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Sazetak

Diplomskog rada studentice Barbare Reponj, naslova
HIGIJENSKA KVALITETA SIROVOG MLIJEKA PASKE OVCE

Paska ovca se uzgaja ekstenzivno na krskim pasnjacima, a muznja se odvija uglavnom ruc¢na u
kante u toruili na samim pasnjacima. Zbog ovakvog nacina uzgoja i muznje u mlijeko dospijeva
odredena kolicina prljavstine, odnosno dlake, slama te izmet Zivotinja koji uvelike narusavaju
kvalitetu mlijeka te u mlijeko mogu dospjeti patogeni mikroorganizmi. Zbog toga je cilj
istrazivanja bio utvrditi broj mikroorganizama i somatskih stanica u sirovom mlijeku paske ovce
te utvrditi koje su to bakterije u mlijeku najces¢i uzroénici mastitisa u ovaca. Istrazivanje je
provedeno u 10 stada ovaca, od veljace do svibnja. Analize su provedene u Hrvatskom
veterinarskog institutu u Zagrebu. IstraZivanjem je utvrdeno da je 50% uzoraka imalo broj
somatskih stanica manji od 500 000/mL, a broj mikroorganizama je u 68% uzoraka bio iznad 1
000 000cfu/mL (eng. cfu=colony-forming unit). U mlijeku su takoder detektirani Streptococcus
spp., Staphylococcus spp. te E.coli. Rezultati nisu upucivali na postojanje upale vec¢ na
naknadnu kontaminaciju mlijeka mikroorganizmima. Potrebno je poboljsati higijenu muznje
kako bi se dobilo mlijeko visoke kvalitete.

Klju€ne rijeci: higijenska kvaliteta, somatske stanice, mikroorganizmi, mastitis, paska ovca



Summary

Of the master’s thesis — student Barbara Reponj, entitled
HYGIENIC QUALITY OF RAW MILK OF PAG SHEEP

Pag sheep are reared extensively on karst pastures, and milking takes place mainly by hand in
buckets in the corral or on the pastures themselves. Due to this method of breeding and
milking, a certain amount of dirt, i.e. hair, straw and animal feces, gets into the milk, which
greatly impairs the quality of the milk, and pathogenic microorganisms can get into the milk.
Therefore, the aim of the study was to determine the number of microorganisms and
somatic cells in the raw milk of Pag sheep and to determine which bacteria in milk are the
most common causes of mastitis in sheep. The study was conducted in 10 flocks of sheep,
from February to May. The analyzes were performed at the Croatian Veterinary Institute in
Zagreb. The study found that 50% of the samples had a somatic cell count of less than
500,000 / mL, and the number of microorganisms in 68% of the samples was above
1,000,000 cfu / mL. Streptococcus spp., Staphylococcus spp. and E. coli were also detected in
the milk. The results did not indicate the existence of inflammation but the subsequent
contamination of milk with microorganisms. Milking hygiene needs to be improved in order
to obtain high quality milk.

Keywords: hygienic quality, somatic cells, microorganisms, mastitis, Pag sheep



1. UVOD

Na Pagu se danas nalazi oko 20 000 paskih ovaca koje se koriste za proizvodnju mlijeka te
se to mlijeko preraduje u poznati paski sir. Ovce se ondje uzgajaju ekstenzivno, na siromasnim
pasnjacima, a muzZnja je u vedini sluajeva ru¢na. Paska ovca je autohtona Hrvatska pasmina
nastala na istoimenom otoku Pagu. Ova ovca je nastala krizanjem otocke pramenke i merina,
odnosno merino Negretti i Bergamo ovnova, a smatra se da je njezino formiranje pocelo 1870.
godine. Pasku ovcu odlikuje ¢vrsta i skladna grada tijela, visine u grebenu do 56, odnosno 63
cm, a teZine oko 43 kg. Glava paske ovce je srednje velika, plemenitog izgleda, ravnog profila
kod ovaca, dok je kod ovnova profil ispupéen. Ovnovi imaju ¢vrste, dobro razvijene rogove, ali
to nije uvijek slucaj. O¢i su velike i Zivahne, a usi srednje velike te polustrsece. Vrat je srednje
dug i miSi¢av. Paska ovca spada u dugorepe pasmine ovaca s repom koji seze ispod skocnog
zgloba te ne postoji praksa skracivanja repova. Noge su Cvrste i jake te dobro koordinirane Sto
prilici krSkim uvjetima na otoku. Vuna paske ovce je zatvorena do poluotvorena bijelo obojena.
Medu grlima prevladava bijela boja te se mogu nadi i crna i siva grla, iako rijetko. Danas se
paska ovca najcescée pripusta od srpnja do rujna, odnosno ranije nego u proslosti (od rujna do
listopada), a janjenje se odvija od kraja prosinca do veljace (Mioc€ i sur., 2007). Janji se jednom
godisSnje te ojanji jedno janje. Janjad siZze u prosjeku mjesec do mjeseci pol dana, odnosno ako
je za remont stada do 40-45 dana, dok se ostatak janjadi odbija s 30-35 dana. Odbijena janjad
je 9 — 15 kg tjelesne mase. Nakon odbi¢a mlijeko se preraduje u sir, a janjad se kolje te se
dobiva poznata paska janjetina. Od procijenjenih 20 000 ovaca samo je 5 470 uzgojno valjano
(HAPIH, 2019), a registriran je 51 uzgajivac paske ovce. Paska ovca se uglavhom uzgaja u
stadima od oko 100 grla, Sto se nije znacajno mijenjalo u zadnje dvije godine istrazivanja
HAPIH-a (2019).

Slika 1.1. Paske ovce na pasnjaku (lijevo); Ru¢na muznja u toru (desno)

Izvor: A. Kosteli¢

Paska ovca u 170 dana laktacije proizvede 130 litara mlijeka sa 7,40% mlijeCne masti i
5,90% proteina (HAPIH, 2019). Od ukupne koli¢ine mlijeka u laktaciji janjad posise oko 24%
mlijeka (31,60 litara), Sto je vise nego tijekom istrazivanja Pandek i sur. (2005) koji su zakljucili
da je ta koli¢ina 13%, odnosno 17,50 litara mlijeka. Od mlijeka paske ovce proizvede se 220
tona paskog sira, a od toga 60 tona na tradicionalan nacin na obiteljskim gospodarstvima
(Barac i sur., 2008). Na Grafu 1.1. prikazano je kretanje koli¢ine mlijeka i duZina laktacije kroz
desetogodisnje razdoblje (2009. — 2019. godine).
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Graf 1.1. Kretanje koli¢ine mlijeka i duzZine laktacije paske ovce kroz desetogodiSnje razdoblje

Izvor: HPA i HAPIH, 2009-2019

Paska ovca se u vecini slu¢ajeva kroz cijelu godinu drzi na pregonskim pasSnjacima na
kojima postoji odredeni prostor za skrivanje od nevremena. Sukladno ovakvom drzanju ovce
se muzu ruc¢no u takozvanim torovima ili na pasnjacima u posebnom ogradenom prostoru te
se muznja odvija u kante. Usprkos dokazanom pozitivnom ucinku na higijenu mlijeka i
mlijecnost Zivotinje, tijekom muZnje ovaca na Pagu, uglavhom ne postoji nikakva priprema
vimena pa se tako ne vrsi pranje niti dezinfekcija vimena, a jedina priprema koju muzaci vrse
je izmuzivanje prvih mlazova mlijeka. Upravo iz toga razloga higijena takvog mlijeka je upitna.
U mlijeko tijekom muZnje dospijeva prljavstina, odnosno balega, dlake, slama, koja na sebi
nosi velik broj mikroorganizama koji oneciséuju mlijeko. Takvo mlijeko prvenstveno zbog
proteolitickih i lipoliti¢kih enzima bakterija ima slabija preradbena svojstva, ali veci problem je
taj Sto takva nehigijenska muznja ¢esto dovodi do mastitisa jer manipulacijom ovcama muzaci
prenose razliCite necisto¢e na vime te mikroorganizmi zatim ulaze kroz sisni kanal. Ovakav
nehigijenski na¢in muznje moZze biti i ozbiljan izvor zaraze za ljude — zoonoza.

Iz svega do sada navedenog moZe se vidjeti da postoji nekoliko propusta u uzgoju i
proizvodnji koji mogu doprinijeti loSijoj higijenskoj kvaliteti mlijeka. Ne provodi se kupiranje
repova pa je teZi pristup vimenu, a s repa spada velika koli¢ina prljavstine u kantu te na taj
nacin velik broj mikroorganizama dospijeva u mlijeko. Takoder zbog izostavljanja pripreme
vimena prije muznje mozZe lako do¢i do ulaska mikroorganizama s povrsine vimena u
unutrasnjost sto moze uzrokovati mastitis Zivotinja. Upravo zbog ovoga cilj rada je utvrditi
higijensku kvalitetu sirovog mlijeka paske ovce, odnosno utvrditi ukupan broj
mikroorganizama te somatskih stanica. U radu ée takoder biti provedena determinacija
mikroorganizama uzroc¢nika mastitisa, odnosno patogenih mikroorganizama.



2. SOMATSKE STANICE U OVCJEM MLIJEKU

Somatske stanice su prirodno prisutne stanice koje se nalaze u mlijeku kao rezultat
sekrecije mlijeka, odnosno to su stanice imunosnog sustava te istroSene epitelne stanice koje
potjecu iz alveola, cisterne vimena i sisne cisterne. FiziolosSki omjer ove dvije vrste stanica je
80% imunosne stanice te 20% epitelne, a kada dode do bilo kojeg patoloskog procesa,
odnosno prodora bakterija u vime taj se omjer mijenja. Ovaj podatak podupiru i Boutinaud i
Jammes (2002) u svom radu gdje navode da je udio epitelnih stanica 26%. Prema Gonzalez-
Rodriguez i sur. (2011) u mlijeku zdravih ovaca od imunosnih stanica nalazi se 46-84%
makrofaga, koji su ujedno i dominanti, 2-28% polimorfonuklearnih stanica, 11-20% limfocita
te 1-2% epitelnih stanica. Iz ovoga proizlazi da su somatske stanice pokazatelj zdravlja
Zivotinja, a prvenstveno zdravlja mlijecne Zlijezde. Broj somatskih stanica varira ovisno o vise
faktora (Vasileiou i sur., 2018a):

e vrsti, pasmini, individualnim karakteristikama Zivotinje,
e dnevnim varijacijama,

e stadiju laktacije,

e genetici, morfologiji vimena,

e zdravljui stresu, sezoni,

e intervalima i higijeni muznje,

e upravljanju stadom.

2.1. Utjecaj razlicitih faktora na broj somatskih stanica

Cacié¢ i sur. (2003) su ¢imbenike koji utje¢u na broj somatskih stanica podijelili na
genetske i okoliSne ¢imbenike. Genetski ¢imbenici se mogu kontrolirati kroz selekciju, ali
heritabilitet za broj somatskih stanica je malen pa je selekcijski napredak izrazito spor. Drugi
nacin smanjenja broja somatskih stanica je preko selekcije na morfologiju vimena. Pritome je
potrebno obratiti paznju na dubinu vimena te Sirinu i dubinu sisa.

S obzirom na okolisne ¢imbenike na broj somatskih stanica utjece infekcija vimena, dob
Zivotinje, stadij i redoslijed laktacije, nacin drzanja, sezona, pasmina, stres te nacin i higijena
muznje. Kao jedne od najvaznijih okolisnih ¢imbenika povecanja broja somatskih stanica moze
se navesti ¢ovjeka koji je odgovoran za dobrobit Zivotinja pa je izrazito bitna edukacija
uzgajivaca.

Infekcija vimena, odnosno mastitis najvazniji je ¢imbenik koji utje€e na povecanje
broja somatskih stanica. Ovisno o patogenu koji je inficirao vime i o trajanju infekcije broj
somatskih stanica moze biti i do nekoliko milijuna. Ne postoji pravilnik prema kojemu je
propisan maksimalan dopusteni broj somatskih stanica u ovéjem mlijeku, ali Tanéin i sur.
(2017) su u svom istrazivanju zakljucili da je najvedi udio ovaca, njih 82%, s brojem somatskih
stanicaispod 400 000 stanica/mL, dok je tek 8,90% ovaca bilo s brojem somatskih stanica iznad



1 000 000 stanica/mL. Ovi autori takoder navode da je zbog ovakvog udjela Zivotinja razlog
povecanog broja somatskih stanica najvjerojatnije subklini¢ki mastitis, a ne fizioloski razlog.

Postoje razlicite vrste mastitisa ovisno o trajanju i klinic¢koj slici upale. Tako razlikujemo
akutni i kroniéni mastitis te klinicki i subklinicki mastitis o ¢emu ée vise biti rijeci u poglavlju 3.

Dob zZivotinje i redoslijed laktacije su povezani pa se ova dva parametra promatraju
zajedno. Dob Zivotinje je proporcionalna udjelu infekcija vimena. Starije Zivotinje su duze
izlozene razli¢itim mikroorganizmima pa je i veca inficiranost kod starijih grla. Paape i sur.
(2001) su dosli do zaklju¢ka da se broj somatskih stanica poveéava izmedu prve i Cetvrte
laktacije, odnosno starije ovce, one s ve¢im brojem laktacija imaju veci broj somatskih stanica.

Stadij laktacije je izrazito vazan parametar kod varijacija broja somatskih stanica te
najvazniji fizioloski uzrok povecanja broja somatskih stanica. Prema Paape i sur. (2001) broj
somatskih stanica je najveéi na dan poroda. Smanjenje broja se dogada tijekom prijelaza
kolostruma u mlijeko, a najmanji broj somatskih stanica je tijekom petog tjedna laktacije kada
je koli¢ina mlijeka najvec¢a. Odnosno ovi autori su zakljucili da se broj somatskih stanica
znacajno smanjuje u prvih pet tjedana laktacije, s 596 000/mL prvi dan laktacije na 30 000/mL
u vrhu laktacije te se broj ne mijenja do kraja laktacije. Medutim, Sevi i sur. (1999.) navode da
do fizioloSkog povecanja broja somatskih stanica dolazi na pocetku i kraju laktacije.

Bendelja Ljolji¢ i sur. (2018) u svom istrazivanju sezonskih varijacija proizvodnje i
kakvoce mlijeka mediteranskih ovaca utvrdili su da je najveci broj somatskih stanica u mlijeku
paske ovce bio tijekom lipnja (209 000/mL), a najmanji tijekom oZujka (151 000/mL). Isti autori
takoder navode da je najveci prosjecni broj somatskih stanica (205 000/mL) bio tijekom 2014.
godine koja je bila ekstremno topla i kiSovita.

Nacin muiZnje je takoder bitan kada govorimo o broju somatskih stanica. Ru¢na muznja
je rizi€na po pitanju osobne higijene muzaca kada on postaje izvor infekcije, ali moze prenijeti
uzro¢nike i s ovce na ovcu. Kod strojne muznje muzna jedinica moZe biti znacajan izvor
infekcije, ali i istroSene sisne gume, kao i preveliki vakuum mogu uzrokovati ozljede vimena i
sisa. Ovakvo vime je podlozno razli¢itim infekcijama koje opet uzrokuju povecéanje broja
somatskih stanica. Dnevne varijacije u broju somatskih stanica su takoder izraZzene pa je tako
broj somatskih stanica povecan sat vremena nakon muzZnje (Paape i sur., 2001).

Nacin drzanja, odnosno mikroklima, ali i higijena smjeStaja je bitna za higijensku
kvalitetu mlijeka. Pri tome posebnu painju treba posvetiti temperaturi, protoku zraka te
relativnoj vlaznosti. Kod loSih mikroklimatskih ¢imbenika Zivotinja je pod stresom, dolazi do
smanjenja opce otpornosti organizma pri éemu je Zivotinja podloZnija razli¢itim infekcijama te
posljedi¢no tomu broj somatskih stanica se poveéava.

Mlije¢ne pasmine zbog genetske predispozicije stvaraju velike kolicine mlijeka.
Stvaranjem mlijeka organizam Zivotinje je pod velikim stresom te pada opéa otpornost
organizma i dolazi do infekcija. Opce je poznato da su visoko mlijecne Zivotinje, upravo iz tog



razloga, podloZnije oboljenjima od Zivotinja koje stvaraju manje koli¢ine mlijeka, odnosno
autohtonih pasmina te pasmina za proizvodnju mesa i vune.

Morfologija vimena ima velik utjecaj na zdravlje vimena, odnosno na broj somatskih
stanica u mlijeku. Tako je utvrdeno da ovce koje imaju vodoravno polozene sise imaju veci
broj somatskih stanica u mlijeku (tip l'itip Il, Slika 2.1.1.) (Vrdoljak i sur., 2020). Do ovoga dolazi
jer je teZe izmuzivanje takvog vimena pa moZe doéi do zaostajanja mlijeka i nastajanja
infekcija. Ovako postavljene sise stvaraju problem i kod strojne muznje jer dolazi do savijanja
sisa pod tezinom sisnih ¢aski (Pourlis, 2019). Sagi i Morag (1974, cit. Kastelic i Kavci¢, 1994)
navode da je vime tipa | i Il nepoZeljno za strojnu muznju jer uzrokuje loSiju muznost i duzu
muznju, a selekcijom se doslo do oblika vimena tipa Il i IV ¢ime se poboljsala mlije¢nost i
smanjilo vrijeme muznje (Mikus, 1982, cit. Kastelic i Kavci¢, 1994). Kastelic i Kavci¢ (1994) u
svom istraZivanju veze izmedu morfologije vimena, mlijeCnosti i strojne muzZnje ovaca u
Sloveniji dosli su do zakljucka da je u mlijeku ovaca s vimenima tipa lll i tipa IV izmedu 100 000
i 500 000 somatskih stanica/mL. Takoder, kod ovaca koje imaju dublje vime te duZe sise ili
objeseno vime takvo vime je blize tlu te je veca vjerojatnost mehanickih ozljeda i laksi je

o
L.

Slika 2.1.2. Razliciti tipovi vimena ovaca

prodor mikroorganizama u vime.

Izvor: Sagi i Morag (1974)

Covjek ima najvaZniju ulogu u odrzavanju zdravlja stada i higijene mlijeka. Uzgajiva¢
utjece na nacin drzanja Zivotinje, nacin muznje i higijenu muzZnje te osobnu higijenu te na taj
nacin indirektno utje¢e na povecanje ili smanjenje somatskih stanica u mlijeku.

U svom istraZivanju utjecaja upravljanja stadom na broj somatskih stanica u skupnom
mlijeku Barkema i sur. (1998) su zakljucili da su najbitnije stavke u upravljanju stadom postupci
tijekom muzZnje, stroj za muznju, postupci tijekom i nakon muzZnje postupci u prevenciji i
lije€enju mastitisa, terapija zasuSenih krava i sliéno. Opcenito Cistoca i njega stada postupci
prije, tijekom i nakon muznje i prevencija bolesti bili su najbolji u stadu s najmanjim brojem
somatskih stanica. Posljedi¢no tomu, autori su takoder zakljudili da je stado s manjim brojem
somatskih stanica (<150 000) imalo prosjecno vecéu proizvodnju mlijeka $to je iznosilo 8 589kg
dok je stado s veéim brojem somatskih stanica (251 000 — 400 000) imalo prosjecnu
proizvodnju mlijeka od 8 072kg.



2.2. Tipovi somatskih stanica

Somatske stanice u mlijeko dospijevaju kao rezultat obrane vimena od patogena koji
ulaze u organizam i uzrokuju patoloske promjene tkiva. Kao $to je ve¢ navedeno somatske
stanice se sastoje od imunosnih stanica i epitelnih stanica, a svaka vrsta imunosnih stanica ima
svoju svrhu u organizmu pa tako postoji odredeni redoslijed djelovanja tih stanica.

Makrofagi su prve stanice koje prepoznaju bakteriju u organizmu, nakon c¢ega na
mjesto upale dolaze polimorfonuklearne stanice potaknute kemoatraktantima koje otpustaju
makrofagi te dolazi do fagocitoze mikroorganizama, a limfociti su zasluzni za specificno
prepoznavanje antigena i stvaranje antitijela (Li i sur., 2014). Za pocetak ovakvog odgovora
organizma klju¢nu ulogu imaiju citokini. To su glasnici koje tjelesne stanice otpustaju tijekom
infekcije. Citokini sudjeluju u medustaniénoj komunikaciji te na taj nacin pomazu u
imunosnom odgovoru te povecéavaju fagocitoznu sposobnost imunosnih stanica, a posebno su
vazni za funkcioniranje leukocita.

Dok je kod krava sekrecija mlijeka merokrina, kod ovaca mlijeko nastaje apokrinim
nacinom sekrecije. Zbog ovoga kod ovaca takoder postoje citoplazmatske cestice. To su
anuklearne Cestice s apikalne povrsine sekretornih stanica mlijecne Zlijezde. Ove Cestice su
velicinom slicne somatskim stanicama u mlijeku te sadrZe proteine, masti i kazeinske micele
(Boutinaud i Jammes, 2002). Zbog velicine slicne somatskim stanicama, detekcija
citoplazmatskih Cestica je otezana. Medutim, Paape i sur. (2001) navode da je u ovcéjem
mlijeku oko 15 000/mL ovih Cestica.



3. UPALA MLUJECNE ZLIJEZDE (lat. mastitis)

Upala mlije¢ne Zlijezde (lat. mastitis) nastaje prodorom bakterija u vime te od njega
najcesce obolijevaju muzne Zivotinje. Mastitis ini velike Stete u stocarstvu, alii u preradbenoj
industriji. Stete, odnosno ekonomski gubitci koji nastaju uslijed mastitisa su prikazani na Grafu
3.1.

Ekonomski gubitci uslijed upale
mlijeCne Zlijezde
B smanjenje proizvodnje
mlijeka

M povecani radni napor
neupotrebljivo mlijeko

povecani troskovi remonta
stada

B umanjena prodajna
vrijednost

| troskovi lijekova

Graf 3.1. Ekonomski gubitci uslijed upale mlijecne Zlijezde

Izvor: Rupi¢, 2010

Smanjenje mlije¢nosti te neupotrebljivost mlijeka su jedni od najveéih problema koji
se javljaju uslijed mastitisa. Mlijeko mastiti¢nih Zivotinja ima promijenjen kemijski sastav,
organolepticka svojstva te sadrzi velik broj mikroorganizama te iz tih razloga nije prikladno za
ljudsku prehranu, hranidbu teladi niti za preradu veé se mora neskodljivo ukloniti. S obzirom
na zdravlje Zivotinja i izgled mlijeka mastitis se moze podijeliti na subklinicki (skriveni) i klini¢ki
(vidljivi). Subklini¢ki mastitis je u€estaliji i pravi vecée Stete od klini¢ckog oblika. Uzroci mastitisa
mogu biti razli¢iti, a najéesée se dijele na pogodne ¢imbenike i neposredne uzrocnike upale
(Rupi¢, 2010).

Pogodni ¢imbenici su najceSc¢e loSa higijena muznje, Zivotinja i Stale te mikroklima,
nepravilna hranidba i muznja te kvarovi i neprikladni tlak stroja za muznju. Kod nepravilne
strojne muznje najc¢esc¢i problemi su prevelik vakuum, neodgovarajuci broj i izmjena taktova,
odnosno neodgovarajuca masaza sisa te preduga muznja, odnosno muznja na prazno. Uslijed
navedenoga dolazi do mehanickog oStecenja cisterne i sise pri ¢emu se povecéava broj
somatskih stanica, sa ili bez pozitivhog bakterioloskog nalaza. Ovakvi kvarovi dovode do



povecanog rizika od mastitisa. Oni uzrokuju ozljede sisa te uklanjanje zastitnog sloja pri cemu
bakterije mogu lakSe doprijeti u vime i uzrokovati upalu. Zbog neprikladnog tlaka u stroju za
muznju takoder moze dodi do ispadanja sisne ¢ase pri ¢emu se ona uprlja fecesom i drugim
necistoama s poda, a na taj nacin se mogu prenijeti razli¢iti mikroorganizmi u vime. Tijekom
strojne muznje mikroorganizmi se mogu prenijeti s jedne Zivotinje na drugu preko sisnih guma.
Iz ovog razloga potrebno je Zivotinje s upalom musti na kraju kako bi se smanjio rizik zaraze
ostatka stada. lzrazito bitno kod strojne muznje je i dezinfekcija sisa nakon muznje. Nakon
muznje sisni kanal je jo$ neko vrijeme otvoren, a tijekom muznje je uklonjen keratin koji ima
antibakterijsko djelovanje pa je pozZeljno nanijeti sloj koji ¢e stititi vime dok se sisni kanal ne
zatvori i ne stvori novi prirodni zastitni sloj.

Tijekom nepravilne ruéne muznje, najées¢e zbog istezanja sisa, dolazi do pucanja
sluznice mlije¢ne Zlijezde i nastaje upala vimena. Nepotpunom muZnjom u vimenu ostaje
rezidualno mlijeko koje dovodi do razvoja mikroorganizama te do upale. Medutim, najveci
problem je nehigijena muznje kada se ne vrsi pranje i brisanje sisa prije muznje, ako se koriste
onetiséene krpe, oprema i pribor te sustav za muznju. Covjek ima veliku ulogu u prijenosu
uzronika mastitisa ako su mu ruke oste¢ene, odnosno ima ispucanu kozu. U takvim
pukotinama se nakuplja prljavstina i mikroorganizmi koji se onda sa zaraZzenog vimena mogu
prenijeti na zdravo. Ako ovce leze na prljavom leziStu na vuni se nalazi velik broj necistoca —
prasina, zemlja, trava, izmet koji sadrze razli¢ite mikroorganizme, a tijekom ru¢ne muznje
preko ruku muzaca oni dospijevaju u vime, ali i u kante s mlijekom. NeuravnotezZena hranidba
je takoder jedan od ¢imbenika nastanka mastitisa. Kod neuravnotezene hranidbe dolazi do
stresa, pada opca otpornost organizma, a Zivotinja je sklonija upalama. Mehanicke ozljede
vimena kao i ubodi kukaca dovode do probijanja koZe vimena te se stvaraju putevi ulaska
mikroorganizama koji uzrokuju mastitis.

Neposredni uzrocnici upale su mikroorganizmi. To mogu biti virusi, gljivice-kvasci i
plijesni te njihovi toksini, ali naj¢eséi uzro€nici su bakterije. Mikroorganizmi se nalaze na podu
i u zraku, odnosno u fecesu i prasini te na taj nacin dospijevaju na dlaku Zivotinja i u vime. Oni
u vime mogu dospjeti na viSe nacina: kroz povrede na kozi vimena i sisa, krvlju ili limfom s bilo
kojeg mjesta u organizmu, a najcesce je to kroz sisni kanal. Ulaskom bakterija u vime, one se
razmnozavaju, a svojim toksinima ostecéuju epitel te uzrokuju upalu. Posljedi¢no tomu dolazi
do obrambene reakcije te se povecava broj somatskih stanica.
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3.1. Subklinicka upala mlijecne Zlijezde

Smanjena proizvodnja mlijeka je najveci problem koji se javlja tijekom mastitisa te je
to glavni pokazatelj subklinickog mastitisa. Tijekom subklinickog mastits, osim smanjenja
koli¢ine mlijeka, nema drugih promjena na vimenu ili u mlijeku. Ovaj oblik mastitisa se moze
otkriti provodenjem mastitis testa, ali s obzirom da ovce imaju fizioloski veéi broj somatskih
stanica od krava kod njih je potrebno osim utvrdivanja broja somatskih stanica napraviti i
bakterioloSku pretragu. Marco (1994) te Contreras i sur. (1997) (cit. Gonzalo i sur., 2002)
navode da se uzorak smatra pozitivnim na subklini¢ki mastitis ako sadrzi 250 kolonija/mL 5 ili
viSe bakterija ili vise od 50 kolonija/mL Staphylococcus aureus. Olives i sur. (2020) navode da
su individualni gubitci mlijeka tijekom subklinickog mastitisa 2,6 — 43,1%. Ovi gubitci ovise o
vise faktora, a to su:

e jacina upale

e stupanj proizvodnje

e uzrocnici infekcije — najées¢i uzrocnici subklinicke infekcije su
stafilokoki, to¢nije koagulaza negativni stafilokoki. Oni uzrokuju razli¢ito
povecanje somatskih stanica, a prema patogenosti se mogu svrstati
izmedu minor i major uzroCnika mastitisa jer uzrokuju smanjenje
mlijecnosti za 4-5%

e jednostrana ili obostrana infekcija.

Utvrdeno je da nakon pocetka infekcije dolazi do znacajnog smanjenja mlije¢nosti
unutar jednog tjedna (Olives i sur., 2020). U istom istraZivanju autori navode kako je smanjenje
mlije¢nosti konstantno iduéih 7 tjedana, ako je mastitis nastupio tijekom laktacije, dok mastitis
koji je prisutan od janjenja mozZe biti znatno pogorsan u smislu smanjenja koli¢ine mlijeka.

Leitner i sur. (2019) u svom radu navode da je udio subklinickog mastitisa 5-50%, dok
je klinicki oblik vrlo rijedak. Medutim, Albenzio i sur. (2019) su u svom radu dosli do zakljucka
da je taj udio kod malih preZivaca tek 5-30%. Leitner i sur. (2019) takoder navode da su
bakterije koje uzrokuju vece subklinicke infekcije E. coli, streptokoki, S. aureus i koagulaza
negativni stafilokoki i to kao jedini mikroorganizmi. Isti autori navode da su gubitci mlijec¢nosti
tijekom subklinickog mastitisa do 8%, s prosjekom 4-8% jer neinficirana polovica kompenzira
ve¢om proizvodnjom mlijeka. Ovu tvrdnju podupiru i Olives i sur. (2020) koji navode da
neinficirana polovica vimena kompenzira 6,60% vecom proizvodnjom mlijeka

Povedan broj somatskih stanica ne mora biti iskljuéivo uzrokovan prodorom
mikroorganizama u vime, ve¢ moZe biti uzrokovan imunosnim odgovorom bilo gdje u
organizmu, a uzrok moze biti razli¢it. Poveéanje broja somatskih stanica je zapravo odgovor
imunosnog sustava organizma na patogene koji prodiru u vime i uzrokuju upalnu reakciju.
Albenzio i sur. (2011) navode da je korisna metoda za otkrivanje subklinickog mastitisa
diferencijacija pojedinih somatskih stanica. U mlijeku zdravih ovaca dominiraju makrofagi, a
kod mastitisa dolazi do povecéanja udjela polimorfonuklearnih leukocita (Albenzio i sur. (2011),
Albenzio i Caroprese (2011)). Ovu tvrdnju podupiru Vasileiou i sur. (2018a, 2018b) koji su
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zakljucili da tijekom mastitisa, osim $to dolazi do povecanog broja somatskih stanica, dolazi i
do poveéanja broja polimorfonuklearnih stanica i limfocita na vise od 65%. U ovaca broj
somatskih stanica mozZe biti i do 60 000 000/mL bez klini¢kih simptoma i vidljivih promjena u
mlijeku (Paape i sur., 2001). Isti autori navode da je kod smanjenog broja somatskih stanica
(do 500 000/mL) udio polimorfonukelarnih leukocita 40%, dok je kod povecanog broja
somatskih stanica (iznad 1 000 000/mL) njihov udio 57%. Vasileiou i sur. (2018a) su istraZivali
pojavnost subklinickog mastitisa u stadima ovaca u Gr¢koj i zakljucili su da je pojavnost ove
vrste mastitisa 26%, s udjelom u pojedinim stadima do ¢ak 85%, dok u nekim stadima nije bilo
sluCajeva mastitisa.

3.1.1. Cimbenici koji utjeéu na pojavu subklini¢ke upale mlijeéne Zlijezde

Postoje odredeni ¢imbenici koji mogu Zivotinju uciniti podloZniju mastitisu, a prema
Vasileiou i sur. (2018a) to su:

e Nacin uzgoja — autori su zakljucili da je subklinicki mastitis najceséi u
poluintenzivnom i intenzivhom uzgoju nego poluekstenzivnom ili
ekstenzivnom uzgoju.

e Stadij laktacije — vec¢a pojavnost subklinickog mastitisa je tijekom 2.
mjeseca laktacije te 5., nego u ostalim mjesecima laktacije. Rezultati su
takoder pokazali da je tijekom ovih mjeseci najéeséi uzrocnik
Staphylococcus spp., dok je tijekom prvog mjeseca laktacije najcesdi
izolirani uzrocnik bio E. coli.

e Pasmina — visokoselekcionirane mlije¢ne pasmine ovaca su podloZnije
mastitisu od pasmina za proizvodnju mesa ili vune. Mlije¢ne pasmine
su zbog visoke proizvodnje mlijeka pod stalnim stresom te zbog toga
imaju manju opcu otpornost i lakSe obolijevaju od mastitisa, ali i drugih
bolesti

e MuiZnja — autori nisu uocili znacajnu razliku u pojavnosti subklinickog
mastitisa u ovaca muzenih rucno ili strojno, ali su zakljucili da je veca
pojavnost stafilokokne infekcije kod strojne muznje. Takoder su utvrdili
da je dezinfekcija nakon muznje uvelike utjecala na pojavnost mastitisa.

12



3.2. Klinicka upala mlijecne Zlijezde

Klini¢ki mastitis je ozbiljan problem u stocarskoj proizvodniji. Za razliku od subkilinickog
mastitisa Zivotinje s klinickim mastitisom pokazuju znakove infekcije pa je ova vrsta mastitisa
lakSe uodljiva, ali i dalje stvara velike probleme. Kod klinickog mastitisa Cesto dolazi do
djelomi¢nog ili potpunog propadanja sekretornog tkiva vimena ¢ime se trajno smanjuje
mlijecnost. Tijekom infekcije Zivotinja ne dozvoljava dodirivanje vimena pa je otezana muzZnja,
u takvom mlijeku su vidljive promjene i ono nije za uporabu ili preradu. Veliki su troskovi
lijeCenja, a dolazi do smanjenja mlijeCnosti pa se lije¢enje ne provodi vec se bolesne Zivotinje
izluCuju iz stada. Takoder janjad takvih ovaca ima slabiji prirast, a moze dodi i do uginuca.

Neki od znakova klinickog mastitisa su temperiranost vimena, natecenost, bolnost,
modro-crvena boja koZze vimena, smanjena mlije¢nost, ugrusci, krv i sluz u mlijeku, vodenasto
mlijeko. Takoder dolazi do opcih znakova bolesti, a naj¢eséi je poviSena tjelesna temperatura.
U krajnjem slucaju moze uzrokovati gangrenu vimena koja se ocituje plavom bojom koze i
hladnim vimenom te otpadanjem jedne ili obje polovice.

Megrk i sur. (2007) navode da je za mastitis ovaca odgovorno 20-30 bakterijskih vrsta,
najéesci su S. aureus, Mannheimia haemolytica, Streptococcus uberis i E. coli. U ovaca koje su
imale jednostrani klinicki mastitis u 40% slucajeva S. aureus je bio prisutan i u drugoj polovici
koja nije pokazivala znakove upale. S. aureus je takoder bio prisutan u 14% slucajeva i u
naizgled zdravoj polovici kod ovaca kojima je utvrdena jednostrana klinicka infekcija nekom
drugom bakterijom. Isti autori su dosli do zakljucka da je u 8,8% ovaca doslo do gangrene
vimena, a od toga je u 73% slucajeva uzrocnik bio S. aureus, 6% Clostridium perfringens te 2%
Arcanobacterium pyogenes.
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3.3. Oblici upale mlijecne zlijezde

Mastitis se moze manifestirati na razlicite nacine ovisno o uzroéniku te o imunosnom
sustavu domacdina. Tako se prema intenzitetu upale mastitis moze podijeliti na poremedéaj
sekrecije, latentnu infekciju, kataralnu upalu, akutnu Zljezdanu upalu te gnojnu upalu, dok se
kod ovaca najcesée javljaju akutne Zljezdane (gangrenozne i flegmonozne) upale te rijetko
kataralne upale (Rupi¢, 2010).

3.3.1. Akutna Zljezdana upala

Akutna Zljezdana upala je upala Zljezdanog tkiva vimena pri ¢emu dolazi i do
poremecaja opéeg stanja Zivotinje. Ovaj oblik upale uzrokuje velike ekonomske gubitke, ali i
smrt. Akutna upala nastaje zbog loSe higijene smjestaja i mikroklime, zbog nepravilne muznje
i razli¢itih povreda vimena i sisa. Najc¢es¢i uzrocnici akutne upale su S. aureus, koagulaza
negativni stafilokoki, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, B. cereus, Fusobacterium
necrophorum, koliformni mikroorganizmi — E. coli, Enterobacter spp., Aerobacter spp. Akutna
upala se javlja kao flegmonozna, gangrenozna i nekroti¢na upala. Zajednicko svim ovim
oblicima je pogorSanje opéeg zdravstvenog stanja Zivotinje pri ¢emu dolazi do povisene
tjelesne temperature, ubrzanog bila i disanja, javlja se atonija buraga, apati¢nost, opc¢a slabost,
ovca hoda rasirenih nogu te zaostaje za stadom. Mlijeko je promijenjeno kao i vime, a na
vimenu se pojavljuju apscesi koji pucaju i iz njih se cijedi gnoj. U krajnjim slucajevima moze
dodi do endotoksi¢nog Soka i septikemije te Zivotinja ugiba.

Flegmonozna upala pocinje naglim pogorSanjem zdravstvenog stanja Zivotinje, dolazi
do povecanja tjelesne temperature, ubrzanog bila i disanja, Zivotinja gubi apetit, ima proljev.
Javlja se slabost pa Zivotinja teSko hoda i ustaje ili dolazi do oduzetosti straznjeg dijela tijela te
su povecani nadvimeni limfni ¢vorovi. Vime je ote€eno, bolno, temperirano i crveno, a iz
vimena se izmuzuje patoloski sekret slican pivu ili krvnom serumu.

Gangrenozna upala se pojavljuje naglo, Zivotinja je apaticna, tjelesna temperatura se
povecava, ali nakon nekoliko sati se smanjuje ispod donje fizioloSke granice. Vrlo brzo dolazi
do promjena na vimenu, ono postaje crvenoplavo, a na opip je vlazno i hladno. U oboljelim
polovicama se uocava vrlo malo sekreta koji sadrzi krvave ugruske te komadiée nekroti¢nog
tkiva. Bolest brzo napreduje, ve¢ nekoliko sati nakon pojave ovca je bez svijesti i brzo ugiba.

Nekroti€na upala uglavnom je akutnog tijeka. Pocinje naglo tako Sto dolazi do
promjene boje vimena ili polovice u plavu s naglaSenom granicom, a na kozZi oboljelog dijela
izlazi tkivna tekudina. Oboljeli dio otvrdne i za nekoliko dana (akutni oblik) do nekoliko tjedana
(kroni€ni oblik) otpadne, ovisno o uzroéniku. Ako je Zivotinja gravidna nekoliko dana nakon
pojave upale moZe pobaciti. C. perfringens je Cesti uzro¢nik nekroti¢ne upale koji uzrokuje
uginudée Zivotinja.
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Slika 3.3.1.1. Nekroti¢na upala jedne polovice vimena ovaca

Izvor: https://www.thescottishfarmer.co.uk/livestock/sheep/14367448.mastitis-at-its-worst/

Sve akutne upale se lako dijagnosticiraju prema znakovima bolesti. Pomo¢ Zivotinjama
je potrebno prutziti u kratkom roku, ali u nasim uvjetima Zivotinje s klinickim znakovima upale
se ne lijecCe, vec se usmrcuju.

Th

o

S, s
- . : "‘ ST LT AN -
5 b AL Sk S PR AT R

N
Y

Slika 3.3.1.2. Normalno mlijeko i sekret iz gangrenoznog vimena
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Izvor: https://u.osu.edu/sheep/2018/01/23/mastitis-in-small-ruminants/
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3.3.2. Kataralna upala

Kataralna upala je upala povrsinskog sloja sluznice cisterne vimena i mlijecnih kanali¢a
te alveola Zljezdanog dijela, a mozZe biti akutnog ili kroni¢nog tijeka.

Akutna kataralna upala nastaje nakon pada opcée otpornosti organizma uslijed stresa
uzrokovanog loSom higijenom drzanja, loSom mikroklimom, neizbalansiranom hranidbom ili
pogreSnom muznjom. Prilikom pada opce otpornosti ve¢ postojece latentne infekcije koje do
tada nisu bile vidljive prelaze u vidljivu kataralnu upalu s razvijenim simptomima. Uzrocnici
akutne kataralne upale su virusi, bakterije (Streptococcus agalactiae, S. dysgalactiae, S. uberis,
S. aureus, koagulaza negativni stfilokoki, E. coli, P. aeruginosa, mikoplazme) te gljivice i njihovi
toksini. Tijekom akutne kataralne upale simptomi se brzo razvijaju. Dolazi do pogorsSanja opéeg
zdravlja Zivotinje, ima poviSenu tjelesnu temperaturu, gubi apetit i ne preZiva. Zarazena
polovica ili cijelo vime je oteceno, bolno i toplije, a ovca je na dodir nemirna. Mlijeko iz
oboljelog vimena je naj¢esée promijenjeno samo u prvim mlazovima, u kojima se uocavaju
krpice gnoja, ugrusci mlijeka i krv, a kasnije je ono normalno. Bolest se otkriva na osnovu
klinickih znakova i izgleda mlijeka.

Kroni¢na kataralna upala stvara najviSe Stete u stocarstvu od svih do sada navedenih
oblika upale. Ova vrsta upale se sporo i neprimjetno Siri po vimenu te na kraju obolijeva cijela
sluznica cisterne vimena, mlijecnih kanali¢a i alveole. Pogodni ¢imbenici za nastanak kroni¢nih
upala su isti kao kod akutnih kataralnih upala, ali i nepravilna i nepotpuna muznja,
nepravilnosti u gradi vimena te povrede vimena, a jedan od velikih utjecaja na nastanak ove
upale je Covjek zbog nepravilnog uzgoja Zivotinja te nepridrzavanja higijenskih nacela tijekom
muznje. Uzrocnici ove upale su isti kako i kod akutne kataralne upale, ali ovdje se joS mogu
pojaviti i Klebsiella spp., C. perfringens, Mannheimia haemolytica, A. pyogenes te
Mycobacterium spp., Brucella abortus, Salmonella spp., odnosno pojavljuje se i tijekom
zaraznih bolesti. Tijekom kroni¢ne kataralne upale opce stanje Zivotinje nije promijenjeno,
nadvimeni limfni ¢vorovi nisu povecani, nema patoloskih promjena na vimenu te je mlijeko
takoder nepromijenjeno. Ako se bolest ne otkrije i potraje dugo dolazi do atrofije Zljezdanog
tkiva te se u vimenu mogu napipati zadebljanja i ¢vori¢i zbog prelaska Zljezdanog u vezivno
tkivo. Napredovanjem upale mozZe do¢i do promjene organoleptickih svojstava mlijeka, ono
prvo postaje slankasto, zatim vodenasti te se smanjuje kolicina mlijeka, a u krajnjim
sluajevima u mlijeku se uocavaju krpice gnoja i grudice te dolazi do potpune atrofije i
prestanka izlu¢ivanja mlijeka.
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3.4. Akutnai kroni¢na upala mlijecne Zlijezde

S obzirom na vrijeme nastanka simptoma, mastitis se moze podijeliti na akutni i
kroni¢ni mastitis. Ovisno o tome pojavljuju se i odredeni, specifi¢ni simptomi. Kod akutnog
mastitisa dolazi do mrsavljenja i Sepavosti, a mozZe doci i do iznenadne smrti te je pojavnost
akutnog mastitisa 6,60%, dok se kod kroni¢nog mastitisa javljaju noduli, intramamarni apscesi
te dolazi do atrofije, bez pogorsanja opéeg zdravlja. Kroni¢ni mastitis se obi¢no otkriva tijekom
pregleda ovaca prije pripusta.

Smith i sur. (2015) su provodili istrazivanje bakterijskih vrsta povezanih s akutnim i
kroni¢nim mastitisom te su utvrdili da je u 70% uzoraka bio prisutan S. aureus, a ova bakterija
je prisutna i u naizgled neinficiranoj polovici. Osim S. aureus akutni mastitis joS mogu
uzrokovati M. haemolytica, S. uberis i E. coli. Najéesci uzrocnik kroni¢nog mastitisa je S. aureus,
dok se mogu izolirati i Streptococcus vrste te A. pyogenes. Autori su na kraju zakljudili da je u
istrazivanju izolirano 37 bakterijskih vrsta, ali da ne postoji jasna razlika izmedu bakterijskih
vrsta povezanih s akutnim i kroni¢nim mastitisom.
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3.5. Sastav i preradbene odlike mlijeka zZivotinja oboljelih od upale mlijecne
zlijezde

Broj somatskih stanica i, u sluaju ovaca, broj mikroorganizama je bitan parametar
zdravlja vimena i Zivotinja. Osim toga, pokazuje i prehrambenu i preradbenu vrijednost
mlijeka. Somatske stanice sadrze razli¢ite enzime, endogene enzime mlijeka — lipaze, proteaze,
oksidaze, glikozidaze, koji katabolicki djeluju na mlijeéne proteine i mlijenu mast te na taj
nacin ¢ine mlijeko nepogodnim za ljudsku prehranu i preradu u sir (Li i sur., 2014).

Zbog povecane permeabilnosti epitela mlijecne Zlijezde dolazi do povecanog prelaska
komponenti iz krvi u mlijeko. Tako se u mlijeku nalazi povecana razina citrata, bikarbonata, te
natrijevih iona i iona klora. 1z ovog razloga mlijeko s poveéanim brojem somatskih stanica ima
vecu pH vrijednost. Do ovog zakljucka su dosli Caballero Villalobos i sur. (2015) te su u svom
istrazivanju dosli do rezultata koji pokazuju da je pH mlijeka s manjim brojem somatskih
stanica (562 000/mL) 6,57, dok je pH mlijeka s veé¢im brojem somatskih stanica (1 705 000/mL)
povecan na 6,81.

Caballero Villalobos i sur. (2015) takoder navode da osim povecanja pH vrijednosti
mlijeka dolazi i do smanjenja laktoze te ukupne suhe tvari. Do smanjenja laktoze dolazi jer su
tijekom upale uniStene Zljezdane stanice vimena te one gube funkciju i smanjuje se mogucénost
stvaranja laktoze, ali i ostalih sastojaka mlijeka (Raynal-Ljutovac i sur., 2007). Udio masti u
ovakvom mlijeku se ne mijenja, a udio proteina se ne mijenja ili se povecava. lako tijekom
povecanja broja somatskih stanica ne mora do¢i do povecanja proteina ipak dolazi do
promjene u njihovom sastavu, odnosno mijenja se omjer kazeina i proteina sirutke, ¢ime je
vedi udio proteina sirutke.

Zbog do sada navedenih promjena u sastavu dolazi i do promjena u preradbenoj
sposobnosti mlijeka. Tako je kod mlijeka s poveé¢anim brojem somatskih stanica vrijeme
grusanja duze, ¢vrstoca grusa je manja (Caballero Villalobos i sur., 2015) te dolazi do smanjenja
randmana mlijeka zbog smanjenog udjela kazeina, ali i zbog katabolicke aktivnosti enzima.

Slika 3.5.1. Paski sir

Izvor: A. Kostelié
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4. MIKROORGANIZMI U OVCIEM MLIJEKU

U bilo kojoj proizvodnji na farmi pa tako i u proizvodnji ov¢jeg mlijeka veliki je broj
mikroorganizama u okolini pa takvi proizvodi nisu nikada posve Cisti. Mikroorganizmi su na
farmi sveprisutni pa se tako nalaze na podu i stelji, u zraku, na dlaci i koZi Zivotinja gdje su
prirodno prisutni. Medutim ovi mikroorganizmi lako mogu dospjeti u vime s poda, preko ruku
muzaca ili stroja za muznju ili direktno u mlijeko zbog onecis¢enja mlijeka fecesom, dlakom,
steljom, prasSinom te se brzo razmnoZavaju zbog neadekvatnog hladenja mlijeka. 1z ovog
razloga ukupan broj mikroorganizama je glavni indikator higijenske kvalitete ov¢jeg mlijeka.
Prema Pravilniku o utvrdivanju sastava sirovog mlijeka NN 27/2017 maksimalan dopusten broj
mikroorganizama u ov¢jem mlijeku je 1 500 000 cfu/mL. Broj mikroorganizama iznad ove
granice ukazuje na losu higijenu rucne ili strojne muznje te loSe postupanje s mlijekom nakon
muznje. Ovaj broj takoder moze biti indikator mastitisa, odnosno opcéeg zdravlja stada. Mlijeko
s povecanim brojem mikroorganizama nije pogodno za preradu u sir jer se u njemu nalaze
enzimi mikroorganizama koji mijenjaju karakteristike odredenih sastojaka mlijeka. Ovakvo
mlijeko takoder moze sadrzavati razli¢ite mikroorganizme koji mogu ugroziti zdravlje ljudi. To
su najcéesée E. coli, Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Brucella melitensis,
Mycobacterium spp., Campylobacter jejuni, Yerinia enterocolitica te S. aureus (Tonamo i sur.,
2020), dok su najées¢i mikroorganizmi uzrocnici mastitisa S. aureus i koagulaza negativni
stafilokoki (Tonamo i sur., 2019).

Najceséi uzroCnici mastitisa su bakterije, a one se dijele na zarazne i okoliSne patogene. U
zarazne patogene svrstavaju se S. aureus, koagulaza negativni stafilokoki (pr. S. epidermidis),
streptokoki, dok se u okoliSne patogene svrstavaju E. coli, P. aeruginosa, koagulaza negativni
stafilokoki (pr. S. chromogenes).

Bakterijski uzro¢nici mastitisa se takoder dijele prema jacini upale koju uzrokuju. Tako
razlikujemo minor i major patogene (Raynal-Ljutovac i sur., 2007). U minor patogene
svrstavaju se koagulaza negativni stafilokoki, Micrococcus spp., Corynebacterium spp. Ove
bakterije uzrokuju manje povecanje broja somatskih stanica (<200 000/mL). U skupinu major
patogena spadaju S. aureus, A. pyogenes, S. agalactiae, Pasteurella spp. Major patogeni
uzrokuju povecanje broja somatskih stanica za 10 — 100 puta pa tako u mlijeku Zivotinja
inficiranih major patogenima moze bitii 2 do 3 000 000 somatskih stanica/mL. Gonzalo i sur.
(2002) navode da je smanjenje mlije¢nosti i 8 — 10% ovisno o tome radi li se o infekciji minor
ili major patogenima te jesu li zahvacene obje ili samo jedna polovica.

Mikroorganizmi uzro€nici mastitisa u organizam Zivotinje ulaze kroz kozu ili sluznicu,
posebno ako su ove prirodne barijere oStecene. Mikroorganizmi ulaze u organizam i na mjestu
ulaska se razmnoZavaju te proizvode razli¢ite enzime i toksine koji uzrokuju propadanje tkiva.
Uslijed ovoga dolazi do aktivacije imunosnog sustava.
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Tonamo isur. (2020) su radili istrazivanje na 4 farme ovaca u Madarskoj. U tom istrazivanju
su dosli do zaklju¢ka da su dvije farme na kojima su drzane Lacaune ovce imale sliéne rezultate
ukupnog broja mikroorganizama iako su imale razliite uvjete muznje. Jedna farma je
provodila strojnu muznju i dezinfekciju sisa prije muznje, a na drugoj se provodila ru¢na
muznja bez dezinfekcije. Na obje farme utvrdeno je da je ukupan broj mikroorganizama veci
od maksimalne dopustene granice od 1 500 000 cfu/mL (Uredba (EZ) br. 853/2004 Europskog
Parlamenta i Vijeéa, EZ 2004 ). Medutim, utvrdeno je da u mlijeku ovaca koje su se muzle
strojno nije utvrdena prisutnost bakterije S. aureus.

U malih prezivaca najcesci je subklinicki mastitis te je najées¢i uzro¢nik ove upale S. aureus.
Vasileiou i sur. (2018a) su u svom istrazivanju zakljucili da je u 70% slucajeva subklini¢ckog
mastitisa uzroc¢nik Staphylococcus spp., najéesce S. aureus te koagulaza-negativni stafilokoki.
Drugi Cesto izolirani mikroorganizmi uzrocnici mastitisa su bili Streptococcus spp.,
Corynebacterium spp., E. coli, Micrococcus spp., M. haemolytica i Trueperella pyogenes.

4.1. Staphylococcus spp.

Najces¢i uzroCnici masititisa su bakterije iz roda Staphylococcus. Stafilokoki su Gram —
pozitivni mikroorganizmi, a prema tome stvaraju li enzim koagulazu ili ne, dijele se na
koagulaza-pozitivne (S. aureus) i koagulaza-negativne stafilokoke. Za izoliranje stafilokoka
najc¢esce je za analizu potrebno uzeti uzorke od individualnih ovaca ili iz skupnog uzorka
mlijeka. Na agaru ovcje krvi stafilokoki stvaraju glatke kolonije, niskog konveksnog profila,
okruglih rubova, najcesce bijele boje.

Stafilokoki su izrazito patogene bakterije zbog velikog broja virulentnih faktora.
Prianjaju za tkivo domacdina, mogu izbjegavati, nadjacati ili napasti imunosni sustav domacdina
te stvaraju Stetne enzime ili toksine. Zbog enzima i toksina na mjestu ulaska bakterije u
organizam uzrokuju osteéenje tkiva i apscese, a kasnije se Sire na druga mjesta u organizmu i
oStecéenja postaju jaca. Razli¢itim proteinima i teikoicnom kiselinom bakterije se pricvrscuju za
stanicu i sluznicu domacina, dok razliciti polisaharidi na stani¢noj stijenki bakterije inhibiraju
fagocitozu.

Izvor infekcije stafilokokima su ruke muzaca, sisaju¢a janjad, stafilokoki prisutni u
sisnom kanalu te stafilokoki s koZe vimena. Nakon Sto stafilokoki iz sisnog kanala udu u
parenhim dolazi do aktivacije leukocita koji su glavna linija obrane organizma. Uslijed toga
dolazi do poveéanja promjera krvnih Zila te veceg protoka krvi kroz vime ¢ime dolazi do
povecane propusnosti barijere izmedu krvi i mlijeka. Na ovaj nacin se uspostavlja i pojacava
obrambeni mehanizam tijekom ¢&ega neutrofili fagocitiraju bakterije. Ako obrambeni
mehanizam nije dovoljno jak, dolazi do unistavanja epitelnih stanica i leukocita te se unistavaju
krvne Zile i dolazi do krvarenja. Medutim, stafilokoki mogu biti prisutni u vimenu bez
povecanja broja somatskih stanica odnosno bez da uzrokuju upalu, a jedan od mogudih razloga
je taj Sto su stafilokoki prirodna mikroflora u sisnom kanalu.

20



Stafilokoki takoder mogu biti ozbiljna prijetnja za ljudsko zdravlje jer stvaraju
egzotoksine koji uzrokuju trovanje hranom i sindrom toksi¢nog Soka.

4.1.1. Staphylococcus aureus

Najces¢i uzroénik mastitisa, ujedno i uzro€nik koji stvara najvece Stete je S. aureus. On
je primarni uzro¢nik mastitisa u ovaca te je izoliran u 70% slucajeva klinickog mastitisa. Ovaj
stafilokok stvara leukotoksine koji unistavaju polimorfonuklearne leukocite te monocite
domadina. Osim ove Cinjenice, moze se reci da je S. aureus veliki problem u mlijecnom
stocarstvu jer stvara sluzave egzopolisaharide koji djeluju kao zaStita protiv imunosnog
sustava domacina i razlicitih antibiotika.

Kako bi se smanijila ucestalost infekcije sa S. aureus bakterijom potrebno je
pravovremeno izlucivati zarazene Zivotinje iz uzgoja te provoditi pravilnu higijenu muznje, a
pozeljno je i provoditi tretman antibioticima u suhostaju. Takoder postoji i cjepivo protiv ove
vrste uzrocnika, ali ono nije pokazalo veliku ucinkovitost pa se preporuca koristiti smo u
stadima s ucestalom pojavom infekcije uzrokovane S. aureus.

Slika 4.1.1.1. S. aureus na krvnom agaru (lijevo) i uveéan pod mikroskopom (desno)

Izvori: https://www.researchgate.net/figure/Growth-of-Staphylococcus-aureus-after-24-hours-on-blood-agar-
and-aerobic-incubation-at figl 276557567, https://pixnio.com/hr/znanost/mikroskopske-
slike/staphylococcus-aureus/visoke-uvecanje-10000-x-deformacije-staphylococcus-aureus-bakterije
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4.1.2. Koagulaza-negativni stafilokoki

Druga naj¢eS¢a vrsta mikroorganizama uzroénika mastitisa su koagulaza-negativni
stafilokoki koji u najve¢em broju uzrokuju subklini¢ki mastitis. Oni takoder mogu uzrokovati i
veliko povecéanje broja somatskih stanica pa i dovesti do blage klinicke manifestacije upale.
Koagulaza-negativni stafilokoki su prirodni stanovnici koZe i smatraju se oportunistickim
mikroorganizmima. Smatraju se minor patogenima, za razliku od S. aureus te drugih
streptokoka i koliforma koji su major patogeni. U ovu skupinu spada velik broj vrsta koje se
razlikuju prema patogenosti, ali ih se uglavnom tretira kao skupinu, a ne pojedinacno.
Vasileiou i sur. (2019) navode da su najcesce izolirani koagulaza-negativni stafilokoki S.
chromogenes, S. epidermidis, S. stimulans i S. xylosus. Kod subklini¢kog oblika izoliran je i S.
aureus, ali u manjoj mjeri. Kod infekcije vimena koagulaza-negativnim stafilokokima dolazi do
povecanja broja somatskih stanica unutar jednog dana, ali veé nakon 2 dana se taj broj
smanjuje i vra¢a u normalne granice. Uslijed ove infekcije moZe dodi do jake lokalne upale te
dolazi do jaCeg ostecenja parenhima vimena. Koagulaza-negativni stafilokoki su osjetljivi na
antibiotik novobiocin, a s obzirom da se ne zna koliko dugo i u kojim koli¢inama ostaje u
mlijeku, potrebno ga je koristiti u suhostaju. Postoje odredena istrazivanja (Paape i sur., 2001)
koja navode da je ucestalost spontanog izlje¢enja mastitisa kod malih prezivaca 20-60%.

Kao preventivne mjere nastanku mastitisa uzrokovanog S. aureus i koagulaza-negativnim
stafilokokima izrazito je bitna higijena muznje, a ako se provodi strojna muznja i higijena i
ispravan rad stroja za muznju. Takoder je poznato da dezinfekcija sisa nakon muznje smanjuje
rizik od upale uzrokovane s obje vrste bakterija. KoriStenje antibiotika u suhostaju doprinosi
prevenciji nastanka mastitisa, ali ovim postupkom se takoder vrsi i lijeCenje ve¢ postojece
infekcije bez opasnosti od rezidua antibiotika u mlijeku. Postoje brojna istrazivanja koja
dokazuju povoljan utjecaj antibiotske terapije u suhostaju na smanjenje rizika nastanka
mastitisa. Tako Gonzalo i sur. (2004) navode da je kod upotrebe antibiotske terapije uc¢estalost
mastitisa tijekom laktacije smanjena s 40 — 60% na 10 — 25%.

22



4.2. Streptococcus spp.

Streptococcus vrste su bakterije koje spadaju u porodicu Streptococcaceae
(https://www.britannica.com/science/Streptococcus). To su okrugle bakterije koje uglavhom
stvaraju lance, Gram pozitivne su i nepokretne.

Slika 4.2.1. Streptococcus spp.

Izvor: https://www.britannica.com/science/Streptococcus

Streptococcus vrste mozemo podijeliti u zarazne i okoliSne patogene (Bradley, 2002). Vrste
koje su dio normalne mikroflore Zivotinja su zarazni patogeni. Oni su prilagodeni suZivotu sa
Zivotinjom te tijekom infekcije uzrokuju porast broja somatskih stanica bez pojave drugih
simptoma upale, odnosno uzrokuju subklini¢ki oblik upale. U ovu vrstu ubrajaju se S.
dysgalactiaeiS. agalactiae. Okolisni patogeni nisu dio prirodne mikroflore domacina, odnosno
oni su oportunisti¢ki mikroorganizmi. Za razliku od zaraznih patogena koji uglavnom uzrokuju
samo povecanje broja somatskih stanica, okoli$ni patogeni uzrokuju jaci odgovor imunosnog
sustava te vidljive znakove upale. U zarazne patogene josS se ubraja S. aureus, a okolisne E. coli.
Medutim, ova podjela, odnosno razlika nije uvijek jasna.

U svom osvrtu na mastitis goveda kao bolest koja se sve viSe pojavljuje, Bradley (2002)
navodi da su u stadima Ujedinjenog Kraljevstva u zadnjih 40 godina najéeséi uzro¢nici mastitisa
E. coli, S. aureus, ali i Streptococcus vrste, a to su S. uberis, S. agalactiae, S. dysgalactiae.
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4.3. Escherichia coli

E. coli je Stapicasta, Gram — negativna bakterija koja se pokrece flagelama. Ona je
normalno prisutna u debelom crijevu ljudi i Zivotinja — koliformna bakterija. Ondje je
bezopasna, odnosno korisna bakterija jer pomaZze u probavi hrane (https://javno-
zdravlje.hr/e-coli-infekcije/ ).

Ako ova bakterija dospije u bilo koji drugi sustav moze uzrokovati ozbiljne posljedice po
zdravlje domacdina. Ako E. coli ude u vime ondje brzo uzrokuje upalu vimena, ali i pogorsanje
opéeg zdravlja Zivotinje. Hirvonen i sur. (1999) te Fogsgaard i sur. (2012) su provodili
eksperimente u kojima su vime Zivotinja inficirali odredenom dozom E. coli bakterije. Hirvonen
i sur. (1999) su istrazivali akutni odgovor organizma na infekciju vimena E. coli bakterijom te
su dosli do zaklju¢ka da su se prvi simptomi poceli pojavljivati ve¢ 12 sati nakon infekcije, a
Zivotinje su imale srednje do jake znakove bolesti, kako lokalne tako i opce. Fogsgaard i sur.
(2012) su istrazivali utjecaj bolesti na ponasSanje Zivotinja. Nakon infekcije vimena E. coli
bakterijom prve promjene ponasanja poceli su primjeéivati nakon 24 sata. Zivotinje su manje
jele i prezivale, prestale su se Cistiti te su manje vremena lezale. Prvi znakovi bolesti poceli su
se pojavljivati nedugo zatim. Zivotinje su imale povienu rektalnu temperaturu, smanjila se
mlijecnost te se povecao broj somatskih stanica u mlijeku.
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Slika 4.3.1. Escherichia coli pod mikroskopom

Izvor: https://www.nationalgeographic.org/encyclopedia/escherichia-coli-e-coli/
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5. MATERUALI | METODE

IstraZivanje se provodilo u 10 stada paskih ovaca od veljace do kraja svibnja 2021. godine.
U stadima se muznja provodi ru¢no. Za analizu se uzimao skupni uzorak mlijeka iz svakog stada
u sterilnu posudu. Analiza uzoraka se provodila u Hrvatskom veterinarskom institutu u
Zagrebu u Laboratoriju za mastitise i kakvocu sirovog mlijeka, Odjel za bakteriologiju i
parazitologiju. U mlijeku se utvrdivao ukupan broj mikroorganizama i somatskih stanica, a
takoder se provodila i determinacija patogenih bakterija, odnosno mikroorganizama uzro¢nika
mastitisa.

5.1. Mikrobioloska pretraga

MikrobioloSka pretraga je provedena na nacin da je koli¢ina od 0,01mL uzorka
nacijepljena na povrsinu Petrijeve zdjelice s hranjivom podlogom eskulin-krvni agar pomocu
mikrobioloske usice. Inkubacija se provodila na 37°C kroz 24 sata te su se brojale kolonije
bakterija, a uzete su u obzir i morfoloske (oblik, veli¢ina i struktura kolonija) i fizioloSke osobine
(stvaranje pigmenta, izazivanje CAMP fenomena, razgadnja eskulina, sposobnost grusanja
plazme kunica, bojanje po Grammu) (National mastitis council, 1999).

5.2. Identifikacija streptokoka

Bakterije koje su morfoloski odgovarale streptokokima podvrgnute su CAMP testu.
CAMP test se radi na nacin da se na hranjivu podlogu eskulin-krvni agar u obliku pruge cijelim
promjerom Petrijeve zdjelice nacijepe B — hemoliti¢ki sojevi bakterija. lzdvojeni sojevi
streptokoka nacijepe se na prethodnu prugu okomito u duZini 6 — 12mm (National mastitis
council, 1999). Slijedi inkubacija pri 37°C kroz 24 sata te se radi prosudba porasta bakterija i

determinacija streptokoka prema dolje navedenoj tablici.

Tablica 5.2.1. Prikaz prosudbe CAMP testa

BOJA HEMOLIZA POLUMIJESECASTA BAKTERUA
KOLONIJA NA HEMOLIZA
EK/CAMP
AGARU
plavicasta +ili - + S. agalactiae
plavicasta +ili - - S. dysgalactiae
zelenkasta ili + S. uberis
smeda
zelenkasta ili - Skupina D po
smeda Lancefieldovoj

Izvor: National mastitis council (1999)
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CAMP:
S. aureus

— L. monocytogenes
— Sc. agalactiae

Slika 5.2.1. Pozitivan CAMP test

Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Positive-CAMP-test-L-monocytogenes-and-
Staphylococcus-aureus-vertical-Listeriolysin fig2 47740304

5.3. Identifikacija stafilokoka

Bakterije koje su morfoloski odgovarale stafilokokima su se nacjepljivale na Baird
Parker agar te je izvrSena inkubacija na 37°C kroz 24 sata. Nakon toga provjeravale su se
morfoloSke (sposobnost rasta te veli¢ina i oblik kolonija) i fizioloSke (boja kolonija, prozirnost
podloge oko kolonija) osobine rasta stafilokoka te sposobnost tvorbe koagulaze. Za ispitivanje
tvorbe koagulaze koriStena je sterilna plazma kuni¢a. U 0,5mL plazme suspendirala se puna
mikrobioloska uSica poraslih kolonija te se grusanje provjeravalo nakon 4 i 24 sata inkubiranja
pri 37°C. Sojevi koji staraju Zuckasti pigment i izazivaju grusanje su S. aureus, a oni koji ne
stvaraju koagulazu, odnosno ne izazivaju grusanje su koagulaza-negativni stafilokoki (National

mastitis council, 1999).

Baird-Parker Medium Staph. aureus

Slika 5.3.1. Baird-Parker agar sa S. aureus

Izvor: https://microbenotes.com/baird-parker-agar/
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5.4. Identifikacija Gram — negativnih bakterija

Bakterije koje su morfoloski odgovarale Gram-negativnim uzroCnicima mastitisa
nacjepljene su na podlogu s trostrukim Sec¢erom (Triple Sugar Iron-TSI) i na McConkey agar te
su inkubirane na 37°C kroz 24 sata. Nakon inkubacije provodila se prosudba poraslih kolonija.
Na TSI agaru promatrana je boja dna, boja kosine i prisutnost plina, a na McConkey agaru
sposobnost rasta, boja i izgled kolonija (National mastitis council, 1999).

5.5. Odredivanje broja somatskih stanica

Broj somatskih stanica odredivan je Fossomatic uredajem, a uzorci su prethodno
zagrijani na 37°C. Ovim uredajem se mogu bojati somatske stanice u svjezim ili konzerviranim
uzorcima mlijeka. U uredaju se jezgre somatskih stanica bojaju etidij-bromid bojom koja oboji
DNA. Uzorak zatim prolazi kroz pipetu malog promjer, a pri izlazu iz pipete i uslijed izloZenosti
zrakama infracrvene svjetlosti jezgre fluoresciraju. Svjetlosni impulsi biljeze se u uredaju, a
rezultat je prikazan na ekranu i ispisan na pisacu (Interna skripta, 2019).

5.6. Statisticka obrada podataka

Nakon provedenog istrazivanja i analiza kojima je odreden broj mikroorganizama i broj
somatskih stanica u mlijeku paske ovce provedena je statisticka obrada podataka u programu
SAS (SAS 9.4.). U programu je izraCunat prosjek stada te je objasnjena razlika izmedu prosjeka
razli¢itih stada i prosjeka pojedinog stada kroz razli¢ite mjesece.
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6. REZULTATI | RASPRAVA

Nakon cetveromjeseénog istrazivanja dobiveni su sljedeci rezultati prikazani u tablicama
6.1. i 6.2. Tablica 6.1. prikazuje broj somatskih stanica, a tablica 6.2. mikroorganizama u
skupnom uzorku 10 razli¢itih stada kroz 4 mjeseca, od veljace do svibnja 2021. godine.

Iz tablice 6.1. i grafa 6.1. je vidljivo da je 50% uzoraka s brojem somatskih stanica ispod 500
000/mL. Sliéno navode i Tancin i sur. (2017) te Kasteli¢ i Kav¢i¢ (1994) koji navode da je broj
somatskih stanica u ovéjem mlijeku manji od 400 00, odnosno 500 000/mL. Barkema i sur.
(1998) navode da je taj broj bio i manji od 150 000/mL. Medutim, u ovom istrazivanju je broj
somatskih stanica ispod ove brojke imalo samo dva stada, stado broj 6 i 9 u ozujku. Bendelja
Ljolji¢ i sur. (2018) su radili istrazivanje varijacija kakvoée mlijeka mediteranskih ovaca te su
dobili da je broj somatskih stanica u mlijeku paske ovce 209 000/mL. U ovom istrazivanju
manje od ove vrijednosti broja somatskih stanica su imala samo 3 stada, stado broj 5 u veljaci,
stado broj 6 i 9 u ozujku. Obzirom na veliki udio uzoraka s malim brojem somatskih stanica (<
500 000/mL) moze se zakljuciti da Zivotinje nisu bolovale od mastitisa. Medutim, niti kod
uzoraka s vec¢im brojem somatskih stanica (500 000 — 1 000 000SS/mL) ne mozZe se sa
sigurnoScu govoriti o mastitisu jer ovce imaju fizioloski veéi broj somatskih stanica.

Tablica 6.1. Broj somatskih stanica u skupnom uzorku od veljace do svibnja 2021.
(BSS=broj somatskih stanica)

SOMATSKE STANICE BSS/mL
MIJESEC
STADO VEUACA OZUJAK TRAVANIJ SVIBANJ
1 813 000 461 000 563 000 273 000

2 418 000 2009 000 229 000 775 000
3 331000 893 000 573 000 261 000
4 427000 478 000 832 000 711 000
5 190000 394 000 1019 000

6 395 000 131 000 488 000

7 614 000 440000 1172 000

8 693 000 815000 1320000

9 478 000 122 000 218 000

10 550000 1288000 1017000
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Udio uzoraka prema kategoriji broja

somatskih stanica

m < 500000

m 500 tis. - 1 mil.

>1 000 000

Graf 6.1. Udio uzoraka podijeljeni u 3 kategorije broja somatskih stanica (broj somatskih

stanica/mL, n=34)

Tablica 6.2. prikazuje broj mikroorganizama u mlijeku 10 stada paske ovce. Iz nje, kao i iz

grafa 6.2. je vidljivo da je 68% uzoraka imalo broj mikroorganizama iznad 1 000 000/mL. U

svom istrazivanju Consentino i Palmas (1997) su zakljucili da je taj broj u sirovom mlijeku ovaca

izmedu 63 000 i 316 000 000 cfu/mL. Ostali uzorci obuhvaceni ovim istrazivanjem su imali do

430 000cfu/mL, dok je samo jedno stado, broj 10 u oZujku imalo broj mikroorganizama ispod
63 000/mL. Potrebno je naglasiti da je prema Uredbi (EZ) br. 853/2004 Europskog Parlamenta
i Vijec¢a (EZ 2004) dopusteni broj mikroorganizama u ov¢éjem mlijeku 1 500 000/mL.

Tablica 6.2. Broj mikroorganizama u skupnom uzorku od veljace do svibnja 2021.

STADO

1

O 00 N O 1 Ao W N

=
o

MIKROORGANIZMI cfu/mL

MJESEC
VELIACA
>1 000 000
174 000
140 000
430 000
199 000
120 000
>1 000 000
>1 000 000
>1 000 000
>1 000 000

OZUJAK
98 000
>1 000 000
96 000
70 000
>1 000 000
>1 000 000
91 000
>1 000 000
>1 000 000
59 000

TRAVANIJ
>1 000 000
>1 000 000
>1 000 000
>1 000 000
>1 000 000
>1 000 000
>1 000 000
>1 000 000

300 000
>1 000 000

SVIBANIJ
>1 000 000
>1 000 000
>1 000 000
>1 000 000
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Udio uzoraka prema kategoriji broja
mikroorganizama

m <500 000

= >1 000 000

Graf 6.2. Udio uzoraka podijeljeni u 2 kategorije broja mikroorganizama (broj
mikroorganizama cfu/mL, n=34)

Osim odredivanja broja mikroorganizama i somatskih stanica, u uzorcima se jos radila i
determinacija patogenih mikroorganizama, odnosno uzroc¢nika mastitisa. Utvrdeno je da su
mikroorganizmi koji su se u najvec¢em broju nalazili u mlijeku paske ovce Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. te Escherichia coli.

Kao Sto je vec prije navedeno u radu, Staphylococcus vrste su prirodno prisutna mikroflora
u sisnom kanalu. Pa tako Vasileiou i sur. (2018b) navode da se ova vrsta mikroorganizama
moze naci u vimenu ovaca bez uzrokovanja upale, odnosno bez povecanja broja somatskih
stanica, te su dosli do zakljucka da se ovo dogada u 6,50% slu€ajeva u ovaca. Stafilokoki u
ovakvom stanju egzistiraju u vimenu sve dok ne dode do pogodnih ¢imbenika za njihovu
aktivaciju, odnosno dok ne dode do pada imuniteta domacina uslijed razli¢itih stresora. Uslijed
pada imuniteta dolazi do ozbiljnih posljedica za vime ovaca. U ovu vrstu mikroorganizama
spada i S. aureus koji je najées¢i uzro¢nik mastitisa medu mlije¢nim Zivotinjama. S. aureus
najceSce uzrokuje klinicki oblik mastitisa, dok koagulaza — negativni stafilokoki uglavhom
uzrokuju subklini¢ki oblik upale. Do sli¢nih rezultata su dosli i Mgrk i sur. (2007) koji su
istrazivali klini¢ki mastitis ovaca u Norveskoj te su zakljucili da je u 65% slucajeva uzro¢nik ovog
oblika mastitisa S. aureus. Ovi autori takoder navode da je uslijed infekcije ovim
mikoorganizmom polovica ili cijelo vime ovaca trajno oSteceno, odnosno gubi funkciju. Op¢i
znakovi bolesti se takoder mogu pojaviti na Zivotinji, a u ozbiljnijim slu¢ajevima dolazi do
gangrene vimena i smrti Zivotinje.

Streptococcus vrste su josS jedne od najceséih vrsta mikroorganizama u ovéjem mlijeku, a
takoder su ozbiljni uzroénici mastitisa. Smith i sur. (2015) navode Streptococcus vrste kao Ceste
mikroorganizme u ov¢jem mlijeku, odnosno vrste koje uzrokuju mastitis, a Mgrk i sur. (2007)
takoder navode i Streptococcus uberis kao istaknutiju vrstu koja uzrokuje upalu.
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E. coli je Cesti uzro€nik mastitisa mlije¢nih Zivotinja. Pa tako u svom istraZivanju klinickog
mastitisa, Mgrk i sur. (2007) takoder navode da je osim Staphylococcus i Streptococcus vrsta,
jedan od najéescih uzroénika ovog oblika mastitisa E. coli. Ovi autori takoder navode da je E.
coli bila prisutna u 6% ovaca koje su imale gangrenu vimena. Smith i sur. (2015) takoder
navode E. coli kao Cestog uzro€nika akutnog mastitisa. Ova bakterija se svrstava u koliformne
mikroorganizme, a ako se nade u vimenu Zivotinja uzrokuje ozbiljne vidljive posljedice na vime
i proizvodnju mlijeka Zivotinje. Obzirom da su Zivotinje Cije je mlijeko bilo uzeto za uzorak
mlijeka naizgled zdrave, odnosno ne pokazuju znakove mastitisa, a somatske stanice u veéini
uzoraka nisu ekstremno povisene, moze se zakljuciti da je uzrok prisustva ove bakterije
isklju¢ivo naknadna kontaminacija mlijeka koliformnim bakterijama iz izmeta. Isto se moze
zakljuditi i ako se usporeduju somatske stanice i broj mikroorganizama u uzorcima. Kao sto je
ve¢ spomenuto, somatske stanice nisu ekstremno visoke, a u 68% uzoraka je broj
mikroorganizama veci od 1 000 000/mL.

Sve do sada navedeno upucuje na to da su Zivotinje u dobrom zdravstvenom stanju,
odnosno broj somatskih stanica u vecini uzoraka nije veci od 500 000/mL, ali povecan broj
mikroorganizama i mikroorganizmi koji su detektirani u uzorcima mlijeka upucuju na
naknadnu kontaminaciju mlijeka prljavStinom, posebno izmetom.

Slika 6.1. Zaprljanje mlijeka prljavstinom

Izvor: A. Kosteli¢
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Slika 6.2. Gaza nakon procjedivanja mlijeka

Izvor: A. Kosteli¢

32



7.

ZAKUUCAK

Istrazivanjem higijenske kvalitete sirovog mlijeka paske ovce moze se zakljuciti:

1.

10.

Paska ovca je jedna od najpoznatijih pasmina domacdih Zivotinja u Hrvatskoj koja se
uzgaja ekstenzivno na pregonskim pasnjacima, a muznja je u veéini slucajeva rucna.
Tijekom muznje u kante s mlijekom dospijeva velika koli¢ina prljavstine (prasina, trava,
dlake, izmet) koja na sebi nosi razli¢ite mikroorganizme koji narusavaju higijensku
kvalitetu mlijeka te mogu biti ozbiljna prijetnja za zdravlje Zivotinja, ali i ljudi. Tijekom
muznje Zivotinja ne postoji nikakva priprema vimena u smislu pranja ili dezinfekcije, a
jedina priprema koju muzaci vrse je izmuzivanje prvih mlazova mlijeka.

Higijenska kvaliteta mlijeka ovaca moze se procijeniti odredivanjem broja somatskih
stanica te, s obzirom da ovce imaiju fizioloski veéi broj somatskih stanica, odredivanjem
broja mikroorganizama u mlijeku.

U ovom istrazivanju utvrdeno je da je u 50% uzoraka broj somatskih stanica u mlijeku
bio manji od 500 000/mL, a 32% uzoraka je imalo izmedu 500 000 i 1 000 000 somatskih
stanica/mL.

Broj mikroorganizama je u 68% slucajeva bio veéi od 1 000 000cfu/mL.

Visoki broj mikroorganizmi u mlijeku, te mikroorganizmi koji su detektirani u mlijeku —
Streptococcus spp., Staphylococcus spp., a posebno E. coli, mogu upudivati na upalu
mlijecne Zlijezde Zivotinja, ali mali broj somatskih stanica te dobro zdravlje Zivotinja
nisu pokazali postojanost nikakve upale.

Iz do sada navedenog se moze zakljuciti da je velik broj mikroorganizama najvec¢im
dijelom posljedica naknadne kontaminacije mlijeka mikroorganizmima.

Covjek ima najvec¢u ulogu u higijeni mlijeka jer svojim upravljanjem stadom i
postupcima tijekom muZnje odreduje zdravlje stada i higijenu gotovog proizvoda te
zbog toga mora voditi racuna o op¢im higijenskim nacelima muznje, odnosno mora
provoditi pravilnu pripremu vimena koja uklju¢uje pranje i brisanje vimena,
dezinfekciju prije i nakon muZnje te izmuzivanje prvih mlazova mlijeka.

Jedna od korisnih uzgojnih metoda u mlije€cnom ovcarstvu, pogotovo kod ru¢ne muznje
je i kupiranje repova, ¢cime manje prljavstine dospijeva u kante s repa. Na kraju vlastita
higijena muzaca je od velike vaZznosti jer tijekom manipulacije ovcama na vime moze
prenijeti razli¢ite mikroorganizme iz okoline, ali i s ovce na ovcu i tako prenijeti
uzrocnike upale i razli¢itih zaraznih bolesti.

Samo se pravilnom higijenom i uzgojem Zivotinja te redovitim pregledom stada moze
dobiti mlijeko koje je higijenski ispravno i pogodno za preradu te koje nije prijetnja
javnom zdravstvu.
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	Akutna kataralna upala nastaje nakon pada opće otpornosti organizma uslijed stresa uzrokovanog lošom higijenom držanja, lošom mikroklimom, neizbalansiranom hranidbom ili pogrešnom mužnjom. Prilikom pada opće otpornosti već postojeće latentne infekcije...
	Kronična kataralna upala stvara najviše štete u stočarstvu od svih do sada navedenih oblika upale. Ova vrsta upale se sporo i neprimjetno širi po vimenu te na kraju obolijeva cijela sluznica cisterne vimena, mliječnih kanalića i alveole. Pogodni čimbe...
	3.4. Akutna i kronična upala mliječne žlijezde
	S obzirom na vrijeme nastanka simptoma, mastitis se može podijeliti na akutni i kronični mastitis. Ovisno o tome pojavljuju se i određeni, specifični simptomi. Kod akutnog mastitisa dolazi do mršavljenja i šepavosti, a može doći i do iznenadne smrti t...
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	4. MIKROORGANIZMI U OVČJEM MLIJEKU
	U bilo kojoj proizvodnji na farmi pa tako i u proizvodnji ovčjeg mlijeka veliki je broj mikroorganizama u okolini pa takvi proizvodi nisu nikada posve čisti. Mikroorganizmi su na farmi sveprisutni pa se tako nalaze na podu i stelji, u zraku, na dlaci ...
	Najčešći uzročnici mastitisa su bakterije, a one se dijele na zarazne i okolišne patogene. U zarazne patogene svrstavaju se S. aureus, koagulaza negativni stafilokoki (pr. S. epidermidis), streptokoki, dok se u okolišne patogene svrstavaju E. coli, P....
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	U malih preživača najčešći je subklinički mastitis te je najčešći uzročnik ove upale S. aureus. Vasileiou i sur. (2018a) su u svom istraživanju zaključili da je u 70% slučajeva subkliničkog mastitisa uzročnik Staphylococcus spp., najčešće S. aureus te...
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	Stafilokoki su izrazito patogene bakterije zbog velikog broja virulentnih faktora. Prianjaju za tkivo domaćina, mogu izbjegavati, nadjačati ili napasti imunosni sustav domaćina te stvaraju štetne enzime ili toksine. Zbog enzima i toksina na mjestu ula...
	Izvor infekcije stafilokokima su ruke muzača, sisajuća janjad, stafilokoki prisutni u sisnom kanalu te stafilokoki s kože vimena. Nakon što stafilokoki iz sisnog kanala uđu u parenhim dolazi do aktivacije leukocita koji su glavna linija obrane organiz...
	Stafilokoki također mogu biti ozbiljna prijetnja za ljudsko zdravlje jer stvaraju egzotoksine koji uzrokuju trovanje hranom i sindrom toksičnog šoka.
	4.1.1. Staphylococcus aureus

	Najčešći uzročnik mastitisa, ujedno i uzročnik koji stvara najveće štete je S. aureus. On je primarni uzročnik mastitisa u ovaca te je izoliran u 70% slučajeva kliničkog mastitisa. Ovaj stafilokok stvara leukotoksine koji uništavaju polimorfonuklearne...
	Kako bi se smanjila učestalost infekcije sa S. aureus bakterijom potrebno je pravovremeno izlučivati zaražene životinje iz uzgoja te provoditi pravilnu higijenu mužnje, a poželjno je i provoditi tretman antibioticima u suhostaju. Također postoji i cje...
	Slika 4.1.1.1. S. aureus na krvnom agaru (lijevo) i uvećan pod mikroskopom (desno)
	Izvori: https://www.researchgate.net/figure/Growth-of-Staphylococcus-aureus-after-24-hours-on-blood-agar-and-aerobic-incubation-at_fig1_276557567, https://pixnio.com/hr/znanost/mikroskopske-slike/staphylococcus-aureus/visoke-uvecanje-10000-x-deformaci...
	4.1.2. Koagulaza-negativni stafilokoki

	Kao preventivne mjere nastanku mastitisa uzrokovanog S. aureus i koagulaza-negativnim stafilokokima izrazito je bitna higijena mužnje, a ako se provodi strojna mužnja i higijena i ispravan rad stroja za mužnju. Također je poznato da dezinfekcija sisa ...
	4.2. Streptococcus spp.
	Streptococcus vrste su bakterije koje spadaju u porodicu Streptococcaceae (https://www.britannica.com/science/Streptococcus). To su okrugle bakterije koje uglavnom stvaraju lance, Gram pozitivne su i nepokretne.
	Slika 4.2.1. Streptococcus spp.
	Izvor: https://www.britannica.com/science/Streptococcus
	Streptococcus vrste možemo podijeliti u zarazne i okolišne patogene (Bradley, 2002). Vrste koje su dio normalne mikroflore životinja su zarazni patogeni. Oni su prilagođeni suživotu sa životinjom te tijekom infekcije uzrokuju porast broja somatskih st...
	U svom osvrtu na mastitis goveda kao bolest koja se sve više pojavljuje, Bradley (2002) navodi da su u stadima Ujedinjenog Kraljevstva u zadnjih 40 godina najčešći uzročnici mastitisa E. coli, S. aureus, ali i Streptococcus vrste, a to su S. uberis, S...
	4.3. Escherichia coli
	E. coli je štapićasta, Gram – negativna bakterija koja se pokreće flagelama. Ona je normalno prisutna u debelom crijevu ljudi i životinja – koliformna bakterija. Ondje je bezopasna, odnosno korisna bakterija jer pomaže u probavi hrane (https://javno-z...
	Ako ova bakterija dospije u bilo koji drugi sustav može uzrokovati ozbiljne posljedice po zdravlje domaćina. Ako E. coli uđe u vime ondje brzo uzrokuje upalu vimena, ali i pogoršanje općeg zdravlja životinje. Hirvonen i sur. (1999) te Fogsgaard i sur....
	Slika 4.3.1. Escherichia coli pod mikroskopom
	Izvor: https://www.nationalgeographic.org/encyclopedia/escherichia-coli-e-coli/
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	Istraživanje se provodilo u 10 stada paških ovaca od veljače do kraja svibnja 2021. godine. U stadima se mužnja provodi ručno. Za analizu se uzimao skupni uzorak mlijeka iz svakog stada u sterilnu posudu. Analiza uzoraka se provodila u Hrvatskom veter...
	5.1. Mikrobiološka pretraga

	Mikrobiološka pretraga je provedena na način da je količina od 0,01mL uzorka nacijepljena na površinu Petrijeve zdjelice s hranjivom podlogom eskulin-krvni agar pomoću mikrobiološke ušice. Inkubacija se provodila na 37 C kroz 24 sata te su se brojale ...
	5.2. Identifikacija streptokoka

	Bakterije koje su morfološki odgovarale streptokokima podvrgnute su CAMP testu. CAMP test se radi na način da se na hranjivu podlogu eskulin-krvni agar u obliku pruge cijelim promjerom Petrijeve zdjelice nacijepe β – hemolitički sojevi bakterija. Izdv...
	Tablica 5.2.1. Prikaz prosudbe CAMP testa
	Izvor: National mastitis council (1999)
	Slika 5.2.1. Pozitivan CAMP test
	Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Positive-CAMP-test-L-monocytogenes-and-Staphylococcus-aureus-vertical-Listeriolysin_fig2_47740304
	5.3. Identifikacija stafilokoka

	Bakterije koje su morfološki odgovarale stafilokokima su se nacjepljivale na Baird Parker agar te je izvršena inkubacija na 37 C kroz 24 sata. Nakon toga provjeravale su se morfološke (sposobnost rasta te veličina i oblik kolonija) i fiziološke (boja ...
	5.4. Identifikacija Gram – negativnih bakterija
	5.5. Određivanje broja somatskih stanica
	5.6. Statistička obrada podataka
	Nakon provedenog istraživanja i analiza kojima je određen broj mikroorganizama i broj somatskih stanica u mlijeku paške ovce provedena je statistička obrada podataka u programu SAS (SAS 9.4.). U programu je izračunat prosjek stada te je objašnjena raz...
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