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KRATAK SADRZA]J

Zapaljenje mle¢ne zlezde, mastitisi prezivara, predstavljaju jedan od najaktuelnijih
problema u intenzivnoj proizvodnji mleka, koji nanosi velike ekonomske gubitke.
Dugogodisnji razli¢iti pristupi lecenju subklinickih 1 klinickih mastitisa nisu dali
zadovoljavajuée resenje, pa je problem mastitisa i dalje aktuelan. Sprecavanje prodora
patogenog uzroc¢nika u mle¢nu zlezdu, njegovo naseljavanje i razmnozavanje, namecu stalnu
potrebu za redovnim kontrolama mleka, kao i preduzimanje preventivnih i terapijskih mera u
cilju smanjenja nastanka mastitisa.

Stafilokoke mogu u akutnoj formi da izazovu teSke, maligne mastitise, u vidu
granulomatoznih i nekroti¢nih promena. Hroni¢ne forme stafilokoknog mastitisa uglavnom
prolaze kao subklini¢ki oblici obolenja mle¢ne Zlezde. Naj€e$¢i prouzrokovaci akutnog
kataralnog mastitisa (mastitis catarrhalis acuta) su streptokoke (Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae i Streptococcus uberis), rede drugi mikroorganizmi. Javlja se
neposredno posle telenja u periodu najvece mle¢nosti. Ovi mikroorganizmi tokom vremena
dovode do prestanka sinteze mleka. Stafilokoke, kao i streptokoke, su veoma slabi antigeni,
Sto dodatno otezava pronalazak efikasne vakcine. 1z tih razloga jo§ uvek nije pronadena
komercijalna efikasna vakcina protiv mastitisa izazvanih bakterijama Staphylococcus aureus i
Strptococcus agalactiae, ali primena autohtonih vakcina u preveniranju mastitisa moze dati
zadovoljavajuce rezultate.



SUMMARY

Inflammation of the mammary gland, mastitis in ruminants, are one of the most pressing
problems in intensive milk production, causing great economic losses. For many years
various approaches to treatment of subclinical and clinical mastitis did not give a satisfactory
solution, so the problem of mastitis is still present. Prevent the infiltration of pathogenic
agents into the mammary gland, its settlement and growth, impose a constant need for regular
inspections of milk, as well as preventive and therapeutic measures to reduce the occurrence
of mastitis.

Staphylococci can cause an acute, severe, and malignant form of granulomatous mastitis
with necrotic changes. Chronic cases of staphylococcal mastitis often go as subclinical forms
of diseases of the mammary gland. The most frequent causes of acute catarrhal mastitis
(mastitis catarrhalis acuta) are streptococcus (Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae and Streptococcus uberis), rarely other microorganisms. It occurs immediately
after calving, in period of largest milk production. These microorganisms over time lead to
the cessation of milk synthesis. Staphylococci and streptococci are very weak antigens, which
further complicates finding of effective vaccines. For these reasons an effective commercial
vaccine against mastitis caused by S. aureus and Str. agalactiae still not found, but the
application of indigenous vaccine in prevention of mastitis may be sufficient.
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1.0. UVOD

Mastitis predstavlja veliki ekonomski i zdravstveni problem u zapatima prezivara.
Dugogodisnji razli€iti pristupi leCenja mastitisa nisu dali adekvatno reSenje, pa je problem
mastitisa 1 dalje prisutan 1 aktuelan. Lecenje mastitisa antibioticima daje zadovoljavajuce
rezultate, ali ono sa sobom nosi troskove u lecenju i odbacivanju mleka. Iz svih navedenih
razloga, mogucnost iznalazenja novih resenja stalno prisutnog problema mastitisa se ogleda u
novoj oblasti nau€nog ispitivanja, a to je imunoprofilaksa. Dosadasnje vakcine protiv
mastitisa su jo§ uvek nedovoljno efikasne u Siroj praksi i na nivou su eksperimentalnih
vakcina. Sve stajske vakcine na kojima se do sada radilo, pokazuju zna€ajan eksperimentalni
uspeh. Taj uspeh se ogleda u znac¢ajnom povecanju titra antitela u serumu (ali ne i u mleku),
kao 1 u smanjenju pojave klinickih 1 supklinickih mastitisa medu oglednim 1 kontrolnim
zivotinjama. Ipak se 1 dalje smatra da je imunoprofilaksa kao jedan od metoda prevencije
zapaljenja vimena i pojave mastitisa, jo§ uvek nedovoljno istrazeno polje nauc¢nog rada.
Mnogi naucnici se bave problematikom pravljenja vakcina protiv mastitisa, ali sloZenost same
mlecne Zlezde, kao 1 specificna propustljivost barijere krv-mleko, smanjuje uspeSnost ovih
napora.

Gangrenozni mastitisi krava 1
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2.0. PREGLED LITERATURE

2.1. Anatomija i fiziologija mleCne Zlezde

2.1.1. Anatomija mle¢ne Zlezde

Mlecna zlezda (glandula lactifera) ili vime (mamma, uber, mastos) je modifikovana
kozna, znojna, tubuloalveolarna Zlezda lobularne grade. Spada u grupu koZnih klupcastih-
glomiformnih Zzlezda apokrinog tipa. Karakteristicno biolosko i klasno obelezije sisara
(Mammalia) i njena primarna uloga je u ishrani novorodencadi. Vime je uglavnom mlecna
zlezda zenskih zivotinja (mamma femina seu feminine), ali kao rudiment zajedno sa
odgovaraju¢im brojem sisa javlja se i kod muskih Zivotinja (mamma masculine) - lazne ili
pseudo sise. Kod krava ona je dvogubo bilateralno simetri¢na Zlezda, nalazi se na ventralnom
delu trbusnog zida u ingvinalnoj regiji manje ili viSe izmedu zadnjih ekstremiteta. Vime krava
¢ini Cetiri mamarna kompleksa, kod ovaca su to dva mamarna kompleksa, koji se sastoje od
Zlezdanog tela (corpus mammae) i sise (papilla mammae) a u oba dela se nalazi zajednicki
sistem kanala.

Mlec¢na zlezda podeljena je na levu i desnu polovinu. Levu i desnu polovinu ¢ine po dva
mamarna kompleksa kod krava, dok kod ovaca levu i desnu polovinu ¢ine po jedan mamarni
kompleks. Jedan mamarni kompleks kod krava odgovara jednoj Cetvrtini vimena, te se
razlikuju dve prednje (leva i desna) 1 dve zadnje (leva i desna) Cetvrtine. Zadnje Cetvrtine Cine
oko 55-60% ukupne mase vimena. Prednje sise su duSe od zadnjih i njihova dusina je 7-9 cm,
a zadnjih je 5-7 cm. Ovi mamarni kompleksi medusobno ne komuniciraju, tako da se
zapaljenski procesi desnog kompleksa ne mose preneti na levi.

Spolja, vime je obavijeno mekanom, elasticnom i1 pomi¢nom kozom, koja je prekrivena
sitnim i neznim dlakama. Osnovna uloga koze je da prekriva vime i da S$titi unutra$njost
mle¢ne zlezde. Sa unutrasnje strane telo vimena je podeljeno medijalnim zljebom- sulcus
intramammarius na levu i desnu polovinu vimena. Ispod koZe vime je obavijeno dosta
labavom i rastresitom povrsinskom fascijom (fascia superficialis) predstavlja nastavak
povrsinske fascije trupa, a duboka fascija (fascia profunda) odvaja se od duboke fascije
trupa(fascia flave abdominis), u blizini bele linije (linea alba) i obavija vime ispod povrSinske
fascije. Duboka fascija prodire medijalno u vime i deli ga na dve polovine, obavija ga sa
strane i predstavlja ligamentum suspensorius uberis. Fascije sluze da fiksiraju vime, a sa
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njima to ¢ini i ligamentum suspensorium. Fibroelasti¢no tkivo levog i desnog ligamenta
onemogucava istezanje kada je mle¢na zlezda ispunjena mlekom.

Suspenzorni sistem vimena- apparatus suspensorius mammarius je baziran na dobroj
povezanosti Zlezde za telo jedinke i Cine ga dve grupe ligamenata- medijalni i lateralni
suspenzorni ligament. Medijalni suspenzorni ligament je najvazniji deo suspenzornog
sistema krava. Izgradjen je od vezivnog tkiva koje poti¢e od abdominalnog zida i koje se
povezuje za medijalnu ravnu povrSinu dveju polovina vimena. Medijalni suspenziorni
ligament ima veliku vu¢nu snagu, on je takode sposoban da se istegne onda kada se zlezda
puni mlekom 1 tako omogucava povecanje tezine mlecne Zlezde. OsteCenje ovog ligamenta
vodi istezanju vimena i vecoj predispoziciji za nastanak povreda, posebno sisa. Lateralni
suspenzorni ligament sadrzi vise kolagena nego elastina i oblaze vime sa spoljasnje strane.
Ispod duboke fascije trupa nalazi se kapsula, koja se sastoji iz vezivnog tkiva, koja sadrzi
elasti¢na i kolagena vlakna, misicno i dosta masnog tkiva. Vezivnotkivna kapsula se sastoji od
intersticijuma - meduprostornog tkiva i parenhima - Zlezdanog tkiva. Od kapsule polaze i
pruzaju se unutar, u parenhim mle¢nih zlezde vezivno tkivne pregrade - septa, te pregrade
predstavljaju ujedno i intersticijum mle¢nih zlezda, koji deli parenhim mle¢nih zlezda na
reznji¢e - lobuli. Od ovih pregrada - septa odvaja se intersticijum i obavija svuda unaokolo
zlezdane alveole, odnosno acinuse, tako da i1 njih pregraduje. Kroz vezivnotkivne pregrade,
odnosno intersticijum pruzaju se krvni i limfni sudovi, nervna vlakna, manji 1 veéi kanaliéi-
tubuli. Kod nekih zivotinja intersticijum je jaCe, a kod nekih slabije razvijen, $to zavisi od
rase, konstitucuje, ishrane i starosti zivotinje i kod starijih je uvek jace razvijen. Kod
mesnatog vimena intersticijum je jace razvijen u odnosu na parenhim, pa sekrecija mleka nije
obilna. Izmedu inersticijuma je parenhim vimena. Najjace je razvijen u odnosu na druge
strukturne delove vimena u punom stadijumu laktacije i sastoji se iz sitnih razgranatih
kanalica, koji se Sire u sekretorne meskove - alveole, koje se sastoje od jednog sloja epitelnih
¢elija, koji leZe na bazalnoj membrani. Izmedu epitelnih Celija i bazalne membrane su
mioepitelne Celije, specijalizovane miSi¢ne Celije koje se pod dejstvom oksicotina, koji se
sintetiSe u neurosekretivnim Celijama hipotalamusa, kontrakuju i posledi¢no dovode do
pojacanog lucenja mleka u alveole. Epitel mlecnih alveola je niskoprizmati¢an u acinusima
koji su relativno neaktivni, a u toku aktivnosti, odnosno sinteze mleka je visokoprizmatican, a
apikalna povrS$ina citoplazme Strée u lumen alveola. U toku aktivne sekrecije, deo membrane
sa jednim delo, citoplazme sa apikalnog dela celije odpadne u lumen alveola, ovaj nacin
luenja predstavlja apokrini tip sekrecije. Alveole imaju odvodne kanali¢e - ductuli
lactiferi, koji su polozeni intralobularno. Medusobno se udruzuju i formiraju vece kanale —
ductus lactiferi, koji su polozeni interlobularno. Ductus lactiferi uvire u mle¢nu cisternu —
sinus lactiferi. 1z cisterne izlazi jedan ili vise kanala, koji vode kroz sisu — sisni kanal —
ductus papillaris. Oni se zavrSavaju malim otvorom na vrhu sise — ostia papillaria, kroz
koje prilikom muzZe ili sisanja mleko dospeva u spoljasnju sredinu.

Sise vimena prezivara — papilla mammae su valjkaste i slabo nagnutne u
ventrokranijalnom pravcu. Na sisama krava nema dlaka, kao ni znojnih ni lojnih Zlezda.
Velicina i oblik sisa zavisi od oblika i veli¢ine vimena kao i proizvodnje mleka.Kod krava,
prednje sise uglavnom duze od zadnjih. Imaju samo jedan izvodni kanal — ductus papillaris,
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sa jednim otvorom — ostium papillae. Sisni kanal je glavna barijera infekcijama, koji se
zatvara pomo¢u m.sphincter koji obavija kanal i ne dozvoljava da mleko slobodno curi u
spoljas$nju sredinu. Firstenbergova rozeta — Furstenberg's Rosette predstavlja misiéni sloj
koji se nalazi u unutrasnjosti sisnog kanala, koji moze da se izvrne u kanal kada se on otvori u
momentu prepunjenosti vimena mlekom, §to moze da bude glavni razlog prodora leukocita iz
sisnog kanala u cisternu. Krikoidni prstenovi — Annular folds markiraju proksimalni deo
sisne cisterne i ujedno predstavljaju granicu izmedu sisne i zlezdane cisterne.

Zlezdano telo — corpus mammae sastoji se od Zlezdanog epitela — glandula mammaria
organizovano u obliku reznjeva — lobusa, koji su gradeni od nekoliko reZznjica — lobulusa
kapsulirani vezivnim tkivom.

Cisterna zlezde — sinus lactiferus predstavlja nastavak zlezdane cisterne. U svaku cisternu
uliva se od 8-12 kanala koji dovode mleko iz Zlezdanog tkiva, a funkcija cisterne je doponija
mleka.

Vaskularizacija mle¢ne Zlezde — krv koja dospeva u mlecnu Zlezdu je veoma znacajan za
njenu funkciju, jer svi prekursori mleka vode poreklo iz krvi. Ukupan volumen krvi kod krava
u laktaciji je oko 8% od ukupne zapremine krvi tela, dok kod krava koje nisu u laktaciji oko
7,4%. Smanjenje produkcije sa napredovanjem laktacije nije u tonu sa smanjenja protoka krvi.

Arterijski sistem — krv napusta srce i teCe ka zadnjoj polovini tela (kaudalno)
abdominalnom aortom. Kada dode do regio pubis prelazi u Aa. iliacae communis od kojih se
odvajaju Aa. iliacae externae et Aa. iliacae internae. A. iliaca externa zatim postaje A.
femoralis, a od A. femoralis se odvaja A. prepubica od koje se grana A. abdominalis posterior
et pudenda externa. Kada A. pudenda napusti Supljinu tela, postaje A. mammaria (oko 1 cm
pre¢nika). A. mammariae se dalje grana na A. mammaria anterior cranialis et A. mammaria
posterior caudalis koje se dalje nishodno granaju u zlezde. Mala koli¢ina krvi dospeva u
mle¢nu zlezdu i preko A. perinealis (koja nastaje od A. iliaca interna) ali samo u dorzo-
kaudalni deo zlezde.

Venski sistem — vene napustaju mle¢nu Zlezdu ne paralelno sa arterijama. postoje tri vene
sa svake strane koje nose krv iz Zlezde:

1. V. pudenda externa napusta aparalelno sa A. pudenda externa

2. V. subcutis abdominalis napusta Zlezdu na gornjem kraju prednjih Cetvrtina i
prolazi duz abdominalnog zida.

3. V. perinealis napusta zadnji deo ZIrzde paralelno sa A. perinealis

Venozni krug nastaje od anastamoze izmedu anteriornih i posteriornih mamarnih vena.
Sprecava prikljestenje krvnih sudova kada krava lezi.

Limfni sistem — mlecna Zlezda poseduje bogatu mrezu limfnih sudova. U vimenu, skoro
celi limfni sistem protice kroz Lnn. supramammari. Unutar zlezde ucestali su pomo¢ni limfni
¢vorovi, a Cesto ispod koze se nalaze superficijalni limfni ¢vorovi.

Gangrenozni mastitisi krava 4
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Nervni sistem — inervaciju vimena vrSe ogranci plexus lumbalisa, uglavnom N.
sepmaticus externus, delimi¢no Nn. ilioinquinales i Nn. iliohzpogastrica.

2.1.2. Fiziologija mlecne Zlezde

Po rodjenju u prvim mesecima vime raste istom brzinom kao i telo — izometrié¢ni rast, a
brzi rast vimena u odnosu na telo po¢inje u uzrastu od 2 do 3 meseca — alometri¢an rast kada
proliferiSe masno tkivo i kanali koji se u njemu granaju. U toku prvog graviditeta mle¢na
zlezda se intezivnije razvija, a na kraju bremenitosti se uce$¢e vezivnog i masnog tkiva

smanjuje na 40%, a tabulo-alveoplarni sistem i alveolarne Supljine zauzimaju 60% (Harrison i
sar., 1993).

Zaceci formiranja mle¢nih Zlezda uocava se ve¢ u embrionalnom periodu u vidu pupoljka
pokozica u vezivu (krznu). Jedan deo pupoljka ostaje povezan sa potkozicom, a onaj dublje u
vezivu se moze granati u viSe grana. Ove grane postepeno formiraju Supljine i1 pretvaraju se u
kanali¢e sa dvoslojnim niskoprizmaticnim epitelom. Od dela povezanog sa povrSinom
pokozice formira se mali zaCetak bradavice/sise. Faktori koji uti¢u na razvi¢ée mlecne zlezde u
toku intrauterinog perioda razvi¢a jo$ nisu potpuno poznati ali izgleda da se pocetni deo
odvija bez uticaja hormona, a kasnije faza razvica se odvija pod uticajem hormona. Ovo je
vazno jer se nepravilnosti u razvi¢u mle¢ne Zlezde mogu javiti 1 ako se majke tretiraju sa
hormonima tokom graviditeta. Kod domacih Zivotinja puno razvi¢e mle¢ne Zlezde nastaje pri
kraju graviditeta, a odvija se pod uticajem polnih hormona estrogena i progesterona u tom
periodu poreklom, najve¢im delom iz placente. Estrogeni podsticu razvoj sistema Zlezdanih
kanali¢a koji dobijaju veoma razgranat oblik. Progesteron uti¢e na razvoj sekretornih ¢elija u
sastavu parenhima i alveola. Kada dode do porodaja mle¢na zlezda je u potpunosti razvijena i
osposobljrna za funkciju, a to je lu¢enje mleka za ishranu mladunaca. Polni hormoni zenke
utiu na razvoj mle¢nih Zlezda 1 pripremaju je za obavljanje funkcije, ali one ne uti¢u na
pocetak laktacije 1 njeno odrZavanje. Sekreciju mleka pokre€e i odrzava hormon prednjeg
reznja hipofize — prolaktin. Pored polnih hormona i prolaktina i drugi hormoni su veoma
vazni za pravilan razvoj i funkciju mle¢ne zlezde. Na prvom mestu se ubraja hormon rasta 1
hormoni tireoidne Zlezde, medutim, niSta manji znac¢aj imaju insulin, hormoni nadbubrega,
gonadostimulini i dr. Estrogeni, sami, ili u kombinaciji sa progesteronom, mogu izazvati
poveéanje parenhima mle¢ne Zlezde ali je za potpuno razvice neophodno i delovanje
adenohipofize, pa 1 nadbubrega. Lucenje mleka pocinje ve¢ pred sam kraj graviditeta (krave
nekad treba izmuzati pre teljenja da bi se smanjio pritisak u vimenu), a u drugih u vreme i
posle porodaja. to prvo mleko se razlikuje po sastavu od obi¢nog i naziva se kolostrum.
Smatra se da se kontrola lu¢enja mleka odvija hormonalnim, a ne nervnim putem. Pocetak
luCenja u vreme graviditeta oko porodaja izgleda da je vezan za pad koncentracije
progesterona, koji za vreme graviditeta koc¢i direktno delovanje prolaktina i laktogena
placente na Zlezdane ¢elije u mle¢noj Zlezdi. Izlu¢ivanje mleka iz mlecne Zlezde je refleksni
¢in koji se odvija pod uticajem odredenih stimulansa i to preko CNS. Od receptora sa
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aferentnim vlaknima impulsi prenose preko ki¢mene mozdine do hipotalamusa, koji posreduje
u oslobadanju oksitocina iz zadnjeg reznja hipofize. Oksitocin putem krvi dospeva do mle¢ne
zlezde gde deluje na mioepitelne Celije i one pomazu u istiskivanju mleka iz acinusa, ¢ime se
povecava pritisak unutar mleéne zlezde. Delovanje oksicotina traje samo nekoliko minuta od
6 do 8 minuta (Markovi¢, 1980). Ovaj refleks moze biti uslovan, tako da aktom sisanja ili
muze moze da se izazove lucenje mleka.

2.2. Fiziologija imunosti mle¢ne Zlezde

U poslednje vreme velika vaznost se pridaje prirodnim odbrambenim sposobnostima
mlecne Zlezde. U nespecificne odbrambene mehanizme mozemo svrstati prirodnu barijeru,
koju ¢ine anatomsko pravilno razvijeno vime 1 sisa, epitel sisnog kanala, Firstenbergova
rozeta, kao i faktori rezistencije ¢itavog organizma (kondicija, konstitucija). Ove nespecifi¢ne
faktore mozemo nazvati “prvom linijom” odbrane mle¢ne zlezde od mikroorganizama. Kada
mikroorganizmi produ ovu liniju odbrane i prodru u cisternu sre¢u se sa “drugom linijom”
odbrane mlec¢ne Zlezde, koju sacinjavaju somatske celije u mleku, lizozim, laktoferin,
komplement - nazvani jednim imenom laktenini i imunoglobulini koji su odgovorni za
specifican imunoloski odgovor. Prirodni odbrambeni sistem u mlecnoj zlezdi se bazira na
cetiri mehanizma (Leitner, 2000; Stoji¢, 2001):

1. fizicka zastita, koju ¢ini intaktna kota vimena;

2. fizicko-hemijska zastita, koju ¢ini keratin sa svojim antibaktericidnim dejstvom;
3. nespecifi¢ni imunoloski odgovor sa aktivacijom zapaljenske reakcije 1

4. specifi¢ni imunoloski odgovor koji uklju€uje aktivaciju imunocita.

Jedan od faktora koji doprinosi sniZzenju rizika od bakterijske kontaminacije vimena je
svakako zdrava i neoste¢ena koza vimena, a posebno na papilama — sisama. Stratum corneum
zdrave koze vimena je barijera za prodor vode sa povrSine ka unutrasnjosti, kao 1 za gubitak
teCnosti iz tkiva. Utvrdeno je da ako procenat vode u orozalom epitelu opadne ispod 10%
dolazi do njegovog pucanja (Blank i sar., 1953) i tada moze da dode do gubljenja zastitnih
kiselih materija koze, medu koje spadaju mlecna kiselina, slobodne masne kiseline 1
aminokiseline (Raab, 1990). Ove promene u epitelu koze pogoduju razmnozavanju patogenih
bakterija (S. aureus) na papilama, a time i moguc¢nost nastanka intramamarne infekcije
(Pankey i sar., 1984). Smatra se da anatomski pravilno razvijeno vime i sise smanjuju
moguénost pojave mastitisa. Pod tim se podrazumeva pravilan oblik vimena, kao i veli¢ina
sisa 1 sisnog kanala. Nije pozeljno da se u eksploataciju ukljuCuju Zivotinje sa pasisama ili
nepravilnim oblikom sisa i sisnog kanala, jer to povecava rizik od nastanka mastitisa. Sisni
kanal je prose¢no dugacak oko 10 mm (3-18 mm), a pre¢nik mu iznosi 2 mm (Hamann,
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2000). U zidu sisnog kanala nalazi se sfinkter od glatko-misi¢nog tkiva, koji u periodu izmedu
dve muze zatvara sisni otvor. Ustanovljen je veéi procenat infekcija kod zivotinja sa ve¢om
prohodnos¢éu kanala. Redovnom muzom, tj. efektom ispiranja se moze smanjiti broj
mikroorganizama koji su naselili sisni kanal. Sisni kanal je iznutra oblozen viseslojnim
epitelom (stratum granulosum, stratum corneum) koji je relativno deblji u odnosu na ostale
delove koze goveda. Stratum corneum odgovara sloju keratina koji zatvara lumen kanala
izmedu dve mute. Koli¢ina keratina u sisnom kanalu krece se u proseku oko 7 mg (2-14 mg).
Keratin u sisnom kanalu bogat je esterifikovanim i neesterifikovanim masnim kiselinama, a
posebno palmito-oleinskom i linoleinskom kiselinom, koje imaju snatan antimikrobni efekat.
Keratin predstavlja mehani¢ku barijeru u sisnom kanalu, posebno u periodu zasusenja. Iz
keratina su izolovani katjonski proteini, kao Sto je ubikvitin, koji inhibira rast Streptococcus
agalactiae i Staphylococcus aureus. Smatra se da se ovaj protein, koji je pozitivho
naelektrisan, vezuje za negativno naelektrisan zid mikroorganizama i dovodi do poremecaja u
osmotskoj regulaciji sa pojavom prodora tecnosti i citolize (Nickerson, 1985). Mleko sadrzi
supstance koje inhibitorno deluju na sakupljanje i razmnozavnje bakterija, koje jednim
imenom zovemo laktenini. Naziv laktenini odnosi se na komplement, lizozim, laktoferin i
laktoperoksidazu (Tizard, 1996). U mleku zdravih cetvrti nalazi se veoma mala koli¢ina
komponenti sistema komplementa. Komplement je sistem koji se sastoji od proteinskih
komponenti (C1-C9) i zajedno sa antitelima predstavlja element humoralnog imunoloskog
sistema (Rainard i sar., 1995). Komplement je nespecifi¢an faktor imunoloske odbrane i
njegova aktivnost je usmerena na bioloske membrane, §to ima za krajnji cilj njihovo oste¢enje
(Mihajlovi¢, 1983). Pored toga, aktivisanje komponenti komplementa pobuduje neke vrste
¢elija (mastocite) da izlucuju bioloski aktivne supstance (histamine), a hemotaksi¢nim
uticajem privlace fagocite, omogucavaju opsonizaciju i deluju flogisticno. Komponenta C5a
sistema komplementa je stimulator aktivnosti polimorfonukleara i deluje kao faktor pozitivne
hemotaksije, privlace¢i neutrofile na mesto prodora bakterija (Schuster i sar., 1997). Jedan od
stalnih sastojaka mleka je lizozim. Poznato je da se lizozim nalazi u telesnim te¢nostima, kao
Sto je pljuvacka, na povrsini sluzokoze nosne Supljine i digestivnog trakta, kao i u mleku.
Lizozim je bazni protein opisan jo§ od strane Fleminga 1922. godine, a svoje baktericidno
dejstvo ispoljava tako $to cepa veze izmedu N-acetil glukozamina i N-acetil muraminske
kiseline u kompleksu mukoproteina celijskog zida bakterija (Tizard, 1996). Koncentracija
lizozima u mleku je niska (0,13 mg/100ml) ali se ona povecava za vreme infekcije. Veliki
broj radova ukazuju da krave sa niskom koncentracijom lizozima u mleku oboljevaju u ve¢em
procentu od mastitisa, Sto ukazuje da koli¢ina i nivo ovog proteina u mleku moze biti
pokazatelj predispozicije te jedinke za pojavu mastitisa (Nickerson, 1985). Gram pozitivne
bakterije su uopste osetljivije na lizozim, zato $to imaju mnogo jednostavniji ¢elijski zid, koji
sadrzi viSe od 90% peptidoglukana. Neke bakterije, kao Sto su stafilokoke, sadrze tajhonsku
kiselinu i druge komponente, koje vezuju lizozim i sprecavaju difuziju do njegovog supstrata
(Bojani¢, 2000). Laktoferin je glikoprotein mleka koji konkuriSe bakterijama vezujuéi za sebe
gvozde, i tako ga ¢ini nedostupnim za bakterije (E. coli, S. aureus), kojima je on jedan od
osnovnih elemenata za metabolizam i razmnozavanje. Laktoferin sintetiSu neutrofilni
granulociti, makrofagi i epitelne ¢elije vimena (Harmon, 1980). Koli¢ina laktoferina u mleku
krava varira od 0,02-0,035 mg/ml, u zavisnosti od vremena laktacije. Glavna funkcija
laktoferina je da zastiti mlecnu zlezdu od infekcije koliformnim mikroorganizmima, posebno
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u fazi involucije, aktivacijom fagocitoze i sistema komplementa. Pored bakteriostatskog
dejstva, laktoferin ima sposobnost da zastiti parenhim mle¢ne zlezde od Stetnog delovanja
slobodnih radikala kiseonika (Legrand, 2004). Njegovu bakteriostatsku aktivnost inhibira
citrat, koji se nalazi u mleku i kolostrumu, u znatno viSoj koncentraciji od laktoferina.
Aktivnost laktoferina najveca je u periodu zasuSenja, kada njegova koncentracija u sekretu
mle¢ne zlezde iznosi 20-100 mg/ml. Istovremeno je koncentracija citrata smanjena, dok je
koncentracija bikarbonata povecana (Legrand, 2004). Koncentracija laktoferina pocinje da
raste 2-4 dana od prestanka muze i linearno se povecava u toku perioda zasuSenja, kao
posledica povecane neto sinteze laktoferina u periodu involucije vimena. Istrazivanja Olivera
i saradnika iz 2000. godine ukazuju da laktoferin moze da deluje kao stimulator procesa
fagocitoze bakterija i omogucava njihovo uklanjanje iz vimena. U mleku se pored laktoferina
nalazi i transferin, protein koji takode za sebe vezuje gvozde. Za razliku od mleka glodara i
kuni¢a, u mleku krava je koncentracija transferina veoma niska (1mg/ml u kolostrumu, 0,02-
0,04 mg/ml u mleku, 4-5 mg/ml u krvnom serumu) (Sanchez, 1988). Transferin se ne sintetiSe
u vimenu krava, ve¢ prelazi u mleko iz krvi putem transcitoze. U toku mastitisa, njegova
koncentracija u mleku se povecava, prateci porast albumina i1 dostize 1 mg/ml kod mastitisa
izazvanog sa E. coli (Reinard, 1983). Mleko sadrzi visoku koncentraciju laktoperoksidaze i
jona tiocijanata (SCN-). Tiocijanat se takode nalazi u mleku, posebno kod krava koje sa
hranom unose dosta leguminoza, dok se vodonik-peroksid moze dobiti kako of neutrofilnih
granulocita, tako i od samih mikroorganizama (streptokoke). Laktoperoksidaza se nalazi i u
epitelu mle¢ne zlezde, u koncentraciji od 2-35 mg/ml, a tiocijanat poti¢e iz zelenih hraniva
koje sadrze tiocijanatne prekusore (1-10 ppm) (Nickerson, 1985). Enzim ksantin oksidaza iz
opne micela mleéne masti, katalizuje stvaranje azot oksida od neorganskog nitrita, koji u
aerobnim uslovima dovodi do nastanka peroksinitrita sa snaznim baktericidnim dejstvom.

U mleku krava, u fizioloskim uslovima, stalno se nalaze razliciti tipovi ¢elija: neutrofilni
granulociti (polimorfonuklearni granulociti, PMNL), limfociti, eozinofili, makrofagi i epitelne
¢elije (Pillai, 2001). Ovaj Celijski sadrzaj je poznat pod nazivom "somatske celije u mleku"
(SCC, milk somatic cells). Broj ovih ¢elija u mleku zdravih krava krece se od 160-450 x
103/ml, a prema kriterijumima medunarodne mlekarske federacije, grani¢na vrednost broja
¢elija u 1 ml mleka zdravih krava iznosi 500 x 103/ml (Schalm, 1971). Na pocetku laktacije,
broj somatskih celija moze da se krece 1 do 2.500.000 celija u ml (Frerking, 1961).
Diferencijalna bela krvna slika u mleku zdravih cetvrti pokazuje najveéi procenat
polimorfonukleara, zatim makrofaga i limfocita. U toku zasuSenja, najces¢i tip ¢elija u mleku
su makrofagi, dok kolostrum pokazuje porast polimorfonuklearnih leukocita (PMNL), kao i
kod svih infekcija mlecne zlezde. U vecini uzoraka mleka mogu se naci celije sekretornog
epitela vimena (Lee, 1980). U mleku se mogu naci najcesce tri razliite kategorije celija.
Polimorfonuklearni leukociti - neutrofilni granulociti su najcesce celije koje se mogu naci u
mleku, sa jedrima od 2 do 5 segmenata. Veli¢ina im varira od 9 do 15 um. Mleko najvise
sadrzi neutrofilnih granulocita, a zatim eozinofilnih 1 najmanje bazofilnih garnulocita
(Miljkovi¢, 1992). Monociti bez lipidnih inkluzija se karakteriSu promenljivim i nejasnim
oblikom nukleusa sa difuznim hromatinom Epitelne ¢elije poticu iz kanalnog sistema mlecne
zlezde. Veoma Cesto se mogu nacéi tesno priljubljene jedna uz drugu ili u skupini. Jedro je
tamno obojeno i moze biti razliCitog oblika i veli€ine, sferi¢no, elipti¢no i sli¢no, Sto zavisi iz
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kog dela kanala poticu (Lee, 1980). Ove Celije spadaju u najkrupnije ¢elije mleka 1 njihova
veliina iznosi 55 pm. Vrsta i broj ¢elija u mleku se menjaju u zavisnosti od fizioloskog stanja
organizma. Najve¢i uticaj ima stadijum laktacije. Kolostralno mleko sadrzi viSe miliona
¢elija. Na broj ¢elija utice i pojava estrusa, kada se broj ¢elija znatno povecava. Sadrzaj éelija
je uvek veéi na kraju muze, nego na pocetku. Nepotpuna muza, promena vremena, hrana,
nacin drzanja i mnogi drugi Cinioci mogu da dovedu do povecanja broja ¢elija (Miljkovic,
1992; Campos 1 sar., 1993; Nickerson, 1985). Ukoliko se bakterije ne eliminiSu, u kratkom
vremenskom roku dolazi do odgovora akutne faze i akutnog zapaljenja, kao nespecifi¢nog
imunoloskog odgovora. Citokini su supstance proteinske prirode koje imaju ulogu sli¢nu
hormonima, reguliSu lokalnu zapaljensku reakciju, a putem cirkulacije mogu dospeti do
udaljenih organa i izazvati sistemsku reakciju. U kaskadnoj reakciji odgovora akutne faze,
citokini se luc¢e od strane stimuliraju¢ih makrofaga, a to su: interferon-8 (IFN-B), interleukin
(IL-1), IL-6, IL-8, tumor nekroti¢ni factor-a (TNF-o) i ostali faktori nespecificnog
imunoloskog odgovora (Burvenich i sar., 2000). Limfociti u mleku i tkivu mle¢ne zlezde su
druga linija odbrane imunoloskog sistema vimena.

2.3. Podela Mastitisa

Zapaljenje vimena ili mastitis kod krava je akutna ili hroni¢na upala izvodnih kanala,
parenhima ili intersticijuma jedne ili viSe mle¢nih Zlezda koje grade vime krava. Simptomi
mogu imati formu klinicki manifestovanog mastitisa (moZe se ustanoviti ispitivanjem cula) sa
raSireno$¢u 1-3%, ili subklinickog mastitisa (moZe se ustanoviti isklju¢ivo laboratorijskim
pregledom mleka) sa rasirenoSc¢u vise od 30 %. Dijagnostika klini¢kih mastitisa ne predstavlja
problem budu¢i da u tim sluc¢ajevima dolazi do otoka, temperiranosti, bola 1 induracije u
mle¢noj zlezdi, kao 1 promena u mleku. Mleko se moze promeniti u konzistenciji 1 boji, tada
se u mleku primecuje prisustvo krpica, tragova gnoja, krvi ili boja mleka odgovara boji piva, a
dijagnoza se postavlja palpacijom 1 pregledom prvih mlazeva mleka. U sluc¢ajevima
subklinickog mastitisa ne zapazaju se klinic¢ki vidljive promene na mle¢noj zlezdi, ve¢ samo u
mleku. tako da se za otkrivanje subklini¢kih mastitisa koriste metode zasnovane na merenju
promene u mleku, a to su najées¢e metode koje odreduju broj leukocita u mleku. Tako da je
prakti¢no subklinicki mastitis nevidljiv.

Mastitis se po toku moZe podeliti na perakutni, akutni, subakutni i hroni¢ni. Na osnovu
klini¢ko-patoloske slike tok oboljenja delimo na kataralne (zapaljenjem zahvaceni sisni kanal
1 cisterna), intersticijalne (zahvaceno vezivno tkivo mlecne zlezde), parenhimatozne
(zahvacen Zlezdani deo vimena).
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Mastitise jos mozemo podeliti i na osnovu mikroorganizama koji izazivaju zapaljenske
procese i koji se nalaze u mleku, odnosno na osnovu izazivaca mastitisa-etiologije:

1. Specifi¢ni:

Specifi¢no patogeni:

o Staphylococcus aureus

. Streptococcus agalactiae

o Streptococcu dysgalactiae

. Streptococcus uberis

. Koliformni mikroorganizmi E. coli, Proteus sp., Klebsiella sp.
. Arcanobacter pyogenes

. Pseudomonas aeruginosa

Uslovno saprofitski:

. Corynobacterium bovis

. Nehemoliti¢ne mikrokoke
2. Nespecifi¢ni:

J aktinomikoza

o botriomikoza

o tuberkuloza

. nagaz

o Listeria sp.

o Leptospira sp.

o Salmonella sp.

. Pneumococcus sp.

o Brucella sp.

o Gljivice: Candida albicans, Criptociccus neoformans
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o Alge, Protheca sp.

o PPLO, rikecije, mikoplazme

2.3.1. Nespefini¢ne promene upale vimena

Akutni kataralni mastitis — Mastitis catarrhalis acuta rede su praceni poremecajem
opSteg zdravstvenog stanja, sekrecija mleka je smanjena, mleko moze da sadrzi primese
gnoja, Sise su bolne i zivotinja se opire muzi, epitel sluzokoze cisterne je zadebljao, pored
deskvamacije pojedinih c¢elija mogu se uociti velika izdignuéa epitela usled izrazenih
subepitelijalnih edema. Perialveolarni intersticijum pokazuje prisustvo upalnog edema i slabe
do srednje infiltracije neutrofilnoh granulocita, limfocita i makrofaga. Makroskopski,
cetvrtine vimena su donekle oteCene i moze biti prisutan i subkutani edem. Dosta tvrdo tkivo
vimena se, nasuprot mekom 1 elasti¢nom tkivu vimena u laktaciji, moze lako se¢i. PovrSina
reza je vlazna i u zavisnosti od koli¢ine krvi sivo-smeda ili sivo-crvena i usled povecanog
unutrasnjeg pritiska resice, lagano je granuliran. mlec¢ni kanali i cisterna, u zavisnosti od
koli¢ine te¢nog ili celijskog sluzav eksudata, sadrze masu koja ima serozni (mastitis
catarrhalis serosa) odnosno sluzav karakter (mastitis catarrhalis purulenta). unutrasnji rub
velikih mle¢nih kanala i cisterne ima boju od sivo-zute do roze. Naj¢es¢i uzro€nici ovog
mastitisa su Streptococcus agalactiae, Streptococcus disgalactiae, Streptococcus uberis,
Staphzlococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherihia coli, Pasteurella multocida,
mikoplazme, hlamidije, virusi, kvasci.

Javlja se neposredno posle teljenja u periodu najveée mlecnosti. Mleko je obi¢no
promenjeno u prvim i poslednjim mlazevima, jer su streptokoke stanovnici izvodnih kanala u
kojima je i glavno mesto njihovog patoloSkog delovanja.. Akutne mastitise u mnogo blazoj
formi izaziva Streptococcus dysgalactiae, ali se veoma lako prenose sisanjem teleta iz jedne u
drugu Cetvrt, zbog Cega se naziva “sisaju¢i mastitis”. na farmamam moze biti prisutan od 7 do
75% ukupnih mastitisa. Prisustvo ove bakterije nadeno je u ranama na sisama 61 do 81%, a
moze preziveti niske i1 visoke temperature na raznim Stalskim alatkama, maSinama 1 po
nekoliko nedelja. Kao rezervoar streptokoka moze biti koza krave, jer mikroorganizmi moZze
da prezivi od 1 do 26 dana.

Hroni¢ni kataralni mastitis — Mastitis catarrhalis chronica et interstitialis fibrosa
moze od samog pocetka imati slabo vidljivu klini¢ki neupadljivu sliku. Eksudativni procesi se
javljaju u pozadini, ali su regionalno razliitog inteziteta 1 predstavljaju aktuelno
suprotstavljanje organizma uzro¢niku. Makroskopski sekrecija uglavnom nije promenjena ali
mleko sadrzi poveéan broj somatskih €elija i ima specifican ukus soli. Smanjuje se sekrecija
mleka, a moze i1 sasvim da prestane. Izrazita proSirenja interalveolarnog tkiva nastaju usled
prisustva limfocita, makrofaga, fibroblasta, fibrocita i kolagenih vlakana, imaju za posledicu
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da se alveole medusobno pritiskaju. Periferni delovi Zlezda se zbog toga smanjuju, delimi¢no
se formiraju u vidu cevi i u narednom periodu se redukuju. Alveolarni epitel sastoji se od
kockastih do cilindri¢cnih ¢elija siromasnih citoplazmom. Takode se znafajno uvecéava i
intralobularno tkivo usled proliferacuja fibroblasta i formiranja vlakna, $to ima za posledicu
kompresivno dejstvo na cisternu zlezde i interlobularno postavljene mlekovode. Epitel
suzenih mle¢nih kanala reaguje hiperplasti¢no u vidu papiloformnih izbocCina, Sto izaziva
dodatno suzavanje unutraSnjeg prostora. Ostali mle¢ni kanali, kao i cisterna zlezde 1 sise,
pokazuju prisustvo subepitelijskih, limfohistiocitarnih i vlaknastih upalnih Zarista, koja se
izdizu iz lumena u vidu koplja ili kalema i mogu da ga delimi¢no ili potpuno oStete.
Makroskopski nalaz je razli€it, u zavisnosti od stepena i istezanja fibroznih i atrofi¢nih
procesa. Cetvrt moZe biti nepromenjena u pogledu veligine, smanjena ili poveéana. 1zmenjena
oblasti su grube na dodir, teSko se seku. Neretko se dogada da se parenhim vimena, narocito u
oblastima blizu cisterni, potpuno preobrati u grubo, sivo-beliasto vlaknasto tkivo bez
prisustva alveolarne strukture. Na unutraSnjosti cisterne, sise i zlezde kao i velikih mle¢nih
kanala, kao posledica opisanih proliferacija epitelijuma i subepitelijalnih upalnih Zarista,
mogu se uociti ¢voraste, bradavicaste 1 Stapicaste izrasline. Kod keratiniziraju¢e metaplazije
epitel izgleda kao da je presvucen beli¢astim naslagama. Sluzavo- supurativan sadrZaj ukazuje
na jo§ uvek prilicno masivne eksudativne upalne procese. Limfni ¢vorovi vimena su blago
ote¢eni. Hroni¢ni kataralni mastitis 1 galaktoforitis predstavlja tipi¢an oblik infekcije sa
Streptococcus agalactiae (galt-mastitis — mastitis “Zutog mleka”, zarazno presuSenje vimena).

Mastitis necroticans-haemorrhagica kod ovih upala na prvom mestu su regresivni
procesi koji se brzo Sire, kao 1 poremecaji cirkulacije i permeabilitite. Neke alveole imaju
zatvorenu unutraS$nju povrsinu usled degenerisanih ili nekroticnih epitelijalnih ¢elija, druge su
u velikoj meri bez epitela. U lumenu Zlezde nalaze se ostaci unutrasnjih epitelijalnih ¢elija,
eksudat bogat proteinima i fibrinom i unisteni leukociti. Ovi poslednji mogu da izostanu kod
udarne koagulativne nekroze. Interalveolarni upalni edemi, visokostepena hiperemija ili
perialveolarna kapilarna i dijapedezi¢na krvarenja dovode do razmekSavanja parenhima
mle¢ne zlezde. Krvni sudovi intraalveolarnog i interlobularnog tkiva pokazuje osim toga
fibrinoidne zidne nekroze 1 parcijalna ili totalna zaepljenja usled fibrinskih trombova. U
interlobularnoj Supljini ustanovljeno je stvaranje edema, taloZenje fibrina i tromboza limfnih
sudova. ProSireni mle¢ni kanali sadrze konglomerate i fibrinske sastojke. Epitel mlesnoh
kanala je pretezno nekrotican 1 oljusten, u ne-nekroti¢nim regijama i metaplasticnim. Nekroza
tkiva vimena prostire se preko alveola na vece, nepravilne oblasti. u kojoj se pojavljuje u
pocetku uzak, a kasnije sve Siri pojas pretezno raspadnutih leukocita. Ako zivotinje prezive
akutnu fazu, iz ove periferne zone reakcije dolazi do Sirenja ili sekvencije ili fibroznih
organizacija nekroti¢nih ZzariSta. Kod leukocitarnog stapanja stvaraju se apscesi. Kod
makroskopskog posmatranja izdvaja se upalni edem visokog stepena, koji ne zahvata samo
potkozni sloj nego su otokom zahvacene Cetvrti vimena i okolna povr$ina. Plavocrvena boja
koze vimena i nedostatak epitela su znaci kutanih nekroza. Grubo i napeto tkivo. Grubo i
napeto tkivo vimena moze se lako se¢i. Delimi¢no vlazna, delimi¢no usled fibrinske saturacije
isuSena povrsina reza je prosarana, pri ¢emu se nepravilno smanjuje Zutosmede, zutocrvene i
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tamnocrvene oblasti razlicite veli¢ine. Vidljivi krvni sudovi sadrze trombove. Pojedini delovi
izgledaju kao zutosmeda- smedecrvene, hemogene ili ispucale izumrle skupine sa perifernom
razmekSanjima. Mlecni kanali i cisterna imaju veoma crvenu neretko fibrinom pokrivenu
unutrasnju povrsinu. One sadrze krvavo-sluzavu te¢nost neprijatnog mirisa, ¢esto sa fibrinom.
Sadrzaj je zuckasto-suv i sliCan trombu. Otekline limfnih ¢vorova vimena su srednjeg ili
visokog stepena. NekrotizirajuCe mastitise izazivaju E. coli, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella spp., Pasteurella multocida, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa,
Actinomyces pyogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae.

Piogeni mastitis - Mastitis apostematosa mastitits koji stvara apscese uvek predstavlja
proces koji prerasta u hroni¢an. Njemu prethode akutne faze izazvane pre svega Actinomyces
pyogenes, ali i drugi uzro¢nici, kao §to su Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Nocardia asteroides. Kao polazna tatka smatra se opisana nekrozna zari$ta, koja se
razmekSavaju usled delovanja toksina i leukocitnih enzima. Na periferiji ovih razmekSanih
zariSta stvara se gusti zid neutrofilnih leukocita, koji je sa svoje strane obavijen sa viSeslojnim
nakupinama makrofaga. U ovoj oblasti deSava se intezivna suprotstavljanja upalnih ¢elija i
uzro¢nika. Kao ocigledan znak fagocitoze mogu se u citoplazmi makrofaga videti brojne
bakterije. Mnoge upalne celije se raspaduje usled dejstva toksina i starosti same celije i
mesSaju se sa amorfnim apscesnim materijalom. Nakon toga se rani apsces okruzuje
glanulacionim tkivom, u ¢ijem unutrasnjem sloju preovladuje radijalno postavljeni kapilari
delimic¢no okruzeni limfocitima i ¢elijama plazme. Sudovi ispunjavaju resorptivne funkcije i
konstantno privlace nove upalne ¢éelije. Periferni deo upalnog tkiva koji zatvara apsces sastoji
se, pored krvnih sudova 1 skupina okruglih ¢elija, prevashodno od cirkularno rasporedenih
fibroblasta, fibrocita i kolagenih vlakana. Fibrozno upalna tkiva se prostire daleko u okolinu
apscesa. Kod mastitis apostematosa javljaju se i supurativni fokusi, koji imaju drugaciju
morfogenezu. Oni imaju polaznu tacku u purulentnim upaljenim mlekovodima. U slucaju
zaepljenja distalnog sistema mlec¢nih kanala u proksimalnim sektorima dolazi do kavernastih
proSirenja usled gomilanja gnojne mase koja sadrzi bakterije. Epitel mlecnih kanala se pri
tome u velikoj meri oSte¢uje 1 zamenjuje upalnim tkivom, koje po svom sastavu li¢e na
apscesnu membranu. Sto se ti¢e obliterirajuéih promena mleénih kanala, one se razvijaju iz
nekroti¢nih upalnih procesa svojih zidova. Pri tome se lumen ve¢ih mle¢nih kanala i cisterne
delimi¢no suzava, a neretko i potpuno zatvara usled rasprostranjenih oteklina od eksudata sa
fibrinskim sadrzajem ili usled stvaranja celijskog odnosno granulacionog tkiva. Fibrozna
organizacija koja nastupa u daljem toku procesa dovodi do kona¢nog konsolidovanja
obliteracija. Regioni zlezda koji nisu direktno zahvacdeni apscesnim procesom pokazuju
prevashodno atrofi¢ne pojave 1 mogu imati kataralne kao 1 intersticijalne limfohistocistarne 1
fibrozne upalne promene. Kod aspekcije se moze utvrditi da je obolela cetvrt smanjena i da
ima klupcaste konture. Neretko se vime prazni kroz stvorene fistulne kanale, a javljaju se i
veée perforacije. Potkozno tkivo i vime je grubo i rapavo i usled toga se tesko sece. Na
povrSini preseka dominiraju viSestruki apscesi veli€ine sociva pa do veliine pesnice,
napunjeni te¢nim zuckastozelenim gnojem. PovrSina apscesne Supljine je Zutosiva ili
crvenosmeda i skoro somotasta. Na nju je prikacena kozasta porcelan-bela apscesna kapsula.

Gangrenozni mastitisi krava 13



Radovan Bozi¢kovié Master rad

Cetvrti vimena sa izraZzenim apscesima skoro potpuno prikrivaju znake laktacije, koji se
gotovo ne mogu prepoznati. Nezahvaceno tkivo mlecne zlezde izgleda Zutosmede, i imaju
vlaznu povrSinu preseka. Mle¢ni kanali i cisterna sadrze te¢nu ili gusto-kasastu gnojnu masu.

2.4. Faktori koji dovode do mastitisa

Mastitise uzrokuje mikrobioloski uzro¢nici. Oni pre svega obuhvataju bakterije, ali i
gljivice (njihovi jednocelijski predstavnici, kvasnice) i alge (prototeke) mogu da izazovu
mastitis. Dokaze o virusima kao uzro¢nicima mastitisa je veoma tesko naéi.

Cinjenica da se na osnovu bakteriolodkih nalaza ne mozZe postaviti etioloska dijagnoza za
svaki slucaj upale vimena (nezavisno od klinicke slike) ipak ne negira tvrdnju da mastitisi u
principu imaju mirkobioloSke uzro¢nike. Razlozi za dobijanje negativnog nalaza kod
dokazivanja uzro¢nika mogu u pojedinim slucajevima biti sleseci:

e PonaSanje uzroc¢nika

e (Odbranbena sposobnost vimena, koja doprinosi redukciju izlu¢ivanja uzro¢nika, ¢ak i
njihovom eliminisanju

e Metode za dokazivanje uzro¢nika

Mikroorganizmi koji izazivaju mastitise dele se u dve grupe. Prvu grupu Ccine
mikroorganizmi kod kojih je samo obolelo vime mesto razmnoZavanja, izlucivanja tj. izvor
infekcije. Ovo ni u kom sluc¢aju ne ogranicava ulogu vektora za Sirenje i prenoSenje bolesti
(ljudi, oprema za muzu, stelja i oprema u Stalama) pogotovo §to je put infekcije ovih
uzro¢nika isklju¢ivo preko sistema mlecnih kanala (galaktogeni put infekcije). Drugu grupu
¢ine uzro¢nici mastitisa koji se naseljavaju izvan vimena, pri ¢emu mesta razmnozavanja i
masovnog trajnog naseljavanja predstavljaju digestivni trakt, genitalije (tokom nesmetanog ali
vi¢e tokom ometanog puerperiuma). 1 infektivni procesi kao S$to su apscesi, rana na kozi i
misi¢ima, papci. U prvu grupu spadaju Streptococcus agalactica i patogene mikoplazme, u
drugu grupu ona obuhvata vise grupa uzroc¢nika, Esherichia coli, Klebsielle, Pseudomonade,
Staphylococcus aureus, Actinomyces pyogenes, Streptococcus uberis, kvasci i protokoke.
Dalja podela uzro¢nika je na major pathogens patogeni prvog reda (glavne patogene,
uzro¢nike velike patogenosti) i minor pathogens patogeni drugog reda (sporedne patogene,
uzro¢nike male patogenosti). Ovakve podelo po grupama uzro¢nika na osnovu njihovih
glavnih izvora i patogenosti vazne su pre svega kod izbora mere za suzbijanje obolenja.
Izgledi za eliminaciju odredenog uzrocnika iz zapata su mnogo veci ako se njegov izvor
uspes$no isklju¢i. Od rezervoara uzronika mastitisa (izvora infekcija) treba razlikovati
vektore, preko kojih se infekcija Siri od zapata do zapata, zivotinje do divotinje, vimena do
vimena ili od Cetvrti do Cetvrti. Konacno treba voditi ratuna o putevima infekcije na vimenu
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kod kojih razlikujemo galaktogeni (preko sisnog kanala), hematogeni i limfogeni (lokalno,
preko limfnih prostora tkiva vimena) put.

Opsti poremecaji kod mlecni krava i1 obolenja drugih organskih sistema koa npr. mlecne
zlezde se u principu odvijaju u dva pravca: Sirenje uzro¢nika preko inficiranih jedinki u
zapatu i poremecajima odbrambenih mehanizama. Kao primeri za to navode se sledeca
obolenja:

e Infekcije papaka i ekstremiteta ili genitalnog aparata izazvane uzrocnicima gnojenja,
naroc¢ito Actinomyces pyogenes. Ove infekcije mogu biti povezane sa ucestalim
pojavama pyogenes- mastitisa u zapatu, pri ¢emu kod pojedina¢nih Zivotinja moze da
postoji ova povezanost.

e Obolenja prac¢ena groznicom i drugim opstim poremacajima, pre svega upalni procesi
papaka i udova, obolenja izazvana stranim telima i pneumonije, koje izazivaju
smanjenje proizvodnje mleka, porast sadrzaja Celija i druge promene sastava mleka i
na koja se mora obratiti posebna paznja u smislu diferencijalne dijagnostike
subklinickih mastitisa.

e Akutne infektivne bolesti, koje Cesto predstavljaju epidemije, kao npr. slinavka i Sap,
goveda kuga, kataralna groznica, papilomatoza i kravlje boginje, mogu (posredstvom
obolenja koze vimena izazvanim sekundarnim uzro¢nicima — afte, dermatitis, boginje)
da predu u akutne mastitise. Isto vazi i za rane na kozi vimena kod stephanofilarioza,
fotosenzitivnosti, erozije, opekotina i uboda insekata.

e Poremecaji razmene materija i poremecaji izazvani ishranom ¢esto mogu biti praceni
upalama vimena. Razlozi za to su delovanje toksina i produkata razmene materija na
tkivo vimena, smanjenje lokalne odbrambene sposobnosti ili direktno delovanje
produkata lu¢enja mlecne Zlezde na bakterijsku floru vimena.

2.5. Profilaksa i terapija mastitisa

2.5.1. Profilaksa mastitisa:

Profilaksa mastitisa kod krava podrazumeva niz aktivnosti koje treba preduzeti da ne
dode do pojave mastitisa. Obavezna je svakodnevna kontrola vimena, kao i ispunjenje
osnovnih zoohigijenskih i zootehnickih uslova. Pranje vimena pre svake muze, pravilna ru¢na
1 masinska muza, kao 1 potapanje sisa u dezinficijens, predstavljaju nezaobilazne ¢inioce u
suzbijanju mastitisa. Ru¢na muza sa povijenim palcem kod meko muznih krava dovodi do
oStecenja sfinktera sisnog kanala, te omogucava nesmetan prodor mikroorganizma u vime
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(Pavlovi¢, 2001). MaSinska muza aparatima sa poremecenim pulzatorom i lo§im vakumom,
kao 1 istroSenost sisnih ¢aura, otvara mogucnost infekcije mle¢ne Zlezde i nastanak mastitisa.
Nepravilno koriS¢enje aparata za muzu je glavni faktor pojave subklinickih mastitisa (Katic,
1990). Za sprecavanje Sirenja infekcije vimena u zapatima muznih krava, kao i za sprecavanje
kolonizacije sisnog kanala, obavlja se dezinfekcija vimena pre muze, dezinfekcija sisnih ¢asa
izmedu dve muze 1 dezinfekcija papila posle muze. Dezinfekcijom papila krava posle muze
smanjuje se broj infekcija vimena u stadu (Kati¢, 1990). Za dezinfekciju papila posle muze
koriste se dezinficijensi koji u sebi sadrze 1 repelente protiv ujeda insekata, a da pri tome ne
oStecuju kozu papila, potpomazu saniranje lezija, uniStavaju mikroorganizme i odbijaju
insekte, a ne uticu na zdravstvenu ispravnost mleka. Danas su u upotrebi preparati koji
ispunjavaju ove zahteve i pripadaju grupi jodofornih, hipohloridnih i hlorheksidnih preparata.
Dezinfekcija aparata za muzu i sisnih ¢aura ili ¢asSa obavlja se tako $to se sisne Caure potope u
dezinficijens. Moguce je sisne Caure potopiti i u toplu vodu u trajanju 10 minuta, ali taj nacin
dezinfekcije usporava muzu, a sisne Caure brze propadaju, Sto dovodi do veée moguénosti
infekcije. Povratno ispiranje vodom pri temperaturi od 85°C u trajanju od 5 sekundi smanjuje
kontaminaciju sisnih ¢aura bakterijama i pogodna je za izmuziSta tipa riblje kosti. Terapija
mlecne zlezde u zasuSenju podrazumeva lokalnu aplikaciju antibiotika nakon poslednje muze.
Ovaj postupak se moze smatrati i preventivnim, s obzirom da u narednoj laktaciji treba da se
obezbedi Sto duzi period neinficiranosti vimena. Terapiju u zasuSenju treba sprovoditi
antibioticima Sirokog spektra ili ciljanim preparatima prema uradenom antibiogramu
(Pavlovi¢, 2001). S obzirom da se u subklinickom toku bolesti obavezno u laktaciji lece
infekcije vimena izazvane bakterijama Streptococcus agalactiae i Staphylococcus aureus, dok
se ostali uzro¢nici samo identifikuju, potrebno je da se uradi antibiogram i za ostale
uzrocnike, kako bi se u zasuSenom periodu lecili odgovaraju¢im antibiotikom (Gruneth,
1996). Preparati koji se koriste u zasuSenom periodu su posebno obeleZeni za koriS¢enje u
tom periodu, a pokrivaju kompletnu antibiotsku paletu lekova. Pravilno izvedena terapija u
zasuSenju spreCava nastajanje novih infekcija u zasuSenom periodu 1 smanjuje broj starih
infekcija vimena (Pavlovi¢, 1996). Treba napomenuti da se u ovom periodu izle¢i oko 80%
krava obolelih od mastitisa izazvanog Staphylococcus aureus-om, u odnosu na oko 40%
izleenja u laktaciji. Cak do 90% streptokoknih mastitisa se izle¢i u ovom periodu, u odnosu
na 70% izlecenja u laktaciji (Bobos, 2001).

2.5.2. Terapija mastitisa:

Terapija akutnog i hroni¢nog kataralnog mastitisa sprovodi se lokalno (intracisternalno)
i parenteralno. Lokalna terapija se sastoji u tome da obolele krave treba odvojiti i izmuzati
nakon zdravih Zivotinja. Najce$¢i prouzrokovafi ovog mastitisa su bakterije iz roda
Streptococcus (Str. agalactiae, Str. dysgalactiae, Str. uberis). Kod klinicke forme mastitisa
potrebno je aplikovati visoku dozu penicilina G (2-4 miliona i.j./po Cetvrti/po aplikaciji), ili
polusintetskog penicilina (Pavlovi¢, 2001; Gruneth, 1996). Kod streptokoknih mastitisa rede
se koriste drugi antibiotici iz razloga §to su streptokoke osetljive na penicilinske preparate,
koji su lek izbora za ove mastitise. Ako dijagnoza nije sigurna ili potvrdena, treba koristiti
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lokalnu intracisternalnu aplikaciju antibiotika Sirokog spektra (500 mg ampicilina, 200-300
mg cefalosporina ili 500 mg tetraciklina, pri ¢emu treba biti oprezan jer iritiraju vime)
(Gruneth, 1996). Moguce je koristiti i razne kombinacije antibiotika u cilju proSirenja spektra,
kao na primer gentamicin + penicilin (300 mg + 1-3 miliona i.j.) i sl. Pre tretmana Zivotinji
treba dati oksitocin 20 i.j. intravenozno, dobro je izmusti, a obolelu ¢etvrt treba dobro isprati
fizioloskim rastvorom (Tyler, 1992). Terapiju ponavljati na svakih 12-24 sata. Kod
parenteralne terapije mora se imati u vidu da je zbog infekcije vimena narusena barijera krv-
mleko 1 stoga nije omogucéen prolazak antibiotika kroz lipidnu membranu u obimu kao §to je
kod ocCuvanog vimena. U tim slucajevima je indikovano davanje pentamat—
hidrohlorpenicilina (5-10 miliona/i.j. i makrolidnih antibiotika 3-5 g eritromicina, tilozina)
(Gruneth, 1996). Radovi Brown-a (1990) pokazuju da je Str. agalactiae osetljiv u 95%
slu¢ajeva na linkomicin i spektinomicin. Ako se sumnja da su izaziva¢i iz roda
Staphylococcus, u praksi su se dobro pokazali antibiotici koji nisu osetljivi na enzim
penicilinazu (oksicilin  400-1000 mg/po Cetvrti), koju sintetiSu ove bakterije. Kod
stafilokoknog mastitisa mogu se koristiti i cefalosporini, makrolidi, u gore navedenim
dozama, kao i tetraciklini (400 mg) (Pyorala, 2002). Terapija piogenog mastitisa moze se
rede Staphylococcus aureus, a retko Spherophorus necrophorus i ostali. Promena u vimenu
koju izazivaju ovi mikroorganizmi je apostematoznog tipa, odnosno stvaraju se apscesi u
parenhimu mleéne zlezde. LecCenje je moguce samo kod pojedina¢nih, dobro inkapsuliranih
apscesa, koji su blizu povrSine, nakon njihovog pucanja i otvaranja. Kod velikog broja
apscesa, gde je otok tkiva obimniji, predlaze se ekonomsko iskoris¢avanje zivotinje. LeCenje
apscesa ili amputacija obolele Cetvrti moZe se sprovesti kod visoko vrednih grla, kao Sto su
bikovske majke ili visoko mle¢ne rekorderke. Kod febrilnih stanja indikovano je davanje
antibiotika Sirokog spektra (cefalosporini 3-5 g, sulfonamidi 50 g intravenski i sl.), a
parenteralna terapija traje dok je zivotinja febrilna. Obolelu Cetvrt treba tokom dana Sto cesce
izmuzati 1 uvece ubaciti antibiotik. Terapija ne spreCava pojavu bolesti 1 njeno Sirenje, pa je
profilaksa jedini pravi nacin borbe protiv ovog mastitisa. Profilaksa se sastoji u upotrebi
insekticida, bilo u vidu zapraSivanja zivotinje ili upotrebom usnih markica koje su natopljene
repelentima protiv insekata (Grunerth, 1996, Hillerton, 1988). Terapija flegmonoznog
mastitisa sastoji se od lokalne 1 parenteralne terapije. Najces¢i uzro¢nik flegmonoznog
mastitisa jeste E. coli i drugi koliformni mikroorganizmi. Preporucuje se parenteralna uporeba
antibiotika Sirokog spektra, i to gentamicina, tetraciklina i sl. Kod perakutnih stanja
indikovano je intravensko davanje antibiotika, oksitocina u dozi od 30 i.j. intravenski, kao i
velike koli¢ine dnevne kontinuirane intravenske infuzije (do 100 ml/kg t.m.). Primenjuje se i
davanje diuretika u cilju eliminacije toksina iz krvi (Anderson, 1989; Smith, 1985). Terapija
granulomatoznog mastitisa se sprovodi uglavnom samo lokalno. Na osnovu veterinarskih
propisa, do sada koriS¢eni antimikotici (Nystatin, Clotimazol) se ne mogu vise koristiti kod
goveda. LeCenje se sprovodi upotrebom Natamicina, i to u koli¢ini od 1 g (100 mg aktivne
supstance), koja se rastvori u 500 ml fizioloskog rastvora i aplikuje u cisternu vimena
(Stanojevi¢, 2001). Obavezno je temeljno izmuzanje i ispiranje obolele Cetvrti.
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2.5.3. Arcanobacterium pyogenes

Arcanobacterium pyogenes je stolom i oportunisticki patogen ekonomski vazan za
stoku, izazivajuéi bolesti kao mastitis, absces jetre i upale plu¢a. Ovaj organizam poseduje
niz faktora virulentnosti koji doprinose patogeni potencijal. Arcanobacterium pyogenes
izrazava holesterola-zavisni citolizin, piolizin, koji je aemolizin i koji je citolitik za imune
¢elije, ukljucujuéi i makrofaga. Ekspresija piolizin je potreban za virulentnost i to je molekul
koji je najperspektivniji kandidat vakcina, do sada identifikovan. Arcanobacterium. pyogenes
poseduje niz mehanizama prianjanja, ukljucuju¢i dva neuraminidazu, ¢ija je akcija
neophodna za potpuno prijanjanje na epitelne celije, i nekoliko ekstracelularnih matriks
proteina koji se vezuju, ukljucujuéi proteine kolagena za vezivanje, koji mogu biti potrebni za
lepljenje na kolagen-bogata tkiva. Arcanobacterium piogenes takode izrazava fimbrije, koje
su sli¢ne tipu 2 fimbrije od Actinomices naeslundii, 1 formira biofilmove. Medutim, uloga
ovih faktora u patogenezi Arcanobacterium pyogenes infekcija ostaje da se razjasni.
Arcanobacterium pyogenes takode okupira 1 opstaje u epitelnim ¢elijama i moZe da opstane u
J774A.1 makrofaga do 72 ¢asa, S$to ukazuje na znacajnu ulogu Arcanobacterium pyogenes
interakciju sa ¢elijama domacinima tokom patogeneze. Dvokomponentni regulatorni sistem,
PIoSR, gore-regulise piolizin izrazavanja i biofilma ali dole-reguliSe ekspresiju proteaza,
sugeriSu¢i da to moze delovati kao globalni regulator Arcanobacterium pyogenes
virulentnosti. U pyogenes je svestran patogen, sa arsenalom virulentnosti determinanti.
Medutim, veéina aspekata patogeneze infekcije izazvane ovim vaznim oportunistickim
patogenom ostaju slabo okarakterisani.

2.5.4. Clostridium perfringens

Clostridium su anaerobne, sporogene, gram-pozitivne bakterije, koji su Siroko
rasprostranjeni u prasini, tlu, nabiljkamai u digestivnom traktu ljudi i zivotinja. lako je
otkriveno gotovo 100 vrsta iz roda Clostridium, samo 25 do 30 uobicajeno uzrokuju bolest
kod ljudi ili Zivotinja.

Najcesce manifestacije kolonizacije klostridijima kog Zivotinja su blaga, kratkotrajna trovanja
hranom i slu¢ajna kontaminacija rane. Clostridium perfringens prouzrokuju mastitise koji se
javljaju kod goveda i koza sporadi¢no, dok se kod ovaca javljaju u vidu epidemije 1 imaju
veliki ekonomski znacaj.

Toksini koje produkuju Klostridije pripadaju egzotoksinima. Klimatski faktori, ishrana,
stres i poremecaji potencijala vodonika usled dejstva drugih bakterija su predisponirajuci
faktori za izazivanje oboljenja. Clostridije prodiru u organizam galaktogenim putem, ali i
preko kontaminiranih instrumenata 1 posuda za medikamente. Pri rzmnoZavanju klostridija
dolazi do stvaranja velike koliCine gasa i1 to pretezno H2S.Patogeno dejstvo potice od
stvaranja gasova, koji se oslobadaju prilikom sporulacije i raspadanja celije. Radi se o
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termolabilnom proteinu sa nekroti¢nim i hemolitickim svojstvima. Stvara se snazan upalni
edem sa krvarenjima i nekrotizacijom parenhima vimena. Toksini koje stvaraju
klostridije,pored promena vimena, hematogenim putem mogu da izazovu teske poremecaje
opsteg stanja. Ozbiljne klostridijalne infekcije nastaju u sinergizmu sa stafilokokus aureus-
om, dok same prouzrokuju oboljenje sa tendencijom ka izleCenju.Za samo nekoliko sati dolazi
do flegmonozne upale u oblasti osnove sise, dok se u srediStu ovog oboljenjanalazi gasni
edem na jednoj ili vise Cetvrti. Vime je uvecano, toplo, intenzivno crveno i prilikom palpacije
pucketa. Iz vimena se uocava sekret koji je Zuckasto-smed, krvavo gnojav, sa komadi¢ima
tkiva, mehuri¢ima i veoma neprijatnog mirisa. Nekrotizacija tkiva zahvata celo telo i dovodi
do uginuéa za 12 do 24 ¢asa. Dokazivanje se vrsi inokulacijom uzro¢nika u jetrin bujon., gde
nakon par sati dolazi do razmnoZzavanja mikroorganizama, prac¢eno intenzivnim zamucéenjem i
stvaranjem gasa. Mastitisi koji su izazvani klostridijama u odnosu na mastitise izazvane
drugim patogenima.

2.5.5. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je Gram pozitivna nepokretna bakterija,éija je veli¢ina 0,8 do 1
mikrometar,okruglog oblika, pod mikroskopom se uocavaju u vidu grupica koje podsecaju na
grozdove, koagulaza pozitivne. Staphylococcus aureus predstavlja potencijalnog uzroénika
mastitisa, gde je prema mnogo istraZivanja odgovoran za infekcije 90% stada. OStecuje
parenhim vimena i uzrokuje gubitke u proizvodnji mleka. U nekim stadima su junice
inficirane ve¢ pre prvog teljenja. Bakterije Zive u drugim delovima tela npr. rektumu,ustima,
reproduktivnom traktu, kozi sisa,vimenu. Bakterije se prenose rokama muzaca, krpama za
pranje vimena, necistim muznim aparatima i zaostalim mlekom u ¢aSama za muzu. Bakterije
su prijem¢ive za sluz vimena i kada prodru u vime vezuju se za mast, te na taj nacin prodiru
dublje u tkivo vimena. Zive u fagocitu u koji dospevaju fagocitozom, te su i na taj na¢in
zaStic¢ene. Fagocite Staph. aureus koristi za razmnoZavanje u njima i ujedno da pomoc¢u njih
odlazi dublje u parenhim. Ima veoma dug period inkubacije, te zbog toga stado koje je
inficirano, me dugo biti bez klinickih znakova obolenja. Dobro se razmnoZavaju na ¢vrstim
hranljivim podlogama gde obrazuju okrugle kolonije. Kolonije su pigmentirane u zlatno-zuti
pigment,ali neki sojevi mogu imati 1 beli pigment. Kolonije su veli¢ine 3 do 5 milimetara.
Staphylococcus aureus stvara:

- alfa
- beta
- delta hemolizin.

Alfa 1 beta hemolizin luce patogeni sojevi stafilokoka. Ovaj toksin ima hemoliticko,
citotoksi¢no,dermanekroti¢no i letalno dejstvo. OStec¢uje nervni sistem,glatku muskulaturu,
izaziva nekrozu koZe, inhibira migraciju neutrofila i monocita. Beta hemolizin razlaze
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toksin ne lizira celije, ali pomaze dejstvo drugih litickih agenasa. Antigene osobine
stafilokoka uslovljene su gradom celijskog omotaca koji usebi sadrzi slozeni peptidoglukan
kao deo spoljasnjeg zida i kompleks mukopolisaharida, koji ulazi usastav jedinice unutrasnjeg
zida. Velika smetnja u stvaranju vakcine protiv S. aureus-a je ekstracelularni polisaharid koji
mikroorganizmi formiraju kada udu u mle¢nu zlezdu.

Stafilokokni gangrenozni mastitis koji je zahvatio ¢etvrtinu vimena (Bobos S.)

Kapsula dopusta da komplement i antitela penetriraju, ali maskira prepoznavanje
mikroorganizma od strane antitela polimorfonukleara, kao 1 spreCavanje aktivacije
komplementa. Finaly (1990) smatra da u mle¢noj zlezdi postoje tri tipa komponenti sa kojima
mikroorganizmi reaguju, a to su sekretorni produkti Celija, povrSina celije domacina i
ekstracelularni matriks.

Vezivanje bakterija za epitelne Celije mlecne zlezde se deSava pomocu dva povrsinska
proteina. Jedan se vezuje za glikoprotein fibronektin koji je prisutan na povrsini ovih ¢elija,
dok je drugi hemaglutinin koji pomaze vezivanje ze epitelne ¢elije mlecne Zlezde i kolagen. S.
aureus se vezuje za proteine membrane masnih kapljica kravljeg mleka 1 epitelne celije
mle¢ne Zlezde pomocu proteina Celijskg zida, Sto mu omogucéava odrzavanje i Sirenje u
mle¢noj Zlezdi. Vrlo je Staph. aureus teSko iskoreniti iz stada, ali mere kontrole koje se
sastoje od dezinfekcije sisa pre i posle muze, uzimanjem uzoraka mleka, upotrebom
antibiotika u vreme zasuSenja i kontrolom krava koje ulaze u stada moZe smanjiti stopu
infekcije na zadovoljavajuci nivo.
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3.0. Cilj i zadaci istrazivanja

Cilj istrazivanja:

Gangrenozni mastitisi predstavljaju zdravstveni 1 ekonomski problem u sto€arskoj
proizvodnji. U cilju zaStite krava od gangrenoznog mastitisa, da bi se izbegao veliki broj
obolelih zZivotinja, pristupa se merama imunizacije sa komercijalnim 1 Stalskim (autohtonim)
vakcinama.

Zadaci istraZivanja:

e U populaciji krava holstajfriziske rase evidentirace se pojave gangrenoznog mastitisa,
klini¢ka stanja obolelih krava kao i efekat primenjene terapije.

o Utvrdice se etiologija gangrenoznog mastitisa i pristupi¢e se merama imunoprofilakse.

e Kod krava i junica u 7. mesecu graviditeta uzeée se uzorci mleka i sekreta iz vimena
radi identifikacije eventualno prisutnih patogena. Sojevi Staphylococcus aureus bice
sacuvani za proizvodnje autohtone vakcine na ispitivanim farmama.

e Pratice se efekat primenjene vakcine na ispitivanim kravama i junicama.
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4.0. Materijal i metode

Smatraju¢i da obolenje vimena kod prezivara predstavlja polimikrobnu infekciju
dospevanjem razli¢itih patogenih mikroorganizama iz okoline. Sa farmi krava u severno-
backom i juzno-backom okrugu prikuplja¢e se podaci klinickog pregleda vimena koji se
sastoji od adspekcije 1 palpacije. Nakon Cega ¢e se asepticno uzimati uzorci mleka i sekreta
vimena za bakteriolosku obradu. Obrada uzoraka vrSice se u labaratorijama Naucnog instituta
za veterinarstvo. Obrada uzoraka vrSi¢ée se na kolonije koje su izrasle na hranljivim
podlogama (krvni agar). Identifikacija izolovanih bakterija vr$i¢e se na osnovu njihovih
morfoloskih, kulturalnih i biohemijskih svojstava. Staphylococcus aureus raste na krvnom
agaru u vidu okruglih belih, sivo-belih, a ponekad i zuckastih kolonija precnika 3-5 mm sa
%8 a najcesée £ hemolizinom. Patogenost izolata Staphylococcus aureus proverava se
koagulaza mannit reakcijom. Dobijeni izolati ¢uvani su za proizvodnju Stalske (autohtone)
vakcine.

Kultura Staphilococcus aureus-a izolovana na podlozi ( Bobos S.)
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4.1. Ispitivanje prisustva antihemolizina titracijom

Odredivanje hemoliticne aktivnosti supernatantne tecnosti odvojena nakon
centrifugiranja pune kulture Staphylococcus aureus,odnosno utvrdivana je jac¢ina hemolizina
izrazena u HJ (hemolitickim jedinicama).

Nakon toga je u postavljen niz od 10 epruveta dodavan ispituju¢i hemolizin, tako §to je
u prvu epruvetu dodat 1ml, a u ostale uvek za 0.1ml manje. Zatim je dodat fizioloski rastvor,
u prvu epruvetu nista, a u ostele uvek za 0,1ml viSe. na taj nacin smo u svakoj epruveti imali
po 1ml. Na to je dodato u svaku epruvetu po 0,1ml 5%- ne suspenzije eritrocita. Tako
pripremljena meSavina je inkubirana 12 do 16 sati u termostatu na 37 stepeni celzijusa. Za
kontrolu je sluzila meSavina 1ml fizioloskog rastvora i 0.1ml eritrocita.

Antihemoliticka aktivnost ispitujuéeg seruma vrsena je tako $to je u niz od tri epruvete
dodato 0,5ml, 0,25ml i 0,1ml ispitujuceg seruma,zatim istim redom 0,5ml,0,75ml i 0,9ml
hemolizina poznate vrednosti i na kraju 0,1ml 5%-ne suspenzije eritrocita u svaku epruvetu.
Za kontrolu su sluzile dve meSavine, prva je sadrzavala 1ml hemolizina 1 0.1ml eritrocita, a
druga 1ml fizioloSkog rastvora i 0,1ml eritrocita. Inkubacija je trajala 12 do 16 sati na 37
stepeni celzijusa u termostatu. pozitivan rezultat je znacio odsustvo hemolize u radnim
razredenjima, pod uslovom da je u prvoj kontroli bilo hemolize, a u drugoj ne.

Kulture Clostridium perfringens izolata pripremljeni su iz kuvanog mesa i ¢uvani su na
temperaturi od -20 stepeni. Pre upotrebe u eksperimentima, bakterije se prvo kultivis§u na 37 °
C,u fluidnom tiogliceolat mediumu. Da bi se obezbedila Cistoca kulture, uzorci koji su
inkubirani su zasejani na agar plo¢ama koje sadrze 0,1% cikloserin 1 inkubirane preko no¢i na
37 ° C pod anaerobnim uslovima. Bakterije su nakon toga gajene sa 2% glukozom, 1%
ekstrakt kvasca i 0,1% L-cistein-om, da bi se procenio vegetativni toksin.

4.2.Priprema i primena vakcina

U naSem radu pracena je primena Stalske (autohtonu) vakcine, koju smo dobili dodavanjem
antigena Staphylocoocus aureus-a u postojecu komercijalnu vakcinu koja je sadrzala sojeve
Clostridium perfrigens i Arcanobacterium pyogenes.
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4.3. Pripremanje autohtone vakcine

Za pripremanje autohtone vakcine koriS¢en je soj sa dobrim imunogenim svojstvima.
Pre zasejavanja podloga je zagrevana na temperaturu 37-40 stepeni. Inkubiranje zasadenih
podloga vrseno je u toku 24 sata na temperaturi od 37 stepeni. Nakon inkubiranja kulture su
pregledane mikroskopski, bojene po Gram-u,na Cistocu rasta i bioloskim ogledom,
vakcinisanjem po dva misa subkutano sa 0,5ml na patogenitet. Umrtljavanje kulture je vrSeno
dodavanjem 40% formalina u koncentraciji od 0,5% i drzanjem na temperaturi od 37 stepeni
celzijusa u toku 3 dana. Kontrola delovanja formalina vrSena je vakvcinisanjem miSeva sa
0,5ml formalizovane kulture subkutano i posmatranjem istih u toku 3 dana. Za rad je
upotrebljena kultura od koje su miSevi preziveli. Obaranje kulture vrSeno je adsorbcijom,
dodavanjem 20%-nog aluminijum-hidroksid gela u koncentraciji od 15%.
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5.0. Rezultati ispitivanja

5.1. Ucestalost pojavljivanja gangrenoznog mastitisa

Na farmi krava gde je ucestalost gangrenoznog mastitisa u SestogodiSnjem periodu
prouzrokovala oboljenje kod 73 krave. Bolest se pojavljivala neposredno posle partusa. Da bi
se oCuvalo zdravstveno stanje vimena, pristupilo se vakcinaciji koja se vrsila polivalentnom
Stalskom (autohtonom) vakcinom koja je sadrzala Stalske oblike antigena. Vakcinacija je
vrSena subkutanom aplikacijom gravidnim junicama i kravama u sedmom mesecu graviditeta,
nakon ¢ega je primecena pojava blagog otoka na mestu aplikacije vakcine. Da bi sprecili
pojavu otoka, koji je reakcija na nosac, koli¢ina od Sml je bila podeljena u dva jednaka dela i
tako aplikovana. Nakon davanja vakcine otok se pojavio na 4 krave i nestao za 10 dana.
Zivotinje koje su bile vakcinisane nisu pokazivale promenu opsteg stanja, niti su imale
povecanu temperaturu. Kod ne vakcinisanih krava gangrenozni mastitis se pojavljivao
prosecno nakon 11.6 dana nakon partusa, dok se kod vakcinisanih krava Stalskom vakcinom,
pojavio tek 156 dana nakon partusa samo u jednom slu¢aju. Dobijeni rezultati kod prvotelki
ukazuje na dobar efekat vakcinacije u preveniranju gangrenoznog mastitisa, jer je leCenje
gangrenoznog mastitisa veoma tesko 1 mali je procenat izlecivosti.

5.1.2. Primena Stalske (autohtone) vakcine

Primena vakcine: u postoje¢e komercijalne vaccine koje su u sebi sadrzale sojeve
Clostridium perfringens i Arcanobacterium pyogenes dodat je i Staphylococcus aureus
dobijen iz sekreta vimena krava sa gangrenoznim mastitisom sa pomenute farme.
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Gangrenozni mastitis krave ¢iji je uzro¢nik Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je uzro¢nik gangrenoznog mastitisa koji zahvata celo vime, ali
primenom Stalskih vakcina se veoma dobro suzbija, a kod krava kod kojih se pojavio nakon
156 dana od vakcinacije, pri njegovoj izolaciji je utvrdena promena u morfoloskim,
kulturelnim, biohemijskim i antigenim svojstvima. Stalska vakcina sadrzi antigen
Staphylococcus aureus. Stafilokoke produkuju toksine koji su odgovorni za razli¢ite pojave
bolesti. Alfatoksin, vazokonstrikcijom dovodi do ishemije,nekroza i zajedno sa beta toksinom
dovodi do nekroti¢nog mastitisa, koji se pre svega javlja kod mladih krava na pocetku
laktacije. Alfatoksin moZze neposredno da unisti leukocite. Leukociti tj neutrofili mogu u sebi
sadrzati opsonizovane stafilokoke koje preuzimaju odbrambenu ulogu uzro¢nika. Hroni¢ni
stafilokokni mastitis se moze pretvoriti u akutnu gangrenoznu upalu. Novonastale slucajeve
histoloski karakteriSe masovno naseljavanje stafilokoka u alveolama, koji su okruzeni
hijalinskim materijalom i maolobrojnim granulocitima. Na povrSini preseka zadnjih Cetvrti
mogu se uociti ¢vorovi, slaninasti po povrSini, sa milijjarnim uraslinama. Histoloski se
uoCavaju bakterije urasle u eozinofilni materijal, periferno okruzene segmentiranim
leukocitima, makrofagama i limfocitima. u slucaju nekroti¢nog stafilokoknog mastitisa,
izostaju promene nastale stvaranjem gasova kao kod klostridijalnih infekcija. Inficirano vime
i koza predstavljaju glavni rezervoar uzro¢nika Staphilococcus aureus-a. ¢esto se uzro¢nik
moze izolovati sa sisa zdravih krava.
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Vime krave ¢ija je struktura izmenjena usled dejstva Stafilokoknih hemolizina ( Bobos S.)

Tabela 1. Pojava gangrenoznog mastitisa na farmama krava u Sestogodi$njem periodu.

Broj

Godina Broj krava Broj;:z’\[/i;anih prinudrlo Broj uginulih izlféreoljlih
zaklanih

Broj % Broj % Broj | % Broj % |Broj| %

1 11 15% 11 15% 8 11% 3 4%

2 18 25% 18 25% 11 | 15% 7 9%
3 9 12% 9 12% 5 6% 2 2% 2 | 2%

4 14 19% 5 6% 1 1% 5 6%

5 13 18% 3 4% 11 | 15% 2 2%

6 8 11% 2 3% 6 8% 2 2%
ukupno 6 73 100% 48 65% 42 56% 21 25% 2 | 2%
27
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Podaci su prikupljani sa terena iz veterinarskih stanica, na osnovu kojih smo dobili
duzinu trajanja zatite Zivotinja koje su vakcinisane i $talskom vakcinom. Stalska vakcina je
sadrzala bakterioloski izolat Staphylococcus aureus, dok su u vakcini sa¢uvani i standardni
izolati. Vakcinacija 48 krave 1 junice je vrSena u 7. mesecu graviditeta, a efekat vakcinacije je
pracen tokom naredne laktacije.

Tabela 2. efekat primenjene vakcine kod vakcinisanih prvotelki u odnosu na krave koje nisu
vakcinisane (u prethodnom periodu) na pojavu oboljenja nakon partusa.

Broj krava kod | Broj dana od
Broj krava kojih se pOj.aVIO partusa i pojave
gangrenozni gangrenoznog
mastitis mastitisa
Vakcinisane
48 1 156
Kontrola
73 73 11,6

5.2. U radu su opisani efekti vakcinacije prvotelki i drugotelki Stalskom (autohtonom)
vakcinom, gde je merenjem nivoa titra aglutininskih jedinica utvrdjeno da titar raste do 90
dana (tabela 3), kao i titar antitoksina CI. perfringensa (tabela 4).

Vakcinacija je sprovedena na 48 junica i titar aglutininskih jedinica je maren nultog,
dvadeset prvog i devedesetog dana. Posto je Stalska vakcina dobijena dodavanjem Staph.
aureus-a u komercijalnu vakcinu, merenje titra aglutininskih jedinica je vrsen i 270-0g dana,
gde uocavamo pad nivoa titra, ali to nam dokazuje da je rezultat vakcinacije mnogo duze
postojan. Podaci koji su prikazani u tabeli 5 ukazuje da je postojanje titra antihemolizina
Staph. aureus-a bilo prisutno i 270 dana od revakcinacije i iznosilo 0,702.
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Tabela 3. nalaz titra aglutininskih jedinica Arc. pyogenes-a u krvnom serumu vakcinisanih
junica koji je meren nultog, dvadesetprvog i devedesetog dana od revakcinacije.

Titar aglutininskih jedinica Arcanobacterium pyogenes-a

Br. vak. junica

na 0 dana 21. dana

90. dana

48

0 53,33

98,75

Titar aglutininskih jedinica Arcanobacterium
pyogenes-a
=—4—Titar aglutininskih jedinica Arc. pyogenes-a 98,75
100 o
2 60 —
..5 50 5333
S 40 /
Z 30 /
20 /
10 /
O/I T T T T T T T T T T T
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84
) 90
Dani
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Tabela 4. nalaz titra antitoksina Cl. perfringensa A koji je vrsen nultog, dvadesetprvog i

devedesetog dana od revakcinacije.

Titar antitoksina Clostridium perfringensa A
Br. vak. junica na 0 dana 21. dana 90. dana
48 0 1,09 1,55
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Nivo titra antitoksina Clostridium perfringensa A
—4—Titar antitoksina Cl. perfringensa A
1,8 1,55
16 _/—_.
b 1,09
m , /
= 1"; —
]
o 08 /
S 06 //
0,4 i
0,2
00/
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Tabela 5. nalaz titra antihemolizina Staphyloc. aureus-a koji je vrSen nultog, dvadesetprvog,
devedesetog i dvestasedamdesetog dana od revakcinacije.

Titar antihemolizina Staphylococcus aureus-a
Br. vak. junica na 0 dana 21. dana 90. dana 270. dana
48 0 2,13 3,90 0,702

Titar antihemolizina Staphylococcus aureus-a

=—4#—Titar antihemolizina Staphyloc. aureus-a

> /\;'5\
2,5 ,/2{3 \
|, ~—

0,5
0 / T T T T T T T T T T T T

Nivo titra
™~

270
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Sa gledista biosigurnosnih mera, uvodjenje novih krava predstavlja rizik, ni jedna krava
koja je inficirana kontagioznim uzro¢nikom mastitisa (Staph. aureus-om) ne bi smela biti
uvedena u stado. Pored kontrolisanja ulaska novih grla, potrebno je i vrsiti mere higijene
muzaca, kao i mere kontrole poremecaja sekrecije vimena. Takav nadin pradenja mozemo
uraditi pomocu podataka iz tabele, koju bi svaka farma trebala da ima. Prikupljeni podaci sa
farme prikazani u tabeli 6 imaju za cilj da veterinarskoj sluzbi ukazu kakve ¢e se
biosigurnosne mere sprovoditi tokom laktacije i zasusnog perioda da bi postojeéi problem
drzao pod kontrolom.

Tabela 6. Kontrola zdravlja vimena u laktaciji i zasu$nom periodu.

. Umereno .
Problem Nevazno N Vrlo vazno | Ne znam
vazno

Infekcija kontagioznim uzro¢nicima pre X
prvog partusa

Infekcija uslovljenim uzro€nicima pre X
prvog partusa

Nova infekcija uslovljenim uzro¢nicima X
izmedu zasusenja i partusa

Nova infekcija uslovljenim uzro¢nicima X
tokom laktacije

Nova infekcija kontagioznim X
uzro¢nicima tokom laktacije

Mnogo krava u Il.+ laktaciji sa starim X
infekcijama kontagioznim uzro¢nicima

Te mere podrazumevaju primenu terapija svih klinickih mastitisa krava u laktaciji 1 svih
klinickih mastitisa uzrokovanih kontagioznim uzro¢nicima u laktaciji. Dok kod teskih
kontagioznih mastitisa gde efekat terapija nije davao Zeljene rezultate, tu pristupiti merama
imunoprofilakse sa svih krava u stadu u periodu zasusenja autohtonih vakcinama.
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6.0. Diskusija

Stafilokokne infekcije u vimenu dovode do kataralno-gnojnog mastitisa i galaktoforitisa,
koji poti¢u hroni¢no ili akutno, sa razli¢itim klini¢kim i patolosko anatomskim promenama,
¢iji je mnajce$¢i uzrok Staphylococcus aureus, rede Staphylococcus epidermidis.
Staphylococcus aureus ubraja se i u uzro¢nike subklinickih mastitisa (Bobos,2005).

Heckmann et all. (1981) ukazali su na znacaj opreme za muzu kao izvor uzro¢nika. Oni su
pomocu ispitivanja elektronskim mikroskopom cesto nalazili pore i komadi¢e dlacica na
povrsini gumice koje se koriste prilikom muze. staphylococcus aureus je tom prilikom bio
daleko najcesce izolovan mikroorganizam i pretezno se radilo o sojevima rezistentnim na
antibiotike.

Prema Navodima Stojanovic¢a i sar. (2001) mastitisi su i dalje najskuplja bolest muznih
krava. Procenjuje se da je najmanje 40% svih krava inficirano nekim od uzro¢nika mastitisa,
ali svega 2-3 % boluje od klinickog mastitisa. Ako posmatramo Staphylococcus aureus kao
uzroc¢nika, bilo je zahvaceno 16-19% krava sa subklini¢kim mastitisom (Stojanovi¢, 1979).

Problemi koji se javljaju na farmama kao gangrenozni mastitisi nastaju usled infekcije
Staph. aureus-om, koji se leCenjem ne moze suzbiti iz razloga $to ima sposobnost izbegavanja
fagocitoze stvaranjem polisaharida koji oko sebe sadrzi sluz 1 na taj nacin sprecava
prepoznavanje. U parenhimu dolazi do stvaranja malih abscesa koji ¢esto prelaze u oZiljno
tkivo koje stvara barijeru i tako Stiti uzro¢nika od imunog sistema krave kao i od dejstva
antibiotika prilikom lecenja. Infekcija se razvije kao hroni¢ni subklini¢ki mastitis koji zbog
dugog vremena inkubacije ostaje Cesto dugo bez klinickih manifestacija. Tokom
Sestogodisnjeg perioda pracenja gangrenoznog mastitisa, u tabeli broj 1 mozemo videti broj
obolelih krava i broj krava koje su prinudno zaklane. Prve godine je leCenol1 krava, §to iznosi
15 procenta od ukupnog broja krava, gde je nakon toga 8 krava bilo prinudno zaklano, a 3
krave su uginule. Naredne godine je leGeno 18 krava, gde je procenat iznosio 25 procenata. 11
krava je prinudno zaklano, a 7 uginulo. Tre¢e godine je leceno 9 krava, 5 je prinudno zaklano,
2 krave su uginule, dok su 2 krave ostale Zive, jer je njima hirurskim putem otklonjeno vime.
Cetvrte godine od 5 le¢enih krava 1 je prinudno zaklana, a 5 krava je uginulo. U petoj godini
3 krave su lecene, od kojih je 11 krava prinudno zaklano, dok su 2 krave uginule. Seste godine
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su 2 krave leCene, 6 krava je prinudno zaklano, a 2 krave su uginule. Efekat leCenja
gangrenoznog mastitisa antibiotskom terapijom nije davao zadovoljavajuée rezultate,tabela 1.
Dve krave su bile izleCene tako Sto je hirurSkom mameektomijom odstranjeno kompletno
vime krave, ali zbog ekonomske neisplativosti, takav na¢in leenja se ne primenjuje, vec¢ se
obolela grla Salju na ekonomsko klanje. Iz tog razloga smo postupkom vakcinacije Stalskom
(autohtonom) vakcinom uspeli podi¢i nivo antitela na odgovaraju¢ nivo i na taj nacin smanjiti
broj obolelih grla, kao i dalje Sirenje bolesti. U tabeli broj 2 mozemo uociti da se kod
vakcinisanih krava gangrenozni mastitis kod prvotelke javi tek nakon 156 dana, dok se kod
krava koje nisu vakcinisane javlja ve¢ nakon 11,6 dana. Tabele broj 3,4,5 nam ukazuju na
nivo titra aglutininskih jedinica, Arc. pyogenes-a, antitoksina Cl. perfringensai i
antihemolizina Staph. aureus-a, gde uo¢avamo da titar raste do 90-0g dana, a kod ispitivanja
titra antinemolizina Staph. aureusa 270 dana nakon vakcinacije vidimo da titar i dalje postoji.
U vreme kada titar krene da opada potrebno je izvrsiti ponovnu vakcinaciju, kojom ¢emo titar
podici na odgovarajuci nivo i zastititi populaciju krava za naredni period.
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7.0. Zakljucak

Analizirajuci pojave gangrenoznog mastitisa na jednoj farmi visoko produktivnih krava
utvrdili smo da se:

e Gangrenozni mastitis u Sestogodi$njem periodu dijagnostikovao klini¢ki kod 73 krave.

e Pojavljivanje gangrenoznog mastitisa najeS¢e je bilo postpartalno i to u prvom
mesecu laktacije.

e Sve obolele krave su uginule ili prinudno zaklane, izuzev dve kod kojih je vrSeno
odstranjenje kompletnog vimena hiruskim putem.

e Primenom autohtone vakcine kod visoko gravidnih junica i prvotelki postignuta je
zeljena imuno zastita i od 48 vakcinisanih grla samo je jedna junica obolela 156 dana
od revakcinacije.

e Nivo titra antihemolizina Staphylococcus aureus kod prvotelki bio je dokazan i 270
dana nakon revakcinacije.
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