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POPIS KRATICA

APT - eng. Acoustic pulse therapy; terapija zvuénim valovima

BSS — broj somatskih stanica

IMI — intramamarna infekcija

PRHM - eng. phytobiotic rich herbal mixture; biljna mjeSavina bogata fitobioticima
DNK — deoksiribonukleinska kiselina

PCR — eng. polymerase chain reaction; lan€ana reakcija polimerazom

RT-PCR — eng. reverse transcription polymerase chain reaction; reverzna transkriptaza
lan€ana reakcija polimerazom

MAPK — mitogenom-aktivirane protein kinaze
IRT — Infracrvena termografija

VEGF - eng. vascular endothelial growth factor; vaskularni endotelni ¢imbenika rasta



SADRZAJ

1. UVOD ..t e e 1
2. UZROCNICI MASTITISA ..ottt s, 2
2.1, OKOLISNIUZROCNICH ......ocvieieieieeieeeeeeetee e, 2
2.2, ZARAZNI UZROCNICH .......ocucviieeieeeieeeeeeteee et 3
3. PODJELA MASTITISA oot 6
3.1, SUBKLINICKI MASTITIS ...oouiiieiiietieeeteeee ettt 6
3.2, KLINICKI MASTITIS ...oouiiotiecteee ettt 6
PATOGENEZA MASTITISA ..o 8
DIJAGNOSTIKAMASTITISA ... 9

5.1. BROJ SOMATSKIH STANICA. ... ..ot 9
5.2, MASTITS TEST ... e 11
5.3. BAKTERIOLOSKA PRETRAGA MLIJEKA .......c.ocociiiieeeeieeieeeeeeeveee e, 11
5.4. TEST PROVODLJIVOSTI MLIJEKA .....coiiiiiiiiii e 12
5.5. NOVE METODE DIJAGNOSTIKE.........cocoiiiiiiiiiiiiiie e 13
6. PREVENCIJA | LIJECENJE MASTITISA ....ovioiiiiiieeeee e 15
6.1. PREVENCIJAMASTITISA ... 15
6.1.1. UTJECAJ HRANIDBE NA POJAVNOST MASTITISA ....ccccoeiiiiiiieiiin. 15
6.2. LIJECENJE MASTITISA U LAKTACIIL....cociiiiiiieiiiiecieeeeeeeeveee e, 16
6.3. LIJECENJE MASTITISA U SUHOSTAJU....c.coiviiiiiiiicieiieeeieieeeee e, 17
6.4. ALTERNATIVNE METODE LIJCENUJA ......ccoiiiiiitiiiiieciceeesee e, 19
6.4.1. PRIPRAVCI I?ILJNOG PODRIJETLA ... 19
6.4.2. PRIPRAVCI ZIVOTINJSKOG PODRIJVETLA ............................................. 21
6.4.3. OSTALI PRIPRAVCI | METODE LIJECENJA .......cooiiiiiiie e, 22

7. RASPRAVA e 25
8. ZAKLJUCC ...ttt 27
9. POPIS LITERATURE ... .o 28
10, SAZETAK c.oooeeeieeeeeeeeeee ettt bttt enens 35
11, SUMMARY .o 36
12, ZIVOTOPIS ..ottt 37



1. UVOD

Mastitis je upala mlijeCne Zlijezde koja nastaje kao posljedica traume ili infekcije
mikroorganizmima, a smatra se jednim od glavnih uzroka ekonomskih gubitaka u
mlije€noj industriji. Ukupni gubitci se mogu podijeliti na gubitke uzrokovane smanjenom
proizvodnjom, kvalitetom mlijeka te gubitke zbog oStecenja sekretornog dijela tkiva
(BACIC, 2009.). Sekretorno tkivo vimena zahvaéeno upalnim procesom pokazuje
znacajne gubitke u lumenu alveolarnog epitela $to kasnije dovodi do vece izloZzenosti
vimena patogenima, odnosno do oslablienog odgovora imunoloSkog sustava
(NICKERSON i sur., 1995.). Mastitis uzrokuje preko 150 razli€itih vrsta mikroorganizama
(bakterije, mikoplazme, kvasci, plijesni ili gljivice). Ipak, klini¢ki najznacajniji uzrocnici
dolaze iz skupine bakterija, odnosno stafilokoka i streptokoka. Mastitis se manifestira u
subklinickom i klinickom obliku (BACIC, 2009.). U novije vrijeme se sve vie napora ulaZe
u razvoj ranih metoda detekcije ove bolesti kako bi se smanjilo vrijeme od pojave
pocCetnog odgovora imunoloSkog sustava do potpunog ozdravljenja zZivotinje. Buduci da
je mastitis uzrokovan mikroorganizmima, glavni pristup lije€enju je primjena antibiotika,
no u novije vrijeme zbog ucestalog razvoja rezistentnih sojeva mikroorganizama pocele
su se razvijati alternativne metode lijeCenja i kontrole mastitisa mlije¢nih goveda. Cilj

diplomskog rada je prikazati novije pristupe u kontroli i lije€enju mastitisa krava.



2. UZROCNICI MASTITISA

2.1. OKOLISNI UZROCNICI

Okolidni, odnosno uvjetno patogeni uzro€nici mastitisa su mikroorganizmi koji se
nalaze u okolini Zivotinje te ih moZemo najbolje opisati kao oportunistickim patogenima.
Do infekcije ovim mikroorganizmima naj¢eSc¢e dolazi zbog greski prilikom muznje ili kod
Zivotinja koje imaju oslabljeni imunitet pa posljedicno tome dolazi do ulaska i
umnozavanja patogenih mikroorganizama. Do ove vrste mastitisa najCeS¢e dolazi u
intenzivnim uzgojima ili slabo odrzavanim stajama. Broj slu€ajeva raste tijekom toplog i
vlaznog vremena jer se stvaraju povoljni uvjeti za rast i razvoj mikroorganizama u okoliSu.
Glavni uvjetovani uzroCnici mastitisa dolaze iz porodice Streptococcusa (npr.
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae ), koliformnih mikroorganizama (npr.
Echerichia coli, Klebsiella spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp.) te mikroorganizmi
poput Pseudomonas spp (BACIC, 2009.).

Bakterija Streptococcus uberis se nalazi u stajama u iskoristenoj slamnatoj stelji ili
u silazi. Za razliku od ostalih streptokoka nema sposobnost vezanja na stanice domacdina.
NajceSce Streptococcus uberis povezujemo s ljetnim mastitisima koji se javljaju u krava
u suhostaju i junicama u ljetnim mjesecima. Uobi¢ajen postupak prevencije mastitisa
uranjanjem sisa u dezinficijens te lije€enje antibioticima tijekom suhostaja ne daju zZeljene
rezultate. Uc&inkovitost antibiotika prema Streptococcus uberis je bolja u usporedbi s
Staphylococcus aureusom, ali loSija u usporedbi s bakterijama Streptococcus agalactiae
i Streptococcus dysgalactiae. Neka istrazivanja su pokazala da a-kazein i f-kazein potic¢u
stvaranje biofilma koiji Stiti Streptococcus uberis prilikom antibiotske terapije (GOMES i
HENRIQUES, 2016.)

Bakterija Streptococcus dysgalactiae uzrokuje uglavnom akutne mastitise na
poCetku laktacije, ali i za vrijeme suhostaja Sto pokazuje da se Sirenje uzroCnika moze
razvijati neovisno o muznji. UzroCnik se obi¢no nalazi u tonzilama i rodnici zarazene
Zivotinje. Mastitisi uzrokovani ovim uzro¢nikom Cesto se javljaju zbog greSke u muznoj
opremi (loSe podeseni pulzatori ili previsoki vakum) na nacin da uzrokuju ozljede samog

vimena ili nadrazenost sisnog kanala i okolnog tkiva (NAGLIC i sur., 2005.)



Bakterija Escherichia coli spada pod gram negativne StapiCaste bakterije iz
porodice Enterobacteriaceae (uz Klebsiella spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp., i
Aerobacter spp.). FizioloSki se nalaze u probavnom sustavu ljudi i Zivotinja kao sastavni
dio mikroflore. Nalazimo ih i u okolini Zivotinja bilo u vodi, hrani, kontaminiranoj stelji ili
fecesu. Infekcija ovim uzrocnikom ¢esSca je kod Zivotinja koje se drze na vezu (SMITH i
HOGAN, 1993.). Ostali pogodovni €imbenici su ozljede sisa, povecana vlaga, niska
razina vitamina E i selena te niska razina laktoferina kao i poviSena razina citrata u mlijeku
(u ranoj laktaciji ili prije poroda). lako se stanje obi¢no manifestira blagim simptomima
(groznica, anoreksija, depresija) moze do¢i do brzog umnazZanja bakterija za vrijeme
puerperija $to dovodi do jakog upalnog odgovora. Svi sojevi Escherichie coli u stijenki
sadrzZe polisaharide koji se oslobadaju prilikom raspada bakterijske stanice. Polisaharidi
oslobodeni prilikom raspada (lipid A) djeluju na organizam kao endotoksini. Lipid A i
polisaharidni lanci neutraliziraju djelovanje pojedinih komponenata sustava komplementa
te oSteduju endotel i uzrokuju nastajanje intravaskularnih ugruSaka te pojavu znakova
Soka. Primjena antibiotika ne daje Zeljene rezultate, odnosno ne djeluje na uzrocnika
(NAGLIC i sur., 2005.).

2.2. ZARAZNI UZROCNICI

Zarazni, odnosno kontagiozni uzroC€nici mastitisa se mogu prenositi sa Zivotinje na
Zivotinju, pogotovo tijekom muznje. Tu spadaju mikroorganizmi koji obitavaju na vimenu
Zivotinje te se umnazaju i ulaze u sisni kanal za vrijeme muznje. Glavni uzro€nici
kontagioznog mastitisa su Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae te u manjoj
mjeri mikoplazme (Mycoplasma bovis, Mycoplasma californicum, Mycoplasma
bovigenitalium) i Corynebacterium bovis (SCHREINER i RUEGG, 2002.). Kontagiozni
uzro€nici mastitisa najCeS¢e uzrokuju subkliniCki oblik mastitisa koji se moze pratiti
odredivanjem broja somatskih stanica u mlijeku (BSS). Klini¢ki oblik mastitisa moze se
razviti u 40% slu€ajeva, ali se najceS¢e manifestira sa blagim simptomima. Kontagiozni

uzroCnici se mogu kontrolirati odvajanjem zdravih od inficiranih zZivotinja, provodenjem



dezinfekcije prije i nakon muznje te CiS¢enjem i odrzavanjem opreme za muznju (SMITH
i HOGAN, 1993.).

Bakterija Staphylococcus aureus je gram pozitivha bakterija koja se uobi€ajeno nalazi
kod ljudi i Zivotinja na kozi i u nosu. Vecina mastitisa je uzrokovana ovim uzro¢nikom
(VASUDEVAN i sur.,2003). Staphylococcus aureus dovodi do znacajnih ekonomskih
gubitaka buduéi da oSteCuje parenhim vimena pa se proizvodnja mlijeka u inficiranoj
Cetvrti smanjuje i do 50%. Uzro¢nik se moze naci na mlije€noj Zlijezdi kroni¢no inficiranih
Zivotinja, sisnom kanalu te na lezijama vimena. MozZe se naci i na rukama muzaca zbog
ne provodenja svih preventivnih mjera pa dolazi do prijenosa uzro€nika sa zivotinje na
Zivotinju. Staphylococcus aureus moze prodrijeti dublje u parenhim vimena vezan za
mlijeCnu  mast. Uz intracelularni smjeStaj Staphylococcus aureus izbjegava
prepoznavanje od strane imunoloSkog sustava i posljedi¢nu fagocitozu stvaranjem
polisaharida. Tijekom infekcije nastaju i mali apscesi u parenhimu vimena koji su obavijeni
vezivnim tkivom. Vezivno tkivo predstavlja dodatnu barijeru izmedu uzrocCnika i
imunoloskog sustava domacina. S vremenom se mali apscesi mogu spoijiti u vece, okom
vidljive kvrge (preporuca se takve Zivotinje izluciti iz proizvodnje). Poput Escherichiae coli
i Staphylococcus aureus stvara i otpusta endotoksine od kojih je najznacajniji alfa-
hemolizin. Konzumacija svjezeg, nepasteriziranog, zarazenog mlijeka moze uzrokovati
pojavu simptoma i u ljudi (BACIC, 2009.).

Bakterija Streptococcus agalactiae je gram negativna bakterija koja spada u skupinu
hemoliti¢kih streptokoka. Uzro€nik se uglavnom nalazi na vimenu inficirane Zivotinje te se
prenosi sa zivotinje na Zivotinju tijekom muznje ili putem kontaminirane vode
(JORGENSEN i sur., 2016.). Infekcije, iako pokazuju blage klinicke simptome, zbog
trajanja mogu uzrokovati oStecenja Zljezdanog dijela vimena te njegovu zamjenu sa
vezivnim tkivom. Karakterizira ju otpornost na vanjske uvjete, tako da moze perzistirati
na kozi (ali i dlaci) do tri tiedna i predstavljati potencijalni izvor zaraze za druge zdrave
Zivotinje. Jednom kada ude u sisni kanal ona se veze za parenhim, te se najces¢e nalazi

na povrsini mukoze i u mlije¢nim kanali¢ima (KIBEBEW, 2017.).

Mastitisi uzrokovani mikoplazmama su rjedi od onih nastalih infekcijama

Staphylococcus aureus ili Streptpcoccus agalactiae. Cesto uzrokuju teske Kklinicke



simptome te oStecCenja sekretornog tkiva. Infekcija je karakterizirana naglom promjenom
konzistencije mlijeka te padom mlijeCnosti. U svjeze izmuzenom mlijeku mozemo naci
krpice te obilan talog iznad kojega nalazimo vodenasti sadrzaj. Mlijeko Zivotinja Cesto se
ne testira na mikoplazme $to im pogoduje u daljnjem Sirenju. Mikoplazme su otporne na
uobicajenu antibiotsku terapiju. Najbolji nacin sprjeCavanja Sirenja uzro¢nika je pravilno
provodenje higijenskih mjera, redovna kontrola mlijeka te izlu€ivanje zaraZenih Zivotinja

zbog pada proizvodnje, ali i moguéeg $irenja na zdrave Zivotinje (BACIC, 2009.).

Bakterija Corynebacterium bovis je gram pozitivna, StapiCasta bakterija koja ima
karakteristike uvjetno patogenih i kontagioznih uzroCnika mastitisa. Uglavnom ju
nalazimo na mlije€noj Zlijezdi i sisnom kanalu zarazene Zivotinje, ali se moze nadi i u
okoliSu. UnatoC visokoj kontagioznosti mastitisi uzrokovani ovim uzroénikom cesto
prolaze neopazeno ili sa blagim simptomima. Naj¢eS¢e se Siri unutar stada zbog ne
provodenja dezinfekcije prije i nakon muznje (NAGLIC i sur., 2005.). Izostankom ovog
koraka mozZe doci do infekcije 50% cCetvrti unutar stada. Za suzbijanje i sprjeCavanje
pojave ovog uzroCnika je najvaznije pravilno provodenje higijene muznje. Tijekom
Sezdesetih godina proslog stolje¢a uveden je tzv. , The five point plan“ koji se sadrzi od
dezinfekcije vimena prije i nakon muznje, lijeCenje svih krava antibioticima za vrijeme
suhostaja, lije€enje Zivotinja koje pokazuju kliniCke znakove tijekom laktacije, pravilno
odrzavanje muzne opreme te izlu€ivanje problemati¢nih Zivotinja iz proizvodnje (BREEN,
2019.).



3. PODJELA MASTITISA

3.1. SUBKLINICKI MASTITIS

Subklini¢ki mastitis karakterizira blaga upala mlijeCne Zlijezde koju zbog nedostatka
vanjskih vidljivih znakova ne mozemo utvrditi vanjskom inspekcijom vimena. Subklini¢ki
mastitis uzrokovan je gram pozitivnim bakteriama (Staphylococcus aureus,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis). Povecani broj somatskih stanica
jedini je znak infekcije. Kod ovog oblika mastitisa jo$ nije doslo do pojave klini¢ki vidljivih
simptoma bolesti (BACIC, 2009.). Subklini¢ki mastitis &esto prolazi neopazeno od strane
radnika i veterinara. lako mogu biti vidljivi blagi znakovi upale oni ¢esto prolaze
neopazeno pogotovo kod strojne muznje. Mlijeko inficiranih Zivotinja je naizgled bez
promjena te nalikuje na mlijeko zdrave Zivotinje. Ova faza bolesti ima promjenijivo vrijeme
trajanja koje se moze razlikovati od Zivotinje do zivotinje unutar istog stada. Moze varirati
od nekoliko dana pa sve do nekoliko mjeseci. Dva moguca ishoda su razvoj klinickih
simptoma i prelazak u kliniCki mastitis ili spontano ozdravljenje Zivotinje. Subklinicki
mastitis se u praksi javlja 2-20 puta ¢esc¢e od klinickog. Njegovo pravovremeno otkrivanje
je vazan €imbenik u prevenciji nastanka i Sirenja mastitisa. Jednostavan nacin otkrivanja
subklinickog mastitisa je provodenje mastitis testa te pracenje broja somatskih stanica
(ABEBE i sur., 2016.). Sa svakim udvostru¢enjem broja somatskih stanica mlije¢nost
pada za 2%. Osim pada mlijeCnosti dolazi i do pada kvalitete mlijeka zbog poveéane
propustljivosti krvnih zila. Porastom koli€ine krvnih proteina, koliina kazeina i mlijeCne

masti se smanjuje.

3.2. KLINICKI MASTITIS

Klini€ki mastitis je oblik bolesti u kojoj su se poceli pokazivati vidljivi znakovi bolesti.
To je dijagnosticki jednostavniji oblik bolesti jer su simptomi vidljivi i bez provodenja
testiranja. KliniCki znakovi vidljivi su na samom vimenu ili preko promjena u kvaliteti i

konzistenciji mlijeka. Mlijeko bolesne Zivotinje je prozeto vidljivim krpicama ili vlaknastim



tvorbama (mjesSavina leukocita, bjelancevina te odumrlog epitela) te je vodenasto. Klinicki
mastitis najéeS¢e dovodimo u vezu sa infekcijom i razmnoZavanjem Streptococcus
uberisa, Escherichie coli, Klebsielle spp. te Pseudomonasa spp. Prema jacini simptoma
klinicki mastitis moZemo podijeliti na blagi, umjereni te teski oblik mastitisa (PETERSON-
WOLFE, 2010.).

Blagi oblik klinickog mastitisa je najceS¢i na farmama koje ne provode redovne
kontrole. Cesto prode neopazen te dode do samoizljecenja. Blagi oblik mastitisa ima
nekih slicnosti sa subklini¢kim mastitisom. Simptomi bolesti su ¢esto vrlo blagi i na prvi
pogled nisu uodljivi. Provodenjem mastitis testa na Zivotinji koja ima blagi oblik klinickog

mastitisa mozemo uogiti krpice &ak i prije dodavanja reagensa (BACIC, 2009.) .

Kod umjerenog oblika klinickog mastitisa osim promjena na mlijeku dolazi i do razvoja
promjena na samoj mlije€¢noj Zlijezdi. Zbog nakupljanja krpica unutar vimena dolazi do
blokiranja mlijecnih kanali¢a te posljedi€nog nakupljanja mlijeka unutar vimena. To dovodi
do povecanja njegovog obujma. Do povecanja obujma dolazi i zbog odgovora tkiva na
upalni proces koji se dogada. Dolazi do stvaranja upalnog edema koji je prisutan neovisno
o nakupljanju mlijeka. Uslijed svih ovih faktora zahvacena Cetvrt postaje povecana, tvrda,
promijenjene boje (crvenija od okolnog tkiva) te moguée i temperirana i bolna na dodir
(KIBEBEW, 2017.).

Teski oblik klinickog mastitisa je praéen poremeéajem opéeg stanja Zivotinje. Zivotinja
je u ovoj fazi mastitisa letargi¢na, vidno potiStena, pokazuje znakove opce slabosti, dolazi
do gubitka apetita te do razvoja drhtavica te povisenja tjielesne temperature. Ostali kliniCki
znakovi su povisene vrijednosti bila i disanja, smanjene kontrakcije buraga, veliki pad
mlije€nosti te moguéi razvoj hipokalcemije (mlije€na groznica). Zbog jakih upalnih
procesa dolazi do oSteCenja alveola te moguce produkcije krvavog, vodenastog ili
sluzavog mlijeka. PogorSanja opceg stanja zivotinje posljedica je stvaranju endotoksina
od strane mikroorganizama koje su kolonizirale i umnazaju se u vimenu. Endotoksini
putem Krvi putuju kroz cijeli organizam pa se ovaj oblik mastitisa Cesto naziva i toksicni
mastitis (BACIC, 2009.).



4. PATOGENEZA MASTITISA

Nastanak mastitisa najCeSce je posljedica kolonizacije i umnazanja mikroorganizama
unutar mlijecne Zlijezde. Mastitis moze nastati ulaskom mikroorganizama kroz sisni kanal
(galaktogena infekcija), preko ozljeda na kozi mlijeCne Zlijezde (limfogena infekcija) ili
nesto rjede putem krvi (hematogena infekcija). Zbog umnazanja patogenih
mikroorganizama na mjestu infekcije dolazi do imunoloSskog odgovora organizma
domacina. Zahvaceno tkivo reagira na nacCin da dolazi do stvaranja i otpusStanja
medijatora upale unutar zahvacenog tkiva. Medijatori upale poti¢u migraciju leukocita iz
krvi na mjesto upale. Dolaskom na mjesto upale leukociti okruzuju mikroorganizme te
dolazi do fagocitoze (BACIC, 2009.). Brzina infiltracijle mikroorganizama te njihovo
umnazanje na okolno tkivo ovisit ¢e o uzroCniku, broju mikroorganizama, veli€ini
zahvacéenog tkiva te najviSe o stanju imunolo8kog sustava zahvacene Zivotinje (RUEGG,
2003.). Mlijeko sadrzi komponente koje imaju baktericidno djelovanje u obliku lizosoma,
laktoferina te peroksidaza. Isto tako, vaznu ulogu u obrani organizma Zivotinje ima i
imunosni sustav putem stani¢ne i humoralne imunosti koje Stite Zivotinju od daljnjeg
Sirenja uzroCnika (EZZAT ALNAKIP i sur, 2014.). PovrSina sisnog kanala je oblozena
tankim slojem keratinina koji se uklanja prilikom strojne muznje. U slu€aju prekomjerne
tvorbe keratinina (hiperkeratoza) koza sisnog kanala postaje hrapava §to omogucava
lakSe naseljavanje mikroorganizama. Zbog hrapave povrSine sisnog kanala otezana je
dezinfekcija prilikom muznje (BACIC, 2009.). Pogodovni &imbenici za razvoj mastitisa su
oStecCenje koze vimena, higijena nastambi i muznih strojeva, dob Zivotinje te pasminska
predispozicija zivotinje. Prilikom nepravilne strojne muznje, muznje na prazno ili
prekomjerne muznje moze doci do oSteCenja koze vimena. Isto tako, mastitisima su
podloznije straznje Cetvrti zbog izloZenosti ozljedama i nepovoljnim higijenskim uvjetima.
Ozljede koze vimena su rjede kod visoko postavljenog i plitkog vimena. Anatomija Cetvrti
takoder igra ulogu u razvoju mastitisa, njezina udaljenost od tla te stanje sisnog kanala
pogoduju kolonizaciji mikroorganizama te razvoju subklinickog ili kliniCkog mastitisa.
Mastitis Ce se CeScCe razviti u starijih jedinki, jedinki drzanih u nepovoljnim higijenskim
uvjetima te kod onih jedinki koje su imali povecani broj somatskih stanica u posljednjoj

laktaciji.



5. DIJAGNOSTIKA MASTITISA

Dijagnostikom mastitisa otkrivamo inficirane krave i uzrocnike koji su izazvali infekciju.
Idealan nacin otkrivanja mastitisa ne postoji, stoga se koriste razne metode koje se
prilagodavaju uvjetima na farmi. Metoda dijagnostike mastitisa treba biti jeftina, brza,
pouzdana i primjenjiva na farmi. Otkrivanje mastitisa u ranijoj fazi omogucava brze
djelovanje i odredivanje lijedenja (BACIC, 2009.). Dijagnostika se uglavnom temelji na
odredivanju BSS u mlijeku, bakteriolo$koj pretrazi te mastitis testu. U klinickom stadiju
bolesti testiranje nije potrebno jer se klinickim pregledom mogu uoditi promjene na
vimenu. MikrobioloSko testiranje je pozeljno kako bi se mogla provesti $to ucinkovitija
terapija. u slu€ajevima subklinickog mastitisa Zivotinje ne pokazuju kliniCke znakove i
nema uocCenih promjena u sastavu mlijeka te je bolest potrebno dijagnosticirati razli€itim
metodama. Subklini¢ki mastitis pogada oko 25 do 50% mlije¢nih krava, pa je ekonomski
utjecaj subklini¢kog mastitisa znatno veci od utjecaja uzrokovanog klini¢kim mastitisom
(ARGAW, 2016., BENIC i sur., 2018.). Do danas su razvijene brojne metode za otkrivanje
infekcije mlije¢nih Zlijezda.

Konvencionalne metode dijagnostike mastitisa uglavnom su kvalitativne sa niskom
razinom osjetljivosti i temelje se na odredivanju BSS i mastitis testu. U novije vrijeme s
razvojem tehnologije uvode se molekularne metode koje su kvantitativne i visoko
specifitne temeljene na genotipizaciji i fenotipizaciji. Ove visoko specificne metode
predstavljaju vazan napredak u pogledu Sto ucinkovitijeg lijeCenja, odnosno odabira
antibiotika ovisno o uzro¢niku mastitisa (ili neke druge metode lije€enja) (GURJAR i sur.,
2012, BENIC i sur., 2018.).

5.1. BROJ SOMATSKIH STANICA

Mlijeko je proizvod epitelnih stanica mlijeCne Zlijezde. Epitelne stanice su oblozene
krvnim zilama i iz krvi uzimaju prekursore mlijeka. Somatske stanice Cine epitelne stanice

i leukociti, tj. neutrofili, makrofagi, limfociti i eritrociti. Epitelne stanice se lu¢e u mlijeko iz



Zljezdane sluznice, a leukociti ulaze u mlije¢nu zlijezdu kao odgovor na infekciju ili ozljedu
(SHARMA i sur., 2011., DILLON, 2012.). Epitelne stanice u mlijeku se mogu podijeliti na
vakuolirane i nevakuolirane. Vakuolirane i ne vakuolirane epitelne stanice imaju velike
jezgre sferi€¢nog, elipticnog ili nepravilnog oblika. Citoplazma nevakuoliranih epitelnih
stanica nije granulirana i ne sadrZi masne kapljice. Kod vakuoliranih se koli€ina
citoplazme mijenja, a sadrzi razliCit broj masnih vakuola u jezgriiliim je jezgra razgradena
u vie manijih granula u citoplazmi (DOBRANIC, 2006.). U zdravom mlijeku leukociti &ine
oko 25% somatskih stanica. Uloga im je fagocitoza patogenih mikroorganizama i
pokretanje odgovarajuceg imunoloSkog odgovora. Na pocetku infekcije epitelne stanice
mlijeCne Zlijezde i makrofagi sintetiziraju i oslobadaju razliCite protuupalne citokine.
Protuupalni citokini stimuliraju kemotaksiju neutrofila iz okolnih krvnih Zila. Limfociti
koordiniraju imunolodkim odgovorom dok neutrofili i makrofagi fagocitiraju i unistavaju
bakterije. Broj somatskih stanica desetlje¢ima se koristi kao zlatni standard u dijagnostici
subklinicCkog mastitisa. Moze se izmijeriti izravnim ili neizravnim metodama. Uzorke
mlijeka za mjerenje BSS treba uzeti neposredno prije muznje, nakon odbacivanja prva tri
mlaza mlijeka (LAM, 2009., DILLON, 2012.). BSS se odreduje u jednom ml mlijeka.
Mlijeko iz neinficirane Cetvrti obi¢no ima vrijednost BSS-a ispod 100 000/ml mlijeka. U
Europi i Sjevernoj Americi grani¢na vrijednost BSS-a iznosi 200 000/ml mlijeka, iako je u
SAD-u zakonski postavljena granica na 400 000/ml. U Australiji i Novom Zelandu
zakonski je odredena granica vrijednosti BSS-a od 250 000/ml, zbog vecinski pasnog
nadina drzanja krava tijekom cijele godine (KNEZEVIC i sur., 2021.). U Hrvatskoj se
mjesecna analiza mlijeka provodi prema Pravilniku o kakvoci svjezeg sirovog mlijeka.
Mjesecni izvjeStaj omogucuje kontinuirano pracenje zdravlja vimena pojedine krave i
pracenje subklini€kih mastitisa. U vecini zapadnoeuropskih zemalja kontrola somatskih
stanica provodi se prilikom svakog odvoza mlijeka s farme. Nepisano pravilo je da svako
povecanje od 100,000 somatskih stanica u skupnom uzorku ukazuje da je 10% viSe
inficiranih krava u stadu (BACIC, 2009.).
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5.2. MASTITS TEST

Mastitis test je neizravna, jednostavna, orijentacijska metoda dijagnostike
subklinickog mastitisa Cija je glavna namjena orijentacijski izmjeriti BSS procjenom
koli¢ine DNK u mlijeku. Mastitis test moZe se provesti primjenom Zagrebackog, California
ili Wisconsin mastitis reagensa. Za provedbu testa koristi se vodena otopina povrsinski
aktivne tvari i indikatora pH. Zagrebacki mastitis reagens reagira sa mligkom na nacin da
zbog povecane povrSinske napetosti dovodi do razaranja staniche membrane leukocita.
Razaranjem stani¢ne membrane dolazi do oslobadanja DNK sadrZzane unutar leukocita
koji polimerizira i tvori gel. Zdravlje mlijeCne Zlijezde se procjenjuje na osnovu
konzistencije mjeSavine mlijeka i reagensa te promjeni boje indikatora uzrokovane
promjenom pH. Sto je infekcija jaéa u mlijeku je prisutno vide leukocita i formira se veéa
i guscéa koli¢ina mase sli¢ne gelu. Ova vrsta testiranja se obi¢no ne provodi na Zivotinjama
koje su nedavno zasusene, koje su u suhostaju ili koje su se nedavno porodile jer je u tim
sluéajevima fiziolodki povisena razina leukocita (MACESIC i sur., 2016.). Mastitis test nije
precizan poput individualnog BSS-a, ali rezultati su dostupni odmah i olitavaju se za

svaku Cetvrt posebno.

5.3. BAKTERIOLOSKA PRETRAGA MLIJEKA

BakterioloSka pretraga mlijeka se smatra zlatnim standardom za dijagnostiku
mastitisa kod krava. Ona pomaze prilagoditi lije€enje oboljelih Zivotinja te prilikom
dugotrajnog biljezenja rezultata omogucava bolje pracenje i razumijevanje najcescih
problema pojedinog stada. Uvijek je preporudljivo uzimati uzorak mlijeka iz svake
pojedine Cetvrti ili skupnog uzorka svih Cetvrti. Radi identifikacije uzro€nika uzorci se
Salju u laboratorij gdje se mlijeko nasaduje i inkubira na posebnim hranjivim podlogama.
Negativna strana ove pretrage je cijena i vrijeme potrebno za dobivanje rezultata
(ponekad i do tjedan dana). BakterioloSka pretraga se preporuca u slu€ajevima
uvodenja nova junice ili krave u stado, prije lijeCenja klinicCkog mastitisa, kada postoji
sumnja na subklini€ki mastitis, rutinski nakon poroda, za rjeSavanje odredenih problema

kod kontagioznih uzro¢nika (Staphylococcus agalactiae, Staphylococcus aureus,
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mikoplazme) i za rjeSavanje oredenih problema kod uvjetovanih mikroorganizama
(uCestali mastitisi tijekom suhostaja i rane laktacije). BakterioloSko testiranje kod sumnje
na subklini¢ki mastitis se provodi kod svih krava Ciji je pojedinacni BSS preSao
200,000/mL ili ako se BSS ucetverostrucio u usporedbi s proslim rezultatom. Prilikom
uzimanja uzoraka za bakterioloSku pretragu treba se strogo pridrZzavati nacela asepse.
Uzorke treba uzeti prije redovite muznje ili najmanje 4 sata nakon muznje (BACIC,
2009.).

5.4. TEST PROVODLJIVOSTI MLIJEKA

Test elektricne provodljivosti je indirektan test za otkrivanje mastitisa. Elektricna
provodljivost mlijeka raste prije pojave klini¢kih znakova mastitisa kada dolazi do porasta
koli¢ine soli (klorida) u mlijeku. Ne postoji direktna povezanost izmedu elektriCne
provodljivosti i broja somatskih stanica. Elektricna provodljivost ovisit ¢e o stadiju
laktacije, koli€ini masti, intervalu izmedu muznji te pasminskim svojstvima. Dvije krave
mogu imati slicnu elektricnu provodljivost istodobno imajuéi razli¢iti BSS (NORBERG i
sur., 2004.). Stoga je korisnije usporedivati rezultate elektricne provodljivosti s rezultatima
prethodnih dana ili s ostalim Cetvrtima nego postavljanje grani¢nih vrijednosti. Postoje
dva oblika testa elektricne provodljivosti, test na kravi i test u muznom sistemu. Test na
kravi se provodi prijenosnim ru¢nim sistemom. Pouzdanost ovog sistema je niza od
mastitis testa. Test u muznom sistemu provodi se pomocCu senzora za elektricnu
provodljivost postavljenima u mijeraC protoka koliCine mlijeka koji mijeri prosjecnu
provodljivost svih Cetvrti. Elektricna provodljivost pojedinih Cetvrti se moze mijeriti
senzorima postavljenima u muzne caske ili male cjevCice koje vode mlijeko iz svake
Cetvrti. Ako su senzori povezani sa centralnim sustavom mogu javiti svako povecanje
elektricne provodljivosti u odnosu na prosle muznje. To je osobito korisno kod farmi koje
ne provode probnu muznju. Promjena u elektricnoj provodljivosti moze otkriti novu

infekciju jednu do pet muzniji ranije nego probna muznja (BACIC, 2009.).
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5.5. NOVE METODE DIJAGNOSTIKE

PostojeCe dijagnosticke metode mastitisa, broj somatskih stanica i mastitis test, i
bakterioloSka pretraga i dalje daju zadovoljavajuce rezultate. Kako bi se smanijili mogudi
ekonomski gubitci uzrokovani subklinickim mastitisom provode se nova istrazivanja i
razvoj novih metoda ranijeg i preciznijeg otkrivanja mastitisa. Ove nove metode su vise
orijentirane prema kvantitativnoj dijagnostici, odnosno preciznijem i ranijem otkrivanju

to€nog uzro€nika mastitisa.

U nove metode toCne i specifi¢ne identifikacije uzro¢nika mozemo svrstati ,VITEK"
kartice koje mogu identificirati bakterije, plijesni i kvasce. Test se sastoji od plitice koja se
sastoji od 64 jazice koje uz pomo¢ specijaliziranog uredaja mogu odrediti to¢nog
uzroCnika u roku od 2 sata (HARJANTI i sur., 2018.). Genotipizacija predstavlja specifi¢ne
oblike testiranja temeljenih na PCR-u i njegovim varijantama (npr RT-PCR), LAMP
metoda (Loop-mediated isothermal amplification ili izotermalna amplifikacija nukleinskih
kiselina), NGS (next generation sequencing) i MALDI-TOF MS (matrixassisted laser

desorption ionization time-of-flight mass spectrometry) (BARREIRO i sur., 2017.).

Infracrvena termografija (IRT) je nova metoda dijagnostike temeljenja na razlici
temperature izmedu kozZe i povrSine vimena. Do razlike u temperaturi dolazi zbog
umnazanja patogenih mikroorganizama i nastanka upalne reakcije koja oslobada toplinu
(egzotermna reakcija). To je jednostavna, ucinkovita i neinvazivna dijagnosti¢ka metoda
(ZANINELLIi sur., 2018.). IRT ubrajamo pod fenotipske dijagnosti¢ke metode. Fenotipske
dijagnosticke metode ukazuju na opcenite promjene koje mogu biti vidljive ili ne vidljive
golim okom i koje nisu specificne za odredeni patogen. Dokazano je da postoji razlika u
temperaturi izmedu subklinic¢kog i kliniCkog oblika mastitisa (SATHIYABARATHI i sur.
2016.). Kod klini¢kog oblika mastitisa IRT je zabiljezio veéu razliku temperature izmedu
koze i povrSine vimena. Vrlo osjetljiva toplinska kamera koja se koristi kod IRT-a moze
otkriti i manje promjene u temperaturi i omogucditi brze postavljanje dijagnoze i poCetak

lijeCenja.
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Novija istrazivanja su usmjerena prema biomarkerima koji mogu biti odliCan indikator
ranog obrambenog odgovora organizma. Haptoglobin kao biomarker se Cesto koristi u
procjeni mastitisa. Predstavlja upalni protein koji se javlja kao rani odgovor organizma na
upalu te moze biti koristan za rano otkrivanje subklinicCkog mastitisa. On se ubraja u
proteine akutne faze uz serum amiloid A, fibrinogen te ceruloplazmin. Oni se oslobadaju
od strane imunolosSkog sustava kao odgovor na stresne podrazaje iz okoliSa. Ti okolisni
stresori (trauma, neoplazija, stres, upala) dovode do poremecCaja u homeostazi
organizma zahvacene Zivotinje (KALMUS i sur., 2013.). Oslobadanje proteina akutne faze
dovodi do homeostaze organizma te zastite od razvoja patoloskih procesa. JoS jedan od
biomarkera koji pokazuje pozitivne rezultate kao rani indikator je vitronektin (TURK i sur.,
2012.). TURK i sur., (2012) utvrdili su da dolazi do porasta koncentracije biomarkera
vitronektina u slu€ajevima subklini¢kog i klinickog mastitisa. IstraZivanjem je dokazano i
da kod Zivotinja kod kojih se razvio subklini¢ki i klinicki mastitis dosSlo do oslobadanja
oksidativnih medijatora kao odgovor organizma na oksidativni stres. Kod mlije¢nih krava
sa subklini¢kim i klinickim mastitisom doSlo je do sniZzavanja razine paraoksonaze-1
(KOVACIC i sur., 2019.) kao odgovora organizma na razvoj oksidativnog stresa i razvoja
mastitisa. Ova istraZivanja otvaraju mogucnost razvoja brzih testova prikladnih za

uporabu u terenskim uvjetima.
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6. PREVENCIJA | LIJECENJE MASTITISA

6.1. PREVENCIJA MASTITISA

Prevencija mastitisa provodi se na viSe razina. Glavne mjere kontrole za sprjeCavanje
nastanka uvjetovanih mastitisa su, povoljna higijena okoliSa, dezinfekcija sisa nakon
muznje, Ciste i suhe sise, odrZzavanije i higijena muzne opreme kao i lije€enje u suhostaju.
Za kontrolu zaraznih mastitisa osobito je vaZzna dezinfekcija sisa prije muznje, izluCenje
kroni¢no inficiranih , odrzavanje i higijena muzne opreme te lije€enje u laktaciji i suhostaju
(BACIC, 2009.). Provedba biosigurnosnih mjera za prevenciju zaraznih mastitisa i
poboljSanje uvjeta smjestaja te higijene muzne opreme smanjuje pojavnost mastitisa u
laktaciji (TURK i sur., 2017.). Udio infekcije zaraznim i uvjetovanim patogenima je u prva
dva tjedna suhostaja visok. Uzrok je prestanak muznje i dezinfekcije sisa, a povecani tlak
u mlije€noj Zlijezdi zbog zaostalog mlijeka dovodi do otvaranja sisnog kanala i ulaska
mikroorganizama u vime. Rizik od infekcije se smanjuje nekoliko tjedana od zasusenja
da bi se ponovo povecao priblizavanjem poroda. Prije poroda povecava se rizik od
infekcije uvjetno patogenih mikroorganizama (MACESIC i sur., 2022.). Vise od 50%
klinickih mastitisa koji se javljaju u ranoj laktaciji, posljedica je infekcije vimena koje su
nastale u vrijeme suhostaja (BUROVIC, 2020).

Prevencija novih infekcija mlijeCne Zlijezde tijekom suhostaja vazna je za slijedecéu
laktaciju te se provodi primjenom intramamarnih antibiotika za zasuSivanje, a sastavni je
dio programa kontrole mastitisa u pet toCaka. Britanski istrazivaci su tijekom 60-ih godina
20 stoljec¢a razvili program od 5 toCaka i njegove mjere odnosile su se na sprjeCavanje

Sirenja kontagioznih uzro¢nika (BREEN, 2019.).

6.1.1. UTJECAJ HRANIDBE NA POJAVNOST MASTITISA

Prehranaima vazan utjecaj na imunost krava i na pojavu mastitisa kod mlijeCnih krava.

Dodaci prehrani kao Sto su vitamini i minerali koriste se za poboljSavanje imunosti te
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sprjeCavanje pojave mastitisa. Na prevenciju i lije€enje mastitisa izravan utjecaj imaju
dodatci prehrani poput cinka, mangana, bakra i vitamina C (GANDA i sur. 2016.). Vaznu
ulogu u optimizaciji odgovora imunosnog sustava imaju selen i vitamini E koji imaju
antioksidativna svojstva. Selen ima dobra protuupalna svojstva. Njegovo protuupalno
djelovanje se temelji na inhibiciji aktivacije NALP3 proteina i NF-kB aktivacijskog puta
(MA'i sur., 2019.). Cink je znaCajan za nespecificnu urodenu liniju imunosne obrane, a
sudjeluje u izgradnji epitelnih stanica koze i sluznici. Nedostatak cinka dovodi do
smanjenog stani¢nog imunosnog odgovora. Aplikacija vitamina poput A, D3, E i H mozZe
pomoci pri brzem oporavku kod subklinickog mastitisa. Vitamin D potiCe brzi odgovor
monocita i uspostavlja normalnu oksidativnu ravnotezu. Poveéana tvorba oksidativnih
spojeva u odnosu na antioksidans moze dovesti do oStecenja stanica i tkiva (MERRIMAN
i sur.,, 2018.). Vitamin E potiCe fagocitnu aktivnost i time smanjuje rizik od nastanka
mastitisa. Dokazano je i da vitamin E poboljSava imunoloski odgovor Zivotinje i dovodi do
smanjenja BSS-a. Svjeza trava, ali i travna silaza sadrze velike koliine vitamina E.
Hranidba visoko koncentriranim obrocima povezuje se smanjenim brojem imunosnih

stanica sto ukazuje na vaznost koli€ine koncentrata u obroku (MAi sur., 2019.).

6.2. LIJECENJE MASTITISA U LAKTACIJI

Terapija mastitisa uglavhom se temelji na intramamarnoj primjeni penicilina,
ampiclina, cefalosporina i tetraciklina (HOSSAIN i sur., 2017.). Penicilin djeluje na gram
pozitivne bakterije dok je ampicilin antibiotik proSirenog spektra djelovanje. Cefalosporini
se dijele na Cetiri skupine (generacije) ovisno o Sirini spektra djelovanja. Svi cefalosporini
od prve do Cetvrte generacije dobro djeluju na gram pozitivne bakterije dok su samo
cefalosporini 3. i 4. generacije djelotvorni protiv gram negativnih bakterija. Tetraciklin je
antibiotik Sirokog spektra koji dobro djeluje na Staphylococcus sp., Streptococcus sp. te
Corynebacterium sp. NeSto slabiji u€inak ima na gram negativne bakterije (Klebsiella sp.,
Pseudomonas sp., Serratia sp.). BUROVIC (2020) je utvrdio visoku razinu antimikrobne
rezistencije kod benzipenicilina i oksitetraciklina. Rana dijagnostika i poCetak lijeCenja

klinickog mastitisa Ce pridonijeti blazim kliniCkim znakovima te ¢e biti krae trajanje
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infekcije. Mastitise uzrokovane bakterijom Strepococcus agalactiae treba lijeciti
penicilinima za intramamarnu primjenu u laktaciji. Mastitisi uzrokovani bakterijom
Staphylococcus .aureus imaju nisku stopu izlje€enja intramamarnim antibioticima u
laktaciji. UCinkovitost lijeCenja moZe biti do 50% ako se lijecenje zapoc¢ne u vrlo ranoj fazi
infekcije. LijeCenje mikoplazme, gljivica te kvasaca najceSc¢e nije u€inkovito u njihovu
uklanjanju iz organizma. Dodatna potporna terapija koristi ublaZavanju kliniCkih
simptoma, odnosno brzeg i lakSeg oporavka krave. Potrebno je dati 20 — 60 litara tekucine
oralno u prvom danu lije€enja. Bolesnoj kravi se moze dati i fizioloSka otopina
intravenozno, ali ovaj oblik tekucinske terapije zahtjeva znatno vecéi utroSak vremena.
Cesto izmuzivanje uobiéajena je preporuka kod lijeenja teskih oblika klinickih mastitisa
uzrokovanih koliformnim mikroorganizmima. Cestim izmuzivanjem smanjuje se upala,

uklanjaju toksini te smanjuje broj mikroorganizama u vimenu (BACIC, 2009.).

6.3. LIJECENJE MASTITISA U SUHOSTAJU

Najucinkovitijom se pokazala preventivna terapija antibioticima za vrijeme suhostaja.
Suhostaj je razdoblje visokog rizika tijekom kojega mogu nastati nove infekcije koje
uzrokuju pojavu mastitisa u ranoj laktaciji. Mastitis u suhostaju moze nastati zbog
prestanka muznje. Tijekom redovite muznje (2-3 puta dnevno) dolazi do evakuacije
mikroorganizama iz vimena. Tijekom suhostaja se ne Cini dezinfekcija sisa koja pomaze
pri smanjivanju broja mikroorganizama na kozi sise i ulazu u sisni kanal. Na poCetku i na
kraju suhostaja dolazi do poviSenog pritiska unutar vimena. Dolazi do Sirenja sisnog
kanala §to omoguc¢ava laksi ulazak mikroorganizmima. Suhostaj mozemo podijeliti s
obzirom na fizioloSke promjene u mlije€noj zZlijezdi na tri perioda, period aktivne involucije,
period pasivne involucije i period regeneracije. Period aktivne involucije zapocCinje
prekidom proizvodnje mlijeka i traje do tridesetog dana suhostaja. Tijekom ovog perioda
dolazi do akumulacije mlijeka u alveolama i ponovne apsorpcije u sekretorne stanice.
Period pasivne involucije predstavlja period u kojem je mlije¢na Zlijezda u fazi odmora {j
potpune involuiranosti. Period regeneracije zapocinje nakon perioda odmora. U ovom

periodu dolazi do stvaranje novih mlijeCnih sekretornih stanica i poCetka proizvodnje
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kolostruma (BACIC, 2009.). Svaki mastitis koji se razvije u ovom periodu ée imati izravan
uCinak na mlijeCnost i kvalitetu mlijeka u idu¢em laktacijskom ciklusu. Antibiotik
produzenog djelovanja se moZzZe aplicirati u sve Cetvrti vimena ili selektivno samo u
zahvacéenu Cetvrt. U vecini zemalja se preporuca lijeCenje svih Cetvrti svake krave. Na
farmama s odli¢nim uvjetima drZzanja u suhostaju te koje su rijeSile probleme infekcija
kontagioznim uzro€nicima (S.aureus, S.agalactiae) moguce je provoditi selektivno
lijecenje. Odmah nakon toga aplicira se sredstvo za zatvaranje sisnog kanala kako bi se
sprijeCila moguénost daljnjeg ulaska uzro€nika i razvoj intramamarne infekcije (IMI). To
sredstvo oponas$a prirodni keratinski ¢ep koji se fizioloSki razvije za vrijeme suhostaja i
predstavlja prirodnu barijeru okoliSa i sisnog kanala (BHUTTO i sur., 2012.). Sredstva za
zatvaranje sisnog kanala se mogu podijeliti u vanjske sisne zatvaraCe i unutarnje sisne
zatvaraCe. Vanjski sisni zatvaraCi stvaraju vanjski omotaC na kozi sise dok unutarniji

ispunjavaju doniji dio sisne cisterne te tako sprieCavaju ulazak mikroorganizama.
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6.4. ALTERNATIVNE METODE LIJCENJA

6.4.1. PRIPRAVCI BILINOG PODRIJETLA

Lijekovi na biljnoj bazi su najstariji oblik lijeCenja. Zbog manje koncentracije djelatne
tvari potrebno je duze vrijeme da se postigne Zeljeni uc¢inak. Prednost im je Sto ih ne
karakteriziraju nedostatci povezani sa antibiotskom terapijom. Za razliku od antibiotske
terapije biljni pripravci ne potiCu stvaranje rezistentnih sojeva. Rizik od predoziranja je
mali zbog niske razine toksi¢nosti (PASCA i sur., 2017.). Dokazano je antimikrobno i
protuupalno djelovanje brojnih biljaka. Oni uglavnom djeluju na nacin da inaktiviraju NF-

KB puteve aktivacije.

Baikalein je spoj biljnog podrijetla €ija se upotreba u lije€enju mastitisa istrazuje.
Ubrajamo ga u fitokemijske spojeve. To su bioaktivni spojevi koje proizvodi biljka kako bi
se zastitila od plijesni, bakterija i virusnih infekcija. Dobiven je iz korijena Scutellaria
baicalensis i Scutellaria lateriflora. ZHAO i sur. (2018.) su utvrdili da baikalein ima
inhibitorno djelovanje na rast kolonija Escherichia coli in vitro. lako je antimikrobni ucinak
slab, baikalein djeluje na Escherichia coli na nacin da povecava njegovu osjetljivost na
djelovanje antibiotika. Baikalein djeluje na stani¢nu stijenku Escherichie coli i time
povecCava permeabilnost. Zbog povecane propustljivosti stanicne stijenke dolazi do
prodiranja antimikrobnih pripravaka unutar Escherichie coli (HE i sur.,, 2015.). U
istrazivanju provedenom na misevima koji su imali mastitis uzrokovan Staphylococcus
aureusom utvrdeno je da baikalein ima protuupalno djelovanje, odnosno smanjuje

ekspresiju proupalnih citokina (YANG i sur., 2016.).

Timol je prirodni spoj iz grupe monoterpenskih fenola. Ovi fenoli su dobiveni iz
ekstrakta majcCine dusice, iz kore mandarine i origana. Djelovanje timola je viSestruko. U
humanoj medicini se koristi za topikalno lijeCenje koznih oboljenja, inhalaciju kod
respiratornih poremecaja te za dentalnu njegu. Utvrdeno je antisepticko, spazmolitiCko i
antihelmiticko djelovanje timola. To€an mehanizam antihelmitickog djelovanja nije poznat,
ali se pretpostavlja da djeluje na GABA-R receptore (SANCHEZ i sur., 2004.). Timol se

brzo resorbira s mjesta aplikacije te brzo metabolizira i izluCuje iz organizma. Pokazuje
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protuupalne karakteristike u istrazivanjima provedenim na miSevima, ali isti ovisi 0 dozi
koja se primjenjuje. Smanjuje ekspresiju proupalnih citokina (TNF-a i IL-6) i upalom
posredovanih proteina (COX-2) te smanjuje broj kolonija Staphylococcus aureus. Vecina
ovih djelovanja je povezana sa djelovanjem timola na NF-kB proteinski faktor koji ima

znacajnu ulogu u transkripciji gena (WEI i sur., 2014.).

Resveratrol je stilbenoid koji pripada skupini polifenola Cija upotreba za lijeCenje
mastitisa nije dovoljno istrazena. Prisutan je u vinovoj lozi, bobi¢astom vocu i kikirikiju.
Resveratrol je spoj koji lu€e biljke kao prirodni odgovor na ozljedu ili neka druga stresna
stanja. ZnacCaj resveratrola je u njegovom antioksidativnom djelovanju i sposobnosti da
ukloni slobodne radikale. On &titi MAC-T stanice od oksidativnog stresa prouzrokovanog
djelovanjem hidrogen peroksida. Mehanizam zastite stanica od mitohondrijske apoptoze
se sastoji od inhibiciji ekspresije BLC-2 slicnih proteina i poticanja ekspresije BLC-2
proteina (JINi sur., 2016.). Moguce terapijsko djelovanje resveratrola je dokazano tijgkom
istrazivanja na miSevima (ZHANG i sur., 2017.). Prilikom tog istrazivanja se pokazalo da
je resveratrol suzbio nastanak mastitisa induciranog gram negativnim bakterijama
inhibiraju¢i MAPK i NF-kB signalne puteve. lako je resveratrol snazan antioksidans

njegova bioraspolozivost je relativno niska.

Kurkumin je glavni aktivni sastojak kurkume (Curcuma longa). Posljednjih desetlje¢a
provedena su brojna istrazivanja kurkumina. Utvrdeno je da ima ucinak na razne
transkripcijske faktore, citokine, faktore rasta, kinaze i ostale enzime. Kurkumin pokazuje
najbolje rezultate i najveci potencijal kao moguci lijek za mastitise. Istrazivanja na
misevima (FU i sur., 2014.) su pokazala potencijalno djelovanje na mijeloperoksidazu i
nakupljanje neutrofila u mlije¢noj Zlijezdi. Kurkumin inhibira proupalne citokine (TNF-a,
IL-6, IL-1) smanjujuéi ekspresiju TLR-4 proteina i fosforilaciju IkBa i NF-kB.
Nanoformulacija kurkumina dovodi do slablijenja upalnog odgovora prouzrokovanog
djelovanjem Staphylococcus aureusom. Konzumacija svjeze kurkume neée imati
znaCajan ucCinak na mastitise zbog male bioraspolozivosti. Njegova primjena u
mjeSavinama biljaka pospjeSuje ucCinak. Primjenom kurkume u biljnim mjeSavinama

bogatim fitobioticima (PRHM — phytobiotic rich herbal mixture) doS$lo je do snizavanja
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broja somatskih stanica te vecCeg iskoriStavanja hrane $to moze imati dugoro€ne pozitivhe

uCinke na povecanu mlijecnost zivotinja tretiranih sa PRHM-om (FU i sur., 2014.).

Protuupalno i antimikrobno djelovanje eteri¢nih ulja je dugo poznato u humanoj
medicini. FRATINI i sur., 2014. istrazivali su ucinak komercijalnih eteri¢nih ulja na
patogene koji uzrokuju mastitise (S. aureus, S. warneri, S. siuri, S. chromogenes, S.
xylosus i E. coli). Zaklju€ili su da tri eteriCha ulja imaju u€inak na rast patogenih
mikroorganizama (Satureja montana L, Timol i Origanum majorana L.). Daljnjim
istrazivanjima dokazano je da su mjeSavine ovih eteriCnih ulja i njihovih osnovnih
komponenti imala daleko bolji u€inak na supresiju rasta mikroorganizama (sinergi¢no
djelovanje ulja). Dokazano je da eteri¢no ulje dobiveno od origana pokazuje pozitivan
u€inak na stanje vimena. Primjenom etericnog ulja origana je doSlo do znatnog
snizavanja broja somatskih stanica te leukocita kod tretiranih Zivotinja. lako pokazuje
potencijal da zamjeni antibiotike u lije¢enju subklini¢kih oblika mastitisa , ali zbog svog
izrazitog mirisa doveo do promjene organolepti¢kih svojstava mlijeka (promjena mirisa i
okusa) kod tretiranih krava (LEJONKLEV i sur., 2016.).

6.4.2. PRIPRAVCI ZIVOTINJSKOG PODRIJETLA

Pripravci animalnog podrijetla od znaCaja za lijeCenje mastitisa su pcelinji otrov,
propolis i med. Dokazano je protuupalno djelovanje pCelinjeg otrova njegovom primjenom
na upaljeno podrucje. Mehanizam protuupalnog djelovanja pc€elinjeg otrova sastoji se od
djelovanja na slabljenje ekspresije COX-2 proteina te m-RNK ekspresije proupalnih
citokina (JEONG i sur., 2017.). Druga tvar dobivena od pcela je propolis, smoli sli¢na tvar
koju proizvode pcele. Propolis se sastoji od 50% smole, 30% pcelinjeg voska, 5% peludi,
10% esencijalnih ulja te 5% organske tvari. Smatra se da esencijalna ulja i organska tvar
daju propolisu bioloski aktivha svojstva. Tijekom istrazivanja (WANG i sur., 2016.) se
pokazalo njegovo protuupalno, antimikrobno te antioksidativno djelovanje na stanice.
Oksidativni stres je jedan od Cimbenika koji pridonose nastanku subklinickog mastitisa.
Oksidativni stres je pomak ravnoteze u oksidativno redukcijskim reakcijama sa

prevelikom tvorbom reaktivnih kisikovih spojeva (ROS). To rezultira sa neuravnotezenom
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tvorbom slobodnih radikala i oSte¢enjem stanica i tkiva. Uporabom propolisa je sprijeCeno
smanjivanje vitalnosti stanica kao i smanjenje ekspresije proupalnih citokina te je
istovremeno pojacana mRNK ekspresija antioksidativnih gena u promatranih Zivotinja.
Zadniji pCelinji proizvod koiji je uzet u obzir kao moguca ljekovita tvar u lije€enju mastitisa
je med. Bakterije mlijeCne kiseline fizioloSki su prisutne u medu i u pelama za vrijeme
prerade nektara u med. Osim $to zrelom medu daju njegova antimikrobna svojstva Stite i
pcelu od mogucih patogenih uzrocnika. Primjenom bakterija mlijec¢ne kiseline na vime

Zivotinja oboljelih od mastitisa je pokazalo antimikroban ucinak (OMARA, 2017.).

6.4.3. OSTALI PRIPRAVCI | METODE LIJECENJA

Bakteriocini su peptidi, odnosno peptidni toksini koji nastaju kao proizvod bakterije.
Bakterija ih proizvodi i lu¢i kao vrstu obrambenog mehanizma protiv drugih bakterija koje
se natjeCu za isto staniste. Nisin je proizvod bakterije Lactococcus lactis, veze se za
stijenku stanice tvorec¢i kompleks koji inhibira biosintezu staniCne stijenke. Nakon
inhibicije biosinteze dolazi do daljnjeg podrazaja kompleksa. Kompleks prodire u dublje
slojeve bakterijske stijenke i stvara pore. Nisin je dostupan na trZistu u obliku
antimikrobnih vlaznih maramica za njegu vimena (CAO i sur., 2007.). Zbog dokazane
rezistencije Staphylococcus spp. provode se daljnja istraZivanja o mogucoj kombiniranoj
primjeni s drugim tvarima. UcCinkovitom se pokazala primjena nisina s drugim
bakteriocinima (lizostafin) te drugim tvarima (dioktadecildimetilamonij bromid)
(CASTELANI i sur., 2019.).

Bakteriofagi su virusi koji napadaju bakterijsku stanicu i sluze se njome za daljnje
razmnozavanje. Karakterizira ih prirodno svojstvo da napadaju samo druge bakterijske
stanice dok stanice Zivotinjskog i biljnog podrijetla ostaju netaknute. Istrazivanjem ucinka
bakteriofaga na patogene bakterije koje uzrokuju mastitise (VARELA-ORTIZ i sur., 2018.)
utvrdeno je da lizati dobiveni iz nepatogenog soja Staphylococcus aureusa djeluju na
patogene sojeve koji uzrokuju subklini¢ki oblik mastitisa. Sli¢no istrazivanje je provedeno
na Escherichia coli pri Eemu su bakteriofagi izolirani iz goveda sa koliformnim mastitisom

(PORTER i sur., 2016.). Utvrdila se djelotvornost usporediva sa primjenom ceftiofura u
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koncentraciji do 10 pg/mL. Isto tako se zakljuCilo da su bakeriofagi pogodni za izradu

cjepiva uz odredene preinake vezano uz ciljne stanice.

Hitozan je prirodni polisaharid dobiven od hitina (veéinom od ljuski racic¢a) koji ima
antifungalno i antibakterijsko djelovanje. Njegovo djelovanje je trostruko i temelji se na
sprje€avanju formacije biofilma oko bakterije, poticanju i amplifikacija prirodnog odgovora
imunoloskog sustava Zivotinje te poticanju aktivnosti laktat dehidrogenaze $to znacajno
umanjuje moguénost nastanka novih intramamarnih infekcija tijekom suhostaja. Uloga
biofiima je Stititi stanicu od daljnjeg djelovanja imunoloskog sustava, ali i djelovanja
antibiotika. Daljnjim usitnjavanjem hitozana na nano cestice i njihovom primjenom

dokazano je jaCe djelovanje na gljivice i bakterije (FELIPE i sur., 2019.)

Terapija zvuénim valovima (APT, Acoustic pulse therapy) je novi oblik lije€enja
mastitisa Cija se ucinkovitost joS istrazuje. Dokazano je da APT potice
mehanotransdukciju stvaranjem zvucnih valova niske frekvencije koji prodiru duboko u
tkivo vimena. Mehanotransdukcija je proces koji pretvara mehanic¢ke signale (zvucne
valove) u biokemijske odgovore (migracija, proliferacija, direfencijacija, apoptoza)
(LEITNER i sur., 2021.). Mehanotransdukcija potiCe homeostazu i vitalnost stanica sto
dovodi do samocijeljenja tkiva i stvaranja protuupalnih citokina. APT poti¢e proizvodnju i
otpustanje vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta (VEGF, vascular endothelial growth
factor) i duSik-oksid sintaze (NOSs) Sto dovodi do angiogeneze. Angiogeneza ili
neovaskularizacija je proces stvaranja novih krvnih zila. Nove krvne Zile dovode viSe
kisika i hranjivih tvari na zahvaceno podrucje i ubrzavaju proces cijeljenja. LEITNER i sur.
(2021.) su istrazili ucinkovitosti APT-a u lije€enju subklini¢kog i kliniCkog mastitisa.
Ucinkovitost terapije zvucnim valovima kod krava sa subklinickim i klini€kim mastitisom
usporedili su sa skupinom krava koja nisu primile nikakvu terapiju, odnosno sa skupinim
krava koje su primile antibiotsku terapiju. U skupini krava sa subklinicCkim mastitisom
zabiljezeno je 65.5% izlje€enja, bez izlu€enja i porastom proizvodnje za 2,74 I/krava/dan
u odnosu na krave koje nisu primile terapiju gdje je zabiljezeno 35.6% izljeCenja i 5.1%
izlu€enja iz proizvodnje. U skupini krava sa klinickim mastitisom zabiljezeno je 67.8%

izlje€enja, 6.8% izlu€ivanja iz proizvodnje i pove¢anje mlijeCnosti za 3.9 L/ krava/ dan kod
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APT-a u odnosu na 35.6% izljeCenja i 32.2% izlu€ivanja iz proizvodnje kod krava koja su

lijeCene antibioticima.
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7. RASPRAVA

Pojava mastitisa u goveda dovodi do znacajnih ekonomskih gubitaka, bilo izravno ili
ne izravno. Najvazniji Cimbenik u prevenciju mastitisa je provedba svih higijenskih mjera,

osobito higijene muznje, nastambe i osoblja koji su u doticaju sa Zivotinjama.

Vaznost navedenih postupaka se potvrdila primjenom , Five points plana“ kod
mlije¢nih krava u Ujedinjenom Kraljevstvu. Pravilnom primjenom dezinfekcijskih
sredstava smanjuje se broj patogenih mikroorganizama ispod infekcijske doze (BREEN,
2019.). Imunoloski sustav Zivotinje je sposoban vecinu tih mikroorganizama drzati pod
kontrolom i ne dolazi do razvoja mastitisa. U sluCajevima oslabljenog imuniteta ili nekih
drugih pogodovnih ¢imbenika poput otvorenog sisnog kanala, patogeni mikroorganizmi

mogu dovesti do razvoja intramamarne infekcije i mastitisa.

Subklini¢ki mastitis se javlja 2-20 puta ¢eSce od klini¢kog oblika, teza je dijagnostika i
zbog toga uzrokuje znacajne ekonomske gubitke. U ovoj fazi bolesti najbitnije je rano
otkrivanje i lije€enje Zivotinja kako bi se smanjile kratkoro¢ne i dugoro¢ne posljedice
mastitisa (ABEBE i sur., 2016.). MlijeCne krave uvode se u suhostaj intramamarnom
primjenom antibiotika. Ovaj postupak se provodi u svrhu lije€enja postojecih infekcija i
prevencije nastanka novih u suhostaju. U novije vrileme zbog podizanja svijesti populacije

o rezistenciji antibiotika poCele su se razvijati alternativne metode lijeCenja i prevencije.

Osim razvoja novih pripravaka za lije€enje mastitisa provode se istraZivanja i na novim
dijagnostickim metodama u svrhu ranog otkrivanja upalnih procesa. Spojevi koji su
pokazali najviSe potencijala su biomarkeri koji nastaju kao fizioloSki odgovor organizma
na upalni proces. Neki od biomarkera koji nastaju zajedno s ranim odgovorom
obrambenog sustava zivotinje su haptoglobin i vitronektin. lako ovaj nacin ranog
otkrivanja ima puno potencijala treba imati na umu da se ovi biomarkeri mogu pojaviti kod

bilo koje upale, kao odgovor na traumu ili kao odgovor na stres (TURK i sur., 2012.).

Nove spoznaje u terapiji mastitisa u goveda se razvijaju u tri smjera. Terapija

temeljena na spojevima biljnog podrijetla, terapija temeljenja na spojevima zivotinjskog
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podrijetla te nekim fizioloSkim procesima koje mozemo iskoristiti kao antimikrobnu
terapiju. Neki od spojevi biljnog i Zivotinjskog podrijetla se ve¢ dugo koriste u
tradicionalnoj humanoj medicini te se dokazala njihova ucinkovitost i ne toksi¢nost za
organizam. lako puno ovih spojeva pokazuje antimikrobni ucinak (kurkumin, propolis)
njihova ucinkovitost protiv patogenih organizama nije na razini antibiotika te su potrebna

dodatna istrazivanja kako bi se poboljSao njihov ucinak.
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8. ZAKLJUCCI

Mastitis je upala mlijeCne Zlijezde koja nastaje kao posljedica traume ili infekcije
mikroorganizmima, a smatra se jednim od glavnih uzroka ekonomskih gubitaka u
mlije€noj industriji.

Redovita dezinfekcija sisa vimena prije i poslije muznje, klinicki pregled vimena te povoljni
zoohigijenski uvjeti drzanja imaju pozitivan u€inak na ukupan broj somatskih stanica u

mlijeku krava.

Odredivanije broja somatskih stanica, mastitis test, i bakterioloSka pretraga ucinkovite su

dijagnosticke metode mastitisa.
Infracrvena termografija omogucuje brze postavljanje dijagnoze i pocCetak lije¢enja.

Nova istraZivanja usmjerena su prema biomarkerima za dijagnostiku subklini¢kih

mastitisa i otvaraju moguénost razvoja brzih testova za primjenu u terenskim uvjetima.

Terapija mastitisa uglavnom se temelji na intramamarnoj primjeni antibiotika, a osobito

ucinkovitom se pokazala terapija antibioticima za vrijeme suhostaja.

Povecéanjem svijesti o antimikrobnoj rezistenciji sve ¢eSée se primjenjuje selektivna

primjena antibiotika u shostaju kao i alternativhe metode lijeCenja mastitisa u laktaciji.
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10.SAZETAK

BACINA. I.: Mastitis u goveda — novi pristupi u kontroli i lijeéenju

Mastitis je upala mlijeCne Zlijezde koja nastaje najéeS¢ée kao posljedica infekcije
mikroorganizmima. Najces¢i uzro€nici mastitisa su bakterije. Uzro€nici mastitisa dijele se
na okoliSne i zarazne mikroorganizme. OkoliSni mikroorganizmi se nalaze u okoliSu krave,
fecesu, stelji, a neki obitavaju na tijelu Zivotinje. Rizik je veci §to je okoli$ prijaviji. Kontrolu
provodimo poboljSanjem higijene okoliSa krava, dezinfekcijom nakon muznje, higijenom i
lijeCenjem u suhostaju. Kontagiozni mikroorganizmi nalaze u vimenu inficiranih Zivotinja,
ali Cesto i na kozZi vimena, i u sisnom kanalu. Naj¢es¢i je prijenos s infcirane Cetvrti na
zdravu tiekom muznje. Glavne mjere kontrole su dezinfekcija prije muznje, redoslijed
muznje, izluCenje inficiranih krava, odrzavanje muzne opreme, te lije€enje u laktaciji i
suhostaju. Mastitisi se mogu manifestirati kao kliniCki i subkliniCki oblik. Subklinicki
mastitisi su ¢e&¢i od klini¢kih i ekonomski znacajniji. Uobi¢ajene metode dijagnostike
primjenom mastitis testa, odredivanja broja somatskih stanica te klasiCne bakterioloSke
pretrage se u novije vrijeme pokusavaju nadopuniti brzim mikrobioloskim testovima za
identifikaciju uzro€nika. Mastitisi se lije€e antibioticima na osnovu antibiograma. U novije
vrijeme zbog podizanja svijesti 0 antimikrobnoj rezistenciji nastoji se smanijiti upotreba
antibiotika. Istrazuje se ucinkovitost proizvoda biljnog podrijetla (baikalein, timol,
resveratrol, kurkumin te eteri¢na ulja), Zivotinjskog podrijetla (pc€elinji otrov, propolis, med)

te ostali prirodnih spojeva (Bakteriocini, bakteriofagi, hitozan).

Klju€ne rijeCi: biomarkeri, laktacija, mastitis, mlijeCna krava, suhostaj
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11.SUMMARY

BACINA, I.: Bovine mastitis — novel approach in mastits prevention and treatment

Mastitis is an inflammation of the mammary gland, and the most common causes are
bacteria. According to the sources of the infection and the way of spread, we can divide
the pathogens into two categories: contagious and environmental pathogens.
Sometimes, some pathogens have the characteristics of both groups. Environmental
microorganisms are found in the animal's environment, in the manure, on the bedding
and on the animal's body. The dirtier the environment, the greater the risk. Mastitis control
is achieved by improving hygiene in the cow's environment, disinfection after milking,
hygiene, and treatment during the dry period. Contagious microorganisms are found in
the udder of infected animals, on the udder skin and in the teat canal. The most frequent
transmission from the infected quarter to the healthy quarter occurs during milking. The
most important control measures are disinfection before milking, the order in which the
cows are milked, the culling of infected cows and the maintenance of milking equipment,
treatment in lactation and dry period. Mastitis can occur in two forms: clinical and
subclinical. Subclinical mastitis is more common than clinical mastitis and is of greater
economic importance. Conservative tests such as the mastitis test, somatic cell count and
bacteriological examination have recently been supplemented by rapid bacterial tests to
identify the pathogen. Mastitis is treated with antibiotics, which are determined on the
basis of an antibiogram, but the milk must be discarded due to the prescribed withdrawal
period. Recently, due to increasing awareness of antimicrobial resistance, efforts have
been made to reduce the use of antibiotics. The efficacy of products of plant origin
(baicalein, thymol, resveratrol, curcumin and essential oils), animal origin (bee venom,
propolis, honey) and other natural substances (bacteriocins, bacteriophages, chitosan) is

currently being investigated.

Key words: biomarkers; dairy cow; dry period; lactation; mastitis
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12. ZIVOTOPIS

Roden sam 7. svibnja 1993. godine u Virovitici. Nakon zavrSene osnovne $kole u
Garesnici upisujem srednju $kolu “August Senoa” u Garesnici koju sam zavr$io sa
odli¢nim uspjehom. Tijekom osnovne i srednje Skole sam bio ¢lan atletskog kluba “Vihor”
Gare$nica gdje ostvarujem dobre rezultate na lokalnoj i drzavnoj razini. Godine 2012.
upisujem Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu. 2012. | 2013. Godine sam izabran
za duznost predstavnika godine. Na petoj godini studiranja odabrao sam smijer javno
zdravstvo, ali kroz volontiranje sam bio u kontaktu sa malom i velikom praksom. Tijekom
studiranja sam volontirao na klinici za porodniStvo i reprodukciju te u veterinarskoj

ambulanti “Karaula”.
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