UNIVERZITET U NOVOM SADU

POLJOPRIVREDNI FAKULTET
DEPARTMAN ZA VETERINARSKU MEDICINU

KLINICKI I ULTRAZVUCNI
PREGLED VIMENA KRAVA NAKON
PRIMENE LAKTOFERINA U
PERIODU INVOLUCIJE

DOKTORSKA DISERTACIA

Kandidat:

Mentori:
Annamaria Galfi, dr vet.

Dr Miodrag Radinovi¢, docent
Dr Kosta Petrovi¢, vanredni profesor

Novi Sad, 2016. godine



UNIVERZITET U NOVOM SADU
POLJOPRIVREDNI FAKULTET

KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA

Redni broj:

RBR

Identifikacioni broj:

IBR

Eﬁ? dokumentacije: Monografska dokumentacija
Ig’ Zapisa. Tekstualni Stampani materijal
xlr?sta rada: Doktorska disertacija

Ime i prezime autora:
AU

Annamaria Galfi, dr vet.

Mentori: Dr Miodrag Radinovi¢, docent

MN Dr Kosta Petrovi¢, vanredni profesor

Naslov rada: Klini¢ki 1 ultrazvuéni pregled vimena krava nakon primene
NR laktoferina u periodu involucije

jEZ'k publikacije: Srpski (latinica)

‘J]fZ'k izvoda: Srpski / engleski

Zemlja publikovanja:
ZP

Republika Srbija

Uze geografsko podrugje:
UGP

Autonomna Pokrajina VVojvodina

Godina:

GO 2016.

{;davac: Autorski reprint

mz‘f’to | adresa: Novi Sad, Trg Dositeja Obradovica 8.

Fizicki opis rada: 8 poglavlja / 174 stranice / 42 slika / 50 tabela / 14 grafikona /
FO 261 referenci / 5 priloga

Naucna oblast: Veterinarska medicina

NO

Eglcna disciplina: Bolesti zivotinja i higijena animalnih proizvoda, Radiologija

Predmetna odrednica,
kljuéne reci:
PO

vime, krava, mleko, laktoferin, imunoglobulin G,
ultrasonografija, patogeni vimena

UDK

613.287.5:591.469:591.111.8(043.3)




U biblioteci Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta u Novom
Sadu
21000 Novi Sad, Trg Dositeja Obradovica 8.

(:1uva se:
CU

Vazna napomena:

VN Nema

Izvod:
1z

Kontrola zdravlja vimena krava je bitan element u procesu proizvodnje zdravstveno
bezbednog mleka, te se na farmama visokomle¢nih krava, kroz program kontrole mastitisa,
redovno sprovode mere otkrivanja i prevencije bolesti vimena. Klini¢ki pregled vimena
predstavlja osnovni metod koji pruza korisne informacije o zdravstvenom statusu vimena
krava, ali nailazi na poteskoce u otkrivanju patoloSkih promena unutar parenhima i papile
vimena. U cilju otkrivanja promena u parenhimu vimena moze se primeniti ultrazvucni
pregled koji omoguc¢ava vizualizaciju strukturnin promena vimena nastalih kao posledica
upalnih procesa i tako olaksava dijagnostiku oboljenja.

Tokom poslednjih godina, javio se problem poveéanja rezistencije bakterija na
antimikrobne lekove, §to otezava leenje bolesti, ali 1 ugrozava zdravlje zivotinja i ljudi.
Najcesc¢i uzroci toga su nepravilna upotreba 1 eventualna zloupotreba antimikrobnih lekova.
Mnoga istrazivanja vrSena Su U in vitro i in vivo uslovima na primeni laktoferina samog ili u
kombinaciji sa antibioticima u terapiji i prevenciji mastitisa krava. Laktoferin, gvozde
vezuju¢i antimikrobni glikoprotein koji se nalazi u mleku i drugim sekretima, predstavlja
bitan deo sistema odbrane mlecne Zlezde.

Cilj istrazivanja u okviru ove disertacije je procena dijagnosticke moguénosti
ultrazvucénog pregleda u detekciji subklinickog mastitisa i poremecene sekrecije vimena,
kao i razmatranje opravdanosti primene laktoferina u prevenciji i leGenju mastitisa.

Klinickim pregledom izvrSena je procena opsteg zdravstvenog stanja krava, kao i
ispitivanje mlecne Zlezde adspekcijom i palpacijom. Za otkrivanje poremecene sekrecije
vimena i subklini¢kih mastitisa koriS¢eni su brzi testovi, Kalifornija mastitis test i
Draminski test, kao i ultrazvu¢ni pregled mle¢ne Zlezde krava. Odredivanje broja somatskih
¢elija u uzorcima mleka uradeno je metodom protocne citometrije. Za identifikaciju
uzro¢nika mastitisa koriS¢ene su klasi¢ne mikrobioloske metode. Krave sa pozitivhim
bakterioloskim nalazom podeljene su u dve ogledne grupe. Krave ogledne grupe I su
tretirane intramamarnom aplikacijom antibiotika, dok je kravama ogledne grupe Il
aplikovana kombinacija antibiotika i laktoferina. Odredivanje koncentracije imunoglobulina
G u mle¢nom serumu krava vrSeno je metodom radioimunodifuzije, a odredivanje
koncentracije laktoferina u mleku krava ELISA testom.

U istrazivanjima u okviru ove disertacije, najcesce izolovani major mastitis patogeni
bile su bakterije Staphylococcus aureus i Streptococcus agalactiae, a najcesée izolovani
minor mastitis patogeni Corynebacterium spp. i koagulaza negativne stafilokoke.
Ultrasonografija mlecne zlezde krava pokazala se kao efikasna metoda u dijagnostici
poremecaja sekrecije vimena. Vece vrednosti koncentracije imunoglobulina G u mlecnom
serumu krava uocene su tokom perioda predzasuSenja i zasuSenja, u odnosu na period rane
laktacije. Najve¢i uticaj na porast koncentracije laktoferina u mleku krava su imali
bakterijski uzro¢nici mastitisa. Efikasnost antibiotske terapije primenjene tokom perioda
zasusenja kod krava ogledne grupe | iznosila je 52,7%, dok je efikasnost primenjene terapije
sa govedim laktoferinom i antibiotikom kod krava ogledne grupe II iznosila 60%. Aplikacija
laktoferina tokom perioda zasuSenja doprinela je efikasnosti terapije intramamarnih
infekcija, ali nije imala uticaj na koncentraciju laktoferina u mleku tokom perioda rane
laktacije.

Dalja istrazivanja su neophodna kako bi se u potpunosti potvrdila efikasnost
intramamarne terapije sa govedim laktoferinom i antibiotikom u cilju eliminacije uzro¢nika
mastitisa i da se precizno odredi terapijska koncentracija laktoferina.
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Abstract:

AB

Control of udder health is an essential element in the process of safe milk
production, thus, through the mastitis control program, dairy farms regularly conduct
measures of detection and prevention of udder diseases. Clinical examination of the udder
is a basic method that provides useful information about the health status of cow udders,
but this method is limited in its ability to detect pathological changes in the udder
parenchyma and teat. In order to detect changes in the parenchyma of the udder, an
ultrasound can be applied which allows visualization of udder structural changes incurred
as a result of inflammatory processes, thus facilitating diagnosis of diseases.

Over the last few years, the problem of increasing resistance to antimicrobial drugs
has appeared, making it difficult to treat disease and also threaten the health of animals and
humans. The incorrect and widespread use of antimicrobial drugs are the most common
cause of this. Many studies were conducted in vitro and in vivo conditions on the use of
lactoferrin alone or in combination with antibiotics in the treatment and prevention of
mastitis. Lactoferrin, an iron-binding antimicrobial glycoprotein which is found in milk
and other secretions, represents an important part of the mammary gland defense system.

The aim of the research within this thesis was to evaluate the diagnostic
possibilities of udder ultrasonography in the detection of subclinical mastitis and udder
secretion disorders, as well as considering the feasibility of lactoferrin application in the
prevention and treatment of mastitis.

The general condition of the animals was evaluated by clinical examination, as
well as udder examination by adspection and palpation. The California mastitis test,
Draminski test and ultrasound examination of the cow's mammary glands were used for
detection of udder secretion disorders and subclinical mastitis. Somatic cell count in milk
samples was determined by flow cytometry method. Classical microbiological methods
were used for the isolation and identification of mastitis causative agents. Cows with
positive bacteriological findings were divided into two experimental groups. Cows in
experimental group | were treated with intramammary applications of antibiotics, while the
cows in experimental group Il were treated with a combination of antibiotics and
lactoferrin. Immunoglobulin G concentration in bovine milk serum was determined by the
immunodiffusion method, while lactoferrin concentration in bovine milk was determined
using the ELISA test.

In this study, the most common isolated major mastitis pathogens were
Staphylococcus aureus and Streptococcus agalactiae, while Corynebacterium spp. and
coagulase-negatice staphilococci were the most commonly detected minor mastitis
pathogens. Ultrasonography of the bovine mammary gland proved to be an effective
method in the diagnosis of udder secretion disorders. Higher immunoglobulin G
concentrations were observed in milk serum from cows during pre-dry and dry period,
relative to early lactation period. The biggest influence on the increase in the concentration
of lactoferrin in the bovine milk had mastitis pathogens. The efficacy of antibiotic therapy
during the dry period in cows of experimental group | was 52.7%, while the efficacy of the
applied therapy with lactoferrina and antibiotics in cows of experimental group Il was
60%. Application of lactoferrin during the dry period contributed to the effectiveness of
the treatment of intramammary infections, but had no influence on lactoferrin
concentration in the milk during the early lactation period.

Further studies are necessary to in order to fully confirm the efficacy of
intramammary therapy with bovine lactoferrin and antibiotic to eliminate the mastitis
pathogens and to determine the therapeutic concentration of lactoferrin.
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1. UvOD

Tokom perioda laktacije i involucije mle¢ne zlezde krava, neophodno je
sprovoditi redovne preglede vimena radi utvrdivanja prisustva poremecaja zdravstvenog
statusa. Osnovna metoda pregleda vimena krava je klinicki pregled kojim se sa lako¢om
mogu utvrditi spolja vidljive promene na mlecnoj Zlezdi, ali nailazi na poteSkoce u
detekciji promena u parenhimu vimena. U cilju otkrivanja promena u parenhimu vimena
moze se primeniti ultrazvuéni pregled koji omogucéava vizualizaciju strukturnih
promena vimena nastalih kao posledica upalnih procesa i tako olakSava dijagnostiku

oboljenja.

Mastitis predstavlja jednu od najznacajnijih bolesti visokomle¢nih krava koja
nanosi velike ekonomske gubitke, pri ¢emu utiCe na kvalitet i1 higijensku ispravnost
mleka, kao 1 na dobrobit Zivotinja. NajceS¢i uzrok nastanka zapaljenja mlecne Zlezde je
prodor patogenih mikroorganizama, pri ¢emu se bolest karakteriSe patoloskim
promenama u tkivu mlec¢ne Zlezde koje dovode do fizi¢kih i hemijskih promena u
sastavu mleka. Sharif i Muhammad (2008) navode da stepen oStec¢enja tkiva mle¢ne
zlezde zavisi prvenstveno od patogenosti uzro¢nika, kao i od inflamatornog odgovora
mlecne Zlezde. Involucija mle¢ne Zlezde predstavlja kriti€an period za nastanak novih

intramamarnih infekcija (Gaunt i sar., 1980).

Rana dijagnoza zapaljenja mlecne Zlezde je od presudnog znacaja za smanjenje

ekonomskih gubitaka 1 uspe$nu kontrolu mastitisa. Klinicki pregled krava i vimena

[1]
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omogucava laku dijagnozu klinicke forme mastitisa zahvaljujuéi izrazenim znacima
bolesti, kao $to su crvenilo i otok vimena, bolnost pri palpaciji i prisustvo grudvica i
gnoja u mleku, ali nailazi na poteSko¢e u otkrivanju subklinicke forme bolesti.
Subklinicki mastitis se definiSe kao zapaljenje mlecne zlezde bez vidljivih znakova
inflamacije dovode¢i do povecanja broja somatskih ¢elija mleka i do pada proizvodnje
mleka za 15-45% (Swinkels i sar., 2005). Nielen i sar. (1995) navode da se subklinicka
forma mastitisa moze otkriti izolacijom uzroc¢nika mastitisa 1 otkrivanjem inflamatornih

komponenti u mleku.

Stoga su za otkrivanje subklini¢ke forme mastitisa razvijene dijagnosticke
metode koje su zasnovane na odredivanju broja somatskih celija u mleku. Pored
direktnih metoda, postoje i indirektne metode, kao Sto su Kalifornija mastitis test i
Draminski mastitis detektor, na osnovu ¢ijih rezultata se procenjuje broj somatskih
¢elija u mleku. Tokom poslednjih godina, ultrazvuk je naSao Siroku primenu u
dijagnostici subklinickog mastitisa 1 poremecene sekrecije vimena. Istrazivanja su
pokazala da ultrasonografija pruza znacajne informacije o zdravstvenom statusu
vimena, i omogucava procenu uspeSnosti primenjene terapije, ali ne moze zameniti
dijagnosticke metode, kao S$to su mikrobioloSka analiza 1 odredivanje broja somatskih

¢elija (Flock i Winter, 2006; Hussein i sar., 2015).

Odbrana mle¢ne Zzlezde od patogenih uzro¢nika mastitisa, zasniva se na
postojanju zasStitnih mehanizama odbrane u koje spadaju, u prvom redu, anatomska
odbrana, celularna odbrana i1 odredeni rastvorljivi faktori. Tokom ranog perioda
zapaljenja mle¢ne Zlezde, primarnu ulogu imaju leukociti, odnosno somatske celije
mleka, kao predstavnici celularne odbrane. U akutnoj fazi infekcije vimena, neutrofilni
granulociti su predominantne ¢elije u tkivu 1 sekretu mlecne zlezde 1 predstavljaju vise
od 90% od ukupnih leukocita mle¢ne zlezde, dok su makrofagi najzastupljeniji u mleku
zdrave mle¢ne zlezde (Pyordld, 2003). Pored fagocitoze uzro¢nika infekcije, neutrofili

oslobadaju i sintetiSu laktoferin koji ucestvuje u odbrani domacina.

Laktoferin je gvozde vezujuéi antimikrobni glikoprotein koji se nalazi u mleku i
drugim sekretima. Koncentracija laktoferina u mleku krava je visoka tokom prvih dana
posle partusa, perioda involucije mle¢ne zlezde 1 tokom mastitisa (Welty 1 sar., 1976;

Sanchez 1 sar., 1988; Kawai 1 sar., 1999). Laktoferin ispoljava bakteriostatsko dejstvo
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zahvaljujuéi njegovoj sposobnosti da vezuje jone gvozda koji su neophodni za rast i
razmnozavanje mnogih bakterija, kao i bakteriocidnu aktivnost koja rezultira direktnom
interakcijom laktoferina 1 bakterije. Od otkrica 1 saznanja o antimikrobnim
sposobnostima laktoferina protiv mnogih gram pozitivnih i gram negativnih bakterija,
naucnici nastoje primeniti laktoferin u cilju terapije mastitisa. Tokom poslednjih godina,
javio se problem povecanja rezistencije bakterija na antimikrobne lekove, §to otezava
leCenje bolesti, ali i ugrozava zdravlje zivotinja 1 ljudi. NajCeS¢i uzroci toga su
nepravilna upotreba i eventualna zloupotreba antimikrobnih lekova. Mnoga istrazivanja
su vrSena u in vitro i in vivo uslovima na primeni laktoferina samog ili u kombinaciji sa
antibioticima u terapiji i prevenciji mastitisa krava (Kai i sar., 2002, Diarra i sar., 2003;
Kutila i sar., 2004). Tokom intramamarne aplikacije laktoferina i antibiotika uocen je
sinergi¢ni efekat, ukazuju¢i na efikasnost njihove kombinovane primene u terapiji

infekcija sa patogenim bakterijama rezistentnim na antibiotike (Lacasse i sar., 2008).

Imajuéi u vidu poteSkoce u identifikaciji krava sa subklini¢kim mastitisom i
poremecenom sekrecijom vimena, kao i terapiji mastitisa, cilj istraZzivanja je procena
dijagnosticke mogucnosti ultrazvu¢nog pregleda u detekciji subklinickog mastitisa i
poremecene sekrecije vimena, kao i razmatranje opravdanosti primene laktoferina u

prevenciji i le€enju ove bolesti u kombinaciji sa antimikrobnim lekovima.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Anatomska i histolo§ka grada mlec¢ne Zlezde - glandula lactifera

Mlecna Zlezda (glandula mammae) ili vime (mamma, uber, mastos) je slozena
tubuloalveolarna kozna Zlezda sa apokrinim tipom sekrecije karakteristi¢na za rod sisara
¢ija je primarna uloga u ishrani novorodencadi (Bobos i Vidi¢, 2005). Ona je simetri¢an
organ i nalazi se kod Zivotinja na ventralnom delu trbusnog zida levo i desno od
medijalne ravni - u ingvinalnom (krave, ovce, koze, kobile i Zenka kita), torakalnom
(primati 1 Zenke slona) i abdominotorakalnom podru¢ju (krmace, glodari 1 mesojedi)
(Duke, 1993). Vime krave je vrlo dobro razvijeno i nalazi se u ingvinalnoj regiji.
Fiksirano je za ventralni deo trbuSnog zida pomocu koZze, povrSinske 1 duboke fascije i
ligamentum suspensorium mammae koji se pruza medijano i deli vime na polovine
(Bath 1 sar., 1985). U visokomle¢nih krava, vime je dobro razvijeno 1 dopire kranijalno

do blizu pupka, a kaudalno se nalazi delom izmedu zadnjih ekstremiteta.

Mlecna zlezda je kod zivotinja Zenskog pola potpuno razvijena (mamma
feminine) i predstavlja akcesornu polnu Zlezdu, dok je u muzjaka (mamma musculina)

rudimentisana i nefunkcionalna.

Mlecna zlezda se sastoji od mamarnih kompleksa. Broj mamarnih kompleksa je
karakteristi¢an za svaku vrstu domacih Zivotinja, a moze da varira i u iste vrste. Pored

normalno razvijenih, moZe da se nade po jedna ili viSe rudimentisanih kompleksa. Vime
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krava se sastoji od Cetiri mamarna kompleksa, a rede ih ima i viSe. Jedan mamarni
kompleks odgovara jednoj Cetvrtini vimena, te se razlikuju dve prednje i dve zadnje
Cetvrtine, leva 1 desna. Pomocu vezivnog tkiva, svaka Cetvrt je odvojena i pregradena od
drugih 1 ima poseban sistem prikupljanja mleka. I pored postojanja Cetiri mamarna
kompleksa, vime krava ima izgled jedinstvenog organa koji je spolja podeljen jednim

medijalnim Zlebom - sulcus intermammarius (Frandson i sar., 2009).

Mamarni kompleks se sastoji iz Zlezdanog tela (corpus mammae) i sise (papilla

mammae). U oba ova dela nalazi se zajednicki sistem kanala.

1. Mamarno telo (corpus mammae) ili zlezdano tkivo se sastoji iz zlezdanog
parenhima (glandula mammaria) i intersticijuma koji deli zlezdu na reznji¢e - lobuli
mammae, a obloZeno je fascijama i kozom. Baza ovog tela je fiksirana za ventralni zid
abdomena. Ventralni deo Zlezdanog tela se smanjuje i zavr$ava u vidu izbocenja na koje

se nastavlja sisa.

U svakom reznjicu mle¢ne zlezde nalaze se interlobularni kanali koji se
zavr$avaju sekretornim (mle¢nim) alveolama koje su osnovna strukturna i funkcionalna

jedinica zlezdanog parenhima vimena.

Kanali su obloZeni prizmati¢nim epitelnim ¢elijama, ispod njih se Cesto nalaze
mioepitelne Celije 1 bazalna membrana. Kanali uZeg promera se ulivaju u $ire kanale, a
vecéi izvodni kanali obloZeni su Cesto 1 dvoslojnim prizmaticnim epitelom koji nema

sekretornu ulogu.

Svaki reznji¢ ima 150-220 mikroskopskih alveola promera 50-250 pum koji
zavisi od koli¢ine deponovanog mleka (Nickerson i Akers, 2002; Bobos i1 Vidi¢, 2005).
Zid alveola se sastoji od epitela koji je okruzen mioepitelnim celijama 1 bazalnom

membranom. Alveola je zasebna jedinica sinteze i sekrecije mleka.

Epitel alveola je nisko prizmati¢an u acinusima koji su relativno neaktivni. U
toku stimulacije ovih ¢Celija, u epitelu se sintetiSu proteini, masti i ugljeni hidrati. U ovoj
fazi aktivne biosinteze uvecava se visina epitela za viSe od 10 puta, ¢elije postaju visoko
prizmati¢ne, apikalna povrSina citoplazme stréi u lumen alveola. U toku aktivne

sekrecije povrsina citoplazme prska i proizvodi aktivnosti dospevaju u lumen alveola.
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Slika 1. Sematski prikaz epitelne ¢elije mleéne alveole (Nickerson i Akers, 2002)
N - nukleus, ER - granulisani endoplazmati¢ni retikulum, G - goldzijev aparat,
Sv - sekretorne vezikule, M - mitohondrije, Mv - mikrovili, Mt - mikrotubuli, Mi -

mioepitelne ¢éelije, Cm - kazeinske micele, L - lipidna kapljica

Alveolarne epitelne ¢elije sadrze sve neophodne organele kako bi konvertovali
prekursore preuzetih iz krvi u odgovarajuce sastojke mleka (Slika 1). Ovi prekursori
izlaze iz krvi i ulaze u ekstracelularnu te¢nost koja se nalazi izmedu kapilara i epitelnih
¢elija. Potom, prolaze kroz bazalnu membranu ¢elija i podlezu odgovarajucoj sintezi.
Proteini mleka, prvenstveno kazein, proizvode se iz aminokiselina preuzetih iz krvi.
Kazein se sintetiSe u granulisanom endoplazmaticnom retikulumu i transportuje u
goldzijev aparat gde se priprema za dalji transport iz ¢elija u vidu sekretornih vezikula.
Laktoza se sintetiSe u goldzijevom kompleksu 1 zajedno sa proteinima mleka
transportuje ka apikalnoj membrani celija preko sekretornih vezikula (kesica). Tamo,
membrana sekretornih vezikula se spaja sa unutraSnjom povrSinom apikalne membrane,
pri ¢emu nastaje otvor kroz koji komponente sekretornih vezikula bivaju izbaceni u
lumen alveola (Larson, 1979, 1995). Sekrecija magnezijuma, kalcijuma, kao i drugih
jona se isto vrsi preko sekretornih vezikula poreklom iz goldZijevog aparata. Trigliceridi
mle¢ne masti su sintetizovani na granulisanom endoplazmaticnom retikulumu. Brojne
male kapljice masti se udruzuju medusobno c¢ine¢i vece kapljice, koje se kre¢u ka

apikalnoj membrani Celije.

Mioepitelne Celije su specijalizovane i1 imaju kontraktilnu ulogu. Kontrakcije
ovih ¢elija nastaju pod dejstvom oksitocina, kao oktapeptida, koji se sintetiSe u

neurosekretornim ¢elijama hipotalamusa (Bruchmaier 1 Blum, 1998). Povecana
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koncentracija ovog hormona izaziva kontrakciju mioepitelnih ¢elija i uti¢e na pojacano
luc¢enje mleka iz alveola prema izvodnim kanalima (Panti¢, 1995). Sa spoljasnje strane
mioepitelnih ¢elija, alveola je obavijena vezivnotkivnom membranom. Kapilarni deo

van alveola je deo osnovnog tkiva koji se nalazi izmedu alveola.

Intersticijum mlecne zlezde se sastoji od vezivnih Celija, kolagena, elasti¢nih

vlakana, krvnih i limfnih sudova, nervnih vlakana i glatko misi¢nih ¢elija.

2. Sisa (papilla mammae) predstavlja ventralni i znatno uzi deo mamarnog
kompleksa. U nekih domacih Zivotinja je valjkastog, a u drugih bradavicastog oblika sa
zaobljenim vrhom. Na vrhu sise se nalaze jedan ili viSe malih otvora - ostium papillare.
Sise vimena krava su valjkaste i slabo nagnute u ventrokranijalnom pravcu. Na sisama
krava nema dlaka, znojnih 1 lojnih zlezda, a njihova veli¢ina 1 oblik zavisi od veli¢ine i
oblika vimena, kao i proizvodnje mleka. lako su prednje papile uglavhom duze od
zadnjih, kapacitet zadnjih sisa je znatno veéi od prednjih (60:40) (Hurley, 1997). Sisa
dobre mlekulje je duga 6-10 cm (Bobos i Vidi¢, 2005., Avdi¢ i sar., 2008). Pored Cetiri
dobro razvijene sise, mogu da se nadu jo§ po jedna, dve, rede tri, a sasvim izuzetno i
Cetiri akcesorne sise i1 to najéesée na zadnjim Cetvrtima vimena (40% krava poseduje
pseudo papile). Ove pseudo papile nemaju izvodni kanal, tako da nisu povezane sa
unutra$njos¢u same zlezde. Nekada, uz akcesorne sise moZe da bude razvijen i Zlezdani
parenhim, ali je uvek znatno manji od Zlezdanog tela jednog od cetiri normalno
razvijena mamarna kompleksa. Akcesorne sise mogu biti inficirane bakterijama koje
dovode do mastitisa te se uglavnom odstrane do prve godine starosti Zivotinja. Na vrhu
sise krava nalazi se samo jedan otvor. Papila je izgradena od tri sloja: spoljasnji sloj -
koza sa elasti¢énim tkivom, sredisnji sloj - vezivno tkivo sa glatkomiSi¢nim vlaknima i

unutrasnji sloj - tanka sluzokoza.

Supljinu jednog mamarnog kompleksa &ine mle¢ni putevi, mlena cisterna i
kanal sise. Mleko iz alveola se transportuje kroz kanali¢e koji se zatim udruzuju u vece
kanale ductuli lactiferi. Potom, oni ¢ine veée kanale preko kojih se mleko izliva u

mlecnu cisternu.

Mlecna ili zlezdana cisterna (Sinus lactiferus) je najsiri i najrasprostranjeniji deo

Supljeg dela mamarnog kompleksa koji sluzi kao rezervoar za sakupljanje mleka.
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Mlecna cisterna se nalazi unutar sise i zlezdanog tela, Sto znaci da jednim delom lezi u
sisi, a drugim u parenhimu mlecne Zlezde te se tako razlikuje sisni i zlezdani deo.
Zlezdani deo cisterne je znatno §iri i obrazuje veliki broj veéih ili manjih izbo¢ina &iji
stepen nabranosti zavisi od njene ispunjenosti mlekom. U mlecnu cisternu ulivaju se
kanali koji dovode mleko iz mamarnog tela, a ona se direktno i neprimetno nadovezuje
na sisnu cisternu. Na granici izmedu sisne i zlezdane cisterne nalaze se krikoidni
prstenovi (annular folds) (Nickerson i Akers, 2002; Bobo$ i Vidi¢, 2005). Sluzokoza

mlecCne cisterne se sastoji od dvoslojnog prizmati¢nog epitela i krzna.

Sisni kanal (ductus papillaris) nalazi se na vrhu sise i predstavlja krajnji izvodni
deo kanala Supljeg sistema mamarnog kompleksa. Ovaj kanal je kratak 1 relativno uzan,
a u krava je duzine oko 8-12 mm, pre¢nika 0,4 mm na distalnom i 0,77 mm na
proksimalnom kraju, koji se povecava sa povecanjem broja laktacija (Bath i sar., 1985).
Mnogi autori ukazuju da na duzinu i promer ductus papillaris-a uticu razli¢iti spoljasnji
i unutra$nji parametri kao $to su rasa (Klein i sar., 2005), broj laktacija (Hamann i Mein,
1988), stadijum laktacije (Mcdonald, 1973, 1975) i tehnologija muze (Haman i sar.,
1994; Neujenhuis i sar., 2001). Spoljni otvor ovog kanala (ostium papillare) nalazi se na
samom vrhu sise. Sisni kanal je obloZen kutanom sluzokoZzom koja obrazuje mnoge
nabore i na spoljasnjem otvoru prelazi u kozu. Nabor sluzokoze u sisnom kanalu kod
krava naziva se Firstenbergova rozeta (Furstenberg's Rosette) €ija je uloga da potpuno
zatvori sisni kanal izmedu dve muze. U zidu ovog kanala se nalazi cirkulatorni sistem
misiénih ¢elija i elasti¢nih vlakana - m. sphincter papillae (Alvin 1977, Bobos i Vidi¢,
2005, Avdi¢ 2007). Ovaj kruzni sfinkter omogucéava da mleko za vreme muze i sisanja

prolazi u mlazevima kroz sisni kanal napolje.

Mle¢nu zlezdu spolja oblaze koZa koja je fina, elastiCna i meka, a obrasla je

neznim i retkim dlakama lokalizovanim uglavnom na bazi vimena.

Vime je vrlo dobro snabdeveno krvlju §to je od izuzetnog znacaja, jer svi
prekursori mleka vode poreklo iz krvi. Krv dovode a. pudenda externa i a. perinealis, a
odvode je tri vene i to: v. subcutis abdominalis, v. pudenda externa i v. perinealis. V.
subcutis abdominalis odvodi krv iz mle¢ne Zlezde u kranijalnom pravcu. Ova vena se
nalazi neposredno ispod koZe na ventralnom trbuSnom zidu, Siroka je 1 vijugava, vrlo

dobro razvijena u dobrih mlekulja, pa se jo§ oznacava kao mle¢na vena. Veli¢ina
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protoka krvi kroz vime zavisi od funkcionalnog stanja mlecne zlezde i stepena
proizvodnje mleka. U punoj laktaciji protok krvi kroz mle¢nu zlezdu je najveéi i prema
podacima Homan i Wattiaux (1995) za proizvodnju 1 kg mleka potrebno je da kroz
vime krava prode 400-500 kg krvi. Pored dobro razvijenog krvotoka, mle¢na zlezda ima
i bogato razvijenu mrezu limfnih sudova, pri ¢emu limfa iz vimena prolazi kroz
supramamarne limfne ¢vorove. Mle¢na zlezda je inervisana granama n. spermaticus
externus i Nn. llioinquinales i Nn. lliohypogastrici, a u njoj se nalaze i vlakna n.

simpaticus.

2.2. Klini¢ki pregled vimena krava

U cilju o¢uvanja zdravlja vimena krava, na farmama visokomle¢nih krava, kao
rutinska metoda, izvodi se klini¢ki pregled vimena. Klini¢ki pregled vimena krava je
jednostavna, brza i ekonomi¢na metoda koja se izvodi svakodnevno pri ¢emu pruza
vredne informacije o zdravstvenom statusu zivotinje (Klaas i sar., 2004). Klinicki
pregled sastoji se u proceni opsteg zdravstvenog stanja zivotinja, kao i ispitivanju
mlecne zlezde adspekcijom i palpacijom. Adspekcijom se posmatra vime sa svih strana
kako bi se utvrdio oblik i veli¢ina vimena, simetrija parnih Cetvrti i promene na koZzi
vimena 1 sisa. Palpacija se najceS¢e izvodi posle muZze, pri ¢emu se pregleda svaka
pojedinacna Cetvrt vimena od vrha papile vimena do parenhima vimena. Posebna paznja
se obraca pri pregledu supramamarnih limfnih ¢vorova. Pregled krava sa bolnim
vimenom moZe biti oteZan, pa je neophodno fiksirati Zivotinju kako bi se izbegle
povrede. Prilikom pregleda potrebno je obezbediti dobro osvetljenje da bi se

abnormalnosti na vimenu laksSe uocile.
2.2.1. Pregled suspenzornog sistema vimena

Klini¢ki pregled vimena krava zapocinje evaluacijom njenog suspenzornog
sistema. Posmatra se anatomski polozaj vimena, kao 1 njegove konture sa boc¢ne i zadnje
strane Zzivotinje u cilju otkrivanja promena uzrokovanih rupturom suspenzornih
ligamenata vimena. Adspekcijom se moze lako uociti ruptura medijalnog i lateralnog
ligamenta (Slika 2). Ruptura medijalnog ligamenta je ¢eSc¢a, pri ¢emu se moze uociti
boc¢na dislokacija desne 1 leve polovine vimena. Papile mle¢ne Zlezde nisu paralelne,

ve¢ su razmaknute. Krave sa rupturom medijalnog ligamenta se prevremeno iskljucuju
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iz proizvodnje zbog otezane muze. Kod rupture lateralnog suspenzornog ligamenta
dolazi do drasti¢nog spustanja vimena, tako da se vime nalazi u visini skocnog zgloba

zivotinje (Jackson i Cockcroft, 2002).

Slika 2. Povreda suspenzornih ligamenata vimena (Orig.)

Ostec¢enja suspenzornog sistema vimena predstavljaju predispoziciju za nastanak
edema vimena, mehanickih oStecenja papile vimena i infekcija (Bobo$ i Vidi¢, 2005).
Mehanic¢ka oStecenja papile vimena nastaju najceS€e nagazom na papilu, pri ¢emu
dolazi do gubitka njene funkcije, odnosno primarnog odbrambenog mehanizma Sto
olakSava nastanak intramamarnih infekcija. Ruptura medijalnog i lateralnog ligamenta

se moze uociti kod starijih visokoproduktivnih krava.
2.2.2. Pregled koZe vimena krava

Ispitivanje stanja koze vimena i sisa vrsi se adspekcijom i palpacijom. Najcescée
promene koje se mogu uociti na parenhimu vimena su edemi vimena, impetigo i
intertrigo vimena. Edem vimena mozZe biti fizioloske 1 patoloske prirode. Fizioloski
edem se Cesto javlja kod prvotelkinja i to dve do Cetiri nedelje pre telenja, pri ¢emu
vime moze biti bolno (Bobos i1 Vidi¢, 2005). Patoloski edem traje duZze i moze
perzistirati nekoliko meseci posle partusa ili tokom celog laktacionog perioda.
Tendencija nastanka ovog edema povecava se kod krava sa oSte¢enjem suspenzornog
sistema vimena, ali i obrnuto, patoloski edem vimena krava moze doprineti rupturi
njenih suspenzornih ligamenata (George i sar., 2008). Edem vimena najées$¢e se moze

uociti na zadnjim Cetvrtima, iako moze da zahvati sve Cetvrti. Kod tezih slucajeva, edem
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moze da se prosiri uz ventralni zid kranijano ka grudima. Vime je uvecano, mekane ili
Svrste konzistencije, a koZa crvena, zategnuta i sjajna (Slika 3). Zivotinja oseéa
nelagodnost i bolnost tokom pokreta zbog pomeranja edematoznog vimena i iritacije.
Papile vimena su nepromenjene, ali zbog edema izgledaju krace. Uzroci nastanka
edema vimena se mnogobrojni: tromboza kaudalne Suplje vene i vena mle¢ne Zlezde,
kardijani problemi, postpartalni metritis, hipoproteinemija itd. Prekomeran unos
natrijuma tokom perioda zasuSenja je jedan od faktora koji dovode do nastanka otoka

koji, naj¢esce sa pojavom laktacije, nestaje.

Slika 3. Edem vimena krava (Orig.)

Impetigo vimena (superficijalni pustularni dermatitis) javlja se tokom letnjih
meseci, kad su visoke temperature i velika vlaznost vazduha. Na kozi vimena krava
zapazaju se male, crvene superficijalne pustule koje mogu dovesti do eksudativnog
dermatitisa i Sirenja procesa na papilu vimena. Pustule mogu da prsnu te nastaju erozije
prekrivene krastama Zzuckaste boje. Kod tezih slucajeva, mogu se palpirati uveéani

regionalni limfni ¢vorovi. Impetigo nastaje infekcijom koagulaza pozitivnih stafilokoka.

Intertrigo (ulcerozni dermatitis vimena) se moze zapaziti kod krava sa
opustenom mle¢nom zlezdom, kao i kod krava sa otokom vimena izmedu desne i leve
polovine vimena ili izmedu vimena i noge Zivotinje. KoZa vimena je crvena i bolna sa
pojavom gnojnih mehuri¢a neprijatnog mirisa zahvaceni nekrozom (Blowey i Weaver,
2011).
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2.2.3. Pregled sisa vimena krava

Klinickim pregledom sisa vimena najce$¢e se mogu uociti akcesorne sise i
nefunkcionalne sise, kao kongenitalna stanja. Akcesorne sise (pseudo papile) poseduju
tanji sisni zid 1 krace su u odnosu na prave sise vimena. NajceS¢e se mogu uociti na
zadnjim Cetvrtima vimena ili izmedu prednjih i zadnjih sisa vimena (Slika 4). Pseudo
papile mogu biti povezane sa bazom normalno razvijene papile (,,sijamske* papile),
odnosno sa njihovom sisnom cisternom. Nefunkcionalne papile mogu biti urodena
anomalija, pri ¢emu papila vimena ne poseduje sisni kanal iako je rezvijena sisna
cisterna ili da postoji membrana izmedu sisnog kanala i cisterne. U takvim slu€ajevima,

mleko se ne moze palpirati u sisi vimena krava (Blowey i Weaver, 2011).

Slika 4. Akcesorne sise vimena krava (Orig.)

Pored urodenih anomalija papile vimena, klinickim pregledom se ¢esto mogu
uociti lezije na papilama vimena krava, pri ¢emu se mora utvrditi stepen oStecenja.
Povrede vrha sisa mogu nastati zbog nagaza na nju od strane susednih Zivotinja ili od
same Zivotinje koje poseduju opusSteno vime, edem vimena ili oslabljen suspenzorni
sistem vimena, pri ¢emu mogu biti oSteeni sisni kanal i m. sphincter papillae (Slika 5).
Akutne povrede dovode do inflamacije, hemoragije i edema distalnih delova papile
vimena. Lezije na sisnom kanalu olakSavaju prodor i kolonizaciju mikroorganizama u
vime (Neijehnuis i sar., 2000; Shearer i1 sar., 2004) sto dovodi do nastanka
intramamarnih infekcija. Adspekcijom se lako moze uociti otok mekog tkiva papile
vimena, koZa je hiperemi¢na ili oderana na mestu povrede. Zivotinja ispoljava znake
bola $to onemogucava muzu.
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Slika 5. Mehanicka povreda papile vimena (Orig.)

Lezije na papili vimena mogu nastati i zbog nepodesne muze, pri ¢emu dolazi do
poremecaja u cirkulaciji krvi i limfe kroz papilu i nastanka edema i hiperkeratoze. Kod
tezih sluCajeva moze do¢i do subkutanih hemoragija i prolapsa tkiva sisnog kanala
(Shearer i sar., 2004). Hiperkeratoza papile vimena se ¢e$ce javlja tokom prve i druge
faze laktacije. Oporavak je mogu¢ tokom perioda zasuSenja, ali povrede tokom naredne
laktacije ponovno dovode do razvoja hiperkeratoze sa kumulativnim efektom (Blowey i
Weaver, 2011). Adspekcijom se lako moze otkriti hiperkeratoza papile vimena krava.
Za procenu stepena hiperkeratoze papile vimena koriste se dva sistema. Po prvom,
hiperkeratoza se ocenjuje od 0 do 5, gde O predstavlja normalnu papilu, a 5 ozbiljne
promene na njoj. Drugi sistem procenjivanja hiperkeratoze je na osnovu pojave prstena
na papili vimena, te postoje slede¢i oblici hiperkeratoze: ,,glatki prsten” (Smooth ring),
,»grub prsten® (rough ring) i ,,veoma grub prsten“ (very rough ring) (Slika 6). Traume
nastale masinskom muzom mogu da se uoce kao suva, kruzna krvarenja oko sisnog
otvora, a sama papila vimena je Cvrsta i oteCena. Hiperkeratoza papile vimena
predstavlja predispoziciju za nastanak intramamarnih infekcija kako u periodu laktacije
tako i tokom zasuSenja. Istrazivanja u Americi ukazuju da hiperkeratoza papile vimena
moze dovesti do nastanka novih infekcija vimena samo u slu€aju pojave erozija i krasta

na papili (Shearer i sar., 2004).
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weal

Slika 6. Hiperkeratoza papile vimena (5 stepen keratinizacije) (Blowey i Weaver, 2011)

Palpacijom vimena moZze se utvrditi opstrukcija papile vimena koja moze biti
delimi¢na ili potpuna. Papila vimena moze biti opstruirana u bazalnom, medijalnom i
apikalnom delu. Lezije sisne cisterne mogu dovesti do njene opstrukcije, te je
onemogucen protok mleka. Opstrukciju sisne cisterne mogu izazvati Kkalkulusi,
neoplazne (papilomi) 1 hroni¢ni inflamatorni procesi (Slika 7). Tokom akutnih povreda
sisa vimena nastaje otok §to posledi¢éno moze dovesti do privremene opstrukcije sisne

cisterne. Sa oporavkom tkiva i opstrukcija sisne cisterne nestaje.

F S I

e Fibroza krikoidnih
‘ ‘ prstenova
Fibroza { ?
Papiloma

Kalkulus @)

Fibroza sisnog kanala

Slika 7. Opstrukcija papile vimena (Jackson i Cockcroft, 2002)

Kod opstrukcije bazalnog dela papile vimena onemogucen je protok mleka iz
mleCne cisterne u sisnu cisternu tako da je cisterna sise prazna. Opstrukcija najcesce
nastaje kao posledica hroni¢nih inflamatornih procesa tokom infekcija u periodu
zasuSenja vimena, pri ¢emu je nastala adhezija krikoidnih prstenova. Opstrukcija
medijalnog dela papile vimena moze nastati kao rezultat pojave neoplazmi, kalkulusa,
kao 1 hroni¢nih inflamacija. Kod apikalne opstrukcije papile, sisni kanal moZe biti

delimicno ili potpuno zacepljen kao posledica fibroze 1 stenoze kanala. Sisna cisterna je
[14]
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ispunjena mlekom. Dijagnoza opstrukcije papile vimena se lako postavlja na osnovu
anamneze, adspekcije i palpacije. Palpacijom sisa vimena moze se lako odrediti da li se
radi o delimi¢noj ili potpunoj neprohodnosti papile. Ako opstrukcija nije nastala

nedavnom traumom, proces je bezbolan.

U poslednjih dvadeset godina, ultrasonografija vimena dopunjuje klasi¢an
klini¢ki pregled i olakSava dijagnostikovanje promena na parenhimu i papili vimena

(Makek, 1995).

2.3. Ultrazvuéna vizualizacija mlecne Zlezde, kao i njen znacaj u otkrivanju

poremecene sekrecije vimena

Ultrazvuk je jednostavno primenljiva, moderna i neinvazivna metoda koja
omogucava vizualizaciju strukture mle¢ne Zlezde (parenhim, mle¢nu i sisnu cisternu,
zid papile, Firstenbergovu rozetu, sisni kanal), kao i njene patomorfoloSke promene
(stenoza i opstrukcija sisnog kanala, mastitis, edem, apces, hematom, tumori, strana tela
u parenhimu vimena). U odnosu na klini¢ki pregled vimena, ultrazvuk je objektivnija

metoda.

Za razliku od humane medicine gde ultrasonografija mlec¢ne Zlezde, pored
mamografije, predstavlja rutinsku metodu pregleda koja pruza dodatne informacije o
njenom zdravstvenom statusu, podaci o ultrazvu¢nim karakteristikama parenhima
mlecne Zlezde krava su oskudni. Flock i Winter (2004) navode da se svega nekoliko
autora bavilo ovom problematikom, iako su pojava patoloskih promena u parenhimu

vimena sve zastupljenija.

Prvobitno, ultrazvucna dijagnostika je u veterinarskoj medicini nasla primenu u
ranom otkrivanju graviditeta kod Zivotinja, odredivanju pola 1 starosti ploda i ovarijalnih
struktura. Caruolo i Mochrie (1967) su prvi put obavili ultrazvu¢no snimanje papile
vimena krava, pri ¢emu su koristili ultrazvucni aparat u A modu i sondu od 1 MHz.
Primenu ultrasonografije mlec¢ne Zlezde krava u B modu uradili su 1986 godine Cartee i
sar. koriS¢enjem linearne (5 MHz) 1 sektorske (10 MHz) sonde ispitivaju¢i strukturne
promene u papilama vimena i poremecaj sekrecije vimena krava (1986). U odnosu na

druge dijagnosticke metode ispitivanja vimena krava, ultrazvuk se pokazao kao bolja
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metoda. Tokom 70-ih i 80-ih godina proslog veka, papilarna radiografija se
primenjivala u otkrivanju poremecaja sekrecije vimena (Witzig i Hugelshofer, 1984;
Alacam i sar., 1990). Ovu metodu je zamenila ultrasonografija kao neinvazivna metoda
koja omogucava vizualizaciju pojedinacnih struktura mle¢ne zlezde krava (parenhima i
papile) i endoskopija sisa (teleskopija). Teleskopija je znacajna metoda u otkrivanju
patoloskih promena, ali ona omogucava vizualizaciju samo papilarnog dela mlecne
cisterne i sisnog kanala, dok se proksimalne strukture vimena ne mogu uo¢iti (Fasulkov,
2012; Szencziova i Strapak, 2012). Velika prednost teleskopije u odnosu na druge

metode jeste verodostojan prikaz patoloskih promena.

2.3.1. Ultrazvu¢na vizualizacija parenhima i papile zdrave mlecne Zlezde

krava

Ehogenost mlec¢ne Zlezde kod krava u laktaciji zavisi od njene punjenosti sa
mlekom. Isto tako, ultrazvu¢na vizualizacija sisnog kanala moguca je samo kada je ona
ispunjena mlekom (Franz i sar., 2009). Parenhim zdrave mle¢ne zlezde primecuje se
ultrazvuéno kao homogena, hiperehogena struktura sa anehogenim podru¢jima koja
odgovaraju krvnim sudovima i kanalikularnom sistemu parenhima vimena (Ayadi i sar.,
2003; Flock 1 Winter, 2006; Nishimura 1 sar., 2010). Mleko u mle¢noj cisterni prikazuje
se kao anehogena formacija koja moze da sadrzi male ehogene partikule (Slika 8).

Stepen ehogenosti mle¢ne zlezde u laktaciji zavisi od njene punjenosti sa mlekom.

Slika 8. Ultrazvuéni prikaz parenhima vimena krava (Orig.)
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Mlecna cisterna uocava se kao velika homogena anehogena struktura okruzena
sa hiperehogenom linijom koja predstavlja mukoznu membranu. Prelaz mle¢ne cisterne
u cisternu sise se ultrazvucno identifikuje prisustvom velike 1 okrugle anehogene zone u
sisnom zidu koja predstavlja velike krvne sudove (Cartee i sar., 1986; Franz i sar., 2009;
Hallowell, 2012).

Ultrasonografija omoguc¢ava vizualizaciju svih mekotkivnih struktura mlec¢ne
zlezde, kako sekretornog parenhima, tako i sisa vimena (Slika 9). Zahvaljujuéi ovoj
metodi, mogu se diferencirati slojevi sisnog zida, pri ¢emu se koza sise uocava kao
hiperehogena linija promera 1-2 mm, vezivnotkivni i mi$i¢ni sloj kao homogena
hipoehogena struktura sa anehogenim poljima koji odgovaraju kapilarima, i unutra$nji
sloj, sluzokoza, koja se prikazuje kao tanka i svetla - hiperehogena linija (Fasulkov,
2012). Stratum corneum sisnog kanala sa keratinom uocava se kao tanka, beliCasta,
hiperehogena linija, okruzen sa paralelnim anehogenim trakama koje predstavljaju
stratum granulosum. Na prelazu izmedu sisnog kanala i cisterne sise nalazi se
homogena, hiperehogena struktura Firstenbergova rozeta (Franz i sar., 2009, Szencziova
i Strapak, 2012). Sisna cisterna je anchogena struktura okruzena hiperehogenom

sluzokozom.

Slika 9. Ultrazvuéni prikaz sise mle¢ne zlezde krava (Galfi i sar., 2015a)
Sk - sisni kanal, Sc - sisna cisterna, Zp - zid papile, Fr - Firstenbergova rozeta

Kod ultrazvuénog pregleda vimena krava, posebna paznja se obraca i limfnim

¢vorovima vimena koji se nalaze dorzokaudalno na bazi vimena. Supramamarni limfni
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¢vorovi se nalaze superficijalno, oko 0,5-2 cm ispod koze, sa desne i leve strane vimena
(Bradley i sar., 2001). Obi¢no ih ima dva sa po svake strane vimena. Limfni ¢vor sa
lateralne strane je veci i po obliku podseca na bubrege, dok su medijalni limfni ¢vorovi
manji, ovalnog oblika i smeSteni dublje. Ultrasonografija omogucava njihovu
jednostavnu vizualizaciju. Od okolnom masnog tkiva i parenhima vimena, limfni
¢vorovi su odvojeni ehogenom kapsulom. Parenhim, odnosno korteks limfnog ¢vora
uocava se kao homogena, hipoehogena struktura u ¢ijem srediSnjem delu se nalazi

hiperehogeno polje koje odgovara hilusu (Slika 10).

Slika 10. Ultrazvuéni prikaz limfnog ¢vora vimena krava (Orig.)

Ka - kapsula, Ko - korteks, Hi - hilus

2.3.2. Ultrazvuéna vizualizacija parenhima i papile mlefne Zlezde sa

patomorfoloSkim promenama

Brza i ta¢na dijagnoza oboljenja mlecne zlezde je od presudnog znacaja kako bi
se smanjili ekonomski gubici. Prvi korak jeste klini¢ki pregled Zivotinje, koji se u
poslednje vreme sve ceS¢e dopunjuje ultrazvuénom dijagnostikom. Mnoge patoloske
promene vimena se mogu ultrazvu¢no dijagnostikovati i diferencirati, ali ultrazvuk ne
moze da zameni bakteriolosko ispitivanje uzoraka mleka i odredivanje broja somatskih

¢elija mleka u dijagnostici mastitisa (Flock 1 Winter, 2006; Franz i sar., 2009).

Ultrasonografija omogucava jednostavnu dijagnostiku apscesa i hematoma

mlecne zlezde, subkutanog edema, kao i nakupljanje gasa u zlezdanom parenhimu. Na
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ultrazvuc¢nom snimku, apsces mle¢ne Zlezde se uocava kao okrugla, jasno definisana
struktura razli¢ite veli¢ine sa izrazenom kapsulom (Slika 11). NajceS¢e je ispunjena
nehomogenim hipoehogenim ili hiperehogenim sadrzajem. Hiperehogene promene

nastaju zbog nekroze zahvacenog tkiva i formiranja gasa.

Slika 11. Apsces zlezdanog parenhima vimena krava (Flock i Winter, 2006)

Hematom parenhima mlecne zlezde prikazuje se kao veliko anehogeno ili
hipoehogeno podrucje sa tankim ehogenim septama (pregradama) koje se pomeraju ili
prisustvo vecih ugruSaka. Moze se primetiti kompresija Zlezdanog parenhima od strane
hematoma S§to povecava ehogenost. Svez hematom je anehogen i poseduje glatku
granicu ka okolnom tkivu, Cesto nepravilnog oblika, dok starija krvarenja gube
anehogenost i postaju hipoehogeni sa hiperehogenim stukturama u vidu grudvica ili
traka (Slika 12).

Slika 12. Hematom Zlezdanog parenhima vimena krava (Flock i Winter, 2006)
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Tokom formiranja gasa u parenhimu vimena krava, kao i subkutanog edema,
parenhim se ultrazvucno vizualizuje kao nehomogena struktura sa hiperehogenim
zonama Kkoje predstavljaju nakupine gasa. Edem vimena daje nepravilnu ehogenost
tkiva gde se naizmeni¢no smenjuje ehogenost vezivnog tkiva i anehogenost prostora

ispunjenog sa edematoznim sadrzajem.

Ultrazvucéni nalaz vimena krava u sluc¢aju mastitisa zavisi od stepena strukturnih
promena koje se pojavljuju u tkivu. Parenhim vimena se najce$¢e uoCava kao
nehomogena struktura, pri ¢emu ehogenost moze biti smanjena ili povecana. U nekim
sluajevima oboljenja, parenhim moze imati normalan ultrazvuéni prikaz, kao kod
infekcije vimena koagulaza negativnim stafilokokama (Franz i sar., 2009). Flock i
Winter (2006) su ukazali da infekcije vimena krava sa odredenim uzro¢nicima mastitisa
mogu dati karakteristiCan ultrazvucni nalaz. U parenhimu vimena krava inficiranih sa
bakterijom Arcanobacterium pyogenes mogu se uociti hipoehogena ograni¢ena polja sa
malim hiperehogenim centrom (Slika 13). Kod piogenih infekcija, mle¢na alveola se
uocava kao anehogena zona ispunjena sa homogenim hipoehogenim sadrzajem, dok u
slu¢aju klinickog mastitisa sa Staphylococcus aureus, alveola sadrzi hipoehogen sadrzaj
sa hiperehogenim tragovima (Kotb i sar., 2014). Fasulkov i sar. (2015) navode da
infekcija vimena sa Staphylococcus aureus kod malih prezivara se ultrazvuéno lako
moze dijagnostikovati nalazom velikih hiperehogenih zona u nehomogenom parenhimu
vimena sa nemoguénoS¢u vizualizacije krvnih sudova vimena, kao 1 promena u

dijametru sisnog kanala.

e~ -

Slika 13. Parenhim vimena krava inficiranih sa bakterijom Arcanobacterium pyogenes

(Flock i Winter, 2006)
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Ultrasonografija vimena krava sa subklini¢kim mastitisom ukazuje na nepravilne
konture sisnog kanala i cisterne sa nemoguc¢no$¢u raspoznavanja slojeva papilarnog
zida. Sisna cisterna je neznatno hipoehogena u odnosu na njeno fizioloSko stanje kada
se ultrazvuc¢no vizualizuje kao anehogena struktura (Javadi i Acorda, 2011). Pre muze,
mlec¢ne alveole se uocavaju kao anchogene strukture sa izrazenim hipoehogenim

poljima, pri ¢emu se ehogenost povecava nakon izmuzavanja.

Kod klinicke forme mastitisa, ultrazvuénom vizualizacijom, uocava se
istanjenost i gubitak troslojnog izgleda sisnog zida, kao i potpuna opstrukcija sisnog
kanala sa gubitkom Firstenbergove rozete. Sisna cisterna je nepravilnog izgleda
ispunjena sa homogenim hipoehogenim mlekom. Povecanje chogenosti mleka u

mlecnoj i sisnoj cisterni je posledica povecanja broja ¢elija mleka.

Najces¢e patoloske promene u sisnoj cisterni koje se mogu dijagnostikovati
ultrazvukom su inflamacije, lezije mukoze, tkivne proliferacije, prisustvo kalkulusa i
stranih tela. Tokom inflamacije, sluzokoza sisne cisterne je istanjena i nepravilne
konture, dok je vezivnotkivni i miSiéni sloj nehomogen pri ¢emu se uocava povecanje
dijametra krvnih sudova (Franz i sar., 2009). Kalkulusi u sisnoj cisterni mogu biti
slobodni ili vezani za sluzokozu, pri ¢emu dovode do potpune ili delimi¢ne opstrukcije
papile vimena, a na ultrazvu¢nom snimku uocavaju se kao ehogene strukture, jasno

ogranicene i razli¢ite veli¢ine (Slika 14).

teatwall =

Slika 14. Prisustvo kalikulusa u sisnoj cisterni krave (Franz i sar., 2009)
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Ding i sar. (2000) su ukazali na znac¢aj ultrasonografije u dijagnozi stenoze sisne
cisterne i sisnog kanala u odnosu na klasican klini¢ki pregled papile vimena. Ultrazvuk
omogucava brzo i jednostavno otkrivanje opstrukcije u predelu baze papile, sisne
cisterne i Firstenbergove rozete, ali opstrukciju sisnog kanala je teze identifikovati, gde
se klini¢ki pregled pokazao efikasnijom metodom. Kod opstrukcije sisnog kanala moze
se uociti istanjenost njenog zida, kao i nepravilne konture. Stenoza papile se najéesce

vizualizuje kao hiperehogena struktura ali moze biti i smanjene ehogenosti (Slika 15).

Slika 15. Opstrukcija sisne cisterne (Franz i sar., 2009)

Alteracije na zidu papile, kao $to su hematomi i apscesi, mogu dovesti do
poremecaja u protoku mleka. Hematom papile vimena se moze identifikovati
ultrazvucéno kao hipoehogeno nehomogeno podrucje, dok apsces predstavlja ehogenu
strukturu. Pored stecenih patoloskih promena na papilama vimena, ultrasonografija
olakSava dijagnostiku i diferencijaciju kongenitalnih anomalija, kao §to su akcesorne

sise.

Kod sumnje na postojanje mastitisa, pregledaju se supramamarni limfni ¢vorovi
koji su kod mastiti¢nih krava znacajno uvecani (Bradley 1 sar., 2001; Khoramian 1 sar.,
2015). Hussein i sar. (2015) navode da se tokom infekcije vimena sa koagulaza
negativnim stafilokokama i Staphylococcus aureus moze uociti smanjenje ehogenosti
hilusnog dela limfnog ¢vora. Bradley i sar. (2001) su utvrdili znaajne promene u
strukturi limfnih ¢vorova kod mastiti¢nih krava u odnosu na zdrave jedinke. Ehogenost

parenhima limfnog ¢vora kod mastitiénih krava moze biti promenjena, pri ¢emu se
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moze uoCiti i nepravilna ehogenost hilusnog dela, koja tada postaje anehogena i

hipoehogena sa hiperehogenim poljima.

2.4. Rast i razvoj mlecne Zlezde

Razvi¢e mlecne zZlezde reguliSe aktivnost neuroendokrinog sistema. Pre nego §to
se uspostavi ravnoteza u medusobnim odnosima nervnog i endokrinog sistema, mlecna

zlezda je infantilna (Bobos i Vidi¢, 2005).

Rast 1 razvoj mle¢ne Zlezde zapoc€inje joS u toku vrlo ranog embrionalnog
razvoja, a posle rodenja, razvoj mle¢ne zlezde prolazi kroz fazu pre laktacije i fazu
laktacije, pri ¢emu se ona strukturno i funkcionalno menja. Ceo proces rasta i razvoja

mlecne Zlezde moze se podeliti u vise faza.
2.4.1. Prenatalni - fetalni razvoj mle¢ne Zlezde

Razvoj mle¢ne zlezde kod krava zapocinje u ranom embrionalnom stadijumu
uvrtanjem celija ektoderma u mezoderm sa ventralne strane abdomena neposredno iza
pupka, pri ¢emu se formira jednoslojna nakupina celija (Malpigijev sloj). Kada je
govedi embrion star oko 30-35 dana (Akers, 2002) ¢elije ektoderma se uvrcéu sa jedne 1
druge strane medijalne linije 1 sa okolnim ¢elijama mezoderma formiraju mamarnu
liniju. U ovom periodu nema razlika u gradi primarne mlecne Zlezde kod Zenskog i
muskog embriona. U starosti embriona od oko dva meseca, mle¢na Zlezda ponire dublje
1 poCinju da se formiraju sise. Sam proces razvoja sise je nesto sporiji kod embriona
muskog pola (Duke, 1993; Akers, 2002). Tokom daljeg embrionalnog i fetalnog
razvoja, dolazi do postepenog formiranja sisnog kanala i cisterne, kao i mle¢ne cisterne

od koje se poCinju granati kanali¢i koji se zavrSavaju zacecima alveola.
2.4.2. Postnatalni razvoj mle¢ne Zlezde

Period rasta i razvoja mle¢ne Zlezde po rodenju se deli na prepubertetski i
postpubertetski period koji se zavrSava sa prvom gestacijom i period promena u vimenu

koje se desavaju tokom graviditeta i laktacije.
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a. Prepubertetski i postpubertetski razvoj mlecne zlezde

U prvim mesecima po rodenju, mle¢na zlezda raste izometricno kao i ostatak
tela junice. Alometrican rast mle¢ne zlezde nastupa u uzrastu junice od oko dva do tri
meseca, pri cemu se mlecna zlezda brze razvija u odnosu na ostatak tela zivotinje (Sinha
i Tucker, 1969; Sejrsen, 1994; Bobos$ i Vidi¢, 2005). Osnovna karakteristika razvoja
vimena u ovom periodu je njeno povecanje kao rezultat nagomilavanja masnog tkiva,
razvoj kanalikularnog sistema sekretornog dela vimena, kao i postizanje konacnog
oblika vimena. Pri pojavi puberteta, mlecna zlezda nastavlja da raste izometricno do
pojave prve gestacije (Sinha i Tucker, 1969). U juvenilnom periodu, masno i vezivno
tkivo €ini ¢ak 85% mle¢ne Zlezde, dok ostatak predstavljaju kanali i kanalske Supljine

(Sejrsen i sar., 1982).

Pojava estrusa i uspostavljanje cikliéne ovarijalne aktivnosti predstavlja jak
stimulus za dalji rast i razvoj mle¢ne zlezde. Pod uticajem polnih hormona (estrogen i
progesteron), kao i nekih hormona adenohipofize (somatotropni i luteotropni hormon) i
kore nadbubrezne Zlezde, zapaza se intenzivan rast i razvoj kanalikularnog sistema
parenhima vimena na ¢ijim krajevima se formiraju sekretorne alveole (Hovey i sar.,
2002; Tyler 1 Ensminger, 2006). Na taj nacin vime dobija svoju kona¢nu funkcionalnu

gradu, odnosno postaje tubuloalveolarna Zlezda.
b. Razvoj mle¢ne Zlezde tokom graviditeta

U toku graviditeta, mle¢na Zlezda se razvija pod delovanjem polnih hormona, a
narocito progesterona. Kanalikularni sistem parenhima vimena se ekstenzivno razvija u
prvim mesecima gestacije, dok se razvoj alveola zapaza posle petog meseca
bremenitosti, pri ¢emu se u njima formira sekretorni epitel. Istovremeno, zapaza se
regresija masnog i vezivnog tkiva vimena (Tucker, 1969). Sekretorni epitel alveola
postepeno pocinje da funkcioni$e tokom zadnje polovine graviditeta. U vezi s tim,
alveole postaju prosirene jer se u njima nagomilava velika koli¢ina proizvoda aktivnosti
zlezdanih Celija alveola. Funkcionalna aktivnost mle¢ne zlezde otpocinje sa partusom, a

prestaje sa zavrSetkom perioda sisanja ili prestankom muze (Bobos 1 Vidi¢, 2005).
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c. Razvoj mle¢ne zlezde tokom laktacije

Pod laktogenezom se podrazumeva pocetak procesa stvaranja mleka u mlecnoj
zlezdi i moze se podeliti u dva stadijuma (Neville i sar., 2002). Prvi stadijum se odvija
na kraju graviditeta pred sam partus i slabijeg je intenziteta. Mlecna zlezda je dovoljno
razvijena da lu¢i male koli¢ine odredenih komponenti mleka, kao Sto su kazein i1
laktoza. Hormonalna regulacija ovog stadijuma jo§ nije sasvim razjasnjena. Drugi
stadijum laktogeneze nastaje nakon partusa i predstavlja proces znatno jaceg intenziteta.
Posle porodaja, pod uticajem prolaktina, dolazi do maksimalne sekrecije mleka i
njegovog oslobadanja u mlecnu cisternu vimena kontrakcijom mioepitelnih celija
alveola pod uticajem oksitocina. Prvi mlaz sekreta mle¢ne Zlezde nakon partusa,
odnosno telenja, naziva se prvi kolostrum koji se prevashodno formira prepartalno, pri
¢emu se najveéi deo stvara 1-3 dana pre partusa i u to vreme on uslovljava znacajno

povecanje veli¢ine mle¢ne Zlezde.

Promene koje se deSavaju u mlecnoj Zlezdi tokom njenog rasta i razvoja se
mogu, pored anatomskog 1 morfoloskog pregleda, lako wuociti i ultrazvucnim

oslikavanjem.

Rast 1 razvoj mle¢ne Zlezde u postnatalnom periodu je prikazan na slici 16, gde
se ultrazvuéno parenhim mlecne Zlezde primecuje kao homogena, hiperehogena
struktura sa anehogenim podru¢jima koja odgovaraju krvnim sudovima 1
kanalikularnom sistemu parenhima vimena (Ayadi i sar., 2003; Flock i Winter, 2006;
Nishimura i sar., 2010).
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Slika 16. Anatomski, ultrazvu¢ni i morfoloski prikaz mleéne Zlezde junica u razli¢itim

stadijumima njenog rasta i razvoja (Nishimura i sar., 2010)
1a, 1b i 1c - anatomski, ultrazvucni i morfoloski prikaz rasta i razvoja mle¢ne zlezde
kod junica starih dva meseca
23, 2b i 2¢ - anatomski ultrazvuéni i morfoloski prikaz rasta i razvoja mle¢ne zlezde kod

junica starih pet meseca (strelice pokazuju kanalikularni sistem parenhima vimena)

[26]



Annamaria Galfi Doktorska disertacija Pregled literature

3a, 3b i 3c - anatomski, ultrazvuéni i morfoloski prikaz rasta i razvoja mlecne zlezde
kod junica u postpubertetskom periodu starih 12 - 14 meseca (strelice pokazuju
kanalikularni sistem parenhima vimena)

4a, 4b i 4c - anatomski, ultrazvuéni i morfoloski prikaz rasta i razvoja mlecne zlezde
kod gravidnih junica u petom i Sestom mesecu gestacije (strelice pokazuju kanalikularni
sistem parenhima vimena)

5a, 5b i 5¢ - anatomski, ultrazvu¢ni i morfoloski prikaz rasta i razvoja mle¢ne zlezde
kod gravidnih junica 21 do 24 dana pred partus (strelice pokazuju kanalikularni sistem

parenhima vimena)

2.5. Imunobiologija mlecne Zlezde

Mlecna zlezda je preko izvodnih kanala u neposrednom kontaktu sa spoljasnjom
sredinom tako da postoji velika verovatnofa za nastanak infekcije. Iz tog razloga
neophodni su zas$titni mehanizmi odbrane vimena od infekcija koji su podeljeni u dve
razli¢ite kategorije: nespecificni (urodeni) i specificni (steCeni) imuni mehanizmi

(Sordillo i sar., 1997), koji zajedno obezbeduju njenu optimalnu zastitu.

Urodeni odbrambeni mehanizmi imaju dominantnu ulogu tokom pocetne faze
infekcije 1 deluju na mestu infekcije (Rainard 1 Riollet, 2006). U nespecificne zastitne
mehanizme spadaju, u prvom redu, anatomska odbrana (intaktna koza vimena, struktura
I funkcija sisnog kanala), celularna (neutrofilni granulociti, makrofagi, limfociti, NK
¢elije) 1 odredeni rastvorljivi faktori (imunoglobulini, laktoferin, lizozim,

laktoperoksidaze).

Mikroorganizmi, koji dovode do upalnih procesa u mlecnoj Zlezdi, mogu da
prodru u nju preko ductus papillaris-a i dalje preko cisterne i mlekovoda do alveolarnih
Supljina. U funkcionalnom smislu fizicku barijeru vimena ¢ini intakna koza i1 sfinkter
sise, kao 1 keratinski Cep koji zajedno preveniraju prodor mikroorganizama. Propust u
njithovom normalnom funkcionisanju mozZe rezultirati intramamarnom infekcijom.
Povrede i oStecenja na koZzi papile pogoduju kolonizaciji bakterija povecavajuéi rizik
njihovog ulaska u vime i to najéeS¢e u periodu izmedu muze kada je sisni kanal
proSiren. U zastiti vimena od infekcije bitnu ulogu imaju oblik i1 veli¢ina papile, a
narocCito grada njenog vrha. Vrh svake sise, oko izvodnog kanala, okruzen je kruZznim
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miSicem (M. sphincter), ¢ija je osnovna uloga da spreci prodor mikroorganizama i

oticanje mleka iz sise, odnosno vimena, putem slobodnog pada (Slika 17).

Zid sisnog kanala je oblozen viseslojnim epitelnim ¢elijama koje sadrze keratin.
Deskvamacijom epitela unutar sisnog kanala stvara se masni talog sliCan vosku
(laktosebum), koji ima bakteriocidni efekat u sprecavanju Sirenja mikroorganizama
unutar papile i njihovog prodora u mle¢nu cisternu i parenhim vimena (Hibbitt i sar.,
1969; Bobos 1 Vidi¢, 2005). U keratinu postoje antimikrobni agensi, kao i esterifikovane
1 neesterifikovane masne kiseline kao §to su miritinska, palmitoleinska i linoleinska
kiselina koje imaju bakteriostatsko dejstvo. Katjonski proteini u sisnom kanalu se
elektrostaticki vezuju za uzro¢nike mastitisa oStecujuéi bakterijski zid 1 tako ih ¢ine
osetljivim na osmotski pritisak $to doprinosi lizi i uniStenju bakterijske ¢elije (Sordillo i

sar., 1997).

f»

Cisterna sise .
i

\ J
Sisni kanal S_§

w

Slika 17. Fizi¢ka barijera sisnog kanala mle¢ne zlezde (Nickerson i Akers, 2002)

U zavisnosti od funkcionalnog stanja vimena i celog tela, kolostrum i mleko
poseduju antibakterijsko dejstvo zahvaljuju¢i cCelijskim 1 humoralnim odbrambenim
faktorima koji se nalaze u njima. Celularnu odbranu ¢ine somatske celije (mlecne Celije
ili endogene ¢elije mleka) koje poticu iz krvi i tkiva vimena. U mleku zdravog vimena,
javljaju se u promenljivoj koli¢ini od 2-30x10°/mL, dok u sludaju intramamarne
infekcije uocava se drasti¢no povecenje njihovog broja u kratkom vremenskom periodu
(20-50x10%/mL). Oscilacija broja somatskih ¢elija zapaza se tokom laktacije kod krava i
kada nema poremecene sekrecije (Hagnestam-Nielsen i sar., 2009), pri ¢emu je njihov

broj povecan na pocetku laktacije, a normalne vrednosti se postizu posle tre¢e nedelje
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od partusa. U ovu grupu celija spadaju neutrofilni granulociti, makrofagi, limfociti i

nediferencirane Celije i ¢elijski delovi.

U akutnoj fazi infekcije vimena, neutrofilni granulociti su predominantne ¢elije
u tkivu 1 sekretu mlecne Zlezde 1 predstavljaju viSe od 90% od ukupnih leukocita mle¢ne
zlezde. Ove nespecificne celije dospevaju iz krvi u mle¢nu Zlezdu kao odgovor na
inflamatorne medijatore kao $to su citokini, komplement i prostaglandini (Persson i sar.,
1993). Njihova odbrambena funkcija se ogleda u fagocitozi izazivaca infekcije.
Bakteriocidni efekat neutrofilni granulociti ispoljavaju preko ,,respiratornog praska“ uz

posredovanje slobodnih radikala.

Makrofagi su najucestalije ¢elije u mleku i tkivu vimena u periodu involucije
mlecne zlezde, kao 1 u toku laktacije. Makrofagi su aktivne fagocitne celije mlec¢ne
zlezde koje su sposobne ingestiji bakterija, ¢elijskih ostataka, kao i akumuliranih
komponenti mleka (Sordillo i Nickerson, 1988). Njihova aktivnost fagocitoze se moze

pojacati delovanjem imunoglobulina.

Limfociti u sekretu mle¢ne Zlezde poticu iz krvi i njihova uloga jo$ nije sasvim
razjaSnjena. Postoje dve populacije limfocita i to: T - limfociti, nosioci celijskog
imuniteta i B - limfociti, nosioci humoralnog imuniteta. Procenat limfocita u ukupnom
broju c¢elija mleka iznosi 4-31%, dok u kolostrumu 30-40%, pri ¢emu oni u malom
procentu poticu od B - limfocita, a u ve¢im delom od T - limfocita. T - limfociti imaju
ulogu u indukciji i supresiji imunoloskog odgovora koji nastaje kao odgovor na
odredene antigene, kao i u nastanku imunoloske memorije, dok B - limfociti u kontaktu
sa antigenom se transformiSu u plazmocite koji sintetiSu imunoglobuline. ,,Natural
killer“ (NK) ¢elije predstavljaju limfocite trece populacije bez receptore za antigen, ali

sa izrazitom citotoksi¢nom aktivnosScu.

U somatske celije se ubrajaju i nediferencirane celije 1 Celijski delovi koji
predstavljaju uglavnom izumrle i izmenjene celije, kao i produkti raspada celija i

nemaju znacaja kao odbrambeni faktori mleka (Bobos i Vidi¢, 2005).

Odredivanje broja somatskih ¢elija mleka moze da posluzi za rano otkrivanje
subklinickih 1 akutnih formi mastitisa, gde se uocava njihovo povecanje (Green 1 sar.,
2004; de Haas i sar., 2004).
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U odbrani mlecne zlezde od patogena, ukljuceni su i odredeni rastvorljivi faktori

koji se dele na urodene i specificne komponente.

Imunoglobulini su visokomolekularne belanc¢evine koje, kao specijalni
odbrambeni faktori, uslovljavaju humoralni imuni odgovor organizma. Ove proteine
proizvode plazma Celije koje su nastale proliferacijom 1 diferencijacijom antigenom
aktiviranih B - limfocita. Antitela sekreta mle¢ne Zlezde se sintetiSu lokalno u samoj
zlezdi, ili poticu iz seruma, odakle prolaze transudacijom ili selektivnim transportom. U
odbrani mle¢ne Zlezde od uzro¢nika mastitisa, ucestvuju tri klase imunoglobulina: IgG
(19Gy, 19Gy), IgA i IgM. Sadrzaj imunoglobulina u mleku zavisi od stadijuma laktacije i
od zdravstvenog statusa mle¢ne Zlezde. Koncentracije antitela su relativno niske u toku
laktacije u zdravim mle¢nim zlezdama (0,08-0,1 g/mL), pri ¢emu kolostrum pokazuje
visoke ukupne vrednosti imunoglobulina (6-10 g/100 mL) (Sordillo i sar., 1987, Bobos i
Vidi¢, 2005). Visoke koncentracije imunoglobulina u ovom periodu su od izuzetnog
znacaja za prenos pasivnog imuniteta na tele, dok su od malog znacaja za mle¢nu Zlezdu
1 njenu zastitu. Porast koncentracije imunogobulina se moze uocCiti i tokom
inflamatornih procesa u mle¢noj zlezdi. U sekretu vimena, preovladuju IgG; (81%) koji
selektivnim transportom iz krvi dospeva u mleko (Gapper i sar., 2007). Ostale klase

imunoglobulina su prisutni u malim koncentracijama u mleku (Tabela 1).

Tabela 1. Imunoglobulini u kolostrumu i mleku krava (Butler, 1973)

Imunoglobulini Koncentracija, mg/mL % od ukupnih imunoglobulina
Kolostrum Mleko Kolostrum Mleko

19G, 47,6 0,59 81 73

19G, 2,9 0,02 5 2,5

IgA 3,9 0,14 7 18

IgM 4,2 0,05 7 6,5

Nacini delovanja imunoglobulina mleka jo$ uvek nisu do kraja rasvetljeni, ali se
pretpostavlja da deluju sli¢no kao i imunoglobulini u krvi i tkivima. IgG, 1gG; i IgM
mogu da opsonizuju bakteriju $to dovodi do olakSane i povecane fagocitoze bakterije od
strane neutrofilnih granulocita i makrofaga. Pored toga, ovi imunoglobulini su
komplement aktiviraju¢a antitela. Usled delovanja enzima komplement sistema koji

ostecuju membranu, dolazi do lize bakterija. Imunoglobulini klase A doprinose
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aglutinaciji, spreavaju kolonizaciju bakterija i neutraliSu toksine (Nickerson i sar.,

1989).

Laktoperoksidaza - tiocijanat - vodonik peroksid sistem ispoljava antibakterijsko
dejstvo samo kada su u mleku prisutne sve tri komponente ovog sistema u optimalnoj
koncentraciji. Enzim laktoperoksidaza, u prisustvu tiocijanata i vodonik peroksida,
ispoljava bakteriostatsko dejstvo ka gram-pozitivnim bakterijama i bakteriocidno
dejstvo ka gram-negativnim bakterijama. Laktoperoksidaza predstavlja glikoprotein koji
sadrzi gvozde i produkuje ga mle¢na zlezda u malim koncentracijama, oko 0,03 mg/mL
(Kussendrager, 1993). Sadrzaj tiocijanata u mleku zavisi prvenstveno od ishrane
Zivotinja, a poti¢e iz krvi. Vodonik peroksid se konstantno stvara u mleku, ali se

uglavnom ne moze dokazati u njemu jer odmah podleze razlaganju.

Lizozim je bakteriocidni, enzimski, niskomolekularni, globularni protein koji je
prisutan u mleku i svoju funkciju ispoljava odvajanjem peptidoglikana iz ¢elijskog zida
gram-pozitivnih bakterija (Masschalck i Michiels, 2003). Kod gram-negativnih bakterija
lizozim je delotvoran tek nakon uklanjanja lipoproteina, odnosno lipopolisaharida, pri
¢emu je neophodno zajednicko delovanje sa specificnim antitelima (IgA) i
komplemenata. Poreklo lizozima u mleku nije jasno odredeno, ali se tkivo mlecne
Zlezde smatra glavnim izvorom. Koncentracija lizozima u mleku iznosi 0,1-1 mg/L, dok
u kolostrumu 6-40 mg/L i njegovo prisustvo oslikava zdravstveno stanje vimena. Nize
koncentracije ovog proteina u sekretu mle¢ne Zlezde predstavljaju vec¢u verovatno¢u od

pojave infekcije vimena (Bobos 1 Vidi¢, 2005).

2.6. Laktoferin

Laktoferin (poznat kao 1 laktotransferin) je gvozde vezujuci glikoprotein koji se
nalazi u sekretu mle¢ne zlezde i kojeg produkuju neutrofilni granulociti i epitelne Celije
vimena. Pored mleka i zasuSenog sekreta vimena, moze se naci i u drugim telesnim
teCnostima kao §to su bronhijalna, nazalna i cervikalna sluz, urin, zu¢, pljuvacka, suza,
semena plazma (Mason i sar., 1966). Koncentracija laktoferina u mleku zavisi od
stadijuma laktacije, kao i od zdravstvenog statusa mle¢ne Zlezde. U zrelom kravljem
mleku sadrzaj laktoferina je relativno nizak (0,02-0,35 mg/mL), dok se njegova
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koncentracija povecava u toku perioda involucije (20-100 mg/mL) (Welty i sar., 1976).
Zapaljenski procesi u vimenu povecavaju sadrzaj laktoferina u mleku. Laktoferin
ispoljava bakteriostatsko dejstvo vezuju¢i gvozde i tako ga limitira bakterijama kojima
je ovaj element neophodan za rast i bakteriocidnu aktivnost koja rezultira direktnom
interakcijom laktoferina i bakterije. Pored antibakterijske funkcije, dokazano je da
laktoferin ima 1 antivirusnu, antifungalnu, antiparazitsku, antiinflamatornu i

antikancerogenu aktivnost.
2.6.1. Istorijski podaci o laktoferinu

Laktoferin je prvo bio izolovan iz kravljeg mleka i tek kasnije iz humanog
(Johansson, 1958). Prvo saopstenje o laktoferinu datira iz 1939. godine kada su ga iz
kravljeg mleka izolovali 1 opisali kao ,,crvena proteinska frakcija“ (Sorensen 1 Sorensen,
1939), dok je prvi put izolovan iz humanog mleka 1951. godine (Shafer, 1951). Crveni
protein je tada definisan kao laktotransferinu ili laktosiderofilinu sli¢an glikoprotein jer
je imao velike sli¢nosti sa serum transferinom 1 siderofilinom i ovotransferinom iz jaja..
Do 1963. godine se smatralo da je laktoferin specifi¢ni protein mleka, kada je izolovan
iz sputuma pacijenta sa bronhitisom (Biserte i sar., 1963), a potom imunoloS§kim

metodama otkriven i u drugim telesnim sekretima.

Od otkri¢a 1 1zolacije laktoferina pa do danas, naucnici su proucavali njegovu
strukturu, funkciju i potencijalnu primenu, kao i njegovo dejstvo protiv bakterijskih,

virusnih i gljivi¢nih infekcija, tumora 1 imunosupresornih bolesti.
2.6.2. Struktura laktoferina

Laktoferin (Lf) je glikoprotein sa molekulskom teZinom oko 80 kDa koji ima
visok afinitet ka vezivanju gvozda. Molekularna struktura i aminokiselinska sekvenca
humanog laktoferina odredena je1984. godine, kada se potvrdilo da je 60% sekvenci
laktoferina identi¢no sa serum transferinom i1 od tada je svrstan u tu grupu (Metz-
Boutigue i sar., 1984). Aminokiselinske sekvence laktoferina su poznate kod devet
zivotinjskih vrsta: ljudi, svinja, konja, goveda, bizona, ovaca, koza, kamila i miSeva
(Baker, 2005). Govedi laktoferin ima molekulsku masu 83,1 kDa 1 izgraden je iz 689
aminkiselinskih ostataka. Humani (hLf) i govedi laktoferin (bLf) imaju 69% sekvenci

homologno i strukturno su veoma sli¢ni (Tabela 2) (Pierce i sar., 1991).
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Tabela 2. Broj aminokiselinskih ostataka u govedem i humanom laktoferinu

(Pierce i sar., 1991)

Aminokiseline Kravlje mleko Humano mleko
Alanin 67 63
Prolin 30 35
Arginin 39 43
Lizin 54 46
Asparagin 29 33
Valin 47 48
Triptofan 13 10
Cistein 34 32
Treonin 36 31
Izoleucin 15 16
Serin 45 50
Glutamin 29 27
Glutaminska kiselina 40 42
Fenilalanin 27 30
Metionin 4 5
Leucin 65 58
Glicin 48 54
Tirozin 22 21
Asparaginska kiselina 36 38
Histidin 9 9
(L)Jsl:;&?(r;brm aminokiselinskih 689 691

Trodimenzionalna stuktura laktoferina je otkrivena metodom rendgenske
kristalografije (rendgenska strukturna analiza), pri ¢emu je uocena velika sli¢nost

izmedu humanog i govedeg laktoferina (Anderson i sar., 1987).

Laktoferin se sastoji od jednog polipeptidnog lanca savijenog u dva simetri¢na
globularna lobula (reznja), koji su nazvani C (karboksilni) i N (amino) terminali i
povezani su sa o-heliks strukturom koja se nalazi izmedu 334-og i 344-og
aminokiselinskog ostatka (hLf). Alfa heliks je trostruko savijeni peptid i predstavlja
vezu izmedu lobula koja daje fleksibilnost molekulu (Gonzalez-Chavez i sar., 2009). N

lobul govedeg laktoferina ¢ine aminokiselinske rezidue 1-333, dok C lobul sacinjavaju
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aminokiseline 345-389. Ova dva lobula sadrze 125 identi¢nih aminokiselinskih
ostataka, odnosno 37% su homologni sa slicnom tercijalnom strukturom (Farnaud i
Evans, 2003). C i N lobul su nacinjeni od a-heliks i f-nabrane strukture i stvaraju svaki
po dva domena poznati kao C;, C,, Ni i N2 (Shanbacher i sar., 1993). Ovi domeni
stvaraju po jedno mesto za vezivanje jona metala na oba reznja (Slika 18). Laktoferin
ima velik afinitet ka vezivanju jona gvozda, ali pored njega, moze da veze sa manjim
afinitetom i jone drugih metala, kao $to su joni cinka, bakra, mangana itd. Kristalna
struktura laktoferina zasi¢enog Mn?" ili Zn** ima zatvorenu konformaciju i dokazano je
da odrzava neke fizioloske funkcije laktoferina nezavisne od funkcije vezivanja jona

gvozda (Berlutti i sar., 2011).

a-heliks struktura

N 2 domen C 1 domen

C lobul
N lobul

N 1 domen

2 domen

Slika 18. Struktura humanog hololaktoferina. Crvenom bojom obeleZeni joni gvozda
(Baker i Baker, 2005)

Laktoferin je glikozilovani protein, koji kod razli€itih vrsta Zivotinja poseduje
razli¢it broj 1 strana za glikozilaciju. Na povrsini molekula govedeg laktoferina, nalaze
se pet moguc¢ih lokacija za glikozilaciju. Ova mesta se nalaze na N terminalnom
domenu i predstavljaju aminokiselinske ostatke Asn233 i Asn281, i na C terminalnom
domenu Asn368, Asn476 1 Asn545 (Pierce i sar., 1991). Od glikana najc¢eS¢e su prisutni
N-acetilneuraminska kiselina (sijalinska kiselina), galaktoza, manoza, fukoza, N-
acetilglukozamin i N-acetilgalaktozamin. Heterogenost glikanskih jedinica laktoferina
je viSe izrazena nego kod serum transferina. Stepen glikozilacije varira i odreduje stepen

rezistencije laktoferina na proteaze. Bioloska funkcija glikana nije jasno razjasnjena.
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Pretpostavlja se da glikani ucestvuju u pravilnom savijanju i odrzavanju funkcionalnosti
aktivne konformacije molekula laktoferina, kao i u zastiti od proteolitickih enzima i

smanjenju imunogenosti samog proteina (Shimazaki, 2000; van Veen i sar., 2004).

Laktoferin je bazni, pozitivno naelektrisani protein sa izoelektricnom tackom
(p]) od 8,4 do 9,0. Izrazito bazni karakter je karakteristiCan za laktoferin i1 od izuzetnog
znacaja za njegovu aktivnost vezivanja jona gvozda, kao i sposobnost za vezivanje

razlicitih Celijskih struktura i anjonskih makromolekula (Farnaud i Evans, 2003).

Postoje tri forme laktoferina u zavisnosti od njegove zasi¢enosti sa jonima
gvozda. Laktoferin reverzibilno vezuje atome metala i tako moze da egzistira u
slede¢im oblicima: apolaktoferin (ne sadrzi gvozde), monoferi¢na forma (vezuje jedan
jon gvozda) 1 hololaktoferin (vezuje dva jona gvozda). Tercijalna struktura
apolaktoferina i hololaktoferina je razli¢ita (Jameson i sar., 1998; Baker i Baker, 2004).
Apolaktoferin ima otvorenu konformaciju, dok hololaktoferin je zatvoren molekul,
veoma stabilne 1 ¢vrste konformacije. Laktoferin bez gvozda je fleksibilan i podlozniji
termickoj denaturaciji i proteolizi. Oba lobula molekula laktoferina (N i C lobuli) imaju,
po strukturi 1 geometriji, identi¢ne povrSine za vezivanje jona gvozda koje stvaraju Cetiri
proteinska liganda: jedan asparagin, dva tirozina i jedan histidin. Na N lobulu proteina
vezu za jon gvozda ¢ine aminokiseline Asp-60, Tyr-92, Tyr-192 i His-253, dok na C
lobulu tu vezu predstavljaju Asp-395, Tyr-433, Tyr-526 i His-595 (Berluti i sar., 2011).
Molekul laktoferina moze da veZze dva jona gvozda, pri ¢emu su za to neophodni
bikarbonatni joni. U mleku, zasi¢enost laktoferina jonima gvozda iznosi 6-8%, §to znaci
da je u njemu veca zastupljenost apo forme laktoferina (Goldsmith i sar., 1982). Afinitet
ka vezivanju gvozda je izrazito visok, 1 u odnosu na serum transferin, laktoferin vezuje
ovaj metal Cak 260 puta jace (Aisen i Liebman, 1972). Destabilizacija zatvorene
konformacije laktoferina (holo), kao i niske pH vrednosti (pH 3-4), dovode do

otpustanja jona gvozda (Baker 1 Baker, 2005).
2.6.3. Antimikrobni peptidi laktoferina

Laktoferin zasi¢en jonima gvozda, u odnosu na druge glikoproteine koji vezuju
ovaj metal, je otporniji na proteoliticku degradaciju u digestivnom sistemu. U

organskim sekretima, veci je procenat zastupljenosti laktoferina u slobodnoj formi
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(apolaktoferin) koji je osetljiviji i podlozniji proteolizi, pri ¢emu nastaju antimikrobni
peptidi laktoferina. Tomita i1 sar. (1991) navode da pepsin hidrolizovan laktoferin ima
moc¢niju antimikrobnu aktivnhost u odnosu na intaktni laktoferin. Efikasnija
antimikrobna aktivnost ovih peptida se moze objasniti postojanjem razlike u njihovoj
veli¢ini 1 veli¢ini molekula laktoferina. Peptidi su manji i lakSe mogu pri¢i povrSini

bakterija i stupiti u interakciju sa komponentama membrana i ¢elijskog zida.

Laktoferin sadrzi raznovrsne antimikrobne peptide, Sto znac¢i da su oni deo
polipeptidnog lanca laktoferina koji nastaju njegovom proteolizom od strane razli¢itih
proteolitickih enzima (Sinha i sar., 2013). Antimikrobni peptidi poti¢u sa N terminalnog
lobula molekula laktoferina pri ¢emu prvih jedanaest aminokiselinskih ostataka ¢ini
peptid LF1-11, aminokiseline od 17-41 predstavljaju laktofericin a laktoferampin ¢ine
aminokiselinski ostaci 268-284. Sam mehanizam delovanja ovih peptida nije u
potpunosti razjaSnjen, ali pretpostavlja se da se oni vezuju za proteine spoljasnje
membrane bakterija ili za mikrobne proteine. Najznacajniji od svih antimikrobnih

peptida laktoferina je laktofericin (Slika 19).

Slika 19. Tercijalna stuktura bLF sa prikazom laktofericina zelenom bojom, a-heliks
strukture crvenom, 3-nabrane strukture plavom i jona gvozda ljubi¢astom bojom

(Gifford i sar., 2005)

Laktofericin (Lfcin) predstavlja multifunkcionalni peptid nastao proteolizom
laktoferina Zeludacnim pepsinom. Ovaj peptid je heliksne strukture izgraden od 25
aminokiselinskih ostataka (17-41) sa disulfidnom vezom izmedu dva cisteina i sadrzi

mnostvo hidrofobnih 1 pozitivno naelektrisanih aminokiselina. Bellamy 1 sar. (1992) su
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identifikovali laktofericin i opisali ga kao peptid koji je 10 do 100 puta antibakterijski
efikasniji od intaktnog laktoferina, ali bez moguénosti vezivanja jona gvozda.
Laktofericin ispoljava afinitet ka c¢elijskoj membrani i svoj letalni efekat ostvaruje
narusavanjem osnovne funkcije membrane. Direktno se vezuje za lipopolisaharide
spoljne membrane gram negativnih bakterija, pri ¢emu dovodi do promena u njenoj
propustljivosti (Shimazaki, 2000, van der Kraan i sar., 2004). Gram pozitivne bakterije
su osetljivije na laktofericin u odnosu na gram negativne bakterije, pri ¢emu se
laktofericin vezuje za teihoinsku kiselinu celijskog zida bakterije. Sam mehanizam
prolaska laktofericina kroz sloj ove kiseline, kao i njegov efekat na citoplazmatsku
membranu bakterija, nisu dovoljno istrazeni. Laktofericin, pored antibakterijske
aktivnosti, poseduje antifungicidnu, antivirusnu i antikancerogenu aktivnost, kao i

snazna imunoloska svojstva (Gifford 1 sar., 2005).

Pored laktofericina, N;-domen laktoferina sadrzi i druge antibakterijske peptide-
laktoferampin (LFampin) i LF1-11 (Slika 20). Laktoferampin se nalazi na Ni-domenu
laktoferina ¢ine¢i ga aminokiseline 268-284 (van der Kraan i sar., 2004). Ovaj peptid
ima izrazenu antibakterijsku i antifungicidnu aktivnost koja se razlikuje od aktivnosti
laktofericina, ali je snaznija od intaktnog laktoferina. Laktoferampin ispoljava
antimikrobnu aktivnost protiv nekoliko gram pozitivnih i gram negativnih bakterija, od
kojih su najznacajnije Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa i
Staphylococcus aureus. Pored antibakterijskog dejstva ima i antifungicidno dejstvo

protiv Candida vrste (Sinha i sar., 2013).

Slika 20. N terminalni lobul laktoferina sa prikazom antimikrobnih peptida.

Laktofericin prikazan zelenom bojom, laktoferampin sa ruzic¢astom i LF1-11 plavom

bojom (Sinha i sar., 2013)
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LF1-11 je N terminalni peptid laktoferina i obuhvata prvih jedanaest
aminokiselinskih ostataka molekula. Efikasan je protiv viSe sojeva Acinetobacter
baumannii, meticilin-rezistentnog Staphylococcus aureus i razli¢itih vrsta Candida
(Sinha i sar., 2013).

2.6.4. Sinteza i eliminacija laktoferina iz organizma

Pod uticajem hormona, Zlezdane epitelne ¢elije sintetiSu laktoferin, najéesce u
apo formi. Pored mleka, laktoferin se u odredenim koncentracijama moze naci 1 u
pljuvacci, suzama, zuci, nazalnom, bronhijalnom, cervikalnom sekretu itd. Pored
epitelnih ¢elija, laktoferin se sintetiSe i tokom diferencijacije promijelocita u mijelocite i
predstavlja glavnu komponentu sekundarnih granula polimorfonuklearnih leukocita,
odnosno neutrofilnih granulocita (Masson i sar.,1969). Tokom povreda, infekcija ili
inflamacija, oslobada se laktoferin iz sekundarnih granula neutrofila u krv (Baker i

Baker, 2005; Artym, 2010, Garcia-Montoya i sar., 2011).

Istrazivanja Levay i Viljoen (1995) su ukazala da se laktoferin moze eliminisati
iz organizma na dva moguca nacina. Fagocitne celije (maktofagi, monociti) preko
receptor posredovane endocitoze uklanjaju laktoferin, i direktno od strane jetre, gde u
odstranjivanju laktoferina iz cirkulacije ucestvuju Kupfer celije, endotelne celije 1
hepatociti. Istrazivanjima na pacovima dokazano je da se oko 95% laktoferina
aplikovanog intravenski eliminiSe od strane jetre u roku od pet minuta (Ziere 1 sar.,
1992). Istrazivanja Kutila i sar. (2002) ukazala su da poluvreme eliminacije
intramamarno aplikovanog laktoferina iznosi 1,2-4,3 ¢asova. Pored ovih puteva
eliminacije laktoferina iz organizma, Hutchens i sar. (1991) su ukazali da su i bubrezi
ukljuceni u odstranjivanju laktoferina iz cirkulacije $to su potvrdili njegovim nalazom u

urinu novorodencadi.
2.6.5. Bioloska funkcija laktoferina

Laktoferin predstavlja jednu od kljuénih komponenti nespecificne odbrane
mle¢ne Zlezde i1 organizma od infekcija, pri ¢emu sigergi¢no deluje sa drugim
antimikrobnim proteinima mleka, kao $to su imunoglobulini G klase 1 lizozim. Sli¢no
svim proteinima iz grupe transferina, laktoferin, zahvaljujué¢i strukturnim

karakteristikama ucestvuje u odrZzavanju homeostaze jona gvozda u organizmu. Pored
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toga, ucestvuje u regulaciji Celijskog rasta i diferencijacije, a poseduje i snaznu
antimikrobnu aktivnost protiv mnogobrojnih bakterija, virusa, gljivica, parazita, kao i
antiinflamatornu 1 antikancerogenu aktivnost (Ward i sar., 2005; Gonzalez-Chavez i

sar., 2009).
2.6.5.1. Antibakterijska aktivnost laktoferina

Antibakterijska aktivnost laktoferina je istrazena i u in vitro i in vivo uslovima
protiv gram pozitivnih i gram negativnih bakterija (Streptococcus spp., Enterococcus
spp., Staphylococcus spp., E. coli). Laktoferin ispoljava i bakteriostatsko i bakteriocidno
deljstvo, ali isto tako, laktoferin moze da pospesi rast bakterijskih vrsta kao Sto su
Lactobacillus i Bifidobacteria (Roseanu i sar., 2010). Prvobitno se pretpostavljalo da
laktoferin ispoljava svoju aktivnost jedino preko njegove mogucnosti vezivanja i
transporta jona gvozda, sliéno kao i serum transferin, sa time da laktoferin zadrzava

jone metala i u uslovima niske pH vrednosti (El-Loly i Mahfouz, 2011).

Gvozde je jedan od osnovnih i neophodnih elemenata za rast i metabolizam
skoro svih bakterija (Gherayil, 2011; Cassat 1 Skaar, 2013). Bakterije su Cesto izloZene
uslovima niske koncentracije gvozda unutar tela zbog prisustva gvozde vezujucih
proteina, kao Sto su laktoferin 1 serum transferin. Bakteriostatsku funkciju laktoferin
ostvaruje vezivanjem jona gvozda, limitiraju¢i njegovo koriS¢enje od strane bakterija
posledi¢no dovode¢i do inhibicije rasta (Arnold i sar., 1980). Ovu aktivnost mogu
ispoljiti samo delimi¢no zasiena i1 apo-forma laktoferina, poSto laktoferin koji je
potpuno zasi¢en gvozdem nema antimikrobnu aktivnost (Bishop i sar., 1976; Arnold i
sar., 1982). Bakteriostatski efekat laktoferina je Cesto samo privremen, posto su se neke
gram-negativne bakterije prilagodile gvozde limitiraju¢im uslovima produkcijom

gvozde helatora koji moze preuzeti ovaj metal od laktoferina (Conneely, 2001).

Bakteriocidna aktivnost se pripisuje direktnom interakcijom proteina sa
povrsinom bakterija. Laktoferin dovodi do oSte¢enja spoljne membrane gram negativnih
bakterija vezujuci se za lipopolisaharide ¢elijskog zida bakterija (Ellison 1 sar., 1988)
(Slika 21). Pozitivno naelektrisan N-terminalni kraj laktoferina spreCava vezivanje
lipopolisaharida i bakterijskih katjona (Ca** i Mg?), dovodeéi do otpustanja

lipopolisaharida iz ¢elijskog zida, povecavajuéi propustljivost membrane i oStecenja
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bakterije (Shimazaki, 2000, van der Kraan i sar., 2004). Otpustanje lipopolisaharida iz
¢elijske membrane moze biti spre¢eno dodavanjem jona kalcijuma i magnezijuma, koji
smanjuju antibakterijsku aktivnost laktoferina (Coughlin i sar., 1983). Prisustvo jona
kalcijuma inhibira mogucnost laktoferina da poveca osetljivost E. coli na antibiotik
rifampicin (Ellison i sar., 1990). Bortner i sar. (1989) su ukazali na znacaj ovih
dvovalentnih katjona kao modulatora antibakterijske aktivnosti laktoferina. Laktoferin
osetljivi sojevi bakterije Legionella pneumophila su bili zasti¢eni od bakteriocidne
aktivnosti proteina dodavanjem kalcijum hlorida, magnezijum nitrata i magnezijum

hlorida.

Mnoge gram negativne bakterije, kao npr. E. coli, poseduju povrsinske
receptore, proteine, porine koji omogucavaju propustljivost njihove membrane.
Laktoferin prepoznaje porine i reverzibilno se vezuje za njih (Erdei i sar., 1994). Porini
se mogu zastititi polisaharidnim delom lipopolisaharida $to dovodi do smanjenja

antibakterijske aktivnosti molekula laktoferina (Naidu i sar., 1993).

Laktoferin sam najceS¢e deluje bakteriostatski, ali sa drugim antimikrobnim
proteinima kao S$to su lizozim i antitela deluju sinergi¢no i bakteriocidno. Kompleks IgA
i laktoferin ima izraZzenu bakteriocidnu aktivnost protiv gram pozitivnih i gram

negativnih bakterija.

“ Laktoferin

5;‘_:' Lizozim
Lipopolisaharidi '

Peptidoglikan < A

Slika 21. Mehanizam antibakterijske aktivnosti laktoferina kod gram negativnih
bakterija (Gonzalez-Chévez i sar., 2009)

Mehanizam aktivnosti laktoferina protiv gram pozitivnih bakterija (Slika 22) se

zasniva na vezivanju za anjonske molekule koji se nalaze na njihovoj povrsini, kao §to
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je teihoinska kiselina, §to dovodi do redukcije negativnog naboja ¢éelijskog zida ¢ime se
olakSava kontakt antimikrobnog proteina lizozima i peptidoglikana koji se nalazi ispod

(Gonzalez-Chavez i sar., 2009).

Teihoinska kiselina

% Laktoferin

Slika 22. Mehanizam antibakterijske aktivnosti laktoferina kod gram pozitivnih
bakterija (Gonzalez-Chavez i sar., 2009)

Za nastanak hroni¢nih infekcija je od izuzetnog znacaja sposobnost adhezije
bakterija na bioticke i abioticke povrSine i funkcionisanje kao zajednice, odnosno
stvaranje biofilma. Zahvaljuju¢i sposobnosti formiranja biofilma, bakterije sti¢u visoku
otpornost na razli€ite mehanizme odbrane domacina, kao 1 na antibiotski tretman.
Govedi laktoferin, u malim koncentracijama, ima sposobnost da inhibira rast i razvoj
ove tvorevine, kao i da dovede do njene destrukcije (Jenssen i Hancock, 2009; Hiroyuki
1 sar., 2012). Laktoferin vezujuéi jone gvozda, smanjuje koli¢inu dostupnog metala

neophodnog za formiranje biofilma (Roseanu i sar., 2010; Elsawy i sar., 2013).

Visoko virulentne bakterije su razvile mehanizam da prevazidu uslove
nedostatka jona gvozda sintezom 1 sekrecijom helatora (siderofora) koji ispoljavaju
visok afinitet ka jonima gvozda. Gvozde helatori su i u moguc¢nosti da otklone ovaj
metal iz transferina (Bullen i sar., 2005). Siderofore sintetiSu mnogi mikroorganizmi
koji rastu pod uslovima smanjene koncentracije gvozda. Oni vezuju jone gvozda gradeci
kompleks koji se potpom vezuje za receptore na spoljnjoj membrani bakterija i prenose
im metal (Neilands, 1995). E. coli produkuje gvozde helatore enterobaktrin i aerobaktrin

(Bullen 1 sar., 2005), a sadrzi i receptore za gvozde na spoljnjoj membrani - gvozde
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enterobaktin proteinski receptor (ferric enterobactin protein receptor; FepA) i gvozde
citrat proteinski receptor (ferric citrate protein receptor; FecA) (Lin i sar., 1999).

Drugi mehanizam preko kojeg bakterije nabavljaju gvozde je direktno
oduzimanje ovog metala od transferina i laktoferina vezujuci ih za specifi¢ne receptore
koji se nalaze na njihovoj povrsini. Bakterije iz familije Neisseriaceae i Moraxellaceae
poseduju dva receptora za laktoferin: laktoferin vezujuéi protein A (lactoferrin-binding
protein A; LbpA) i laktoferin vezujuci protein B (lactoferrin-binding protein B; LbpB)
(Wong i Schryvers, 2003; Beddek i Schryvers, 2010). LbpA je strukturni protein spoljne
membrane koji pospesSuje rast bakterija koristec¢i laktoferin kao izvor jona gvozda, dok
LbpB olaksava ovaj proces. Interakcija laktoferina sa receptorom dovodi do promena u
konformaciji C labula proteina dovode¢i do otpustanja jona gvozda (Roseanu i sar.

2010).
2.6.5.2. Antivirusna aktivnost laktoferina

Laktoferin poseduje antivirusnu aktivnost u ranoj fazi infekcije protiv brojnih
RNK i DNK virusa, pri ¢emu sam mehanizam njegove aktivnosti nije u potpunosti
razjaSnjen. Antivirusna aktivnost laktoferina je nezavisna od njegove sposobnosti
vezivanja 1 transporta jona gvozda, poSto 1 hololaktoferin i apolaktoferin ispoljavaju
antivirusni efekat, dok antimikrobni peptid laktofericin ne poseduje osobinu inhibicije
virusa (El-Loly i Mahfouz, 2011). Ipak, na neke viruse (polio i rota virus), apoforma
laktoferina deluje snaznije od zasi¢enog oblika laktoferina, jer vezivanje laktoferina za
éeliju domacina dovodi do poveéanog preuzimanja jona matala, kao §to je Zn®*, koji
deluju antivirusno (Esposito i Obljeski, 1976). Antivirusni efekat jona cinka se ogleda u
povecanoj sposobnosti da dovede do nepravilne replikacije virusa. Istrazivanja
Marchetti i sar. (1999) su pokazala da zasiceni laktoferin sa jonima gvozda, cinka i
mangana poseduje snazni inhibitorni efekat protiv poliovirusa spre¢avaju¢i njegovu
adheziju na Celiju domacina. Drugi mogu¢i razlog za pojacanu antivirusnu aktivnost
slobodnog laktoferina je da virusni enzimi zahtevaju jone metala kao kofaktore za svoje
funkcionisanje. Laktoferin sprecava ulazak virusa u ¢eliju domacina blokirajuéi ¢elijske
receptore ili direktno vezujuéi se za samu Cesticu virusa (Slika 23) (van der Strate i sar.,

2001).

[42]



Annamaria Galfi Doktorska disertacija Pregled literature

Laktoferin je u moguénosti da speci replikaciju mnogih virusa, pri ¢emu rede
onemogucava infekciju celija domacina. Infekciju ciljne celije laktoferin prevenira
direktnim vezivanjem za virusnu Cesticu (Hepatitis C virus, polio i rotavirus, Herpes
simplex virus) (Ikeda i sar., 2000), pri ¢emu spre¢ava hemaglutinaciju i vezivanja virusa

za ¢eliju domacina.

Drugi mehanizam antivirusne aktivnosti laktoferina je njegovo vezivanje za
molekule ¢elija domacina koje virus koristi kao receptore (heparan sulfat proteoglikani).
Interakcija laktoferina sa ovim receptorima sprec¢ava prvi kontakt izmedu virusa i ¢elije
domacina i nastanak infekcije (van der Strate i sar., 2001; Farnaud i Evans, 2003;

Gonzdlez-Chavez i sar., 2009).

. Virus
#% Laktoferin

\\ Heparan sulfat
‘f~ Receptori za virus

Slika 23. Mehanizam antivirusne aktivnosti laktoferina (Gonzalez-Chavez i sar., 2009)

Indirektna antivirusna aktivnost laktoferina se ogleda u podsticanju antivirusnog
odgovora imunog sistema organizma, pri ¢emu dolazi do pojacane stimulacije 1
aktivnosti NK (natural Killer) celija, granulocita, monocita i makrofaga koji imaju
znacajnu ulogu u eliminaciji infekcije tokom rane faze virusne infekcije (van der Strate 1

sar., 2001; Farnaud i Evans, 2003).
2.6.5.3. Antifungalna aktivnost laktoferina

Kravlje mleko sadrzi nekoliko supstanci koji ispoljavaju antifungalno dejstvo.
Slobodne masne kiseline, kao $to su laurinska, miristoleinska, linoleinska 1 arahidonska
kiselina, spre¢avaju germinaciju Candida albicans, pri ¢emu i laktoferin, preko svog

kapacita vezivanja jona gvozda, ispoljava antifungalnu aktivnost (Leboffe i sar., 2009).
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Kirkpatrick 1 sar. su 1971. god. prvi put sproveli istrazivanje o uticaju
laktoferina na Candida spp. i dokazali njegovo antimikoticno dejstvo. Jedan od
mehanizama delovanja laktoferina na gljivice jeste njegova sposobnost vezivanja jona
gvozda koji je neophodan za njihov rast i razvoj gljivica. Istrazivanja su dokazala da
ovo nije jedini mehanizam antifungalne aktivnosti laktoferina. Laktoferin poseduje i
fungicidno dejstvo direktnom interakcijom sa povrSinskim proteinima celija gljivica
dovode¢i do destabilizacije celijske membrane, menjaju¢i njenu propustljivost i
uzrokuju¢i smrt (Gonzalez-Chavez i sar., 2009; Leboffe i sar., 2009). Pored Candida
albicans, antifungalno dejstvo laktoferina je dokazano i protiv: C. tropicalis, C. krusei,
C. guilliermondii, C. parapsilosis, C. glabrata, Rhodotorula rubra, Rhizopus arrhizus,
kao 1 kod drugih glivica. Antimikrobni peptidi laktoferina, kao Sto je laktofericin i
laktoferampin, isto ispoljavaju antifungalno dejstvo. Bellamy i sar. (1993) su prvi

procenili da je Candida albicans visoko osetljiva na laktofericin B.

Kao i neke bakterije, gljivice, kao npr. Aspergillus fumigatus, su razvile
mehanizam opstanka u sredinama siromasnim gvozdem sintezom 1 sekrecijom
siderofora koji omogucavaju gljivici koris¢enje jona metala vezanih za serum transferin

i laktoferin (Leboffe i sar., 2009).

Laktoferin 1 njegovi peptidi stimuliSu imuni odgovor organizma i sinergi¢no
deluju u njegovoj odbrani. Antigljivi¢na aktivnost laktoferina je izraZenija u saradnji sa
polimorfonuklearnim leukocitima gde mnogo efikasnije inhibiSu rast 1 invaziju

uzroc¢nika.
2.6.5.4. Antiparazitska aktivnost laktoferina

Uloga laktoferina, kao i njegov znacaj, tokom parazitskih bolesti je nedovoljno
poznata, ali dokazana je njegova antiparazitska aktivnost, kao 1 razli¢iti mehanizmi
aktivnosti. Tanaka i sar. (1996) su prvi ukazali na antiparazitsku aktivnost laktoferina
protiv protozoa Toxoplasma. Laktoferin ispoljava inhibitornu aktivnost intracelularnog
rasta parazita, pri ¢emu dovodi i do povecanja nivo IFN-y i IL-12, kao i aktivnosti
makrofaga. Laktoferin nema uticaja na penetraciju parazita u ¢eliju domacina, kao §to 1
ne ispoljava citotoksi¢ni efekat (Dzitko i sar., 2007). Plasmodium spp. poseduje protein

koji prepoznaje i vezuje se za heparan sulfat receptore na povrsini Celije domacina.
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Laktoferin svoju antiparazitsku aktivnost kod ovog parazita ostvaruje vezivanjem za ove
receptore c¢ine¢i ih nedostupnim parazitima (Jenssen i Hancock, 2009). Snazan
antiparazitski efekat protiv Entamoeba histolytica poseduju apolaktoferin i laktofericin.
Oni se vezuju za lipide na povrsini trofozoita ostecujuéi njegovu membranu sinergi¢no
delujuc¢i sa IgA 1 lizozimom (Leo6n-Sicairos i sar., 2006). Laktoferin u fizioloSkim
koncentracijama moze da dovede do smrti trofozoita Giardia lamblia-e, pri éemu Ca®* i
Mg®* mogu sprediti antiparazitsku aktivnost laktoferina. Fe**, ali ne i Fe?", stiti trofozoit

od laktoferina i njegovih antimikrobnih peptida (Turchany i sar., 1995).

Kao 1 svi mikroorganizmi, protozoe su razvile efikasan mehanizam koris¢enja
gvozda koji je neophodan za njihov rast, tako da prisustvo laktoferina ne moze dovesti
do supresije ovog procesa. Parazit Trypanosoma cruzi je razvio mehanizam opstanka u
krvi domacina zahvaljujuéi sposobnosti direktnog koris¢enja serum helatora domacina
kako bi obezbedio neophodne koli€ine jona gvozda za rast (Loo i Lalonde, 1984). Drugi
paraziti npr. Leishmania spp. prezivljavaju intracelularno preuzimanjem i
iskori§¢avanjem holotransferina i hololaktoferina, kao izvor jona gvozda. Protozoa
Trypanosoma brucei poseduje na svojoj povrSini proteine za vezivanje transferina
(transferrin-binding protein; TFBP), pri ¢emu, kad nastane kompleks receptor-
transferin, transportuje se do lizozima i transferin podleZe proteolizi koja rezultira

oslobadanjem jona gvozda (Steverding 1 sar., 1995).
2.6.5.5. Antiinflamatorna aktivnost laktoferina

Laktoferin ima znacajnu ulogu u regulisanju imuniteta domacina. Laktoferin se
nalazi u sekundarnim granulocitima neutrofila i poseduje i pozitivni i negativni uticaj na
mijelopoezu. Sistemska bakterijska infekcija je pracena rapidnim porastom nivoa
laktoferina u serumu S$to posledicno dovodi do pada nivoa gvozda (hipoferemija).
Zastitni efekat laktoferina se ogleda u njegovoj moguénosti da inhibira produkciju
nekoliko lipopolisarahid indukovanih proinflamatornih citokina, ukljucujuéi tumor
nekroti¢ni faktor o (TNF-a), interleukin-1p (IL-1pB) i interleukin-6 (IL-6) koji su kljucni
medijatori inflamatornog odgovora (Crouch i sar., 1992; Conneely, 2001). Pretpostavka
je da laktoferin spre¢ava oslobadanje TNF-a zahvaljujuéi svojoj sposobnosti vezivanja
za lipid A komponentu lipopolisaharida bakterija pri ¢emu deluje kao antiendotoksin.

Antiinflamatorna aktivnost laktoferina se ogleda 1 u spreCavanju vezivanja
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lipopolisaharida za inflamatorne ¢elije, kao Sto su makrofagi. Pored toga, na ¢elijskom
nivou, laktoferin utice na povecanje aktivnosti NK ¢elija, regrutovanje
polimorfonuklearnih leukocita u tkivo zahvaceno zapaljenskom reakcijom i indukuje
fagocitozu (Gonzalez-Chéavez 1 sar., 2009; Florian i sar., 2012). Sadrzaj gvozda u
laktoferinu ne uti¢e na njegovu antiinflamatornu aktivnost, posto i apo i holo forma

ovog proteina podjednako inhibira oslobadanje citokina.
2.6.5.6. Antikancerogena aktivnost laktoferina

Kao i1 kod inflamacije, laktoferin ima sposobnost da uti¢e na produkciju
citotokina kod tumora. Istrazivanja na miSevima su ukazala da aplikacija laktoferina
inhibira rast tumora za 60% 1 povecava nivo antikancerogenih citokina kao S§to je
interleukin-18 (IL-18), pored aktiviranja NK ¢elija, CD4" i CD8" T-limfocita (Wang i
sar., 2000). Florian i sar. (2012) su ispitivali efekat apo forme rekombinantnog humanog
laktoferina na rast i morfologiju melanoma kod miseva, pri ¢emu su ukazali da pod
uticajem laktoferina nastaju drasticne morfoloSke promene celija, kao i inhibicija

¢elijske proliferacije.
2.6.6. Koncentracija laktoferina u mleku i drugim sekretima

Kravlje mleko sadrzi oko 30-35 g/L belancevina, koje se dele na kazein, koji
¢ini oko 80% od ukupnih proteina, i belancevine mle¢nog seruma (20%). Laktoferin u
mleku pripada proteinima mlecnog serumu, pri ¢emu 70% laktoferina se nalazi u
serumu, a 30% se javlja u kompleksu sa kazeinom (Oram i Reiter, 1968). U kravljem
mleku od proteina mleénog seruma se mogu izdvojiti: a-laktalbumin (3,8%) i B-
laktoglobulin (10%), imunoglobulini (2,2%), serum albumini (1,3%), kao i bioaktivni
proteini koje ¢ine laktoferin, laktoperoksidaza i lizozim (Slika 24) (Shimazaki, 2000). U
humanom mleku, laktoferin je drugi po zastupljenosti od proteina, odmah posle kazeina
kao Sto je prikazano na slici 25. Laktoferin se ubraja u urodene odbrambene mehanizme
1 pored zastite mlecne Zlezde od intramamarnih infekcija, njegova funkcija je i da zastiti

novorodenu jedinku dok ne stekne imunitet.
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Kravlje mleko

u Kazein

m Laktoglobuin
¥ Laktalbumin

& Serum albumin
= Imunoglobulin

B Laktoferin

Slika 24. Sadrzaj proteina u kravljem mleku (Shimazaki, 2000)

Humano mieko

™ Kazein

® Laktalbumin

& Serum albumin
® Imunogiobulin
= Laktoferin

¥ Lizozim

Slika 25. Sadrzaj proteina u humanom mleku (Shimazaki, 2000)

Glavni izvor laktoferina u organizmu je mleko kojeg sintetiSu epitelne celije
mlecne Zlezde u svim fazama laktacije, ukljuujuéi i period zasuSenja. Laktoferin je
prisutan u mleku mnogih sisara ukljucuju¢i humano mleko, mleko krmaca, kobila,
krava, ovaca, koza, miSeva, kamila, lama itd (Stumpf i Welch, 2004; Baker, 2005;
Conesa i sar., 2008). Nedavno je dokazano da i ribe produkuju laktoferin i izolovan je iz
ikri kalifornijske pastrmke (Torres i sar., 2006; Gonzéles-Chévez i sar., 2009). Humano
mleko je veoma bogato laktoferinom (1-2 mg/mL) u odnosu na druge vrste sisara i od
svih proteina mleka, laktoferin je drugi po zastupljenosti. Kravlje mleko sadrzi skoro

deset puta nize koncentracije laktoferina u odnosu na humano mleko (0,02-0,35
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mg/mL), dok je njegov sadrzaj izuzetno nizak kod pacova, miSeva i pasa i iznosi manje

od 0,05 mg/mL (Masson i Heremans, 1971; Welty i sar., 1976).

Pored laktoferina, mleko krava sadrzi jo§ jedan protein koji poseduje
antibakterijsko svojstvo - serum transferin (Rainard i sar., 1982). Istrazivanja su
pokazala obrnutu zavisnost sadrzaja laktoferina i transferina u mleku. Zivotinjske vrste
sa visokom koncentracijom laktoferina u mleku imaju malu koncentraciju ili uopste
nemaju transferin, i obrnuto. Koncentracija transferina u humanom mleku je ispod 0,05
mg/mL, a u kravljem mleku iznosi 0,02-0,2 mg/mL (Bullern i sar., 1972; Shimazaki,
2000). Mleko pacova i zecCeva je bogato transferinom, ali mleko pasa je prakti¢no liSeno

svih gvozde vezujucih glikoproteina (Masson i Heremans, 1971).

Kolostrum je bogatiji sa laktoferinom od zrelog mleka, pri ¢emu njegova
koncentracija u humanom kolostralnom mleku iznosi 5-7 mg/mL, a u kravljem oko 0,8
mg/mL. Drastiéno povecanje koncentracije laktoferina u mleku se zapaza u periodu

involucije mleéne zlezde (Masson i Heremans, 1971; Sanchez i sar., 1988).

Tele se rada bez imuniteta i kolostrum predstavlja izvor razlicitih bioloski
aktivnih molekula sa kojima se prenosi pasivni imunitet 1 $titi ih od infekcija tokom
prvih nedelja Zivota. Imunoglobulini zajedno sa laktoferinom, lizozimom i
laktoperoksidazom ispoljavaju antimikrobnu aktivnost (Gapper i sar., 2007; Stelwagen i
sar., 2009).

U malim koncentracijama, laktoferin se moze detektovati 1 u drugim telesnim
sekretima $to je prikazano u tabeli 3. Laktoferin je prisutan i u krvnoj plazmi u
koncentraciji 0,1-0,2 pg/mL posto ga produkuju neutrofilni granulociti. Kod sepse, nivo

laktoferina se povecava i do 1-2,5 pg/mL (Malmquist i sar., 1978; Nuijens i sar., 1992).
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Tabela 3. Koncentracija laktoferina u telesnim sekretima ¢oveka

Sekret Koncentracija laktoferina Referenca
Pljuvacka 0,01-0,05 mg/mL Masson i sar. (1966)
Suze 0,1 mg/mL Masson i sar. (1966)
0,7 mg/mL Takayanagi i sar. (1986)
2,2 mg/mL Kijlstra i sar. (1983)
Semena plazma 0,4-1,9 mg/mL Steijns i van Hooijdonk (2000)
Nazalni sekret 0,1 mg/mL Masson i sar. (1966)
Zué 10-40 pg/mL Masson i sar. (1966)
Pankreasni sekret 0,5 mg/mL Masson i sar. (1966)
mokraca 1 png/mL Masson i sar. (1966)
Krv 0,1-2,5 ug/mL Malmquist i sar. (1978)
Neutrofili 3,45 nug/10° éelija Moguilevsky i sar. (1987)
Granulociti 4 ug/10° éelija Bezwoda i Mansoor (1989)

2.6.7. Faktori koji uticu na koncentraciju laktoferina u sekretu zdrave

mleéne Zlezde

2.6.7.1. Stadijum laktacije, starost i rasa Zivotinje kao faktori koji uticu na

koncentraciju laktoferina u mleku krava

Nivo laktoferina u sekretu mle¢ne Zlezde krava zavisi prvenstveno od stadijuma
razvoja vimena i njene funkcije, odnosno od stadijuma laktacije, koji je jedan od

glavnih fizioloskih faktora koji uti¢e na produktivnost i hemijski sastav mleka.

Posle partusa, koncentracija laktoferina se snizava sa 1-2 mg/mL u mleku na
0,01-0,1 mg/mL u kolostrumu, pri ¢emu se u toj koncentraciji nalazi i tokom laktacije.
U periodu involucije mle¢ne Zlezde, zapaza se drasti¢an rast koncentracije laktoferina
gde dostize maksimalne vrednosti oko 20 mg/mL, iako su zabeleZzene 1 mnogo vece
vrednosti (75-100 mg/mL) (Welty i sar., 1976; Schanbacher i sar., 1993). Ovo
povecanje koncentracije laktoferina pocinje dva do Cetiri dana posle prestanka muze i
nastavlja da raste po stopi 1,15 mg/mL po danu tokom prve dve - tri nedelje involucije
(Welty 1 sar., 1976). Laktoferin u sekretu mle¢ne Zlezde krava dostize maksimalnu
koncentraciju mesec dana posle zasuSenja. Tokom nelaktacionog perioda koncentracija

laktoferina ostaje visoka (Sordillo i sar., 1987). Potpuno zasuseno vime je veoma
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otporno na koliformne infekcije uglavnom zbog visoke koncentracije laktoferina u
ovom periodu (Oliver i Bushe, 1987).

Rasa Zivotinje, odnosno krave, zna¢ajno utice na nivo laktoferina u kolostrumu,
iako postoje intividualne razlike koje su izraZzenije u visokomlecnih krava.
Koncentracija laktoferina u kolostrumu visokomlecnih krava je cetiri puta veca u
odnosu na tovne rase goveda i iznosi 2 mg/mL, dok je kod tovnih rasa 0,5 mg/mL
(Gaunt i sar., 1980; Tsuji 1 sar., 1990). Istrazivanja Tsuji i sar. (1990) ukazuju da je
koncentracija laktoferina bila najveéa u mleku krava rase holstajn frizijska (1,96
mg/mL) i dzerzej (2,11 mg/mL), dok mleko krava rase japanska crna i japanska smeda
sadrzi znatno nizu koncentraciju (0,56 mg/mL 1 0,40 mg/mL). Kroél i sar. (2010, 2012)
u svom istrazivanju, navode da su krave rase poljska crvena i simental imale najveci
nivo laktoferina u mleku (128,70 mg/L i 116,74 mg /L), u odnosu na krave rase poljska
holstajn frizijska crno bela (88,42 mg/L) i1 poljska holstajn frizijska crveno bela (89,56
mg/L). Krave rase dZzerzej su imale relativno visok nivo laktoferina (103,48 mg/L), kao i

drugih antimikrobnih proteina, pogotovo lizozima.

Pored toga, visokomle¢ne prvotelkinje imaju dva do tri puta nizu koncentraciju
laktoferina u kolostrumu u odnosu na krave sa viSe partusa. Razlika u nivou laktoferina
nije uocljiva kod tovnih rasa goveda. Osim niskog nivoa laktoferina, mleko prvotelkinja
je siromasno i drugim antimikrobnim proteinima, kao §to su imunoglobulini i lizozim
(Krdl 1 sar., 2010, 2012). Starije krave (npr. krave u Cetvrtoj laktaciji) produkuju mleko
koje je bogatije ovim proteinima. Najvece koncentracije laktoferina u kolostrumu je
zabeleZeno kod krava u drugoj laktaciji, dok posle trece laktacije nije primecena razlika
u sadrzaju laktoferina (Tsuji i sar., 1990). Drugi autori navode da je nivo laktoferina

veci tokom trece, Cetvrte 1 pete laktacije u odnosu na prvu i1 drugu (Cheng 1 sar., 2008).

Produkcija mleka isto uti¢e na nivo laktoferina u mleku i1 oni su u negativnoj
korelaciji (Harmon 1 sar., 1975, Cheng i sar., 2008), §to zna¢i da se sa povecanjem

dnevne produkcije mleka smanjuje sadrzaj laktoferina u mleku.

[50]



Annamaria Galfi Doktorska disertacija Pregled literature

2.6.7.2. Odnos broja somatskih ¢elija i koncentracije laktoferina u mleku

krava

Somatske ¢elije u mleku predstavljaju indikator zdravlja vimena krava, kao i
kvaliteta mleka. Mleko iz zdravih Cetvrti mle¢ne zlezde sadrzi mali broj somatskih
¢elija (50 000 - 200 000/mL). Na osnovu Pravilnika o kvalitetu sirovog mleka (SI.
glasnik RS, br. 21/2009), sirovo kravlje mleko ne sme da sadrzi vise od 400 000
somatskih ¢elija po mililitru. Prisustvo somatskih ¢elija mleka ima uticaj na sadrzaj
imunoaktivnih proteina. Povecan broj somatskih ¢elija u mleku dovodi do povecanja
sadrzaja laktoferina u mleku, kao i lizozima 1 IgG, gde laktoferin moZe posluZiti kao
indikator kod intramamarnih infekcija krava (Hagiwara i sar., 2003, Chan i sar., 2008).
Lindmark-Mansson i sar. (2000) isticu da je poveéanje broja somatskih ¢elija u mleku
rezultat smanjene produkcije mleka, koje su pratene i promenama u njegovom
hemijskom sastavu. Posledi¢no, sa poveéanjem broja somatskih celija, povecava se i
broj neutrofilnih granulocita koji sintetiSu laktoferin. Harmon i Newbould (1980)
navode da je povecanje somatskih C¢elija (neutrofila) i laktoferina povezano sa
zapaljenskom reakcijom mlecne Zzlezde tokom infekcija, poSto se tada povecava
produkcija tkiva vimena, a ne samo da je rezultat smanjene proizvodnje mleka.
Suriyasathaporn i sar. (2000) ukazali su da je povecan rizik od nastanka klinickog
mastitisa kod krava ¢ije mleko sadrzi veoma mali broj somatskih ¢elija, a da pri tome ne
pokazuju znake inflamacije vimena. Zbog postojanja korelacije izmedu sadrzaja
somatskih celija i koncentracije laktoferina u mleku, i njegov nivo je mali. Na osnovu
toga, 1 niske koncentracije laktoferina u mleku mogu nagovestiti na povecan rizik od

pojave klini¢ke forme mastitisa.
2.6.7.3. Odnos koncentracije citrata i laktoferina u mleku krava

Citrati su prisutni u mleku i predstavljaju jedan od glavnih puferskih sistema za
regulisanje ravnoteze izmedu jona kalcijuma i vodonika (Faulkner i Peaker, 1982),
odrzavaju¢i puferski kapacitet mleka. Efikasnost laktoferina u mlecnoj Zlezdi je u
negativnoj korelaciji sa sadrzajem citrata u mleku (Bishop i sar., 1976). Koncentracija
citrata zavisi od stadijuma laktacije, pri ¢emu su najvece vrednosti zabeleZzene od
partusa do sredine laktacije (2,38 mg/mL), a najmanje tokom perioda zasuSenja (oko
0,50 mg/mL) (Nonnecke i Smith, 1984). Sa druge strane, bikarbonati olakSavaju
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vezivanje jona gvozda od strane laktoferina (Cheng i sar., 2008). Tokom laktacionog
ciklusa, odnos izmedu laktoferina, citrata i bikarbonata se menja. Antibakterijski efekat
laktoferina je najizraZeniji tokom perioda involucije mle¢ne Zlezde, kada je njegova
koncentracija najveca, kao i koncentracija bikarbonata, dok je koncentracija citrata
smanjena (Kutila i sar., 2003a). U tom periodu, citrati se absorbuju iz vimena u krv
istovremeno sa prelaskom bikarbonata iz krvi u mle¢nu zlezdu. Istrazivanja su pokazala
da je za bakteriostatsko dejstvo laktoferina mnogo znacajniji molarni odnos citrata i
laktoferina nego njihova koncentracija (Bishop i sar., 1976; Nonnecke i Smith, 1984).
Inhibicija bakterijskog rasta zavisi od vrednosti molarnog odnosa; §to je on manji,
efikasnija je inhibicija. Molarni odnos citrata i laktoferina opada sa involucijom mlecne
Zlezde, a raste sa laktogenezom (Kutila i sar., 2003a). U mleku i1 kolostrumu molarni
odnos iznosi oko 1 000, dok u sekretu potpuno zasuSene mle¢ne Zlezde iznosi od 10 do
20 (Nonnecke i Smith, 1984).

2.6.7.4. Nacin drzanja krava i koncentracija laktoferina u mleku

Nacdin drzanja, kao faktor sredine, ima velik uticaj na prinos mleka i njegov
hemijski sastav. Istrazivanja jedne grupe autora su ukazala da slobodan nacin drZanja
Zivotinja poboljSava kvalitet mleka Sto prati 1 povecanje nivoa antimikrobnih proteina u
njemu (Kroél 1 sar., 2010, 2012), dok drugi autori navode da je nivo laktoferina u mleku
veci kod intenzivnog sistema drzanja (Turner i sar., 2003; Wielgosz-Groth i sar., 2009).
Znacajno povecanje laktoferina je nadeno u mleku krava koje su imale neograni¢en
pristup napasanju (ad libitum). Pored toga, nacin zasuSenja mle¢ne zlezde krava utice na
sadrzaj laktoferina u mleku. Istrazivanja Newman 1 sar. (2009) ukazuju da je postepen
prestanak muZe Zivotinja sa restriktivnom ishranom uspeSniji nacin zasuSenja koji
dovodi do smanjenja proizvodnje mleka, a sa time 1 do povecanja koncentracije

laktoferina u mleku, nego nagli prestanak muze.

2.6.8. Koncentracija laktoferina u mleénom sekretu tokom intramamarne

infekcije

U savremenoj govedarskoj proizvodnji, mastitis predstavlja jednu od
najznacajnijih i najaktuelnijih bolesti muznih krava koja nanosi velike ekonomske

gubitke. Le Gard (1938) je izneo padatke da mastitis kod visokomle¢nih krava nanosi
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veée gubitke u odnosu na tuberkulozu i brucelozu goveda. Pored smanjenja kvaliteta
mleka i njene bezbednosti, ova bolest utice 1 na dobrobit zivotinja i jedan je od glavnih
razloga za primenu antibiotika kod muznih krava. Mastitis je zapaljenski proces u
mlecnoj Zlezdi koji najcesce predstavlja odgovor na bakterijsku intramamarnu infekciju.
Zapaljenje mlecne Zlezde njacesce nastaje kada patogeni mikroorganizmi dospeju preko
sisnog kanala u vime, prevazidu njegove odbrambene mehanizme, pocnu da se
razmnozavaju 1 da produkuju toksine koji oStecuju tkivo vimena (Nielsen, 2009).
Najznacajniji uzro¢nici mastitisa su mikroorganizmi velike patogenosti (major mastitis
pathogens) Staphylococcus aureus i Streptococcus agalactiae kontagiozni patogeni
(contagious pathogens), 1 Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae,
Escherichia coli i Enterococcus- patogeni iz okruzenja (environmental pathogens). U
poslednje vreme, zabeleZeno je znacajno povecanje infekcija vimena sa uzroénicima
male patogenosti (minor mastitis pathogens), kao S§to su Corynebacterium spp. i
koagulaza-negativne stafilokoke, najverovatnije zbog smanjenja prevalencije infekcija
vimena sa uzrocnicima velike patogenosti (Pyordld i Taponen, 2009; Kati¢, 2012;
Reyher i sar., 2012; Indriss 1 sar., 2013). MaceSic¢ i sar. (2012) navode sve veci znacaj
uzro¢nika iz okruzenja u epidemiologiji mastitisa kod krava. Ozbiljnost bolesti zavisi od
interakcije infektivnog agensa, domacina i okoline. Mle¢na Zlezda je najpodloznija
nastanku novih intramamarnih infekcija tokom perioda rane involucije (prve dve
nedelje) i pred sam partus (Gaunt i sar., 1980). U tom periodu, pojava infekcija mlecne
Zlezde je i do sedam puta ucestalija nego u periodu laktacije. Za vreme involucije
vimena, povecava se koncentracija antibakterijskih komponenti sekreta mle¢ne zlezde
(polimorfonuklearni leukociti, imunoglobulini, laktoferin) koji je Stite od nastanka
intramamarne infekcije, pogotovo uzrokovane koliformnim bakterijama (Nickerson,
1989; Cheng 1 sar., 2008). Potpuno zasuSena mlecna Zlezda je otporna na uzrocnike

mastitisa.

Tokom intramamarne infekcije se uocava znafajno povecanje koncentracije
laktoferina zavisno od ozbiljnosti upalnih procesa u vimenu (Harmon i sar., 1975; Gaunt
1 sar., 1980; Harmon i Newbould, 1980). Koncentracija laktoferina kod mastiti¢nih
krava se drasti¢no povecava sa 0,66 mg/mL prvog dana infekcije na 1,89 mg/mL koja se
uocava tre¢eg dana mastitisa (Harmon 1 sar., 1975). Povecanje koncentracije laktoferina

se objaSnjava njegovom pojacanom proizvodnjom u epitelnim ¢elijama mlecne Zlezde
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stimulisane infekcijom, kao i aktivacijom neutrofilnih granulocita i oslobadanjem

laktoferina iz njihovih sekundarnih granula (Lash i sar., 1983).

Prema istrazivanjima Kawai i sar. (1999) i Hagiwara i sar. (2003) koncentracija
laktoferina u mleku krava sa subklinickim mastitisom iznosila je 0,2-1,2 mg/mL Sto je
znatno veca od njegove vrednosti u mleku zdravih Zivotinja. Pored toga, ovi autori su
dokazali da mleko iz inficirane Cetvrti sa Mycoplasma bovis, Staphylococcus aureus i
streptokokama ima znacajno vecu koncentraciju laktoferina od cetvrti inficiranih
koagulaza negativnim stafilokokama i Corynebacterium bovis. Koncentracija
laktoferina u mleku krava sa klinickim mastitisom je znatno veéa nego kod zdravih
krava, kao 1 sa subklinickim mastitisom 1 krec¢e se u granicama od 0,3 do 2,3 mg/mL
(Harmon i sar., 1975; Kawai i sar., 1999). Signifikantna razlika u koncentraciji
laktoferina u mleku zdravih krava i krava sa subklini¢kim i klinickim mastitisom moze
biti povezana sa ozbiljnoS¢u zapaljenskog procesa, kao i sa virulencijom samog
uzro¢nika. Kod perakutnog mastitisa sa E. coli, koncentracija laktoferina u mleku je bila
znaCajno manja nego kod zivotinja sa akutnim mastitisom. Ova koncentracija
laktoferina u mleku moze biti nedovoljna da inhibise bakterijski rast, posto se E. coli
brzo umnozava u inficiranoj Cetvrti, dok se nivo laktoferina sporo povecava u ranoj fazi

inflamacije (Kawai i sar., 1999).
2.6.9. Kombinovana primena laktoferina i antibiotika u terapiji mastitisa

Nekontrolisana upotreba antibiotika dovela je do povecanja prisustva patogena u
zivotnoj sredini koja su manje osetljiva na antibakterijski efekat antibiotika. Povecana
rezistencija bakterija na antibiotike otezava leCenje infekcija 1 zahteva pronalazenje

novih antimikrobnih supstanci za njihovo suzbijanje (Lacasse i sar., 2008).

Zahvaljujuéi svojoj antimikrobnoj aktivnosti protiv mnogih mikroorganizama,
pogotovo gram negativnih i gram pozitivnih bakterija, laktoferin ima potencijal da se
primeni u terapiji infekcija. Diarra i sar. (2002a, 2002b) navode da se egzogeni
laktoferin moZze primeniti kao korisno sredstvo u tretmanu mastitisa krava, dok Kai 1
sar. (2002) ukazuju na znacaj njegove aplikacije u preventivi mastitisa u zasuSnom
periodu mlec¢ne Zlezde. Period rane involucije mlecne Zlezde je kriti¢an za nastanak

novih intramamarnih infekcije poSto je koncentracija endogenog laktoferina niska, te bi
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aplikacija egzogenog laktoferina mogla spreciti nastanak infekcija, odnosno limitirati
metabolizam i rast bakterija. Koncentracija laktoferina je najveca na polovini perioda
involucije mlecne zlezde, kada su i veoma retki klinicki oblici mastitisa. Pored toga,
visoke koncentracije laktoferina pospeSuju fagocitnu aktivnost polimorfonuklearnih
leukocita i makrofaga koja je jedna od znacajnih komponenti urodenog odbranbenog

mehanizma domacina.

Koliformne bakterije pokazuju najvecu osetljivost na antibakterijski efekat
laktoferina. Istrazivanja Bishop i sar. (1976) u in vitro uslovima ukazuju da dodavanje
apolaktoferina u koncentraciji od 0,02-0,2 mg/mL kulturi koliformnih bakterija inhibira
njihov rast, pri ¢emu holoforma laktoferina ne ispoljava bakteriostatski efekat. Glavni
mehanizam antibakterijske aktivnosti laktoferina u sluc¢aju koliformnih infekcija mle¢ne
zlezde je restrikcija jona gvozda bakterijama. Slicne rezultate dobili su i Kutila i sar.
(2003b) gde su vecina izolata E. coli bila potpuno inhibirana sa 0,1 mg/mL
apolaktoferina. Nasuprot ovim istrazivanjima, Sanchez i Watts (1999) nisu uocili
bakteriostatski efekat aplikovanog laktoferina u koncentraciji 0,5-3 mg/mL protiv tri
soja E. coli izolovanih iz mle¢ne zlezde krava. Kombinovana aplikacija 1 mg/mL
laktoferina i antibiotika (novobiocin, cefapirin) deluje sinergi¢no i bakteriocidno na

E.coli.

Odredeni patogeni vimena, kao $to su Streptococcus uberis i Streptococcus
agalactiae su rezistenti na antimikrobnu aktivnost apoforme laktoferina (Rainard,
1986). Rezistencija mnogih gram-pozitivnih bakterija se objaSnjava sposobnoscu
njihovog rasta u uslovima niske koncentracije jona gvozda, kao i posedovanjem
proteina koji vezuju laktoferin 1 transferin iz mle¢nog seruma vimena krava.
Streptococcus uberis poseduje dva znacajna proteina koji vezuju laktoferin (lactoferrin-
binding proteins; LBPs) (Park i sar., 2002). Patel i sar. (2009) su u in vitro ispitivanjima
ukazali da je povecana sposobnost adhezije Str. uberis na epitelne celije vimena u

prisustvu laktoferina, gde laktoferin sluzi kao veza izmedu njih.

Antibakterijska aktivnost laktoferina u vidu inhibicije metabolizma i rasta
stafilokoknih bakterija je izraZzena u manjem stepenu. Staphylococcus aureus, kao jedan
od glavnih patogena vimena krava, je u mogucnosti da raste u uslovima ekstremno

niskim koncentracijama jonima gvozda, kao i u prisustvu gvozde helatora (EDTA) u
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visokim koncentracijama (Diarra i sar.,, 2002a). Pored toga, odredeni sojevi
Staphylococcus aureus su rezistentni na p-laktamske antibiotike posto produkuju B-
laktamaze, enzime koji hidrolizuju B-laktamski prsten penicilina (Petitclerc i sar., 2007).
Ispitivanja Diarra i1 sar. (2002b) su dokazala da postoji sinergi¢ni efekat izmedu
laktoferina i penicilina G protiv tri izolata Staphylococcus aureus izolovanih iz mleka
mastiticnih krava. Kombinovana primena laktoferina (0,5-1 mg/mL) sa penicilinom G
povecava inhibitornu aktivnost antibiotika dva do Cetiri puta pri ¢emu lakSe dovodi do
redukcije bakterijskog rasta. Aplikacija jona gvozda ili gvozde helatora nisu imali efekat
na antibakterijsko dejstvo laktoferina i penicilina G. Ova istrazivanja su ukazala da
laktoferin ili laktofericin u kombinaciji sa B-laktamskim antibioticima moze povecati
antibakterijski efekat ovih antibiotika protiv odredenih sojeva Staphylococcus aureus
koji su rezistentni na antibiotike, kao i da se primeni u terapiji i prevenciji infekcija
mlecne Zlezde krava. Petitclerc i sar. (2007) su isto ispitivali efekat intramamarne
aplikacije penicilina G (100,000 IU) i laktoferina (1 g) tokom hroni¢nog mastitisa
izazvanog Visoko rezistentnim sojevima Staphylococcus aureus na p-laktamske
antibiotike. Bakterijsko izlecenje je primeceno kod 11,1% slucajeva kad je aplikovan
sam laktoferin, 9,1% kod penicilina G i kod kombinovane aplikacije laktoferina i
antibiotika zabelezeno je 45,5% izleCenja. Kod krava koje su bile inficirane tokom
predhodne laktacije, stopa izlecenja kod kombinovane primene je bila znatno veca

(33,3%) nego kod tretmana samo antibioticima (12,5%).

Kombinovana primena laktoferina i antibiotika u terapiji, kao i u prevenciji
infekcija vimena krava daje bolji rezultat nego tretman samo antibioticima ili
laktoferinom. Laktoferin dovodi do strukturalnih promena ¢elijskog zida bakterija koje

postaju osetljivije na delovanje antibiotika (Ellison i sar., 1988).

[56]



Annamaria Galfi Doktorska disertacija Ciljevi i zadaci disertacije

3. CILJEVI | ZADACI DISERTACIJE

Zastupljenost mastitisa je u savremenom govedarstvu, kako u Republici Srbiji
tako 1 u svetu, ekonomski najvaznija bolest visokomle¢nih krava. Imajuéi u vidu visoke
troskove do kojih ova bolest dovodi, gubitke u proizvodnji i smanjenju kvaliteta mleka,
cilj istrazivanja ove disertacije je procena dijagnosticke moguénosti ultrazvucénog
pregleda u detekciji subklinickog mastitisa 1 poremecene sekrecije vimena, kao i

razmatranje opravdanosti primene laktoferina u prevenciji i leCenju mastitisa.
Sa obzirom na cilj istrazivanja, postavljeni su sledec¢i zadaci:

1. Ispitivanje zdravstvenog stanja vimena krava u periodu predzasusenja i

posle partusa

2. Bakterioloski nalaz pojedina¢nih uzoraka mleka krava u periodu

predzasusenja i posle partusa

3. Odredivanje broja somatskih ¢elija mleka i koncentracije imunoglobulina
klase G u mle¢nom i krvnom serumu krava u periodu predzasusenja i

posle parstusa

4. Terapijska intramamarna primena antibiotika- ogledna grupa | i
antibiotika i laktoferina- ogledna grupa Il u periodu rane involucije

mleéne Zlezde
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5. Odredivanje koncentracije laktoferina u mle¢nom serumu krava u

periodu predzasusenja i posle partusa

6. Razmatranje efikasnosti primenjenih terapijskih metoda
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Formiranje ogledne grupe krava

Ogled je sproveden na farmama visokomlecnih krava holstajn frizijske rase na
teritoriji Autonomne pokrajine Vojvodine Republike Srbije. Na jednoj farmi krave su
drzane vezanim sistemom, dok je na drugoj farmi bio slobodan tip drzanja zivotinja. Na
farmi visokomle¢nih krava uradeni je klinicki pregled zivotinja, kao i dodatni metodi
pregleda: Kalifornija mastitis test (CMT) i Draminski mastitis detektor test. Potom su
uzeti pojedinacni uzorci mleka iz ¢etvrti mlecne Zlezde krava za bakterioloSku analizu 1

na osnovu rezultata, zivotinje su podeljene u sledece grupe:

1. Krave drZane vezanim sistemom kod kojih je bakterioloSkom analizom
izolovan uzro¢nik mastitisa 1 primenila se terapija sa antibioticima.

(ogledna grupa I);

2. Krave drzane slobodnim sistemom kod kojih je bakterioloSkom analizom
izolovan uzro¢nik mastitisa 1 primenila se terapija sa antibioticima i

govedim laktoferinom (ogledna grupa II);
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4.2. Klini¢ki pregled krava

Klini¢kim pregledom izvrSena je procena opsteg zdravstvenog stanja krava, kao
1 ispitivanje mlecne Zzlezde adspekcijom i palpacijom. Adspekcijom je procenjen
povrsinski izgled, veli¢ina i simetrija vimena, pri ¢emu je posebna paznja posvecena na
eventualne povrede sisa i vimena. Palpacija vimena krava vrSena je odmah posle muze,
pri ¢emu je procenjena temperiranost, bolnost i konzistencija parenhima mlecne zlezde.
Pregled vimena, u cilju procene njene konzistencijese, vrsila se sa obe ruke, pri cemu je
dlan jedne ruke postavljen sa unutraSnje strane, a drugi sa spoljasnje strane vimena. Pri
pregledu koZe vimena, palcem 1 kaZiprstom jedne ruke je koZa razvucena. Ona se lako
odvajala od okoline, suprotno, ukazivala je na pojavu otoka vimena. Svi podaci dobijeni

klinickim pregledom uneti su u interni karton zivotinje (Prilog 1).

Kod sumnje na postojanje intramamarne infekcije, pored opsteg klinickog
pregleda krava i pregleda mlecne Zzlezde, vrSen je pregled supramamarnih limfnih
¢vorova, te mleka Kalifornija mastitis testom, kao 1 odredivanjem elektri¢ne
provodljivosti mleka. Palpacija limfnih ¢vorova mlec¢ne zlezde, koje se nalaze iznad
baze zadnjih Cetvrti vimena u perinealnoj regiji, izvela se vrhovima prstiju pri ¢emu je

posebna paznja posvecena na limfne ¢vorove koji su dublje smesteni.

4.3 Brzi testovi za otkrivanje poremecene sekrecije vimena i subklini¢kih mastitisa

Pre uzimanja uzoraka sekreta mleCne Zlezde krava za bakterioloSku analizu,

uradeni su brzi testovi za otkrivanje poremecene sekrecije i subklinickih mastitisa.
4.3.1. Kalifornija mastitis test (California mastitis test - CMT)

Kalifornija mastitis test je brz, jednostavan i pouzdan metod za otkrivanje
poremecene sekrecije, kao 1 pojave sublinickog mastitisa u pojedinaénim cetvrtima
vimena krava. Na osnovu rezultata CMT testa, moze se indirektno proceniti broj
somatskih ¢elija mleka koje predstavljaju indikator zdravstvenog stanja mlecne zlezde i
kvaliteta mleka. Test se zasniva na dejstvu povrSinski aktivne materije (alkilaril
sulfonat) na DNK polimer iz leukocita, pri ¢emu se odvaja DNK, a proteinski deo

spontano prelazi u gel.
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4.3.1.1. Postupak rada i interpretacija rezultata

Pre pristupanju izvodenja testa, proveravala se prohodnost papile mlecne zlezde.
Prvi mlaz mleka se odbacio, a potom se mleko iz svake Cetvrti vimena uzimalo u
pojedinacan odeljak testatora. Odeljci testatora su se obelezavali A, B, C i D radi lakSe
identifikacije Cetvrti vimena od kojih su uzeti uzorci. U svaki odeljak testatora se uzelo
mleko u koli¢ini oko 2 mL iz svake Cetvrti vimena, koja se postigla naginjanjem
testatora skoro vertikalno pri cemu se viSak mleka odlivao. Potom se paZzljivo, bez
stvaranja mehuri¢a, dodala jednaka koli¢ina CMT reagensa i meSavina se nezno rotirala
10-20 sekundi. Ocitavanje rezultata se radilo na osnovu promene konzistencije mleka i
morala se uraditi odmah, jer se u narednih 20 sekundi vidljiva reakcija gubi.

Interpretacija rezultata CMT testa je prikazana u tabeli 4.

Tabela 4. Interpretacija rezultata CMT testa

Broj somatskih ¢elija /

Reakcija Promena konzistencije mleka ML
Negativna Bez promena u konzistenciji, meSavina 0 - 200 000
(- ili N) ostaje tecna i homogena
U tragovima Neznatna promena u konzistenciji pri 200 000 - 400 000
(M pomeranju posude
Slabo

pozitivna (+) Pojacano zgrusavanje bez pojave gela 400 000 - 1 200 000

Stvaranje gela koji se skuplja na sredini
posude tokom mesanja, ali se razilazi 1 200 000 - 5 000 000
prestankom meSanja

Pozitivna

(+1)

Stvaranje guste Zelatinozne mase koja se
skuplja na sredini posude pri meSanju i ne >5 000 000
razilazi se po prestanku mesanja

Jako pozitivna
(+++)

4.3.2. Elektricna provodljivost mleka odredena Draminski mastitis

detektorom

Saznanje da pojava subklinickog mastitisa dovodi do promena nivoa soli u
mleku pri ¢emu se menja njena elektricna provodljivost, dovelo je do razvoja elektricnih
mernih instumenata koji veoma precizno odreduju elektricnu provodljivost mleka.
Indirektno, na taj nacin se detektuje pojava subklinickog mastitisa kod krava. Tokom

intramamarnih infekcija menja se hemijski sastav mleka, pri ¢emu se povecava
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koncentracija jona natrijuma i hlora u mleku, a smanjuje se koncentracija jona kalijuma
i laktoze, dovode¢i do povecanja elektricne provodljivosti, odnosno do smanjenja
elektricne otpornosti mleka. Radi otkrivanja mastitisa, tokom poslednjih dvadeset
godina, Kkoristi se metoda odredivanja elektri¢éne provodljivosti mleka, koja je obrnuto

proporcionalna elektricnoj otpornosti mleka.

Draminski mastitis detektor je elektronski instrument koji meri elektri¢nu
otpornost mleka i sastoji se iz posudice sa elektrodama, elektronske jedinice sa LCD

ekranom i drSke u kojoj se nalazi baterija i prekidac.
4.3.2.1. Postupak rada i interpretacija rezultata

Postupak rada sa Draminski mastitis detektorom je jednostavan. Za analizu se
uzelo najmanje 15 mL mleka. Koristio se prvi mlaz mleka, posto daje najpreciznije
ocitavanje. Kasniji uzorci mleka poti¢u iz cisterne vimena 1 kanalikularnog sistema
parenhima koji su ¢esto neinficirani, pa takvo mleko moze da da drugacije rezultate.
Draminski mastitis detektor se ukljucio, potom se u posudicu uzeo uzorak iz svake
cetvrti vimena krava i posle jedne sekunde se na ekranu pojavio rezultat. Interpretacija

rezultata je prikazana u tabeli 5.

Tabela 5. Interpretacija rezultata dobijeni Draminski mastitis detektorom

Ocitan rezultat Znacenje

Uzorak mleka je visokog kvaliteta i incidenca subklinickog

Iznad 300 mastitisa izuzetno niska

Povecanje incidence subklini¢kog mastitisa sa smanjenjem

250-300 rezultata

Subklini¢ki mastitis koji prelazi u klinicki stadijum pri ¢emu je

Ispod 250 broj somatskih éelija preko 1 000 000/ mL

4.3.3. Ispitivanje senzitivnosti i specifiénosti Kalifornija mastitis testa i

Draminski mastitis detektora

Senzitivnost (osetljivost) testa predstavlja sposobnost testa da otkrije sve
pozitivne, odnosno inficirane jedinke, dok specifi¢nost testa se ogleda u njegovoj
mogucnosti da detektuje sve negativne, odnosno zdrave krave (Baci¢, 2009; Fosgate 1

sar., 2013).
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Ispitivanje senzitivnosti 1 specifi¢nosti indirektnih testova za odredivanje
poremecene sekrecije vimena i subklinickog mastitisa radena je na osnovu slede¢ih

formula (Sharma i sar., 2010):
Senzitivnost = pozitivno / pozitivno + lazno negativno x 100
Specifi¢nost = negativno / negativno + lazno pozitivno x 100

Validnost= pozitivno + negativno / pozitivno + lazno pozitivno + negativno +

lazno negativno x 100

Vrednosti se izrazavaju u procentima (%).

4.4. Ultrazvucni pregled mle¢ne Zlezde krava

Na farmi krava uraden je ultrazvuéni pregled mlecne zlezde krava kako bi se
dijagnostikovala poremecéena sekrecija vimena, odnosno subklinicka i klinicka forma
mastitisa. Pri pregledu koristio se ultrazvuéni aparat Esaote pie medical - falco
(Holandija) i linearna sonda od 6 - 8 MHz. Ultrasonografija vimena krava uradena je
nakon klinickog 1 laboratorijskog pregleda, kada su se utvrdile Zivotinje sa klinickim 1

subklinic¢kim oblikom mastitisa.
4.4.1. Postupak rada

Pre ultrazvucnog pregleda, vime krava se ocistilo 1 operalo od necistoca, 1 po
potrebi oSiSala dlaka. Potom se aplikovao gel za ultrazvucni pregled na ultrazvu¢nu

sondu i kozu vimena kako bi se osigurao dobar kontakt izmedu sonde i koze.

Ultrazvuéni pregled parenhima mlecne zlezde i supramamarnih limfnih ¢vorova
se izvodio metodom direktnog kontakta (transkutana ehografija) sa linearnom sondom
frekvencije 6 - 8 MHz (Slika 26). Tokom ultrazvu¢nog pregleda, sonda se postavljala u
proksimalno distalni i1 kranio kaudalni poloZaj 1 pomerala u svim pravcima po povrsini
koze vimena kako bi se izvrSila vizualizacija celog parenhima vimena (Fasulkov, 2012).
Ultrazvuéna sonda se tokom pregleda supramamarnih limfnih ¢vorova postavila u
dorzokaudolnom predelu baze vimena na osnovu opisa Bradley i sar. (2001).
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Slika 26. Ultrazvuéni pregled parenhima mle¢ne zlezde (Orig.)

Za ultrazvu¢nu vizualizaciju strukture papile vimena koristila se metoda
,vodenog kupatila (water bath)“ i linearna sonda frekvencije 6 - 8 MHz (Slika 27). U
plasti¢nu ¢asu se sipala topla voda (30°C-35°C) u koju se potapala papila vimena, pri
¢emu je sonda bila u kontaktu sa povr§inom ¢ase. Sonda se postavila u longitudinalni i
transverzalni polozaj. Ova metoda omogucava bolji i kvalitetniji prikaz papila mlecne

zlezde posto se izbegava njena deformacija koja se javlja kod direktne metode.

Slika 27. Ultrazvu¢ni pregled papile mle¢ne Zlezde (Orig.)
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4.5. Uzimanje uzoraka mleka od krava u ogledu

Ispitivanje je radeno na grupi visokomlecnih krava holStajn frizijske rase na
teritoriji Autonomne pokrajine Vojvodine Republike Srbije. Prate¢i proizvodni ciklus,
dvokratno su uzimani uzorci sekreta mle¢ne zlezde krava u fazi predzasusenja, kao i od

istih krava tokom perioda rane laktacije.

Od svih krava u ogledu uzeti su dvojni uzorci sekreta mlecne Zlezde za vreme

jutarnje muze bez obzira na rezultat CMT testa ili nalaz Draminski mastitis detektora.

Uzorci mleka za bakteriolosku analizu uzeti su asepti¢no iz sisnog kanala svake
Cetvrti vimena u sterilne epruvete. Pre uzimanja uzoraka, izvrSeno je ciSéenje i
dezinfekcija sisa vimena upotrebom 70% alkohola, sa posebnom paznjom na sfinkter
papile. Pri dezinfekciji papila poStovano je pravilo ,ka sebi“ kako bi se izbegla
naknadna kontaminacija ve¢ dezinfikovane papile rukom za vreme postupka
dezinfekcije ostalih papila. Prvo su obrisane papile sa udaljenije strane vimena, a potom

blize i to prvo prednja, pa zadnja papila.

Uzimanje uzoraka mleka vreno je redosledom ,,0d sebe®, odnosno prvo su uzeti
uzorci mleka iz papila koje su blize, a potom iz daljih papila. Prvi mlaz mleka se
odbacio, a potom je iz svake Cetvrti vimena uzeto nekoliko mililitara mleka, pri ¢emu su
se epruvete postavljale gotovo u horizontalni polozaj. Uzorci su obelezeni ID brojem
krave i na temperaturi frizidera (4°C) dostavljeni u laboratoriju na analizu.
Bakterioloska obrada uzoraka odradena je u laboratoriji za klinicku bakteriologiju,
mikologiju i parazitologiju Nau¢nog instituta za veterinarstvo ,,Novi Sad“ u Novom
Sadu.

Drugi wuzorci namenjeni za odredivanje koncentracije laktoferina i
imunoglobulina G klase su dostavljeni u laboratoriju za higijenu namirnica animalnog
porekla na Poljoprivrednom fakultetu u Novom Sadu. Po dospecu u laboratoriju, uzorci
mleka su stavljeni u frizider na temperaturu od 4°C do 8°C 1 naredni dan su
centrifugovani na 3 000 obrtaja u minutu u trajanju od 45 minuta. Mle¢ni serum se
potom odlio u epruvete koje su obelezene ID brojem krave i stavljeni na ¢uvanje na

temperaturi od -20°C.
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4.6. Odredivanje broja somatskih ¢elija u uzorcima mleka

Odredivanje broja somatskih ¢elija u uzorcima mleka uradeno je u laboratoriji za
ispitivanje sto¢ne hrane i animalnih proizvoda na Poljoprivrednom fakultetu u Novom
Sadu koriS¢enjem aparata fosomatik (Fossomatic 5000). Aparat radi na principu
proto¢ne citometrije (flow citometry), a zasniva se na prolasku uzorka u vrlo tankoj niti
ispred merne jedinice. Na pocetku procesa, uzorak mleka se boji fluorescentnom bojom
koja se vezuje za DNK molekula i pomocu prenosnog fluida se potiskuje pod velikim
pritiskom u tanku kivetu. Zahvaljuju¢i tome, somatske celije prolaze samo jedna po
jedna. Prilikom prolaska ispred merne jedinice, uzorak mleka u tankoj Kkiveti izlozen je
plavom svetlu koji dovodi do ekscitacije fluorescentne boje. Pri tome somatske Celije
emituju crveno svetlo koje se registruje kao svetlosni impuls preko fotodetektora.
Svetlosni impulsi iz obojenih somatskih ¢elija bivaju pojacani, izbrojani i konvertovani

u broj somatskih ¢elija u mililitru mleka.

4.7. Bakterioloski pregled uzoraka mleka na uzro¢nike mastitisa

Bakterioloska obrada uzoraka mleka uradena je u laboratoriji za klini¢ku
bakteriologiju, mikologiju i1 parazitologiju Nau¢nog instituta za veterinarstvo ,,Novi

Sad* u Novom Sadu.

Uzorci mleka su se zasejavali odmah po prijemu u laboratoriju, a najkasnije 24
sata pri ¢emu su se ¢uvali na temperaturi frizidera, odnosno na temperaturi od 4°C do
8°C. Pre zasejavanja na podloge, uzorci su temperirani u vodenom kupatilu petnaest

minuta pri temperaturi od 37°C 1 homogenizovni.

Od svakog uzorka mleka zasejano je 0,1 mL mleka po povrSini dva krvna agara
sa 5% ov¢ije krvi, na MacConkey agar i Sabouraud dextrose agar (Oxoid, UK).
Zasejavanje se vrsilo tako Sto se ve€om omcastom ezom napravio primarni trougao na
podlozi, te se potom manjom ezom napravio novi trougao u pravcu kretanja kazaljke na
satu prevlacenjem preko primarnog trougla. BakterioloSka eza se sterilisala
opaljivanjem na plamenu, ohladila i napravio treci trougao tako $to se ona prevukla

preko drugog trougla. Jedna krvna ploca se inkubirala u mikroaerofilnim uslovima na
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temperaturi od 37°C, dok se druga krva ploc¢a, MacConkey agar i Sabouraud dextrose
agar, inkubirali aerobno na temperaturi od 37°C. Inkubacija ploc¢a trajala je 24 do 48
sati za rast 1 izolaciju bakterija, dok su se ploce inkubirali do pet dana za rast i izolaciju

gljivica. PlocCe su se pregledale na porast bakterija ili gljivica u intervalima od 24 sati.
4.7.1. 1zolacija i identifikacija bakterije Staphylococcus aureus

Dijagnosti¢ki postupak izolacije i identifikacije bakterije Staphylococcus aureus
obahvata njenu izolaciju na bakterioloskim podlogama, mikroskopski pregled,

biohemijsko ispitivanje i test koagulacije plazme kunica.

Staphylococcus aureus lako raste na krvnom agaru sa 5% ov¢ije krvi u aerobnim
uslovima pri ¢emu su kolonije vidljive za 24 sata inkubacije. Kolonije Staphylococcus
aureus su velike, okrugle, glatke i sjajne, pigmentirane belim ili zlatho - Zutim
pigmentom. Staphylococcus aureus produkuje razlicite tipove homolize (alfa, beta,
gama i delta). Na krvnom agaru sa eritrocitima ovna, dejstvom alfa i beta hemolizina

stvara se dupla zona hemolize.
4.7.1.1. Testovi katalaze i oksidaze

Test katalaza koristi se za detekciju enzima katalaze koji rastvara vodonik
peroksid na vodu 1 kiseonik. Kolonija karakteristi¢nog izgleda za koju se pretpostavlja
da je kolonija Staphylococcus aureus se preseje sa krvnog agara na hranljivu (neutralnu)
podlogu. Test oksidaze i katale radi se na izraslim kolonijama na neutralnom agaru sa
3% vodonik peroksidom. Pozitivna reakcija se manifestuje pojavom mehuri¢a gasa

(kiseonik). Staphylococcus aureus je oksidaza negativna i katalaza pozitivna bakterija.
4.7.1.2. Mikroskopski izgled

Staphylococcus aureus je Gram pozitivna koka, pre¢nika oko 1 um, rasporedena

pojedinac¢no, u parovima ili u vidu nakupina koje podsecaju na grozdove.
4.7.1.3. Test koagulacije plazme kunica

Za dokazivanje koagulaze koristila se liofilizovana plazma kuniéa proizvodaca
Veterinarski zavod Zemun a. d., Beograd, pri ¢emu se ampula sa 1 mL liofilizovane
plazne rekonstruisala sa 1 mL destilovane vode. Kada se liofilizat rastvorio, napravilo se
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razredenje sa destilovanom vodom u odnosu 1:5. Od nastalog razredenja se 0,5 mL
sipalo u epruvetu, te se bakterioloSkom ezom dodao komadi¢ ispitivane kolonije.
Inkubacija traje 24 sata na temperaturi od 37°C, pri ¢emu se posmatranje virSi u
intervalima od jedan sat. Prilikom svakog izvodenja testa koagulacije plazme kunica,
postavljaju se pozitivna i negativna kontrola uporedo sa ispitivanim sojevina
Staphylococcus vrsta. Pozitivnu kontrolu ¢ini razredena plazma sa kontrolnim sojem
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), a negativna kontrola je rastvorena neinokulisana
plazma. Pozitivna reakcija se manifestuje pojavom koaguluma koji zauzima vise od

polovine prvobitne zapremine te¢nosti.
4.7.1.4.Fenotipske karakteristike

Svaki izolat karakteristi¢nih kulturelnih osobina i izgleda pod mikroskopom,
ispituje se na fenotipske karakteristike u poredenju sa referentnim sojem Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (Tabela 6).
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Tabela 6. Fenotipske karakteristike za identifikaciju Staphylococcus aureus
(Markey i sar., 2013)

Fenotipske karakteristike Staphylococcus aureus ATCC 25923
Katalaza test +

Oksidaza test -

Mikroskopski izgled Gram pozitivne koke (0,5-1 um u precniku)

koje se zapazaju kao pojedinacne, u
parovima i iregularnim nakupinama.

Test koagulacije plazme u epruveti +
Fermentacija manitola +
Osetljivost na novobiocin S

(soj je osetljiv na novobiocin (S), ako je
zona inhibicije oko diska 16 mm i veca)
Osetljivost na polymyxin B R
(soj je rezistentan na polymyxin B (R) ako je
zona inhibicije oko diska manja od 10 mm)

Laktoza +
Rafinoza +
Salicin -
Sorbitol -
Trehaloza +
Ksiloza -

Osnovne diferencijalne karakteristike stafilokoka koje su najcesce izolovane iz

uzoraka mleka prikazane su u prilogu 2.

4.7.2. 1zolacija i identifikacija bakterije Streptococcus agalactiae

Dijagnosti¢ki postupak izolacije i identifikacije bakterije Streptococcus
agalactiae obahvata njenu izolaciju na bakterioloskim podlogama, mikroskopski

pregled i biohemijsko ispitivanje.

Streptococcus agalactiae lako raste na krvnom agaru sa 5% ovcije krvi, dok na
MacConkey agaru ne raste, ali se uzorci zasejavalju kako bi se izolovale gram negativne
vrste. Inkubacija traje 24 do 48 sati na temperaturi od 37°C u aerobnim uslovima, iako

Streptococcus agalactiae raste i u mikroaerofilnim uslovima. Kolonije Streptococcus
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agalactiae su sitne, okrugle, glatke i prozracne, oko kojih se mogu javiti razliciti tipovi

hemolize eritrocita (alfa, beta i gama hemoliza).
4.7.2.1. Testovi katalaze i oksidaze

Kolonija karakteristicnog izgleda se preseje sa krvnog agara na hranljivu
podlogu. Test oksidaze i katale radi se na izraslim kolonijama na neutralnom agaru sa
3% vodonik peroksidom. Pozitivna reakcija se manifestuje pojavom mehuri¢a gasa
(kiseonik). Streptococcus agalactiae je oksidaza negativna i katalaza negativna

bakterija.
4.7.2.2. Mikroskopski izgled

Streptococcus agalactiae je Gram pozitivna sferi¢na koka, preénika 0,5 - 2 pum,
koja formira karakteristicne duze ili krate lance. Streptococcus agalactiae je

asporogena i nepokretna bakterija.
4.7.2.3. CAMP test

CAMP test ima za cilj identifikaciju i diferencijaciju Streptococcus agalactiae
od ostalih streptokoka. Za izvodenje testa koristi se krvni agar sa 5% ovcije krvi sa
dodatkom gvozde citrata i 0,1% eskulina. Na krvni agar zaseje se vertikalno po sredini
plo¢e poznati soj Staphylococcus aureus (ATCC 25923), a horizontalno kontrolni soj
Streptococcus agalactiae ATCC 13813 i ispod njega ispitujuéi soj Streptococcus. Ploca
se inkubira tokom 18 do 24 sata na temperaturi od 37°C u mikroaerofilnim uslovima.
Pojava potpune zone hemolize u vidu strelice ili polumeseca u zoni nepotpune hemolize
stafilokoka ukazuje na pozitivan CAMP test. Pored CAMP testa izvodi se i test
hidrolize eskulina posto neki sojevi Streptococcus uberis-a mogu dati pozitivan CAMP
test. Streptococcus agalactiae je eskulin negativan, dok je Streptococcus uberis eskulin

pozitivan.
4.7.2.4.Fenotipske karakteristike

Za konac¢nu identifikaciju Streptococcus agalactiae, ispituju se fenotipske

karakteristike u poredenju sa referentnim sojem Streptococcus agalactiae ATCC 13813
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(Tabela 7), iako one nisi neophodne ukoliko je CAMP test pozitivan, a eskulin test

negativan.

Tabela 7. Fenotipske karakteristike za identifikaciju Streptococcus agalactiae
(Markey i sar., 2013)

Fenotipske karakteristike Streptococcus agalactiae ATCC 13813

Bacitracin R
Optohin R
Manitol -
Salicin -
Saharoza

Laktoza

Sorbitol -

Osnovne diferencijalne karakteristike streptokoka koje su najcesce izolovane iz

uzoraka mleka prikazane su u prilogu 3.

4.7.3. 1zolacija i identifikacija bakterije Enterococcus faecalis

Dijagnosti¢ki postupak izolacije i identifikacije bakterije Enterococcus faecalis
obahvata njenu izolaciju na bakterioloskim podlogama, mikroskopski pregled i

biohemijsko ispitivanje.

Enterococcus faecalis raste na krvnom agaru sa 5% ov¢ije krvi. Paralelno sa
krvnim agarom, uzorke treba zasejati i na MacConkey agar. Enterococcus faecalis
probija MacConkey agar. Zasejane ploce inkubiraju se 24 - 48h na temperaturi od 37°C
u aerobnim uslovima. Kolonije Enterococcus faecalis su sitne, sjajne, glatke i
prozracne, najcesce sa nepotpunom (o) hemolizom. Kod nekih sojeva moze da se javi i

kompletna () hemoliza ili potpuni izostanak hemolize.
4.7.3.1. Testovi katalaze i oksidaze

Kolonija karakteristicnog izgleda se preseje sa krvnog agara na hranljivu
podlogu. Test oksidaze i katale radi se na izraslim kolonijama na neutralnom agaru sa
3% vodonik peroksidom. Pozitivna reakcija se manifestuje pojavom mehuri¢a gasa

(kiseonik). Enterococcus faecalis je oksidaza negativna i katalaza negativna bakterija.
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4.7.3.2. Mikroskopski izgled

Enterococcus faecalis je Gram pozitivna koka.
4.7.3.3. CAMP test

Enterococcus faecalis ne daje CAMP fenomen.
4.7.3.4.Fenotipske karakteristike

Izolati karakteristi¢nih kulturelnih osobina i izgleda pod mikroskopom, ispituju

se na sledece fenotipske karakteristike:

Tabela 8. Fenotipske karakteristike za identifikaciju Enterococcus faecalis
(Markey i sar., 2013)

Fenotipske karakteristike Enterococcus faecalis

Inulin -
Laktoza

Manitol

Rafinoza -
Salicin

Sorbitol
Trehaloza
Hidroliza eskulina

+ + + +

4.7.4. 1zolacija i identifikacija bakterije Arcanobacterium pyogenes

Dijagnosticki postupak izolacije i identifikacije bakterije Arcanobacterium
pyogenes obahvata njenu izolaciju na bakterioloSkim podlogama u aerobnim ili

mikroaerofilnim uslovima, mikroskopski pregled i biohemijsko ispitivanje.

Arcanobacterium pyogenes raste na krvnom agaru sa 5% ov¢ije krvi, dok na
MacConkey agaru ne raste. Inkubacija traje 24 do 72 sata na temperaturi od 37°C u
aerobnim i mikroaerofilnim uslovima. Rast bakterija u mikroaerofilnim uslovima je
bolji. Kolonije Arcanobacterium pyogenes su veoma sitne, prozirne koje vremenom

postaju zamucene na sredini sa uskom zonom hemolize (oko 1 mm).
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4.7.4.1. Testovi katalaze i oksidaze
Arcanobacterium pyogenes je oksidaza negativna i katalaza negativna bakterija.
4.7.4.2. Mikroskopski izgled

Arcanobacterium pyogenes su mali i tanki Gram-pozitivni $tapi¢i dimenzije 0,5
- 2 um. U vidnom polju su rasporedeni u obliku kineskih slova. Nepokretni su i ne

stvaraju spore.
4.7.4.3. CAMP test

Radi identifikacije bakterije Arcanobacterium pyogenes izvodi se dvostruki
CAMP test sa bakterijama Staphylococcus aureus i Rhodococcus equi i test hidrolize
eskulina. Arcanobacterium pyogenes pojacava efekat stafilokoknog beta-hemolizina i
pravi karakteristican CAMP fenomen u obliku glavice Sibice sa Staphylococcus aureus,
a isti oblik sinergisticke hemolize moze dati i sa Rhodococcus equi. Arcanobacterium

pyogenes ne hidrolizuje eskulin.
4.7.5. Izolacija i identifikacija bakterija iz roda Corynebacterium

Dijagnosticki  postupak 1izolacije 1 identifikacije bakterija iz roda
Corynebacterium obahvata izolaciju uzro¢nika na bakterioloskim podlogama u
aerobnim ili mikroaerofilnim uslovima, mikroskopski pregled i biohemijsko ispitivanje.

Pored toga, radi se i ispitivanje osetljivosti izolata na antimikrobne lekove.

Bakterije iz roda Corynebacterium rastu na krvnom agaru sa 5% ov¢ije krvi, dok
na MacConkey agaru ne raste. Inkubacija traje 24 do 48 sati na temperaturi od 37°C u
aerobnim 1 mikroaerofilnim uslovima. MorfoloSke osobine kolonija najvaznijih vrsta

bakterija roda Corynebacterium prikazane su u tabeli 9.
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Tabela 9. Morfoloske karakteristike kolonija Corynebacterium spp.
(Markey i sar., 2013)

Corynebacterium species MorfoloSke karakteristike kolonija
Corynebacterium Male, bele, suve kolonije okruzene zonom hemolize
pseudotuberculosis koja se ne mora zapaziti 48-72h inkubacije. Posle vise

dana kolonije dostizu 3mm u precniku, mrvicaste su
konzistencije i krem boje.

Corynebacterium bovis Male, bele do krem boje, suve, nehemoliti¢ne kolonije

Corynebacterium kutscheri Male, bele kolonije koje lice na kolonije C.
pseudotuberculosis. Pojedini  sojevi mogu biti
hemoliti¢ni.

Corynebacterium ulcerans Male, bele kolonije sa uzanom zonom hemolize

Corynebacterium renale Nehemoliti¢ne, male okrugle kolonije, tamno Zute
boje i mutne.

Corynebacterium pilosum Kolonije su sli¢ne C. renale, ali su krem Zute boje.

Corynebacterium cystitidis Prozra¢no bele kolonije sli¢cne C. renale i C. pilosum

Rhodococcus equi Male, glatke, sjajne i nehemoliticne kolonije koje

vremenom postaju krupnije, sluzave (mukoidne) i
ruzicaste boje.

4.7.5.1. Testovi katalaze i oksidaze
Corynebacterium spp. su katalaza pozitivni i oksidaza negativni.
4.7.5.2. Mikroskopski izgled

Corynebacterium spp. su mali pleomorfni Gram-pozitivni $tapi¢i koji se na
preparatima zapaZzaju kao Stapici, kokoidne forme ili filamenti. Mogu biti rasporedeni u
vidu palisada ili u obliku kineskih slova. Sadrze metahromatske granule (depoi fosfata)

na polovima. Ne stvaraju spore i nepokretni su.
4.7.5.3. CAMP test

Na krvnom agaru uradi se dvostruki CAMP test sa Staphylococcus aureus i
Rhodococcus equi. Rhodococcus equi produkuje ,,R. equi faktor* (fosfolipaza C i
holesterol-oksidaza) koji sa B-toksinom Staphylococcus aureus pravi karakteristican
CAMP fenomen izgleda asova ili lopatice. Corynebacterium renale takode pojacava
zonu nepotpune hemolize bakterije Staphylococcus aureus, a Corynebacterium

pseudotuberculosis dovodi do restrikcije hemolize bakterije Staphylococcus aureus.
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4.7.5.4.Fenotipske karakteristike

Izolati karakteristi¢nih kulturelnih osobina i izgleda pod mikroskopom, ispituju

se na sledece fenotipske karakteristike:

Tabela 10. Fenotipske karakteristike za identifikaciju bakterija roda Corynebacterium
(Markey i sar., 2013)

FenoUpgke_ p . Hldro!lza Urea  Glukoza Maltoza Saharoza
karakteristike hemoliza  eskulina

Corynebacterium i i i + - -
bovis

E&gﬁ?i&de”um varijabilno + + + + +
Corynebacterium

pseudotuberculosis ) +(>180) * i -
Corynebacterium. i i +(<1h) + - -
renale grupa

Rhodococcus equi - - +(>18h) - - -

4.8. Intramamarna aplikacija antibiotika i laktoferina

Krave ogledne grupe I koje su u periodu zasusenja imale pozitivan bakterioloski
nalaz uzoraka mleka, su nakon poslednje muze tretirane antibioticima. Aplikovan je
antibiotik Drycloxa-kel (Kela N.V., Belgija) ¢iju aktivnu supstancu ¢ini kloksacilin -
benzatin 1 000 mg. Pre intramamarne aplikacije, papile vimena su temeljno ociS¢ene i
dezinfikovane, pri ¢emu se posebna paznja obratila na sisni otvor. Potom se nastavak
injektora uveo u sisni kanal i sadrzaj ubrizgao ujednac¢enim pritiskom. Nakon toga, je

svaka papila vimena bila potopljena u sredstvo za dezinfekciju vimena krava.

Krave ogledne grupe Il koje su u periodu predzasusenja imale pozitivan
bakterioloski nalaz uzoraka mleka, su nakon poslednje muze tretirane antibioticima i
laktoferinom. Antibiotik Orbenin extra dry cow (Haupt Pharma Latina S.r.l., Italija)
aplikovan je intramamarno posle detaljne dezinfekcije papile vimena. Aktivnu
supstancu antibiotika ¢ini kloksacilin - benzatin 600 mg. Pored antibiotika, Zivotinjama
ogledne grupe II uradena je i intramamarna aplikacija 10 mL rastvora govedeg
laktoferina.
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Antibiogram je predstavljen u prilogu 4.
4.8.1. Priprema rastvora laktoferina

U laboratoriji za higijenu animalnih proizvoda na Poljoprivrednom fakultetu u
Novom Sadu su se pripremili rastvori govedeg laktoferina za intramamarnu aplikaciju
bakterioloski pozitivnih Zivotinja. U 10 mL sterilne dejonizovane vode rastvoreno je 3
mg govedeg laktoferina, proizvodaca Sigma-Aldrich (Slika 28). Pre aplikacije, rastvor
se ugrejao na temperaturu tela zivotinje poSto se pripremljen rastvor c¢uvao na

temperaturi 4°C.

Slika 28. Govedi laktoferin (Orig.)

4.9. Odredivanje koncentracije imunoglobulina G u mleénom serumu krava

Odredivanje koncentracije imunoglobulina G u mle¢nom serumu krava uradeno
je u laboratoriji za higijenu namirnica animalnog porekla na Poljoprivrednom fakultetu
u Novom Sadu metodom radioimunodifuzijom (RID). Radioimunodifuzija je
standardna metoda za odredivanje koncentracije imunoglobulina u mle¢nom 1 krvnom
serumu. Za odredivanje koncentracije imunoglobulina u mle¢nom serumu koriséene su
RID plo¢e proizvodaca INEP, Zemun. U RID plo¢ama nalazi se monospecifi¢an

antiserum protiv govedeg IgG.

Postupak odredivanja koncentracije imunoglobulina G u mle¢nom serumu je

radeno na osnovu uputstva proizvodaca. Pre postupka, mlecni serumi su stavljeni na
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sobnu temperaturu da bi se otopili i zagrejali na sobnu temperaturu. Svaki serum se
nakon toga stavio u elektricnu muckalicu (vortex) kako bi se homogenizovao. Za
pravljenje razredenja seruma koriS¢ene su staklene epruvete zapremine 2 mL, gde se u
svaku dodalo 0,9 mL fizioloskog rastvora i 0,1 mL seruma kako bi se dobilo
odgovarajuc¢e razredenje od 1/10. Nakon pravljenja razredenja, svaka epruveta je
stavljena u elektricnu muckalicu da bi se rastvor homogenizovao. Pomocu mikropipete
uzeto je 5 pL razredenja seruma koja se ukapala u bazenci¢e na RID plo¢ama (Slika
29). Ploce su ostavljene u horizontalnom poloZaju na inkubaciju na sobnoj temperaturi
48 sati, i po isteku vremena se pristupilo ocitavanju rezultata. Ocitavanje se izvrsilo
merenjem precnika precipitinskog kruga pomocu RID metra sa preciznoséu od 0,1 mm
(Slika 30). Odredivanje koncentracije imunoglobulina G u mle¢nom serumu krava,
izvrSena je prema tablici koju daje proizvodac (Prilog 5). Ako se dobijene vrednosti nisu
podudarale sa vrednostima iz tablice proizvodaca, iste su se preracunavale pomocu

formule za izvracunavanje koncentracije imunoglobulina G, i to:
C=((R*-b)/a)x 10

gde je ,,R“ - precnik precipitinskog prstena; ,,b* - konstanta vrednosti 8,69; ,,a* -

konstanta vrednosti 47,48.

Slika 29. Odredivanje koncentracije IgG pomo¢u RID ploc¢a (Orig.)
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Slika 30. Izgled RID ploce nakon inkubacije i pojave precitipinskih prstenova (Orig.)

4.10. Odredivanje koncentracije laktoferina u mle¢nom serumu krava

Odredivanje koncentracije laktoferina u mlecnom serumu krava uradeno je u
laboratoriji za serologiju Nauc¢nog instituta za veterinarstvo ,,Novi Sad* u Novom Sadu,
primenom ELISA testa proizvodaca Bethyl Laboratories, Inc., USA. Pri ispitivanju
koristio se Bovine Lactoferrin ELISA Quantitation Set koji sadrzi komponentne za
testiranje 1 000 pojedinacnih uzoraka. Pored detekcije koncentracije laktoferina u mleku
1 kolostrumu, pogodan je i za odredivanje koncentracije laktoferina u drugim bioloskim

uzorcima kao $to su krvna plazma, urin, saliva i suze.
4.10.1. Oprema i reagensi
Bovine Lactoferrin ELISA Quantitation Set sadrzi slede¢e komponente:

e Preciscena anti-govedi laktoferin ov¢ija antitela za oblaganje (Goat anti-

Bovine Lactoferrin Coating Antibody), 1 mL
e Govedi laktoferin kalibrator (Bovine Lactoferrin Calibrator), 0,1 mL

e HRP konjugovana anti-govedi laktoferin ov¢ija antitela za detekciju
(HRP Conjugated Goat anti-Bovine Lactoferrin Detection Antibody), 0,1

mL
[78]



Annamaria Galfi Doktorska disertacija Materijal i metode

Pored navedenih komponenti, neophodno je bilo i sledeée:
e Mikrotitar ploce sa 96 bazencica
e ELISA pufer za oblaganje bazencica (ELISA Coating Buffer)
e Pufer za blokiranje reakcije (Blocking Buffer)
e Rastvara¢ za uzorak/konjugat (Sample/Conjugate Diluent)
e Rastvor za ispiranje ELISA reakcije (ELISA Wash Solution)
e Enzimski supstrat, TBA
e Rastvor za zaustavljanje ELISA reakcije (ELISA Stop Solution)

ELISA Starter Accessory Kit Il sadrzi sve navedene komponente sem ELISA

stop rastvora.
Dodatna oprema koja je bila potrebna za izvodenje testa:
e Dejonizovana voda
e Mikropipete sa jednokratnim nastavcima
e Staklene epruvete za pripremanje standarda i uzoraka
e Erlenmajeri za pripremu rastvora
e Uredaj za ispiranje mikrotitar ploca
e Jednokratni rezervoari reagensa
e Cita¢ mikrotitar plo¢a koji meri apsorbancu na 450 nm

4.10.2. Pufer za blokiranje reakcije, rastvara¢ za uzorak/konjugat i rastvor

za ispiranje ELISA reakcije

Pufer za blokiranje reakcije, rastvaraC za uzorak/konjugat i rastvor za ispiranje
ELISA reakcije su bili identi¢ni i predstavljaju 50 mM Tris, 0,14 M NaCl, 0,05%
Tween 20, pH 8,0.
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4.10.2.1. Priprema pufera

ELISA Starter Accessory Kit je sadrzavao Tris Buffer Saline sa Tween 20, pH 8,
u vidu praha koji se morao rastvoriti u 1 L dejonizovane vode. Pripremljen rastvor se

moze Cuvati na temperaturi od 2°C do 30°C do godinu dana.
4.10.3. Oblaganje (coating) i blokiranje (blocking) mikrotitar ploc¢a

Pre pristupanju postupku oblaganja mikrotitar ploca, neophodno je bilo
pripremiti ELISA pufer za oblaganje bazenci¢a mikrotitar ploce. Pufer za oblaganje
dolazi u vidu kapsule ¢iji se sadrzaj morao rastvoriti u 100 mL dejonizovane vode i
predstavlja 0,05 M Na,CO3/NaHCO3;, pH 9,6. Pufer se moze Cuvati na sobnoj
temperaturi do godinu dana.

4.10.3.1. Postupak rada

Za oblaganje svakog bazenc¢i¢a mikrotitar ploce bilo je potrebno razblaziti 1 uL
preciscenih antitela u 100 pL. ELISA pufera za oblaganje, $to znaci, za oblaganje jedne
cele ploce neophodno je bilo razblaziti 102 pL antitela u 10,2 mL pufera. Po 100 pL
razblazenih antitela je pipetirano u svaki bazenci¢ mikrotitar ploce i takva ploca je
prekrivena i ostavljena na sobnoj temperaturi (20 - 25°C) 60 minuta da se inkubira.
Posle inkubacije, rastvor antitela je odstranjen aspiracijom 1 mikrotitar ploc¢a je isprana

pet puta sa rastvorom za ispiranje ELISA reakcije (ELISA Wash Solution).

U svaki bazen€i¢ pipetirano je 200 pL rastvora za blokiranje (ELISA Blocking
Solution). Blokirane plo¢e su inkubirane na sobnoj temperaturi (20 - 25°C) u trajanju od
30 minuta. Ovako pripremljena ploc¢a se odmah koristila za testiranje uzoraka, iako se
ista moZe koristiti u narednih 24 sata, pri ¢emu se mora pokriti i ostaviti na temperaturi

od 2°C do 8°C. U tom slucaju, rastvor za blokiranje ostaje u bazenc¢i¢ima.

Nakon inkubacije od pola sata, rastvor za blokiranje je odstranjen iz mikrotitar

ploce i ploca je isprana pet puta sa rastvorom za ispiranje ELISA reakcije.
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4.10.4. Priprema uzoraka i standarda za ELISA test

Uzorci mle¢nog seruma krava su odmrznuti na temperaturi od 4°C do 8°C,
homogenizovani na vortex mesalici i potom razredeni u odnosu 1:10 000, odnosno 0,5

uL uzorka je razredeno u 5 mL uzorak/konjugat rastvaracu (Newman i sar., 2009).
Standardi su pripremljeni po slede¢em postupku:

Inicijalno razredenje (standard 1) od 500 ng/mL se dobilo razblazenjem 5 pL
govedeg laktoferin kalibratora u 10 mL uzorak/konjugat rastvaracu. Potom je sledila
serija razblazenja 500 ng/mL standarda sa uzorak/konjugat rastvaracem (1:1).
Razblazenje se izvelo meSanjem 500 pL prethodnog standarda sa 500 pL
uzorak/konjugat rastvara¢em (Tabela 11). Ukupno je bilo sedam standarda: 500 ng/mL,

250 ng/mL, 125 ng/mL, 62,5 ng/mL, 31,25 ng/mL, 15,625 ng/mL i 7,8 ng/mL.

Tabela 11. Priprema standarda za ELISA test

Standard  ng/mL Bovine Lactoferrin Calibrator Uzorak razblazenja
1 500 5uL 10 mL
2 250 500 pL od Standarda 1 500 pL
3 125 500 pL od Standarda 2 500 pL
4 62,5 500 pL od Standarda 3 500 pL
5 31,25 500 pL od Standarda 4 500 uL
6 15,625 500 pL od Standarda 5 500 uL
7 7,8 500 pL od Standarda 6 500 uL
8 0 Blank 500 puL

Po 100 pL ovako pripremljenih standarda i uzoraka, pipetirano je u bazencice
mikrotitar ploce. Tokom ovog postupka, vodio se evidencioni list ploce kako bi se znalo
koji bazenli¢ plo¢e kom standardu i uzorku pripada. Mikrotitar ploca je potom
inkubirana na sobnoj temperaturi (22°C) u trajanju od 60 minuta. Posle inkubacije,
standardi 1 uzorci su uklonjeni i ploca je isprana pet puta sa rastvorom za ispiranje

ELISA reakcije.
4.10.5. Dodavanje konjugata, supstrata, stop rastvora i merenje apsorbance

HRP antitela za detekciju trebalo je razblaziti u uzorak/konjugat rastvaracu, pri

¢emu je preporuc¢eno pocetno razredenje 1:200 000, odnosno 1 pl. HRP antitela za
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detekciju je razblazeno u 200 mL uzorak/konjugat rastvaracu. U svaki bazencié
mikrotitar ploCe pipetirano je po 100 pL ovako razblazenog konjugata. Nakon
dodavanja konjugata, ploca je inkubirana na temperaturi od 20°C do 25°C tokom 60
minuta. Posle inkubacije, konjugat je uklanjen iz ploce, te je vrSeno njeno ispiranje sa

rastvorom za ispiranje ELISA reakcije pet puta.

TMB supstrat, koji je uklju¢en u ELISA Starter Accessory Kit, je spreman za
koriSéenje. Mora se voditi racuna da se prilikom pipetiranja ne koriste staklene pipete,
kao i da ne dode do kontaminacije TMB supstrat rastvora. TMB supstrat je

neupotrebljiv ako se preboji u plavu boju pre koris¢enja.

U svaki bazenci¢ mikrotitar ploCe je pipetirano po 100 pL TMB supstrat
rastvora (TMB Substrate Solution) i ploca je ostavljena na sobnoj temperaturi u mra¢noj
prostoriji 15 minuta kako bi se razvila enzimska reakcija. Tokom ovog procesa, TMB
supstrat rastvor je poprimio plavu boju (Slika 31).

Slika 31. Izgled mikrotitar plo¢e sa dodatim TMB supstratom (Orig.)

Posle isteka 15 minuta, reakcija se zaustavila dodavanjem 100 pL ELISA stop
rastvora (0,18 M H,S0O,). Opreznim i neznim tapkanjem je pomesSan rastvor u ploci.
Tokom ovog postupka, rastvor je u bazenci¢ima promenio boju iz plave u zutu (Slika

32).
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Slika 32. Izgled mikrotitar ploce sa dodatim ELISA stop rastvorom (Orig.)

Za merenje apsorbance koristio se ¢ita¢ mikrotitar ploce Labsystems Multiskan®
MCC/340 podeSen na 450 nm. Dobijene vrednosti koncentracije laktoferina pomnozili
su se sa faktorom razblaZzenja kako bi se dobila koncentracija govedeg laktoferina u

nerazblazenom uzorku.
4.11. Statisti¢na analiza podataka

Za prikaz rezultata koriS¢ena je deskriptivna statistika (minimalne i maksimalne
vrednosti, aritmeticka sredina i standardna devijacija), kao i test korelacije primenom

statistickog programa IBM SPSS Statistics 20 (IBM Corp. Armonk, NY, USA).
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1. Identifikacija krava ogledne grupe I sa klinickim i subklinickim oblikom

mastitisa
5.1.1. Klini¢ki pregled vimena krava ogledne grupe I u periodu zasuSenja

Ukupno je pregledano 50 visokomle¢nih krava u periodu zasuSenja, pri cemu su
promene na vimenu krava uo¢ene kod devet Zivotinja. Zivotinje sa izraZenim znacima
klinickog mastitisa nisu uljucene u istrazivanje, tako da ukupan broj Zivotinja koje su

usle u eksperiment je 41. Nalaz klinickog pregleda prikazan je u tabeli 12.
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Tabela 12. Nalaz klinickog pregleda vimena krava ogledne grupe I u periodu zasusenje

Klini¢ki pregled Opis éBert‘iJr i %
Adspekcija vimena Povecano i asimetri¢no vime 0 0
Smanjeno i asimetri¢no vime 3 2
Opusteno vime 1 0,67
Crvenilo 0 0
Ostecenje koze vimena 0 0
Adspekcija papile vimena Povecane i asimetrice papile 0 0
Smanjene 1 asimetricne papile 2 1,33
Ostecenje koze papile 2 1,33
Povrede papile 5 3,33
Akcesorne papile 4 2,67
Palpacija vimena Temperiranost koze vimena 0 0
Otok vimena 0 0
Palpacija papile vimena Opstukcija papile 3 2
Ukupno pregledano 150 100

Nefunkcionalne papile vimena primeéene su kod 14 krava (trosise).
Nefunkcionalne papile su najc¢esce bile prednja leva Cetvrt (6/14), dok su Cetiri Cetvrti
bile prednja desna i zadnja leva (Tabela 13). Nije bilo zadnje desne nefunkcionalne

¢etvrtl vimena krava.

Tabela 13. Nefunkcionalne papile vimena krava ogledne grupe I u periodu zasusenje

Cetvrt vimena Broj cetvrti %
Prednja desna 4 28,57
Prednja leva 6 42,86
Zadnja desna / /
Zadnja leva 4 28,57
Ukupno 14 100

5.1.2. BakterioloSki nalaz mleka krava ogledne grupe I u periodu zasusSenja

Tokom perioda zasuSenja, bakterioloski je obradeno ukupno 150 pojedinacnih
uzoraka mleka iz cetvrti vimena krava. Bakterije nisu izolovane kod 76 (50,67%)
uzoraka mleka, dok je pozitivan bakterioloSki nalaz zabeleZen kod 74 (49,33%) uzorka.

BakterioloSki nalaz uzoraka mleka krava u periodu zasuSenja prikazan je u tabeli 14.
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Tabela 14. Bakterioloski nalaz uzoraka mleka krava ogledne grupe |

u periodu zasuSenja

Bakteriolo$ki nalaz Broj uzorka %
Bez rasta bakterija 76 50,67
Staphylococcus aureus 3 2
Streptococcus agalactiae 3 2
Patogeni iz okruzenja 3 2
Corynebacterium spp. 49 32,67
Koagulaza negativne stafilokoke 7 4,66
Ostali mikroorganizmi’ 9 6
Ukupno 150 100

" vise vrsta bakterija, gljivice i plesni

Iz uzoraka mleka krava najcesce su izolovane bakterije Corynebacterium spp.
(32,67%) i koagulaza negativne stafilokoke (4,66%). Kontagiozni patogeni
identifikovani su u Sest uzoraka mleka, odnosno u Sest ¢etvrti vimena, 1 to u tri uzorka

mleka Staphylococcus aureus i u tri uzorka Steptococcus agalactiae.

Kod zivotinja sa pozitivnim bakterioloskim nalazom (74/150) primenila se

antibiotska terapija u periodu zasusenja mle¢ne zlezde.

5.1.3. Klinic¢ki pregled vimena krava ogledne grupe I u periodu rane

laktacije

U periodu rane laktacije, uraden je kontrolni klinicki pregled krava kod kojih se
tokom perioda zasuSenja primenila terapija antimikrobnim lekovima. Ukupno je
pregledano 21 krava, odnosno 74 Cetvrti vimena. Nalaz klinickog pregleda u periodu

rane laktacije prikazan je u tabeli 15.
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Tabela 15. Nalaz klini¢kog pregleda vimena krava ogledne grupe I
u periodu rane laktacije

Klinicki pregled Opis éBel;(zer G %
Adspekcija vimena Povecéano i asimetri¢no vime 4 5,48
Smanjeno i asimetricno vime 0 0
Opusteno vime 3 4,11
Crvenilo 4 5,48
Ostecenje koze vimena 0 0
Adspekcija papile vimena Povecane i asimetrice papile 2 2,74
Smanjene i asimetri¢ne papile 0 0
Ostecenje koze papile 1 1,37
Povrede papile 3 4,11
Akcesorne papile 2 2,74
Palpacija vimena Temperiranost koze vimena 3 4,11
Otok vimena 2 2,74
Palpacija papile vimena Opstukcija papile 1 1,37
Ukupno pregledano 74 100

5.1.4. Bakterioloski nalaz mleka krava ogledne grupe I u periodu rane

laktacije

Tokom perioda rane laktacije, bakterioloski je obradeno ukupno 74 uzorak
mleka iz pojedina¢nih Cetvrti vimena. Bakterije nisu izolovane kod 39 (52,7%) uzoraka,
dok je pozitivan bakterioloski nalaz zabeleZzen kod 35 (47,3%) uzorka. Bakterioloski

nalaz uzoraka mleka krava u periodu rane laktacije dat je u tabeli 16.

Tabela 16. Bakterioloski nalaz uzoraka mleka krava ogledne grupe I

u periodu rane laktacije

Bakterioloski nalaz Broj uzorka %
Bez rasta bakterija 39 52,7
Streptococcus agalactiae 1 1,35
Patogeni iz okruzenja 3 4,06
Corynebacterium spp. 30 40,54
Koagulaza negativne stafilokoke 1 1,35
Ukupno 74 100
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Najcesce izolovana bakterija u periodu rane laktacije je Corynebacterium spp.
(40,54%), dok su kontagiozni patogeni identifikovani u jednom uzorku mleka (1,35%).

5.2. Identifikacija krava ogledne grupe II sa klinickim i subklinickim oblikom

mastitisa

5.2.1. Klinicki pregled vimena krava ogledne grupe II u periodu

predzasuSenja

Ukupno je pregledano 20 visokomle¢nih krava u periodu predzasusenja, pri
¢emu su promene na vimenu krava uocene kod pet zivotinja. Zivotinje sa izrazenim
znacima klini¢kog mastitisa nisu uljucene u istrazivanje, tako da ukupan broj krava koje

su usle u eksperiment je 15. Nalaz klinickog pregleda prikazan je u tabeli 17.

Tabela 17. Nalaz klinickog pregleda vimena krava ogledne grupe I1

u periodu predzasusenja

Broj

Klinic¢ki pregled Opis Cetvrti %
Adspekcija vimena Povecano i asimetri¢no vime 0 0
Smanjeno i asimetricno vime 2 3,64
Opusteno vime 0 0
Crvenilo 0 0
Ostecenje koze vimena 1 1,82
Adspekcija papile vimena Povecane i asimetrice papile 0 0
Smanjene i asimetri¢ne papile 2 3,64
Ostecenje koze papile 2 3,64
Povrede papile 3 5,45
Akcesorne papile 0 0
Palpacija vimena Temperiranost koze vimena 0 0
Otok vimena 0 0
Palpacija papile vimena Opstukcija papile 1 1,82
Ukupno pregledano 55 100

Nefunkcionalne papile vimena primecene su kod tri krave, pri ¢emu je jedna
krava bila trosisa, a ostale dvosise. Nefunkcionalne papile su najcesce bile prednja leva
Cetvrt (6/14), dok su Cetiri Cetvrti bile prednja desna 1 zadnja leva (Tabela 18). Nije bilo

zadnje desne nefunkcionalne Cetvrti vimena krava.
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Tabela 18. Nefunkcionalne papile vimena krava ogledne grupe Il

u periodu predzasusenja

Cetvrt vimena Broj cetvrti %
Prednja desna / /
Prednja leva 1 20
Zadnja desna 2 40
Zadnja leva 2 40
Ukupno 5 100

5.2.2. BakterioloSki nalaz mleka krava ogledne grupe II u periodu

predzasusenja

Tokom perioda predzasusenja, bakterioloski je obradeno ukupno 55
pojedina¢nih uzoraka mleka iz Cetvrti vimena krava. Bakterije nisu izolovane kod 15
(27,27%) uzoraka mleka, dok je pozitivan bakterioloski nalaz zabelezen kod 40
(72,73%) uzorka. Bakterioloski nalaz uzoraka mleka krava u periodu zasuSenja

prikazan je u tabeli 19.

Tabela 19. Bakterioloski nalaz uzoraka mleka krava ogledne grupe 11

u periodu predzasusenja

Bakterioloski nalaz Broj uzorka %
Bez rasta bakterija 15 27,27
Staphylococcus aureus 5 9,09
Patogeni iz okruzenja 3 5,45
Corynebacterium spp. 19 34,55
Koagulaza negativne stafilokoke 13 23,64
Ukupno 55 100

Iz uzoraka mleka krava najcesce su izolovane bakterije Corynebacterium spp.
(34,55%) i koagulaza negativne stafilokoke (23,64%). Major mastitis patogeni
identifikovani su u osam uzoraka mleka, pri ¢emu je Staphylococcus aureus izolovan iz

pet pojedinacna uzorka (9,09%).

Kod Zivotinja sa pozitivnim bakterioloskim nalazom (40/55) primenila se

terapija antibioticima i1 govedim laktoferinom u periodu zasuSenja mlecne Zlezde.
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5.2.3. Klinicki pregled vimena krava ogledne grupe II u periodu rane

laktacije

U periodu rane laktacije, uraden je kontrolni pregled krava sa pozitivnim
bakterioloskim nalazom tokom perioda predzasusenja kod kojih se primenila terapija
antimikrobnim lekovima i govedim laktoferinom. Pregledano je ukupno 40 cetvrti
vimena krava. Nalaz klinickog pregleda vimena krava ogledne grupe II u periodu rane

laktacije prikazan je u tabeli 20.

Tabela 20. Nalaz klinickog pregleda vimena krava ogledne grupe Il

u periodu rane laktacije

Broj

Klini¢ki pregled Opis Cetvri %
Adspekcija vimena Povecano i asimetri¢no vime 2 5
Smanjeno i asimetricno vime 0 0
Opusteno vime
Crvenilo 4 10
Ostecenje koze vimena 0 0
Adspekcija papile vimena Povecane i asimetrice papile 4 10
Smanjene i asimetri¢ne papile 0 0
Ostecenje koze papile 1 2,5
Povrede papile 0 0
Akcesorne papile 0 0
Palpacija vimena Temperiranost koze vimena 3 7,5
Otok vimena 2 5
Palpacija papile vimena Opstukcija papile 0 0
Ukupno pregledano 40 100

5.2.4. Bakterioloski nalaz mleka krava ogledne grupe II u periodu rane

laktacije

Tokom perioda rane laktacije, bakterioloski je obradeno ukupno 40 uzorak
mleka krava iz pojedina¢nih Cetvrti vimena. Bakterije nisu izolovane kod 24 (60%)
uzoraka, dok je pozitivan bakterioloski nalaz zabelezen kod 16 (40%) uzorka.

Bakterioloski nalaz uzoraka mleka krava u periodu rane laktacije dat je u tabeli 21.
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Tabela 21. Bakterioloski nalaz uzoraka mleka krava ogledne grupe 11

u periodu rane laktacije

Bakterioloski nalaz Broj uzorka %
Bez rasta bakterija 24 60
Staphylococcus aureus 2 5
Patogeni iz okruzenja 2 5
Corynebacterium spp. 7 17,5
Koagulaza negativne stafilokoke 5 12,5
Ukupno 40 100

Najcescée izolovane bakterije u periodu rane laktacije kod krava ogledne grupe Il
su Corynebacterium spp. (17,5%) i koagulaza negativne stafilokoke (12,5%), dok su
kontagiozni patogeni identifikovani u dva uzorka mleka (5%).

5.3. Efikasnost primenjene terapije tokom perioda zasu$enja kod krava ogledne

grupe lill

Efikasnost primenjene terapije tokom perioda zasuSenja sa antimikrobnim
lekovima kod krava ogledne grupe I 1 sa antimikrobnim lekovima i govedim
laktoferinom kod krava ogledne grupe Il prikazana je u tabeli 22. Procenat izlecenja kod
krava ogledne grupe I iznosio je 52,7%, dok je kod ogledne grupe II uocena veca

efikasnost primenjene terapije, pri ¢emu je ona iznosila 60%.
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Tabela 22. Efikasnost primenjene terapije tokom perioda zasuSenja

Bakteriolo$ki nalaz

Period
zasuSenja

Period rane
laktacije

broj uzorka

broj uzorka

Staphylococcus aureus 3 /
Streptococcus agalactiae 3 1
é_ Patogeni iz okruZenja 3 3
CE» Corynebacterium spp. 49 30
8  Koagulaza negativne stafilokoke 7 1
% Ostali mikroorganizmi” 9 /
O Broj bakterioloski pozitivnih uzoraka 74 (100%0) 35 (47,3%)
Broj bakterioloski negativnih uzoraka 39 (52,7%)
_ Staphylococcus aureus 5 2
é_ Patogeni iz okruZenja 3 2
~ Corynebacterium spp. 19 7
g Koagulaza negativne stafilokoke 13 5
3 Broj bakterioloski pozitivnih uzoraka 40 (100%0) 16 (40%)
S Broj bakterioloski negativnih uzoraka 24 (60%)

" vide vrsta bakterija, gljivice i plesni

5.4. Brzi testovi za identifikaciju krava sa poremeéenom sekrecijom vimena

5.4.1. Elektri¢cna otpornost mleka krava ogledne grupe | u periodu

zasuSenja

Elektricna otpornost mleka krava ogledne grupe I u periodu zasuSenja prikazana
je u tabeli 23. Rezultat nalaza ukazuje na povecanje incidence subklinickog mastitisa
(72%), dok kod 28% uzorka Draminski mastitis test nije ukazao na postojanje

poremecene sekrecije vimena.

Tabela 23. Elektri¢na otpornost mleka krava ogledne grupe I u periodu zasusenja

Elektri¢na otpornost Broj uzorka %
Iznad 300 jedinica 42 28
Izmedu 250 1 300 jedinica 47 31,33
Ispod 250 jedinica 61 40,67
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Ukupno 150 100

Elektricna otpornost 1 bakterioloski nalaz uzoraka mleka krava ogledne grupe I u

periodu involucije dati su u tabeli 24.

Tabela 24. Elektri¢na otpornost mleka krava ogledne grupe I

u periodu zasu$enja sa bakterioloskim nalazom

Elektri¢na otpornost

Bakterioloski nalaz Broj uzorka . m
Bez rasta bakterija 76 23 23 30
Staphylococcus aureus 3 1 /
Streptococcus agalactiae 3 /

Streptococcus dysgalactiae 2 /

Enterococcus faecium 1 /

Corynebacterium spp. 49 11 16 22
Koagulaza negativne stafilokoke 7 3 1 3
Ostali mikroorganizmi” 9 4 1 4
Ukupno 150 42 44 64

" vise vrsta bakterija, gljivice i plesni
I- 1znad 300 jedinica

I1- Izmedu 250 i 300 jedinica

I11- ispod 250 jedinica

Draminski mastitis detektor je ukazao na smanjenu elektri¢nu otpornost mleka
kod 53 uzoraka mleka gde nije uocen rast bakterija. Bakterije su izolovane iz 74
uzoraka mleka, dok je Draminski mastitis test imao negativan nalaz kod uzorka mleka

koji poticu iz 19 (25,68%) latentno inficiranih ¢etvrti vimena krava.

U tabeli 25 prikazana je minimalna, maksimalna i prosecna vrednost elektricne

otpornosti mleka.
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Tabela 25. Minimalna, maksimalna i srednja vrednost elektri¢ne otpornosti mleka krava

ogledne grupe I u periodu zasuSenja

Elektri¢na otpornost

Bakterioloski nalaz Minimalna Maksimalna Srednja
vrednost vrednost vrednost+SD
Bez rasta bakterija 170 520 275,79+74,18
Staphylococcus aureus 230 310 256,67+46,19
Streptococcus agalactiae 240 260 246,67+11,55
Streptococcus dysgalactiae 190 270 230+56,57
Enterococcus faecium 250 250 250
Corynebacterium spp. 170 410 263,27+54,79
Koagulaza negativne stafilokoke 220 320 275,71+46,5
Ostali mirkoorganizmi” 220 500 34049747

" vise vrsta bakterija, gljivice i plesni

Najmanja prosecna vrednost elektriéne otpornosti mleka zabelezena je kod
uzoraka gde je izolovana bakterija Streptococcus dysgalactiae i iznosila je 230+56,57.
Uzorci mleka iz kojih su izolovane viSe vrsta bakterija, gljivice i plesni imale su najvecu

prose¢nu vrednost elektri¢ne otpornosti mleka (340+97,47).

5.4.2. Elektri¢na otpornost mleka krava ogledne grupe I u periodu rane

laktacije

Elektricna otpornost mleka krava ogledne grupe I u periodu rane laktacije
prikazana je u tabeli 26. Rezultati pregleda mleka iz ¢etvrti vimena krava sa Draminski
testom bili su negativni kod 94,6% uzoraka, dok je povecana elektricna provodljivost
izmerena kod Cetiri uzorka mleka (5,4%). Elektricna otpornost mleka ispod 250 jedinica

nije detektovana periodu rane laktacije.

Tabela 26. Elektri¢na otpornost mleka krava ogledne grupe I u periodu rane laktacije

Elektri¢na otpornost Broj uzorka %
Iznad 300 jedinica 70 94,6
Izmedu 250 1 300 jedinica 4 5,4
Ispod 250 jedinica / /
Ukupno 74 100
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Elektri¢na otpornost i bakterioloski nalaz uzoraka mleka krava ogledne grupe I u

periodu rane laktacije dati su u tabeli 27.

Tabela 27. Elektri¢na otpornost mleka krava ogledne grupe I

u periodu rane laktacije sa bakterioloSkim nalazom

Elektri¢na otpornost

Bakterioloski nalaz Broj uzorka . m
Bez rasta bakterija 39 36 3 /
Streptococcus agalactiae 1 / /
Bacillus spp. / /
Arcanobacterium pyogenes 1 / /
Corynebacterium spp. 30 29 1 /
Koagulaza negativne stafilokoke 1 1 / /
Ukupno 74 70 4 /

I- 1znad 300 jedinica
I1- Izmedu 250 i 300 jedinica
I11- ispod 250 jedinica

Draminski mastitis test dao je negativan rezultat kod 34 bakterioloski pozitivnih
uzoraka mleka, dok je Draminski test ukazao kod tri bakterioloski negativnih uzoraka
na povecanu elektricnu provodljivost. Samo Cetiri uzoraka mleka imali su vrednost
elektri¢ne otpornosti izmedu 250 i 300 jedinica $to moze ukazati na mogucnost pojave

subklini¢kog mastitisa.

U tabeli 28 prikazana je minimalna, maksimalna i1 prosecna vrednosti elektricne

otpornosti mleka.
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Tabela 28. Minimalna, maksimalna i srednja vrednost elektri¢ne otpornosti mleka krava

ogledne grupe | u periodu rane laktacije

Elektri¢na otpornost

Bakterioloski nalaz Minimalna Maksimalna Srednja
vrednost vrednost vrednost+SD
Bez rasta bakterija 260 700 402,63+73,51
Streptococcus agalactiae 450 450 450
Bacillus spp. 430 430 430
Arcanobacterium pyogenes 330 330 330
Corynebacterium spp. 270 470 403,67+40,56
Koagulaza negativne stafilokoke 360 360 360

Najmanja i najveca vrednost elektriCne otpornosti mleka zabeleZena je kod
uzoraka mleka gde nije uocen rast bakterija. Prosecne vrednosti elektricne otpornosti
mleka dobijeni Draminski detektorom ukazuju na odsustvo poremecéene sekrecije u

periodu rane laktacije.

5.4.3. Ispitivanje senzitivnosti i specifi¢nosti Draminski mastitis testa

U tabeli 29 prikazana je senzitivnost i specifi¢nost Draminski mastitis detektora
tokom perioda zasuSenja 1 rane laktacije. Tokom perioda zasuSenja, senzitivnost
Draminski mastitis testa je iznosila 74,32%, dok je specifi¢nost iznosila 30,26%, dok je
tokom perioda rane laktacije uoCena izrazito mala senzitivnost (2,86%), a velika

specifi¢nost (92,31%).

Tabela 29. Senzitivnost i specificnost Draminski mastitis detektora

Draminski mastitis test

Karakteristike Period zasuSenja Period rane laktacije
Broj uzorka % Broj uzorka %
Pozitivno 55 74,32 1 25
Lazno pozitivno 19 25,68 3 75
Negativno 23 30,26 36 51,43
Lazno negativno 53 69,74 34 48,57
Senzitivnost (%) 74,32 2,86
Specifi¢nost (%) 30,26 92,31
Validnost (%) 52 48,65
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5.4.4. Rezultati Kalifornija mastitis testa kod krava ogledne grupe 11 tokom

perioda predzasusenja

Na farmi krava ukupno je pregledano Kalifornija mastitis testom 55 pojedinacna
uzorka mleka u cilju identifikacije poremecene sekrecije vimena. Poremecena sekrecija
vimena identifikovana je u 32 (58,18%) Cetvrti vimena krava, dok je negativan nalaz

zabelezen kod 23 (41,82%) Cetvrti (Tabela 30).

Tabela 30. Reakcija Kalifornija mastitis testa sa bakterioloskim nalazom uzoraka mleka

krava ogledne grupe Il u periodu predzasusenja

Kalifornija mastitis test

Bakteriolo$ki nalaz Broj Negativna Pozitivha
uzorka . .
reakcija reakcija
Bez rasta bakterija 15 13 2
Staphylococcus aureus 5 2 3
Arcanobacterium pyogenes 3 / 3
Corynebacterium spp. 19 6 13
Koagulaza negativne stafilokoke 13 2 11
Ukupno 55 23 32

Prema Kalifornija mastitis testu, poremecena sekrecija vimena uo¢ena je u dve
cetvrti vimena, gde bakterioloSkom analizom mleka u tih cetvrti nije uocen rast
bakterija. Kod deset bakterioloski pozitivnih uzoraka mleka Kalifornija mastitis test je

dao negativnu reakciju.

5.4.5. Rezultati Kalifornija mastitis testa kod krava ogledne grupe 11 tokom

perioda rane laktacije

Poremecena sekrecija vimena krava ogledne grupe II u periodu rane laktacije
identifikovana je u 22 (55%) Cetvrti vimena od ukupno pregledanih 40 (100%). Rezultat
Kalifornija mastitis testa prikazana je u tabeli 31.
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Tabela 31. Reakcija Kalifornija mastitis testa sa bakterioloskim nalazom uzoraka mleka

krava ogledne grupe Il u periodu rane laktacije

Kalifornija mastitis test

Bakteriolo$ki nalaz Broj Negativna Pozitivna
uzorka . -
reakcija reakcija
Bez rasta bakterija 24 19 5
Staphylococcus aureus 2 / 2
Arcanobacterium pyogenes 2 / 2
Corynebacterium spp. 7 1 6
Koagulaza negativne stafilokoke 5 1 4
Ukupno 40 21 19

Prema Kalifornija mastitis testu, poremecena sekrecija vimena uocena je kod pet
Cetvrti vimena gde bakterioloSkom analizom mleka u tih cCetvrti nije uocen rast
bakterija. Kalifornija mastitis test je dao negativnu reakciju kod dva bakterioloski

pozitivnih uzoraka mleka.
5.4.6. Ispitivanje senzitivnosti i specifi¢nosti Kalifornija mastitis testa

U tabeli 32 prikazana je senzitivnost i specificnost Kalifornija mastitis testa.
Tokom perioda predzasusenja, senzitivnost i specifi¢nost testa su iznosili 80%, dok su

tokom perioda rane laktacije vrednosti bile vise 1 iznosile 87,5%.

Tabela 32. Senzitivnost i specifi¢nost Kalifornija mastitis testa

Kalifornija mastitis test

Karakteristike Period predzasusenja Period rane laktacije
Broj uzorka % Broj uzorka %
Pozitivno 30 93,75 14 82,35
Lazno pozitivno 2 6,25 3 17,65
Negativno 13 56,52 21 91,3
LaZno negativno 10 43,48 2 8,7
Senzitivnost (%) 75 87,5
Specifi¢nost (%) 86,67 87,5
Validnost (%) 78,18 87,5
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5.5. Vrednosti broja somatskih ¢elija u zbirnim uzorcima mleka krava

5.5.1. Vrednosti broja somatskih celija u zbirnim uzorcima mleka krava

ogledne grupe I u periodu zasusSenja

Tokom perioda zasuSenja, uzimani su zbirni uzorci mleka radi odredivanja broja
somatskih ¢elija. Ukupno je obradeno 41 zbirna uzorka mleka krava ogledne grupe | u
periodu zasuSenja, pri ¢emu je proseCna vrednost broja somatskih celija iznosila

632,47+253,28 (x 10%) (Tabela 33).

Tabela 33. Broj somatskih ¢elija u zbirnim uzorcima mleka krava ogledne grupe I

tokom perioda zasusenja

Broj Minimalna Maksimalna Srednja
uzorka  vrednost vrednost vrednost+SD
Broj somatskih celija 4, 89 905 632,474253,28

x 10°

5.5.2. Vrednosti broja somatskih ¢elija u zbirnim uzorcima mleka krava

ogledne grupe | u periodu rane laktacije

Tokom perioda rane laktacije, ukupno je obradeno 21 zbirna uzorka mleka za
odredivanje broja somatskih ¢elija. Prosecna vrednost broja somatskih ¢elija u mleku
krava ogledne grupe I u periodu rane laktacije iznosila je 205,87+139,17 (x 10%) (Tabela
34).

Tabela 34. Broj somatskih ¢elija u zbirnim uzorcima mleka ogledne grupe |

tokom perioda rane laktacije

Broj Minimalna Maksimalna Srednja
uzorka  vrednost vrednost vrednost+SD
Broj somatskih celija 21 58 479 205.87+139,17

x 10°

5.5.3. Vrednosti broja somatskih ¢elija u zbirnim uzorcima mileka krava

ogledne grupe Il u periodu predzasusenja

Tokom perioda predzasusenja, uzimani su zbirni uzorci mleka radi odredivanja

broja somatskih ¢elija. Ukupno je obradeno 15 zbirna uzorka, pri ¢emu je prosecna
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vrednost broja somatskih éelija iznosila 578,36+201,38 (x 10%). Rezultat je prikazan u
tabeli 35.

Tabela 35. Broj somatskih ¢elija u zbirnim uzorcima mleka krava ogledne grupe 11

tokom perioda predzasuSenja

Broj Minimalna Maksimalna Srednja
uzorka vrednost vrednost vrednost=SD
Broj somatskih éelija 167 1267 578.36:201,38

x 10°

5.5.4. Vrednosti broja somatskih ¢elija u zbirnim uzorcima mleka krava

ogledne grupe Il u periodu rane laktacije

Tokom perioda rane laktacije, ukupno je obradeno 11 zbirna uzorka mleka za
odredivanje broja somatskih celija. Prose¢na vrednost broja somatskih ¢elija u mleku
krava ogledne grupe Il u periodu rane laktacije iznosila je 241,57+184,23 (x 10%)
(Tabela 36).

Tabela 36. Broj somatskih ¢elija u zbirnim uzorcima mleka ogledne grupe 11

tokom perioda rane laktacije

Broj Minimalna Maksimalna Srednja
uzorka  vrednost vrednost vrednost£SD
Broj somatskih Celija 4 61 546 241,57+184,23

x 10°

5.6. Ultrasonografija fizioloSke i patoloski promenjene mle¢ne Zlezde krava

Ultrasonografija mle¢ne zZlezde krava uradena je kod 14 Zivotinja sa izraZzenim
znacima klinickog oblika mastitisa 1 kod 43 Zivotinje kod kojih je subklini¢ki mastitis

potvrden laboratorijskim metodama.

Promene koje su uocene ultrazvucnim pregledom mlecne Zlezde krava
(parenhima i papile vimena, kao i supramamarnih limfnih ¢vorova) klasifikovane su u

sledece grupe:
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Grupa 1: Ultrazvuéni nalaz fizioloskog parenhima i papile vimena. Parenhim
vimena se uoCava kao homogena struktura, ujednacene ehogenosti sa anehogenim
poljima koji odgovaraju krvnim sudovima i kanalikularnom sistemu vimena (Slika 33),
dok se kod papile jasno mogu diferencirati njene strukture - zid papile, sisna cisterna,

sisni kanal i Firstenbergova rozeta (Slika 34).

Slika 33. Ultrazvu¢ni prikaz fizioloskog parenhima vimena krava (Orig.)

Slika 34. Ultrazvuéni prikaz fizioloske papile vimena krava (Orig.)
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Grupa 2: Ultrazvucni nalaz patoloski promenjenog parenhima vimena, pri cemu

se parenhim vizualizuje kao nehomogena, hiperehogena struktura (Slika 35a i b).

Slika 35a i b. Ultrazvu¢ni prikaz patoloski promenjenog parenhima vimena krava

(Orig.)

Grupa 3: Ultrazvuéni nalaz patoloski promenjenog parenhima vimena. Struktura
parenhima vimena je nehomogena sa nepravilnim anehogenim poljima koji ukazuju na

moguénost pojave edema, hematoma ili apcediranje (Slika 36).

Slika 36. Ultrazvu¢ni prikaz patoloski promenjenog parenhima vimena krava (Orig.)
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Grupa 4. Ultrazvuéni prikaz patoloski promenjenog parenhima vimena koji se
karakteriSe nehomogenom strukturom sa izrazenim hipoehogenim i hiperehogenim

poljima, pri ¢emu se uocavaju vece hiperehogene fibrozne trake (Slika 37).

Slika 37. Ultrazvuéni prikaz patoloski promenjenog parenhima vimena krava (Orig.)

Grupa 5: Ultrazvucni nalaz patoloski promenjenog parenhima vimena koji se

vizualizuje gubitkom homogenosti i smanjenjem ehogenosti (Slika 38).

Slika 38. Ultrazvucni prikaz patoloski promenjenog parenhima vimena krava (Orig.)
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Grupa 6: Ultrazvucni nalaz patoloskih promena parenhima vimena krava koje se
karakteriSu pojavom viSestrukih hipoehogenih struktura, pri ¢emu se u pojedinima

uocava hiperehogeni centr (Slika 39a i b).

Slika 39a i b. Ultrazvu¢ni prikaz patoloski promenjenog parenhima vimena krava

(Orig.)
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Grupa 7: Ultrazvucni prikaz patoloski promenjene papile vimena krava. Uocava
se gubitak konture sisnog kanala, kao i nepravilne konture sisne cisterne sa
nemogucénoS$¢u raspoznavanja slojeva papilarnog zida. Sisna cisterna je ispunjena

hipoehogenim sadrzajem (Slika 40a, b, c 1 d).

Slika 40a, b, ¢ i d. Ultrazvuéni prikaz patoloski promenjene papile vimena krava
(Orig.)
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Grupa 8: Ultrazvucni prikaz fizioloSkog i patoloski promenjenog limfnog ¢vora
vimena krava. Jasno se uocCava ehogena kapsula, homogeni hipoehogeni korteks i
hiperehogeni hilusni deo limfnog ¢vora (Slika 41). Kod krave sa znacima inflamacije
vimena, veliCina ¢vora iznosila je 3,3 cm, pri ¢emu je struktura limfnog ¢vora ouvana

(Slikad2).

Slika 42. Ultrazvuéni prikaz uvecanog limfnog ¢vora kod krava sa znacima inflamacije

vimena (Orig.)
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5.7. Koncentracija imunoglobulina G u mleénom serumu krava

5.7.1. Koncentracija imunoglobulina G u mle¢nom serumu Kkrava ogledne

grupe I u periodu zasuSenja

Koncentracija imunoglobulina G u mle¢nom serumu krava ogledne grupe | u
periodu zasuSenja sa pozitivnim i1 negativnim bakterioloskim nalazom prikazana je na

grafikonu 1 1 tabeli 37. Ukupno je obradeno 150 uzoraka mleka.

a5

o I I I I I

Bez rasta bakterija Kontagiomi Patogeniiz Minor mastitis Ostali
patogeni okruienja patogeni mikroorganizmi

= — o [ i
= wn = w o

Koncentracija imunoglobulina G (21}

Lr

Ostali mikroorganizmi-vise vrsta bakterija, gljivice i plesni

Grafikon 1. Koncentracija imunoglobulina G (g/L) u mle¢nom serumu krava

ogledne grupe I u periodu zasusenja

Najmanja prose¢na vrednost koncentracije imunoglobulina G u mle¢nom
serumu tokom perioda zasuSenja uoCena je kod krava inficiranih sa kontagioznim
patogenima i iznosila je 20,55+12,29 g/L, dok je najve¢a proseéna vrednost
koncentracija imunoglobulina G zabelezena kod infekcija sa uzroCnicima male

patogenosti (minor mastitis pathogens) gde je izmerena vrednost od 31,52+26,48 g/L.

[107]



Annamaria Galfi Doktorska disertacija Rezultati istraZivanja

Tabela 37. Koncentracija imunolobulina G (g/L) u mle¢nom serumu krava

ogledne grupe I u periodu zasusenja sa bakterioloSkim nalazom

Koncentracija imunoglobulina G (g/L)

Bakterioloski nalaz Broj Minimalna Maksimalna Srednja

uzorka

vrednost vrednost vrednost+SD

Bez rasta bakterija 76 4,78 162,38 24,64+23,56
Staphylococcus aureus 3 5,01 20,95 12,21+8,08
Streptococcus agalactiae 3 13,39 40,04 22,51+15,18
Streptococcus dysgalactiae 2 17,58 40,04 28,81+15,88
Enterococcus faecium 1 23,19 23,19 23,19
Corynebacterium spp. 49 9,09 152,24 31,15+£27,3
Koagulaza negativne 7 5,75 59,04 34,11+21,42
stafilokoke
Ostali mikroorganizmi” 9 4,62 59,04 24,68+17,51

" vise vrsta bakterija, gljivice i plesni

Tokom perioda zasuSenja kod krava ogledne grupe I, najviSa koncentracija
imunoglobulina G izmerena je kod uzoraka gde nisu bile izolovane bakterije i iznosila
je 162,38 g/L. Najmanju vrednost imunoglobulina G imali su uzorci mleka gde su

izolovane vise vrsta bakterija, gljivice i plesni (4,62 g/L).

5.7.2. Koncentracija imunoglobulina G u mle¢nom serumu krava ogledne

grupe | u periodu rane laktacije

Koncentracija imunoglobulina G u mle¢nom serumu krava u periodu rane
laktacije prikazana je na grafikonu 2 i tabeli 38. Ukupno je analizirano 73 uzorka
mlecnog seruma krava u ovom periodu koje su tokom perioda involucije, tj. zasuSenja

mle¢ne Zlezde primale antibiotsku terapiju.
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Grafikon 2. Koncentracija imunoglobulina G (g/L) u mleénom serumu krava

ogledne grupe | u periodu rane laktacije

Najniza prosecna vrednost koncentracije imunoglobulina G izmerena je u
uzorcima Cetvrti vimena inficiranih sa major mastitis patogenima (6,06+1,67 g/L), dok
najvisa proseCna vrednost koncentracije imunoglobulina G je zabeleZena u uzorcima

mleka gde nije uocen rast bakterija i iznosila je 16,7£27,66 g/L.

Tabela 38. Koncentracija imunolobulina G (g/L) u mle¢nom serumu krava

ogledne grupe I u periodu rane laktacije sa bakterioloskim nalazom

Koncentracija imunoglobulina G (g/L)

Bakterioloski nalaz E’ngika Minimalna Maksimalna Srednja
vrednost vrednost vrednost£SD
Bez rasta bakterija 38 1,05 116,59 16,7+27,66
Streptococcus agalactiae 1 3,86 3,86 3,86
Bacillus spp. 2 5,66 7,3 6,48+1,16
Arcanobacterium pyogenes 1 7,43 7,43 7,43
Corynebacterium spp. 30 3,16 13,62 7,2+2,54
Koagulaza negativne 1 4,31 4,31 4,31

stafilokoke

Tokom perioda rane laktacije, najniZa i najvisa koncentracija imunoglobulina G

zabeleZena je u neinficiranim uzorcima mleka i iznosila je 1,05 g/L 1 116,59 g/L.
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5.7.3. Uporedni prikaz nalaza koncentracije imunoglobulina G u mle¢nom

serumu krava ogledne grupe I u periodu zasusSenja i rane laktacije

Koncentracija imunoglobulina G u mle¢nom serumu krava ogledne grupe I u
oba perioda laktacije prikazana je na grafikonima 3 i tabeli 39. Tokom perioda
zasuSenja, uo¢ene su viSe vrednosti koncentracije imunoglobulina G u mle¢nom serumu

krava u odnosu na period rane laktacije.

35

hLLLl

Bez rasta bak tenja Kontagsozni Patogeniiz Minos mastitis Qstali
palogeni okrulenja patogani riikrgsoeE animi

(e
(=1

%)
w

Koncentracdja imumoglebulina G (g Ly

L

m Period zasuienja B Period rane laktacije

Ostali mikroorganizmi-vise vrsta bakterija, gljivice i plesni

Grafikon 3. Koncentracija imunglobulina G (g/L) u mle¢nom serumu krava ogledne

grupe |

Tokom perioda =zasuSenja, najveéa proseCna vrednost koncentracije
imunoglobulina G zabeleZena je u mle¢nom serumu iz ¢etvrti vimena krava u kojima su
izolovane bakterije (29,35+24,38 g/L). Najvisa proseéna vrednost koncentracija
imunoglobulina G tokom perioda rane laktacije izmerena u mle¢nom serumu

neinficiranih krava (16,7+£27,66 g/L).
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Tabela 39. Koncentracija imunoglobulina G (g/L) u mle¢nom serumu krava

ogledne grupe I u periodu zasuSenja i rane laktacije

Period zasuSenja

Bakteriolo$ki nalaz

Koncentracija imunoglogulina (g/L)

Minimalna

Maksimalna Srednja
vrednost+SD

Bez rasta bakterija
Pozitivan nalaz
Ukupno

24,64+23,56
29,35+24,38
26,9624

Period rane laktacije

Bakteriolo$ki nalaz

Koncentracija imunoglogulina (g/L)

Minimalna

Maksimalna Srednja

vrednost=SD

Bez rasta bakterija
Pozitivan nalaz
Ukupno

16,7+27,66
6,98+2,47
12,04+20,49

5.7.4. Koncentracija imunoglobulina G u mle¢nom serumu krava ogledne

grupe Il u periodu predzasusenja

Koncentracija imunoglobulina G u mle¢nom serumu krava ogledne grupe II u

periodu predzasusenja sa pozitivnim i negativnim bakterioloskim nalazom prikazana je

na grafikonu 4 1 u tabeli 40. Ukupno je obradeno 55 pojedina¢na uzorka mleka.
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Grafikon 4. Koncentracija imunoglobulina G (g/L) u mle¢nom serumu krava

ogledne grupe Il u periodu predzasusenja

Tokom perioda predzasusenja, najniza koncentracija imunoglobulina G je
izmerena u uzorcima mleka krava inficiranih sa patogenima iz okruZenja i iznosila je
2,38+0,11 g/L. Najvise vrednosti koncentracije imunoglobulina G zabelezene su u

uzorcima gde su izolovani kontagiozni patogeni i minor mastitis patogeni.

Tabela 40. Koncentracija imunolobulina G (g/L) u mle¢nom serumu krava

ogledne grupe Il u periodu predzasus$enja sa bakterioloskim nalazom

Koncentracija imunoglobulina G (g/L)

Bakterioloski nalaz E’zrglj’ka Minimalna Maksimalna Srednja
vrednost vrednost vrednost+SD
Bez rasta bakterija 20 0,46 8,49 4,78+2,21
Staphylococcus aureus 3 5,75 10,02 7,35+2,33
Arcanobacterium pyogenes 3 2,25 2,44 2,38+0,11
Corynebacterium spp. 17 2,63 15,77 6,61+3,53
Koagulaza negativne 12 2,06 22,28 8,39+5,22

stafilokoke

Tokom perioda zasuSenja kod krava ogledne grupe II, najviSa koncentracija

imunoglobulina G izmerena je kod uzoraka gde su izolovane koagulaza negativne
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stafilokoke i iznosila je 22,28 g/L. Najmanja vrednost imunoglobulina G zabeleZena je u

uzorku mleka gde nije uocen rast bakterija (0,46 g/L).

5.7.5. Koncentracija imunoglobulina G u mleénom serumu krava ogledne

grupe Il u periodu rane laktacije

Na grafikonu 5 prikazana je koncentracija imunoglobulina G u mle¢nom serumu
krava ogledne grupe II u period rane laktacije. Najvisa koncentracija imunoglobulina G
U mlecnom serumu krava uocena je kod uzoraka inficiranih sa kontagioznim

patogenima.

Koncentracta imunoglobulinag G (2 L)
- —_ Ll - - [ ]
Ea on oo [ | -9 on [<=] (=]

Bz rasta Bakberja Kontagiozm patogeni  Patageni iz okneienja Mo mastitis
patogeni

Grafikon 5. Koncentracija imunoglobulina G (g/L) u mleénom serumu krava

ogledne grupe 11 u periodu rane laktacije

U tabeli 41 prikazana je koncentracija imunoglobulina G u mle¢nom serumu
krava sa bakterioloSkim nalazom gde se uocava da je najviSa proseCna vrednost
koncentracija imunoglobulina G izmerena u mle¢nom serumu gde su izolovane
bakterije Staphylococcus aureus i iznosila je 23,32+7,33 g/L. Najmanja koncentracija
imunoglobulina G je zabeleZena u uzorcima mleka gde nije uocen rast bakterija (1,05

g/L).
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Tabela 41. Koncentracija imunolobulina G (g/L) u mle¢nom serumu krava

ogledne grupe II u periodu rane laktacije sa bakterioloskim nalazom

Koncentracija imunoglobulina G (g/L)

Bakterioloski nalaz Szrg:ka Minimalna Maksimalna Srednja
vrednost vrednost vrednost+SD
Bez rasta bakterija 24 1,05 8,77 3,12+£2,08
Staphylococcus aureus 2 18,14 28,5 23,32+7,33
Arcanobacterium pyogenes 2 2,44 3,64 3,05+0,86
Corynebacterium spp. 7 1,21 13,27 6,04+5,09
Koagulaza negativne 5 5,01 19,23 9,34+6,06

stafilokoke

5.7.6. Uporedni prikaz nalaza koncentracije imunoglobulina G u mleénom

serumu krava ogledne grupe Il u periodu predzasusenja i rane laktacije

Koncentracija imunoglobulina G u mle¢nom serumu krava ogledne grupe II u
oba perioda laktacije prikazana je na grafikonima 6 i tabeli 42. Tokom perioda rane
laktacije uoCava se znatno veca koncentracija imunoglobulina G u mle¢nom serumu
krava inficiranih kontagioznim patogenima, dok je kod uzoraka inficiranih minor
mastitis patogenima koncentracija imunoglobulina G priblizno ista u oba perioda
(Grafikon 21).

Koncentradjaimunoglobulina G (g L)

Bez rasta bakterlja Kontagiozni patogenl  Patogeni 1z okruzenja Minor mastitis

patogen
Period pred zasusenja Period rane laktacije
Grafikon 6. Koncentracija imunglobulina G (g/L) u mle¢nom serumu krava

ogledne grupe 11
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Tokom perioda predzasusenja 1 rane laktacije, najveéa prosecna vrednost
koncentracije imunoglobulina G zabelezena je u mle¢nom serumu iz Cetvrti vimena

krava u kojima su izolovane bakterije (Tabela 41).

Tabela 42. Koncentracija imunoglobulina G (g/L) u mle¢nom serumu krava ogledne

grupe | u periodu predzasusenja i rane laktacije

Period predzasusenja

Koncentracija imunoglogulina (g/L)

Bakteriolo3ki nalaz Szrgl{ka Minimalna Maksimalna Srednja
vrednost vrednost vrednost£SD
Bez rasta bakterija 20 0,46 8,49 4,7842.21
Pozitivan nalaz 35 2,06 22,28 6,92+4,2
Ukupno 55 0,46 22,28 6,14+3,73

Period rane laktacije

Koncentracija imunoglogulina (g/L)

Bakterioloski nalaz E’ng:ka Minimalna  Maksimalna Srednja
vrednost vrednost vrednost£SD
Bez rasta bakterija 24 1,05 8,77 3,12+£2,08
Pozitivan nalaz 16 1,21 28,5 8,85+7,74
Ukupno 40 1,05 28,5 5,41+£5,8

5.7.7. Uporedni prikaz nalaza koncentracije imunoglobulina G u mle€nom

serumu krava ogledne grupe I i Il u periodu predzasusenja i rane laktacije

Na grafikonu 7 uofava se da je najvisa koncentracija imunoglobulina G
izmerena u uzorcima mleka tokom periodu zasusenja ogledne grupe I gde su izolovani
minor mastitis patogeni. U uzorcima mleka gde su identifikovani kontagiozni patogeni,
najvisa koncentracija imunoglobulina G zabelezena je tokom perioda rane laktacije

ogledne grupe II.
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Grafikon 7. Koncentracija imunglobulina G (g/L) u mle¢nom serumu krava

ogledne grupe 1i Il

5.8. Koncentracija laktoferina u mleku krava

5.8.1. Koncentracija laktoferina u mleku krava ogledne grupe | u periodu

zasuSenja

Najniza prosecna vrednost koncentracije laktoferina uocena je kod uzoraka
mleka iz neinficiranih Cetvrti vimena i Cetvrti vimena inficiranih sa patogenima iz
okruzenja, dok najvisa vrednost koncentracije laktoferina bila izmerena u uzorcima

mleka iz Cetvrti vimena inficiranih sa minor mastitis patogenima (Grafikon 8).
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Grafikon 8. Koncentracija laktoferina (mg/mL) u mleku krava ogledne grupe |

u periodu predzasusenja

Najmanja prosecna vrednost koncentracije laktoferina u mleku tokom perioda
zasuSenja uocena je kod krava u ¢ijem mleku je identifikovana bakterija Streptococcus
dysgalactiae i iznosila je 4,7089+0,3825 mg/mL, dok je najvea prose¢na vrednost
koncentracija laktoferina zabelezena u mleku krava inficiranih sa Streptococcus

agalactiae gde je izmerena vrednost od 6,4827+0,5078mg/mL (Tabela 43).
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Tabela 43. Koncentracija laktoferina (mg/mL) u mleku krava ogledne grupe |

u periodu zasuSenja sa bakterioloskim nalazom

. Koncentracija laktoferina (mg/mL)
Broj

Bakterioloski nalaz uzorka Minimalna Maksimalna Srednja
vrednost vrednost vrednost+SD
Bez rasta bakterija 76 0,7267 8,8492 5,1237+1,7688
Staphylococcus aureus 3 5,6797 6,6774 6,2089+0,5016
Streptococcus agalactiae 3 5,9099 6,8777 6,4827+0,5078
Streptococcus dysgalactiae 2 4,6818 4,7359 4,7089+0,3825
Enterococcus faecium 1 5,8833 5,8833 5,8833
Corynebacterium spp. 49 2,3868 9,8413 6,0497+1,6774
Koagulaza negativne 7 4,0753 7,6016 5,2961+1,3633
stafilokoke
Ostali mikroorganizmi* 9 2,2582 8,3376 5,8789+2,3538

" vise vrsta bakterija, gljivice i plesni

5.8.2. Koncentracija laktoferina u mleku krava ogledne grupe | u periodu

rane laktacije

U periodu rane laktacije, koncentracija laktoferina je odredena u ukupno 73
uzorka mleka, pri ¢emu su 20 uzorka imala koncentraciju laktoferina ispod merljive
vrednosti. Koncentracija laktoferina je bila ispod merljivih vrednosti kod 13 uzorka sa
negativnim bakterioloSkim rastom i 7 uzorka sa pozitivnim nalazom (Corynebacterium

spp. 4, koagulaza negativne stafilokoke 1 i Bacillus spp. 2).

NajniZa prosecna vrednost koncentracije laktoferina zabeleZena je kod uzoraka
mleka iz Cetvrti vimena inficiranih sa kontagioznim patogenima, dok je najvisa vrednost

uocena kod uzoraka mleka iz Cetvrti vimena inficiranih sa patogenima iz okruzenja

(Grafikon 9).
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Grafikon 9. Koncentracija laktoferina (mg/mL) u mleku krava ogledne grupe |

u periodu rane laktacije

Najniza i najviSa vrednost koncentracije laktoferina u periodu rane laktacije
izmerena je u uzorcima mleka iz neinficiranih ¢etvrti vimena i iznosila je 0,0015 mg/mL
I 5,9391 mg/mL. Maksimalna vrednost koncentracije laktoferina u uzorcima mleka
inficiranih sa Corynebacterium spp. iznosila je 3,9664 mg/mL, dok kod infekcije sa

Arcanobacterium pyogenes je iznosila 2,489 mg/mL (Tabela 44).

Tabela 44. Koncentracija laktoferina (mg/mL) u mleku krava ogledne grupe |

u periodu rane laktacije sa bakterioloSkim nalazom

Koncentracija laktoferina (mg/mL)

Bakterioloski nalaz E’ngika Minimalna Maksimalna Srednja
vrednost vrednost vrednost+SD
Bez rasta bakterija 25 0,0015 5,9391 0,9655+1,64
Streptococcus agalactiae 1 0,039 0,039 0,039
Arcanobacterium pyogenes 1 2,489 2,489 2,489
Corynebacterium spp. 26 0,0211 3,9664 0,6163+1,0882
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5.8.3. Uporedni prikaz nalaza koncentracije laktoferina u mleku krava

ogledne grupe I u periodu zasu$enja i rane laktacije

Koncentracija laktoferina u mleku krava ogledne grupe | u oba perioda laktacije
prikazana je na grafikonu 10 i tabeli 45. Koncentracija laktoferina je tokom perioda

zasuSenja bila znatno viSa u odnosu na njene vrednosti u periodu rane laktacije.

LIk

o

Bod Lk E o v

koncentracija lak toTerina (mg mL}

[y

Bez rasta bakterija Kontagiozni Patogeniiz Minar mastitis QOstali
patogeni okruienjas patageni mikroGrganigrm
® Period zasufenja m Period rane laktacije

Ostali mikroorganizmi- vise vrsta bakterija, gljivice i plesni

Grafikon 10. Koncentracija laktoferina (mg/mL) u mleku krava ogledne grupe I

Najvisa prosecna vrednost koncentracije laktoferina u mleku zabelezena je
tokom perioda zasuSenja kod inficiranih cCetvrti vimena krava 1 iznosila je
5,9431+1,6519 mg/mL, dok je tokom perioda rane laktacije najviSa prosecna vrednost
koncentracije laktoferina u mleku uofena kod krava sa negativnim bakterioloskim

nalazom (0,9655+1,64 mg/mL).
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Tabela 45. Koncentracija laktoferina (mg/mL) u mleku krava ogledne grupe |

u periodu zasusSenja i rane laktacije

Period zasuSenja

Koncentracija laktoferina (mg/mL)

Bakterioloski nalaz éBert(z,thi Minimalna Maksimalna Srednja
vrednost vrednost vrednost+SD
Bez rasta bakterija 76 0,7267 8,8492 5,1237+1,7688
Pozitivan nalaz 74 2,2582 9,8413 5,9431+1,6519
Ukupno 150 0,7267 9,8413 5,5279+1,7552

Period rane laktacije

Koncentracija laktoferina (mg/mL)

Bakterioloski nalaz éBert(z,Jrﬁ Minimalna  Maksimalna Srednja
vrednost vrednost vrednost£SD
Bez rasta bakterija 38 0,0015 5,9391 0,9655+1,64
Pozitivan nalaz 35 0,0211 3,9664 0,6625+1,1119
Ukupno 73 0,0015 5,9391 0,8055+1,3808

5.8.4. Koncentracija laktoferina u mleku krava ogledne grupe Il u periodu

predzasuSenja

Najniza prose¢na vrednost koncentracije laktoferina uocCena je kod uzoraka
mleka iz neinficiranih Cetvrti vimena i Cetvrti vimena inficiranih sa patogenima iz
okruZenja, dok najviSa vrednost koncentracije laktoferina je bila izmerena u uzorcima

mleka iz ¢etvrti vimena inficiranih sa kontagioznim patogenima (Grafikon 11).
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Bez rasta baktenja Kontagiozni Patopeni iz Minor mastitis
patogeni okrulenja patogeni

Grafikon 11. Koncentracija laktoferina (mg/mL) u mleku krava ogledne grupe Il

u periodu predzasusenja

Najniza koncentracija laktoferina u mleku krava ogledne grupe II u periodu
predzasusenja uoCena je u uzorcima gde je izolovana bakterija Arcanobacterium
pyogenes i iznosila je 0,033 mg/mL. Visoke koncentracije laktoferina zebelezene su u

mleku krava inficiranih sa major i minor mastitis patogenima (Tabela 46).

Tabela 46. Koncentracija laktoferina (mg/mL) u mleku krava ogledne grupe Il

u periodu predzasusenja sa bakteriolo§kim nalazom

Koncentracija laktoferina (mg/mL)

o Broj . : .
Bakterioloski nalaz uzorka Minimalna Maksimalna Srednja
vrednost vrednost vrednost+SD

Bez rasta bakterija 20 0,2472 4,3377 1,2288+1,0808
Staphylococcus aureus 3 3,2898 4,9884 4,1816+0,8525
Arcanobacterium pyogenes 3 0,033 0,3066 0,1989+0,1458
Corynebacterium spp. 17 0,1648 4,6166 1,4154+1,4039
Koagulaza negativne 12 0,2439 4,6123 1,4292+1,4464

stafilokoke
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5.8.5. Koncentracija laktoferina u mleku krava ogledne grupe Il u periodu
rane laktacije

Najniza prosec¢na vrednost koncentracije laktoferina uocCena je kod uzoraka
mleka iz neinficiranih Cetvrti vimena, dok najvisa vrednost koncentracije laktoferina je
bila izmerena u uzorcima mleka iz cetvrti vimena inficiranih sa kontagioznim

patogenima (Grafikon 12).

o

=

koncentracija laktoferina (mg 'mL)
[ o¥] LJ

=

Bez rasta bakterija Kontagiozni Patogeniiz Minor mastitis
patogeni okruienja patogeni

Grafikon 12. Koncentracija laktoferina (mg/mL) u mleku krava ogledne grupe Il

u periodu rane laktacije

U tabeli 47 data je koncentracija laktoferina u mleku krava tokom perioda rane
laktacije gde se uoCava da je najveca koncentracija laktoferina izmerena u uzorcima
mleka inficiranih bakterijom Staphylococcus aureus (5,5259 mg/mL), dok znatno manje
vrednosti laktoferina su uoceni u neinficiranim uzorcima mleka (0,0216 mg/mL) i

uzorcima gde su izolovane bakterije Corynebacterium spp. (0,0429 mg/mL).
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Tabela 47. Koncentracija laktoferina (mg/mL) u mleku krava ogledne grupe Il

u periodu rane laktacije sa bakterioloskim nalazom

Koncentracija laktoferina (mg/mL)

Bakterioloski nalaz Szrg:ka Minimalna Maksimalna Srednja
vrednost vrednost vrednost+SD
Bez rasta bakterija 24 0,0216 1,0532 0,2794+0,3051
Staphylococcus aureus 2 5,1349 5,5259 5,3304+0,2765
Arcanobacterium pyogenes 2 0,2129 1,9226 1,0678+1,2089
Corynebacterium spp. 7 0,0429 3,3854 0,7111=£1,1909
Koagulaza negativne 5 0,1837 4,6347 2,0565+1,8083

stafilokoke

5.8.6. Uporedni prikaz nalaza koncentracije laktoferina u mleku krava

ogledne grupe 11 u periodu predzasusenja i rane laktacije

Koncentracija laktoferina u mleku krava ogledne grupe 11 u oba perioda laktacije

prikazana je na grafikonu 13 i tabeli 48. Na grafikonu 24 primecuje se da je tokom

perioda rane laktacije u uzorcima mleka inficiranih kontagioznim patogenima izmerena

najve¢a koncentracija laktoferina. Najmanja vrednost koncentracije laktoferina

zabeleZena je tokom perioda predzasusenja u uzorcima gde su identifikovani patogeni iz

okruZenja.

Koncentracija laktofering {mg 'mL}

Be: rasta bakterija Eontagioon patogeni Patogeni iz okruienja  Minor mastitis patogeni

Period pred zasulenja

Period rane laktacije

Grafikon 13. Koncentracija laktoferina (mg/mL) u mleku krava ogledne grupe Il
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Najvisa prosecna vrednost koncentracije laktoferina u mleku krava zabelezena je
tokom oba perioda laktacije kod inficiranih Cetvrti vimena krava. Posmatrajuci sve
uzorke tokom oba perioda laktacije, uzorci mleka tokom perioda predzasusenja su imali
veci sadrzaj laktoferina (1,4351£1,4031 mg/mL), u odnosu na uzorke tokom perioda

rane laktacije (0,8691+£1,4387 mg/mL).

Tabela 48. Koncentracija laktoferina (mg/mL) u mleku krava ogledne grupe Il

u periodu predzasusenja i rane laktacije

Period predzasusenja

Koncentracija laktoferina (mg/mL)

Bakterioloski nalaz éBert(z,Jrﬁ Minimalna Maksimalna Srednja
vrednost vrednost vrednost+SD
Bez rasta bakterija 20 0,2472 4,3377 1,2288+1,0808
Pozitivan nalaz 35 0,033 4,9884 1,553+1,5603
Ukupno 55 0,033 4,9884 1,4351+1,4031

Period rane laktacije

Koncentracija laktoferina (mg/mL)

Bakteriolo3ki nalaz éBert(z,thi Minimalna  Maksimalna Srednja
vrednost vrednost vrednost+SD
Bez rasta bakterija 24 0,0216 1,0532 0,2794+0,3051
Pozitivan nalaz 16 0,0429 5,5259 1,7535+1,9617
Ukupno 40 0,0216 5,5259 0,8691+1,4387

5.8.7. Uporedni prikaz nalaza koncentracije laktoferina u mleku krava

ogledne grupe 11 Il u periodu predzasusenja i rane laktacije

Najvisa koncentracija laktoferina zabeleZena je u mleku krava ogledne grupe I
tokom perioda rane laktacije. Najniza vrednost koncentracije laktoferina izmerena je u
uzorcima mleka ogledne grupe | tokom perioda rane laktacije gde su izolovani
kontagiozni patogeni, dok je tokom perioda zasuSenja ogledne grupe I i tokom oba
perioda ogledne grupe II detektovana znatno veca koncentracija laktoferina (Grafikon

14).
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LILLI

Bez rasta baklerija Konlagiozni patogeni  Patogeniiz okrubenja  Minor mastitis patogeni  Ostali mikroongamizmi

Koncentradja laktoferina (mg 'mLj

B Period zasidena B Period rane laktacije W Periodd pred ramdenjs w Period rane Lktacje

Ostali mikroorganizmi-vise vrsta bakterija, gljivice i plesni

Grafikon 14. Koncentracija laktoferina (mg/mL) u mleku krava ogledne grupe I i Il

5.9. Rezultati statisitckog testa korelacije koncentracije imunoglobulina G i

laktoferina u mleku krava

5.9.1. Rezultati statisitckog testa korelacije koncentracije imunoglobulina G

i laktoferina u mleku krava ogledne grupe I u period zasuSenja i rane laktacije

Statistickom analizom korelacije koncentracije imunoglobulina G i laktoferina u
svim uzorcima mleka krava u periodu zasuSenja uocena je pozitivna korelacija, Sto
ukazuje da sa povecanjem koncentracije imunoglobulina G u mleku krava dolazi i do
povecanja koncentracije laktoferina (Tabela 49). Korelacija je iznosila + 0,332.
Negativna korelacija (-0,605) uocena je u uzorcima mleka inficiranih major mastitis

patogenima tokom perioda zasuSenja.

Tokom perioda rane laktacije, statistickom metodom korelacije koncentracije
imunoglobulina G i1 laktoferina u mleku krava zabeleZzena je pozitivna korelacija
(+0,179).
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Tabela 49. Rezultati statistickog testa korelacije koncentracije imunoglobulina G i

laktoferina u mleku krava ogledne grupe I u periodu zasusenja i rane laktacije

Period zasuSenja

Bakteriolo$ki nalaz N Korelacija (r)
Bez porasta bakterija 76 +0,362**
Major mastitis patogeni 9 -0,605
Minor mastitis patogeni 56 +0,348**
Ukupno 150 +0,332**
Period rane laktacije

Bakteriolo$ki nalaz N Korelacija (r)
Bez porasta bakterija 25 +0,159
Major mastitis patogeni 2 +1,000**
Minor mastitis patogeni 26 +0,459*
Ukupno 53 +0,179

* Korelacija signifikantna na nivou 0,05
** Korelacija signifikantna na nivou 0,01

5.9.2. Rezultati statisitCkog testa korelacije koncentracije imunoglobulina G
i laktoferina u mleku krava ogledne grupe Il u period predzasuSenja i rane

laktacije

StatisticCkom analizom korelacije koncentracije imunoglobulina G i laktoferina u
svim uzorcima mleka krava u periodu predzasuSenja uo¢ena je pozitivna korelacija, §to
ukazuje da sa povecanjem koncentracije imunoglobulina G u mleku krava dolazi i do

povecanja koncentracije laktoferina (Tabela 50). Korelacija je iznosila +0,359.

Tokom perioda rane laktacije, statistickom metodom korelacije koncentracije
imunoglobulina G 1 laktoferina u mleku krava zabeleZena je znaCajna 1 pozitivna

korelacija (+0,900).
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Tabela 50. Rezultati statistickog testa korelacije koncentracije imunoglobulina G i

laktoferina u mleku krava ogledne grupe Il u periodu predzasusenja i rane laktacije

Period predzasusenja

Bakteriolo$ki nalaz N Korelacija (r)
Bez porasta bakterija 20 +0,382
Major mastitis patogeni 6 +0,851*
Minor mastitis patogeni 29 +0,327
Ukupno 55 +0,359**
Period rane laktacije

Bakteriolo$ki nalaz N Korelacija (r)
Bez porasta bakterija 24 +0,805**
Major mastitis patogeni 4 +0,934
Minor mastitis patogeni 12 +0,817**
Ukupno 40 +0,900**

* Korelacija signifikantna na nivou 0,05
** Korelacija signifikantna na nivou 0,01
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6. DISKUSIJA

6.1. Klinicki pregled vimena krava

U cilju kontrole zdravlja vimena krava neophodno je tokom perioda laktacije i
involucije sprovoditi klinicke preglede vimena radi otkrivanja poremecaja funkcije.
Prac¢enje zdravstvenog stanja visokomle¢nih krava je neophodno kako bi se dobilo
kvalitetno 1 higijenski ispravno mleko (BoboS 1 sar., 2012). U intenzivnoj proizvodnji
mleka, mastitisi, odnosno zapaljenja mlecne zlezde, predstavljaju jednu od najvaznijih i
najaktualnijih bolesti visokomle¢nih krava. Ocuvanje zdravlja vimena krava je od
presudnog znacaja radi postizanja maksimalne produktivnosti 1 profitabilnosti.
Zapaljenje mlecne zlezde je multikauzalna bolest i obi¢no nastaje interakcijom
mikroorganizma, domacina 1 okoline, pri ¢emu se javlja u klini€kom 1 subklini¢kom
obliku. Klinickim pregledom krave, kao 1 njene mlecne Zlezde, lako se mogu otkriti
klini¢ki oblici mastitisa prisustvom glavnih znakova bolesti (crvenilo, otok,
temperiranost, bolnost i smanjena proizvodnja mleka), dok je dijagnostika subklinickog
mastitisa moguca izolacijom uzro¢nika bolesti 1 otkrivanjem inflamatornih komponenti

u mleku (Nielen i sar., 1995).

Procenjuje se da svega 2-3% krava boluje od klinickog mastitisa, iako je
najmanje 40% svih krava inficirano nekim od uzro¢nika mastitisa (Stojanovi¢ 1 sar.,
2001). Na pocetku eksperimenta klinickim pregledom je ispitano zdravstveno stanje 50

krava ogledne grupe 11 20 krava ogledne grupe II. Klinicki mastitis je uocen kod 18%
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krava ogledne grupe I i kod 25% krava ogledne grupe II, pri ¢emu su one iskljucene iz
eksperimenta. Ovi nalazi su nesto ve¢i u odnosu na rezultate Tolosa i sar. (2015) koji su
detektovali klini¢ki mastitis na nivou krava kod 11%, dok je prevalenca klinickog
mastitisa iznosila 26,5% u istraZzivanjima Lakew 1 sar. (2009) 1 23% u istraZivanjima

Olde Riekerink i sar. (2008).

U istrazivanje su ukljuene samo krave koje nisu pokazivale znake akutnog
mastitisa, odnosno 41 krava ogledne grupe I i 15 krava ogledne grupe Il. Tokom perioda
zasuSenja, najzastupljenije promene na vimenu krava su bile povrede koze i papile
vimena (Tabela 12 i 17). Istrazivanja Tolosa 1 sar. (2015) pokazala su da je
intramamarna infekcija zastupljenija kod krava sa lezijama i o$teenim papilama, jer je
olaksan prodor patogenih uzro¢nika mastitisa. Intaktna koza papile vimena predstavlja
prvu liniju odbrane mle¢ne zlezde od patogenih bakterija i svako oSte¢enje narusava
njenu protektivhu mo¢ te omogucava laksu kolonizaciju bakterija povecavajuéi rizik od
nastanka intramamarne infekcije (Bobos i Vidi¢, 2005; Paduch i sar., 2012). Biffa i sar.
(2005) iznose podatak da 68,8% krava sa povredama vimena i papile imaju

intramamarnu infekciju.

Nalaz klini¢kog pregleda vimena krava tokom perioda rane laktacije je dat u
tabelama 15 1 20, iz kojih se moZe uociti da je u veCem broju slucaja zabeleZzeno
povecano 1 asimetricno vime sa pojavom crvenila. Posle partusa, intenzivira se
proizvodnja mleka koja dostize maksimum do 10-te nedelje, Sto moze dovesti do

povecanja 1 blagog crvenila vimena (Bobos 1 Vidi¢, 2005).

Kod krava ogledne grupe I, zastupljenost nefunkcionalnih papila iznosila je
8,54% (14/164), dok kod krava ogledne grupe Il zastupljenost nefunkcionalnih papila je
bila nesSto manja i iznoslila je 8,33% (5/60). Persson Waller i sar. (2014) uocili su manju
prevalencu nefunkcionalnih papila vimena koja je iznosila 2,64% tokom post partalnog
perioda i 2,8% tokom perioda zasuSenja. NajceS¢a nefunkcionalna papila kod krava
ogledne grupe I je pripadala prednjoj Cetvrti vimena (10/14) (Tabela 13), dok su kod
krava ogledne grupe II ces¢e bile nefunkcionalne zadnje papile (4/5) (Tabela 18). U
istrazivanjima Duraes 1 sar. (1982) nefunkcionalne papile su najcesce pripadale prednjoj
Cetvrti vimena (28/48), dok Hashemi 1 sar. (2011) iznose podatak da su zadnje Cetvrti

vimena CeS¢e bile nefukcionalne (48/87). Traume papila (nagazi, ozlede oStrim
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predmetima) su najce$¢i uzroci nefunkcionalnih papila zadnjih Cetvrti vimena, dok
prednje papile postaju nefunkcionalne zbog nepravilnog rada sistema za muzu, jer dolaz
do muze na slepo (,,blind milking *) ili se muza nastavlja iako je protok mleka vrlo slab
(,,overmilking ). Tokom takve muze poveCava se pritisak, odnosno vakum, Kkoji
ostecuje tkivo papila vimena koje se ogleda, u pocetnoj fazi crvenilom i otokom papile,
stvaranjem keratinskog prstena oko sisnog otvora, kao i potkoznim krvarenjima (Bobo$
1 Vidi¢, 2005; Baci¢, 2009). Istrazivanja su pokazala da nefunkcionalne papile mogu biti
jedan od predisponiraju¢ih faktora za nastanak intramamarnih infekcija kod krava i da
krave koje poseduju nefunkcionalne papile su ¢eS¢e imale problema sa subklinickim

mastitisom (Persson Waller i sar., 2014).
6.2. Bakteriolosko ispitivanje mleka krava

Prevalenca subklinickog mastitisa tokom perioda zasuSenja kod krava ogledne
grupe I iznosila je 49,33%, pri ¢emu su najcesce izolovani bili minor mastitis patogeni,
odnosno bakterije Corynebacterium spp. (32,67%) i koagulaza negativne stafilokoke
(4,66%). Kontagiozni patogeni identifikovani su u Sest (4%) uzoraka mleka (Tabela 14).
Posle terapije antimikrobnim lekovima, u periodu rane laktacije, pozitivan bakterioloski
nalaz je zabelezen kod 47,3% (35/74) uzoraka mleka, pri ¢emu su bakterija
Corynebacterium spp. identifikovane u 40,54% (30/74) pojedina¢nih uzoraka mleka
krava ogledne grupe I. Koagulaza negativne stafilokoke i kontagiozni patogeni su

detektovani samo u jednom pojedinacnom uzorku mleka (1,35%) (Tabela 16).

Kod krava ogledne grupe Il tokom perioda predzasusenja, bakterije su izolovane
iz 72,73% (40/55) uzoraka mleka. Najzastupljenije bakterije bile su Corynebacterium
spp. (34,55%) i koagulaza negativne stafilokoke (23,64%), dok je Staphylococcus
aureus bio izolovan iz pet (9,09%) uzorka mleka (Tabela 19). Tokom perioda zasusenja,
primenila se terapija antimikrobnim lekovima 1 govedim laktoferinom. Nakon
primenjene terapije, bakterije su izolovane iz 40% (16/40) uzoraka mleka. U periodu
rane laktacije krava ogledne grupe 11 kontagiozni patogeni identifikovani kod 5% (2/40)
uzoraka mleka, a Corynebacterium spp. kod 17,5% (7/40) i koagulaza negativne
stafilokoke kod 12,5% (5/40) uzoraka mleka (Tabela 21).
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Prevalenca subklinickog mastitisa iznosila je kod krava ogledne grupe 149,33%
u periodu zasusenja i 47,3% tokom perioda rane laktacije, a kod krava ogledne grupe 11
72,73% u periodu predzasusenja i 40% tokom perioda rane laktacije. Nesto vece
vrednosti incidence infekcije vimena sa uzro¢nicima mastitisa zabelezili su Indriss 1 sar.
(2013) tokom 2010 i 2012. godine (73,8%), kao i Ghazi i Niar (2006) koji su uzro¢nike
mastitisa izolovali iz 81,4% uzoraka mleka. Wilson i sar. (1997) su zabelezili 48,5%
pozitivnih uzoraka mleka, Sto odgovara nalazima zastupljenosti subklini¢kog mastitisa
kod krava ogledne grupe I. Hashemi i sar. (2011) navode kao mogucéi uzok povecanja

prevalence subklini¢kog mastitisa slabu higijenu na farmama krava.

Rezultati istrazivanja ukazuju na porast prevalence infekcije mle¢ne zlezde sa
bakterijama Corynebacterium spp. i koagulaza negativnim stafilokokama, $to odgovara
nalazima Indriss i sar. (2013) i Galfi i sar. (2015b). Indriss i sar. (2013) navode da se
tokom poslednjih godina uo¢ava porast infekcije mle¢ne zlezde krava sa minor mastitis
patogenima, gde su identifikovani kod 27,18% uzoraka mleka. Galfi i sar. (2015b) su
zabelezili neSto vece vrednosti prevalence infekcije vimena sa bakterijama
Corynebacterium spp. (38,9%), dok su koagulaza negativne bakterije bile izolovane iz
3,54% uzoraka mleka. Kati¢ (2012) iznosi podatke da se tokom 2011. godine u
Republici Srbiji uofava veca ucestalost pojave subklinickih mastitisa izazvanih
bakterijama Staphylococcus aureus (30,3%) i koagulaza negativnim stafilokokama
(28,78%). Povecanje incidence infekcije vimena krava sa koagulaza negativnim
stafilokokama moze biti povezano sa smanjenjem prevalence infekcija vimena sa
kontagioznim patogenima, kao $to su Staphylococcus aureus i Streptococcus agalactiae
(Pyorédld 1 Taponen, 2009). NaSa istraZivanja su ukazala na smanjenje prevalence
intramamarne infekcije sa kontagioznim patogenima, $to odgovara nalazima drugih
autora koji su kontagiozne patogene detektovali kod 6,33% uzoraka mleka tokom
perioda zasuSenja, a tokom perioda rane laktacije kod 4,01% uzoraka (Petzer i sar.,
2009).

6.3. Efikasnost primenjene terapije tokom perioda zasuSenja kod krava ogledne

grupe lill

Period zasuSenja mlecne zlezde predstvalja fazu izmedu dve aktivne faze

laktacije kada u mle¢noj zlezdi nastaju znacCajne strukturne i funkcionalne promene
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(Janosi 1 Huszenicza, 2001; Petzer i sar., 2009). Mle¢na zlezda je najvise osetljiva u
prve tri nedelje zasusSenja, kada je ucestalost novih infekcija viSe puta veéa nego u
prethodnoj punoj laktaciji (Kati¢, 2012). Antimikrobna terapija tokom perioda zasusenja
(.dry cow therapy*) komercijalno dostupnim preparatima redukuje pojavu novih
infekcija i1 tako smanjuje moguénost nastanka klinickog mastitisa u narednoj laktaciji, a
takode nema gubitaka zbog prisustva rezidua antibiotika i u mleku (Bobos 1 Vidi¢,
2001; Baci¢, 2012). Kati¢ (2012) iznosi podatak da efektivna terapija antibioticima u
periodu zasuSenja vimena daje najbolju moguénost eliminacije postojecih
intramamarnih infekcija. Prema istrazivanjima mnogih autora, procenat eliminacije
postojecih infekcija mlecne Zlezde primenom terapije antibioticima u periodu zasusenja

iznosi 60-90% (Sol i sar., 1994; Williamson i sar., 1995).

Efikasnost primene antibiotika tokom perioda zasuSenja kod krava ogledne
grupe | iznosila je 52,7% (Tabela 22). Istrazivanja Natzke (1981) su ukazala da
primenom efektivnog preparata tokom perioda zasuSenja vimena postize se eliminacija
70-90% svih postojecih infekcija, ali Williamson i sar. (1995) iznose manji uspeh
eliminacije infekcija sa patogenima iz okruzenja (50-75%). U istrazivanju Kai i sar.
(2002) efikasnost antibiotske terapije kod stafilokoknog mastitisa tokom perioda
zasuSenja iznosila je 48,3%. Efikasnost terapije sa antibioticima kod infekcije sa
bakterijom Staphylococcus aureus je iznosila 100% u istrazivanjima Petzer i sar.
(2009), sto odgovara rezultatima iznetim u ovoj disertaciji. Pored toga, Petzer i sar.
(2009) navode da je efikasnost primenjene terapije bila znacajno manja kod infekcija sa
minor mastitis patogenima u odnosu na major patogene, §ro odgovara nasim nalazima.
Kati¢ (2012) navodi da kod nekih krava ostaju stalno inficirane cetvrti ili se javlja

klini¢ki oblik mastitisa posle partusa 1 posle primenjene terapije u zasuSenju.

Tokom poslednjih godina, zbog nepravilne i nekontrolisane upotrebe antibiotika,
javio se problem povecanja rezistencije bakterija na antimikrobne lekove, Sto otezava
lecenje bolesti, ali u ugrozava zdravlje zivotinja i ljudi (Kutila i sar., 2003; Lacasse 1
sar., 2008; Baci¢, 2012). Saznanja o antimikrobnim sposobnostima laktoferina, dovela
su do njegove primene samog ili u kombinaciji sa antibioticima u terapiji i prevenciji
mastitisa kod krava (Kai 1 sar., 2002, Diarra 1 sar., 2003; Kutila i sar., 2004). Vecina

istrazivanja su radena u in vitro uslovima gde su ispitivali antibakterijsko dejstvo
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laktoferina na major i minor mastitis patogenima. Najefikasniju inhibitornu aktivnost
laktoferin je pokazao protiv bakterija Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa, ali je
i rast drugih bakterija bio limitiran (Kutila i sar., 2003). Diarra i sar. (2002a, 2002b)
navode da kombinovana primena laktoferina i antibiotika u in vitro uslovima se
pokazala efikasnijom kombinacijom u odnosu na primenu samog laktoferina ili
antibiotika. Kawai i sar. (2003) su ukazali na antibakterijsko dejstvo laktoferina u in
vivo uslovima kod krava sa subklini¢kim mastitisom. Prema rezultatima istrazivanja
ovih autora, laktoferin je ispoljio antibakterijsko dejstvo prema svim izolovanim
uzro¢nicima mastitisa (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, patogeni iz okruzenja,

koagulaza negativne stafilokoke).

Efikasnost primene govedeg laktoferina sa antibiotikom tokom perioda
zasuSenja iznosila je 60% (Tabela 22). Istrazivanja Kai i sar. (2002) ukazala su da
primena govedeg laktoferina tokom zasuSenja u vecem procentu redukuje pojavu
mastitisa izazvanog bakterijom Staphylococcus aureus posle partusa u odnosu na
primenu antibiotika. Izlecenje inficiranih cetvrti vimena krava sa laktoferinom
objaSnjavaju povecanjen koncentracije laktoferina, komponenti komplementa i fagocita.
Pored toga, ovi autori navode da intramamarna aplikacija govedeg laktoferina
predstavlja bezbednu metodu za povecanje stepena izleCenja stafilokoknih mastitisa kod
krava. Petitclerc i sar. (2007) su ukazali na sinergic¢an efekat laktoferina i antibiotika
tokom intramamarne aplikacije. Ovi autori su dosli do zaklju¢ka da kombinovana
primena (govedi laktoferin i antibiotik) predstavlja efikasniju terapiju, nego primena
samog antibiotika ili laktoferina u cilju eliminacije intramamarne infekcije. Sli¢ne
rezultate su dobili i drugi autori, koji su ukazali da kombinovana terapija sa
laktoferinom 1 antibiotikom je efikasnija u le¢enju stafikoknog mastitisa tokom perioda
zasuSenja vimena (Komine i sar., 2006). Prema njihovom istrazivanju, efikasnost

terapije samo sa antibiotikom ili laktoferinom je bila skoro identi¢na.

Diarra 1 sar. (2002a, 2002b) navode da se egzogeni laktoferin moZe primeniti
kao korisno sredstvo u tretmanu mastitisa krava tokom perioda involucije mlecne
zlezde. Tokom perioda rane involucije mle¢ne zlezde, koncentracija endogenog
laktoferina je niska, tako da aplikacija egzogenog laktoferina bi mogla limitirati

metabolizam 1 rast bakterija. Istrazivanja Kutila (2004) i Petitclerc i sar. (2007) su
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ukazala da intramamarna primena egzogenog govedeg laktoferina stimuliSe mlecnu
zlezdu povecavajuéi broj somatskih celija u mleku, pri ¢emu neutrofilni granulociti
oslobadaju iz svojih sekundarnih granula endogeni laktoferin, te se povecava njegova

koncentracija u sekretu mle¢ne zlezde.
6.4. Identifikacija krava sa poremec¢enom sekrecijom vimena

Na farmama visokomlec¢nih krava, u cilju identifikacije krava sa subklinickim
mastitisom 1 poremecenom sekrecijom vimena, primenjuju se jednostavne i brze
metode, kao $to su merenje elektricne otpornosti mleka pomocu Draminski mastitis
detektorom i indirektno odredivanje broja somatskih celija u mleku krava pomocu

Kalifornija mastitis testa.
6.4.1. Elektri¢na otpornost mleka krava ogledne grupe I

Merenje elektricne provodljivosta mleka u cilju detekcije intramamarne infekcije
bazira se na promeni koncentracija jona u mleku koja nastaje tokom zapaljenskih
procesa. Tokom mastitisa dolazi do povecanja koncentracije jona natrijuma i hlora u
mleku $to dovodi do poveéanja njene elektricne provodljivosti (Kitchen, 1981).
Istovremeno, uocava se pad koncentracije jona kalijuma i laktoze u mleku (Nielen i sar.,
1992). Biggadike 1 sar. (2000) navode da mnogi faktori uticu na elektri¢nu
provodljivost, kao §to su temperatura mleka, pH i koncentracija masti u mleku, period

laktacije, starost Zivotinje, muZa 1 estrus.

Kod krava ogledne grupe I za otkrivanje poremecene sekrecije vimena Koristila
se metoda merenja elektricne otpornost mleka pomocu Draminski mastitis detektora.
Tokom perioda zasuSenja, poremecena sekrecija vimena je uocena kod 72% (108/150)
uzoraka mleka, dok je tokom perioda rane laktacije povecana elektri¢na provodljivost
uocena kod 5,4% (4/74) uzorka mleka (Tabela 23 1 Tabela 26). Slican nalaz iznose Galfi
1 sar. (2015b) ¢iji rezultati Draminski mastitis detektora su tokom perioda kasne
laktacije ukazali na povecanje incidence subklinickog mastitisa kod 74,14% uzoraka
mleka, dok je u periodu rane laktacije poremecena sekrecija vimena zabeleZzena kod

5,45% uzoraka.
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Tokom perioda zasuSenja, Draminski mastitis detektor je ukazao na smanjenjenu
elektri¢nu otpornost kod 69,74% uzorka mleka gde nisu izolovane bakterije, dok je kod
25,68% bakterioloski pozitivnih uzoraka bio negativan nalaz Draminski testa (Tabela
24). Ovi nalazi odgovaraju rezultatima drugih autora (Musser i sar., 1998; Ruegg i
Reinemann, 2002; Pyo6rild, 2003). Validnosti ru¢nih meraca elektriéne provodljivosti
mleka u dijagnostici intramamarnih infekcija ispitivali su mnogi autori. Musser i sar.
(1998) su izneli podatak da 71% test pozitivnih uzoraka su bili bakterioloski negativni 1
da su major mastitis patogeni bili izolovani iz 11% test negativnih uzoraka mleka,
ukazuju¢i na nedostatke merenja elektricne provodljivosti mleka u cilju detektovanja

intramamarnih infekcija.

Prosecne vrednosti elektricne otpornosti mleka tokom perioda zasuSenja
prikazane su u tabeli 25, gde se primecuje da su uzorci mleka gde su izolovani major
mastitis patogeni (Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae i Enterococcus faecium) imali znatno niZe vrednosti elektriéne otpornosti
nego uzorci mleka gde nije uocen rast bakterija i uzorci mleka gde su identifikovani
minor mastitis patogeni. Ovi nalazi se podudaraju sa rezultatima Seguya i Mansell
(2000) koji su najmanju elektricnu otpornost zabelezili u uzorcima mleka inficiranih sa
major mastitis patogenima. NajviSu prosecnu vrednost elektricne otpornosti mleka
detektovali su u uzorcima mleka inficiranih minor mastitis patogenima i iznosila je
313431 jedinica. Slicne vrednosti su dobili 1 u neinficiranim cetvrtima (301436
jedinica) objasnjavaju¢i da minor mastitis patogeni ne dovode do znatnih oS$tecenja
tkiva mlecne Zlezde. Slicne podatke iznose i Mansell 1 Seguya (2003) koji su ispitivali
elektricnu provodljivosti mleka krava tokom perioda kasne laktacije sa ciljem
identifikacije subklinickog mastitisa. Langer 1 sar (2014) objaSnjavaju da povecana
elektricna provodljivost mleka, odnosno smanjena elektricna otpornost mleka u
inficiranim Cetvrtima vimena, nastaje zbog povecanja permeabiliteta kapilara tokom
intramamarne infekcije i transporta jona natrijuma, kalijuma i hlora u lumen alveola

povecavajuci njihovu koncentraciju u mleku.

Tokom perioda rane laktacije, Draminski mastitis test je ukazao na poremecenu
sekreciju samo kod 2,86% uzoraka mleka koji su bili bakterioloSki pozitivni, dok je kod

97,14% bakterioloSki pozitivnih uzoraka, Draminski detektor dao negativan rezultat
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(Tabela 27). Prosec¢ne vrednosti elektricne otpornosti mleka krava tokom perioda rane
laktacije su bile visoke ukazujuéi na odsustvo poremecene sekrecije vimena (Tabela
28). Norberg i sar. (2004) iznose podatak da mastitine krave ne moraju uvek imati
povecanu elektricnu provodljivost mleka u inficiranim Cetvrtima vimena, ali da
varijacije elektricne provodljivosti u takvim Cetvrtima je izrazenija i veéa nego u
neinficiranim Cetvrtima vimena. Merenje elektricne provodljivosti mleka nailazi na
poteSkoce kada je u pitanju infekcija vimena sa minor mastitis patogenima (Woolford i
sar., 1998). Naime, ovi autori su lakSe identifikovali intramamarne infekcije sa major
mastitis patogenima, nego sa minor mastitis patogenima objasnjavaljuéi da je uzrok toga
Sto minor mastitis patogeni dovode do manjih oStecenja tkiva vimena i inflamacije, kao
1 to da su infekcijom najceS¢e zahvaceni sisni kanal i sisna cisterna. Pored toga,
Woolford i sar. (1998) iznose poteskocée tumacenja rezultata merenja elektri¢ne
provodljivosti mleka zbog velikih varijacija njene vrednosti kod neinficiranih Cetvrti
vimena izmedu krava, izmedu Cetvrti vimena iste krave, kao i izmedu razli¢itog perioda
muze iste Cetvrti vimena. Velika odstupanja elektricne provodljivosti mleka tokom
perioda zasuSenja 1 rane laktacije tumaci se fizioloskim povecanjem koncentracije jona

hlora u mleku krava kako laktacija odmice (Linzell i Peaker, 1975).

U tabeli 29 prikazana je senzitivnost i specifi¢énost Draminski mastitis detektora
tokom perioda zasuSenja i rane laktacije. Senzitivnost testa u periodu zasuSenja je
iznosila 74,32%, dok je tokom perioda rane laktacije bila izrazito mala (2,86%). Langer
i sar. (2014) su utvrdili isto znatnu nizu vrednost senzitivnosti testa u odnosu na druge
autore. U njihovom istrazivanju, senzitivnost je iznosila 12,5%, dok su Mansell i
Seguya (2003) zabelezili senzitivnost od 51%. Specificnost testa se isto razlikovala u
periodu zasuSenja (30,26%) 1 rane laktacije (92,31%). U istrazivanjima Mansell 1
Seguya (2003) specifi¢nost testa je iznosila 71%, dok su Nielen i sar. (1992) zabelezili
vecu specificnost 1 iznosila je 94%, §to odgovara naSem nalazu specifi¢nosti testa tokom
perioda rane laktacije. Pored toga, Langer i sar. (2014) navode da moguénost detekcije
subklinicke forme mastitisa sa Draminski mastitis detektorom je izrazito niska 1 iznosi
7,6%. Validnost Draminski mastitis testa iznosila je tokom perioda zasuSenja 52%, dok
je u periodu rane laktacije, ona iznosila 48,65%. Dobijene vrednosti su nesto nize u
odnosu na istrazivanja Langer i sar. (2014), u ¢ijim istrazivanjima validnost Draminski

testa je iznosila 59,05%.
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6.4.2. Kalifornija mastitis test

Kalifornija mastitis test je prvi put opisan i koris¢en 1957. godine (Schalm i
Noorlander, 1957) i od tada je prihvacen kao brza, jednostavna i pouzdana metoda u
identifikaciji krava sa poremec¢enom sekrecijom vimena i subklini¢kim mastitisom. Na
osnovu rezultata CMT testa, moze se indirektno proceniti broj somatskih celija u

pojedina¢nim uzorcima mleka, kao i u zbirnim uzorcima.

Kod krava ogledne grupe II za otkrivanje poremecene sekrecije vimena primenio
se Kalifornija mastitis test. Poremeéena sekrecija vimena krava tokom perioda
predzasusenja identifikovana je u 58,18% (32/55) Cetvrti vimena krava, dok je u periodu
rane laktacije poremecena sekrecija uocena kod 55% (22/40) Cetvrti vimena krava
(Tabela 30 1 Tabela 31). Ovi nalazi odgovaraju rezultatima istrazivanja Varatanovi¢ i
sar. (2010) koji su u 56,1% (128/228) uzoraka mleka uodili pozitivnu reakciju
Kalifornija mastitis testa, dok su Sharma i sar. (2010) utvrdili ve¢i procenat CMT

pozitivnih Cetvrti vimena (67,76%).

Tokom perioda predzasusenja, pozitivan rezultat Kalifornija mastitis testa je
uocen u 13,33% bakterioloSki negativnih etvrti vimena, $to je manje u odnosu na
vrednost koju su zabeleZili Sharma 1 sar. (2010). U njihovom istraZivanju, laZzna
pozitivna reakcija Kalifornija mastitis testa je uocena u 23,79% cetvrti vimena, dok je
lazna negativna reakcija detektovana u 25,72% slucaja Sto je neSto vece od naSih nalaza
(22,86%). U istrazivanjima Varatanovi¢ 1 sar. (2010) od 102 bakterioloski negativna
uzorka, Kalifornija mastitis test je bio pozitivan kod 11 uzoraka mleka, dok od 126
bakterioloski pozitivnih uzoraka mleka, kod 10 uzoraka Kalifornija mastitis test je dao
negativnu reakciju. Prema Kalifornija mastitis testu u naSem istraZivanju, poremecena
sekrecija vimena krava tokom perioda rane laktacije uocena je kod pet Cetvrti vimena
(20,83%) gde bakterioloskom analizom mleka nije uocen rast bakterija. Negativna
reakcija Kalifornija mastitis testa je uofena kod dva bakterioloski pozitivna uzorka

mleka (12,5%).

Senzitivnost Kalifornija mastitis testa tokom perioda pred zasuSenje je iznosila
75%, dok je u periodu rane laktacije osetljivost bila 87,5% (Tabela 32). Kalifornija

mastitis test se pokazao kao dobar metod za otkrivanje krava sa poremecenom
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sekrecijom vimena, kao i sa intramamarnom infekcijom. Sharma i sar. (2010) su utvrdili
veéu senzitivnost testa (86,07%), dok su Langer i sar. (2014) uocili znatno nizu
senzitivnost Kalifornija mastitis testa (60,1%) u odnosu na naSa istrazivanja.
Specifi¢nost testa je tokom perioda predzasusenja iznosila 86,67%, a tokom perioda
rane laktacije 87,5% (Tabela 32). Prema istrazivanjima Dingwell i sar. (2004)
senzitivnost Kalifornija mastitis testa Cetiri dana posle partusa je iznosila 82,4%, a
specifi¢nost testa od 80,6%, Sto ukazuje da se ova metoda moZe primeniti sa uspehom u
detektovanju poremecene sekrecije vimena i1 subklini¢kog mastitisa tokom perioda rane
laktacije. Tokom perioda predzasusenja, validnost Kalifornija mastitis testa je iznosila
78,18%, dok je tokom perioda rane laktacije zabelezena veca vrednost (87,5%).
Validnost testa prema istrazivanjima Langer i sar. (2014) iznosila je 61,56%, Reddy i
sar. (2014) 73,33%, dok prema nalazima Sharma i sar. (2015) validnost Kalifornija
mastitis testa je iznosila 75,52%.

6.5. Broj somatskih ¢elija u zbirnim uzorcima mleka krava

Somatske celije u mleku predstavljaju indikator zdravlja vimena krava, kao i
higijenske ispravnosti i kvaliteta mleka. Brojni faktori koji su u medusobnoj interakciji
utiCu na broj somatskih celija u mleku, kao S§to su period laktacije, broj laktacije,
odnosno starost zivotinje, proizvodnja mleka, nepravilna muza, stres, hroni¢ne bolesti,
kao 1 mehanic¢ke povrede tkiva vimena (Laevens i sar., 1997; Pyorild, 2003; Bobos i
Vidi¢, 2005). Najvazniji faktor koji dovodi do povecanja broja somatskih ¢elija mleka je

intramamarna infekcija.

U tabeli 33 1 34 prikazane su prose¢ne vrednosti broja somatskih ¢elija u zbirnim
uzorcima mleka krava ogledne grupe I tokom perioda zasuSenja i rane laktacije. Tokom
perioda zasuSenja, prose¢an broj somatskih ¢elija u zbirnom uzorku mleka iznosio je
632,47+253,28 (x 10%, dok je u periodu rane laktacije uo&eno smanjenje broja
somatskih celija (205,87£139,17 (x 103)). ProseCan broj somatskih ¢elija u zbirnim
uzorcima mleka krava ogledne grupe Il tokom perioda predzasuSenja je iznosio
578,36+201,38 (x 10%), dok u periodu rane laktacije su uoene niZe vrednosti (Tabela 35
1 Tabela 36). Radinovi¢ (2008) iznosi podatak da se broj somatskih ¢elija u zbirnim
uzorcima mleka krava povecava kako laktacije odmice, te je tako u prvoj fazi laktacije

broj somatskih celija iznosio 392 000, a u Cetvrtoj fazi (poznoj laktaciji) zabeleZio
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vrednosti broja ¢elija od 648 000, Sto odgovara nasim nalazima. Tancin (2013) navodi
da su tokom prvog meseca posle partusa vrednosti somatskih ¢elija bile vece u odnosu
na drugi mesec u kojem je zabelezen pad broja somatskih celija, te kako odmice
laktacija, opet dolazi do postepenog povecanja ¢elija u mleku gde je tokom desetog

meseca laktacije zabelezen najveéi broj somatskih ¢elija u mleku krava.
6.6. Ultrasonografija vimena krava

Ultrasonografija vimena krava, u odnosu na druge metode, kao $to su klini¢ki
pregled, radiografija 1 endoskopija, omogucava otkrivanje svih intramamarnih
patoloskih promena koje mogu predstavljati predispoziciju za nastanak mastitisa

(Fasulkov, 2012; Szencziova i Strapak, 2012).

Na slici 33 prikazan je fizioloSki parenhim mle¢ne zlezde, pri ¢emu se on
prime¢uje kao homogena 1 ehogena struktura sa anehogenim podrucjima koja
odgovaraju krvnim sudovima i kanalikularnom sistemu parenhima vimena.
KarakteristiCan ultrazvuc¢ni izgled parenhima vimena rezultat je prisustva vezivnog
tkiva koji poseduje vecu ehogenu gustinu i1 zlezdanog parenhima koji ima manju
ehogenu gustinu (Flock i Winter, 2006). Mleko u mle¢noj cisterni prikazuje se kao
anehogena formacija koja moze da sadrzi male ehogene partikule koje predstvaljaju
somatske celije mleka. Ultrasonografija fizioloSke papile vimena prikazana je na slici
34. Sisna cisterna uocava se kao homogena, anehogena struktura okruzena tankom
hiperehogenom sluzokoZzom. Vezivnotkivni i miSi¢ni sloj papile vizualizuje se kao
homogena hipoehogena struktura. Krvni kapilari mogu se uociti kao anehogena polja.
Koza papile uocava se kao hiperehogena linija promera 1-2 mm. Ovi nalazi odgovaraju
istrazivanjima drugih autora (Fasulkov, 2012; Galfi i sar., 2015a, 2015d). Istrazivanja
Franz i sar. (2001) ukazala su da je za ultrazvu¢nu vizualizaciju sisnog kanala bolje da
se primenjuje linearna sonda nego sektorska, kao i metoda ,,vodenog kupatila“ kako bi
se omogucila preciznija vizualizacija slojeva kanala. Sa ultrazvu¢nom sondom
frekvencije 3-5 MHz, sisni kanal se uocava kao hipoehogena zona, jedva ograni¢ena od
okolnog tkiva. Prema naSim istraZivanjima, linearna sonda frekvencije 6-8 MHz
pokazala se kao efikasna u diferenciranju slojeva sisnog kanala. Stratum corneum
sisnog kanala sa keratinom se uocava kao tanka, belicasta, hiperehogena linija, okruzena

sa paralelnim anehogenim trakama koje predstavljaju stratum granulosum, dok se
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stratum lucidum ne moze uociti. Firstenbergova rozeta uocava se kao homogena,

hiperehogena struktura koja se nalazi na prelazu izmedu sisne cisterne i1 kanala (Franz i

sar., 2001; 2009, Szencziova i Strapak, 2012; Galfi i sar., 2015a).

Ultrazvuéni nalaz vimena krava sa klinickim 1 subklini¢kim oblikom mastitisa
zavisi od stepena strukturnih promena koje se pojavljuju u tkivu. Zapaljenski procesi u
vimenu dovode do promene ehogenosti organa. Parenhim vimena se najces¢e uocava
kao nehomogena struktura, pri cemu ehogenost moze biti smanjena (Slika 38, 39a i b)
ili povetana (Slika 35a i1 b). Trostle 1 O'Brien (1998) uocili su nehomogenu
hipoehogenu strukturu parenhima vimena kod krava sa akutnim mastitisom, dok su
povecanje ehogenosti zapazili kod hroni¢nog mastitisa kao rezultat buljanja fibroznog
tkiva. Flock i Winter (2006) su isto identifikovali krave sa nehomogenim parenhimom
smanjene ehogenosti, ali zivotinje nisu pokazivale znake akutnog mastitisa. Ovi autori
navode da nisu uocili korelaciju izmedu trajanja bolesti i stepena sonografskih promena.
Istrazivanja Galfi i sar. (2015¢) ukazala su da se kod krava sa subklinickim i klini¢kim
oblikom mastitisa moze uociti povecanje echogenosti parenhima vimena, pri ¢emu on
postaje nehomogen. Nehomogena struktura parenhima vimena sa nepravilnim
anehogenim poljima koji mogu da ukazu na pojavu edema ili hematoma prikazana je na
slici 36. Flock 1 Winter (2006) navode da se edem vimena karakteriSe nepravilnom
ehogenoscu vezivnog tkiva 1 pojavom anehogenih polja koji su ispunjeni edematoznim
sadrzajem, te daju slojeviti izgled, dok se hematom vizualizuje kao veca anehogena ili
hipoehogena struktura okruZena sa tankim ehogenim septama. Na slici 37 prikazan je
nehomogen parenhim vimena sa izraZzenim hipoehogenim i1 hiperehogenim poljima.
Hiperehogenost parenhima vimena moze Se objasniti pojavom fibroze tkiva koja
poseduje vecu gustinu nego normalni parenhim. Prema istrazivanjima drugih autora,
ovakav nalaz naj¢e$¢e odgovara hroni¢nom mastitisu, gde dolazi do buljanja fibroznog
tkiva koji zamenjuje zlezdano tkivo mlecne zlezde (Trostle i O'Brien, 1998). Kotb i sar.
(2014) navode da kod fibroze mastiticnog vimena dolazi do gubitka sisnog kanala i
cisterne, kao 1 do kompletne zamene zZlezdanog parenhima vimena sa hiperehogenim
fibroznim tkivom. Pojava visestrukih okruglih hipoehogenih struktura u kojima se mogu
uociti mali hiperehogeni centar u parenhimu vimena prikazana je na slici 39a i b. Flock i
Winter (2006) uocili su sli¢ne promene koje su ukazivale na zapaljenje mle¢ne Zlezde

bakterijom Arcanobacterium pyogenes.
[141]



Annamaria Galfi Doktorska disertacija Diskusija

Ultrasonografija vimena krava sa patomorfoloskim promenama ukazuje na
nepravilne konture sisnog kanala i cisterne sa nemoguénoscéu raspoznavanja slojeva
papilarnog zida (Slika 40a, b, c, i d). Sisna cisterna je neznatno hipoehogena i
nepravilnog izgleda. Povecanje ehogenosti sisne cisterne posledica je zapaljenskih
procesa u vimenu Kkrava, pri ¢emu se povecava broj somatskih ¢elija mleka. Ovi nalazi
odgovaraju istrazivanjima drugih autora (Javadi i Acorda, 2011; Kotb i sar., 2014; Galfi
i sar., 2015a, 2015d). Prema njihovim rezultatima, tokom klini¢ke i subklinicke forme
mastitisa, moguce je uociti istanjenost i gubitak troslojnog izgleda papilarnog zida, §to
odgovara nasim nalazima. Pored toga, moze do¢i do kompletne opstrukcije sisnog

kanala, kao i nemogucénost vizualizacije Firstenbergove rozete.

Na slici 41 prikazan je fizioloski izgled supramamarnog limfnog ¢vora, pri cemu
se ultrazvucno lako mogu vizualizovati njegove strukture. Kapsula limfnog ¢vora
predstavlja hiperehogenu liniju koja odvaja limfni ¢vor od okolnog tkiva, dok se
parenhim uocava kao homogena, hipoehogena struktura u ¢ijem srediSnjem delu se
nalazi hiperehogeno polje koje odgovara hilusu. Bradley i sar. (2001) i Khoramian i sar.
(2015) navode da se tokom zapaljenskih procesa u vimena krava mogu uoditi uvecani
supramamarni limfni ¢vorovi, $to odgovara nasim nalazima (Slika 42). Duzina
fizioloskog limfnog ¢vora iznosi 3-9 c¢cm, dok S§irina 1-2 cm, pri ¢emu veli¢ina limfnog
¢vora zavisi od starosti zivotinje, perioda laktacije, broja somatskih ¢elija mleka, kao 1
od zdravstvenog statusa vimena (Bradley i sar., 2001). Khoramian i sar. (2015) navode
da je za ultrazvuéno odredivanje veli¢ine supramamarnih limfnih ¢vorova pozeljnije
koristiti sonde manje frekvencije (2-5 MHz) kako bi se vizualizovali celi limfni ¢vorovi
1 bili u mogucénosti odrediti njegovu duZzinu 1 Sirinu. Prema naSim istrazivanjima, $irina
limfnog ¢vora kod krave sa znacima inflamacije vimena iznosila je 3,3 cm, $to odgovara
nalazima drugih autora (Bradley i sar., 2001; Khoramian i sar., 2015). Pored toga,
Bradley i sar. (2001) navode da se strukturne promene limfnog ¢vora retko mogu
zapaziti kod krava sa mastitisom i da samo teska oboljenja, kao $to su neoplazme, mogu

dovesti do gubitka karakteristicnog izgleda limfnog ¢vora.
6.7. Koncentracija imunoglobulina G u mle¢nom serumu krava

Mleko krava sadrzi brojne antimikrobne proteine (imunoglobulini, laktoferin,

lizozim) koji imaju znacajnu ulogu u odbrani mlec¢ne Zlezde od uzro¢nika mastitisa
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(Sordillo i sar., 1997). Imunoglobulin G je predominantni imunoglobulin u mleku krava
koji ispoljava brojne aktivnosti, kao $to su aktivacija komplementa, opsonizacija i
aglutinacija bakterija. Sadrzaj imunoglobulina u mleku zavisi od stadijuma laktacije i od
zdravstvenog statusa mlecne zlezde. Koncentracija imunoglobulina G se povecava
tokom perioda kasne laktacije i tokom intramamarnih infekcija (Korhonen i sar., 2000;
Krol i sar., 2010).

U tabeli 37 i na grafikonu 1 prikazana je koncentracija imunoglobulina G u
mle¢nom serumu krava ogledne grupe I tokom perioda zasusenja, dok je u tabeli 38 i na
grafikonu 2 prikazana koncentracija imunoglobulina G tokom perioda rane laktacije.
Najmanja prose¢na vrednost koncentracije imunoglobulina G u mle¢nom serumu tokom
perioda zasusenja, kao i tokom perioda rane laktacije uo¢ena je kod krava inficiranih sa
kontagioznim patogenima. Tokom perioda zasusenja, najveée vrednosti koncentracije
imunoglobulina G su zabelezene u uzorcima mleka gde su izolovani minor mastitis
patogeni, dok je tokom perioda rane laktacije, najviSa vrednost uocena u uzorcima
mleka gde nije uocen rast bakterija. Tokom perioda zasus$enja, najniza koncentracija
imunoglobulina G je uofena u uzorcima mleka gde je izolovana bakterija
Staphylococcus aureus i iznosila je 12,21+8,08 g/L. Ovi nalazi odgovaraju rezultatima
istrazivanja Kociga 1 sar. (2012). U njihovom istraZivanju najmanju koncentraciju
imunoglobulina G zabelezili su u uzorcima mleka inficiranih sa Staphylococcus aureus i
iznosila je 1,35+0,32 g/L.. U period rane laktacije, u uzorcima mleka inficiranih sa
bakterijom  Streptococcus agalactiae je =zabelezena najniza koncentracija
imunoglobulina G S§to odgovara nalazima Bobo§ i sar. (2014). Prema njihovom
istrazivanju, veca koncentracija imunoglobulina G je izmerena tokom perioda
predzasusenja, nego tokom rane laktacije, kao i vece vrednosti u uzorcima mleka iz
neinficiranih ¢etvrti u odnosu na Cetvrti inficiranih sa patogenima prvog i drugog reda.
Galfi i sar. (2015¢) su tokom perioda zasuSenja zabelezili najve¢u koncentraciju
imunoglobulina G u mle¢nom serumu krava sa subklinickim oblikom mastitisa gde su

izolovane koagulaza negativne stafilokoke, §to odgovara naSim rezultatima (Tabela 37).

Posmatraju¢i uporedno koncentraciju imunoglobulina G u mle¢nom serumu
krava tokom perioda zasuSenja i rane laktacije, uoava se da su vece vrednosti

zabeleZene u periodu zasuSenja mle¢ne Zlezde Sto odgovara nalazima drugih autora
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(Caffin 1 sar., 1983; Bobos i Vidi¢, 2005; Liu i sar., 2009, Bobos i sar., 2014; Galfi i
sar., 2015c). Pored perioda laktacije, autori navode da se koncentracija imunoglobulina
G povecava tokom intramamarne infekcije, Sto se slaZze sa nalazima tokom perioda
zasu$enja, ali ne i tokom perioda rane laktacije (Tabela 39, Grafikon 3). Sordillo i sar.
(1987) iznose podatak da se koncentracija imunoglobulina G poveéava tokom perioda
zasuSenja dostizu¢i svoj maksimum dve nedelje pre telenja. Isto tako, vecéu
koncentraciju imunoglobulina G uocili su u neinficiranim ¢etvrtima vimena (17,86+1,23
mg/mL) u odnosu na inficirane cetvrti (16,15£1,75 mg/mL) tokom posmatranog

perioda.

Koncentracija imunoglobulina G u mle¢nom serumu krava ogledne grupe II
tokom perioda predzasusenja prikazana je na grafikonu 4 i tabeli 40, iz kojih se uocava
da je najveca koncentracija imunoglobulina G izmerena u uzorcima gde su izolovani
kontagiozni i minor mastitis patogeni. Isto tako, tokom perioda rane laktacije, najvise
vrednosti imunoglobulina G zabeleZene su u uzorcima mleka inficiranih kontagioznim i
minor patogenima (Grafikon 5 i Tabela 41). Ovi nalazi odgovaraju rezultatima
istrazivanja drugih autora koji navode da se koncentracija imunoglobulina G povecava
tokom intramamarne infekcije, kao i da stepen povecanja koncentracije zavisi od
patogenosti uzrocnika zapaljenja (Rainard 1 Caffin, 1983; Korhonen i sar., 2000; Kocina
i sar., 2012). Galfi i sar. (2015c) iznose podatke da je koncentracija imunoglobulina G
tokom perioda rane laktacije bila viSa u bakterioloski pozitivnim uzorcima mlecnog

seruma u odnosu na bakterioloski negativne uzorke.

Na grafikonu 6 i u tabeli 42 prikazane su uporedne vrednosti koncentracije
imunoglobulina G u mle¢nom serumu krava ogledne grupe II tokom perioda
predzasuSenja i rane laktacije. UoCava se da je koncentracija imunoglobulina G bila visa
tokom perioda predzasus$enja, ali tokom infekcije vimena sa kontagioznim patogenima u
periodu rane laktacije zabelezene su znatno viSe vrednosti. Tokom perioda
predzasuSenja i rane laktacije, veée vrednosti imunoglobulina G su izmerene u
bakterioloski pozitivnim uzorcima mle¢nog seruma u odnosu na bakterioloc¢ki negativne

uzorke $to odgovara nalazima drugih autora (Korhonen i sar., 2000; Galfi i sar., 2015c).

Na grafikonu 7 prikazane su koncentracije imunoglobulina G krava ogledne

grupe I 1 Il tokom oba perioda laktacije. Primecuje se da je koncentracija
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imunoglobulina G veéa u mle¢nom serumu krava ogledne grupe | tokom perioda
zasusenja gde su identifikovani patogeni iz okruzenja i minor mastitis patogeni, kao i u
uzorcima mleka gde nije uocen rast bakterija. Istrazivanja su pokazala da je kod krava
ogledne grupe Il tokom perioda rane laktacije izmerena znatno veéa koncentracija
imunoglobulina G u uzorcima gde su detektovani kontagiozni patogeni. Rainard i Caffin
(1983) i Korhonen i sar. (2000) navode da vrednosti imunoglobulina u mleku krava
znacajno zavise od uzro¢nika zapaljenja mle¢ne Zlezde, kao i od trajanja bolesti. Tokom
akutnog zapaljenja vimena, koncentracija imunoglobulina znatno raste, ali kod
hroni¢nih oblika bolesti, pa ¢ak i kod infekcije sa bakterijom Staphylococcus aureus, ne
moze se uoliti znacajno povecanje nivoa imunoglobulina u mleku (Doymaz i sar.,

1988).
6.8. Koncentracija laktoferina u mleku krava

Laktoferin, kao antimikrobni glikoprotein, igra vaznu ulogu u odbrani mlecne
zlezde od egzogenih i endogenih infekcija. Na koncentraciju laktoferina u mleku krava
uticu mnogi faktori, kao $to su period laktacije, proizvodnja mleka, zdravstveni status

vimena (Chang i sar., 2008).

Na grafikonu 8 i u tabeli 43 prikazana je koncentracija laktoferina u mleku krava
ogledne grupe I tokom perioda zasuSenja. U uzorcima mleka gde su identifiovane
bakterije Staphylococcus aureus i Streptococcus agalactiae izmerene su znatno vise
vrednosti laktoferina u odnosu na uzorke mleka gde su izolovane bakterije
Corynebacterium spp. i koagulaza negativne stafilokoke. Ovi nalazi odgovaraju
rezultatima drugih autora koji navode da major mastitis patogeni signifikantno
povecavaju koncentraciju laktoferina u mleku (Harmon 1 sar., 1975; Hagiwara 1 sar.,
2003; Newman i sar., 2009; Chaneton i sar., 2013). Hagiwara i sar. (2003) zapazili su
najvisu koncentraciju laktoferina u uzorcima mleka gde su identifikovane bakterije
Streptococcus agalactiae, §to odgovara naSim nalazima. Pored toga, drugi autori navode
da na koncentraciju laktoferina moZe uticati patogenost uzro¢nika mastitisa (Kawai 1
sar., 1999; Hagiwara i sar., 2003). Komine i sar. (2005) uodili su da je koncentracija
laktoferina kod krava u laktaciji veéa do sedam puta tokom hroni¢nog mastitisa u
odnosu na zdrave jedinke, a kod akutnog mastitisa i do trinaest puta. Tokom

inflamatornog procesa u vimenu, stimuliSu se epitelne celije mlecne Zlezde koje
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povecavaju produkciju laktoferina, a pored toga, sekretorne granule neutrofila

oslobadaju laktoferin (Lash i sar., 1983; Kutila i sar., 2004).

Prema istrazivanjima Welty i sar. (1976) koncentracija laktoferina se na pocetku
zasuSenja krece od 0,04 mg/mL do 0,73 mg/mL, pri ¢emu svoj maksimum dostize
tokom trece 1 Cetvrte nedelje involucije (20-30 mg/mL). Ovi autori zabelezili SU najviSu
fiziolosku koncentraciju laktoferina tokom involucije mle¢ne Zlezde koja je iznosila

118,5 mg/mL.

Koncentracija laktoferina u mleku krava ogledne grupe | tokom perioda rane
laktacije prikazana je na grafikonu 9 i u tabeli 44. Tokom ovog perioda uocava se da su
visoke vrednosti laktoferina izmerene u uzorcima mleka gde nije uocen rast bakterija,
kao i u uzorcima gde su izolovani patogeni iz okruzenja, ali da je koncentracija
laktoferina bila znatno manja u uzorcima mleka gde su identifikovani kontagiozni i
minor mastitis patogeni. Sordillo i sar. (1988) uodili su znacajno niZze koncentracije
laktoferina u uzorcima mleka koji poticu iz ¢etvrti vimena inficiranih sa major mastitis
patogenima u odnosu na uzorke mleka gde su izolovani minor mastitis patogeni i uzorke

gde nije uocen rast bakterija.

Uporedni prikaz koncentracije laktoferina u mleku krava ogledne grupe | tokom
oba perioda dat je na grafikonu 10 i u tabeli 45. MozZe se primetiti da faza laktacije
znatno uti¢e na koncentraciju laktoferina u mleku, posto su vece vrednosti zabelezene
tokom perioda zasuSenja, §to odgovara nalazima drugih autora (Welty i sar., 1976;
Gaunt 1 sar., 1980; Cheng 1 sar., 2008). Pored perioda zasusenja, visoke koncentracije
laktoferina se mogu uociti 1 u kolostrumu. Sanchez 1 sar. (1988) su zabelezili najvecu
koncentraciju laktoferina tokom prve muze posle partusa (0,83 mg/mL), koja naglo
pada tokom prvih dana laktacije, pri ¢emu su definitivne vrednosti laktoferina
dostignute u trecoj nedelji laktacije i iznosile su 0,09 mg/mL. Tokom perioda zasuSenja
vrednosti laktoferina, u nasem istrazivanju, su se kretale od 0,7267 mg/mL do 9,8413
mg/mL, dok su se tokom perioda rane laktacije vrednosti laktoferina kretale od 0,0015
mg/mL do 5,9392 mg/mL. Mleko krava u laktaciji sadrzi relativno male koli¢ine
laktoferina, ¢ija koncentracija varira od 0,02-0,35 mg/mL (Schanbacher i sar., 1993).
Hagiwara i sar. (2003) i Newman i sar. (2009) navode da je koncentracija laktoferina

viSa u bakterioloski pozitivnim uzorcima mleka, $to odgovara naSim nalazima tokom
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perioda zasusenja, ali ne i tokom perioda rane laktacije. Suprotno, Sordillo i sar. (1988)
uocili su nize vrednosti laktoferina u bakterioloski pozitivnim uzorcima u odnosu na
bakterioloski negativne uzorke, navodeci da niza koncentracija laktoferima doprinosi
smanjenju odbrambenog mehanizma mleéne Zzlezde $to rezultira nastanku novih

infekcija.

Koncentracija laktoferina u mleku krava ogledne grupe Il tokom perioda
predzasuSenja prikazana je na grafikonu 11 1 u tabeli 46. Istrazivanja Bushe i Oliver
(1987) ukazala su da se koncentracija laktoferina kretala od 0,4 mg/mL do 1,05 mg/mL
tokom nedelju dana pred zasuSenje, odnosno da se krajem laktacije uoc¢ava povecanje
koncentracije laktoferina u odnosu na period srednje laktacije. Isto tako, Newman i sar.
(2009) uocili su nesto nize vrednosti laktoferina (0,62 mg/mL) nedelju dana pred
zasusSenje, nego na dan zasusenja (1,1 mg/mL). U nasim istrazivanjima, tokom perioda
predzasusenja, vrednosti laktoferina su se kretale od 0,033 mg/mL do 4,9884 mg/mL.
Znatno veca koncentracija laktoferina je izmerena u uzorcima mleka gde su izolovani
kontagiozni patogeni Sto odgovara navodima drugih autora (Kawai i sar., 1999;

Hagiwara i sar., 2003; Newman i sar, 2009).

Na grafikonu 12 i u tabeli 47 data je koncentracija laktoferina u mleku krava
ogledne grupe Il tokom perioda rane laktacije. Najmanja vrednost je zabelezena u
uzorcima mleka gde nije uocen rast bakterija (0,0216 mg/mL), dok su znatno vece
koncentracije uocene u uzorcima mleka gde su izolovane bakterije Staphylococcus
aureus (5,5259 mg/mL) i koagulaza negativne stafilokoke (4,6347 mg/mL), Sto
odgovara rezultatima istrazivanja drugih autora (Harmon i sar., 1975; Kawai 1 sar.,

1999; Hagiwara i sar., 2003, Newman i sar., 2009).

Uporedni prikaz nalaza koncentracije laktoferina u mleku krava ogledne grupe Il
tokom oba perioda laktacije data je na grafikonu 13 i u tabeli 48 iz kojih se moze uociti
da je koncentracija laktoferina viSa tokom perioda predzasuSenja u odnosu na period
rane laktacije 1 u uzorcima mleka sa pozitivnim bakterioloSkim nalazom u odnosu na
uzorke gde nije uocen rast bakterija. Ovi nalazi odgovaraju rezultatima mnogih autora
(Harmon i sar., 1975; Welty i sar., 1976; Schanbacher i sar., 1993; Kawai i sar., 1999;
Hagiwara i sar., 2003; Newman i sar. 2009; Chaneton i sar., 2013).
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Na grafikonu 14 prikazana je koncentracija laktoferina u mleku krava ogledne
grupe 11 II tokom oba perioda laktacije. Moze se uociti da je koncentracija laktoferina u
mleku krava ogledne grupe Il gde su identifikovani kontagiozni i minor mastitis

patogeni bila znatno veca nego kod krava ogledne grupe I tokom perioda rane laktacije.
6.9. Odnos koncentracije imunoglobulina G i laktoferina u mleku krava

Rezultati testa korelacije koncentracije imunoglobulina G i laktoferina u mleku
krava ogledne grupe I prikazana je u tabeli 49. Zapaza se pozitivna korelacija izmedu
koncentracije ova dva proteina, Sto ukazuje da sa povecCanjem koncentracije
imunoglobulina G, povecava se i koncentracija laktoferina. Signifikantna i pozitivna
korelacije izmedu koncentracije imunoglobulina G i laktoferina uocena je i kod krava
ogledne grupe Il tokom oba perioda laktacije (Tabela 50). Ovi nalazi odgovaraju
rezultatima drugih autora (Fleming i sar., 2014). Negativna korelacija je uocena kod
uzoraka mleka krava ogledne grupe | gde su identifikovani major mastitis patogeni, §to

moze da ukaze na supresiju lokalnog odbrambenog sistema mlecne Zlezde.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata dobijenih u okviru ove doktorske disertacije izvedeni su

slede¢i zakljucci:

1. Najcesée izolovani major mastitis patogeni iz uzoraka mleka krava u
ogledu bile su bakterije Staphylococcus aureus i Streptococcus

agalactiae

2. Minor mastitis patogeni (Corynebacterium spp. i koagulaza negativne
stafilokoke) su najceSce i1zolovane bakterije iz pojedinacnih uzoraka

mleka krava ogledne grupe 1i II.

3. Kalifornija mastitis test pokazao je vecu senzitivnost i specifi¢nost u
odnosu na Draminski mastitis test u postupku detekcije poremecene

sekrecije vimena i subklinickog mastitisa.

4. Ultrasonografija mlecne Zlezde krava pruza korisne informacije o
zdravstvenom stanju vimena omogucavajuci identifikaciju krava sa
patoloskim promenama kako u parenhimu, tako i u papili vimena, §to se
moze potvrditi bakterioloSkim nalazom tokom laktacije. Pored toga,
pokazala se kao efikasna metoda u dijagnostici poremecene sekrecije
vimena i mastitisa kod krava tokom perioda zasusenja kada bakterioloske

analize nisu preporucljive.
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5. Veée vrednosti koncentracije imunoglobulina G u mle¢nom serumu
krava uoCene su tokom perioda predzasusenja i zasusenja, U odnosu na

period rane laktacije.

6. Najvisa koncentracija laktoferina izmerena je u mleku krava ogledne

grupe I tokom perioda zasusSenja.

7. Najveci uticaj na porast koncentracije laktoferina u mleku krava imali su

bakterijski uzro¢nici mastitisa.

8. Efikasnost antibiotske terapije primenjene tokom perioda zasusenja kod
krava ogledne grupe 1 iznosila je 52,7%, dok je efikasnost primenjene
terapije govedim laktoferinom i antibiotikom kod krava ogledne grupe II

iznosila 60%.

9. Aplikacija laktoferina tokom perioda zasuSenja doprinela je efikasnosti
terapije intramamarnih infekcija, ali nije imala uticaj na koncentraciju

laktoferina u mleku tokom perioda rane laktacije.

Dalja istrazivanja su neophodna kako bi se u potpunosti potvrdila efekasnost
intramamarne terapije govedim laktoferinom i antibiotikom u cilju eliminacije

uzro¢nika mastitisa i da se odredi terapijska koncentracija laktoferina.
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Prilog 1. Lista za unos podataka dobijenih klini¢kim i ultrazvu¢nim pregledom vimena

krava

KLINICKI PREGLED VIMENA KRAVA

1. OPSTI PODACI
Broj zivotinje
Rasa
Starost
Period
laktacije

2. ZDRAVSTVENO STANJE
Opste stanje

Trajanje O manje od nedelju dana
bolesti " .

O vise od nedelju dana
Zahvacena 0 PL 0O PD
cetvrt ozL 0 ZD
Adspekcija O crvenilo O deformacija vimena O temperiranost
vimena o

O edem O deformacija sisa
NAPOMENA
Palpacija
vimena
Bolnost 0 DA
vimena O NE
CMT PL PD

ZL ZD
Draminski PL PD

ZL ZD
Konzistencija
mleka

BROJEVI ULTRAZVUCNIH SLIKA
1. PARENHIM
PL
PD
ZL
ZD
2. SISNI KANAL

PL
PD
ZL
ZD
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Prilog 2. Diferencijalne karakteristike stafilokoka (Markey i sar., 2013)

Karakteristike

Staphylococcus

Staphylococcus

Staphylococcus

aureus epidermidis simulans

Koagulaza + - -
DNA-aza N 11 od 89% sojeva i

su pozitivna
Hemoliza + 11 od 89% sojeva 11 od 89% sojeva

su pozitivna su pozitivna
Alkalna fosfataza + 11 od 89% sojeva 11 od 89% sojeva

su pozitivna su pozitivna
Ureaza 11 od 89% sojeva 4 +

su pozitivna
Fermentacija manitola + - +
Osetlj ivost na S S S
novobiocin
Osetl le(_)st na R R S
polymyxin B
Trehaloza N ] 11 od 89% sojeva
su pozitivna

Ksiloza - - -
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Prilog 3. Diferencijalne karakteristike streptokoka (Markey i sar., 2013)

Karakteristice  “URONEE eaectaeuborts
Seroloska grupa B C E
Hemoliza a, Biliy o,y o,y
CAMP test + - -
Eskulin - - +
Manitol - - +
Salicin - - +
Saharoza +
Laktoza + + +
Sorbitol - ) +
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Prilog 4. Osetljivost izolovanih mikroorganizama na antimikrobne lekove na osnovu
disk- difuzione metode

Bakteriolo$ki nalaz

Antimikrobni lek Staph. S. S. E. A.
aureus agalactiae dysgalactiae faecium pyogenes

Ampicilin 10 pg S S S S S
Amoxicillin 25 pg S S S S S S
Amoxicillin/clavulanic S S S S S S
acid 20/10 pg

Penicilin 10U S S S R S S
Neomycin 30 pg S R R R S S
Tetracycline 30 ug S R R R I S
Trimethoprim 5 pg S R R R R S
Novobiocin 5 pg S R R R R R
Bacitracin 0.04U 12 mm R R R S R

R- rezistentan; I- intermedijarno osetljiv; S- senzitivan
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Prilog 5. Tablica odredivanja imunoglobulina G na osnovu pre¢nika precitipinskog

prstena (INEP, Zemun)

R g/L R g/L R g/L
4.0 0.088 6.0 0.618 8.0 1.359
4.1 0.110 6.1 0.650 8.1 1.402
4.2 0.132 6.2 0.682 8.2 1.445
4.3 0.154 6.3 0.715 8.3 1.488
4.4 0.177 6.4 0.749 8.4 1.533
4.5 0.201 6.5 0.783 8.5 1.577
4.6 0.225 6.6 0.818 8.6 1.623
4.7 0.249 6.7 0.853 8.7 1.668
4.8 0.275 6.8 0.889 8.8 1.715
4.9 0.300 6.9 0.925 8.9 1.762
5.0 0.326 7.0 0.962 9.0 1.809
5.1 0.353 7.1 0.999 9.1 1.857
5.2 0.380 7.2 1.037 9.2 1.906
53 0.408 7.3 1.076 9.3 1.954
54 0.437 7.4 1.114 9.4 2.009
55 0.465 7.5 1.154 9.5 2.054
5.6 0.495 7.6 1.194 9.6 2.105
5.7 0.525 7.7 1.234 9.7 2.156
5.7 0.555 7.8 1.275 9.8 2.207
5.9 0.586 7.9 1.317 9.9 2.260
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