (MIK,, 8 mg/L, MIK,, 12 mg/L, raspon MIK-a, 3-16 mg/L), sto je
karakteristitcno za MRSA izolate izdvojene iz svinja koji se ne mogu
tipizirati PFGE.

Disk difuzijskom metodom utvrdeno je da su svi izolati bili rezistentni
prema penicilinu, ampicilinu, oksacilinu, oksitetraciklinu i streptomicinu.
Potpuna rezistencije prema oksitetraciklinu i streptomicinu mogla se
ocekivati radi dugogodisnje uporabe tih lijekova na velikim svinjogojskim
farmama u Hrvatskoj. Sli¢ni rezultati rezistencije prematetraciklinu utvrdeni
SU i u NizozeimsKoj u siucaju da su izolati potjecali s farmi na kojima su
se dugo rabili tetraciklinski antibiotici. Izolati s dvije farme bili su osjetljivi
prema eritromicinu, dok su ostali pretrazeni izolati bili rezistentni.

Prema neomicinu i gentamicinu bila su rezistentna samo dva soja.
Ovo bi moglo upuéivati na moguénost da ovi sojevi posjeduju aac(6)-
aph(2") aminoglikozid-modificiraju¢i enzim, $to treba potvrditi daljnjim
istraZivanjima.

Svi izolati bili su osjetljivi samo prema vankomicinu, dok su 22 (92%)
bila osjetljiva prema ciprofloksacinu, a 2 (8%) umjereno osjetljiva, to
je u skladu s rezultatima ranijih istrazivanja. Prema florfenikolu bila su
osjetljiva 23 (96%) izolata.

Posljednjih godinaima sve vise dokaza da svinje mogu bitiizvor infekcije
MRSA-om za ljude, sto potkrepljuje €injenica da je izdvajanje MRSA u
ljudi koji su u kontaktu sa svinjama sve ¢eSc¢e. U rizi€nu populaciju se
mogu ubrojiti uzgajivaci svinja, radnici na klaonicama i veterinari. Visoka
prevalencija kliconos§a MRSA-e utvrdena je u francuskih uzgajivaca
svinja. Nasi rezultati pokazuju da se na velikom broju svinjogojskih farmi
u Hrvatskoj moze dokazati MRSA.
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KLINICKE | EPIZOOTIOLOSKE ZNACAJKE MASTITISA
UZROKOVANIH BAKTERIJOM S. AUREUS S OSVRTOM NA
METICILIN-REZISTENTE SOJEVE

Miroslav Beni¢, Boris Habrun, Gordan Kompes

Hrvatski veterinarski institut, Savska cesta 143, 10000 Zagreb,
E-mail: benic@veinst.hr

U suvremenom mlijeénom govedarstvu mastitis predstavlja jedan od
najvaznijih problema u ekonomskom, dijagnostiékom ijavno-zdravstvenom
smislu. Ekonomsko znacenje mastitisa ogleda se u smanjenoj proizvodnji
mlijeka, losijoj kakvoci, troSkovima lijeCenja i odbacivanju mlijeka.
Otkrivanje mastitisa ¢esto je otezano zbog supklini¢ke naravi procesa pri
&emu je povecanje broja somatskih stanica jedini znak upale. Mlijekom se
mogu prenositi i uzro¢nici bolesti u ljudi, a opasnost za ljudsko zdravlje
predstavljaju i rezidue antibiotika i lijekova koji se izlu€uju mlijekom.

S. aureus najéesci je uzrocnik mastitisa krava u nas i u svijetu. Uzro¢nik
je svrstan u skupinu kontagioznih uzro¢nika koji se u stadu $iri uglavnom
za vrijeme muznje. Prevalencija infekcije uzrokovane ovom bakterijom
kreée se od 2% do vise od 50% i u izravnoj je vezi s razinom higijene
muznje. Klinicka manifestacija u $irokom je rasponu od sasvim blagih s
poveéanim brojem somatskih stanica kao jedinim pokazateljem infekcije
pa do gangrenoznih oblika sa smrtnim ishodom. Jednom inficirana Zivotinja
moze izludivati uzroénika tijekom vise laktacija ukoliko infekcija prijede
u kroniéni oblik, pri ¢emu povremeno mogu nastupiti i klinicke epizode
pracene lokalnim znacima upale.

Meticilin-rezistentni stafilokoki kao uzrocnici mastitisa krava prvi put
su potvrdeni 1972. godine. U stadima mlijecnih krava potvrdeni su tijekom
nekoliko posljednjih godina u vise navrata u Belgiji, Poljskoj, Madarskoj
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i Njemackoj, a dokazan je i slucaj prijenosa na ljude. Premda se radi
o niskoj prevalenciji medu stadima, postoji bojazan da bi se trgovinom
Zivotinjama mogao prosiriti. Sirenje unutar stada omoguéeno je velikim
brojem kontakata izmedu krava posredstvom muzaca i muzne opreme.
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OSJETLJIVOST NA ANTIMIKROBNE TVARI SOJEVA BAKTERIJE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS IZDVOJENIH IZ MLIJEKA KRAVA S
UPALOM MLIJECNE ZLIJEZDE

Jadranka Jurmanovi¢, Branko Bacanek, Ilvan Pavljak, Tomislav Sukali¢,
Vesna Jaki, Darko Majnari¢, Ana Konéurat, Jadranka Sokolovi¢

Hrvatski veterinarski institut, Veterinarski zavod KriZzevci,
Zakmardijeva ul. 10, 48260 Krizevci, E-mail: jadranka137@gmail.com

Beta-laktamski antibiotici jo§ se uvijek najéesce rabe za lije¢enje
stafilokoknih mastitisa u krava. lako su na raspolaganju antibiotici koji
ireverzibilno inhibiraju beta-laktamaze kao $to su kloksacilin, cefalosporini
lll. i IV. generacije i amoksicilin s klavulanskom kiselinom, stafilokoki
ipak uspijevaju posti¢i rezistenciju biosintezom ekstracelularnih beta-
laktamaza. Sojevi adaptirani na mlije¢nu Zlijezdu tvore brojne toksine i
enzime vazne u patogenezi. Tvorba kapsule i drugih virulentnih faktora,
mikroapscesa, zatim prezivljavanje fagocitoze te sposobnost tvorbe L-
oblika vrlo ¢esto dovode do toga da lije€enje postaje neuspjesno.

Prikazani su rezultati rutinskih mikrobioloSkih nalaza i osjetljivost
sojeva vrste Staphylococcus aureus izdvojenih iz mlijeka krava s razli¢itim
oblicima upala mlije¢ne Zlijezde tijekom 5 godina. Ukupno je 2719 sojeva
vrste Staphylococcus aureus bilo pretrazeno na osjetljivost prema 12
antibiotika disk-difuzijskim postupkom. Sojevi su bili izdvojeni iz 45000
uzoraka sekreta vimena na Columbia agaru s 5% ovc¢je krvi (0,01 mL
na Cetvrtinu hranjive podloge). ldentificirani su bili prema morfoloskim
osobinama, tvorbi katalaze i koagulaze, a sojevi iz 2002. godine i APl ID
32 STAPH sustavom.
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Postotak osjetljivih sojeva prema penicilinu bio je najvisi 2002. kada
je iznosio 70,77%, zatim 2007. 39,13%, 2008. 37,54%, 2009. 37,96% i
2010. godine 44,65%. Oksacilin osjetljivih sojeva utvrdeno je 66,66% u
2007., 67,45% u 2008., 71,52% u 2009. te 88,56% u 2010. godini. Za
amoksicilin s klavulanskom kiselinom osjetljivost je iznosila od 93,85%
do 95,65% sojeva. Prema cefalosporinima |. generacije osjetljivo je bilo
36,66% do 85,98% sojeva, dok je prema cefalosporinu lll. generacije
osjetljivo bilo 100% sojeva iz 2002. i 2007. godine, a 91,07% 20089. i
95,94% izolata iz 2010. godine. Sojevi su pokazali razli¢itu osjetljivost
prema tetracikiinima, linkozamidima, aminoglikozidima, fluoriranim
kinolonima i sulfonamidima.

Rezultati upuéuju na postojanje rezistentnih sojeva prema svim
grupama antibiotika. Stoga lijeenje svake upale mlijecne Zlijezde treba
provoditi na osnovi rezultata bakterioloske pretrage i antibiograma. Kod
perakutnih i akutnih mastitisa ovakvi podaci mogu pomodi pri odabiru
empirijske preliminarne terapije. Nalaz rezistentnih sojeva prema beta-
laktamskim antibioticima upuéuje na potrebu odredivanja genotipa.
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METICILIN-REZISTENTNI STAPHYLOCOCCUS
PSEUDINTERMEDIUS

Kresimir Matanovié, Branka Seol

Zavod za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom,
Veterinarski fakultet Sveucilista u Zagrebu, Heinzelova 55,
10000 Zagreb, E-mail: kresimir.matanovic@vef.hr

Staphylococcus pseudintermedius (S. pseudintermedius) je gram-
pozitivna kugliCasta bakterija koju je pod nazivom Staphylococcus
intermedius prvi put opisao Hajek 1976. godine. Sasaki i suradnici su
2007. na osnovi podataka dobivenih DNA-DNA hibridizacijom utvrdili
da vrsta S. intermedius nije jedinstvena i predlozili novu klasifikaciju.
PredloZili su da se naziv S. intermedius ubuduée koristi samo za sojeve
izdvojene iz divljih golubova, a da sojevi podrijetiom iz pasa i macaka
budu izdvojeni u novu vrstu, Staphylococcus pseudintermedius. Sojevi
koji se mogu izdvojiti iz domacih golubova, konja i minka svrstani su u
vrstu Staphylococcus delphini, s dvije grupe, A i B. U literaturi se &esto
za ove tri vrste koristi skupni naziv ,Staphylococcus intermedius group*
(SIG). Bakterija S. pseudintermedius izrazito je vrsno specifiéna i dio
je fizioloske mikroflore koZe i sluznica zdravih pasa i maéaka. Uvjetno
je patogena bakterija, uzro€nik povrsinskih i dubokih piodermija, upala
vanjskog zvukovoda, Zdrijela, nosnica i o¢nih spojnica. Rjede se moze
izdvojiti kod upala mokraénog i spolnog sustava. Posljednjih godina
otkriveni su sojevi bakterije S. pseudintermedius rezistentni na meticilin
(meticilin-rezistentni Staphylococcus pseudintermedius - MRSP), a
ucestalost izdvajanja iz zdravih i bolesnih pasa je u porastu. Rezistencija
na meticilin u stafilokoka nije posredovana enzimom, nego promjenom
cilinog mjesta u stani€noj stijenci bakterije na koje se veZe antibiotik.
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Sojevi otporni na meticilin imaju promijenjen protein koji veze penicilin
(PBP), a oznatavamo ga kao PBP2a koji, u usporedbi s PBP, ima vrlo
slabi afinitet za beta-laktamske antibiotike te se oni na njega ne mogu
vezati i sprijeéiti sintezu stanicne stijenke. U Hrvatskoj su prvi put
meticilin-rezistentni sojevi S. pseudintermedius izdvojeni iz bolesnih pasa
i macaka 2008. godine (Matanovi¢ i sur., 2009.). Razlog sve ucestalijeg
izdvajanja MRSP zasigurno je precesta uporaba antibiotika Sirokog
spektra, nedovoljno dugo lijecenje i hipodoziranje. Osobit problem kod
lije€enja kuénih ljubimaca predstavlja koriStenje antibiotika Sirokog
spektra koji se nalaze na listi iznimno vaznih antimikrobnih lijekova u
humanoj medicini, primjerice cefalosporina i fluorokinolona. Meticilin-
rezistentni sojevi S. pseudintermedius redovito su otporni i na mnoge
antimikrobne lijekove iz drugih skupina. Zbog iznimne vaznosti za zdravlje
ljudi i Zivotinja potrebno je pratiti Sirenje meticilin-rezistentnih stafilokoka
u populaciji. Za genetsku tipizaciju izolata S. pseudintermedius koriste
se metode poput gel-elektroforeze u pulsiraju¢em polju (PFGE, engl.
Pulsed Field Gel Electrophoresis), tipizacija na osnovi sekvencioniranja
vise genskih lokusa (MLST, engl. Multi Locus Sequence Typing) i spa-
tipizacija. Tipizacija sojeva osobito je vazna za pracenje epizootioloske
situacije kod infekcija meticilin-rezistentnim sojevima S. pseudintermedius.
Dosada$nja istrazivanja na osnovi tipizacije spa gena i MLST pokazala
su da su europski i sjevernoamericki sojevi genetski razliCiti i da je u
Europi dominantan klon t02-ST71, dok u Sjevernoj Americi prevladava
tip t06-ST68. Lijecenje Zivotinja inficiranih meticilin-rezistentnim sojevima
S. pseudintermedius iznimno je zahtjevno. Svi dosad izdvojeni sojevi u
Hrvatskoj bili su multirezistentni i u vecini slu€ajeva ni jedan antimikrobni
lijek registriran za uporabu u veterinarskoj medicini nije bio djelotvoran.






