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Uvod

1. UvOD

Metabolomika je jedna od grana ,multi-omik* pristupa, koja se bavi analizom
cjelokupnog metaboloma organizma. Bavi se profiliranjem metabolita u razli¢itim
tielesnim teku¢inama i tkivima. Obuhvaéa Siroki spektar molekula koji se utvrduju
suvremenim analitickim uredajima, a kasnije se statisticki obraduju i prikazuju se
procijenjene srednje vrijednosti da bi se dobila integrirana slika metaboloma (Zhang i sur.,
2012). Metoda ukljucuje odredivanje peptida, aminokiselina, nukleinskih kiselina,
ugljikohidrata, vitamina, organskih kiselina i anorganskih komponenti (Vailati-Riboni i
sur., 2016). Zajedno sa saznanjima ostalih grana ,multi omik® pristupa, odreduje,
karakterizira 1 kvantificira bioloSke molekule koje odreduju strukturu, funkciju 1 dinamiku
stanica, organa ili organizma. Takav integrirani pristup otvara novu dimenziju u
razumijevanju fiziologije 1 patologije organizma, a tako pomaZe rano otkrivanje 1

usmjerenije lijecenje krava.

Mastitis, upala mlije¢ne zlijezde, vrlo je ucestala i skupa bolest intenzivnog
mlijeCnog govedarstva. Istovremeno, to je i vrlo slozena bolest jer su uzroci mnogobrojni i
medusobno povezani (uvjeti drzanja, smjeStaj, hranidba, genetske predispozicije,
prisutnost drugih bolesti). Stoga i1 gubitci povezani s ovom boleS¢u su mnogobrojni:
odbaceno mlijeko, manja proizvodnja mlijeka, troskovi lijeCenja, krac¢i zivotni vijek krava,
viSe rada stocara, troSkovi lijekova. U dokazivanju i ranom otkrivanju mastitisa, dobrim se
pokazateljem uzima broj somatskih stanica (SCC). Ovaj broj je jako ovisan o pristutnosti
infekcija mlije¢ne Zlijezde (IMI) ili upala u mlije¢noj zlijezdi (Harmon, 2001). Na
varijabilnost broja somatskih stanica utjecu intramamarne infekcije i vrsta patogena
(Sumon i sur., 2020), kao i polozaj ¢etvrti vimena, paritet i faza laktacije. Pravovremena i
tocna identifikacija bolesnih cetvrti 1 bolesnih krava od suStinskog je znacaja za
optimizaciju upravljanja. Ipak, broj somatskih stanica ne Koristiti se kao jedini
dijagnosticki alat za identifikaciju mastitisa (Petzer i sur., 2017). Postoji nekoliko izravnih
i neizravnih testova kojima se mogu otkriti subklini¢ki mastitisi (Langer i sur., 2014) te
brzi testovi za provjeru stanja pojedine cetvrti koji se koriste prije pocetka muZnje

(Kalifornijski mastitis test, Draminski test, Zagreb mastitis test).
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Osim mastitisa, u stadima mlijenih krava pojavljuje se vrlo ucestalo bolest
lokomotornog aparata-sepavost. Ova pojava izravnim je 1 jasnim znakom naruSene
dobrobiti zivotinja. Uzrokuje velike gubitke u stadima jer se zbog otezanog i bolnog
kretanja smanjuje proizvodnje mlijeka i plodnost, smanjuje se Zivotni vijek krave, a
troskovi lijeenja uzrokuju velike ekonomske stete. Uzroci Sepavosti su neizbalansirani
obroci, losi uvjeti drzanja, neodgovarajuée podloge, stresne toc¢ke u proizvodnom procesu,
hormonalni status. Drzanje krava u §tali, tvrde povrSine, nedostatak stelje, losa higijena,
kratka leziSta, pridonose pojavi bolesti lokomotornog sustava. Sve vrste stresa i
hormonalne promjene povezane s porodajem i laktacijom, te komorbiditeti (mastitis,

metritis, zarazne bolesti, metabolicke bolesti) mogu dovesti do Sepavosti.

Ocjena tjelesne kondicije koristi se kao vrijedan alat u procjeni drzanja zivotinja i
ukazuje na kvalitetu menadZmenta ukupne proizvodnje. Ciljevi ocjene kondicije su imati
stalan uvid u stanje 1 ponaSanje pojedinih Zivotinja, §to onda govori o stanju cijelog stada.
DrZanje krava u optimalnoj kondiciji za odredeno fiziolosko stanje znaci izbje¢i mnoge
bolesti koje napadaju mrSave i/ili debele krave. Na pocetku laktacije ocjena kondicije
indikatorom je gubitka tjelesne mase, $to je indikatorom razvoja metaboli¢kih bolesti.
Iznadprosjecna kondicija ili debljina Cesto je uzrokovana loSom hranidbom ili loSim
reprodukcijskim menadzmentom. Debele krave sklone su reproduktivnim poremecajima,
Sto je izravno povezano s proizvodnjom mlijeka i ekonomskom isplativoséu te krave.
Ispodprosje¢na kondicija, zbog manjka energije i proteina, uzrokuje nizu proizvodnost i
nizi sadrzaj mlijeCne masti. Uspostava i permanentno koriStenje sustava ocjene kondicije
dobrim je pokazateljem zdravlja i kontinuirane brige o zivotinjama, kao i signalom za

potrebnu promjenu menadzmenta.

Postojanje moguc¢nosti uporabe ovih dijagnostickih alata i pravilno tumacenje
rezultata kontrole mlijenosti, kao S§to su: proizvodni rezultati, biokemijski pokazatelji u
mlijeku, aminokiseline mlijeka 1 proteini akutne faze mlijeka, uz uvazavanje ocjene
tjelesne kondicije i prisutnosti druge patologije, mogu omoguciti siguran pristup za rano
otkrivanje mastitisa i smanjenje rizika od poremecaja zdravstvenog statusa mlije¢nih krava

(Jozefisur., 2022.).
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1.1. PREGLED LITERATURE

Svakodnevnim povecanjem stanovniStva povecava se i1 potreba za proizvodnjom
hrane. Sve se viSe poljoprivrednih kultura, ali i zivotinja uzgajaju na intenzivan nacin, a
¢esto uz neodrzivo koriStenje resursa koje su povecale ekonomske i ekoloske troskove
(Shanwad i sur., 2002). Precizna poljoprivreda primjenjuje nove tehnologije kako bi
povecala ekonomi¢nost U Cilju smanjenja troskova 1 povecanja profitabilnosti,
produktivnosti i odrzivosti proizvodnje (Beluhova-Uzunova & Dunchev, 2019). Nove
tehnologije koje se primjenjuju u mlijecnom govedarstvu omogucavaju maksimalno
koristenje individualnog potencijala, bolji zdravstveni status i dobrobit Zivotinja uz
smanjene troSkove proizvodnje, bolju kvalitetu proizvoda 1 smanjeni negativan utjecaj
farme na okolinu. Varijabilnost i povezanost razli€itih biomarkera u mlijeku mogu biti

korisni u ranom otkrivanju 1 procjeni potencijalnih poremecaja mlije¢nih krava.

1.1.1. Mastitis

Mastitis, upala mlije¢ne zlijezde, uzrokovan je intramamarnim bakterijskim
infekcijama, a antimikrobni lijekovi dugo su bili kamen temeljac kontrole i lijeCenja
mastitisa. Kako raste svijest o rastucoj opasnosti od bakterijske rezistencije na antibiotike,
nastoje se izna¢i na¢ini uzgoja Zivotinja uz $to manje koristenje antimikrobnih sredstava.
Brzi testovi za otkrivanje upale mlije¢ne Zlijezde dostupniji su i sve je ucestalija njihova
upotreba na farmama. Osim intramamarnih infekcija povremeni uzroci upale mlijecne
zlijezde mogu biti mehanicke 1 kemijske traume (koriStenje agresivnih sredstava za
¢is¢enje). Upala mlijecne zlijezde i intramamarne infekcije razliCiti su bioloski procesi
koji zahtijevaju razlic¢ite dijagnosticke alate i razliite tretmane. Upalu mlije¢ne zlijjezde
karakteriziraju fizicke 1 kemijske promjene u mlijeku umjerenog do tezeg oblika ili s
patoloskim promjenama u mlijecnoj Zlijezdi koji dovodi do poremecaja zdravstvenog
stanja cijelog organizma. Klinicki mastitis moze se otkriti ljudskim osjetilima (vid, dodir,
okus i dr.), dok otkrivanje subklinickog mastitisa zahtjeva dodatna dijagnosticka
ispitivanja. U idealnom slucaju, lijeCenje mastitisa temelji se na poznavanju ozbiljnosti
uzrocnika i prognoze te se protuupalni, antimikrobni i potporni tretmani mogu odabrati 1
kombinirati s ciljem maksimalne u¢inkovitosti i minimalnih nuspojava. Brzi mastitis test,
takoder poznat kao zagrebacki mastitis test (ZMT) Cesto se preporucuje poljoprivrednicima

1 farmerima kao jednostavan test koji se mozZe provesti kako bi se brzo identificirale krave
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sa visokim brojem somatskih stanica, jer upravo te stanice reagiraju s brzim testom za

mastitis tj. uzrokuju stvaranje zadebljale sluzi ili gela.

1.1.1.1. Metode odredivanja mastitisa

Somatske stanice su tjelesne stanice koje se pojavljuju u mlijeku, a njihov broj se
povecava, 0sobito u prisutnosti bakterija. Upala vimena (mastitis) uzrokuje prelazak
velikog broj bijelih krvnih stanica (leukocita) u mlijeko kako bi se borile protiv infekcije
koje s manjim brojem oSteCenih epitelnih stanica vimena zajedno ¢ine somatske stanice
mlijeka. Dogovoreno je da je prihvatljiv broj somatskih stanica u mlijeku manji od 200 000
u mL. Ako se u mililitru nalazi viSe od 200 000 stanica, govorimo o upalnim promjenama.
Njihov broj uvelike se povecava kada dode do ozljede ili infekcije tkiva vimena tj. kod
krava oboljelih od mastitisa. Do povisenog SSC dolazi uslijed infekcije mlije¢ne Zlijezde,
ali i raznih indirektnih pokazatelja kao $to su toplinski stres, dob, broj laktacija, problemi s
papcima, razli¢ite rane i ozljede. Broj somatskih stanica (SSC) u mlijeku odreduje se kako
bismo bili sigurno da mlijeko potjece iz zdravog vimena i zdrave krave. Posebno je to
vazno u slucaju otkrivanja subklinickog mastitisa. U laboratorijima za kontrolu mlijeka
brojanje somatskih stanica provodi se analizatorima kao $to su Fossomatic 5000 i
Fossomatic FC (Foss). Za brzo identificiranje krava sa visokim brojem somatskih stanica
prije muznje mogu se koristiti brzi mastitis testovi kao Sto su Kalifornijski mastitis test
(CMT), Zagrebacki mastitis test (ZMT) i Draminski mastitis detektor.

Zagrebacki mastitis test (ZMT) dijagnosticki je alat koji pomaze u brzoj dijagnostici
mastitisa kod muznih krava i programu upravljanja zdravljem vimena. Provodi se kako bi
se otkrila prisutnost subklini¢kih infekcija na pocetku ili tijekom laktacije kao dio
programa upravljanja zdravljem vimena. Takoder se koristi kao dodatna dijagnosticka
metoda za krave s klinickim znakovima upale vimena. Odgovornost za provodenje ovog
testa najcesce lezi na osoblju koje radi u procesu muznje krava na farmama, tehniarima 1
veterinarima. Zagrebacki mastitis test pokrenuti ¢e vidljivu reakciju u slucajevima
povecanja SSC iznad 400 000 stanica/ml mlijeka. Mlijeko iz inficiranih Cetvrti vimena ima
tendenciju da tvori Zelatinoznu masu kada se ispituje specificnim reagensom, a stupanj
stvaranja gela ukazuje na prisutnost i ozbiljnost upalnih promjena u vimenu. Promjena boje

ukazuje na promjenu pH mlijeka, a time i na razinu same upale vimena.
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Draminski mastitis detektor (DMD) dijagnosticki je alat za brzo otkrivanje prisutnosti
subklini¢kih infekcija u vimenu metodom mjerenja elektri¢nih otpora u uzorcima mlijeka.
Razvojem subklinickog oblika mastitisa brzo se mijenja sastav mlijeka, posebice udio
natrijevih i kloridnih iona ¢iji se udjeli povecavaju, dok se udio kalija i laktoze smanjuje.
Uslijed navedenih promjena u sastavu mlijeka dolazi do pada elektrine provodljivosti i
ocitanja nizih vrijednosti na zaslonu detektora. Uzorci mlijeka iz Cetvrti s prisutnom
subklinickom infekcijom imaju nize vrijednosti u usporedbi s mlijekom iz zdravih Cetvrti.
Vrijednosti oc¢itanja iznad 300 jedinica ukazuju na vrlo malu moguénost pojave
subklinickog mastitisa, vrijednost izmedu 300 i1 250 jedinica ukazuju na mogucnost
progresivnog povecanja pojavnosti subklinicke infekcije, dok vrijedosti o€itanja ispod 250
jedinica ukazuju na infekciju 1 prelazak subliki¢ke u klini€¢ku fazu upale. Kod nekih krava
ocitanje vrijednosti izmedu 250 1 300 jedinica smatra se normalnim, dok se kod krava Cije
normalne vrijednosti prelaze 300 jedinica primijeti nagli pad na razinu od 250 — 300
jedinica, takve krave treba smatrati riziénim na mastitis. Razlika ve¢a od 40 — 50 jedinica
izmedu najviSeg 1 najniZeg rezultata ocitanja ukazuje na pocetak subklinickog mastitisa.
Cetvrt A =370

Cetvrt B =380

Cetvrt C =310

cetvrt D =370

U navedenom primjeru vrijednost za cetvrt C iznosi 310 jedinica §to je razlika od 70
jedinica u odnosu na maksimalnu vrijednost (Cetvrt B = 380), stoga razlika od 70 jedina
ukazuje na subklinicki oblik upale i potrebu za daljnjim ispitivanjima.

U svrhu ranog otkrivanja mastitisa razvijene su novije i modernije metode kao §to su:
detekcija 1 analiza Cestica u mlijeku, odredivanje razine miRNA u mlijeku, automatizirano
predvidanje mastitisa metodom strojnog ucenja, odredivanje razine minerala u mlijeku 1
krvi, odredivanje sadrzaja aminokiselina u mlijeku, odredivanje proteina akutne faze u
mlijeku i dr. Kod detekcije i1 analize ¢estica u mlijeku, sadrzaj i veli¢ina Cestica u mlijeku
prati se brojacima cCestica u kombinaciji s mikroskopom sa sloZzenim faznim kontrastom.
Metoda se temelji na spoznaji da su velike promjene zabiljeZene u broju ukupnih Cestica u
mlijeku prije 1 tijekom pojave mastitisa (tijekom pojave mastitisa povecava se broj ukupnih
Cestica), dok promjene u veli¢ini i broju kuglica mlije¢ne masti postaju vidljive nekoliko
dana prije pojave klini¢kih znakova mastitisa. Odredivanje razine miRNA u mlijeku je

metoda analize RNA. ZabiljeZeno je progresivho poviSenje razine miRNA u mlijeku

5



Uvod

usporedo s pozitivnoséu CMT (Kalifornijski mastitis test). Odredivanjem razine bta-miR-
223 i bta-miR-142-5p (mIRNA) mogu se identificirati rane upalne promjene u pojedinim
Cetvrtima vimena s visokim tocnos¢u (100% osjetljivost, >81% specifi¢nost).
Automatizirano predvidanje mastitisa metodom strojnog ucenja je automatizirani alat
namijenjen farmerima i osobama koji nisu specijalizirane i obucene za dijagnostiku da
postave brzu dijagnozu mastitisa na razini stada i brzo provedu odgovaraju¢e mjere
kontrole. Metoda se temelji na primjeni klasifikacijskih algoritama strojnog ucenja u
raznim aplikacijama 1 odlikuje se visokim stupnjem toc¢nosti i uspje$nosti nasumicnih
logaritama u repliciranju sloZenih dijagnoza na razini stada koje su postavili veterinari. U

izbornicima na temelju odabranih ili unesenih podataka, racunalni program daje dijagnozu.

1.1.1.2. Mikroorganizmi koji najées¢e uzrokuju mastitis

Mikroorganizmi koji najées¢e uzrokuju mastitis mogu se podijeliti u dvije kategorije:
zarazni uzro€nici, koji se prenose s krave na kravu, prvenstveno tijekom procesa muznje, 1
uzrocnici iz okoliSa, (National Mastitis Council, 2016). Najvazniji zarazni uzrocnici su
Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus i Corynebacterium bovis, dok su
najvazniji okoli$ni uzro¢nici Escherichia coli, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
uberis i drugi Gram-pozitivni i katalaza-negativni koki (ostali streptokoki). Stafilokoki,
osim bakterije Staphylococcus aureus, ¢esto u proslosti opisivani kao koagulaza-negativni
stafilokoki, takoder su vazni patogeni mlije¢nih Zlijezda. Stafilokoki su bakterije koje se
najées¢e izoliraju iz mlijeka zarazenih krava (Leitner i sur., 2011), a Staphylococcus
aureus cesti je uzro¢nik mastitisa kod krava (Oliveira i sur., 2007). Medutim, koagulaza-
negativni stafilokoki postali su naj¢esci izolat u mnogim zemljama i sada prevladavaju u
vecini zemalja te bi se stoga mogli opisati kao novi uzro¢nici mastitisa (Tremblay i sur.,
2013). Osim stafilokoka, kod krava s mastitisom ¢esto se izoliraju koliformi, enterokoki i
streptokoki. Na primjer, u Engleskoj i Walesu, bakterija Streptococcus uberis najcesce je
izolirana kod klini¢kih i subklinickih slucajeva infekcije (Bradley i sur., 2007).
Ponavljajuce infekcije Cesto se pripisuju sposobnoScu bakterija da stvaraju biofilmove
(Vasudevan i sur., 2003). Stvaranje biofilma popraceno je znacajnim genetskim i kasnijim
fizioloskim promjenama u mikroorganizmima §to rezultira, izmedu ostalog, nestankom
osjetljivosti na gotovo sve skupine antibiotika (Melchior i sur., 2006). Ova ¢injenica moze

biti zabrinjavajuca jer u 40% slucajeva mastitis proizlazi iz recidiva prethodnih infekcija
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nakon neuspjesne terapije (Hillerton i Kliem, 2002). Najvazniji zarazni uzro¢nici uzrokuju
najveée povecanje broja somatskih stanica (Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, coliformi i Streptococcus spp. osim S. agalactiae), a manje znacajni
(Corynebacterium bovis i koagulaza-negativni stafilokoki) obi¢no uzrokuju samo umjereno
povecéanje broja somatskih stanica (Souza i sur., 2009). Sumon i sur., (2020) utvrdili su na
360 uzoraka cetvrti vimena kod krava, da su inficirane Cetvrtine imale znacajno visi
prosjecni broj somatskih stanica (210,52 x 103 stanica/ml) u usporedbi s neinficiranim
(32,72 x 103 stanica/ml). Prosjecni broj somatskih stanica bio je najveéi za infekcije
vimena s bakterijama Enterobacter spp. (338,00 x 10° stanica/ml), a zatim s Bacillus spp.
(319,20 x 103 stanica/ml), koagulaza-negativnim stafilokokom (268,17 x 103 stanica/ml),
Staphylococcus aureus (218,31 x 10% stanica/ml) i Escherichiom coli (200,75 x 10°
stanica/ml) dok je najnizi broj somatskih stanica utvrden za Pseudomonas aeruginosa
(66,33 x 10° stanica/ml). Mlijeko straznjih Getvrti imalo je znadajno visi broj somatskih
stanica od prednjih Cetvrti. Broj somatskih stanica povecava se staro$cu, paritetom 1 fazom
laktacije, ¢ak i kod krav ¢ije vime nije zarazeno uzroCnicima mastitisa. Jacina upale
vimena u pozitivnoj je korelaciji s koli¢inom patogena koji se izluCe iz zarazene Cetvrti
(Petzl i sur., 2018). Poznate su brojne vrste mikoplazmi, uzro¢nika mastitisa kod krava, a
to su: M. bovis, M. arginini, M. alcalescens, M. californicum, M. bovigenitalium, M.
bovirhinis, M. canadense i dr. Naj¢es¢i uzro¢nik je M. bovis (George i sur., 2007) koja
djeluje infektivno i u gornjim dijelovima respiratornog sustava zdravih zivotinja. M. bovis
moze uzrokovati i respiratorne bolesti i bolesti zglobova. U mlije¢nim stadima mikoplazme
mogu uzrokovati klinicki, subklinicki ili kroni¢ni oblik mastitisa (Gonzalez i sur., 2003),
dok je kroni¢ni oblik mastitisa rezultat sposobnosti Mycoplasma spp. za stvaranje vise
mikroapscesa unutar inficirane mlijeéne zlijezde (Jasper, 1982). Al-Farha i sur., (2017)
utvrdili su pad mlijecnosti 1 poviSenje broja somatskih stanica te znac¢ajno poviSenje razine
mlijecnih bjelanCevina tijekom mastitisa uzrokovanog mikoplazmama. Navedeni autori
zakljucili su da infekcije mikoplazmama imaju sli¢an uc¢inak na sastav mlijeka kao $to je to
1 kod dugih uzro¢nika mastitisa. PoviSenje razine bjelanevina u mlijeku tijekom mastitisa
nastaje zbog povecanog priljeva albumina u krvi i imunoglobulina kao imunoloSkog
odgovora (Auldist i sur., 1998; Graff i sur., 2015), dok se smanjenje proizvodnje mlijeka
moZe pripisati smanjenoj sposobnosti sinteze sekretornog tkiva vimena (Schultz, 1977).
Mastitisi uzrokovani mikoplazmama vrlo su otporni na antimikrobnu terapiju i imaju sve

znacajniji utjecaj u mlije¢noj industriji.
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1.1.2. Neki metaboliti u krvi i mlijeku krava

Visoka proizvodnja mlijeka rizi€nim je ¢imbenikom za razvoj i nastanak poremecaja
koji utjeu na cjelokupno zdravlje. Svaki poremecaj koncentracija metabolita znakom je
poremecaja stanja i signalizira moguci pocetak bolesti. Upravo zato test metabolickog
profila mlije¢nih krava predstavlja znatan doprinos preventivnoj veterinarskoj medicini
(Herdt, 2000). Ovim se testom moze odrediti ukupni metabolic¢ki profil u kojemu se jasno
izdvajaju energetski i proteinski status, kao i opskrbljenost organizma makroelementima i
mikroelementima (Oltner i Wiktorson, 1983., Herdt, 2000.). Poznato je i uvrijezeno da se
pomocu metabolickog profila dobivaju vrijedne informacije o trenutnom hranidbenom i
zdravstvenom stanju krave (Aladrovi¢ i sur., 2018., Puri¢i¢ i sur., 2020). Radi utvrdivanja
energetske bilance organizma odreduju se koncentracije sljede¢ih pokazatelja: R-
hidroksimasla¢ne kiseline (BHB), slobodnih ili neesterificiranih masnih kiselina (NEFA) i

glukoze.

Glukozu preziva¢ mora najve¢cim dijelom sintetizirati u jetri procesom
glukoneogeneze. Nastaje najvise iz propionske (50%), mlije¢ne kiseline (15%) i
glukogenih aminokiselina (25%; Payne i Payne, 1987., Herdt, 2000). Ona je primarnim
izvorom energije, neophodna za sve stanice organizma, a posebno Zziv€ane stanice,
eritrocite, spolne stanice, za stvaranje laktoze u vimenu, za rast fetusa (LeBlanc, 2006).
Glukoza je neophodna za sintezu mlije¢nog Secera laktoze. Sinteza laktoze odvija se na
razini od 4,7 % u mlijeku i tako ostaje cijelo vrijeme laktacije (Havranek i Rupi¢, 2003).
Nedostaje i glukoze, smanjuje se proizvodnja laktoze, a odmah zatim i ukupna koli¢ina
mlijeka. Svakom upalom mlije¢nog parenhima smanjuje se sintezu laktoze do 20 %. Stoga
je 1 koli¢ina laktoze odlicnim znakom mogucih poremecaja sinteze laktoze koja je
povezana s razvojem subkliniCkog oblika mastitisa. Povecani broj somatskih stanica u
mlijeku smanjuje koli¢inu laktoze za 10-20%. To se dogada zbog smanjenog prijelaza
laktoze u ekstracelularnu teku¢inu (krv) i smanjena je moguénost sinteze u mlije¢noj
zlijezdi. Smatra se da mlijeko koje sadrzi manje od 4,5% laktoze potjece iz bolesnog
vimena, zahvacenog upalom. Tijekom upale kroz mlije¢nu Zlijezdu prolazi manja koli¢ina
krvi, a time i glukoze, koja je jedan od prekursora u sintezi laktoze. Hipoglikemija nastaje
zbog povecanja broja obrambenih stanica u vimenu. Tijekom upale, zahtjevi imunosnog
sustava za glukozom su veéi i u izravnoj su vezi s proizvodnjom mlijeka (Habel i

Sundrum, 2020). Tijekom upale mlijec¢ne zlijezde raste koncentracija glukoze u krvnoj
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plazmi, doj se koncentracija glukoze i laktoze u mlijeku smanjiuje $to je jedna vrsta zastite,
zbog povecane energetske potrebe imunosnog sustava mlije¢ne zlijezde (Silanikove i sur.,
2014).

Jedno od ketonskih tijela, RB-hidroksimaslacna kiselina (BHB), pokazatelj je
mobilizacije vlastitih masnih zaliha kao izvora energije ako nedostaje glukoze. Vrijednosti
manje od 0,6 mmol/L znakom su da Zivotinje ne gube tjelesnu masu i ne mobiliziraju masti
u energetske svrhe. Ako je koncentracija izmedu 0,6 i 1 mmol/L, rije¢ je 0 blagoj
mobilizaciji masti, koja je prihvatljiva u samom pocetku laktacije. Ako je koncentracija
veca od 1 mmol/L, sigurno je rije¢ o jacoj mobilizaciji masti i takvo stanje utjeCe na
proizvodnju mlijeka. Ako je koncentracija veca od 2 mmol/L, krave trpe od ketoze,
metabolickoga poremecaja u kojemu raste koncentracija ketonskih tijela, a proizvodnja
mlijeka i unos hrane smanjuju se. Guan i sur. (2020) utvrdili su da su krave s visim SCC
imale i viSe Koncentracije BHB, $to je bilo povezano s nastankom metabolickih
poremecaja, ali i razvojem subklinickog mastitisa. Istvremeno, BHB dobrim je
pokazateljem razvoja ketoze, vaznog poremecaja koji utjeCe na smanjenje proizvodnje
mlijeka.

Neesterificirane masne kiseline (NEFA) analit je koji predstavlja izravnu mjeru
mobilizacije masti zbog neravnoteze izmedu konzumiranih hranjivih tvari i potroSenih za
proizvodnju mlijeka i uzdrzne potrebe. Optimalna je koncentracija manja od 0,7 mmol/L
za krave u laktaciji i 0,4 mmol/L za zasuSene krave. Pri tumacenju tog pokazatelja mora se
biti
oprezan jer se koncentracija brzo povisi nakon pocetka mobilizacije masti, ali se brzo i
snizi kada stanje negativne energetske ravnoteze jos$ traje. Krave u ketozi imaju vrijednost
NEFA visu od 1,5 mmol/L.

Urea je najvaznijim proizvodom razgradnje bjelancevina u organizmu pa se koristi U
procjeni bubrezne funkcije i metabolizma bjelanevina. Hrana bogata bjelancevinama ili
pojadan metabolizam bjelanéevina dovodi do vecih koncentracija ureje u krvi. Kod
prezivata sa zdravim bubrezima, koli¢ina ureje u krvi indirektan je pokazatelj
koncentracije amonijaka u buragu nastalog razgradnjom dusikovih spojeva. Urea se
sintetizira u jetri, djelomi¢no reapsorbira u bubrezima te sluzi mikroorganizmima u buragu
za sintezu njihovih proteina (Goff, 2015). Ako je u hrani viSe bjelancevina, povecava se
koli¢ina amonijaka u buragu. Kada hrana sadrZi viSe energije, amonijak i urea se brze

troSe. Stoga se koli¢ina ureje u serumu moZze koristiti kao pokazatelj odnosa izmedu
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bjelancevina i energije (Oltner i Wiktorson, 1983). Pretpostavka je da tijekom upalnih
stanja krave glukozu vise koriste u energetske svrhe, a manje za proizvodnju mlijeka, dok
se masti znacajnije iskoriStavaju za proizvodnju mlijeka. Zbog katabolizma proteina i viska
amonijaka iz buraga u jetri krava povecano se stvara urea. Urea lako prolazi stani¢ne
membrane i poviSena koncentracije ureje i njen prolazak kroz mlije¢nu Zzlijezdu ima
negativan utjecaj na proizvodnju i karakteristike mlijeka. Koncentracija ureje u Kkrvi u
negativno je korelaciji s kolicinom proizvedenog mlijeka u krava (Orozco-Hernandez i
Brisson, 1995) dok je korelacija ureje i proteina u mlijeku takoder negativna (Chladek,
2002).

Koncentracija ukupnih proteina u serumu dobrim je pokazateljem razine proteina u
hrani (Herdt, 2000). Proteini iz krvi izvorom su aminokiselina za procese u mlije¢noj
zlijezdi i glukoneogenezu u jetri (glukogene aminokiseline), koji su iznimno vazni u prvim
tjednima laktacije (Castillo i sur., 2005). Ako je unos bjelancevina oskudan, mlije¢na
zlijezda ¢e troSiti aminokiseline za sintezu kazeina, pa ¢e se razina albumina polako
smanjivati, jer se ne moze nadomjestiti iz bjelan¢evina hrane. Ukupna se koli¢ina proteina
u mlijeku kod mastitisa ne mijenja. Medutim, utvrdeno je smanjenje proteina koji se
sintetiziraju u sekretornim stanicama (a-kazein, B-kazein, a-laktoglobulin, B-laktalbumin)
te povecavanje proteina porijeklom iz krvi (serumski albumini i imunoglobulini). Znacajno
se povecava koli¢ina sirutkinih bjelan¢evina (albumina i globulina). Proteinski status daje
informacije o koncentraciji ukupnih proteina, albumina, globulina i ureje u serumu.
Najzastupljenije bjelan¢evine seruma su albumini i globulini dok u plazmi nalazimo i
fibrinogen. Osnovna funkcija bjelanéevina plazme je odrzavanje koloidno osmotskog
tlaka, prijenos tvari, odrzavanje acidobazne ravnoteze, vezanje vode, zastita od infekcije |
procesi hemostaze u slucajevima krvarenja. Koncentracija bjelan¢evina u krvi ovisi o
sintezi i stupnju hidriranosti, a najce$¢a odstupanja su smanjenje koncentracije albumina i
poveéanje neke od globulinskih frakcija (Straus i Bari§i¢, 2009). Nasuprot tome
zabiljezeno je i znaCajno povecanje razine ukupnog proteina u slucajevima subklinickog
mastitisa ali s neznacajnim povec¢anjem kod Zivotinja s klinickim oblikom, a $to bi mogla
biti posljedica poviSenih razina proteina akutne faze nakon upalnog odgovora. (Sarvesha i
sur., 2016). Povecana koli¢ina proteina u mlijeku posljedica je povecane sinteze proteina u
mlije¢noj Zlijezdi, dok ukupno smanjenje koli¢ine serumskih proteina moZe biti

uzrokovano potrosnjom globulina tijekom upale, zbog sinteze proteina akutne faze (APP).
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lako je glavno mjesto sinteze albumina u jetri iz koje oni putem krvotoka ulaze u mlijeko,
glavni uzrok povecanja sadrzaja albumina u mlijeku tijekom upalnih procesa je sama
mlije¢na zlijezda (Batavani i sur., 2007). Zabiljezeno je znacajno smanjenje ukupnih
serumskih proteina, albumina i globulina u krava s mastitisom (Krishnappa i sur., 2016;
Sadek i sur., 2017; Saleh i sur., 2022), za koje navedeni autori smatraju da nastaje zbog
poveéane vaskularne propustljivosti i istjecanja albumina i drugih serumskih proteina u
mlijeko. Albumin je protein negativne akutne faze koji odlazi u tkiva pogodena upalom
zbog povecane vaskularne propusnosti. Snazan je antioksidans zbog tiolnih skupina, a
smatra se markerom upale (Kaneko i sur., 2008). Tijekom odgovora akutne faze,
proizvodnja albumina je smanjena, a aminokiseline u jetri koriste se za sintezu proteina
akutne faze. Razgradnja albumina je brza tijekom stresa kada raste koncentracija
glukokortikoida pa tako hipoalbuminemija u krvi moze biti znakom bolesti ili stresa
(Sadek i sur., 2017).

U enzimske pokazatelje zdravlja ubrajaju se aktivnost enzima glutamat
dehidrogenaza (GLDH), alkalna fosfataza (ALP), gama-glutamil transferaza (GGT),
aspartat aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT) i kreatin kinaza (CK).
Aktivnost enzima koju odredujemo u plazmi odraZzava stanje organa u kojemu se taj enzim
proizvodi ili nalazi. Najcesce je rije¢ o ostecenju tkiva koje dovodi do propadanja stanica i
pojacane propusnosti kapilara, zbog Cega enzimi izlaze iz tkivne tekucine i odlaze u
cirkulaciju. Glutamat dehidrogenaza (GLDH) najkorisniji je pokazatelj oStecenja stanica
jetre. Hepatocelularno oSteCenje nastaje pri svakoj upali jetre (akutnoga, subakutnoga ili
kroni¢noga tijeka), pri parazitarnim invazijama, trovanjima, pri masnoj infiltraciji jetre i
svakom obliku nestasSice kisika u jetrima (anemija). Povecana aktivnost tog enzima bit ¢e i
pri nekrozi ili zamaS¢enju jetre ili pri zacepljenju Zucovoda (kolestaza). Enzim gama
glutamiltransferaza (GGT) nalazi se u veéini stanica, osim miSi¢nih, najvise ga ima u
Cetkastome porubu bubrega i epitelu Zucovoda. Povecana aktivnost enzima dogada se pri
kolestazi (zacepljenju zuovoda). GGT se nalazi u kolostrumu, pa moZe koristiti i kao
mjera uspjesne apsorpcije kolostruma u novorodene teladi. Aspartat aminotransferaza
(AST) zaduzena je za intracelularni metabolizam, stoga nema specifi¢nu funkciju u plazmi,
ali otpusta se iz jetre ako su oStecene jetrene stanice zbog upala, nekroza, toksikoza. Stoga
su poviSene vrijednosti tog enzima u serumu znakom akutnoga ili kroni¢noga ostecenja

jetre. Budu¢i da se nalazi i u miSi¢ima, bubregu, gusteraci i eritrocitima, ne mozemo sa
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sigurno$¢u znati iz kojeg tkiva potjeCe povecana aktivnost, ali najéesée je rije¢ o
oSte¢enjima jetre, eritrocita i misi¢a. Alkalna fosfataza (AP) je enzim koji se nalazi u
crijevu, bubregu, jetrima, kostima, ali je najjaca aktivnost izrazena u jetri i kostima. Stoga
se povecana aktivnost evidentira pri oStecenjima tih tkiva. FizioloSki ¢emo naéi poveéanu
aktivnost AP-a u mlade teladi u porastu podrijetlom iz kostiju. Enzim se nalazi u
membranama Zu¢nih kanali¢a, stoga je povecanje aktivnosti viSe u vezi sa zastojem zuci i
ostecenjem jetre povezanim s tim. Kreatin kinaza (CK) u visokim koncentracijama nalazi
se u skeletnim miSi¢ima, ali se nalazi 1 u sréanome misi¢u, mozgu, crijevu, mokra¢nome
mjehuru, bubregu, Stitastoj zlijezdi i gravidnoj maternici. Aktivnost enzima povezana je s
oSte¢enjem tih tkiva, ali najve¢im dijelom s o$tecenjima miSi¢noga tkiva. Stoga je taj
pokazatelj dobar za indikaciju miopatija i miozitisa.
Aktivnosti navedenih enzima u mlijeku i krvi mlije¢nih krava Holstein pasmine mogu biti i
korisni biomarkeri u ranoj dijagnostici subklinickih mastitisa. Ovisno o njihovoj primarnoj
lokaciji, kemijskoj strukturi i glavnoj funkciji u mlijeku, enzimi mogu biti prisutni u
razli¢itim fazama procesa muznje. Prisutnost enzima u mlijeku moZe biti posljedica
procesa koji ukljucuju aktivno izlu€ivanje iz apikalnih regija epitela mlijecne Zlijezde,
spontane difuzije enzima niske mase iz plazme ili oslobadanje enzima iz somatskih stanica
u izlucenom mlijeku, Cesto leukocita ili drugih makrofaga (Koci¢ i sur., 2010). Subklinicki
mastitis uzrokom je priblizno 85% gubitaka proizvodnje mlijeka povezanih s mastitisom
(Gurbulak 1 sur., 2009). Tijekom upale povecana je aktivnost enzima povezanih s upalnim
odgovorom (Yagci, 2008). U mlijeku bolesnoga vimena povecana je aktivnost plazmina,
kisele i alkalne fosfataze, katalaze, lipaze, ksantin-oksidaze, esteraze i laktat-dehidrogenaze
(Kitchen, 1981; Harmon, 1994). Utvrdena je znaCajna pozitivna korelacija izmedu
aktivnosti enzima LDH, ALP i GGT u mlijeku i aktivnosti enzima u krvi (ALP i GGT) kod
krava sa subklinickim oblikom mastitisa. Rezultati mnogih istrazivanja ukazuju na to da
subklinicki oblici mastitisa uzrokuju izrazite promjene aktivnosti enzima u mlijeku i Krvi
zarazenih krava, stoga vrijednosti enzima kao $to su LDH, ALP, GGT, AST, ALT i dr.
mogu biti korisni biomarkeri u ranoj dijagnostici mastitisa.

U neenzimske pokazatelje mogu se ubrojiti proteini akutne faze kao §to su: AGP,
CRP, Haptoglobin i SAA3. Proteini akutne faze (APP) su proteini koji se uglavhom
proizvode u jetri 1 otpuStaju u serum, nakon podrazaja upalnim citokinima, posebno s
interleukinom-1 (IL-1), interleukinom-6 (IL-6) i faktorom nekroze tumora alfa (TNFa) u

odgovoru akutne faze kao dijelu urodenog imunosnog odgovora. Prisutnost APP-a u tkivu
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ili organu (tekucini) moze se smatrati specifi¢nijim pokazateljem upale lokalizirane u tom
organu, osobito kada ne postoji odgovarajuéi porast serumskog APP-a (Nielsen i sur.,
2004). Stoga bi proteini akutne faze u mlijeku mogli biti specifi¢ni i osjetljivi pokazatelji
intramamarnih infekcija (Gronlund i sur., 2005). Glavni APP su oni ¢ija se koncentracija

povecava do i preko 100 puta nakon upale.

1.1.3. Povezanost minerala i mastitisa u mlije¢nih krava

Vrijednosti minerala (Ca, P, Na, K, Cu, Mn, Fe i Zn) u obranom mlijeku ili u sirutki
mogu se znacajno promjeniti kao posljedicu poremecaja sekrecije u mlije¢nim zlijezdama 1
povecane propusnosti krvnih kapilara (Singh 1 Mathur, 1990). Dokazano je da infekcija
mlijecne Zlijezde mijenja elemente u tragovima u mlijeku, npr. bakra, cinka 1 Zeljeza
(Middleton i sur., 2004). Verheijden i sur., (1983) otkrili su da mlijeko krave s upalom
vimena sadrzi neSto manje cinka od mlijeka zdravih Zivotinja. Mohamed i sur., (1999)
utvrdili su da promjene u razinama makrominerala u pojedina¢nim uzorcima mlijeka mogu
biti pokazatelji infekcije vimena ili Eetvrti. Stovise, Mohamed i sur., (1999) zaklju¢ili su da
utvrdivanje i pracenje razina nekih minerala (Ca, Na, K, Mg, P, Fe, Zn i Cu) u uzorcima
mlijeka moze biti uéinkoviti alat za pracenje poremecaja mlije¢nih Zlijezda goveda. Isti
autori utvrdili su da se kod subklinickog oblika mastitisa razina Cu u mlijeku smanjivala,
dok se kod klini¢kog oblika mastitisa razina povecavala. Takoder su utvrdili da se razina
Zn povecavala kod klinickog oblika mastitisa, a razina Fe povecavala sukladno tezini same
infekcije. Erskine i Bartllet (1993) utvrdili su da je eksperimentalno izazvan mastitis s
bakterijom E. coli rezultirao prosje¢nom koncentracijom cinka, zeljeza i bakra u serumu od
28, 35 i 52% koncentracije prije infekcije. Brojna istrazivanja ukazuju na to da se
koncentracija Fe u serumu moze koristiti kao marker akutne upale kod ljudi i nekih drugih
zivotinjskih vrsta (Ward i sur., 1996; Sunder-Plamann i sur., 1999; Neumann, 2003;
Borges i sur., 2007). Koncentracija Fe u serumu brzo se smanjuje kao odgovor na upalu.
Ovaj obrambeni mehanizam domacina ima za cilj uskratiti Fe potrebno za bakterijsku
virulentnost i replikaciju (Borges i sur., 2007). Takoder je utvrdeno da se koncentracija Fe
u serumu smanjila u zivotinja s eksperimentalno induciranom respiratornom bolesti goveda
i mastitisom, ali nisu nadene povezanosti promjene koncentracije Fe s drugim
pokazateljima upale, $to ukazuje na to da koncentacija Fe u serumu moze biti koristan alat

za dijagnostiku upala kod goveda oboljelih od ovih bolesti (Lohuis i sur., 1990). Kalcij je

13



Uvod

vaznim makroelementom visestani¢nih organizama, sudjeluje u brojnim funkcijama u
organizmu. Strukturni je element u gradi kostiju, a sekundarnimje glasnimkom u prijenost
podrazaja surjelujuéi tako u kontrakciji skeletne i glatke muskulature, ukljucuju¢i sisni
sfinkter. Sisni sfinkter i njegova aktivnost vrlo je vazna jer pravovremenim zatvaranjem
sfinktera nakon muznje prevenira se ulazak mikroorganizama u vime (DeGaris i sur.,
2008). Kimura i sur., (2006) utvrdili su u krava prije teljenja nizu koncentraciju kalcija u
mononuklearnim stanicama periferne krvi §to dovodi do razvoja hipokalcemije. Kalcij je je
vazan i za aktivaciju imunosnih stanica pa njegov nedostatak vodi do imunosupresivnih
stanja. Neki autori smatraju da je subklini¢ka hipokalcemija vazan ¢imbenik predispozicije
za infekcije. Ducusin i sur., (2003) dokazali su smanjenu fagocitnu aktivnost neutrofila u
slu¢ajevima hipokalcemije. Hisaeda i sur., (2020) utvrdili su hipokalcemiju u krvi krava s
perakutnim koliformnim mastitisom. Fosfor je sastavnim dijelom nukleinskih kiselina
(DNA i RNA) i sadrZan je u visokoenergetskim spojevima kao $to je ATP (Grilinberg i sur.,
2014). Ovaj mineral sluzi za puferiranje pH tjelesnih tekucina (fosfatni pufer), a vaznim je
elementom u imunosnom odgovoru. Eisenberg i sur., (2019) utvrdili su da hipofosfatemija
smanjuje fagocitnu aktivnost i broj granulocita u periodu tranzicije. Imunosupresija koja se
javlja u periodu oko teljenja, razdoblju koje je izrazito stresno u zivotu krave, dobro je
poznat predisponiraju¢i faktor za zarazne bolesti kao Sto su mastitis ili metritis tijekom

perioda rane laktacije (Kehrli i sur., 1989).

1.1.4. Aminokiseline u mlijeku

Razvijena je i validirana brza metoda za mjerenje aminokiselina u mlijeku. Metoda
ukljucuje nekoliko koraka, a prvi korak je hidroliza mlijecnih proteina, nakon ¢ega slijedi
derivacija i odvajanje aminokiselina tekuéinskom kromatografijom (HPLC). Sest
kombinacija sredstava za hidrolizu i temperaturno-vremenskih uvjeta usporedeno je s
referentnom metodom i poboljSani su postupci derivacije kao i HPLC separacija. Hidroliza
uzoraka mlijeka sa 6 N HCI na 160°C tijekom 60 minuta nije rezultirala znacajnim
razlikama u odnosu na referentnu metodu, ali je omogucila analizu veceg broja uzoraka
mlijeka u kratkom vremenu. Osim toga, brzu metodu za mjerenje aminokiselina u mlijeku
karakterizira visoka preciznost, nizak koeficijent ponovljivosti i visoka to¢nost za sve
procijenjene aminokiseline (Marino i sur., 2010). Prou¢avanjem aminokiselinskog spektra

mlijeka u krava zaraZzenih mastitisom jasno je dokazana ovisnost izmedu pogorSane
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kakvoce mlijeka i promjena sadrzaja aminokiselina tj. sadrzaj aminokiselina se pove¢avao
s povecanjem pozitivnosti mastitis testa. Koncept da se koncentracije metabolita mijenjaju
tijekom mastitisa (¢ak i u subklinickoj fazi) je dobro poznat (Pyorild, 2003; Baeker i sur.,
2002). Sukladno tome, u prethodnim istrazivanjima (Andrei i sur., 2001; lanni i sur., 2015)
utvrdeno je da se ukupni sadrzaj aminokiselina u mlijeku znacajno povecava kod mastitisa
u usporedbi s normalnim mlijekom, a to se posebno odnosi na povecanje nekih
aminokiselina, uklju¢ujuc¢i one razgranatih lanaca i aromatske aminokiseline. Polenska
(1991) je utvrdila da je koncentracija svih aminokiselina smanjena u prosjeku za 1,9 posto
u mlijeku s 500 000 do 1 milijun somatskih stanica u jednom ml, dok je u prosjeku porasla
za 47 posto u mlijeku s 1-5 milijuna somatskih stanica, 87 posto u uzorcima s 5-10
milijuna somatskih stanica, a ¢ak za 100 posto u mlijeku s 10-20 milijuna somatskih
stanica u 1 ml mlijeka. Asparaginska kiselina, treonin, serin i alanin pokazali su
najosjetljivije odgovore na promjenu broja somatskih stanica, s druge strane, glutaminska

kiselina i fenilalanin pokazali su najmanju osjetljivost u svom odgovoru.

Iako je u odredenoj mjeri pronaden odnos izmedu vrijednosti broja somatskih stanica 1
izoleucina, leucina 1 sadrzaja tirozina u kravljem mlijeku, ostaju pitanja u vezi s
biokemijskim mehanizmima koji leze u pozadini ovih odnosa. Jasno je da bi mogla
postojati velika klini¢ka vrijednost pracenja razine izoleucina 1 leucina u mlijeku te bi ona
mogla predstavljati novi potencijalni alat za brzu dijagnozu subklinickog mastitisa kod

krava.

Vrlo niske koncentracije slobodnih aminokiselina su normalne za sirovo mlijeko. Visoke
razine aminokiselina utvrdene su u prvim mlazevima mlijeka sa visokim sadrzajem
bakterija i u mlijeku krava sa subklinickim mastitisom. Stoga se moZe postaviti hipoteza da
je sadrzaj aminokiselina u sirovom mlijeku povezan s mastitisom i posljedi¢no tome s

bakterijskom aktivnos¢u u vimenu.

1.1.5. Proteini akutne faze (APP)

Proteini akutne faze (APP) ve¢ se dugo koriste u humanoj medicini za dijagnozu i
prognozu upalnih stanja, a njihova je analiza postala znacajan dijagnosti¢ki alat u
veterinarskoj medicini (Ceciliani, 2012). Proteini akutne faze (APP) su proteini koji se
uglavnom proizvode u jetri i otpuStaju u serum, nakon podraZaja upalnim citokinima,

posebno s interleukinom-1 (IL-1), interleukinom-6 (IL-6) i faktorom nekroze tumora alfa
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(TNFa) u odgovoru akutne faze kao dijelu urodenog imunoloskog odgovora (Chemonges i
sur., 2014; Eckersall i sur., 2001). Glavni APP su oni ¢ija se koncentracija povecava do i
preko 100 puta nakon upale. U goveda su glavni APP serumski amiloid A (SAA) i
haptoglobin (Hp). Prisutnost APP-a u tkivu ili organu (tekucini) moze se smatrati
specificnijim pokazateljem upale lokalizirane u tom organu, osobito kada ne postoji
odgovarajuci porast serumskog APP-a (Nielsen i sur., 2004). Stoga bi proteini akutne faze
u mlijeku mogli biti specifiéni i osjetljivi pokazatelji intramamarnih infekcija (Gronlund i
sur., 2005). Haptoglobin (Hp) je tetramerni protein sastavljen od dvaju a (~20 kDa) i dvaju
B lanca (~35 kDa) povezanih disulfidnim vezama. Postoji u govedem serumu u polimernim
oblicima 1 veze se za slobodni hemoglobin (Hb), prenose¢i ga iz krvi u jetru gdje se Hb
reciklira (Morimatsu i sur., 1991). Migriraju¢i neutrofili, tkivo mlijecne zlijezde, somatske
stanice ili serum mogu biti izvori Hp u mlijeku tijekom mastitisa (Hiss i sur., 2004; Thielen
i sur., 2007; Lai i sur., 2009; Thielen i sur., 2005; Thielen i sur., 2006). Haptoglobin se
moze ispitati izravno detekcijom protutijela pomocu imunotestova kao §to je enzimski
imunotest (ELISA) i jednostruka radijalna imunodifuzija (Morimatsu i sur., 1992), kao i
neizravno mjerenjem aktivnosti Hb peroksidaze iskoriStavanjem visokog afiniteta vezanja
Hp na slobodni Hb (Eckersall i sur., 1999). Izravni imunotestovi koji koriste protutijela
imaju prednost zbog vece osjetljivosti od testova koji koriste vezanje Hb-a. Serumski
amiloid A (SAA) je protein akutne faze koji sadrzi nekoliko vrsta proteina i poznato je da
se prvenstveno proizvodi u jetri kao odgovor na podrazaj akutne faze. Studije su takoder
pokazale da se proizvodi iz mnogih drugih ekstrahepatickih tkiva ukljuc¢ujuéi mlijec¢nu
zlijezdu (McDonald i sur., 2001; Jacobsen i sur., 2005; Eckersall i sur., 2006). To je mali
protein molekularne tezine izmedu 10-17 kDa s oko 112 aminokiselinskih ostataka
(Rossevatn i sur., 1992), a njegovi glavni izoformi su SAAI, SAA2 i SAA3, pri ¢emu se
SAA1 i SAA2 proizvode u jetri, dok se SAA3 proizvodi u ekstrahepatickim tkivima.
Protein akutne faze koji se pretezno nalazi u mlijeku naziva se amiloid A (M-SAAS3;
McDonald i sur., 2001). Dokazalo se da proteini akutne faze, Hp i M-SAA3 koreliraju s
brojem somatskih stanica i bakterijskom infekcijom u slucajevima subklinickih 1 klinickih
mastitisa izazvanih prirodnom (Eckersall i sur., 2001; Nielsen i sur., 2004; Kalmus i sur.,
2013) i eksperimentalnom (Jacobsen i sur., 2005; Eckersall i sur., 2006; Hirvonen i sur.,
1996; Larsen i sur., 2010; Pedersen i sur., 2003) infekcijom, stoga se mogu nazvati

dijagnosticki markeri upale vimena.
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1.1.6. Kondicija

Kondicija (lat.conditio — stanje) je relativna koli¢ina potkozne tjelesne masti ili
rezerve energije u kravi. Postoje razli¢ite metode procjene i ocjene indeksa tjelesne mase
(BCS). Nastojanje stofara i uzgajivaca je odrzati zivotinju u kondiciji optimalnoj za
njihovu dob, namjenu i fizioloSko stanje. Ne nasljeduje se, lako je promjenjiva i moze se
djelomi¢no utjecati na nju. Na kondiciju najvise utjeu hranidba, trening i njega. Wildman
i sur. (1982) razvio je sustav bodovanja od 5 tocaka (1-5) za mjerenje relativne koli¢ine
potkozne tjelesne masti. Predebele krave u vrijeme teljenja (BCS>4,0) ceS¢e imaju
reproduktivnih problema. Nedovoljna priprema pri teljenju (BCS<3,0) cesto rezultira
nizim prinosom mlijeka u vrhu laktacije i manjom ukupnom koli¢inom mljeka. Krave ne bi
trebale izgubiti vise od 1,0 bod procjene indeksa tjelesne mase rane laktacije. Pretjerani

gubitak indeksa tjelesne mase takoder smanjuje reproduktivnu sposobnost.

Kondicija se odreduje prema vanjskom izgledu zivotinje. Gleda se prominentnost
kostanih izbocina zdjelice, repa, prsnog kosa i stanje abdomena. U pocetku sustav ocjene
tielesne kondicije razvijen je za holstajn frizijsku pasminu, a zatim je, uz manje
modifikacije, primijenjen i na ostale pasmine goveda (kombinirane i tovne). Procjena je
iznimno korisna jer je npr. stanje krava pri teljenju povezano s duljinom postporodajnog
anestrusa, kasnijom laktacijom, kao i zdravljem i snagom novorodene teladi. Sve je to
ovisno o hranidbi i drzanju krave i poznavanje promjena moze ukazati pravovremeno na

potrebne promjene i ispravljanje nedostataka.

Vrlo vazna razdoblja za procjenu kondicije su teljenje i pocetak laktacije. To su
krizna razdoblja u kojima mnoge stvari mogu krenuti nezeljenim tijekom. Ako krava ulazi
u partus u optimalnoj kondiciji, veca je vjerojatnost da teljenja biti laka 1 bez potrebe za
upotrebom pojacane snage (pomo¢ pri teljenju), krava nece gubiti puno tjelesne mase
odmabh poslije porodaja i brze ¢e se adaptirati na hranidbu u laktaciji. Ocjena kondicije vrlo
je korisna za organizaciju suhostaja radi osiguranja lakog teljenja. Tjelesna kondicija svake
krave izravno je povezana uz dugovje¢nost, zdravlje, reprodukcijska svojstva i proizvodnju

mlijeka.

1.1.6.1. Ocjena tjelesne kondicije
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Ocjena tjelesne kondicije vrijednim je pokazateljem rada stocara jer daje informacije
0 stanju stada prije ocjene, za vrijeme ocjene, te nagovjeStava mogucénost odredenih
teskoc¢a u narednom razdoblju. Stoga je postala nezaobilaznim dijelom menadZmenta stada
mlije¢nih krava. Ciljevi ocjene kondicije su imati kontrolu nad promjenama kondicije i
mogucnost pravovremenih promjena kako bi se izbjegle Stete zbog pogresaka u hranidbi. U
pocetku laktacije ocjena kondicije indikatorom je pretjeranog gubitka tjelesne mase, $to
dovodi do metabolickih problema. Iznadprosjecna kondicija ili debljina cesto je
uzrokovana loSom hranidbom ili loSim reprodukcijskim menadZmentom. Debele krave
Cesce obolijevaju, imaju vise metaboli¢kih poteskoc¢a i ucestalija su teSka teljenja. Krave
slabe kondicije daju manju koli¢inu mlijeka 1 niZi sadrzaj mlije¢ne masti. MrSave krave
Cesto i ne pokazuju znakove tjeranja ili imaju tihi estrus. Sustav ocjene tjelesne kondicije
koristan je i u menadZmentu hranidbe junica. MrSave junice sporije rastu pa mogu biti
premalene u vrijeme teljenja. Debele junice se tesko tele, $to moZe dovesti do slabog
razvoja mlije¢ne zlijezde. Na taj nacin junicama je sniZen zivotni proizvodni potencijal.
Dva najvaznija podrucja ocjene kondicije su:

1. Repno podrucje — zdjelica sa sjednom kvrgom

2. Ledno podrucje — slabinski dio

Tijekom godina razvijani su razli€iti sustavi ocjenjivanja kondicije. Ovisno o sustavu
ocjenjivanja ocjene se kre¢u u intervalu 1 — 5 (Ferguson i sur., 1994). Ocjena 1 oznacava
vrlo mrSavu, a ocjena 5 vrlo debelu (masnu) kravu. Ovo su ekstremne ocjene i pojava
ovako ocijenjenih krava u stadu vrlo je ozbiljan znak upozorenja uzgajivacu. Preciznije
ocjenjivanje moze se koristiti dodavanjem + ili — ocjeni ili 0,5 odnosno 0,25 boda izmedu
pojedinih ocjena. Ovo dodavanje moze se primijeniti tek nakon Sto se stekne odredeno

iskustvo u ocjenjivanju.

Berry 1 sur. (2007) utvrdili su da poveéanje indeksa tjelesne mase prilikom telenja
povezano sa smanjenjem broja somatskih stanica u primipara, ali dovodi do povecanja

SCC u multipara.

1.2. CILJ ISTRAZIVANJA I HIPOTEZA

Glavni cilj planiranog istraZivanja je utvrditi povezanost odredenih pokazatelja u mlijeku i
krvi krava 1 pojavnosti upale mlije¢ne Zlijezde u cilju otkrivanja biomarkera za

neinvazivno i brzo otkrivanje promjena u mlije¢noj zlijezdi i dijagnozi mastitisa. Cilj je
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utvrditi procijenjene srednje vrijednosti biomarkera u pojedinim cCetvrtima vimena s

obzirom na broj somatskih stanica, pojavnost mikroorganizama, broju lijeCenja mastitisa i

kondicije.

Stoga je potrebno realizirati sljedece ciljeve:

a &~ N

utvrditi broj somatskih stanica (SSC) u svakoj Cetvrti vimena prema referentnoj
metodi HRN EN ISO 707 i odrediti razrede broja somatskih stanica. 1. SCC <=
200000; SCC > 200000 <= 400000, 3. SCC > 400000,

utvrditi metabolicke pokazatelje u krvi 1 mlijeku,

utvrditi slobodne aminokiseline u mlijeku,

odrediti proteine akutne faze u mlijeku,

utvrditi povezanost izmedu broja somatskih stanica, proteina akutne faze,
metaboli¢kih pokazatelja u krvi i aminokiselina mlijeka,

odrediti procijenjene srednje vrijednosti (LSM) istrazivanih pokazatelja u ovisnosti
o razredima broja somatskih stanica, porijeklu uzro¢nika mastitisa,

dijagnosticiranih uzro¢nika vimena, broja lijeCenja upale vimena i kondicije.

Istrazivanje se temelji na hipotezi da neki proteini akutne faze i neke slobodne

aminokiseline u mlijeku mogu biti biomarkeri za rano utvrdivanje mastitisa. Pretpostavlja

se da postoji povezanost izmedu pojedinih indikatora metabolickog 1 zdravstvenog statusa

mlije¢nih krava, pa je cilj utvrditi koji su biomarkeri dobri prediktori mastitisa.
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2. MATERIJAL | METODE RADA

Istrazivanje je provedeno na 151 kravi holStajn pasmine od 2. do 5. laktacije prosje¢ne
proizvodnje mlijeka veée od 30 L. Uzorci mlijeka uzimani su tijekom jutarnje muznje
nakon pranja i dezinfekcije vimena i sisa, metodom uzorkovanja koja je u skladu s
hrvatskom normom HRN EN ISO 707 ,Mlijeko i mlije¢ni proizvodi — Poduka za
uzorkovanje“. Prva dva mlaza mlijeka su odbacena kako bi se izbjegla kontaminacija
uzorka. Jedan uzorak uzet je u sterilne epruvete za mikrobiolosku analizu, a drugi je
spremljen za odredivanje aminokiselina, proteina akutne faze i biokemijske pokazatelje.
Tjelesna kondicija (indeks tjelesne mase, BCS, eng. body condition score) utvrden je

prema metodi Wildman i sur. (1982), na proizvodnoj farmi.

2.1. Odredivanje kvalitete mlijeka

Uzorke mlijeka za odredivanje kvalitete mlijeka (sadrzaj mlijeCne masti, bjelancevina,
laktoze, te broj somatskih stanica) uzeli smo u epruvete s konzervansom te analizirali u
Sredi$njem laboratoriju za kontrolu kvalitete mlijeka (SLKM) HAPIH-a. Uzorci su
analizirani  prema  akreditiranim  laboratorijskim  metodama, infracrvenom
spektrofotometrijom za odredivanje udjela mlije¢ne masti, bjelanCevina, laktoze i ureje. U

SLKM koriste se MilkoScan FT 6000 analizator i MilkoScan 7 RM.

2.2. Odredivanje broja somatskih stanica u mlijeku

Broj somatskih stanica odredili smo referentnom mikroskopskom metodom HRV
EN ISO 13366-1:1999 iz mlijeka uzorkovanog po Cetvrtima. Nakon pranja i dezinfekcije
sise izmuzli smo srednji mlaz mlijeka. Uzorak smo zagrijali na 40°C, zatim ohladili na
20°C. Mikropipetom smo uzeli 0,01 mL uzorka i ravhomjerno nanijeli na predmetno
stakalce na povrSinu od oko 20 mm x 5 mm. Predmetno staklace smo dobro osusili i
potopili u obojenu otopinu s metilenskim modrilom 10 minuta, zatim isprali destiliranom
vodom. Nakon toga stanice smo izbrojili pod mikroskopom i zapisali rezultat.
Radni faktor smo izracunali po sljede¢oj formuli:

Wf=20x100/dxb
WT = radni faktor

d = numericka vrijednost promjera mikroskopskog polja u mm
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b = ukupan broj izbrojanih traka
Prebrojali smo 5 mm duzine svake trake. Broj somatskih stanica pomnozili smo S radnim
faktorom da bi se dobio broj stanica u 1 mL uzorka.
Broj somatskih stanica / mL = broj izbrojanih somatskih stanica x wf
Iz dobivenog seta podataka, uzorke smo grupirali prema fiksnom efektu broja somatskih
stanica u razrede:
1. razred s dozvoljenim brojem somatskih stanica (ispod 200 000), karakterizirane kao
zdrave Cetvrti,
2. razred s povisenim brojem somatskih stanica (200 000- 400 000); karakteriziran kao
subklinicki mastitis 1

3. razred s visokim brojem somatskih stanica (>400 000 u ml); karakteriziran kao mastitis.

2.3. Bakteriolo$ka pretraga mlijeka

Bakteriolosku pretragu uzoraka mlijeka napravili smo prema akreditiranoj metodi
SOP Z-11-3-07 Rev.04. Vime smo oprali mlakom vodom, zatim posus$ili papirnim
rupCicem za jednokratnu uporabu i obrisali rupCi¢em s dezinficijensom. Nakon
izmuzivanja prvih nekoliko mlazova mlijeka, vrhove sisa i ruke temeljito smo dezinficirali
vatom namoc¢enom 70%-tnim alkoholom. Uzorke iz svake pojedinacne Cetvrti uzimali smo
u prethodno oznaCene sterilne plasticne epruvete. Prilikom samog uzimanja uzoraka
sekreta vimena epruvetu smo drzali u kosom polozaju, Sto viSe nagnutu vrhom prema
vodoravnoj osi kako bismo sprijecili moguce zagadenje sadrzaja epruvete stajskim zrakom.
S jednim ili dva mlaza namuzli smo u epruvetu oko 10 ml sekreta vimena. Uzorke smo
transportirali na ledu i do obrade cuvali pri +4 °C i obradili u laboratoriju odmah po
zaprimanju. Uzorak svake pojedinac¢ne cetvrti nacijepili smo na Cetvrtinu povrSine
Petrijeve zdjelice na hranjivu podlogu eskulin krvni agar. Pritom smo Kkoristili
mikrobiolosku usicu promjera 10 mm za jednokratnu uporabu. Nacijepljene hranjive
podloge inkubirali smo u termostatu pri 37 °C tijekom 24 sata nakon ¢ega smo pristupili
kontroli porasta kolonija na povrSini hranjive podloge. Ostatak uzorka inkubirali smo
tijekom no¢i na 37 °C. Inkubirane uzorke nacjepljivali smo na polovicu povrsine hranjive
podloge i inkubirali na isti nacin. Nakon inkubacije nacijepljene hranjive podloge pristupili
smo determinaciji poraslih bakterijskih kolonija. Pri tome smo u obzir uzimali morfoloske

(oblik, veli¢inu 1 strukturu kolonija) 1 fizioloSke osobine (stvaranje pigmenta, izazivanje
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CAMP fenomena, razgradnja eskulina, sposobnost zgrusavanja kuni¢je plazme, bojenje po
Grammu). Kolonije smo diferencirali prema morfoloskim i fizioloskim osobinama:
izgledu, veli¢ini, obliku, boji, izrazenosti hemolize, povrSini kolonije i njenim rubovima te
sposobnosti tvorbe pigmenta. Porast najmanje triju istovrsnih kolonija smatra se
pozitivnim nalazom, a izdvojena bakterijska vrsta ili rod smatraju se uzro¢nikom. Hranjive
podloge bez vidljivin kolonija inkubiraju se 48 sati, a ako nema porasta bakterijskih
kolonija, uzorak se smatra negativnim. Porast triju ili viSe razli¢itih tipova kolonija
najvjerojatnije je rezultat zagadenja uzorka te se uzorak proglaSava zagadenim. Kolonije
koje nije moguce identificirati morfoloski na eskulin krvnom agaru, precjepljuju se na

selektivne i diferencijalne podloge.

Bakterijske kolonije koje su porasle na krvnom agaru s eskulinom, a morfoloSki su
odgovarale streptokokima, podvrgnuli smo CAMP testu na sljede¢i nacin. Na povrSinu
hranjive podloge eskulin krvni agar nacijepili smo u obliku pruge cijelim promjerom
Petrijeve plo¢e beta-hemoliti¢ni soj bakterije Staphylococcus aureus. lzdvojene sojeve
streptokoka nacijepili smo okomito na ovu prugu na udaljenosti 6-12 mm. Petrijeve ploce s
nacijepljenim bakterijama inkubirali smo pri 37 °C tijekom 24 sata nakon Cega smo
pristupili prosudbi porasta bakterija i determinaciji streptokoka prema navedenoj shemi.
Kolonije porasle na krvnom agaru s eskulinom koje su morfoloskim osobinama odgovarale
stafilokokima precijepili smo na Baird-Parkeru (BP). Nakon inkubacije u trajanju od 24
sata pri 37 °C istrazili smo sposobnost tvorbe koagulaze poraslih kultura. U tu svrhu
koristili smo kuni¢ju plazmu. Test smo naéinili tako $to smo u 2 ml sterilne kuniéje plazme
suspendirali punu mikrobiolosku uSicu kolonija poraslih na BP agaru. Pojavu zgrusavanja
ove suspenzije provjerili smo nakon 4 i 24 sata inkubiranja pri 37 °C. 1zdvojene sojeve Koji
su stvarali zuckasti pigment te izazvali zgruSavanje kunic¢je plazme proglasili smo vrstom
Staphylococcus aureus.

Mikroorganizmi koji najée$¢e uzrokuju mastitis mogu se podijeliti u dvije kategorije:
zarazni (infektivni) uzro¢nici, koji se prenose s krave na kravu, prvenstveno tijekom
procesa muznje, i1 uzrocnici iz okoliSa. Najvazniji zarazni (infektivni) uzrocnici su
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae i Corynebacterium bovis, dok su
najvazniji okoli$ni uzro¢nici Escherichia coli, Streptococcus uberis, Streptococcus

dysgalactiae i drugi Gram-pozitivni i katalaza-negativni koki (ostali streptokoki).
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2.4. Metabolic¢ki pokazatelji u mlijeku

Pomoc¢u automatskog biokemijskog analizatora Becman Coulter AU 400 odredili
smo metabolicke pokazatelje u serumu mlijeka koje smo pripremili nakon odvajanja
mlje¢ne masti i homogeniziranja pomocu vortex uredaja. U mlijeku smo izmjerili sljedece
pokazatelje: enzime aspartat aminotransferazu (AST), alkalnu fosfatazu (ALP), gama
glutamiltransferazu (GGT), metabolite glukozu, ureju, ukupne proteine, albumin, Zeljezo,

kalcij i fosfor.

2.5. Aminokiselinski sastav mlijeka

Slobodne aminokiseline mlijeka odredili smo prema modificiranoj metodi Marino i
sur. (2010.) i Uredbi EU HR03-006-2013. 1z uzoraka mlijeka mast smo uklonili
centrifugiranjem, mlijeko smo razrijedili 5% sulfosalicilnom kiselinom u omjeru 1:1.
Nakon taloZenja Koekstrahirane duSi¢éne makromolekule profiltrirali smo s PES 0,2 pum
filterom, a u 180 pL filtrata dodali smo interni standard norvalina 20pL.

Aminokiseline (AA) smo odredene tekucinskom kromatografijom visoke ucinkovitosti
(HPLC, eng. High Performance Liquid Chromatography; serija 1260, Infiniti 11, Agilent
Technologies, Waldbronn, Njemacka). Sustav se sastojao od kvaterne pumpe opremljene
mikro vakuumskim degazerom, autosemplerom s termostatom, odjeljkom za kolonu,
fluorescentnim detektorom (model G7121B 1260 Infinity Il FLD Spectra). Prije
injektiranja, AA su derivatizirane koriste¢i o-ftalaldehid (OPA) za primarne AA i 9-
fluorenilmetil kloroformat (FMOC) za sekundarne AA prema modificiranoj metodi
Hendersona i sur. (2000), kako bi se optimizirali pokazatelji za analizu mlijeka. Koli¢ine
koje su injektirane: 26 puL boratnog pufera pomijesanog s 0,1 uL uzorka, 0,3 uL. OPA, 0,3
uL FMOC reagensa i 16 pL vode HPLC C¢istoce. Analize smo izveli koriste¢i Zorbax
Eclipse AAA kolonu (150 x 4.6 mm, punjenu 3.5 pum Cdcesticama; Palo Alto, CA);
temperatura kolone je bila postavljena na 40°C. Mobilna faza sastojala se od 40 mM
NaH2PO4-H20 otopine (faza A) 1 mjeSavine vode, metanola i acetonitrila (10:45:45
vol/vol/vol; faza B). Eluciju uzoraka izvedili Smo brzinom protoka od 2.0 mL/min pomocu
gradijentne elucije, a ukupno vrijeme rada je bilo 30 minuta. Fluorescentnu detekciju
proveli smo na 340 nm (ekscitacija) i 450 nm (emisija). Pojedinaéne vrhove aminokiselina

identificirali smo usporedbom njihovih vremena zadrzavanja s onima standarda (Sigma-
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Aldrich, St. Louis, MO). Devetsto mikrolitara standardne mjesavine otopine 17 AA (Asp,
Glu, Ser, His, Gly, Thr, Arg, Ala, Tyr, Cys, Val, Met, Phe, lle, Leu, Lys, i Pro) u
koncentraciji od 1 nmol/uL i 100 pL Asn, Gln, i Trp u 9 nmol/uL. pomijesali smo u bocici
kako bi se dobile standardne otopine s koncentracijom od 900 pmol/uL za svaku

aminokiselinu. Koli¢ina aminokiselina izrazena je u pmol/L.

2.6. Proteini akutne faze u mlijeku

Odredili smo cetiri proteina akutne faze: C reaktivni protein (CRP), haptoglobin
(HP), mamarni amiloid A (M-SAA3) i alfa 1 kiseli glikoprotein (AGP). Za determinaciju i
odredivanje koncentracije koristili smo imunenzimske testove (ELISA metoda; Life
Diagnostics Inc.,West Chester, USA), a prema uputama proizvodaca. Koncentracija

proteina akutne faze izrazena je u pg/ml.

2.7. Metabolic¢ki pokazatelji u krvnoj plazmi

Krv smo izvadili iz repne vene u epruvete s Li-heparinom, centrifugirali ju,
odvojili plazmu i smrznuli na -80 °C do analiza. Metaboli¢ki pokazatelji u plazmi odreduju
se u cilju utvrdivanja gresaka u hranidbi koje pogoduju razvoju mastitisa.

Primjenom biokemijske analize odredili smo metabolite, enzime i minerale u plazmi
biokemijskim automatskim analizatorom Becman Coulter AU 400. Odredili smo sljedece
pokazatelje: glukozu, ukupne proteine, albumine, trigliceride i beta hidroksimasla¢nu
kiselinu (BHB), enzime aspartat aminotransferazu (AST), alkalnu fosfatazu (ALP), gama
glutamiltransferazu (GGT), minerale Ca, P, Fe. Metaboliti glukoza, ukupni protein,
albumini, trigliceridi i beta hidroksimaslatna (BHB) indikatori su energetske opskrbe
organizma. Aktivnost enzima ukazuje na stanje jetre, a minerali pomazu u dijagnostici

zdravlja i kontroli hranidbenih potreba.
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2.8. Statisti¢ka analiza

Za statistiCku analizu utvrdenih pokazatelja, odnosno utvrdivanje varijabilnosti,
analiziranju varijanci za procjenu znacajnosti utjecaja zdravstvenog statusa zivotinje na

analizirane grupe svojstava koristili smo SAS/STAT (SAS Institute Inc., 2019).

Tijekom analitickog dijela istrazivanja, temeljem statisticke analize prikupljenih 1
objedinjenih baza podataka utvrdili smo sljedece:

- varijabilnost i kovarijabilnost dnevnih proizvodnih svojstava (dnevna koli¢ina mlijeka,
dnevni sadrZzaj mlijeCne masti 1 proteina 1 biokemijskih pokazatelja u uzorcima krvne
plazme 1 mlijeka krava iz svake pojedine Cetvrti,

- distribucija aminokiselina 1 ostalih pokazatelja te se upotrijebila najbolja statisticka
metoda za odredeni pokazatelj,

- utvrdena je povezanost istrazivanih pokazatelja i prikazane su tablicno procijenjene
srednje vrijednosti s obzirom na razrede broja somatskih stanica,

- utvrdena je varijabilnost 1 postojanje statistiCkih razlika u koncentracijama aminokiselina,
metabolickih pokazatelja 1 proteina akutne faze u mlijeku zdravih, subklinickih 1 klinicki
bolesnih Cetvrti,

- utvrdena je varijabilnost metabolita u krvi krava s obzirom na broj zahvacenih Cetvrti,

prisutnost uzro¢nika, kondiciju, broj lijecCenja 1 SCC.

Rezultate smo prikazali s obzirom na razli¢ite fiksne efekte pojedinih razreda: s obzirom na
SCC, tri razlicita razreda (SCC <= 200000 —zdrave cetvrti; SCC > 200000 1 SCC <=
400000 — cetvrt sa subklinickim mastitisom; SCC > 400000 — cCetvrti s mastitisom).
Nadalje, obzirom na pojavnost mikroorganizama u mlijeku, uzorke smo prikazali u dva
razli¢ita razreda (N — uzorak bez detektiranog uzro¢nika, D — uzorak sa detektiranim
uzro¢nikom). U ovisnosti o porijeklu mikroorganizama u uzorku, uzorke smo podijelili u
dva razreda (O — uzroc¢nici iz okolisa, I — infekciozni uzro¢nici). Ovisno o broju tretmana
mastitisa, uzorci su podijeljeni u tri razreda (1 — jedan tretman mastitisa, 2 — dva tretmana
mastitisa, 3 — tri tretmana mastitisa). U ovisnosti 0 ocjeni kondicije (BCS) Zivotinje smo
podijelili u dva razreda (BSC < 3.5 —niza ocjena, BCS >= 3.5 —viSa ocjena kondicije).
Uzimajuéi u obzir redoslijed laktacije, na raspolaganju su nam bila tri razlicita razreda: 2.,

3,14+,
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Utjecaj razreda sukladno SCC; razreda pojavnosti mikroorganizama u mlijeku; razreda
prema porijeklu mikroorganizama; razreda prema broju tretmana mastitisa; te razreda
prema ocjeni tjelesne kondicije na analizirane skupine svojstava utvrdili smo pomocu

sljedec¢eg statistickog modela:

Yiie = i + by (d;/305) + b, (d;/305)? + by In(305/d;) + by In2(305/d,) + P, + E;
+ €jjri

Gdje je:

Yijki = SVojstvo procijenjeno modelom;

u = intercept;

b1, b2, bs, ba = regresijski koeficijenti;

di = stadij laktacije (i = 6 to 300 dan);

P; = fiksni efekt redoslijeda laktacije j (j = 2., 3., 4);

Ex = fiksni efekt testiranih razreda k (ovisno o broju somatskih stanica (SCC); razreda
pojavnosti mikroorganizama u mlijeku; razreda prema porijeklu mikroorganizama; razreda
prema broju tretmana mastitisa; te razreda prema ocjeni tjelesne kondicije);

eijki = pogreska modela.

Signifikantnost razlika izmedu procijenjenih srednjih vrijednosti testirali smo Scheffeovom
metodom viSestrukih usporedbi koriste¢i GLM proceduru SAS (SAS Institute Inc., 2019) 1

rezultati su prikazani na razini znacajnosti od P<0,05.
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3. REZULTATI ISTRAZIVANJA

3.1. Proizvodni pokazatelji

Od proizvodnih pokazatelja pratili smo prosje¢ne vrijednosti dnevne koli¢ine mlijeka
izrazene U kilogramima, dnevnom sadrzaju mlijene masti izrazenog U postotcima,
dnevnom sadrzaju bjelanCevina izrazenog U postotcima i broju somatskih stanica. U
Tablici 1. prikazani su osnovni statisticki pokazatelji dnevnih svojstava mlijecnosti svih
krava koje su sudjelovale u pokusu. Prikazane su: srednja vrijednost, standardna devijacija,
koeficijent varijabilnosti te minimalne i maksimalne vrijednosti svih krava koje su bile u

pokusu.

Tablica 1. Osnovni statisti¢ki pokazatelji dnevnih svojstava mlije¢nosti Krava u pokusu

Pokazatelj X SD CV, % Min Max
Dnevna kolicina 36,73 9,93 27,04 10,70 55,70
mlijeka, kg

Dnevni sadrza] 4,07 1,36 33,29 2,29 8,64
mlije¢ne masti, %

Dnevni sadrzaj 331 0.36 10,78 2.66 4,01

bjelancevina, %

Broj somatskih stanica | 2.615.649,65 | 3.343.826,72 | 127.83 14.772,73 | 10.844.296,59

x = srednja vrijednost; SD = standardna devijacija; CV = koeficijent varijabilnosti; Min = minimum; Max = maksimum

Vrijednosti koeficijeata korelacije izmedu dnevne koli¢ine mlijeka, dnevnog sadrzaja
mlije¢ne masti, dnevnog sadrzaja bjelan¢evina i broja somatskih stanica pokazuju znacajnu

i jaku povezanost (Tablica 2).

27



Rezultati istrazivanja

Tablica 2. Koeficijenti korelacije izmedu dnevnih svojstava mlije¢nosti krava u pokusu

DKM DSM DSB SCC
DKM 0502 0.8 0.920 oo
DSM e P Py
. P oo
sce o

DKM — dnevna koli¢ina mlijeka, kg; DSM — dnevni sadrzaj mlije¢ne masti, %; DSB — dnevni sadrzaj bjelancevina, %;

SCC - broj somatskih stanica

U Tablici 3. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti dnevnih svojstava

mlijenosti u ovisnosti o razredima broja somatskih stanica. 1z pregleda rezultata vidljivo

je da je najvisa dnevna koli¢ina mlijeka (49,44 kg), najvisi dnevni sadrzaj mlije¢ne masti

(4,43 %) i najvisi dnevni sadrzaj bjelancevina (3,24 %) zabiljeZen kod krava iz II. skupine

koje su na mjese¢noj kontroli mlije¢nosti imale povisen broj somatskih stanica (200 000 -

400 000 u ml).

Tablica 3. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) dnevnih svojstava mlije¢nosti U

ovisnosti o razredima broja somatskih stanica

I. NB Il. PB I1. VB
Pokazatelj
< 200.000 200.000- 400.000 > 400.000
Dnevna koli¢ina mlijeka, kg 37,32 49,44 34,88
Dnevni sadrzaj mlije¢ne masti, % 4,25 4,43 3,80
Dnevni sadrzaj bjelanéevina, % 3,10 3,25 3,24

I. NB — krave s normalnim brojem SS; Il. PB — krave s povisenim brojem SS; Ill. VB- krave s visokim brojem SS
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M. - zdrave krave W II. - subklinicki mastitis B III. - klinicki mastitis
60
50
40
30
20
10
0 . | N 2.
Dnevna koli¢ina mlijeka, Dnevni sadrzaj mlijecne Dnevni sadrzaj
kg masti, % bjelancevina, %

Grafikon 1. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) dnevnih svojstava mlije¢nosti u

ovisnosti o razredima broja somatskih stanica

U Tablici 4. i Grafikonu 2. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti dnevnih
svojstava mlijeCnosti u ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama u mlijeku.
Dnevni sadrzaj mlije¢ne masti (4,05 %) bio je visi kod I. skupine krava kod kojih nije
utvrden uzro¢nik u mlijeku. Takoder broj somatskih stanica (3.502.535,89) visi je kod 1.
skupine krava. Visi dnevni sadrzaj bjelancevina (3,27 %) zabiljezen je u skupini krava kod

kojih je utvrden uzro¢nik u mlijeku.

Tablica 4. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) dnevnih svojstava mlije¢nosti U

ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama u mlijeku

Pokazatelj . "

N D
Dnevna koli¢ina mlijeka, kg 36,81 36,81
Dnevni sadrzaj mlije¢ne masti, % 4,05 3,64
Dnevni sadrzaj bjelancevina, % 3,20 3,27
Broj somatskih stanica, mil. 3.502.535,89 1.664.170,24

N — nije utvrden uzroénik; D — utvrden je uzro¢nik
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H N - nije utvrden uzrocnik

B D - utvrden je uzrocnik

Dnevna koli¢ina Dnevni sadrzaj Dnevni sadrzaj Broj somatskih
mlijeka, kg mlije¢ne masti, %  bjelancevina, % stanica, mil.

Grafikon 2. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) dnevnih svojstava mlije¢nosti u

ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama u mlijeku

U Tablici 5. i Grafikonu 3. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti dnevnih
svojstava mlijecCnosti u ovisnosti o porijeklu mikroorganizma. Visa dnevna koli¢ina
mlijeka (45,31 kg) i visi broj somatskih stanica (1.997.464,32) zabiljezen je kod krava iz
I1. skupine (infektivni uzro¢nici), dok je visi dnevni sadrzaj mlije¢ne masti (3,93 %) i visi
dnevni sadrzaj bjelancevina (3,29 %) zabiljeZen kod krava iz I. skupine (okoliSni

uzrocnici).

Tablica 5. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) dnevnih svojstava mlije¢nosti U

ovisnosti o porijeklu mikroorganizma

Pokazatelj : "

@) I
Dnevna koli¢ina mlijeka, kg 35,83 45,31
Dnevni sadrzaj mlije¢ne masti, % 3,93 2,91
Dnevni sadrzaj bjelancevina, % 3,29 3,21
Broj somatskih stanica, mil. 1.619.071,60 1.997.464,32

O — okoli$ni uzroc¢nici; | — infektivni uzroénici
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M O - okolisni uzro¢nici M1 - infektivni uzrocnici
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Dnevna koli¢ina Dnevni sadrzaj Dnevni sadrzaj Broj somatskih
mlijeka, kg mlijeCne masti, %  bjelancevina, % stanica, mil.

Grafikon 3. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) dnevnih svojstava mlije¢nosti u

ovisnosti o porijeklu mikroorganizma

U Tablici 6. i Grafikonu 4. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti dnevnih
svojstava mlijecnosti u ovisnosti o broju tretmana mastitisa. Znacajno (P<0,05) manja
dnevna koli¢ina mlijeka (24,90 kg) utvrdena je kod krava na kojima su provedena dva
terapijska ciklusa lije¢enja mastitisa U odnosu na ostale dvije skupine, dok je najvisi broj
somatskih stanica (3.098.146,87) zabiljezen kod krava iz skupine na kojima je proveden

jedan terapijski ciklus lijecenja mastitisa.

Tablica 6. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) dnevnih svojstava mlije¢nosti U

ovisnosti o broju tretmana mastitisa

Pokazatelj 1 2 3
Dnevna koli¢ina mlijeka, kg 37,432 24,90° 43,192
Dnevni sadrzaj mlije¢ne masti, % 3,93 3,95 4,02
Dnevni sadrzaj bjelancevina, % 3,22 3,21 3,20
Broj somatskih stanica, mil. 3.098.146,87 429.545,45 2.555.216,72

1 — prvi terapijski ciklus lije¢enja mastitisa; 2 — drugi terapijski ciklus lijeCenja mastitisa; 3 — tre¢i terapijski ciklus
lijeCenja mastitisa
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B 1 - prvi terapijski ciklus lije¢enja mastitisa

M 2 - drugi terapijski ciklus lijecenja mastitisa
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stanica, mil.

Grafikon 4. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) dnevnih svojstava mlije¢nosti u

ovisnosti o broju tretmana mastitisa

Tablica 7. i Grafikon 5. prikazuju procijenjene srednje vrijednosti dnevnih

svojstava mlijeCnosti u ovisnosti o ocjeni tjelesne kondicije krava. |1z pregleda rezultata

vidljivo je da je kod krava koje su imale BCS < 3,5 zabiljezena viSa dnevna koli¢ina

mlijeka (38,30 kg), visi dnevni sadrzaj mlije¢ne masti (3,57 %) i nizi broj somatskih

stanica (1.368.012,47), dok je kod krava koje su imale BCS >= 3,5 zabiljezena niza dnevna

koli¢ina mlijeka (36,27 kg), nizi dnevni sadrzaj mlije¢ne masti (1,12 %) i visi broj

somatskih stanica (3.210.542,41).

Tablica 7. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) dnevnih svojstava mlije¢nosti U

ovisnosti o ocjeni tjelesne kondicije krava

Pokazatelj BCS<3,5 BCS >=3,5
Dnevna koli¢ina mlijeka, kg 38,30 36,27
Dnevni sadrzaj mlijecne masti, % 3,57 1,12
Dnevni sadrzaj bjelancevina, % 3,14 3,22
Broj somatskih stanica, mil. 1.368.012,47 3.210.542,41

BCS - body condition scores; indeks tjelesne mase
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WBCS<3,5 WBCS>=35
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Dnevna koli¢ina Dnevni sadrzaj Dnevni sadrzaj Broj somatskih
mlijeka, kg mlijecne masti, %  bjelancevina, % stanica, mil.

Grafikon 5. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) dnevnih svojstava mlije¢nosti u

ovisnosti 0 ocjeni tjelesne kondicije krava

33



Rezultati istrazivanja

3.2. Biokemijski pokazatelji u krvi

U Tablici 8. i Grafikonima 6a. i 6b. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti
biokemijskih pokazatelja u krvi u ovisnosti o razredima broja somatskih stanica. Najvisi
sadrzaj glukoze (3,34 mmol/L) i ukupnih proteina (91,00 g/L) utvrden je kod III. skupine
krava, dok je najvisi sadrzaj ureje (12,89 mmol/L) te najvisi sadrzaj Fe (24,11 umol/L) i
Ca (2,32 mmol/L) zabiljezen kod I. skupine krava. Najvisi sadrzaj albumina (34,33 g/L),
kolesterola (6,54 mmol/L), LDL-a (2,89 mmol/L) i BHB-a (0,56 mmol/L) zabiljezen je
kod I1. skupine krava.

Tablica 8. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u krvi u

ovisnosti o razredima broja somatskih stanica

. NB 1. PB I11. VB

Pokazatelj
< 200.00 200.00 — 400.00 > 400.000

Glukoza (mmol/L) 3.00 3,22 3,34
Urea (mmol/L) 12,89 4,04 4,25
Ukupni proteini (g/L) 79,03 87,75 91,00
Albumini (g/L) 31,92 34,33 31,90
Trigliceridi (mmol/L) 0,11 0,11 0,13
Kolesterol (mmol/L) 4,78 6,54 4,93
LDL (mmol/L) 2,14 2,89 2,06
BHB (mmol/L) 0,47 0,56 0,47
Fe (umol/L) 24,11 20,21 17,22
Ca (mmol/L) 2,32 2,22 2,28
P (mmol/L) 1,83 1,80 1,36

I. NB — krave s normalnim brojem SS; Il. PB — krave s povisenim brojem SS; Il. VB— krave s visokim brojem SS
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Grafikon 6a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u krvi u
ovisnosti o razredima broja somatskih stanica

M |. - zdrave krave

M II. - subklini¢ki mastitis

1. - klini¢ki mastitis

Glukoza  Trigliceridi LDL BHB Ca (mmol/L) P (mmol/L)
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Grafikon 6b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u krvi u

ovisnosti o razredima broja somatskih stanica

U Tablici 9. i Grafikonima 7a. i 7b. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti
biokemijskih pokazatelja u krvi u ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama u
mlijeku. Visi sadrzaj glukoze (3,35 mmol/L), ureje (3,64 mmol/L), ukupnih proteina
(89,07 g/L), kolesterola (4,88 mmol/L), LDL-a (2,05 mmol/L), BHB-a (0,55 mmol/L), Fe
(20,02 pmol/L) i P (1,97 mmol/L) zabiljezen je kod krava iz I. skupine kod kojih u mlijeku
nije utvrden uzro¢nik. Visi sadrzaj albumina (31,82 g/L) zabiljezen je kod krava iz II.

skupine kod kojih je u mlijeku utvrden uzro¢nik.
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Tablica 9. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u krvi u

ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama u mlijeku

Pokazatelj | .
N D
Glukoza (mmol/L) 3,35 3,09
Urea (mmol/L) 3,64 1,00
Ukupni proteini (g/L) 89,07 84,64
Albumini (g/L) 31,68 31,82
Trigliceridi (mmol/L) 0,12 0,12
Kolesterol (mmol/L) 4,88 4,60
LDL (mmol/L) 2,05 1,97
BHB (mmol/L) 0,55 0,48
Fe (umol/L) 20,02 18,06
Ca (mmol/L) 2,28 2,24
P (mmol/L) 1,97 1,70

N — nije utvrden uzrocnik; D — utvrden je uzroénik

100
90 - " :
H N - nije utvrden uzrocnik
80 - M D - utvrden je uzro&nik
70 -+
60 -
50 -+
40
30 -
20 -+
10 -+
0 - - _ .
Ukupni proteini Albumini (g/L) Fe (umol/L) Urea (mmol/L)  Kolesterol
(g/L) (mmol/L)

Grafikon 7a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u krvi u

ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama
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E N - nije utvrden uzrocnik
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M D - utvrden je uzrocnik
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Grafikon 7b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u krvi u

ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama

U Tablici 10. i Grafikonima 8a. i 8b. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti
biokemijskih pokazatelja u krvi u ovisnosti o porijeklu mikroorganizma. 1z pregleda
rezultata vidljivo je da je visa razina ukupnih proteina (92,42 g/L), albumina (33,23 g/L),
BHB-a (0,78 mmol/L) i P (1,89 mmol/L) zabiljezena kod krava iz Il. skupine (infektivni
uzrocnici), dok je viSa razina ureje (10,16 mmol/L), kolesterola (4,67 mmol/L), LDL-a
(2,02 mmol/L) i Fe (18,11 umol/L) zabiljeZena kod krava iz I. skupine (okoli$ni uzro¢nici).

Tablica 10. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u krvi u

ovisnosti o porijeklu mikroorganizma

Pokazatelj | .
0 I
Glukoza (mmol/L) 3,10 2,98
Urea (mmol/L) 10,16 8,59
Ukupni proteini (g/L) 83,72 92,42
Albumini (g/L) 31,65 33,23
Trigliceridi (mmol/L) 0,11 0,19
Kolesterol (mmol/L) 4,67 4,09
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LDL (mmol/L) 2,02 1,50
BHB (mmol/L) 0,45 0,78
Fe (umol/L) 18,11 17,67
Ca (mmol/L) 2,23 2,34
P (mmol/L) 1,68 1,89

O — okoli$ni uzroénici; I — infektivni uzro¢nici

100

90

M O - okolisni uzrocnici

M | - infektivni uzrocnici
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Grafikon 8a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u krvi u

ovisnosti o porijeklu mikroorganizama
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Grafikon 8b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u krvi u

ovisnosti o porijeklu mikroorganizama
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U Tablici 11. i Grafikonima 9a. i 9b. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti
biokemijskih pokazatelja u krvi u ovisnosti o broju tretmana mastitisa. 1z pregleda rezultata
vidljivo je najvisi sadrzaj glukoze (3,40 mmol/l), ukupnih proteina (92,78 g/L), albumina
(33,64 g/L), triglicerida (0,15 mmol/L), kolesterola (6,01 mmol/L), LDL-a (2,68 mmol/L),
Ca (2,47 mmol/L) i P (2,14 mmol/L) zabiljezen kod krava iz skupine na kojima su
provedena tri terapijska ciklusa lije¢enja mastitisa, dok je najvisi sadrzaj Fe (20,61 umol/L)
zabiljezen kod krava iz skupine na kojima je proveden jedan terapijski ciklus lijeCenja
mastitisa. Najvisi sadrzaj ureje (18,53 mmol/L) zabiljezen je kod krava iz skupine na

kojima su provedena dva terapijska ciklusa lije¢enja mastitisa.

Tablica 11. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u krvi u

ovisnosti o broju tretmana mastitisa

Pokazatelj 1 2 3

Glukoza (mmol/L) 3,26 2,99 3,40
Urea (mmol/L) 4,45 18,53 4,55
Ukupni proteini (g/L) 90,18 73,01 92,78
Albumini (g/L) 31,64 30,16 33,64
Trigliceridi (mmol/L) 0,12 0,08 0,15
Kolesterol (mmol/L) 477 3,49 6,01
LDL (mmol/L) 1,91 1,67 2,68
BHB (mmol/L) 0,49 0,57 0,56
Fe (umol/L) 20,61 14,28 19,97
Ca (mmol/L) 2,22 2,15 2,47
P (mmol/L) 1,92 1,39 2,14

1 — prvi terapijski ciklus lijeCenja mastitisa; 2 — drugi terapijski ciklus lijeCenja mastitisa; 3 — tre¢i terapijski ciklus
lijeCenja mastitisa
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Grafikon 9a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u krvi u
ovisnosti 0 broju tretmana mastitisa
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Grafikon 9b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u krvi u

ovisnosti o broju tretmana mastitisa

U Tablici 12. i Grafikonima 10a. i 10b. prikazane su procijenjene srednje
vrijednosti biokemijskih pokazatelja u krvi u ovisnosti o ocjeni tjelesne kondicije krava. 1z
pregleda rezultata vidljivo je da je kod krava koje su imale BCS < 3,5 zabiljezen visi
sadrzaj ureje (6,03 mmol/L), ukupnih proteina (89,66 g/L), albumina (32,18 g/L), Fe
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(21,53 pumol/L) i Ca (2,40 mmol/L), dok je kod krava koje su imale BCS >= 3,5 zabiljezen
visi sadrzaj glukoze (3,25 mmol/L), kolesterola (5,07 mmol/L), LDL-a (2,18 mmol/L),
BHB-a (0,48 mmol/L) i P (1,88 mmol/L).

Tablica 12. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u krvi u

ovisnosti 0 ocjeni tjelesne kondicije krava

Pokazatelj BCS<3,5 BCS >=3,5
Glukoza (mmol/L) 3,18 3,25
Urea (mmol/L) 6,03 4,71
Ukupni proteini (g/L) 89,66 87,07
Albumini (g/L) 32,18 32,05
Trigliceridi (mmol/L) 0,13 0,12
Kolesterol (mmol/L) 4,64 5,07
LDL (mmol/L) 1,89 2,18
BHB (mmol/L) 0,43 0,48
Fe (umol/L) 21,53 18,91
Ca (mmol/L) 2,40 2,26
P (mmol/L) 1,69 1,88

BCS — body condition scores; indeks tjelesne mase
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Grafikon 10a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u krvi

u ovisnosti 0 ocjeni tjelesne kondicije krava
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Grafikon 10b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u krvi

u ovisnosti o ocjeni tjelesne kondicije krava
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3.3. Biokemijski pokazatelji u mlijeku

U Tablici 13. i Grafikonima 11a. i 11b. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti
biokemijskih pokazatelja u mlijeku u ovisnosti o razredima broja somatskih stanica. 1z
pregleda rezultata vidljivo je da je najvisi sadrzaj glukoze (0,55 mmol/L) zabiljezen kod I.
skupine krava, dok je najvisi sadrzaj ureje (5,09 mmol/L), ukupnih proteina (36,40 g/L),
albumina (24,80 g/L), Fe (40,66 umol/L), Ca (3,44 mmol/L) i P (3,29 mmol/L) zabiljeZen

kod I1. skupine krava tj. skupine sumnjive na mastitis.

Tablica 13. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u

mlijeku u ovisnosti o razredima broja somatskih stanica

l. Il. 1.
Pokazatelj
< 200.00 200.00 — 400.00 > 400.000

Glukoza (mmol/L) 0,55 0,43 0,39
Urea (mmol/L) 4,45 5,09 4,39
Ukupni proteini (g/L) 31,66 36,40 32,16
Albumini (g/L) 21,54 24,80 20,12
Fe (umol/L) 19,29 40,66 8,45
Ca (mmol/L) 2,97 3,44 2,98
P (mmol/L) 2,86 3,29 2,72

I. — NB — krave s normalnim brojem SS; Il. PB — krave s povi$enim brojem SS; Ill. VB— krave s visokim brojem SS
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M I. - zdrave krave

M II. - subklini¢ki mastitis

E 1. - klini¢ki mastitis

Ukupni proteini (g/L)  Albumini (g/L) Fe (umol/L) Urea (mmol/L)

Grafikon 1l1a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u
mlijeku u ovisnosti o razredima broja somatskih stanica

M |. - zdrave krave

M 1I. - subklinicki mastitis

E 1. - klini¢ki mastitis

Glukoza (mmol/L) Ca (mmol/L) P (mmol/L)

Grafikon 11b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u

mlijeku u ovisnosti o razredima broja somatskih stanica

U Tablici 14. i Grafikonim 12a. i 12b. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti
biokemijskih pokazatelja u mlijeku u ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama u
mlijeku. Iz pregleda rezultata vidljivo je da je visi sadrzaj glukoze (0,45 mmol/L), ukupnih
proteina (32,32 g/L), albumina (20,84 g/L), Fe (13,99 umol/L) i Ca (3,08 mmol/L)

zabiljezen kod krava iz Il. skupine kod kojih je u mlijeku utvrden uzro¢nik, dok je visi
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sadrzaj ureje (4,67 mmol/L) zabiljeZzen kod krava iz I. skupine kod kojih nije utvrden
uzro¢nik u mlijeku.

Tablica 14. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u

mlijeku u ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama u mlijeku

Pokazatelj | .
N D
Glukoza (mmol/L) 0,39 0,45
Urea (mmol/L) 4,67 4,12
Ukupni proteini (g/L) 31,69 32,32
Albumini (g/L) 20,73 20,84
Fe (umol/L) 11,93 13,99
Ca (mmol/L) 2,95 3,08
P (mmol/L) 2,79 2,79

N — nije utvrden uzrocnik; D — utvrden je uzro¢nik

35

B N - nije utvrden uzrocnik

M D - utvrden je uzrocnik

20

15 -

10

Ukupni proteini (g/L)  Albumini (g/L) Fe (umol/L) Urea (mmol/L)

Grafikon 12a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u

mlijeku u ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama
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3.5
BN - nije utvrden uzrocnik M D - utvrden je uzrocnik

2.5

1.5

0.5

Glukoza (mmol/L) Ca (mmol/L) P (mmol/L)

Grafikon 12b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u

mlijeku u ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama

U Tablici 15. i Grafikonima 13a. i 13b. prikazane su procijenjene srednje
vrijednosti biokemijskih pokazatelja u mlijeku u ovisnosti o porijeklu mikroorganizma.
Visa razina glukoze (0,46 mmola/L), ukupnih proteina (32,83 g/L), albumina (20,91 g/L),
Fe (14,41 umol/L), Ca (3,11 mmol/L) i P (2,81 mmol/L) zabiljezena je kod krava iz I.
skupine (okoli$ni uzroc¢nici), dok je visa razina ureje (4,65 mmol/L) zabiljeZzena kod krava

iz I1. skupine (infektivni uzrocnici).
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Tablica 15. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u

mlijeku u ovisnosti o porijeklu mikroorganizma

Pokazatelj ' .
o) I
Glukoza (mmol/L) 0,46 0,31
Urea (mmol/L) 4,05 4,65
Ukupni proteini (g/L) 32,83 28,52
Albumini (g/L) 20,91 20,36
Fe (umol/L) 14,41 10,89
Ca (mmol/L) 3,11 2,83
P (mmol/L) 2,81 2,65

O — okoli$ni uzro¢nici; 1 — infektivni uzro¢nici

35

30

25

20

15

10

5

0

M O - okolisni uzrocnici

[ | - infektivni uzrocnici

Ukupni proteini (g/L) Albumini (g/L)

Fe (umol/L)

Urea (mmol/L)

Grafikon 13a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u

mlijeku u ovisnosti o porijeklu mikroorganizama
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3.5

M O - okolisni uzrocnici

M | - infektivni uzrocnici

Glukoza (mmol/L)

Ca (mmol/L)

P (mmol/L)

Grafikon 13b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u

mlijeku u ovisnosti 0 porijeklu mikroorganizama

U Tablici 16. i Grafikonima 14a. i 14b. prikazane su procijenjene srednje

vrijednosti biokemijskih pokazatelja u mlijeku u ovisnosti 0 broju tretmana mastitisa. 1z

pregleda rezultata vidljivo je najvisi sadrzaj glukoze (0,56 mmol/L), albumina (22,37 g/L),

Ca (3,26 mmol/L) i P (3,13 mmol/L) zabiljezen kod krava iz skupine na kojima su

provedena dva terapijska ciklusa lijeenja mastitisa. Najvisi sadrzaj ureje (5,01 mmol/L),

ukupnih proteina (33,24 g/L) i Fe (15,66 pumol/L) zabiljeZzen je kod krava iz skupine na

kojima je proveden jedan terapijski ciklus lijeCenja mastitisa.
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Tablica 16. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u

mlijeku u ovisnosti 0 broju tretmana mastitisa

Pokazatelj 1 2 3

Glukoza (mmol/L) 0,41 0,56 0,32
Urea (mmol/L) 5,01 2,56 4,39
Ukupni proteini (g/L) 33,24 31,50 28,78
Albumini (g/L) 20,61 22,37 19,92
Fe (umol/L) 15,66 6,19 10,50
Ca (mmol/L) 3,07 3,26 2,60
P (mmol/L) 2,83 3,13 2,37

1 — prvi terapijski ciklus lijeCenja mastitisa; 2 — drugi terapijski ciklus lijeCenja mastitisa; 3 — trec¢i terapijski ciklus

lijeGenja mastitisa

35
M 1 - prvi terapijski ciklus lijecenja
30 - mastitisa
M 2 - drugi terapijski ciklus lijecenja
mastitisa
25 A
[ 3 - treci terapijski ciklus lijecenja
mastitisa
20
15 -~
10 -
5 -
0 -
Ukupni proteini (g/L) Albumini (g/L) Fe (umol/L) Urea (mmol/L)

Grafikon 14a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u

mlijeku u ovisnosti 0 broju tretmana mastitisa
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3.5
M 1 - prvi terapijski ciklus
3 lijecenja mastitisa
M 2 - drugi terapijski ciklus
lijeenja mastitisa
2.5

[ 3 - treci terapijski ciklus
lijecenja mastitisa

Glukoza (mmol/L) Ca (mmol/L) P (mmol/L)

Grafikon 14b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u
mlijeku u ovisnosti 0 broju tretmana mastitisa

U Tablici 17. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti biokemijskih
pokazatelja u mlijeku u ovisnosti o ocjeni tjelesne kondicije krava. 1z pregleda rezultata
vidljivo je da je kod krava koje su imale BCS < 3,5 u mlijeku zabiljezen visi sadrzaj
glukoze (0,48 mmol/L), ureje (4,62 mmol/L), ukupnih proteina (32,40 g/L), albumina
(21,38 g/L) i Fe (20,17 pmol/L).

Tablica 17. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u

mlijeku u ovisnosti 0 ocjeni tjelesne kondicije krava

Pokazatelj BCS<3,5 BCS >=3,5
Glukoza (mmol/L) 0,48 0,43
Urea (mmol/L) 4,62 4,42
Ukupni proteini (g/L) 32,40 32,36
Albumini (g/L) 21,38 20,72
Fe (umol/L) 20,17 12,31
Ca (mmol/L) 3,05 3,01
P (mmol/L) 2,80 2,80

BCS - body condition scores; indeks tjelesne mase
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Grafikon 15a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u
mlijeku u ovisnosti 0 ocjeni tjelesne kondicije krava
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Grafikon 15b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) biokemijskih pokazatelja u

mlijeku u ovisnosti 0 ocjeni tjelesne kondicije krava
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3.4. Aminokiselinski sastav mlijeka

Iz pregleda rezultata procijenjenih srednjih vrijednosti aminokiselinskog sastava u
mlijeku u ovisnosti o razredima broja somatskih stanica (Tablica 18.), vidljivo je da je kod
I. skupine krava (zdrave krave) zabiljezen najvisi sadrzaj histidina (88,63 pmol/L),
treonina (137,34 umol/L), valina (57,28 umol/L) i metionina (16,50 umol/L), dok je kod II.
skupine krava (subklini¢ki mastitis) zabiljeZzen najvisi sadrzaj asparaginske kiseline (16,66
umol/L), glutaminske kiseline (398,46 umol/L), asparagina (21,53 umol/L), serina (13,54
umol/L), glutamina (40,86 umol/L), arginina (53,72 umol/L) i cisteina (1302,24 pmol/L).
Kod I11l. skupne krava (klinicki mastitis) zabiljeZzen je najvisi sadrzaj glicina (35,88
umol/L), alanina (43,11 umol/L), tirozina (49,03 pumol/L), triptofana (33,08 pumol/L),
fenilalanina (26,13 pumol/L), izoleucina (9,64 umol/L), leucina (49,51 umol/L), lizina
(70,15 umol/L) i hidroksiprolina (76,72 umol/L).
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Tablica 18. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) aminokiselinskog sastava u

mlijeku u ovisnosti o razredima broja somatskih stanica

l. Il. I

Pokazatelj

< 200.00 200.00 — 400.00 > 400.000
Asparaginska kiselina 14,55 16,66 15,34
(umol/L)
Glutaminska kiselina 197,71 398,46 272,58
(umol/L)
Asparagin (umol/L) 17,52 21,53 15,89
Serin (umol/L) 6,95 13,54 13,44
Glutamin (umol/L) 21,98 40,86 30,82
Histidin (umol/L) 88,63 70,01 35,05
Glicin (umol/L) 22,79 33,87 35,88
Treonin(umol/L) 137,34 115,20 123,26
Arginin (umol/L) 32,33 53,72 37,26
Alanin (umol/L) 16,80 39,27 43,11
Tirozin (umol/L) 30,37 19,61 49,03
Cistein (umol/L) 557,39 1302,24 483,63
Valin (umol/L) 57,28 14,34 32,19
Metionin (umol/L) 16,50 16,49 10,71
Triptofan (umol/L) 9,75 31,29 33,08
Fenilalanin (umol/L) 7,83 10,61 26,13
Izoleucin (umol/L) 7,27 4,26 9,64
Leucin (umol/L) 9,05 10,44 49,51
Lizin (umol/L) 21,12 47,88 70,15
Hidroksiprolin (umol/L) 46,62 52,93 76,72
|. — zdrave krave; Il. —subklini¢ki mastitis; 1. — klini¢ki mastitis
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Grafikon 16a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) aminokiselinskog sastava u
mlijeku u ovisnosti o razredima broja somatskih stanica
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Grafikon 16b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) aminokiselinskog sastava u

mlijeku u ovisnosti o razredima broja somatskih stanica
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U Tablici 19. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti aminokiselinskog
sastava u mlijeku u ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama u mlijeku. Iz
pregleda rezultata vidljivo je da je visa razina asparaginske Kkiseline (16,82 pmol/L),
asparagina (16,01 umol/L), histidina (63,13 umol/L), metionina (12,88 umol/L), izoleucina
(7,62 pumol/L), lizina (56,07 umol/L), hidroksiprolina (66,00 umol/L) zabiljeZena kod
krava iz 1l. skupine tj. kod krava kod kojih u mlijku nije utvrden uzro¢nik, dok je visa
razina glutaminske kiseline (265,60 umol/L), serina (12,35 pmol/L), glutamina (30,93
umol/L), glicina (40,20 umol/L), treonina (143,65 umol/L), arginina (39,92 pmol/L),
alanina (34,51 umol/L), tirozina (49,80 umol/L), cisteina (662,83 umol/L), valina (66,65
umol/L), triptofana (31,38 umol/L), fenilalanina (19,58 umol/L) i leucina (34,18 pumol/L)

zabiljeZena kod krava iz I. skupine tj. kod krava kod kojih je u mlijeku utvrden uzro¢nik.
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Tablica 19. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) aminokiselinskog sastava u

mlijeku u ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama u mlijeku

Pokazatelj
N D

Asparaginska Kiselina (umol/L) 13,76 16,82
Glutaminska kiselina (umol/L) 265,60 248,44
Asparagin (umol/L) 12,32 16,01
Serin (umol/L) 12,35 10,02
Glutamin (umol/L) 30,93 29,21
Histidin (umol/L) 27,76 63,13
Glicin (umol/L) 40,20 23,61
Treonin (umol/L) 143,65 93,20
Arginin (umol/L) 39,92 30,84
Alanin (umol/L) 34,51 29,36
Tirozin (umol/L) 49,80 33,25
Cistein (umol/L) 622,83 533,63
Valin (umol/L) 66,65 18,30
Metionin (umol/L) 11,78 12,88
Triptofan (umol/L) 31,38 22,52
Fenilalanin (umol/L) 19,58 11,87
Izoleucin (umol/L) 6,88 7,62
Leucin (nmol/L) 34,18 15,22
Lizin (umol/L) 46,46 56,07
Hidroksiprolin (umol/L) 48,76 66,00

N — nije utvrden uzro¢nik; D — utvrden je uzro¢nik
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Grafikon 17a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) aminokiselinskog sastava u
mlijeku u ovisnosti 0 razredima pojavnosti mikroorganizama u mlijek
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Grafikon 17b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) aminokiselinskog sastava u

mlijeku u ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama u mlijeku
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U Tablici 20. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti aminokiselinskog
sastava u mlijeku u ovisnosti o porijeklu mikroorganizma. Iz pregleda rezultata vidljivo je
da je viSa razina asparaginske kiseline (27,51 pmol/L), glutaminske kiseline (286,56
umol/L), serina (15,74 umol/L), histidina (86,15 umol/L), treonina (118,37 pmol/L),
alanina (52,05 umol/L), tirozina (40,30 umol/L), cisteina (816,70 umol/L), valina (24,0
umol/L), triptofana (33,76 umol/L), fenilalanina (25,86 umol/L) i leucina (45,36 umol/L)
zabiljeZzena kod krava iz II. skupine (infektivni uzroc¢nici) dok je visa razina asparagina
(16,71 umol/L), glutamina (30,08 umol/L), glicina (24,40 umol/L), arginina (31,25
umol/L), metionina (12,96 umol/L), izoleucina (8,32 umol/L), lizina (56,86 umol/L) i
hidroksiprolina (66,94 pmol/L) zabiljezena kod krava iz 1. skupine (okoli$ni uzroc¢nici).
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Tablica 20. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) aminokiselinskog sastava u

mlijeku u ovisnosti o porijeklu mikroorganizma

Pokazatelj
0 I

Asparaginska kiselina (umol/L) 15,34 27,51
Glutaminska kiselina (umol/L) 245,65 268,56
Asparagin (umol/L) 16,71 10,97
Serin (umol/L) 9,22 15,74
Glutamin (umol/L) 30,08 22,93
Histidin (umol/L) 59,93 86,15
Glicin (umol/L) 24,40 17,99
Treonin (umol/L) 89,70 118,37
Arginin (umol/L) 31,25 27,89
Alanin (umol/L) 26,20 52,05
Tirozin (umol/L) 32,27 40,30
Cistein (umol/L) 494,29 816,70
Valin (umol/L) 17,51 24,00
Metionin (umol/L) 12,96 12,24
Triptofan (umol/L) 20,96 33,76
Fenilalanin (umol/L) 9,93 25,86
Izoleucin (umol/L) 8,32 2,63
Leucin (nmol/L) 11,04 45,36
Lizin (umol/L) 56,86 50,42
Hidroksiprolin (umol/L) 66,94 59,18

O — okoli$ni uzro¢nici; I — infektivni uzro¢nici
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Grafikon 18a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) aminokiselinskog sastava u
mlijeku u ovisnosti o porijeklu mikroorganizma
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Grafikon 18b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) aminokiselinskog sastava u

mlijeku u ovisnosti o porijeklu mikroorganizma
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U Tablici 21. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti aminokiselinskog

sastava u mlijeku u ovisnosti o broju tretmana mastitisa. 1z pregleda rezultata vidljivo je da
je kod krava iz skupine na kojima je proveden jedan terapijski ciklus lije¢enja mastitisa
zabiljezen najvisi sadrzaj glutaminske kiseline (299,82 pumol/L), serina (12,66 pmol/L),
glutamina (41,34 umol/L), glicina (48,91 umol/L), arginina (48,16 umol/L), tirozina (50,14
umol/L), valina (64,61 pumol/L), triptofana (32,73 umol/L), fenilalanina (20,43 pumol/L),
izoleucina (8,75 umol/L), leucina (48,50 umol/L) i hidroksiprolin (62,38 umol/L).
Kod krava iz skupine na kojima su provedena dva terapijska ciklusa lijeGenja mastitisa
zabiljeZen je najvisi sadrzaj cisteina (723,39 umol/L) i metionina (20,17 umol/L), dok je
kod krava iz skupine na kojima su provedena tri terapijska ciklusa lijeCenja mastitisa
zabiljezen najviSi sadrzaj asparaginske kiseline (17,66 pmol/L), asparagina (19,93
umol/L), histidina (87,03 pumol/L), treonina (157,32 umol/L), alanina (40,24 pmol/L) i
lizina (57,62 umol/L).
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Tablica 21. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) aminokiselinskog sastava u

mlijeku u ovisnosti 0 broju tretmana mastitisa

Pokazatelj 1 2 3
Asparaginska kiselina (umol/L) 16,16 8,19 17,66
Glutaminska kiselina (umol/L) 299,82 135,53 248,57
Asparagin (umol/L) 14,85 3,28 19,93
Serin (umol/L) 12,66 7,78 10,94
Glutamin (umol/L) 41,34 10,27 16,59
Histidin (umol/L) 24,82 46,41 87,03
Glicin (umol/L) 48,91 4,78 14,72
Treonin (umol/L) 111,71 117,24 157,32
Arginin (umol/L) 48,16 8,11 26,90
Alanin (umol/L) 35,05 14,23 40,24
Tirozin (umol/L) 50,14 26,02 37,45
Cistein (umol/L) 558,32 723,39 545,96
Valin (umol/L) 64,61 22,93 17,33
Metionin (umol/L) 10,60 20,17 10,06
Triptofan (umol/L) 32,73 16,51 23,37
Fenilalanin (umol/L) 20,43 2,96 16,57
Izoleucin (umol/L) 8,75 1,74 7,49
Leucin (umol/L) 48,50 8,92 12,61
Lizin (umol/L) 57,55 18,69 57,62
Hidroksiprolin (umol/L) 62,38 27,69 61,83

1 — prvi terapijski ciklus lijeCenja mastitisa; 2 — drugi terapijski ciklus lijeCenja mastitisa; 3 — tre¢i terapijski ciklus

lijeCenja mastitisa
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Grafikon 19a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) aminokiselinskog sastava u
mlijeku u ovisnosti 0 broju tretmana mastitisa
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Grafikon 19b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) aminokiselinskog sastava u

mlijeku u ovisnosti 0 broju tretmana mastitisa
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U Tablici 22. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti aminokiselinskog
sastava u mlijeku u ovisnosti o ocjeni tjelesne kondicije krava. Iz pregleda rezultata
vidljivo je da je kod krava koje su imale BCS < 3,5 u mlijeku zabiljezen visi sadrzaj
asparaginske kiseline (26,12 umol/L), glutaminske kiseline (328,41 pumol/L), asparagina
(23,15 umol/L), serina (13,51 pumol/L), glutamina (29,96 umol/L), histidina (56,85
umol/L), glicina (35,01 umol/L), treonina (175,92 umol/L), arginina (39,07 pumol/L),
alanina (37,06 umol/L), tirozina (42,84 pumol/L), cisteina (652,77 umol/L), valina (80,46
umol/L) i triptofana (27,82 umol/L), dok je kod krava koje su imale BCS >= 3,5 u mlijeku
zabiljeZen visi sadrzaj metionina (13,07 umol/L), fenilalanina (16,03 pmol/L), izoleucina
(8,79 umol/L), leucina (26,69 pmol/L), lizina (57,94 pumol/L) i hidroksiprolina (70,51
umol/L).

64



Rezultati istrazivanja

Tablica 22. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) aminokiselinskog sastava u

mlijeku u ovisnosti 0 ocjeni tjelesne kondicije krava

Pokazatelj BCS<3,5 BCS >=3,5
Asparaginska kiselina (umol/L) 26,12 13,59
Glutaminska kiselina (umol/L) 328,41 249,63
Asparagin (umol/L) 23,15 15,83
Serin (umol/L) 13,51 11,26
Glutamin (umol/L) 29,96 28,81
Histidin (umol/L) 56,85 52,73
Glicin (umol/L) 35,01 31,45
Treonin (umol/L) 175,92 119,51
Arginin (umol/L) 39,07 36,70
Alanin (umol/L) 37,06 34,85
Tirozin (umol/L) 42,84 41,23
Cistein (umol/L) 652,77 551,45
Valin (umol/L) 80,46 31,98
Metionin (umol/L) 11,13 13,07
Triptofan (umol/L) 27,82 25,87
Fenilalanin (umol/L) 14,44 16,03
Izoleucin (umol/L) 7,00 8,79
Leucin (umol/L) 16,71 26,69
Lizin (umol/L) 28,94 57,94
Hidroksiprolin (umol/L) 37,07 70,51

BCS - body condition score; indeks tjelesne mase
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Grafikon 20a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) aminokiselinskog sastava u

mlijeku u ovisnosti 0 ocjeni tjelesne kondicije krava
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Grafikon 20b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) aminokiselinskog sastava u

mlijeku u ovisnosti 0 ocjeni tjelesne kondicije krava
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3.5. Koncentracija proteina akutne faze u mlijeku

U Tablici 23. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti koncentracije proteina
akutne faze u mlijeku u ovisnosti o razredima broja somatskih stanica. Znacajno (P<0,05)
veéa koncentracija AGP-a i HP (P<0,01) bila je u skupini krava s klini¢kim mastitisom.
Koncentracija CRP-a bila je takoder najvisa u toj skupini, ali bez statistiCke znacajnosti
(P>0,05). Koncentracija SAA3-a zabiljezena je u Ill. skupini krava s klinickim mastitisom,

ali znacajne razlike postojale su izmedu prvij dviju skupina.

Tablica 23. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) koncentracije proteina akutne faze

u mlijeku u ovisnosti o razredima broja somatskih stanica

l. 1. 1.
Pokazatelj
< 200.00 200.00 — 400.00 > 400.000
AGP (ug/mL) 2,83° 2,57° 7,52
CRP (ug/mL) 37,35 53,32 274,51
Haptoglobin (ug/mL) 0,05" 1,214 42,118
SAA3(ug/mL) 0,07 0,30 3,73
|. — zdrave krave; Il. —subklini¢ki mastitis; I11. — klini¢ki mastitis, a,b P<0,05; A,B, P<0,01
300 45
I. - zdrave krave
:n. - subklini¢ki mastitis 40 - ,
250 ‘
III. - klini€ki mastitis 35
200 30
25
150
20
100 15
10
50 -
5
0 - 0 -
CRP (pg/mL) Haptoglobin (ug/mL)
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Grafikon 21a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) koncentracije proteina akutne

faze u mlijeku u ovisnosti o razredima broja somatskih stanica

8 M I. - zdrave krave
; - subklinicki .
E 111, - klini¢ki mastitis
6
*3:1,2
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Grafikon 21b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) koncentracije proteina akutne

faze u mlijeku u ovisnosti o razredima broja somatskih stanica

U Tablici 24. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti koncentracije proteina
akutne faze u mlijeku u ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama u mlijeku. 1z
pregleda rezultata vidljivo je da je visi sadrzaj CRP-a (171,02 pg/mL) i haptoglobina
(47,58 pg/mL) zabiljezen kod krava iz 1. skupine kod kojih nije utvrden uzro¢nik u
mlijeku, dok je visi sadrzaj AGP-a (6,58 pg/mL) i SAA3-a (2,26 pug/mL) zabiljezen kod

krava iz Il. skupine kod kojih je u mlijeku utvrden uzro¢nik.

Tablica 24. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) koncentracije proteina akutne faze

u mlijeku u ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama u mlijeku

I 1.
Pokazatelj

N D
AGP (ug/mL) 5,24 6,58
CRP (ug/mL) 171,02 141,82
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Haptoglobin (pg/mL) 47,58 34,95

SAA3 (ng/mL) 1,72 2,26

N — nije utvrden uzro¢nik; D - utvrden je uzro¢nik

180
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M D - utvrden je uzrocnik
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Grafikon 22a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) koncentracije proteina akutne

faze u mlijeku u ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama u mlijeku

B N - nije utvrden uzrocnik

M D - utvrden je uzrocnik

AGP (ug/mL) SAA3 (ug/mL)

Grafikon 22b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) koncentracije proteina akutne

faze u mlijeku u ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama u mlijeku

U Tablici 25. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti koncentracije proteina
akutne faze u mlijeku u ovisnosti o porijeklu mikroorganizma. Iz pregleda rezultata
vidljivo je da je viSa razina AGP-a (5,55 pg/mL), CRP-a (133,17 pg/mL), haptoglobina
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(34,02 pg/mL) i SAA3 (3,28 pg/mL) zabiljeZzena kod krava iz 1. skupine (okolisni

uzrocnici).

Tablica 25. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) koncentracije proteina akutne faze

u mlijeku u ovisnosti o porijeklu mikroorganizma

Pokazatelj | "
O I
AGP (ug/mL) 5,55 3,90
CRP (ug/mL) 133,17 25,73
Haptoglobin (ug/mL) 34,02 0,01
SAA3 (ug/mL) 3,28 0,01

O - okoli$ni uzrocnici; I — infektivni uzro¢nici

140

M O - okolisni uzrocnici

120 A

M | - infektivni uzrocnici

100 -

80 -

60 -

20 -

CRP (ug/mL) Haptoglobin (ug/mL)

Grafikon 23a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) koncentracije proteina akutne

faze u mlijeku u ovisnosti o porijeklu mikroorganizma
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M O - okolisni uzrocnici

M | - infektivni uzrocnici

AGP (pg/mL) SAA3 (ug/mL)

Grafikon 23b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) koncentracije proteina akutne

faze u mlijeku u ovisnosti o porijeklu mikroorganizma

U Tablici 26. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti koncentracije proteina
akutne faze u mlijeku u ovisnosti o broju tretmana mastitisa. 1z pregleda rezultata vidljivo
je visi sadrzaj AGP-a (7,59 pg/mL) zabiljezen kod krava iz skupine na kojima su
provedena dva terapijska ciklusa lijeCenja mastitisa, dok je visi sadrzaj CRP-a (185,48
ug/mL), haptoglobina (51,92 pg/mL) i SAA3-a (2,44 ng/mL) zabiljezen kod krava iz

skupine na kojima je proveden jedan terapijski ciklus lije€enja mastitisa.

Tablica 26. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) koncentracije proteina akutne faze

u mlijeku u ovisnosti o broju tretmana mastitisa

Pokazatelj 1 2

AGP (ug/mL) 5,05 7,59
CRP (ug/mL) 185,48 93,27
Haptoglobin (ug/mL) 51,92 18,83
SAA3 (ug/mL) 2,44 0,64

1 — prvi terapijski ciklus lije¢enja mastitisa; 2 — drugi terapijski ciklus lijeCenja mastitisa;
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Grafikon 24a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) koncentracije proteina akutne

faze u mlijeku u ovisnosti o broju tretmana mastitisa
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Grafikon 24b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) koncentracije proteina akutne

faze u mlijeku u ovisnosti o broju tretmana mastitisa

U Tablici 27. prikazane su procijenjene srednje vrijednosti koncentracije proteina

akutne faze u mlijeku u ovisnosti o ocjeni tjelesne kondicije krava. Iz pregleda rezultata

vidljivo je da je kod krava koje su imale BCS < 3,5 u mlijeku zabiljezen visi sadrzaj
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haptoglobina (70,15 pg/mL) i SAA3 (3,46 pg/mL), dok je visi sadrzaj AGP-a (6,37
ug/mL) i CRP-a (215,64 pug/mL) zabiljezen u mlijeku krava koje su imale BCS >= 3,5.

Tablica 27. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) koncentracije proteina akutne faze

u mlijeku u ovisnosti o ocjeni tjelesne kondicije krava

Pokazatelj BCS <35 BCS >=3,5
AGP (ug/mL) 6,12 6,37
CRP (ug/mL) 157,52 215,64
Haptoglobin (ug/mL) 70,15 47,62
SAA3 (ug/mL) 3,46 2,52
BCS — body condition score, indeks tjelesne mase
250
WBCS<3,5 B BCS >=3,5
200
150
100
50 -
0 .
CRP (ug/mL) Haptoglobin (ug/mL)

Grafikon 25a. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) koncentracije proteina akutne

faze u mlijeku u ovisnosti o ocjeni tjelesne kondicije krava
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Grafikon 25b. Procijenjene srednje vrijednosti (LS means) koncentracije proteina akutne

faze u mlijeku u ovisnosti o ocjeni tjelesne kondicije krava
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4. RASPRAVA

4.1. Proizvodni pokazatelji

Iz naSega istrazivanja vidljivo je da smo najviSe procijenjene srednje vrijednosti
dnevnih svojstava mlije¢nosti u ovisnosti 0 razredima broja somatskih stanica zabiljezili
kod krava iz skupine supklinickog mastitisa koje su na mjese¢noj kontroli mlije¢nosti
imale poviSen broj somatskih stanica (200.000 — 400.000 u ml). Imale su najvise
procijenjene srednje vrijednosti za dnevnu koli¢inu mlijeka (49,44 Kkg), dnevni sadrzaj
mlije¢ne masti (4,43%) i dnevni sadrzaj bjelancevina (3,24%). Najnize procijenjene
srednje vrijednosti za dnevnu koli¢inu mlijeka (34,88 kg), dnevni sadrzaj mlije¢ne masti
(3,80%) zabiljezili smo kod krava iz skupine s klini¢kim mastitisom (> 400.000 u ml).
Sli¢ne rezultate nalazimo u Kul i sur. (2019) koji su zakljucili da je broj somatskih stanica
u negativnoj korelaciji s dnevnom proizvodnjom mlijeka. Najveée gubitke u proizvodnji
mlijeka utvrdili su kod krava s vise od 500.000 somatskih stanica u ml (31,56 kg). U istom
su istrazivanju utvrdili da se povecanjem broja somatskih stanica u mlijeku smanjuje
sadrzaj mlijene masti. Najnizi sadrzaj mlije¢ne masti (3,25%) zabiljezili su u skupini
krava s vise od 500.000 somatskih stanica u ml. Ovi rezultati uvelike su u skladu s
nalazima drugih autora: Millogo i sur. (2009) utvrdili su da se pove¢anjem broja somatskih
stanica smanjuje proizvodnja mlijeka. U istrazivanju kojeg su proveli Cinar i sur. (2015)
takoder su utvrdili da proizvodnja mlijeka pada kada raste broj somatskih stanica. Najafi i
sur. (2009) su dokazali da se udio masti u mlijeku smanjuje s povecanjem broja somatskih
stanica. Suprotno, Erdem i sur. (2010) u svome istrazivanju utvrdili su da ucinak broja

somatskih stanica za dnevnu proizvodnju mlijeka nije bio statisti¢ki znacajan.

Iz naSih rezultata o procijenjenim srednjim vrijednostima dnevnih svojstava
mlije¢nosti U ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama u mlijeku vidljivo je da je
vi$i dnevni sadrzaj mlije¢ne masti (4,05 %) zabiljezen u skupini krava kod kojih nije
utvrden uzro¢nik u mlijeku, ali u istoj skupini krava zabiljeZen je viSi broj somatskih
stanica u mlijeku (3.502.535,89). Visi dnevni sadrzaj bjelancevina (3,27%) zabiljezen je u

skupini krava kod kojih je utvrden uzro¢nik u mlijeku.

Istrazivanje Pakr i sur. (2007) potvrduju pozitivnu korelaciju izmedu broja somatskih
stanica 1 postotaka mlijeCne masti (b=0,0177) i bjelancevina (b=0,4275) te negativnu
izmedu broja somatskih stanica i postotka laktoze (b= -0,6886; P <0,001) kada bakterije

nisu bile prisutne u mlijeku. Kada su bakterije bile prisutne u mlijeku, odnosi izmedu broja
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somatskih stanica i postotaka mlije¢nih bjelancevina (b = -0,2693) i laktoze (b = -0,4108)
bili su negativni ( P < 0,001).

U naSem istrazivanju pracene su i srednje vrijednosti dnevnih svojstava mlije¢nosti u
ovisnosti o porijeklu mikroorganizama. 1z pregleda rezultata vidljivo je da je visa dnevna
koli¢ina mlijeka (45,31 kg) i visi broj somatskih stanica (1.997.464.32) zabiljezen kod
krava iz II. skupine (infektivni uzro¢nici), dok je visi dnevni sadrZzaj mlije¢ne masti (3,93
%) 1 visi dnevni sadrzaj bjelanCevina (3,29 %) zabiljezen kod krava iz I. skupine (okoli$ni

uzrocnici).

Mikroorganizmi koji najéeSce uzrokuju mastitis mogu se podijeliti u dvije kategorije:
zarazni uzroc€nici, koji se prenose s krave na kravu, prvenstveno tijekom procesa muznje, 1
uzroc¢nici iz okolisa, (National Mastitis Council, 2016). Najvazniji zarazni uzro¢nici su
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae i Corynebacterium bovis, dok su
najvazniji okolisni uzro¢nici Escherichia coli, Streptococcus uberis, Streptococcus

dysgalactiae i drugi Gram-pozitivni i katalaza-negativni koki (ostali streptokoki).

Gréhn 1 sur. (2004) istrazivali su u¢inke prve pojave klinickog mastitisa uzrokovanog
specifiénim patogenima na proizvodnju mlijeka kod 3071 mlijecne krave na 2 farme u
drzavi New York. Proucavani patogeni bili su Streptococcus spp., Staphylococcus aureus,
Staphylococcus spp., Escherichia coli, Klebsiella spp., Arcanobacterium pyogenes, ostali
patogeni grupirani u zasebnu skupinu i skupina bez izoliranog patogena. Kod prvotelki,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella spp. i skupina bez izoliranog patogena
izazvali su najveéi pad mlijeGnosti. Mlije¢nost je opéenito pocela padati 1. ili 2. tjedna
prije dijagnoze, a najveéi gubitak dogodio se neposredno nakon dijagnoze. Kod starijih
krava, Streptococcus spp., Staphylococcus aureus, Arcanobacterium pyogenes,
Escherichia coli i Klebsiella spp. uzrokovali su najve¢i pad mlije¢nosti. Rezultati
istrazivanja pokazuju da je gubitak mlijeka kod krava s mastitisom doista varirao ovisno o

patogenu odgovornom za mastitis.

Procijenjene srednje vrijednosti dnevnih svojstava mlije¢nosti u ovisnosti 0 broju
tretmana mastitisa u nasem istrazivanju bile su sljedece: najvisi dnevni sadrzaj mlije¢ne
masti (4,02%) i najvisa dnevna koli¢inu mlijeka (43,19 kg) bila je kod krava iz skupine na
kojima su provedena tri terapijska ciklusa lijeCenja mastitisa, dok smo najvisi broj
somatskih stanica (3.098.146,87) zabiljezili kod krava iz skupine na kojima je proveden

jedan terapijski ciklus lije€enja mastitisa.
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Martins i sur. (2020) utvrdili su da je vec¢a proizvodnja mlijeka u zdravih krava (od
+2,1 do +5,7 kg/kravi/dan) nego onih koje boluju od mastitisa. Kod zdravih krava
zabiljezili su i vece prinose mlije¢nih komponenti nego $to su to zabiljezili kod krava s
kroni¢nim mastitisom i pozitivnim nalazom kulture uzro¢nika. Zdrave krave proizvele su
vise mlijeka nego krave s kroni¢nim mastitisom i pozitivnim nalazom kulture sporednih
(+5,2 kg/kravi/dan) i glavnih uzro¢nika mastitisa (+7,1 kg/kravi/danu), a gubici su varirali
od 5,8 do 11,8 kg/kravi/danu, ovisno o uzro¢niku. Kod krava s kroni¢nim mastitisom i
pozitivnim nalazom kulture uzro¢nika utvrdili su smanjenu proizvodnju mlijeka za 24,5% i

smanjeni ukupni sadrzaj suhe tvari za 22,4%.

U nasem istrazivanju pracene su i srednje vrijednosti dnevnih svojstava mlijec¢nosti U
ovisnosti 0 ocjeni tjelesne kondicije. Kod krava BCS < 3,5 zabiljezena je visa dnevna
koli¢ina mlijeka (38,30 kg), visi dnevni sadrzaj mlijene masti (3,57%) i nizi broj
somatskih stanica (1.368.012,47), dok je kod krava koje su imale BCS >= 3,5 zabiljeZena
niza dnevna koli¢ina mlijeka (36,27 kg), nizi dnevni sadrzaj mlije¢ne masti (1,12%) 1 visi

broj somatskih stanica (3.210.542,41).

Jilek i sur. (2008) utvrdili su da proizvodnja mlijeka kod krava korelira s njihovom
tjelesnom kondicijom koja je osnova za procjenu upravljanja hranidbom mlije¢nih krava.
Dakle, optimalna tjelesna kondicija mlije¢ne krave klju¢na je za formiranje elitnog stada i
postizanje visoke mlijeCnosti jer mrsave i debele krave predstavljaju veéi rizik za nizu

proizvodnju mlijeka i ve¢i broj somatskih stanica u mlijeku (Berry i sur. 2007).

Duchacek i sur. (2012) istrazivali su promjene u sadrzaju mlije¢ne masti i proteina u
mlijeku krava kao i promjenu tjelesne kondicije u razdoblju nakon teljenja. IstraZivanjem
su utvrdili da je sadrzaj mlije¢ne masti na pocetku laktacije iznosio 4,89% te se u 7. tjednu
laktacije smanjio na 3,27%, a potom je porastao na 4,06% u 14. i 16. tjednu laktacije.
Sadrzaj proteina imao je tendenciju laganog pada do 7. tjedna laktacije, a zatim se

povecavao do kraja promatranog razdoblja.

O svojim opazanjima Jilek i sur. (2008) i Roche (2007), izvijestili su da je samo
postpartalna tjelesna kondicija utjecala na razinu proizvodnje mlijeka, dok su Mushtaq i
sur. (2012) zabiljezili da je proizvodnja mlijeka bila u negativnoj Kkorelaciji s
postpartalnom tjelesnom kondicijom, vjerojatno zbog mobilizacije tjelesnih rezervi,

posebno u ranoj laktaciji.
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Loker i sur. (2012) primijetili su da je promjena tjelesne kondicije i proizvodnja
mlijeka fizioloski povezana, te da promjene nisu savrSeno sinkronizirane. Navedeni autori
utvrdili su da je niza proizvodnja mlijeka bila povezana s prekomjernom tjelesnom

kondicijom (debele krave) kako je laktacija napredovala.

4.2. Biokemijski pokazatelji u krvi

U ovisnosti o razredima broja somatskih stanica u naSem istrazivanju, najvisi sadrzaj
glukoze (3,34 mmol/L) i ukupnih proteina (91,00 g/L) utvrdeni su kod Ill. skupine krava s
klinickim mastitisom, dok smo najvisi sadrzaj ureje (12,89 mmol/L) te najvisi sadrzaj Fe
(24,11 umol/L) i Ca (2,32 mmol/L) zabiljezili kod I. skupine krava sa zdravim vimenom.
Najvisi sadrzaj albumina (34,33 g/L), kolesterola (6,54 mmol/L), LDL-a (2,89 mmol/L) i

BHB-a (0,56 mmol/L) zabiljezili smo kod Il. skupine krava (sa subklinickim mastitisom).

U naSem istrazivanju pracene su i procijenjene srednje vrijednosti biokemijskih
pokazatelja u krvi u ovisnosti 0 razredima pojavnosti mikroorganizama u mlijeku. 1z
pregleda rezultata vidljivo je da je visi sadrzaj glukoze (3,35 mmol/L), ureje (3,64
mmol/L), ukupnih proteina (89,07 g/L), kolesterola (4,88 mmol/L), BHB-a (0,55 mmol/L),
Fe (20,02 umol/L) i P (1,97 mmol/L) zabiljeZen kod krava iz |. skupine kod kojih u
mlijeku nije detektiran uzro¢nik. Visi sadrzaj albumina (31,82 g/L) zabiljezen je kod krava
iz I1. skupine kod kojih je u mlijeku detektiran uzro¢nik.

Iz nasih rezulata o procijenjenim srednjem vrijednostima biokemijskih pokazatelja u
krvi u ovisnosti o porijeklu mikroorganizma vidljivo je da je viSa razina ukupnih proteina
(92,42 g/L), albumina (33,23 g/L), BHB-a (0,78 mmol/L) i P (1,89 mmol/L) zabiljezena
kod krava iz Il. skupine (infektivni uzro¢nici), dok je visa razina ureje (10,16 mmol/L),
kolesterola (4,67 mmol/L), LDL-a (2,02 mmol/L) i Fe (18,11 umol/L) zabiljezena kod

krava iz I. skupine (okoli$ni uzroc¢nici).

U naSem istraZivanju pra¢ene su i procijenjene srednje vrijednosti biokemijskih
pokazatelja u krvi u ovisnosti 0 broju tretmana mastitisa. 1z pregleda rezultata vidljivo je
da smo najvisi sadrzaj glukoze (3,40 mmol/L), ukupnih proteina (92,78 g/L), albumina
(33,64 g/L), triglicerida (0,15 mmol/L), kolesterola (6,01 mmol/L), LDL-a (2,68 mmol/L),
Ca (2,47 mmol/L) i P (2,14 mmol/L) zabiljezili kod krava iz skupine na kojima su
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provedena tri terapijska ciklusa lije¢enja mastitisa, dok smo najvisi sadrzaj Fe (20,61
umol/L) zabiljezili kod krava iz skupine na kojima je proveden jedan terapijski ciklus
lijeCenja mastitisa. Najvisi sadrzaj ureje (18,53 mmol/L) zabiljezili smo kod krava iz
skupine na kojima su provedena dva terapijska ciklusa lije¢enja mastitisa.

Iz pregleda nasih rezultata o procijenjenim srednjim vrijednostima biokemijskih
pokazatelja u krvi u ovisnosti o ocjeni tjelesne kondicije krava takoder je vidljivo da je kod
krava koje su imale BCS < 3,5 zabiljezen visi sadrzaj ureje (6,03 mmol/L), ukupnih
proteina (89,66 g/L), albumina (32,18 g/L), Fe (21,53 umol/L) i Ca (2,40 mmol/L), dok je
kod krava koje su imale BCS >= 3,5 zabiljeZzen visi sadrzaj glukoze (3,25 mmola/L),
kolesterola (5,07 mmol/L), LDL-a (2,18 mmol/L), BHB-a (0,48 mmol/L) i P (1,88

mmol/L).

U istrazivanju Singh i sur. (2014), ispitujuci ucinak mastitisa na hematoloske i
biokemijske vrijednosti u krvi i minerala plazme kod goveda krizanih pasmina, utvrdili su
da je razina albumina bila znacajno niza kod Zivotinja sa subklinickim (2,44 g/dl) 1
klinickim (2,31 g/dl) oblikom mastitisa nego $to je zabiljezena kod zdravih zivotinja.
Hipoalbuminemija ukazuje na stanje stresa koji pojacava katabolizam proteina uslijed razih
infekcija i trauma. Takoder su utvrdili da je razina kalcija u plazmi klini¢ki i subklini¢ki
zarazenih zivotinja bila znacajno (P<0,05) viSa nego §to je to utvrdena kod zdravih
zivotinja. U istom istrazivanju Singh i sur. (2014) zabiljezili su da je prosje¢na vrijednost
anorganskog fosfora u plazmi zdravih Zivotinja (6,24 mg/dl) bila neznacajno (P>0,005)
viSa nego Sto je bila kod subklinicki (5,19 mg/dl) i klinicki (4,94 mg/dl) zarazenih
Zivotinja, a Sto se moze pripisati njegovom vecem izlu¢ivanju u mlijeku zbog oSecenja

sluznice vimena.

Heinrich i sur. (1990) utvrdili su da je albumin Siroko priznat kao protein negativne
akutne faze. Bertoni i sur. (1994) zabiljezili Su nizu razinu albumina kod krava s
mastitisom, dok Dwivedi i sur. (2004) navode znacajno povecanje prosje¢nih vrijednosti
albumina kod krava s mastitisom.

U istrazivanju koje su proveli Jozef i sur. (2022) ispitujuci procijenjene srednje
vrijednosti biokemijskih pokazatelja u plazmi u ovisnosti razredima ocjene mastitisa
(temeljem dnevnog sadrzaja laktoze i broja somatskih stanica), utvrdili su vise vrijednosti

(P <0,05) glukoze u plazmi zdravih krava nego §to su utvrdili kod krava iz skupine rizi¢ne
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na mastitis. Vrijedosti ureje u plazmi nisu se znacajno razlikovale u ovisnosti o razredima
ocjene mastitisa, ali su viSe vrijednosti ureje u ovisnosti o dnevnom sadrzaju laktoze
utvrdrdili kod zdravih Zivotinja. NajviSe vrijednosti ureje u plazmi u ovisnosti o broju
somatskih stanica utvrdili su kod krava iz skupine supklinickog mastitisa. U navedenom
istrazivanju zabiljezili su da su vrijednosti u sadrzaju proteina varirale u ovisnosti o
razredima ocjene mastitisa, ali razlika nije bila znacajna (P > 0,05). Varijabilnost bez
znacajnih razlika (P > 0,05) utvrdili su i u koncentracijama albumina, triglicerida, §3-
hidroksibutirata i Fe u plazmi, dok su kod krava iz skupine rizicne na mastitis, U Ovisnosti
o dnevnom sadrzaju laktoze, utvrdili znacajno visu (P > 0,05) koncentraciju Ca. U
ovisnosti o broju somatskih stanica najviSe vrijednosti Ca utvrdili su u skupini krava kod
kojih postoji rizik od pojave mastitisa (200.000 — 400.000 u ml).

Neke studije ukazuju na to da se koncentracija Fe u serumu moze Koristiti kao
marker akutne upale kod ljudi i nekih drugih Zivotinjskih vrsta (Ward i sur. 1996; Sunder-
Plamann i sur. 1999; Neumann, 2003; Borges i sur. 2007).

Borges i sur. (2007) zakljuéili su da se koncentracija Fe u serumu brzo smanjuje kao
odgovor na upalu te da navedeni obrambeni mehanizam domacina ima za cilj uskratiti Fe
potrebno za bakterijsku virulentnost i replikaciju.

Lohuis i sur. (1990) utvrdili su da se koncentracija Fe u serumu smanjila u Zivotinja
s eksperimentalno induciranom respiratornom bolesti goveda i mastitisom, ali nije bila u
korelaciji s drugim pokazateljima upale. Ipak, koncentacija Fe u serumu mozZe biti koristan
alat za dijagnostiku upala kod goveda oboljelih od razli¢itih upala.

Tsukano i Suzuki (2020) pokazali su da u serumu krava s akutnim mastitisom nije
bilo znacajnih razlika u aktivnostima AST i GGT u serumu, ali postojale su razlike u
koncentracijama Fe u serumu, ¢ime su takoder potvrdili vaznost Fe kao biomarkera u
procjeni akutnog mastitisa u krava.
Neke studije (Rathaur i sur., 2020; Tripathy i sur., 2018) ukazale su na znacajno povecanje
aktivnosti serumskih AST i koncentracije proteina te znac¢ajno smanjenje koncentracije Ca
i glukoze u krava zahvacenih mastitisom, u usporedbi sa zdravim kravama, dok su
Silankova i sur. (2014) pretpostavili da upala mlije¢ne zlijezde dovodi do znadajnog
povisenja sadrzaja glukoze u krvnoj plazmi koji je uzrokovan relativno ve¢om stopom
proizvodnje glukoze.
Moyes i sur. (2009) utvrdili su znacajan pozitivan odnos izmedu aktivnosti AST-a i razvoja

klinickog mastitisa tijekom rane laktacije bez uvocenih razlika izmedu zdravih krava i onih
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sa subklinickim mastitisom. Takoder, Moyes i suradnici ukazali su da su povecane

koncentracije NEFA i BHBA povezane s razvojem mastitisa.

Mouffok i sur. (2013) utvrdili su znacajno smanjenje postpartalne tjelesne kondicije
krava pracene poviSenjem vrijednosti kolesterola i B-hidroksibutirata (BHB).
Korelacijskom analizom pokazali su da je koncentracija BHB prije teljenja bila u
negativnoj korelaciji s tjelesnom kondicijom (r = -0,321; P < 0,05) i kolesterolom (r = -
0,308; P < 0,05). U postpartalnom razdoblju, tjelesna kondicija bila je u negativnoj
korelaciji s kolesterolom (r = -0,416; P < 0,05), ureom (r = -0,366; P < 0,05) i BHB (r = -
0,487, P < 0,05). Medutim, utvrdili su da se proizvodnje mlijeka znacajno smanjila
usporedo s povisenjem sadrzaja glukoze (r = -0,449; P < 0,05) i BHB (r = -0,514; P <
0,05). Nadalje, navedeni autori zabiljezili su da se sadrzaj mlije¢ne masti znacajno povecao
usporedo s koncentracijom triglicerida u krvi (r = 0,681; P < 0,05) i BHB (r = 0,522; P <
0,05), sto ukazuje na visoku mobilizaciju tjelesnih rezervi koje se koriste za sintezu
mlijeCne masti. Navedeni autori su zakljucili da se moze pretpostaviti da su vrijednosti
BHB najbolji pokazatelj tjelesne kondicije mlije¢nih krava koja odreduje razinu njihove

proizvodnje i kvalitetu prizvoda.

Mohammadi i sur. (2012) uodili su pozitivnu korelaciju izmedu koli¢ine mlijeka,
BHB i glukoze, dok su Ling i sur. (2003) izvijestili o snaznoj negativnoj korelaciji izmedu
koncentracije kolesterola i triglicerida kod krava u suhostaju, a ta je situacija bila obrnuta
nakon teljenja. Analizom varijance utvrdili su da su vrijednosti kolesterola nakon teljenja
bile nize kod krava s prosje¢nim tjelesnom kondicijom te da su se vrijednosti kolesterola

povisivale usporedo sa smanjenjem tjelesne kondicije u periodu suhostaja i nakon poroda.

4.3. Biokemijski pokazatelji u mlijeku

Iz pregleda nasih rezultata o procijenjenim srednjim vrijednostima biokemijskih
pokazatelja u mlijeku u ovisnosti o razredima broja somatskih stanica vidljivo je da smo
najvisi sadrzaj glukoze (0,55 mmol/L) zabiljezili kod I. skupine krava sa zdravim
vimenom, dok smo najvisi sadrzaj ureje (5,09 mmol/L), ukupnih proteina (36,40 g/L),
albumina (24,80 g/L), Fe (40,66 umol/L), Ca (3,44 mmol/L) i P (3,29 mmol/L) zabiljezili

kod I1. skupine krava tj. skupine u subklini¢kom mastitisu.
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U nasem istrazivanju procjenjivali smo i srednje vrijednosti biokemijskih pokazatelja
u mlijeku u ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama u mlijeku. 1z pregleda
rezultata vidljivo je da je visi sadrzaj glukoze (0,45 mmol/L), ukupnih proteina (32,32
g/L), albumina (20,84 g/L), Fe (13,99 umol/L) i Ca (3,08 mmol/L) zabiljezen kod krava iz
[1. skupine kod kojih je u mlijeku detektiran uzroénik, dok je visi sadrzaj ureje (4,67
mmol/L) zabiljezen kod krava iz I. skupine kod kojih nije detektiran uzro¢nik u mlijeku.
Procijenjene srednje vrijednosti biokemijskih pokazatelja u mlijeku u ovisnosti o porijeklu
mikroorganizma bila je visa razina glukoze (0,46 mmola/L), ukupnih proteina (32,83 g/L),
albumina (20,91 g/L), Fe (14,41 pmol/L), Ca (3,11 mmol/L) i P (2,81 mmol/L) u krava iz
I. skupine (okolisni uzrocnici), dok je visa razina ureje (4,65 mmol/L) zabiljezena kod

krava iz II. skupine (infektivni uzroc¢nici).

Iz rezultata naseg istrazivanja o procijenjenim srednjim vrijednostima biokemijskih
pokazatelja u mlijeku u ovisnosti o broju tretmana mastitisa moze se vidjeti da Smo najvisi
sadrzaj glukoze (0,56 mmol/L), albumina (22,37 g¢/L), Ca (3,26 mmol/L) i P (3,13
mmol/L) zabiljezili kod krava iz skupine na kojima su provedena dva terapijska ciklusa
lijeCenja mastitisa. Takoder smo utvrdili da je najvisi sadrzaj ureje (5,01 mmol/L), ukupnih
proteina (33,24 g/L) i Fe (15,66 umol/L) zabiljezen kod krava iz skupine na kojima je
proveden jedan terapijski ciklus lije¢enja mastitisa.

U ovom istrazivanju procjenjivali smo i srednje vrijednosti biokemijskih
pokazatelja u mlijeku u ovisnosti o ocjeni tjelesne kondicije krava. 1z pregleda rezultata
koje smo dobili vidljivo je da je kod krava koje su imale BCS < 3,5 u mlijeku zabiljeZen
visi sadrzaj glukoze (0,48 mmol/L), ureje (4,62 mmol/L), ukupnih proteina (32,40 g/L),
albumina (21,38 g/L) i Fe (20,17 umol/L).

Singh i Mathur (1990) iznijeli su podatke da vazni minerali (Ca, P, Na, K, Cu, Mn,
Fe 1 Zn) odredeni u obranom mlijeku ili u sirutki mogu pretrpjeti znaajne promjene kao
posljedicu poremecaja sekrecije u mlije¢nim Zlijezdama i povecane propusnosti krvnih

kapilara.

Middleton i sur. (2004) dokazali su da infekcija mlijecne zlijezde mijenja koli¢inu

elemenata u tragovima u mlijeku, npr. bakra, cinka i zeljeza dok su Verheijden i sur.
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(1983) otkrili da mlijeko krave s upalom vimena sadrzi nesto manje cinka od mlijeka
zdravih zivotinja.

Mohamed i sur. (1999) utvrdili su da promjene u razinama makrominerala u
pojedinaénim uzorcima mlijeka mogu biti pokazatelji infekcije vimena ili Eetvrti. Stovise,
Mohamed i sur. (1999) zakljucili su da utvrdivanje i pracenje razina nekih minerala (Ca,
Na, K, Mg, P, Fe, Zn i Cu) u uzorcima mlijeka moZe biti u¢inkoviti alat za pracenje bolesti
mlijeCne Zlijezde goveda. Isti autori utvrdili su da se kod subklinickog oblika mastitisa,
razina Cu u mlijeku smanjivala, dok se kod klini€¢kog oblika mastitisa razina povecavala.
Takoder su utvrdili da se razina Zn povecavala kod klini¢kog oblika mastitisa, a razina Fe
povecavala sukladno tezini same infekcije.

Erskine i Bartllet (1993), analizirajuc¢i eksperimentalno izazvan mastitis s bakterijom E.
coli, utvrdili su da je infekcija rezultirala smanjenjem koncentracije cinka, Zeljeza i bakra u

serumu i ona je iznosila 28, 35 i 52% koncentracije prije izlaganja.

U istrazivanju koje su proveli Jozef 1 sur. (2022), ispitujuci procijenjene srednje
vrijednosti biokemijskih pokazatelja u mlijeku u ovisnosti razredima ocjene mastitisa
(temeljem dnevnog sadrzaja laktoze i broja somatskih stanica), utvrdili su da se vrijednosti
asparat aminotransferaze (AST) nisu znacajno razlikovale (P > 0,05), no najviSe vrijednosti
utvrdene su kod Zivotinja iz skupine rizi€ne na mastitis (DLC < 4,5%) 1 kod Zivotinja s
mastitisom (SCC > 400.000). NajviSe vrijednosti y-glutamil transferaze (GGT) utvrdili su
u skupini zdravih zivotinja (DLC > 4,5%) i kod skupine sa subklinickim mastitisom (SCC
= 200.000 do 400.000). U istome istrazivanju, najnizi sadrzaj glukoze, proteina i Fe u
mlijeku zabiljezili su kod Zivotinja iz skupine subklini¢kog mastitisa (DLC < 4,5%) i kod
zivotinja s mastitisom (SCC > 400.000). Suprotno tome, kod istih skupina Zzivotinja
zabiljezili su najvisi, ali ne i znacajno veéi (P > 0,05) sadrzaj globulina u mlijeku. U
navedenom istrazivanju takoder su utvrdili naznatno visi sadrzaj Ca (P > 0,05) u skupini
zdravih zivotinja (DLC > 4,5%), dok su kod zivotinja iz skupine subklinickog mastitisa
utvrdili znacajno vise vrijednosti Ca u mlijeku (P < 0,05).

Erskine i Bartlett (1993), u pokusu s induciranim mastitisom, utvrdili su smanjenje
sadrzaja Fe i Zn u serumu za otprilike 4 do 8 sati nakon najviSe zabiljeZene koncentracije
bakterija u mlijeku.

Turk i sur. (2021) utvrdili su visi sadrzaj za ukupnih bjelan¢evina u mlijeku kod krava iz

skupina s Klinickim i subklinickim stadijem u usporedbi sa sadrzajem bjelanCevina u
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zdravih krava. Gore spomenuti autori izvijestili su o obrnutom trendu u serumu, pri ¢emu
je veéina proteina bila zastupljena nizim vrijednostima u skupinama krava s klinickim i
subklinickim stanjima u usporedbi sa zdravom skupinom. Povecana koliina proteina u
mlijeku mogla bi se objasniti kombinacijom lokalne sinteze u mlije¢noj zlijezdi i
ekstravazacijom krvnih proteina plazme u mlije¢nu zlijezdu kroz krvno-mlije¢nu barijeru.
Sveukupno smanjenje vrijednosti proteina u serumu moglo bi biti uzrokovano smanjenom
konzumacijom hrane tijekom sustavnog upalnog odgovora tj. negativhog odgovora

proteina akutne faze (APP) i/ili prijenosa proteina u mlije¢nu Zlijezdu.

Cilj istrazivanja Andjelic¢a i sur. (2022) bio je odredivanje metabolickih pokazatelja
krvi i mlijeka te njihove korelacije u svrhu procjene metabolickog statusa muznih krava.
Utvrdili da je sadrzaj mlijecne masti i laktoze bio nizi kod krava tijekom ranog stadija
laktacije nego Sto je utvrden u kasnijim stadijima, dok je sadrzaj mlije¢nih bjelanCevina 1
aktivnost AST, ALT, ALP i LDH u mlijeku bila znatno visa kod krava u ranom stadiju
laktacije. Navedeni autori utvrdili su da je sadrzaj mlije¢ne masti bio u pozitivnoj korelaciji
sa sadrzajem glukoze, ukupnih bjelancevina i triglicerida, a negativno s vrijednostima
BHB, NEFA, ukupnog bilirubina, ALT, LDH i ALP u krvi. Aktivnosti enzima u mlijeku
bile su u pozitivnoj korelaciji s aktivnosti enzima i vrijednostima NEFA, BHB i bilirubina
u krvi, ali u negativnoj korelaciji s glukozom u krvi. Gore navedeni autori na temelju
provedenog istrazivanja zakljuéili su da izmedu vrijednosti BHB u krvi i mlijeku postoji
znaCajna pozitivna korelacija, a sliéne promjene vrijednosti metabolita u krvi i mlijeku
tijekom laktacije i korelacija izmedu njih potvrduje da mlijeko ima veliki potencijal u

predvidanju vrijednosti metabolita u krvi i metaboli¢kog statusa krava.

Tabatabaee i sur. (2021) procjenjivali su odnose izmedu komponenti mlijeka
(proteina akutne faze, enzima, metaboli¢kih pokazatelja i oksidativnih pokazatelja) i ishoda
spontanog izlje¢enja subklinickog mastitisa uzrokovanog bakterijom Staphylococcus
aureus kod muznih krava. Usporedbom izmjerenih pokazatelja utvrdili su nize vrijednosti
ALP-a i haptoglobina prilikom postavljnja dijagnoze i nakon izlje¢enja (P < 0,05) kod
krava sa subklinickim mastitisom i spontanim izlje¢enjem. Navedeni autori sugerirali su da
povisene vrijednosti haptoglobina i visa aktivnost ALP-a ukazuju na pojacani oksidativni
stres i mogu posluziti kao rani dijagnosti¢ki pokazatelji kroni¢ne bolesti i perzistencije

subklinickog mastitisa uzrokovanog sa S. aureus kod muznih krava.
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Bozhkova i sur. (1976) proveli su biokemijska i citoloska ispitivanja na mlijeku i
mlije¢nom serumu te krvi i krvnom serumu krava sa simptomima subklinickog mastitisa.
U navedenom istrazivanju utvrdili su je da je mlijeko Zivotinja sa subklinickim mastitisom
imalo manji sadrzaj laktoze, anorganskog fosfora i sijalne kiseline te su zabiljezili visi
sadrzaj klorida i porast aktivnosti alkalne fosfataze. Osim toga, utvrdili su i poviSenje
sadrzaja serumskog albumina i gama-laktoglobulina te smanjenje sadrzaja alfa-

laktoglobulina i beta-laktoglobulina. Takoder su utvrdili i znacajan pad ukupnih proteina.

4.4. Aminokiselinski sastav mlijeka

Procjenom srednje vrijednosti aminokiselinskog sastava u mlijeku u ovisnosti o

razredima broja somatskih stanica utvrdili smo da je kod I. skupine krava (zdrave krave)
zabiljeZen najvisi sadrzaj histidina (88,63 umol/L), treonina (137,34 umol/L), valina (57,28
umol/L) i metionina (16,50 umol/L), dok je kod IlI. skupine krava (subklinicki mastitis)
zabiljeZen najvi$i sadrzaj asparaginske kiseline (16,66 umol/L), glutaminske Kkiseline
(398,46 umol/L), asparagina (21,53 pumol/L), serina (13,54 umol/L), glutamina (40,86
umol/L), arginina (53,72 umol/L) i cisteina (1302,24 pmol/L).
Kod 1I. skupne krava (klinicki mastitis) zabiljezili smo najvisi sadrzaj glicina (35,88
umol/L), alanina (43,11 umol/L), tirozina (49,03 pumol/L), triptofana (33,08 pumol/L),
fenilalanina (26,13 pumol/L), izoleucina (9,64 umol/L), leucina (49,51 umol/L), lizina
(70,15 umol/L) i hidrokdiprolina (76,72 umol/L).

U naSem istrazivanju takoder smo procjenjivali 1 srednje vrijednosti
aminokiselinskog sastava u mlijeku u ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama u
mlijeku. 1z pregleda rezultata naseg istrazivanja vidljivo je da je visa razina asparaginske
kiseline (16,82 umol/L), asparagina (16,01 pmol/L), histidina (63,13 umol/L), metionina
(12,88 umol/L), izoleucina (7,62 pumol/L), lizina (56,07 pumol/L), hidroksiprolina (66,00
umol/L) zabiljezena kod krava iz II. skupine tj. kod krava kod kojih u mlijeku nije
detektiran uzro¢nik, dok je visa razina glutaminske kiseline (265,60 umol/L), serina (12,35
umol/L), glutamina (30,93 umol/L), glicina (40,20 umol/L), treonina (143,65 umol/L),
arginina (39,92 umol/L), alanina (34,51 umol/L), tirozina (49,80 umol/L), cisteina (662,83
umol/L), valina (66,65 pmol/L), triptofana (31,38 umol/L), fenilalanina (19,58 umol/L) i

85



Rasprava

leucina (34,18 umol/L) zabiljezena kod krava iz I. skupine tj. kod krava kod kojih je u

mlijeku detektiran uzrocnik.

Iz pregleda naSih rezultata o procijenjenim srednjim  vrijednostima
aminokiselinskog sastava u mlijeku u ovisnosti o porijeklu mikroorganizma vidljivo je da
smo viSu razinu asparaginske Kkiseline (27,51 pumol/L), glutaminske Kkiseline (286,56
umol/L), serina (15,74 umol/L), histidina (86,15 umol/L), treonina (118,37 pmol/L),
alanina (52,05 umol/L), tirozina (40,30 umol/L), cisteina (816,70 umol/L), valina (24,0
umol/L), triptofana (33,76 umol/L), fenilalanina (25,86 umol/L) i leucina (45,36 pmol/L)
zabiljezili kod krava iz 1l. skupine (infektivni uzro¢nici), dok smo viSu razinu asparagina
(16,71 umol/L), glutamina (30,08 umol/L), glicina (24,40 umol/L), arginina (31,25
umol/L), metionina (12,96 umol/L), izoleucina (8,32 umol/L), lizina (56,86 umol/L) i

hidroksiprolina (66,94 pmol/L) zabiljezili kod krava iz I. skupine (okoli$ni uzroc¢nici).

U istrazivanju koje smo proveli takoder smo procijenjivali i srednje vrijednosti
aminokiselinskog sastava u mlijeku u ovisnosti 0 broju tretmana mastitisa. 1z pregleda
rezultata naseg istrazivanja vidljivo je da je kod krava iz skupine na kojima je proveden
jedan terapijski ciklus lijeCenja mastitisa zabiljezen najvisi sadrzaj glutaminske kiseline
(299,82 umol/L), serina (12,66 pmol/L), glutamina (41,34 umol/L), glicina (48,91
umol/L), arginina (48,16 umol/L), tirozina (50,14 pmol/L), valina (64,61 pmol/L),
triptofana (32,73 umol/L), fenilalanina (20,43 umol/L), izoleucina (8,75 umol/L), leucina
(48,50 umol/L) i hidroksiprolin (62,38 umol/L).

Kod krava iz skupine na kojima su provedena dva terapijska ciklusa lije¢enja
mastitisa zabiljezili smo najvi$i sadrzaj cisteina (723,39 pumol/L) i metionina (20,17
umol/L), dok smo kod krava iz skupine na kojima su provedena tri terapijska ciklusa
lijeCenja mastitisa zabiljezili najvisi sadrzaj asparaginske kiseline (17,66 pmol/L),
asparagina (19,93 umol/L), histidina (87,03 umol/L), treonina (157,32 umol/L), alanina
(40,24 umol/L) i lizina (57,62 umol/L).

Iz pregleda naSih rezultata o procijenjenim srednjim  vrijednostima
aminokiselinskog sastava u mlijeku u ovisnosti o ocjeni tjelesne kondicije krava vidljivo je
da je kod krava koje su imale BCS < 3,5 u mlijeku zabiljezen visi sadrzaj asparaginske
kiseline (26,12 umol/L), glutaminske kiseline (328,41 umol/L), asparagina (23,15 umol/L),
serina (13,51 pmol/L), glutamina (29,96 umol/L), histidina (56,85 umol/L), glicina (35,01
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umol/L), treonina (175,92 umol/L), arginina (39,07 umol/L), alanina (37,06 pumol/L),
tirozina (42,84 pmol/L), cisteina (652,77 umol/L), valina (80,46 umol/L) i triptofana
(27,82 umol/L), dok je kod krava koje su imale BCS >= 3,5 u mlijeku zabiljezen visi
sadrzaj metionina (13,07 pmol/L), fenilalanina (16,03 umol/L), izoleucina (8,79 umol/L),
leucina (26,69 umol/L), lizina (57,94 pmol/L) i hidroksiprolina (70,51 umol/L).

Proucavanjem aminokiselinskog sastava mlijeka u krava zarazenih mastitisom jasno
je dokazana ovisnost izmedu pogorSane kakvoc¢e mlijeka 1 promjene sadrzaja
aminokiselina. U mlijeku s ve¢im brojem somatskih stanica sadrzaj aminokiselina bio je
ve¢i. Koncept da se koncentracije metabolita mijenjaju tijekom mastitisa (¢ak i U
subklinickoj fazi) u svome istrazivanju potvrdili su Pyorala (2003); Baeker i sur. (2002).
Sukladno tome, u prethodnim istrazivanjima koje su proveli (Andrei i sur., 2001; lanni i
sur., 2015) utvrdeno je da se ukupni sadrzaj aminokiselina u mlijeku znacajno povecava
kod mastitisa u usporedbi s normalnim mlijekom, a to se posebno odnosi na povecanje

nekih aminokiselina, ukljucujuéi razgranate lance 1 aromatske aminokiseline.

U istrazivanjima koje je provela Polenska (1991) utvrdila je da je koncentracija svih
aminokiselina smanjena u prosjeku za 1,9 posto u mlijeku s 500 000 do 1 milijun
somatskih stanica u jednom ml, dok je u prosjeku porasla za 47 posto u mlijeku s 1-5
milijuna somatskih stanica, 87 posto u uzorcima s 5-10 milijuna somatskih stanica, a ¢ak
za 100 posto u mlijeku s 10-20 milijuna somatskih stanica u 1 ml mlijeka. Asparaginska
kiselina, treonin, serin i alanin najvise su se mijenjali ovisno o broju somatskih stanica, s

druge strane, glutaminska kiselina i fenilalanin pokazali su hajmanju promjenjivost.

lanni i sur. (2019) ustvrdili su da je rana dijagnoza subklinickog mastitisa kod krava
kljuénim ¢imbenikom za brzo i adekvatno lijeCenje Zivotinje te da su dobro poznate
promjene u sadrzaju specifi¢nih metabolita, ukljucujuéi slobodne aminokiseline kod krava
s mastitisom (¢ak i u subklinickim stadijima). Navedeni autori istrazivali su odnose izmedu
varijacije sadrzaja nevezanih aminokiselina s vrijednoSéu broja somatskih stanica
metodom reverzibilne faze izravnog uparivanja iona koja se temelji na upotrebi detektora
rasprsivanja svjetlosti isparavanjem (IP-RP-HPLC-ELSD) na 65 uzoraka kravljeg mlijeka.
Provedena je analiza varijance (ANOVA) kako bi se utvrdilo postojanje razlika izmedu
vrijednosti broja somatskih stanica i koncentracije izoleucina (lle), leucina (Leu), valina

(\Val) i tirozina (Tyr). Uzorci su bili podijeljeni u dvije skupine prema vrijednosti broja
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somatskih stanica (skupinu I ¢inili su uzorci s SCC < 400 000 stanica/mL, dok je skupina
IT obuhvacala uzorke s SCC > 400 000 stanica/mL).

Na temelju statistickih analiza, navedeni autori utvrdili su znacajne razlike u sadrzaju
aminokiselina razgranatog lanca izoleucina (lle) i leucina (Leu) izmedu navedenih dviju
skupina (p < 0,02* i <0,005**), te su ovom studijom potvrdili da je promijenjen
metabolizam odredenih slobodnih aminokiselina paralelan s poviSenjem vrijednosti broja

somatskih stanica.

Csilla i sur. (2007) ispitivali su sadrzaj slobodnih aminokiselina i slobodnih D-
aminokiselina u uzorcima mlijeka s razli¢itim brojem mikroorganizama kao 1 sastav
mlije¢nih proizvoda proizvedenih od njih. Ukupan broj mikroorganizama u ispitivanim
uzorcima mlijeka varirao je od 1,25 x 10° do 2,95 x 10°. Istrazivanjem su utvrdili da
koncentracija slobodnih D-aminokiselina i slobodnih L-aminokiselina raste s porastom
broja mikroorganizama. Medutim, povecanje sadrzaja D- aminokiselina bilo je vece s
obzirom na udio mikroorganizama. U navedenom istrazivanju utvrden je i posebno
zna¢ajan porast broja mikroorganizama u rasponu od 1,5 x 10° do 2,9 x 10°. Navedeni
autori na temelju analize uzoraka skute i sireva proizvedenih razli¢itim tehnologijama dosli
su do zakljucka da postoji povezanost izmedu ukupnog broja mikroorganizama i sadrzaja
slobodnih D-aminokiselina i slobodnih L-aminokiselina kod svjezih mlije¢nih proizvoda i
mlije¢nih proizvoda koji su sazrijevali tijekom kratkog vremenskog perioda. Istodobno su

utvrdili da ukupni broj mikroorganizama ne utje¢e na omjer enantiomera.

Grispoldi i sur. (2019) utvrdili su da Staphylococcus aureus ima sposobnost
proizvodnje aminokiselina razgranatog lanca ovisno o hranidbi, te su pokazali da su
vrijednosti leucina i izoleucina u korelaciji s optere¢enjem bakterijom S. aureus u
uzorcima mlijeka. Primjenom ANOVA i Tukey-Kramer analize pokazali su statisticki
znaCajne razlike u sadrzaju (izoleucina i leucina) izmedu dviju skupina koje su se
razlikovale ovisno o pozitivnosti pretrazivanih uzoraka na S. aureus (p < 0,001) te su
navedeni autori zaklju¢ili da povezanost izmedu izoleucina i leucina i infekcije vimena
bakterijom S. aureus ima vazan klini¢ki znacaj za brzu dijagnostiku mastitisa navedenim
uzroc¢nikom.

Csapo i sur. (1995) koristili su kalifornijski mastitis test za dijagnostiku mastitisa te su
proveli analizu uzorka mlijeka na slobodne aminokiseline i slobodne D-aminokiseline.

Autori su utvrdili veé¢i sadrzaj slobodnih D-aminokiselina u odnosu na sadrzaj slobodnih
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aminokiselina u slucajevima pozitivnog rezultata kalifornijskog mastitis testa. Sadrzaj
slobodnih D-aminokiselina u prvim mlazevima mlijeka zdravih krava bio je priblizno pet
puta vi$i nego u kasnije izmuzenim mlazovima mlijeka vimena istih krava. Navedeni
autori takoder su utvrdili visi sadrzaj slobodnih aminokiselina i slobodnih D-aminokiselina
kod upale vimena kao i kod pozitivnog nalaza mastitis testa. Na temelju razultata, autori su
zakljucili da su vrlo niske vrijednosti slobodnih D-aminokiselina karakteristiCan nalaz u
uzocima sirovog mlijeka, dok je visi sadrzaj slobodnih D-aminokiselina karakteristi¢an za
uzorke mlijeka koji su uzeti bez izdvajanja prvih mlazeva i mlijeka krava sa subklini¢kim

mastitisom.

Iako je u odredenoj mjeri pronaden odnos izmedu vrijednosti broja somatskih stanica
1 izoleucina, leucina 1 sadrzaja tirozina u kravljem mlijeku, ostaju pitanja u vezi s
biokemijskim mehanizmima koji leze u pozadini ovih odnosa. Jasno je da bi mogla
postojati velika klini¢ka vrijednost pracenja razine izoleucina i leucina u mlijeku te bi ona
mogla predstavljati novi potencijalni alat za brzu dijagnozu subklinickog mastitisa kod
krava. Stoga se i nadalje vrSe istrazivanja koja ispituju sadrzaj aminokiselina u sirovom
mlijeku i njihovom povezano$¢u s mastitisom, a posljedi¢no i s bakterijskom aktivnos$¢u u

vimenu.

4.5. Koncentracija proteina akutne faze u mlijeku

U naSem istraZzivanju procjenjivali smo srednje vrijednosti koncentracije proteina
akutne faze u mlijeku u ovisnosti o razredima broja somatskih stanica. Najvisi sadrzaj
AGP-a (7,52 pg/mL), CRP-a (274,51 ng/mL), haptoglobina (42,11 pg/mL) i SAA3-a (3,73
ug/mL) zabiljezili kod III. skupine krava s klinickim mastitisom. Iz pregleda naSih
rezultata o procjenjenim srednjim vrijednostima koncentracije proteina akutne faze u
mlijeku u ovisnosti o razredima pojavnosti mikroorganizama u mlijeku vidljivo je da je
vi$i sadrzaj CRP-a (171,02 pg/mL) i haptoglobina (47,58 pug/mL) zabiljezen kod krava iz I.
skupine kod kojih nije detektiran uzro¢nik u mlijeku, dok je visi sadrzaj AGP-a (6,58
nug/mL) i SAA3-a (2,26 pg/mL) zabiljezen kod krava iz II. skupine kod kojih je u mlijeku
detektiran uzro¢nik.

U nasem istrazivanju takoder smo procjenjivali srednje vrijednosti koncentracije proteina

akutne faze u mlijeku u ovisnosti o porijeklu mikroorganizma. Visu razinu AGP-a (5,55
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ug/mL), CRP-a (133,17 pg/mL), haptoglobina (34,02 ug/mL) i SAA3 (3,28 ug/mL)
zabiljezili kod krava iz |. skupine (okoli$ni uzro¢nici).

Iz rezultata naseg istrazivanja o procijenjenim srednjim vrijednosti koncentracije
proteina akutne faze u mlijeku u ovisnosti o broju tretmana mastitisa vidljivo je da je visi
sadrzaj AGP-a (7,59 ug/mL) zabiljezen kod krava iz skupine na kojima su provedena dva
terapijska ciklusa lijeCenja mastitisa, dok je visi sadrzaj CRP-a (185,48 pg/mL),
haptoglobina (51,92 pg/mL) i SAA3-a (2,44 ng/mL) zabiljezen kod krava iz skupine na
kojima je proveden jedan terapijski ciklus lije¢enja mastitisa.

U ovom istrazivanju prikazali smo i zabiljezili procijenjene srednje vrijednosti
koncentracije proteina akutne faze u mlijeku u ovisnosti o ocjeni tjelesne kondicije krava.
Iz pregleda rezultata vidljivo je da je kod krava koje su imale BCS < 3,5 u mlijeku
zabiljeZzen visi sadrzaj haptoglobina (70,15 ug/mL) i SAA3 (3,46 pg/mL), dok je visi
sadrzaj AGP-a (6,37 ug/mL) i CRP-a (215,64 pg/mL) zabiljeZen u mlijeku krava koje su
immale BCS >=3,5.

U istrazivanju Ceciliani (2012) iznio je da se proteini akutne faze (APP) ve¢ dugo
koriste u humanoj medicini za dijagnozu i prognozu upalnih stanja, a njihova je analiza
postala znacajan dijagnosti¢ki alat u veterinarskoj medicini, dok su Chemonges i sur.
(2014) i Eckersall i sur. (2001) utvrdili da su proteini akutne faze (APP) zapravo proteini
koji se uglavnom proizvode u jetri i otpuStaju u serum, nakon podrazaja upalnim
citokinima, posebno s interleukinom-1 (IL-1), interleukinom-6 (IL-6) i ¢imbenikom
nekroze tumora alfa (TNFa) u odgovoru akutne faze kao dijelu urodenog imunoloskog

odgovora.

Glavni proteini akutne faze su oni ¢ija se koncentracija povecava do i preko 100 puta
nakon upale, a kod goveda najrelevantniji proteini akutne faze u serumu su haptoglobin
(Hp), serumski amiloid A (SAA), protein koji veze lipopolisaharid (LBP) i alfa-1-kiseli
glikoprotein (AGP) (Ceciliani i sur., 2012). Haptoglobin, SAA i C-reaktivni protein (CRP)
identificirani su u mlijeku, $to ukazuje na njihov potencijal kao biomarkera mastitisa
(Thomas i sur., 2015; Simoes i sur., 2018), a prisutnost proteina akutne faze u tkivu ili
organu (tekuc¢ini) moZe se smatrati specifi¢nijim pokazateljem upale lokalizirane u tom
organu, osobito kada ne postoji odgovaraju¢i porast serumskog proteina akutne faze
(Nielsen i sur., 2004).

Thomas i sur. (2018) primjetili su povecanje otpustanja Hp, SAA, CRP i AGP u

stanicama mlijecne zlijezde u slucajevima mastitisa, Sto ukazuje na lokalnu proizvodnju
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ovih proteina akutne faze kao odgovor na bakterijsku infekciju, dok su Hussein i sur.
(2018) zakljucili da se navedeni pristup smatra to¢nijim buduéi da proteini akutne faze

imaju manje ometaju¢ih ¢imbenika nego test za odredivanje broja somatskih stanica.

Gronlund i sur. (2005) zakljucili su da bi proteini akutne faze u mlijeku mogli biti
specifi¢ni i osjetljivi pokazatelji intramamarnih infekcija, dok su Morimatsu i sur. (1991)
utvrdili da haptoglobin (Hp) postoji u govedem serumu u polimernim oblicima i veZe se za
slobodni hemoglobin (Hb), prenoseci ga iz krvi u jetru gdje se Hb reciklira. Migrirajuéi
neutrofili, tkivo mlije¢ne Zlijezde, somatske stanice ili serum mogu biti izvori Hp u mlijeku
tijekom mastitisa (Hiss i sur., 2004; Thielen i sur., 2007; Lai i sur., 2009; Thielen i sur.,
2005; Thielen sur., 2006).

Istrazivanja McDonald i sur., 2001; Jacobsen i sur., 2005; Eckersall i sur., 2006
takoder su pokazale da se serumski amiloid A (SAA) proizvodi u mnogim drugim,
ekstrahepati¢kim tkivima, ukljucujué¢i mlije¢nu Zlijezdu, dok su Rossevatn i sur. (1992)
iznijeli da je to mali protein molekularne mase izmedu 10-17 kDa s oko 112
aminokiselinskih ostataka, a njegovi glavni izoformi su SAA1, SAA2 i SAA3, pri ¢emu se

SAAI1 i SAA2 proizvode u jetri, dok se SAA3 proizvodi u ekstrahepatickim tkivima.

McDonald i sur. (2001) utvrdili su da se protein akutne faze koji se pretezno nalazi u
mlijeku naziva amiloid. IstraZzivanjima je dokazano da proteini akutne faze, Hp i M-SAA3
koreliraju s brojem somatskih stanica i bakterijskom infekcijom u slu¢ajevima subklinickih
i klinickih mastitisa izazvanih prirodnom (Eckersall i sur., 2001; Nielsen i sur., 2004;
Kalmus i sur., 2013) i eksperimentalnom (Jacobsen i sur., 2005; Eckersall i sur., 2006;
Hirvonen i sur., 1996; Larsen i sur., 2010; Pedersen i sur., 2003) infekcijom, stoga se mogu

nazvati dijagnosticki markeri upale vimena.

U istrazivanju Dalanezl i sur. (2020), s ciljem utvrdivanja koncentracije proteina
akutne faze u mlijeku krava s klinickim mastitisom uzrokovanim razli¢itim uzro¢nicima,
utvrdili su da su krave zarazene s E. coli, K. pneumoniae ili Streptococcusom iz okolisa
imale viSe vrijednosti Hp u usporedbi s onima zarazenim drugim patogenima. U
navedenom istrazivanju takoder su utvrdili da je kod infekcija vimena s Mycoplasma spp.
ili Staph. aureus doslo do umjerenog povec¢anja vrijednosti Hp u mlijeku. Vrijednosti Hp u
mlijeku bile su sli¢ne vrijednostima koje su utvrdene kod Staph. aureusa, E. coli, K.
pneumoniae i Streptococcusa iz okolisa. Navedeni autori najvise vrijednosti SAA u
mlijeku zabiljezili su kod krava s mastitisom uzrokovanim bakterijom iz roda

Streptococcus iz okolisa dok je infekcija vimena s bakterijama K. pneumoniae i
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Enterococcus spp. uzrokovala nizu vrijednost SAA od vrijednosti zabiljezene kod infekcije
s bakterijama iz okoliSa roda Streptococcus i vecu od Mycoplasma spp. i Staph. aureus.
Autori su takoder utvrdili da je infekcija s Enterococcus spp. dovela do znatnog povecanja
vrijednosti SAA, a §to se moze pripisati druga¢ijem mehanizmu stimuliranja proizvodnje i
oslobadanja proteina, ili pogrjeskama metode jer su drugi proteini akutne faze utvrdeni u
niskim koncentracijama u uzorcima mlijeka zarazenim ovim patogenom.

U navedenom istrazivanju postojale su znacajne razlike izmedu koncentracija AGP-
a u mlijeku krava s mastitisom uzrokovanim razli¢itim patogenima dok je kod mastitisa
uzrokovanog s bakterijama E. coli i Staph. aureus doslo do znatnijeg poviSenja vrijednosti
AGP-a. Takoder je uoCeno i povisenje vrijednosti CRP-a u uzorcima mlijeka krava s
mastitisom uzrokovanim bakterijom E. coli dok je kod infekcije vimena s bakterijom
Staph. aureus, Streptococcus iz okolisa i Mycoplasmom spp. zabiljezeno umjereno

povisenje vrijednosti CRP-a u mlijeku.

Na temelju rezultata navedenog istrazivanja autori su zakljucili da je postojala jaka
pozitivna i znacajna (P<0,05) korelacija izmedu koncentracija Hp, AGP i CRP u mlijeku
krava s mastitisom, $to bi moglo ukazivati na to da su patogeni sa sli¢nim obrascima
koncentracije za ove proteine akutne faze inducirali sli¢éne upalne odgovore u epitelnim
stanicama vimena. Nije pronadena znacajna korelacija izmedu SAA, CRP i AGP, §to
ukazuje na to da navedeni proteini akutne faze razli¢itih uzro¢nika mastitisa nisu povezani

1 da ne uzrokuju sli¢nu upalnu reakciju.

Rainard i sur. (2006) utvrdili su da u reakciji akutne faze, uz porast TNF-a, dolazi
do povecanja migracije polimorfonuklearnih stanica (PMN) u mlije¢nu zlijezdu, $to dovodi
do veceg broja fagocitnih stanica, Cime se povecava broj ubijenih bakterija, koje
oslobadaju vise LPS-a, a ¢ime se poti¢e upalni odgovor i proizvodnja proteina akutne faze.
Visoka koncentracija Hp u uzorcima mlijeka krava s mastitisom uzrokovanim
Streptococcusom iz okoliSa mozZe biti povezana s primjetnim priljevom PMN nakon

streptokokne infekcije, povecavajuci otpustanje Hp u mlijeko (Pedersen i sur., 2003).

Bannermann i sur. (2004) zabiljezili su da su gram-pozitivhe bakterije dobro
poznate po tome $to uzrokuju kroni¢ni mastitis umjesto akutnog zbog nedostatka LPS-a te

da Streptococcus uberis (streptokok iz okolisa) moze dovesti do izrazenog upalnog
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odgovora kod infekcija mlije¢ne Zlijezde $to dovodi do povecanja proteina akutne faze kao
Sto je Hp. Gram-pozitivnim patogenima potrebno je viSe sati nakon infekcije za povecanje
citokina i proteina akutne faze, ali visa koncentracija traje dulje u usporedbi s gram-
negativnim bakterijama (Pedersen i sur., 2003; Bannermann i sur. 2004; Suojala i sur.,
2008; Bannermann i sur. 2009).

Guha i sur. (2013) utvrdili su da su koncentracije alfa-1 glikoproteina u mlijeku
krava sa subklini¢kim mastitisom uzrokovanim bakterijama E. coli, Streptococcus spp. i
Staphylococcus spp. bile vise od onih kod krava koje nemaju mastitis, ali vrijednosti AGP-

a se nisu razlikovale izmedu ove tri bakterije.

Bannerman i sur. (2004) utvrdili su da su gram-negativne bakterije povezane s
izrazenim odgovorom proteina akutne faze, dok gram-pozitivne bakterije induciraju blagi
odgovor proteina akutne faze, tako da je umjerena koncentracija proteina akutne faze kod

mastitisa uzrokovanog bakterijom iz roda Streptococcus zapravo i o¢ekivana.

Ceciliani i sur. (2007) utvrdili su da je visoka koncentracija AGP povezana s
velikom mobilizacijom bijelih krvnih stanica, tako da se blaga mobilizacija tih stanica u
vimenu moze povezati s niskom koncentracijom proteina. U prilog tome dokazano je da
bijele krvne stanice mogu stimulirati apoptozu epitelnih stanica vimena (Zhao i sur. 2008)
izazivaju¢i porast koncentracije AGP-a, pa bi uzroc¢nici koji uzrokuju izrazeniji influks
bijelih krvnih stanica mogli dovesti do ve¢e koncentracije proteina akutne faze.

Navedene istrazivanja potvrduju da se Hp, AGP i CRP mogu Koristiti kao alati za

dijagnosticiranje mastitisa krava uzrokovanog razli¢itim patogenima.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja utvrdena je povezanost odredenih pokazatelja
(biomarkera) u mlijeku i krvi krava i pojavnosti upale mlije¢ne zlijezde. Utvrdene su
procijenjene srednje vrijednosti odredivanih biomarkera u pojedinim cetvrtima vimena s
obzirom na broj somatskih stanica, pojavnost i porijeklo mikroorganizama, broj lijecenja
mastitisa i tjelesnu kondiciju. Tijekom analitickog dijela istrazivanja, temeljem statisticke
analize prikupljenih i objedinjenih baza podataka, utvrdili smo da su nize navedeni

istrazivani pokazatelji biomarkeri koji mogu biti korisni prediktori mastitisa:

e Smanjenje dnevnog sadriaja mlije¢ne masti dobar je prediktor narusenog zdravlja
vimena i to smo potvrdili u krava s klinickim mastitisom, kod skupine krava kod koje
je utvrden uzro¢nik mastitisa i kod skupine krava s infektivnim uzroénikom
mastitisa.

e Smanjena koncentracija Fe u serumu dobrim je prediktorom mastitisa. To potvrduju
rezultati niZze koncentracije Fe u krava u kojih je utvrden infektivni uzroc¢nik
mastitisa, dok je visa koncentracija zabiljezena u krava sa zdravim vimenom i u onih
na kojima je proveden jedan terapijski ciklus lijeCenja mastitisa. Koncentracija Fe u
serumu smanjuje se kao odgovor na upalu mlije¢ne Zlijezde te predstavlja obrambeni
mehanizam domacina koji ima za cilj uskratiti Fe potrebno za bakterijsku
virulentnost i replikaciju.

e Niska koncentracija ureje u krvi kod krava iz skupina s infektivnim uzro¢nicima
mastitisa. Na temelju dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da se sadrzaj ureje u
krvi smanjuje kao odgovor na upalu u mlije¢noj zlijezdi.

e Visa koncentracija ukupnih proteina u Kkrvi utvrdena je u krava s klinickim
mastitisom, u skupinama krava s mastitisom uzrokovanim infektivnim uzro¢nicima
te kod skupina krava na kojima su provedena tri terapijska ciklusa lijeCenja mastitisa.
Sadrzaj ukupnih proteina u krvi povecava se kao odgovor na upalu u mlije¢noj
zlijezdi.

e Najvisa koncentracija proteina akutne faze u mlijeku (AGP-a, CRP-a, Haptoglobina
1 SAA3) utvrdena je u skupini krava s klinickim mastitisom. Znac¢ajno (P<0,05) visa

koncentracija AGP-a i haptoglobina utvrdene su u mlijeku krava s klinickim

mastitisom. Vece koncentracije (P>0,05) svih mjerenih proteina akutne faze utvrdeni

94



Zakljucci

su u mlijeku krava u kojih su detektirani okoli$ni uzro¢nici mastitisa, u skupini krava
na kojima je proveden jedan terapijski ciklus lijeCenja mastitisa. Potvrdili smo da su
ovi biomarkeri dobrim prediktorima mastitisa, ¢ak i uslu¢ajevima kada uzro¢nik nije
detektiran.

U stanjima mastitisa, u skupini gdje je detektiran infektivni uzro¢nik mastitisa te kod
skupina krava na kojima su provedena tri terapijska ciklusa lijeCenja mastitisa
povisena je koncentracija aminokiselina histidina u mlijeku. U krava s utvrdenim
mastitisom, utvrdenim infektivnim uzro¢nicima u mlijeku, te kravama na kojima je
proveden jedan terapijski ciklus lijeCenja mastitisa, utvrdena je poviSena
koncentracija aminokiselina fenilalanin, leucin i hidroksiprolin u mlijeku.
Metabolomika (uz genomiku, transkriptomiku i proteomiku) moze dati sveobuhvatan
uvid u biolosko i zdravstveno stanje zivotinje i/ili stada. Njeni rezultati iz bioloskih
tekucina 1 tkivnih ekstrakata pokazuju trenutno stanje istrazivanog bioloskog sustava,

a relativno je jeftina i pristupacna za upotrebu.
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7. SAZETAK

Metabolomika je jedna od grana ,multi-omik* pristupa, koja se bavi analizom
cjelokupnog metaboloma organizma. Bavi se profiliranjem metabolita u razli¢itim
tielesnim tekuéinama i tkivima. Mastitis je jo$ uvijek vrlo ucestala bolest mlije¢nog
govedarstva i traze se rjeSenja za rano otkrivanje pocetka bolesti.

Cilj istrazivanja bio je utvrditi povezanost odredenih pokazatelja u mlijeku i krvi
krava 1 pojavnosti upale mlije¢ne Zlijezde u cilju otkrivanja biomarkera za neinvazivno i
brzo otkrivanje promjena u mlije¢noj Zlijezdi i dijagnozi mastitisa. Cilj je bio utvrditi
procijenjene srednje vrijednosti biomarkera u pojedinim Cetvrtima vimena s obzirom na
broj somatskih stanica, pojavnost mikroorganizama, broju lijecenja mastitisa i kondiciji.

Istrazivanje je provedeno na 151 kravi holStajn pasmine od 2. do 5. laktacije
prosje¢ne proizvodnje mlijeka vece od 30 L. Uzorci mlijeka uzimani su tijekom jutarnje
muznje nakon pranja i dezinfekcije vimena 1 sisa, metodom uzorkovanja koja je u skladu s
hrvatskom normom HRN EN ISO 707 ,Mlijeko i mlije¢ni proizvodi — Poduka za
uzorkovanje“. Prva dva mlaza mlijeka su odbacena kako bi se izbjegla kontaminacija
uzorka. Jedan uzorak uzet je u sterilne epruvete za mikrobioloSku analizu, a drugi je
spremljen za odredivanje aminokiselina, proteina akutne faze i biokemijske pokazatelje.
Broj somatskih stanica odreden je mikroskopskom metodom HRV EN 1SO 13366-1:1999.
BakterioloSka pretraga uzoraka mlijeka izvrSena je prema akreditiranoj metodi SOP Z-11-3-
07 Rev.04. Krv je izvadena iz repne vene u epruvete s Li-heparinom nakon Cega je

centrifugirana, odvojena je plazma i smrznuta na -80 °C do analiza.

Metaboli¢ki pokazatelji u plazmi odredivani se u cilju utvrdivanja gresaka u
hranidbi koje pogoduju razvoju mastitisa. Za istrazivanje odabrane su tri skupine krava: 1.
krave koje su na mjese¢noj kontroli mlije¢nosti imale nizak broj somatskih stanica (ispod
200 000), 2. krave koje su imale povisen broj somatskih stanica (200 000- 400 000) i 3.
krave koje su imale visok broj somatskih stanica (>400 000 u ml). Odredeni su metaboliti,
enzimi i minerali u plazmi i mlijeku biokemijskim automatskim analizatorom Becman
Coulter AU 400. Odredeni su sljedeéi pokazatelji: enzimi aspartat aminotransferaza (AST),
alkalna fosfataza (ALP), gama glutamiltransferaza (GGT), metaboliti glukoza, urea, ukupni
protein, albumin, trigliceridi, beta hidroksimaslacna kiselina (BHB), minerali Ca, P, Fe.
Metaboliti glukoza, ukupni protein, albumini, trigliceridi i beta hidroksimaslacna (BHB)

indikatori su energetske opskrbe organizma. Aktivnost enzima ukazuje na stanje jetre, a
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minerali pomazu u dijagnostici zdravlja i kontroli adekvatnosti hranidbenih normi. Pomoc¢u
automatskog biokemijskog analizatora Becman Coulter AU 400 odredeni su i metabolicki
pokazatelji u serumu mlijeka koji su pripremljeni nakon odvajanja mlje¢ne masti i
homogeniziranja pomocu vortex uredaja. Odredeni su sljedeci pokazatelji: enzimi aspartat
aminotransferaza (AST), alkalna fosfataza (ALP), gama glutamiltransferaza (GGT),
metaboliti glukoza, urea, ukupni protein, albumin, zeljezo, kalcij i fosfor. Slobodne
aminokiseline odredene su prema modificiranoj metodi Marino i sur. (2010.) i Uredbi EU
HR03-006-2013. Iz uzoraka mlijeka mast je uklonjena centrifugiranjem, mlijeko se
razrijedilo s 5% sulfosalicilnom kiselinom u omjeri 1:1, profiltriralo s PES 0,2 pm
filterom, a u 180 pL filtrata dodan je interni standard norvalina 20uL. Odredena su Cetiri
proteina akutne faze: C reaktivni protein (CRP), haptoglobin (HP), mamarni amiloid A (M-
SAA3) i alfa 1 kiseli glikoprotein (AGP). Svi proteini akutne faze odredeni su
imunenzimskim testovima (ELISA metodom; Life Diagnostics Inc.,West Chester, USA), a

prema uputama proizvodaca.

Tijekom analitiCkog dijela istraZivanja, temeljem statisticke analize prikupljenih 1
objedinjenih baza podataka utvrdili smo sljedece: 1. postojanje varijabilnosti i
kovarijabilnosti dnevnih proizvodnih svojstava (dnevna koli¢ina mlijeka, dnevni sadrzaj
mlijeCne masti 1 proteina 1 biokemijskih pokazatelja u uzorcima krvne plazme i1 mlijeka
krava iz svake pojedine cetvrti, 2. postojanje statistiCkih razlika 1 varijabilnost u
koncentracijama aminokiselina, metaboli¢kih pokazatelja i proteina akutne faze u mlijeku
zdravih, subklini¢kih i klini¢ki bolesnih Getvrti, 3. postojanje varijabilnosti metabolita u
krvi krava s obzirom na broj zahvacenih Cetvrti, prisutnost uzro¢nika, kondiciju, broju

lijeCenja 1 broja somatskih stanica.

Utvrdili smo da postoji povezanost izmedu pojedinih indikatora metabolickog i
zdravstvenog statusa mlijeénih krava, te smo utvrditi da niZze navedeni istrazivani
pokazatelji su biomarkeri koji mogu biti korisni prediktori mastitisa: 1. biokemijski
pokazatelji u krvi: Ukupni proteini, Fe, Urea, Glukoza, P, LDL i BHB, 2. biokemijski
pokazatelji u mlijeku: Fe, Glukoza, Ca i Urea, 3. slobodne aminokiseline odredivane u
mlijeku: Hidroksiprolin, Histidin, Glutaminska kiselina, Leucin, Lizin, Alanin, Fenilalanin,
Glicin, Glutamin, Serin i Triptofan, 4. proteini akutne faze: AGP, CRP, Haptoglobin i
SAA3.
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Kljuéne rijeci: mastitis, broj somatskih stanica, biomarkeri, proteini akutne faze, aminokiseline

mlijeka, biokemijski pokazatelji
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8. SUMMARY

Metabolomics is one of the branches of the "multi-omics" approach, which deals
with analysis of the entire metabolome of the organism. It deals with the profiling of
metabolites in different body tissues fluids and tissues. Mastitis, inflammation of the
mammary gland, is still the most expensive disease of intensive dairy cattle farming.

The aim of the research was to determine the correlation of certain indicators in the
milk and blood of cows and incidence of inflammation of the mammary gland in order to
detect biomarkers for non-invasive and fast detection of changes in the mammary gland
and diagnosis of mastitis. The goal was to determine estimated mean values of biomarkers
in individual quarters of the udder with regard to the number of somatic cells, occurrence
of microorganisms, number of mastitis treatments and condition.

The research was conducted on 151 cows of the Holstein breed from the 2nd to the
5th lactation on average of milk production greater than 30 L. Milk samples were taken
during the morning milking after washing and disinfection of udders and teats, with a
sampling method that is in accordance with Croatian according to the HRN EN 1SO 707
standard "Milk and milk products - Instruction for sampling”. The first two milk spurts
were discarded to avoid sample contamination. One sample was taken in sterile test tubes
for microbiological analysis, and the other is saved for the determination of amino acids,
acute phase proteins and biochemical indicators. The number of somatic cells was
determined by microscopic method HRV EN ISO 13366-1:1999. Bacteriological
examination of samples of milk was performed according to the accredited method SOP Z-
11-3-07 Rev.04. Blood was taken from tail veins into tubes with Li-heparin, after which it
was centrifuged, plasma was separated and frozen at -80 °C until analysis.

Metabolic indicators in the plasma are determined in order to determine errors in
feeding which favor the development of mastitis. Three groups of cows were selected for
the research: 1. cows that are on monthly control of milk yield had a low number of
somatic cells (below 200,000), 2. Cows that had an increased number of somatic cells
(200,000-400,000) and 3. cows that had high somatic cell count (>400,000 in ml).
Metabolites, enzymes and minerals were determined in plasma and milk with a
biochemical automatic analyzer Becman Coulter AU 400. Certain are the following
indicators: enzymes aspartate aminotransferase (AST), alkaline phosphatase (ALP),
gamma glutamyltransferase (GGT), metabolites glucose, urea, total protein, albumin,

triglycerides, beta hydroxybutyric acid (BHB), minerals Ca, P, Fe. Metabolites glucose,
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total protein, albumins, triglycerides and beta hydroxybutyric acid (BHB) are energy
indicators supply of the organism. Enzyme activity indicates the condition of the liver, and
minerals help in health diagnostics and control of the adequacy of nutritional norms. Using
automatic biochemical analyzer Becman Coulter AU 400 and metabolic indicators were
determined milk serum that was prepared after milk fat separation and homogenization
using a vortex device. The following indicators were determined: aspartate
aminotransferase enzymes (AST), alkaline phosphatase (ALP), gamma glutamyltransferase
(GGT), metabolites glucose, urea, total protein, albumin, iron, calcium and phosphorus.
Free amino acids were determined according to modified method of Marino et al. (2010)
and EU Regulation HR03-006-2013. From milk samples the fat was removed by
centrifugation, the milk was diluted with 5% sulfosalicylic acid in ratios 1:1, filtered with a
PES 0.2 um filter, and an internal standard was added to 180 pL of the filtrate norvaline
20pL. Four proteins of the acute phase were determined: C reactive protein (CRP),
haptoglobin (HP), mammary amyloid A (M-SAA3) and alpha 1 acid glycoprotein (AGP).
All acute phase proteins were determined by immunoenzymatic tests (ELISA method; Life
Diagnostics Inc., West Chester, USA), and according to the manufacturer's instructions.

During the analytical part of the research, based on the statistical analysis of the
collected and consolidated databases, we determined the following: 1. existence of
variability and covariability of daily production characteristics (daily amount of milk, daily
content milk fat and protein and biochemical indicators in samples of blood plasma and
milk of cows from each individual quarter, 2. existence of statistical differences and
variability in concentrations of amino acids, metabolic indicators and acute phase proteins
in the milk of healthy, subclinical and quarter with clinical mastitis, 3. the existence of
variability of metabolites in the blood of cows with regard to the number of affected
quarters, the presence of the causative agent condition, number of treatments and the
number of somatic cells.

We found that there is a connection between certain indicators of metabolic and
health status of dairy cows, and we determined that the researched indicators listed below
are biomarkers that can be useful predictors of mastitis: 1. biochemical indicators in the
blood: Total proteins, Fe, Urea, Glucose, P, LDL and BHB, 2. biochemical indicators in
milk: Fe, Glucose, Ca and Urea, 3. free amino acids determined in milk: Hydroxyproline,
Histidine, Glutamic acid, Leucine, Lysine, Alanine, Phenylalanine, Glycine, Glutamine,

Serine and Tryptophan, 4. acute phase proteins: AGP, CRP, Haptoglobin and SAA3.
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