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Predavanje po pozivu

MIKROBIOM KOD ZDRAVIH GOVEDA | POREMECAJI (DISBIOZA)
KOD METRITISA, ENDOMETRITISA | MASTITISA

MICROBIOME IN HEALTHY CATTLE AND DISORDERS (DYSBIOSIS)
IN METRITIS, ENDOMETRITIS AND MASTITIS

Natalija Fratri¢, Dragan Gvozdi¢

Univerzitet u Beogradu, Fakultet veterinarske medicine, Beograd, R. Srbija

Kratak sadrzaj

Mikrobiom goveda predstavija dinamican ekosistem koji podleze zna&ajnim
fluktuacijama tokom celog Zivota jedinke. Sastav mikrobioma varira u zavisno-
sti od faktora domacina i razlicitih fizicko-hemijskih osobina sredine koju naselja-
va. Mikrobiom kod goveda cCine veoma veliki broj vrsta mikroorganizama Kkoji Zive
i koegzistiraju u/na prirodnom domacinu, a poremecaji njihovih populacija mogu
imati Stetan efekat na zdravlje. RavnoteZa rasta mikrobne populacije moZze biti po-
remecena u toku bolesti usled smanjenja istih, ili pojave razli¢itih vrsta mikroba
Sto dovodi do disbioze. Disbioza moZe izazvati ili pogor3ati vise bolesti kod gove-
da. Mogudi izvori mikroflore u reproduktivhom traktu su prenos bakterija iz creva
(feces), iz spoljadnje sredine (prostirka, koZa), najceSce vaginalnim putem, kao i
hematogenim putem. Znacajne razlike su ustanovijene u mikrobiomu reproduktiv-
nog trakta goveda u zavisnosti od rase, anatomske regije i fiziolo§kog stanja. Ot-
kriveno je da je mikrobiom reproduktivnog trakta majke povezan sa ishodom gra-
viditeta i kasnijim ranim Zivotom potomstva.

Osim tokom teljenja, patogeni mikroorganizmi mogu imati pristup reproduk-
tivnim organima tokom parenja i veStaCkog osemenjavanja. Invazija patogenih
mikroba izaziva inflamatorni odgovor i uniStavanje integriteta endometrijuma, Sto
Je nepovoljno za transport spermatozoida i razvoj embriona. Promena komensal-
nih bakterija unutar mlecne Zlezde ima Stetan efekat na homeostazu mlecne Zlez-
de. Poznavanje mikrobioma reproduktivnog trakta goveda moZe imati veliki zna-
Caj za uspednu reprodukciju goveda, ishod terapijskih procedura i zdravije novo-
rodenih teladi.

Kljucne reci: goveda, mikrobiom, reprodukcija, metritis, endometritis, mastitis

Summary

The microbiome of cattle is a dynamic ecosystem that undergoes significant
fluctuations throughout the life of the individual. The composition of the microbio-
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me varies depending on host factors and different physical and chemical proper-
ties of the environment it inhabits. The microbiome in cattle consists of a very lar-
ge number of species of microorganisms that live and coexist in/on the natural
host, and disturbances in their populations can have a harmful effect on health.
The growth balance of the microbial population can be disturbed during the cour-
se of the disease due to the reduction of the same, or the appearance of different
types of microbes, which leads to dysbiosis. Dysbiosis can cause or worsen seve-
ral diseases in cattle. Possible sources of microfiora in the reproductive tract are
the transfer of bacteria from the intestine (feces), from the external environment
(mat, skin), most often via the vaginal route, as well as hematogenously. Signifi-
cant differences were found in the microbiome of the reproductive tract of cattle
depending on breed, anatomical region and physiological state. The microbiome
of the maternal reproductive tract has been found to be associated with pregnan-
cy outcome and the subsequent early life of the offspring.

Except during calving, pathogenic microorganisms can have access to the
reproductive organs during mating and artificial insemination. The invasion of pat-
hogenic microbes causes an inflammatory response and destruction of the inte-
grity of the endometrium, which is unfavorable for sperm transport and embryo
development. Alteration of commensal bacteria within the mammary gland has a
detrimental effect on mammary gland homeostasis. Knowledge of the microbio-
me of the reproductive tract of cattle can be of great importance for the success-
ful reproduction of cattle, the outcome of therapeutic procedures and the health
of newborn calves.

Key words: cattle, microbiome, reproduction, metritis, endometritis, mastitis

UvoD

Svi Zivi viSecelijski organizmi Zive i napreduju u svetu kojim dominiraju mi-
krooganizmi (mikrobi!)! Njihova dominacija se, izmedu ostalog, izrazava kroz
ogroman broj razli¢itih vrsta mikroba, koji se u velikom broju mogu nadi u i na te-
lima viecelijskih organizama, €ineci ono Sto se danas naziva mikrobiota ili mi-
krobiom. Svedoci smo vremena u kome se deSavaju krupne promene u pogle-
du razumevanja odnosa izmedu organizma domacina i njegovog mikrobioma. Do
skoro je u nauci stav prema mikroorganizmima po pravilu bio izrazito negativan,
i oni su veé¢inom posmatrani sa take glediSta izaziva€a patoloskih stanja. Nasu-
prot tome, danas se odnos domacina i njegovog mikrobioma razmatra kao jedan
celovit sistem, koji pokriva kontinuitet od sasvim poZeljnog i korisnog, sve do ne-
Zeljenog i Stetnog po zdravlje domacina (Appiah i sar., 2020). Zbog uticaja mikro-
bioma na zdravlje, fiziologiju, razvoja i ponasanja domacina (Parfrey i sa., 2018;
Rosenberg i sar., 2016), mikrobiom se moze smatrati vitalnom komponentom fe-
notipa domacina, a potencijalno i njegovog genoma (npr. koncept hologenoma)
(Rosenberg i sar., 2016).

Dugi niz godina, op&ti stav u nau¢noj i stru¢noj literaturi je da je Zenski re-
produktivni trakt sisara sterilni organ (Schoenmakers i sar., 2019). Za identifikaci-
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ju prisustva mikroba tradicionalno su kori§¢ene tehnologije zasnovane na in vitro
kulturi miroorganizama, ali ova tehnologija ima ograni¢enja posto je mnoge mi-
kroorganizme tesko kultivisati u in vitro uslovima. Sa pocetkom Projekta Huma-
nog Mikrobioma (engl. Human Microbiome Project, HMP) 2007. godine, upotreba
tehnologija sekvenciranja nukleinskih kiselina za identifikovanje mikrobioma kod
zdravih ljudi sve viSe dobija na znacaju. Podaci iz ovog projekta su ukazali da su
mesta tela za koja se istorijski verovalo da su sterilna kolonizovana njihovim je-
dinstvenim mikrobiomom . Sve je viSe dostupnih informacija koje podrzavaju ideja
da ljudski reproduktivni trakt, kao i reproduktivni trakt domacih zivotinja, kriju svoj
mikrobiom (Appiah i sar., 2020).

Stavie, moderne metode molekularne biologije fokusirane na sekvenciranje
proSirile su nase danasnje razumevanje mikrobioma uterusa kod goveda sa me-
tritisom, piometrom, i endometritisom. lako mikrobiom moze imati zna¢ajan uticaj
na biologiju domacina, relativno malo se zna o mikrobnim zajednicama u repro-
duktivnom traktu goveda. Ovaj rad predstavlja nas pokusaj da sumiramo trenutni
napredak u razumevanju mikrobioma reproduktivnog trakta - njegovog moguéeg
porekla i funkcionalne uloge, kao i profilakse i terapijskih pristupa koji moduliraju
ovu floru.

Primer tehnologija sekvencioniranja nukleinskih kiselina

Buduc¢i da se danasniji pristup istraZzivanju mikrobioma zasniva ve¢inom na
analizi genoma putem sekvencioniranja nukleinskih kiselina, smatrali smo da je
vredno detaljnije uputiti naSe kolege, doktore veterinarske medicine u ovu meto-
dologiju. Jedan primer savremene tehnologije koja sluzi za prouavanje sastava
mikrobioma je sekvencioniranje 16S rRNA gena (engl. 16S rRNA Gene Amplicon
Community Sequencing).

Gen 16S rRNA kodira za RNK komponentu 30S podjedinice ribozom proka-
riota koji je prisutan kako u bakterijama tako i u arhejama, i sastoji se od pribliz-
no 1550 parova baza i hipervarijabilnih regiona (V1 do V9) (Clarridge, 2004). Za
16S rRNA sekvenciranje, jedan ili vie hipervarijabilnih regiona se amplificiraju i
zatim sekvencioniraju, a prikupljene informacije omogucavaju uvid u taksonomski
sastav i raznovrsnost (Weinroth i sar., 2022). Ovo metoda pruza informacije o to-
me koji su mikrobi prisutni u relativno velikom broju, ili daju informaciju koji se pro-
cenat ukupne populacije pripisuje jednom taksonu (tj. tipu ili rodu) unutar uzorka
(Weinroth i sar., 2022). Pored toga, moZe se meriti bakterijska raznovrsnost i vrsiti
poredenja unutar i/ili izmedu uzoraka (Poole i sar., 2023).

Alfa raznovrsnost procenjuje razli€itu brojnost bakterijskih vrsta u uzorku, i
moze proceniti bogatstvo (engl. richness) i/ili ujednacenost (engl. evenness) dis-
tribucije bakterija. Bogatstvo, predstavljeno kao tzv. “Chao1 metrika” (engl. Chao1
metrics), odnosi se na broj otkrivenih razliitih vrsta bakterija, dok se ujednace-
nost distribucije odnosi na to koliko je uravnoteZena distribucija bakterijske vrste
unutar uzorka, a Senonova metrika raznolikosti (engl. Shannon diversity metric)
obuhvata i jedno i drugo - bogatstvo i ujednacenost. Beta raznovrsnost izraCuna-
va razlike u raznolikosti izmedu uzoraka i predstavljena je kao matrica udaljenosti
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ili razliCitosti (Lozuponei sar., 2004). lako je ova tehnologija sekvenciranja znatno
proSirila znanje o mikrobnim vrstama i mikrobiomu postoje odredena ogranicenja.
Ona ne moze da objasni aktivnost ili metaboli¢ki potencijal mikrobne zajednice i
mozda nece razlikovati pojedinacne bakterijske vrste ili sojeve (npr. razlikovati pa-
togene i komensalne sojeve Escherichia coli), ne moze odrediti da li je mikrob ziv
ili mrtay, ili ukazati na ukupno mikrobno opterecenje. Ipak, sekvenciranje gena
16S rRNA moze pruziti korisne uvide u razumevanje mikrobioma reproduktivnog
trakta (Poole i sar., 2023).

Poreklo mikrobioma reproduktivnhog trakta kod krava

Holisti¢ki pristup mikrobiomu goveda ukazuje na sveprisutnu kolonizaciju ko-
Ze, telesnih Supljina i povrSine sluzokoZze respiratornog, digestivnog i urogenital-
nog trakta od strane mikoorganizama. Njihova distribucija u svim ovim organima
i organskim sistemima varira, u zavisnosti od faktora domacina i razlicitih fizi¢-
ko-hemijskih osobina mesta kolonizacije. Medutim, tokom bolesti, delikatna rav-
noteza mikrobioma biva poremecéena, $to je praceno ili gubitkom ili dobijanje ra-
zli¢itih vrsta mikroba, $to dovodi do disbioze (Wilkins i sar., 2019). Disbioza moze
izazvati ili pogor3ati viSe bolesti kod goveda kao $to je DZonova bolest, metabo-
licke bolesti i oboljenja uterusa (Jeon i sar., 2016). Stoga je veoma znacajno po-
znavanje sastava mikrobioma, kao i istraziti njegovu potencijalnu terapijsku i pro-
filaktiCku ulogu.

Sa ekoloske tacke gledista, ekolosSke niSe mikrobioma domacina nisu odvo-
jene od okruZenja, ve¢ predstavljaju mreZzu medusobno povezanih zajednica ko-
je se neprestano razmenjuju (Neckovic i sar., 2020). Zbog toga mikroorganizmi
mogu ucéi u reproduktivni trakt sa drugih anatomskih mesta. Na rodenju, fizicka
cervikalna barijera je ugroZzena, omogucavajuci bakterijama da se prenesu iz va-
gine, ili iz okoline preko vagine, kao i iz fecesa i Zivotinjske koZe u genitalni trakt
(Piersanti i sar., 2019). Na primer, patogeni kao $to su Porphiromonas, Fusoba-
cterium i Bacteroides (Jeon i sar, 2019; Jeon i sar., 2016) naseljavaju delove tipi¢-
na za mikrofloru buraga goveda (Lima i sar., 2015) i izlu€uju se fecesom. Dakle,
povecana infekcija materice zbog prodora mikroba iz Zivotne sredine (slika 1) ¢e
mozda doprineti pojavi metritisa. Takode je poznato da mikroflora vagine sadrZi
iste patogene kao i uterus (Bicalho i sar., 2017). Medu raznim bakterijama koje
uzrokuju infekcije uterusa, najées¢i mikrobi su Prevotella, Fusobacterium necrop-
horum, Escherichia colii Arcanobacterium piogenes (Sheldon i sar., 2019), koji su
takode povezani sa sa mikrobiomom vagine. Sve ove bakterije takode mogu da
poti€u od fekalne kontaminacije dlake i koze, okruZenja (Zivotne sredine), i pros-
tirke krava (slika 1).

Galvao i sar., (2019) u svojim istrazivanjima su pokazali da je hematogeni
put jedan od nacina kako dolazi do infekciju uterusa. Naime, otkriveno je da su
patogeni mikroorganizmi izolovani iz uterusa -Trueperella piogenes i F. necrop-
horum, odgovorni za apscese na jetri, dok je kao uzro¢nik valvularnog endokar-
ditisa izolovan Helcococcus ovis (Kutzer i sar., 2008). Ovi podacu ukazuju da se
hematogeni put bakterijske kolonizacije uterusa ne sme zanemariti.
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Krvotok
20

Digestivni
trakt

Feces %
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Reproduktivni
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Ascedento iz vagine

Vagina <2 Bakterije

Slika 1. Moguci izvori mikroflore u reproduktivnom traktu: hematogeni put (preko krvi) omo-

gucava prenos bakterija iz digestivnog trakta u uterus; mikrobi iz Zivotne sredine mogu do-

speti u razli¢ite nise reproduktivnog trakta; ascedentni put prodora bakterija u reproduktivni
trakt iz vagine (Modifikovano prema Appiah i sar., 2020).

Mikrobiom vagine

Ispitivanja mikroflora vagine goveda mogu se sprovoditi na osnovu njihovog
moguceg uticaja na pojavu oboljenja koriS¢enjem PCR metode detekcije mikroor-
ganizama. Pojavom naprednih tehnologija kao Sto je metagenomika, sli¢ne grupe
bakterija otkrivene su kod razli¢itih rasa goveda (Nellore, Holstein i Fleckvieh). Ot-
krivene bakterije su posebno obuhvatale tipove Firmicutes, Bacteroidetes, i Pro-
teobacteria, kao §to je prikazano na slici 2, i koje ¢ine oko 30—-40% ukupnog broja
bakterije prisutnih u vaginalnoj nisi (El-Hayek i sar., 2016).

Nedavne studije Giannattasio-Ferraz i sar. (2019) ukazuju na znacajnu sli¢-
nost koja postoji izmedu vaginalne mikrobiote goveda rase Nellore i Gir, i glavne
opisane bakterijske vrste su uglavhom Aeribacillus, Bacillus, Clostridium, Bacte-
roides i Ruminococcus. Dominantna vrsta gliva u mikrobiomu je bila Micosphae-
rella, dok su od slabo zastupljenih arheja najéeS¢e nadene Methanobrevibacter.
Ova istrazivanja pruzaju osnovni uvid u sastav mikrobioma vagine kod krava, sa
perspektivom daljeg prou€avanja npr. uticaja prebiotika i probiotika na njegov sa-
stav. Ispitivanja mikrobioma vagine tokom razli€itih faza estrusnog ciklusa bufala
(Bubalus bubalis) pokazala su da je vaginalna sluz bufala preteZzno kolonizovan
bakterijama koje su najsrodnije rodovima Corinebacterium, Porphiromonas, Hel-
cococcus, Anaerococcus i Fastidiosipila (Mahalingam i sar., 2019) . Tip Firmicutes
je bio posebno znac¢ajan tokom faze estrusa. To znaci da bi identifikacija bakte-
rijskih zajednica tokom razli€itih faza estrusnog ciklusa mogla dovesti do razvoja
novih pristupa kao &to je leCenje probioticima, i uvodenjem mikrobnih sojeva koji
bi imali pozitivan efekat na reproduktivnu efikasnost krava.
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Mikrobiom cerviksa

Grli¢ materice, sastavljen od niza kolagenih prstenova obloZenih sluzoko-
Zom, je znacajna anatomske barijere koje Stite matericu od patogena iz okruze-
nja (Azawi, 2008). Cervikalni sluz funkcioniSe kao bioloska i fizicka barijera protiv
mikroorganizama koje bi inate mogle dospeti u uterus iz donjih delova genitalnog
trakta. Nasuprot tome, zbog svog anatomskog poloZaja, grli¢ materice je takode
izloZzen zapaljenju izazvanom sadrZajem i bakterijama koje izbacuju kontrakcije
materice (Sharma i sar., 2017). lako se na grli¢ materice dugo gledalo kao na fi-
zi€ku barijeru koja &titi uterus, on se mora zasebno proceniti tokom postpartalnog
perioda da bi se predvideo dalji ishod reprodukcije. Trenutno prihvacen koncept
,zdravlja uterusa“ uklju€uje ne samo inflamaciju u razli¢itim slojevima/segmenti-
ma materice vec¢ i zapaljenje grli¢a materice. Mehanizmi koji poveziju endocervi-
kalne upale sa odlaganjem koncepcije su znacajni za terapiju i ishod reprodukci-
je, i stoga ¢e njihovo izu€avanje sigurno biti vazan predmet buducih istrazivanja.

Primenom naprednih tehnika sekvencioniranja nukleinskih kiselina, Wang i
sar., (2018) su ispitivali mikrobiom grlica materica u razli¢itim fazama reproduktiv-
nog ciklusa krava. Autori su otkrili da se zajednica bakterija u grlicu materice u kli-
ni¢ki formativnoj fazi (CF), klinickoj gestaciji (CG) i klini¢ki postpartalnoj fazi (CP)
fazi krava sastojala uglavnom od Proteobacteria, Bacteroidetes i Firmicutes, sli¢-
no vaginalnom mikrobiomu. S druge strane, bakterijska zajednica u grlicu mate-
rice kod krava sa metritisom sastojala se uglavnom od vece ekspresije bakterija
Bacteroidetes i Fusobacteria u onosu na zdrave muzne krave u CF, CG i CP fa-
zama. Ovo ukazije na to da se mikrobiom u cervikalnoj niSi promenio sa pojavom
metritisa. Medutim, zbog slozenog razvoja i izuzetno aktivhog promenljivog toka
metritisa, potrebno je dodatno istraZivanje o povezanosti raznolikosti bakterija u
flori grlica materice i metritisa.

Mikrobiom uterusa

U poslednjih 20 godina, shvatanja mikroflore u reproduktivnom traktu na-
kon partusa se promenilo. Ranije se verovalo da je uterus tokom graviditeta ste-
rilna sredina i kontamincija nespecifi¢nim bakterijama poreklom od same Zivotinja
i zivotne sredine nastaje nakon partusa. Medutim, postoji sada dokazi iz HMP-a
da materica nije sterilna, i da se specificni mikroorganizmi (komensalne bakterije)
prilagodavaju endometrijumu i takode mogu uticati na Celije uterusa. Sli¢no tome,
nalazi Chen-a i sar., (2017) ukazuju na kontinuitet mikrobima duz reproduktivnog
trakta zZenki, $to sugeriSe da ni sredina uterusa nije sterilna. To je razlog za pret-
postavku da mikroflora materice i lokalni imunski sistem imaju efekat unakrsne re-
gulacije (Agostinis i sar., 2019).

Ispitivanje populacije bakterija putem fluorescentnog obelezavnja i sekven-
ciranja 16S ribozomalne RNK iz endometrijuma su pruzili dokaze da retka mikro-
biota jos$ uvek postoji u materici Cak i tokom trudnoce (Karstrup i sar., 2017). Bak-
terije prepoznate u ovim studijama uklju¢uju endometrijalne patogene kao sto su
T. piogenes, Fusobacteria vrste i Prevotella spp. Bez obzira na to, mikrobim ute-
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rusa je daleko manja raznovrstan u odnosu na creva ili vaginu, i samo mali delom
ovo opterec¢enje bakterijama doprinosi postpartalinom oboljenju materice. Medu-
tim, rezultati drugih studija (Santos i sar., 2012) se ne slazu sa ovim podacima, a
oprecni rezultati bi se mogli objasniti razlikama u kori§¢enim metodama i rasama
goveda. U svakom slu€aju, otkriveno je da vodece predstavnike bakterije vezanih
za uterus ¢ine, bez obzira na zdravlje krave, tipovi kao $to su Proteobacteria, Te-
nericutes, Firmicutes, Bacteroidetes, Fusobacteria, Actinobacteria i tzv. “neklasi-
fikovane” taksone (engl. Unassigned taxa) (Santos i sar., 2012), sli¢no mikrobiotu
vagine i grliéa materice, ali u vecoj raznolikosti (Tabela 1).

Tabela 1. Mikrobiom vagine, cerviksa i uterusa kod krava
(Modifikovano prema Appiah i sar., 2020)

Segmenti Mikrobiom
reproduktivnog trakta (brojnost i raznovrsnost tipova bakterija)
Firmicutes _
Vagina 1
Bacteroidetes _
e I
oot
Cerviks 1
venericutes [T
Actinobacteria _
vt O
Firmicutes
Proteobacteria
Actinobacteria
Uterus Bacteroidetes
Fusobacteria
Tenericutes
Neklasifikovano
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Ovakva distribucija bakterijske populacije se moze pripisati komunikaciji i
meSanju vaginalnih i uterusnih mikrobnih zajednica zbog gubitka kompartmeni-
zacije u reproduktivnom traktu nakon teljenja (Miranda-CasolLuengo i sar., 2019).
Bakterije obi¢no kontaminiraju lumen materice muznih krava u ranom postpartal-
nom periodu (Galvao, 2018) i mogu se klasifikovati kao oportunistic¢ki kontaminen-
ti, potencijalni i obligatni uterusni patogeni, prema njihovom potencijalu patoge-
nost, kao sto je prikazano na tabeli 2.

Tabela 2. Klasifikacija bakterijskih izolata iz lumena uterusa
(modifikovano prema Appiah i sar., 2020)

Clostridium perfringens
Klebsiella pneumoniae
Micrococcus spp.
Proteus spp.
Streptococcus spp.
Hemoliticke streptokoke

Oportunisti¢ki kontaminenti

Bacillus licheniformis
Enterococcus faecalis
Pasteurella multocida
Potencijalni uterusni patogeni Mannheimia spp.
Streptococcus aureus
Peptostreptococcus spp.
Nehemoliticke streptokoke

Trueperella spp.
Escherichia coli spp.
Obligatni uterusni patogeni Prevotella spp.
Bacteroides spp.
Fusobacterium spp.

Ono $to je najvaznije, primeéeno je da su T. piogenes i E. coli, glavni uzroc-
nici oboljenja uterusa. Medutim, primenom metoda nezavisnih od izolacija bak-
terijskih kultura nisu identifikovane genetske sekvence povezane sa ovim mikro-
organizmima. U celini gledano, ovi dokazi sugeriSe da su E. coli, T. piogenes i
anaerobne bakterije znac€ajni patogeni koji izazivaju klinicke znakove bolesti ma-
terice, ali i drugi patogeni mogu izazvati ili doprineti patologiji endometrijuma. Po-
red toga, neke metagenomske studije su takode pokazale da su E. colii T. pioge-
nes povezane sa boled¢u, dok druge nisu dosle do tog zakljuCka. lako zajednica
bakterija varira od Zivotinje do Zivotinja, razlikuje se izmedu bolesti, i menja se sa
vremenom posle partusa, neke bakterije, kao Sto su Peptostreptococcus i Propi-
onibacterium, takode su povezane sa zdravstvenim stanjem materice (Sheldon i
sar., 2019). Medutim, jo§ uvek postoji nedovoljno saznanja o tome koje bakterije
u€estvuju u patogenezu bolesti materice. Tako su Gilbert i Santos (2016) utvrdili
da postoji povecana plodnost kod krava sa alfa-hemolitickim streptokokom 7-og
dana nakon partusa (engl. Days Post Partum, DPP). Pored toga, studije zasno-
vane na kulturi ¢ak su pokazale da Strepfococcus spp. (tacnije, alfa-hemoliti¢-
ke streptokoke), mogu poboljSati zdravlje materice. Takode ima podataka da na-
knadno otkrivanje E. coli tokom laktacije takode moZe unaprediti zdravlje materice
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(LeBlanci sar., 2002), ali ovi nalazi nisu kasnije potvrdeni. Dakle, iz ovih podataka
mozemo zakljuiti da bakterije u reproduktivni trakt goveda ne izazivaju uvek in-
fekcije i bolesti, i $to je jo$ vaznije, mogu posluziti i u druge svrhe, kao $to je po-
boljSanje zdravstvenog stanja uterusa (Appiah i sar., 2020).

Metritis

Savremeni stav u odnosu na metritis i endometritis jeste da se ne smatraju
dvema razli¢itim klini€kim oboljenjima (Bruun i sar., 2011). Medutim, u kontekstu
naseg rada bilo bi pogreSno ne napraviti razliku izmedu ove dve bolesti. Podaci
iz literature ukazuju da postoji zna€ajna veza izmedu nivoa klini¢kih znakova me-
tritisa i moguc¢nosti pojave endometritisa. Podaci izneti od strane Giuliodori i sar.,
(2013) ukazuju da je kod krave sa inflamacijom materice vedi rizik od dobijanja
klinickog endometritisa (CE) u odnosu na metritis, u smislu odnosa 3ansi (engl.
odds ratio; OR: 2,2:1,4). PoSto postoji velika povezanost izmedu metritisa i endo-
metritisa, svaki rizik od infekcije sa pojavom metritisa odmah nakon partusa in-
direktno ¢e povecati verovatnocu razvoja endometritisa. Kao faktori koji znacaj-
no mogu uticati na pojavu metritisa mogu se navesti teljenje u zimskom periodu
(OR: 2.4), primiparitet (OR: 1,7), retencija placente (OR: 27,7), blizanci (OR: 6,6),
distokija (OR: 4,3), muska telad (OR: 2,4), i mrtvorodena telad (OR: 6,6) (Hosse-
in-Zadeh i sar., 2013).

Medutim, nedavne studije su takode otkrile da, pored prethodno navednih
faktora, kao se opsti izolati u toku metritisa detektuje E. coli uz neke anaerobne
bakterije (Imhof i sar., 2019). Dodatno, Galvao i sar., (2019) u svojim nedavnim
nalazima, takode su pokazali povezanost metritisa sa disbiozom mikrobiota ma-
terice, koju karakteriSe smanjena raznolikost i povecanje tipova Bacteroidetes i
Fusobacteria, posebno rodova Bacteroides, Porphiromonas i Fusobacterium. Ta-
kode je otkriveno da se kao patogen koji je umeSan u razvoj metritisa kod mle€nih
krava HolStajn rase izdvaja Helcococcus ovis (Cunha i sar., 2019).

Endometritis

Opste je prihvaceno da su najzanacajniji uzrocnici koji dovode do klini¢kog
endometritisa Trueperella pyogenes, Fusobacterium necrophorum i Prevotella
spp. Kao najznacajniju patogen prouzrokova¢ metritisa u ranom puerperijumu se
smatra Escherichia coli, ali se on jo$ uvek moze detektovati i na kraju purepera-
nog perioda (Drillich i sar., 2021). Nedavna istrazivanja pokazala su da spektar
bakterijske kolonizacije, takozvani mikrobiom ili mikrobiota, ima znatno viSe vrsta
od gore navedenih. Prema studiji Wagener i sar. (2015), mogli bismo uzgajati pre-
ko 200 razli¢itih vrsta mikroorganizama. Ovaj broj se dodatno povecava sa prime-
nom metoda nezavisnih od bakterijskih kultura i zasnovanih na PCR metodologiji
(Santos i Bicalho, 2012). Znacaj vecine vrsta bakterija za pojavu zapaljenja i in-
terakcije izmedu vrsta jo$ uvek nisu poznati (Wagener i sar., 2015). DeSifrovanje
mikrobioma moglo bi odigrati klju¢nu ulogu u razvoju novih strategija za leCenja
bolesti uterusa (Drillich i sar., 2021).
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Na pojavu endometritisa utiCe veliki broj kako direktnih tako i indirektnih fak-
tora (slika 2). Medutim, posto se kod krava posle partusa mogu javiti brojni pore-
mecaji zdravlja, Cesto je teSko razumeti mehanizme koji povezuju pad plodnosti
sa endometritisom. Moguci razlog zasto je to tako verovatno lezi u Cinjenici da je
vecina faktora rizika za nastanak endometritisa ista kao za neke druge reproduk-
tivne poremecaje!

Klinicki Klinicki i
. Endometritis subklini¢ki
endometritis .
endometritis
‘ | Bolesti reproduktivnog trakta ‘ ‘
Specifi¢ni faktori Trueperella spp. Enterococcus faecalis Clostridium Zajednicki faktori
rizika Eschen'chia coli Staphylococcus aureus perfringens rizika
1. Paritet 1. Metritis
2. Mrtvorodena telad 2. Zaost. posteljice
3. Pol teladi 3. NEB
4. Blizanci 4. Zimski period
5. Hipokalcemija 5. Mastitis
6. Trajanje graviditeta 6. Distokija
7. Obrok
Obligatni Potencijalni Oportumstlckl
patgeni patogeni kontaminenti
Predisponirajuci faktori
_ Multifaktorijalne interakcije izmedu faktora rizika -

Slika 2. Faktori rizika za pojavu subklinickog i i klinicki endometritis i uzro¢nici bolesti; neki

faktori rizika su posebno znacajni za jednu vrstu endometritisa, ali njihove interaktivne veze

sa drugim faktorima pretvaraju endometritis u multifaktorijalnu bolest (modifikovano prema
Appiah i sar., 2020 i Adnane i sar., 2017).

Brojne studije su utvrdile da je E. coli jedan od znacajnih patogeni endome-
trijuma kod goveda (De Cassia Bicudo i sar., 2019; Salah i sar., 2017; Rici i sar.,
2015). Medutim, u drugim sprovedenim studijama od zdravih krava su obi¢no izo-
lovane koagulaza-negativne stafilokoke (CoNS), dok je u vecini slu€ajeva od kra-
va sa CE (klinicki endometritis, CE) izolovana T. piogenes (Werner i sar., 2012).
Stavige, poslednijih godina, pojavljuje se relativno novi uzroénik - Corinebacterium
endometrii sp. nov., koji je izolovan iz materice krave sa endometritisom (Moghe-
isehi sar., 2020), dok su podaci u drugim studijama takode potvrdili veéu relativnu
zastupljenost tipova Bacteroidetes i Fusobacterium kod krava koje su razvile CE
(Miranda-Casoluengo i sar., 2019).

Mastitis

Mastitis se karakteriSe inflamatornim odgovorom na intra-mamarnu infekciju
koja naru$ava fizi¢ku barijeru pojedinih Cetvrti mleCne Zlezde. Ovo oboljenje pred-
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stavlja veliki ekonomski teret za proizvodnju mleka jer uti¢e na zdravlje i produk-
tivnost zivotinja (Hoque i sar., 2020). Mastitis se klasifikuje u dve grupe na osnovu
tezine bolesti: subklini¢ki i klinicki mastitis. Posledice klinicke forme mastitisa su
uocljive promene u mleku i vimenu, dok se kod subklinickog mastitisa ne uocava-
ju nikakvi znaci bolesti uprkos prisustvu patogena. Pojava mastitisa obi¢no ima
mikrobno poreklo koje uklju€uje razliCite vrste bakterija. Glavni patogeni su Stap-
hilococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Streptococcus dis-
galactia, Micoplasma spp., dok su manji patogeni predstavljeni koagulaza nega-
tivnim stafilokokokama i Corinebacterium spp. Patogeni iz Zivotne sredine obu-
hvatajuci Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enteroba-
cter aeorogenes, Streptococcus uberis Pseudomonas spp., i Prototheca su tako-
de patogeni koji mogu biti uklju€eni u patogenezu mastitisa (Hoque i sar., 2020).

Uoceno je da promena mikrobioma mlec¢ne Zlezde (disbioza) moze biti pove-
zana sa mastitisom. Jedno do znacajnih pitanja koje se danas postavlja jeste da
li je disbioza uzrok ili posledica mastitisa (Rainard, 2017)? Mikrobno optereéenje
i relativno smanjenje raznolikosti bakterija je utvrdeno u mleku krava sa mastiti-
som. Uzrok ovome moze biti pove¢ana kolonizacija patogenima sa progresijom
infekcije i smanjenjem broja zdravih komensalih bakterija. Promena komensalnih
bakterija utiCe Stetno na homeostazu mle¢ne zlezde. Promene u mikrobiomu mle-
ka zapazZene su kod zdravih krava i onih sa mastitisom. Istrazivanja su pokazala
tes, Bacteroidetes, Actinobacteria i Proteobacteria (Taponen i sar., 2019). U mle-
ku krava sa mastitisom primecéena je vec¢a zastupljenost proteobakterija (Hoque
i sar., 2019).

Istrazivanja koja su nedavno radena su pokazala da disbioza mikrobioma
creva igra vaznu etioloSku ulogu u intramamarnim infekcijama (IMI). Autori su is-
pitivali da li crevni mikrobioti mogu izazvati mastitis (Ma i sar., 2018). Istrazivadi
su indukovali intramamarnu infekciju fekalnom transplantacijom od krave sa ma-
stitisom na “germ-free mice” (miSevima bez klica), $to je dovelo do razvoja simp-
toma mastitisa. Interesantan rezultat je dobijen kada su probiotici uvedeni kod
miSeva, paralelno sa fekalnom transplantacijom. Kada su miSevi tretirani probi-
oticima znaci mastitisa su se smanijili. Druga istrazivanja takode su pokazala da
disbioza creva moZe da pogorSa mastitis izazvan sa S. aureus i poveca propust-
ljivost krvno-mlecne barijere. Na korelaciju izmedu crevnog mikrobioma i mastiti-
sa takode mogu uticati i drugi faktori. Pokazano je da prekomerna proizvodnja li-
popolisaharida (LPS) iz buraga, dovodi do njihovog prelaska u krv i akumulacijom
u mle€noj Zlezdi dovodi do poremecaja krvno-mle€ne barijere. Izazivanje IMI kod
krava sa subakutnom acidozom buraga (SARA) povec¢ava tezinu mastitisa (Hu
sar., 2020). Kratkolan€ane masne kiseline u buragu (SCFA) imaju zastitni efekat
na krvno-mle¢nu barijeru, a samim tim i protiv IMI.

Profilaksa i terapijski pristupi modulaciji mikrobioma reproduktivnog trakta

Probiotici se definiSu kao ,zivi mikroorganizmi koji, kada se daju u adekvat-
nim koli¢inama, pruzaju zdravstvenu korist domacinu®. Naj¢eSée se koriste mi-
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kroorganizmi koji pripadaju rodovima Lactobacillus i Bifidobacterium, koji kao
komensalne bakterije zive u/na ljudskom telu (Novik i sar., 2020). Oni mogu re-
gulisati ravnotezu crevnih mikroorganizama, promovisati rast i razvoj zivotinje, a
takode povecavaju otpornost domacina na bolesti (Shen i sar., 2018) i na taj nacin
poboljSavaju zdravlje domacina. Zbog svog kompetitivhog kapaciteta za iskljuci-
vanja patogenih miroorganizama i imunomodulatorne funkcije, probiotici su ide-
alni zamena za antimikrobna sredstva u ishrani zivotinja (Cameron i sar., 2019).
Stoga je upotreba probiotika jedna od opcija koje je nau¢na zajednica predlozila
kao alternativu antibioticima.

Bakterije mlecne kiseline (engl. lactic acid bacteria; LAB) su velika grupa ra-
znovrsnih gram-pozitivnih bakterija koje proizvode mle¢nu kiselinu kao primarni
krajnji proizvod fermentacije ugljenih hidrata, i stoga su veoma tolerantni na kiseli-
nu sredinu. Shodno tome, oni predstavljaju bakterije iz mnogih taksona, ali uglav-
nom iz familije Lactobacillales u tipu Firmicutes. NajviSe spominjani rodovi LAB-a
su Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc i Weissella (LPLV), koji su filogenet-
ski bliski jedni drugima (Abdul-Abbas i sar., 2016) i obi¢no se mere zajedno kao
grupa Lactobacillus. Bakterijski izolati iz vaginalnih uzoraka goveda su ispitani
na njihove osobine za razvoj probiotika za spreCavanje ili leCenje infekcije mate-
rice. Primena ovih probioti¢kih sojeva bakterija je predlozena kao alternativa za
spreCavanje postpartalnih infekcija materice (Deng i sar., 2015). Pellegrino i sar.
(2017) su dalje pokazali da LAB sojevi izolovani iz vagine imaju snaznu sposob-
nost da proizvode vodonik-peroksid.

Nedavne studije su takode pokazale da je soj Lactobacillus SK0048, prisu-
tan u vaginalnom mikrobiomu zdravih krava, sluzi kao znacajna mikrobiolo$ka ba-
rijera za infekciju genitalnim patogenima, imajuéi zastitnu ulogu u reproduktivnom
traktu (Niu isar., 2019). ProbiotiCki sojevi mogu uticati na patogene mikroorganiz-
me kroz razli¢ite mehanizme, kao $to je poboljSanje funkcije crevne barijere, po-
vecéanje proizvodnje mucina i modulacija aktivnosti imunskog sistema (Vieco-Saiz
i sar., 2019). Genis i sar., (2016) su pokazali da kombinacija LAB koja se sastoji
od L. rhamnosus, P. acidilactici i L. reuteri u odnos 25:25:2 ima najbolji potencijal
za regulisanje inflamacije uterusa, kao i za smanjenje infekcija izazvanih sa E.
coli (Genis i sar., 2017), u poredenju sa pojedina¢nim sojevima LAB. Zanimljivo,
kada je doslo do intravaginalne primene LAB-a, on je izmenio mikrofloru u vagini,
i imao je tendenciju da ogranici broj bakterija koje prelaze u matericu, iako LAB ne
prolaze do endometrijuma (Genis i sar., 2017). Medutim, krave tretirane LAB-om
imale su nisku ekspresiju B-defenzina i MUC1 u endometrijumu, koji su koridéeni
kao pokazatelji stepena infekcije uterusa.

Pored toga, rezultati Koedoodera i sar., (2019 su pokazali da je visoka inci-
dencija laktobacila bila korisna za vantelesnu oplodnju (engl. in-vitro fertilization,
IVF) i efekat intracitoplazmatske injekcija sperme (IVF-ICSI), ali visoka ucestalost
(>60%) L. crispatus nije bila blagotvorna. Tre¢a studija zasnovana na PCR me-
todologiji (Vergaro i sar., 2019) je bila u suprotnosti sa ovim rezultatima, ali ove
oprec¢ne nalaze bi mogla objasniti razlika u koriS¢enim metodama. Sve u sve-
mu, studije koje generalizuju potencijalno pozitivan efekat laktobacila na plodnost
moraju uzeti u obzir da razli€ite vrste laktobacila imaju razli€ite svojstva, kao sto
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je sposobnost proizvodnje mle€ne kiseline razgradnjom glikogena. Kiselost koju
proizvodi L. crispatus zabelezena je kao visoka u poredenju sa kiseloS¢u koju iza-
zivaju L. iners, L. jensenii, i L. gasseri (Hoang i sar., 2020).

Vecina dosadas$njih nalaza ukazuje da biotehnoloSka primena sojeva Lacto-
bacillus kao probiotika daje efikasne rezultate u kontroli mikrobnih filmova formi-
ranih od strane enteropatogenih bakterija, Sto je podrzava ideju o njihovoj alter-
nativnoj medicinskoj upotrebi (Fernandes i sar., 2019). Medutim, rezultati nekih
meta-analiza su jo$ uvek ograni¢eni i neubedljivi u vezi sa upotrebom probiotika
u leCenju bolesti (Bustamante i sar., 2019). Ovo je uglavnhom posledica relativho
ograni¢enog broja studija, nedostatatka standardizacije i nedoslednosti u dobije-
nim rezultatima. Stoga je preporucljivo da se buduce studije pozabave ovim nedo-
stacima i uklju€e procenu ukupne upotrebe prebiotika i probiotika.

Napomena:

Rad je podrzan sredstvima Ministarstva nauke, tehnoloSkog razvoja i inovacija
Republike Srbije (Ugovor broj 451-03-47/2023-01/200143).
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