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SPECIFICNOSTI IMUNSKOG ODGOVORA MLECNE ZLEZDE |
OTPORNOST NA MASTITE KOD MLECNIH KRAVA

MAMMARY GLAND IMMUNITY AND RESISTANCE TO MASTITIS
IN DAIRY COWS

Fratri¢ Natalija, Stoji¢ Milica, Gvozdi¢ Dragan

Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu

Kratak sadrzaj

Imunitet mlecne Zlezde zavisi od koordinisanog delovanja elemenata nespe-
cifiénog i specificnog imuniteta, $to ukljucuje, kako anatomske karakteristike Zlez-
de tako i Celijske i humoralne odbrambene komponente. Primarne uloge imun-
skog sistema su da prevenira invaziju - naseljavanje mle¢ne Zlezde bakterijama,
eliminiSe postojecu infekciju i uspostavi normalnu funkciju tkiva mlecne Zlezde.
Vise spoljasnjih i unutrasnjih faktora moze uticati na slabljenje imunskog odgovo-
ra domacina, koji dodatno zavisi od virulentnosti i otpornosti razlicitih mikroorga-
nizama, izaziva¢a mastitisa. Stoga je poznavanje imuniteta mlecne Zlezde, kako
u fizioloskim tako i u uslovima inflamacije, kljuéno za razumevanje prirode intra-
mamarnih infekcija. Imunski odgovor mlecne Zlezde varira u zavisnosti od perioda
laktacije mlec¢nih krava i suprimiran je kod stresa, oko perioda zasu$enja i partusa
Sto povecava osetljivost mle¢ne Zlezde na mastitise.

Kljuéne reci: imunitet, mastitisi, mlecna Zlezda, mleéne krave

Summary

Mammary gland (MG) immunity depends on the complex combination and
coordination of nonspecific and specific protective elements, including the ana-
tomical features of the gland, as well as cellular and humoral defence compo-
nents. The primary roles of the bovine immune system are to prevent bacterial
invasion of the mammary gland, eliminate existing infections, and restore mam-
mary tissues to normal function. Adequate immune functions are essential for host
defence against intramammary infection. However, several factors can attenua-
te the host immune response, and the possession of various virulence and resi-
stance factors by different mastitis-causing microorganisms greatly limits immune
defences and promotes establishment of intramammary infections. Understan-
ding of MG immunity in both healthy and inflammatory conditions will be an impor-
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tant key to understand the nature of intramammary infections caused by specific
pathogens and greatly contributes to the development of effective control met-
hods and detection techniques. MG immune defence varies over different stages
of lactation in dairy animals and is typically depressed with exposure to stress and
around drying-off and parturition, thus increasing susceptibility to mastitis

Key words: dairy cattle, immunity, mammary gland, mastitis,

Uvod

Imunitet mle€ne Zlezde zavisi od kombinacije i koordinacije elemenata nes-
pecifi€nog i specificnog imuniteta, ukljuuju¢i i anatomske karakteristike mle¢ne
Zlezde, kao i ¢elijske i humoralne odbrambene komponente. Nespecifi¢ni imunski
sistem uklju€uje brojne odbrambene mehanizme koji se aktiviraju odmah (za ne-
koliko sekundi ili minuta) po izlaganju bakterijama i ¢ine prvu liniju odbrane protiv
patogena kada oni produ fizicku barijeru sisnog kanala i pre nego Sto specifi¢ni
imunski sistem stupi u akciju. Specifiéni imunski sistem se aktivira za nekoliko da-
na i predstavlja specifi¢an odgovor na odgovarajuce bakterijske izazivace mastiti-
sa. Odgovor specificnog imunskog sistema je mnogo snazniji prema bakterijama
sa kojima je vec¢ prethodno bio u kontaktu, dok sporije odgovara na one mikroor-
ganizme sa kojima prvi put stupa u kontakt.

Imunski sistem mle¢ne Zlezde i njegove komponente

KoZa sise i odbrambeni sistem sisnog kanala

Sisni kanal predstavlja istovremeno fizicku barijeru i izvor antimikrobnih ma-
terija. FiziCka barijera je obezbedena sfinkterom glatke muskulature koji zatva-
ra sisni kanal, prevenira isticanje mleka (zatvoren je izmedu muza) i predstavlja
prepreku za ulazak razli€itih patogena. Antimikrobnu odbranu ¢ini nekoliko kom-
ponenti. Normalno je koza sise snabdevena masnim kiselinama koje usporava-
ju rast bakterija — potencijalnih patogena. Viseslojni ploCasti epitel sisnog kanala
proizvodi keratin (stratum corneum) koji oblaze sisni kanal i spre€ava prodiranje
mikroorganizama u cisternu mle¢ne Zlezde kao i njihov rast. Keratin sadrzi i anti-
mikrobne materije (Paulrud, 2005).

Lipidne komponente €ine masne kiseline koje imaju i bakteriostatsku i bak-
tericidnu aktivnost. Dugolan€ane masne kiseline oStecuju lipidnu membranu bak-
terija dovodeci do perforacije njihovog celijskog zida. Gram pozitivne bakterije su
mnogo osetljivije od gram negativnih na bakteriostatski i baktericidni efekat ma-
snih kiselina u keratinu. Keratin sadrzi i Ca?*- vezujuce proteine koji takode ima-
ju antimikrobni efekat (Sordillo, 2018). Sadrzaj lipida i njihov sastav u keratinu si-
snog kanala moze da varira tokom muze, izmedu laktacija, u zasuSenju i zavisno
od tezine intramamarne infekcije. OStec¢enje keratina kao rezulat nepravilne in-
tramamarne terapije ili postupka tokom muze povecava osetljivost sisnog kanala
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prema bakterijama i povecava njihovo naseljavanje. Medutim, antimikrobna spo-
sobnost keratina je ograni¢ena, tako da bez obzira na fizi¢ku i hemijsku odbranu,
bakterije mogu da prodru kroz sisni kanal i izazovu intramamarnu infekciju. Odre-
dene vrste bakterija mogu da koloniziraju - nasele sisni kanal u duZzem periodu,
8to je slu€aj sa koagulaza-negativnim stafilokokama i bovinim korinebakterijama
(,coagulase negative staphylococci, CNS; Corynebacterium bovis). Tokom ranog
perioda zasuSenja i neposredno pre teljenja, glatko-miSi¢ne ¢éelije sisnog kanala
su relaksirane u vecoj meri usled povecanog pritiska zadrzanog mleka. Nekom-
pletno formiranje keratinske obloge, do 2 nedelje posle naglog prekida laktacije,
u vezi je sa pojavom mastitisa. Posle muZe, sisni kanal ostaje dilatiran i do 2h,
tako da bakterije iz spoljne sredine imaju Sansu da udu u sisni kanal i dovedu do
oStecenja keratina ili mukozne membrane koja oblaze cisternu sise. Tokom ma-
Sinske muze, mikroorganizmi prisustni na kraju sise mogu uci i proéi kroz sisni ka-
nal do cisterne. To je glavni mehanizam koji stoji iza Sirenja patogena - kontagio-
znih uzro&nika mastitisa. Dezinfekcija sisa je vazna i Siroko primenjivana praksa
u prevenciji mastitisa i neophodna je radi kontrole populacije potencijalnih uzro¢-
nika oboljenja mle¢ne Zlezde.

Nespecificni imunski sistem i njegove komponente

Nespecifi€ni imunski sistem predstavlja prvu liniju odbrane mle¢ne Zlezde i
uklju€uje brojne odbrambene mehanizme koji se aktiviraju veoma brzo (za nekoli-
ko sekundi ili minuta) od kontakta sa bakterijama. U zavisnosti od efikasnosti nes-
pecificnih odbrambenih mehanizama, bakterije koje su uzro€nici mastitisa mogu
biti neutralisane pre nego $to dode do bilo kakvih promena u mleku ili tkivu mle¢-
ne Zlezde. Prepoznavanje i odgovor nespecificnog imunskog sistema nisu visoko
sistema postoje u samoj mle¢noj Zlezdi ili moZe doci do njihovog brzog nakuplja-
nja iz krvi na mestu infekcije posle aktivacije brojnim stimulusima.

Dve glavne osobine nespecificnog imunskog sistema su: 1) prepoznavanje
patogena i moguénost da se razvije proinflamatorni odgovor, i 2) kompleks inte-
rakcija celijskih i molekularnih procesa u cilju otkrivanja i eliminisanja patogena.
Brojne komponente koje su u vezi sa nespecificnim imunskim odgovorom mo-
gu se identifikovati u mleku: ¢elijske komponente (leukociti), humoralne (komple-
ment, pro- i anti-inflamatorni citokini), laktoferin, transferin, sistem laktoperoksi-
daza/mijeloperoksidaza, lizozim, reaktivne vrste kiseonika (ROS), proteini akutne
faze (haptoglobin, serumski amilod A - SAA) i Sirok spektar antimikrobnih peptida
i proteina.
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Celijske komponente i njihova uloga —
leukociti: neutrofilni granulociti (NG), makrofagi, limfociti

Leukociti: Leukociti u mleénoj Zlezdi obezbeduju imunoloski ,nadzor* u ne-
inficiranoj mle€noj Zlezdi (funkcija nadzora). Oni takode imaju i funkciju u restruk-
tuiranju mle¢ne Zlezde Sto se dogada u involuciji (apoptoza). Pored funkcije u fa-
gocitozi, leukociti mleéne Zlezde izlu€uju u mleko razliite komponente (citokine,
hemokine, ROS, antimikrobne proteine i peptide - laktoferin, defenzin i katelicidin)
(Addis i sar., 2017).

U neinficiranoj mle¢noj Zlezdi, limfociti i makrofagi su dominantni tip leuko-
cita, dok je broj neutrofilnih granulocita relativno mali. Broj somatskih celija (,so-
matic cell count®, SCC) u mleku zdrave mle¢ne Zlezde je maniji od 10° ¢elija/ml
mleka, a distribucija leukocita varira u zavisnosti od stadijuma laktacije. Neutro-
filni granulociti su dominantni tip ¢elija u mleku tokom zapaljenja i SCC moze da
poraste na viSe od 10° ¢elija/ml mleka za nekoliko sati od prodora bakterija. Dola-
zak - privlacenje neutrofilnih granulocita je pokrenut citokinima i oksilipidima koji
deluju direktno na krvne sudove kada se smanjuje brzina proticanja krvi uz pove-
¢anu ekspresiju adhezivnih molekula na endotelnim ¢elijama. Adhezivni molekuli
na leukocitima se “kace” za adhezivne molekule na endotelu i pomazu migraciju
leukocita iz krvi na mesto infekcije. Kretanje neutrofilnih granulocita unutar tkiva
je posredovano hemotakti¢nim gradijentom. Oni brzo migriraju i akumuliraju se u
napadnutom tkivu za manje od 30-60 minuta posle oSte¢enja. Brzina i obim mi-
gracije neutrofila u mle€nu Zlezdu i mleko su glavni faktori koji utic¢u na uspostav-
ljanje intramamarne infekcije.

Leukociti pomazu i u reparaciji oStecenog tkiva izazvanog Sirenjem i obnav-
lianjem inflamatornog procesa. Uprkos prisustvu znacajnog broja imunskih ¢éelija
u mlec¢noj Zlezdi, moze se rec¢i da je mle€na Zlezda u imunoloskom smislu ,inferi-
orna“ kada se uporedi sa ostatkom organizma. Osnovu za ovakvu tvrdnju nalazi-
mo u cCinjenici da je aktivnost svih tipova leukocita u mleku u poredenju sa krvlju
smanjena — redukovana.

Neutrofilni granulociti: Ove celije imaju vaznu ulogu u nespecificnom imun-
skom odgovoru protiv intramamarnih infekcija. Oni su prisutni i u zdravoj mle¢noj
Zlezdi, a sisanje i muza (jer se mleko prazni, uklanja) stimuliSu direktnu migraci-
ju svezih neutrofilnih granulocita u tkivo mle¢ne Zlezde. Neutrofili goveda prola-
ze kroz epitel mle€ne Zlezde dijapedezom bez izazivanja oStecenja Celija, osim u
slu¢ajevima obimne migracije kada su moguca i mehanicka i hemijska ostec¢enja
(Lin i sar., 1995).

Neutrofilni granulociti mogu lako i brzo da produ izmedu epitelnih ¢&elija i sti-
Zu kao prve imunske ¢elije na mesto infekcije. Kako se malo, zrelih neutrofilnih
gramulocita nalazi u kostnoj srzi, broj nezrelih NG u cirkulaciji raste kao rezulat
njihove mobilizacije u cirkulaciju tokom inflamacije. Broj zrelih NG je u negativnoj
korelaciji sa tezinom mastitisa. Kod nezrelih neutrofilnih granulocita nije potpuno
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razvijeno viSe znacajnih funkcija ukljuCujuéi fagocitozu, intracelularnu razgradnju
bakterija i hemotaksu.

Uloga NG u fagocitozi se ostvaruje preko dva paralelna sistema. Prvi je zavi-
san od kiseonika (engl. ,respiratory burst®, respiratorni prasak) koji podrazumeva
proizvodnju kiseonickih i hidroksilnih radikala. Drugi sistem je nezavisan od kiseo-
nika i dovodi do oslobadanja peroksidaza, lizozima, hidrolitickih enzima i laktofe-
rina. Neutrofilni granulociti, pored fagocitoze, doprinose povecanju propustljivosti
kapilara i oslobadaju vise zapaljenskih medijatora koji igraju bitnu ulogu u koordi-
naciji delovanja nespecificnog i specificnog imunskog sistema. Oni imaju i intra-
¢elijske granule koje sadrze baktericidne materije — peptide, defenzine, enzime
(mijeloperoksidaze), neutralne i kisele proteaze (elastaza, katepsin) koje mogu
da uniste patogene bakterije. Proteaze su uklju€ene i u regulaciju duzine trajanja
— limitiranje - imunskog odgovora (degradiraju neke citokine kao $to su interleu-
kini IL-2, IL-6, IL-8). Razgradene bakterije se zatim egzocitozom izbacuju iz NG
sa malim kolateralnim oS$teéenjem tkiva mle¢ne Zlezde. NG su manje efikasni u
fagocitozi bakterija ukoliko unesu masti, kazein i druge komponente mleka. Fago-
citna i baktericidna aktivnost NG se moze znacajno povecati u prisustvu antitela,
opsonina za specificne bakterije. Kada obave svoj zadatak oni podlezu apoptozi
(programiranoj ¢elijskoj smrti) i bivaju uklonjeni od strane makrofaga.

Neutrofilne ekstracéelijske mreze (engl. ,neutrophil extracellular trap®) pripa-
daju nespecificnom imunskom sistemu i predstavljaju poseban antibakterijski od-
brambeni mehanizam. Ovaj mehanizam vezuje i unistava bakterije nezavisno od
fagocitoze u mle€noj zZlezdi i moze da sluzi i kao fizicka barijera koja sprecava Si-
renje bakterija u tkivima.

Makrofagi: Ove ¢elije nastaju od monocita krvi i diferenciraju se u makrofage
u mle¢noj zlezdi. One predstavljaju dominantni tip ¢elija u mleku i tkivu, kako zdra-
ve mle¢ne zlezde u involuciji tako i u laktaciji (Napel i sar., 2009).

Makrofagi uticu i na nespecificni i na specifi¢ni imunski odgovor. Oni doprino-
se izazivanju specifiCnog lokalnog imunskog odgovora kao ,antigen prezentujuce
celije“ (engl. ,antigen presenting cells“, APC celije) jer obraduju i prezentuju anti-
gen udruzen sa molekulima glavnog histokompatibilnog kompleksa Il klase (engl.
»major hystocompatibility complex‘, MHC Il). Kao i neutrofilni granulociti i makro-
fagi mogu obavljati razliCite nespecificne funkcije uklju€ujuéi ingestiju i fagocitozu
stranih materija (Staph. aureus), njihovo unistavanje proteazama i ROS-om. One
mogu da vrSe ingestiju ¢elijskog ,otpada“ i akumuliranih komponenti mleka u in-
voluciji mle¢ne Zlezde. Fagocitna aktivnost makrofaga moze se povecati u prisu-
stvu antitela - opsonina za specifi¢ni patogen. Makrofagi goveda imaju receptore
za imunoglobuline (IgG, i 19G,). Za razliku od NG, oni imaju manje Fc receptora,
$to smanijuje njihov kapacitet za fagocitozu. Baktericidna aktivnost makrofaga u
mlecnoj Zlezdi varira u zavisnosti od njene sekrecije i oni ispoljavaju vecu fagocit-
nu aktivnost u periodu zasuSenja nego u laktaciji. Njihova najznacajnija uloga kao
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,nespecifitnog odbrambenog sistema mle¢ne Zlezde, nije u fagocitozi ve¢ u pri-
vlagenju i baktericidnoj aktivnosti neutrofilnih granulocita.

Limfociti: Limfociti su ¢Eelije koje su uklju€ene u specifi¢ni imunski odgovor.
U mle€noj Zlezdi postoje posebne populacije T i B limfocita i NK celija (engl. ,na-
tural killer",). Broj i vrste limfocita u mleku se znacajno menjaju tokom intrama-
marne infekcije. Jednom aktivirani limfociti, mogu regulisati zajedno i specifi¢ni i
nespecifi¢ni imunski odgovor. Specifi¢ni imunski odgovor je posredovan ¢elijama
paméenja koje brzo odgovaraju na patogen kojem su limfociti prethodno vec bili
izlozeni. Prisustvo ove specifi€ne subpopulacije limfocita mozZe uticati na ukupnu
funkciju limfocita, pa ¢ak na imunski odgovor u celini (Alnakip i sar., 2014). Primer
za to je da aktivacija subpopulacije CD8+ T celija tokom infekcije mle¢ne Zlezde
odredenim patogenom (Staph. aureus) moze suprimirati imunski odgovor doma-
¢ina i predisponirati mleénu Zlezdu prema hroni¢nom procesu. Kod zdrave mle¢-
ne Zlezde goveda, a,B8 T celije preovladavaju i u sekretu i parenhimu i najvide je
zastupljen fenotip CD8*, §to je u kontrastu sa krvi, gde je dominantni tip T ¢elijske
subpopulacije CD4*. Odnos CD4+/CD8+ T celija je manji u mleku nego u krvi. Li-
mofociti T ,pomocnicke“ populacije ( engl. Th — ,helper®) koji pripadaju CD4+ tipu
Celija proizvode razli€ite imunoregulatorne citokine nakon prepoznavanja antige-
na (Ag) vezanog za MHC Il molekule i predstavljaju ¢elije pamcenja nakon kon-
takta sa Ag. Subpopulacija CD8+ limfocita moZe vrSiti ili citotoksi¢nu ili supresor-
sku funkciju. U kordinaciji sa MHC | molekulima, citotoksi¢ni T limfociti prepozna-
ju i eliminiS8u promenjene sopstvene cCelije. Medutim uklanjanje oStecenog epitela
mle¢ne Zlezde moZe povecati osetljivost prema infekcijama. Supresorske T Ce-
lije igraju ulogu u kontroli i modulaciji imunskog odgovora mle¢ne Zlezde. Uloga
CD8+ limfocita u imunoregulaciji takode zavisi od stadijuma laktacije, tako da oni
u sredini laktacije kod mleénih krava, ispoljavaju citotoksi¢nu aktivnost i uglavnom
eksprimiraju interferon-gama (IFNy), dok CD8+ limfociti u postpartalnom periodu
nemaju citotoksi¢nu aktivnost i uglavnom eksprimiraju interleukin-4 (IL-4).

Prezivari imaju viSe y,0 T limfocita u parenhimu i sekretu mle¢ne Zlezde u
odnosu na krv. Ovi limfociti mogu da posreduju u citotoksi¢nosti slicnoj onoj uza-
zvanoj NK ¢elijama i mogu da uniSte izmenjene epitelne celije. Oni prvenstveno
migriraju na povrsinu epitela i obezbeduju jedinstvenu barijeru u mikrosredini mu-
koze protiv bakterijskim patogena.

NK ¢elije su subpopulacija limfocita koja ima znacajnu ulogu u nespecifi¢-
nom imunitetu mle¢ne Zlezde jer ima kapacitet da uniStava gram-pozitivne (GPB)
i gram-negativne (GNB) bakterije i mozZe biti znaCajna u prevenciji intramamarnih
infekcija. NK ¢elije stimulisane citokinima su u stanju da uniste bakterije otpusta-
njem baktericidnih peptida (imaju citotoksi¢nu aktivnost nezavisnu od MHC anti-
gena).
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Distribucija c¢elijskih komponenti u mle¢noj Zlezdi krava

Distribucija leukocita u zdravoj mle¢noj zlezdi razlikuje se tokom laktacije i
perioda zasusenja. Neutrofilni granulociti su zastupljeni u ve¢em procentu tokom
rane i kasnije laktacije, dok procenat limfocita opada. Procenat makrofaga je veci
u ranom postpartalnom periodu nego u kasnoj laktaciji. U zasuSenju, broj somat-
skih ¢elija moze znacajno da poraste. Povec¢anje SCC na pocetku involucije je po-
sledica priliva Celija kao rezultat prestanka izlu€ivanja mleka ili koncentracionog
efekta usled prestanka sekrecije teCne faze. Tokom zasuSenja, broj neutrofila je
visok tokom rane involucije (40-80%) kao i u kolostrumu, smanjuje se od druge do
Cetvrte nedelje zasusenja i onda se kod potpune involucije vra¢a na vrednosti to-
kom laktacije. Broj makrofaga na pocetku zasuS$enja - rane involucije je mali kao
i u kolostrumu, a maksimalni broj dostize u sredini zasusenja (30%) $to se zadr-
Zava do teljenja. Broj limfocita se povec¢ava tokom zasusenja - involucije i zatim
opada oko partusa.

Tabela 1. Celiiske komponente u mleénoj Zlezdi kod krava (Alnakip i sar., 2014)

Vrste leukocita Zdrava mlecna zlezda Mastitis

Leukociti 75% od SCC Veliko povecanje u zavisnosti od
Makrotagi | 377 od ukupneg bof 32

Limfociti (T limf. 40-50%, Bl 20-25%) 14%-24%

Neutrofili 3%-26% 90%

Epitelne ¢elije mle€ne zlezde i imunitet

Epitelne ¢elije mle€ne Zlezde doprinose nespecificnom i inflamatornom
imunskom odgovoru (Porcherie i sar., 2012). One na svojoj povrsini eksprimira-
ju viSe vrsta receptora: TLR (engl. , Toll like receptors®,) kao i polimerni imunoglo-
bulinski (Ig) receptor, 8to olakSava prolazak IgA kroz epitel u alveole. Nakon sti-
mulacije epitela bakterijama, one luce razliCite efektorne molekule nespecificnog
imunskog sistema kao i medijatore zapaljenja, $to dovodi do privlagenja leukocita
iz cirkulacije. Epitelne ¢elije stvaraju IL-8 (vrlo potentni hemoatraktant za neutro-
filne granulocite) u prisustvu GPB bakterija i njihovih toksina, kao i u prisustvu
IL-1B i lipopolisaharida (LPS) iz GNB bakterija. One su znacajni izvori metabolita
arahidonske kiseline, proteina akutne faze,  defenzina, katelicidina i kalprotekti-
na, kao i LPS-vezujucih proteina, koji su uklju€eni u prepoznavanje ¢&elijskog zida
bakterija. Epitelne ¢éelije mle¢ne Zlezde mogu imati i zaStitnu i ulogu u fagocitozi
ingestijom i digestijom fagocitovanih mikroba i komponenti mleka (kapljice masti,
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kazein) formiranjem pseudopoda. Ovaj efekat je izraZeniji kod mle¢ne Zlezde ko-
ja nije u laktaciji.

Prepoznavanje uzroc¢nika mastitisa posredstvom
nespecificnog imunskog sistema

Nespecifiéni imunski sistem mle€ne Zlezde se aktivira kada se receptori na
povrsini ili u ¢elijama, prvenstveno leukocitima i epitelnim ¢éelijama, vezu za mo-
lekule udruzene sa patogenima (engl. ,pathogen associated molecular patterns®,
PAMP) (Porcherie i sar., 2012). Prepoznavanje bakterija (PAMP) vrSi se preko tri
razliCite familije receptora: TLR, nukleotid - vezujué¢eg oliogomerizacionom dome-
nu sli€nog receptora (engl. ,nucleotide-binding oligomerization domain-like recep-
tor, NLR) i receptora gena 1 indukovanog retinoi¢nom kiselinom (engl. ,retinoic
acid inducible gene 1%, RIG1). TLR su najzastupljeniji receptori ukljueni u prepo-
znavanje bakterija i kod goveda su u odnosu na druge receptore najbolje okarak-
terisani. Oni prepoznaju Sirok spektar PAMP. Mogu biti eksprimirani na povrsini
Celije ili su udruzeni sa intracelijskim vezikulama. Svaki TLR moze otkriti odgova-
rajuéi - poseban PAMP poreklom od bakterija. Posle prepoznavanja i vezivanja
receptora za PAMP, aktivira se unutarcelijski signalni put uklju€ujuéi jedarni faktor
NF-kB (engl. ,nuclear factor”) koji kontroliSe ekspresiju viSe rastvorljivih medija-
tora kao $to su citokini koji aktiviraju Citav niz kaskadnih reakcija u okviru zapa-
lienjskog procesa.

Kako imunske tako i ne-imunske ¢elije, u mle€noj Zlezdi imaju receptore ko-
ji prepoznaju i reaguju sa razli€itim molekulskim grupama, antigenskim determi-
nantama (PAMP). TLR su familija transmembranskih proteina eksprimiranih ne
samo na leukocitima vec¢ i na endotelnim, epitelnim éelijama i fibroblastima koji su
rasporedeni u tkivu mle¢ne Zlezde. Posebno su znacajni TLR2 i TLR4 receptori
za odbranu mle¢ne Zlezde, zato Sto oni prepoznaju PAMP koji su u vezi sa GPB
(engl. ,peptidoglycans®, PG) i GNB bakterijama (engl. ,lipopolysaccharide®, LPS)
uzro€nicima mastitisa (Staph. aureus, S. uberis, E. coli).

Indukcija imunskog odgovora na GNB i GPB bakterije
(bakterijske komponente koje prepoznaje nespecificni imunski sistem)

Lipoproteini u ¢elijskom zidu GNB bakterija (LPS) imaju centralnu ulogu u
patogenezi mastitisa izazvanog tim bakterijama (Akira i Takeda, 2004). Kao jedan
od najboljih imunostimulatora, LPS je i klju¢ni faktor virulencije GNB bakterija u
izazivanju klinickih simptoma. Prepoznavanje LPS se ostvaruje preko membran-
skih CD14, LPS-LBP, proteina akutne faze (engl. ,acute phase proteins®, APP)
prisutnih u cirkulaciji i TLR na epitelnim Celijama (TLR4). Pokretanje akutnog infla-
matornog odgovora dovodi do povec¢anja broja somatskih ¢elija u mleku, aktivaci-
je leukocita, proizvodnje antimikrobnih proteina i peptida (lizozim - LZ; laktoferin -
LF), lipidnih medijatora (ciklooksigenaza-2 i 5-lipoksigenaza), hemokina (CXCLS5,
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RANTES), citokina a posebno IL-6, tumor nekroti¢nog faktora alfa (TNF-a) i insuli-
nu-sli¢nog faktora rasta 1 (IGF-1).

Kod GPB bakterija identifikovano je vise komponenti koje imaju imunostimu-
latornu ulogu (lipoproteini ¢elijskog zida). Peptidoglikani (PG) i lipotejhonska lise-
lina (LTA) stimuliSu monocite i makrofage da proizvode inflamatorne citokine i he-
mokine. Takode su pojedina istrazivanja dokazala da LTA moZe izazvati ekspre-
siju citokina (IL-1B, IL-6, IL-8 i TNF-a) u epitelnim celijama. Virulentnost bakterij-
skih komponenti kao $to su LPS i LTA varira u zavisnosti od kojih bakterija potice).
TLR2 igra najvazniju ulogu u prepoznavanju gram pozitivnih bakterija (Kawai i
Akira, 2010).

Komponente humoralne odbrane

Komponente humoralne odbrane ¢ine: laktoferin - LF, transferin- TF, lizozim
- LZ, sistem komplementa, citokini, hemokini, faktori rasta, odbrambeni proteini
(engl., ,host defence peptides®, HDPs) (Sordilo, 2018).

Laktoferin doprinosi imunitetu mlecne zlezde, imunomodulaciji i transkripciji
razli¢itih molekula. Laktoferin je gvozde-vezujuéi protein i bakterije sa visokim za-
htevima za gvozdem su osetljive na bakteriostatsku aktivnost laktoferina. Od bak-
terija uzro¢nika mastitisa, najosetljivija na efekat laktoferina je E.coli, zatim Staph.
aureus, dok su streptokoke otpornije. Laktoferin je u mle€noj zlezdi uglavnom pro-
izvod sekretornog epitela, a manje neutrofila. On ostecuje spolja$nju membranu,
menja integritet i propustljivost Celijskog zida. Interakcija laktoferina sa GPB jo$
uvek nije u potpunosti rasvetljena, iako je dokazano da moze da se vezuje za re-
ceptore na c¢elijskom zidu nekih GPB izazivaca mastitisa kao $to su S. uberis, S.
agalactiae, Staph. aureus i neke koagulaza-negativne stafilokoke i da na taj nacin
ometa adherenciju i invaziju epitelnih ¢elija mle¢ne zlezde bakterijama. Koncen-
tracija laktoferina u kolostrumu je visoka (preko 5mg/ml), a posle toga ona brzo
opada kako proces laktacije odmice i u mleku je normalna koncentracija 200-485
pg/ml ili manje, u zavisnosti od dnevne proizvodnje mleka i stadijuma laktacije. U
periodu zasu$enja, koncentracija laktoferina se povec¢ava i maksimum dostize u
tre¢oj do Cetvrtoj nedelji (20-30 mg/ml) involucije. Smatra se da ova visoka kon-
centracija laktoferina u periodu zasusenja inhibira rast bakterija i doprinosi malom
broju intramamarnih infekcija u ranom periodu zasu$enja. Tokom mastitisa, kon-
centracija laktoferina u mleku moze biti pove¢ana i 30 puta u zavisnosti od tezine
infekcije i uzrocnika.

Transferin je takode protein u mleku mle¢nih krava koji vezuje gvozde i za-
stupljen je u niskoj koncentraciji. Njegova koncentracija u mleku je 0,02-0,04 mg/
ml, tri nedelje postpartalno, a u kolostrumu 1,07 mg/ml. Transferin u mleku ne po-
tiCe iz mle€ne Zlezde veé u nju prelazi iz krvi procesom transcitoze u zdravoj mlec-
noj Zlezdi, dok kod mastitisa dospeva procesom eksudacije krvne plazme. On de-
luje na GNB tako $fo pravi oSteéenja i menja permeabilnost ¢elijske membrane.
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Lizozim ima inhibitorni efekat ili liti€ku aktivhost prema GPB, a ovi efekti su
manje izrazeni kod GNB. On je komponenta antibakterijskog sistema mleka i de-
luje sinergisticki sa antitelima, komplementom i laktoferinom. Koncentracija lizo-
zima u mleku zavisi od rase, perioda laktacije, zdravlja, starosti i pariteta. Nakon
partusa, koncentracija lizozima u mleku raste i najvec¢a je 7. dana (0,72 mg/l), dok
se smanjuje u drugoj nedelji posle teljenja. Porast aktivnosti lizozima se mozZe za-
paziti u mleku krava sa mastitisom, gde moze da se poveca i 10-50 puta. On mo-
Ze poticati iz krvi, a moze biti i lokalno sintetisan u samoj mle€noj Zlezdi. Tokom
mastitisa, lizozim uglavnom potiCe iz leukocita (Priyadarshini i Kansal, 2002).

Laktoperoksidaze/mijeloperoksidaze. Laktoperoksidaza je enzim koga ima
mnogo u mleku i on ¢ini 0,5% ukupnih proteina mle¢nog seruma (30 mg/l). Njego-
va koncentracija u kolostrumu je sli¢na kao u punom mleku krava. Koncentracija
laktoperoksidaze se povecava u mleku kod mastitisa. Lokalno sintetisana lakto-
peroksidaza ispoljava antibakterijske osobine (generisanje reaktivnih kiseonickih
vrsta - ROS) i protiv gram pozitivnih i gram negativnih bakterija. Mijeloperoksida-
za je lokalizovana primarno u granulama neutrofila i ima bitnu ulogu u odbrani od
mikroorganizama (kao deo antibakterijskog sistema zavisnog od kiseonika). Anti-
bakterijska aktivnost mijeloperoksidaza uglavnom se odnosi na period zasuSenja,
dok je tokom laktacije inhibirana proteinima mleka. Dokazana je njihova znacajna
antibakterijska aktivnost protiv glavnih patogena uzro¢nika mastitisa kao $to su
Staph. aureus, S. agalactiae, S. dygalactiae, S. uberis i E. coli (Fox i Kelly, 2006).

Sistem komplementa ima centralnu ulogu u nespecificnom imunskom siste-
mu zato Sto je ukljuen u zapocinjanje i kontrolu zapaljenskih procesa, opsoni-
zaciju povrsine bakterija, privlacenje i nakupljanje fagocita (hemoatraktanti: C3a,
Cba), prepoznavanje i ingestiju mikroorganizama od strane fagocita (C3, C4),
ubijanje mikroorganizama direktno ili u saradnji sa fagocitima. Razli€iti proteini si-
stema komplementa mogu uticati na imunski odgovor mle¢ne Zlezde i predstav-
ljaju znacajnu vezu izmedu nespecificnog i specificnog imunskog sistema. Tokom
laktacije, kod zdrave mle¢ne Zlezde je koncentracija komplementa u mleku niska,
a viSi nivo se zapaza na kraju laktacije, u kolostrumu i tokom involucije mle¢ne
Zlezde. Alternativni put aktivacije komplementa je jedini put koji funkcioni$e kod
zdrave mlecne Zlezde, dok klasi¢ni put aktivacije nije funkcionalan zbog odsustva
ili niske koncentracije C1q komponente komplementa u poredenju sa krvi. Alter-
nativni put aktivacije komplementa dovodi do talozenja C3b i C3bi na bakterijama
i do proizvodnje fragmenta C5a koiji je uklju¢en u privlacenje i aktivaciju fagocita,
prvenstveno neutrofilnih granulocita. Medutim, najviSa koncentracija komplemen-
ta se nalazi u mleku kod mastitisa. Tokom mastitisa, baktericidna i hemoliticka ak-
tivnost sistema komplementa je povecana u mle€noj Zlezdi i intenzitet njegove ak-
tivnosti je u korelaciji sa intenzitetom imunskog odgovora (Sordillo, 2018).
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Citokini, hemokini, faktori rasta, defensini

Citokini su regulatorni glikoproteini koji se proizvode tokom zapaljenskog od-
govora. Oni reguliSu intenzitet i duzinu odgovora domacina na infekciju uticajem
na (povecanije ili inhibicija) aktivaciju, proliferaciju i diferencijaciju ¢elija uklju¢enih
u imunski odgovor. Takode su uklju€eni u pokretanje izlaska leukocita iz cirkulaci-
je do mesta infekcije u mle€noj zlezdi. Citokine lu¢e, kako imunske tako i ne-imun-
ske cCelije sa kapacitetom da reguliSu razliCite aspekte imunskog odgovora, uklju-
Cujuéi i zapaljenje. Postoji viSe kategorija citokina, podeljenih na osnovu struktu-
re, funkcije i porekla: interleukini, interferoni, hemokini, faktori stimulacije kolonija
(engl. ,colony stimulating factor®, CSF), faktori nekroze tumora (TNF). U zdravoj
mle¢noj Zlezdi se mogu naci brojni citokini (TNF-a, INF-y, GM-CSF, IL-8, IL-12)
(Alluwaimi i Cullor, 2002).

Na pocetku, tokom progresije i rezolucije zapaljenja, citokini deluju i lokalno
i sistemski. Oni predstavljaju vezu izmedu nespecifi€nog i specificnog imuniteta.
Vazni su u odbrani domacina od infekcije, ali takode mogu imati i negativne efek-
te. Ravnoteza izmedu pozitivnih i negativnih efekata citokina kod jedinke je odre-
dena duzinom, koli€¢inom i lokalizacijom njihove eksperesije. Utvrden je njihov
pozitivan efekat u imunoterapiji kod mastitisa jacanjem imuniteta mle¢ne Zlezde
(interferoni, IFN-y, IL-2). Takode imaju doprinos u kontroli ili prevenciji mastitisa
izazvanog sa E. coli i Staph. aureus (GM-CSF, G-GSF, IL-2, INF-y), a postoji i po-
tencijalni pozitivni efekat na odgovor kod tretmana antibioticima (IL-1, IL-2, INF-y).
Ekspresija citokina je veca i brza kod E. coli mastitisa u poredenju sa Staph. au-
reus mastitisom.

Citokini mogu da reguju i sa drugim citokinima sinergisticki ili antagonisticki.
Oni imaju vrlo kratak poluzivot. TNF-a i IL-1 brzo se eksprimiraju tokom rane fa-
ze infekcije i imaju proinflamatornu funkcju, dok IL-4, IL-10, IL-17 aktivho pomaZu
rezoluciju infekcije.

Hemokini su molekuli zna¢ajni za migraciju i nakupljanje leukocita u mlecnoj
Zlezdi kod intramamarne infekcije, pored toga sto su ukljueni u vise imunoregu-
latornih i inflamatornih procesa. Hemokini su grupisani u 4 familije: C, CC, CXC
(ELR+, ELR-) i CX3C. Oni koji pripadaju ELR+ su potencijalni hemoatraktanti za
neutrofilne granulocite i podstiCu angiogenezu, dok su ELR - potencijalni hemoa-
traktanti za mononuklearne ¢&elije (Barber i sar., 1999).

Odbrambeni peptidi — defenzini predstavljaju veliku familiju molekula koji pri-
padaju nespecific(nom imunskom sistemu ali su i veza izmedu nespecificnog i
specificnog imunskog sistema. Vise 3 defenzina (LAP, TAP-trahea antimikrobni
peptid, govedi B defenzin 1, 4, 5 neutrofila) je eksprimirano u tkivu mle€ne Zlezde
i u zdravoj kao i u inficiranoj mle€noj Zlezdi, a izlu€uju se i u mleko u odgovoru na
izlaganje bakterijama.

Vazna familija antiinflamatornih signalnih molekula su i oksilipidi ili eikoza-
noidi. Oni su poreklom od polinezasi¢enih masnih kiselina i mogu da regulidu broj-
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ne aspekte inflamatornog odgovora. Makrofagi i endotelne celije su najvedi izvori
oksilipida u tkivima ukljuujuci i mleénu Zlezdu, iako to mogu biti i druge celije. Ka-
da makrofagi ili endotelne ¢elije dodu u kontakt sa PAMP ili drugim zapaljenjskim
stimulusom (citokini) dolazi do sinteze oksilipida. Posle kontakta ¢elija i PAMP,
polinezasi¢ene masne kiseline se oslobadaju iz ¢elijske membrane ili membrane
jedra pomocu fosfolipaza i ovi supstrati masnih kiselina se zatim ne-enzimski ok-
sidiSu pomoc¢u ROS-a ili razli¢itim enzimskim putevima (ciklooksigenaza - COX;
lipoooksigenaza - LOX; citohrom P450) u kojima se proizvode oksilipidi koji mogu
ili stimulisati ili zaustaviti inflamatornu kaskadu. U ranijim radovima koji su se ba-
vili ispitivanjem uloge oksilipida u inflamatornom odgovoru mle¢ne Zlezde fokus
je bio stavljen na eikozanoide poreklom od arahidonske kiseline iz COX puta, kao
Sto su prostaglandini (PGs), tromboksani (TX) i leukotrijeni (LT). Medutim, do da-
nas je otkriveno viSe od 130 oksilipida. Za oksilipide TXB2 i PGE2 je dokazano,
da kao proinflamatorni oksilipidi imaju ulogu u povecanju teZine E. coli mastitisa u
peripartalnom periodu (Sordillo, 2018).

Citokini i oksilipidi reaguju sa krvnim sudovima u mle¢noj Zlezdi i menjaju to-
nus i protok krvi kroz napadnuto tkivo, povecavaju vazodilataciju i propustljivost
kapilara, $to je bitno za migraciju leukocita iz krvi na mesto infekcije.

Specificni imunski sistem i njegove komponente
Celijske i humoralne komponente

Limfociti odgovorni za specificni imunski odgovor mogu biti T i B limfociti i
ove dve posebne subpopulacije limfocita se razlikuju u funkciji i ekspresiji razlicitih
proteina. T ¢elije Cine subpopulacije a,B T ¢elija koje uklju€uju CD4* (pomoc¢nic-
ke - Th celije) i CD8* (citotoksi¢ne - Tc ¢elije), kao i y,0 T ¢elije. Na osnovu funk-
cionalnih grupa, Th celije se dele na Th1, Th2, Th17 i regulatorne T celije (T reg)
(Aitken i sar., 2011; Sordillo, 2018).

Th Celije proizvode citokine u odgovoru na prepoznavanje kompleksa Ag
-MHC Il na antigen-prezentujuéim ¢éelijama (B limfociti, makrofagi, dendriti¢ne cCe-
lije). Kada su aktivirani, Th limfociti proizvode citokine koji igraju ulogu u aktivaci-
ji i T'i B limfocita zajedno, makrofaga, neutrofilnih granulocita i drugih celija koje
uCestvuju u imunskom odgovoru. Tc limfociti Stite mle€nu Zlezdu od intracelijskih
patogena kad je patogen izlozen na povrsini ¢elije sa MHC | molekulima. Smatra
se da oni imaju ulogu i u uklanjanju starih i oSteé¢enih sekretornih ¢elija u mle¢no;j
Zlezdi. Supresorska funkcija Tc limfocita moze biti aktivirana u inficiranoj mle€noj
Zlezdi ili tokom peripartalnog perioda (Sordilo i Streicher, 2002).

Celije koje pripadaju populaciji y,d T limfocita imaju primarnu funkciju u za-
Stiti epitela, ali imaju i citotoksi¢nu ulogu, te su zbog toga vazne u zastiti od bak-
terijske infekcije kod mastitisa. U sekretu mle€ne Zlezde, kao i u tkivu, zastupljen
je veci procenat y,0 T celija u poredenju sa perifernom krvi. B limfociti proizvode
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antitela protiv patogena i nakon aktivacije oni se diferentuju u plazma celije i ¢e-
lije paméenja. Procenat B limfocita ostaje konstantan izmedu stadijuma laktacije.

Imunoglobulini (Ig) su najznacajniji rastvorljivi humoralni faktori kod specifi¢-
nog imunskog odgovora koji povezuju razliCite elemente Celijskog i humoralnog
imunskog sistema i predstavljaju glavnu komponentu specificnog imunskog si-
stema u kolostrumu i mleku. Oni spre¢avaju adheziju mikroba za tkiva, inhibiraju
metabolizam bakterija, aglutiniraju bakterije, obezbeduju opsonizaciju i fagocitozu
bakterija, ubijaju bakterije aktivacijom sistema komplementa i neutraliSu toksine i
viruse (Sordillo., 2005).

U kolostrumu, Ig ¢ine 70-80% proteina (20-150 g/L), $to je vazno radi obez-
bedenja pasivnog imuniteta novorodenih zivotinja, dok ih u mleku ima 1-2% (0,5-
1g/L) od ukupnih proteina (Stelwagen i sar., 2009).

Tokom laktacije, koncentracija Ig u mleku varira i zavisi od njenog stadijuma,
tako da je relativno niska tokom veceg dela laktacije, poveéava se pri njenom kra-
ju i tokom zasus$enja, a svoj maksimum dostize tokom kolostrogeneze. Koncen-
tracija Ig u kolostrumu i mleku se povecéava tokom inflamacije. Imunoglobulini u
mleku mogu biti poreklom iz krvi ili sintetisani in situ od strane plazma ¢elija akti-
viranih antigenom, koji dolaze u mle¢nu Zlezdu iz krvi posredstvom hemokina koji
su proizvedeni lokalno u toku intramamarne infekcije (Musoke i sar., 1986).

Mle¢na Zlezda ima aktivnu ulogu u regulaciji nivoa razli€itih Ig u kolostrumu
i mleku, iako ih sam epitel mle€ne Zlezde ne sintetiSe. Imunoglobulini iz krvi se
transportuju u mle¢nu Zlezdu zahvaljujuéi specificnim receptorima. Dominantna
uloga u odbrani mle¢ne Zlezde od bakterijskih patogena pripisuje se imunoglobu-
linima klase/podklase IgG,, IgG,, IgM i IgA. Imunoglobulini IgG,, I9G,, i IgM klase
igraju ulogu u opsonizaciji i podsti€u fagocitozu od strane neutrofilnih granulocita i
makrofaga, dok IgA igra ulogu u neutralisanju toksina i aglutinaciji bakterija. Kon-
centracija imunoglobulina klase 1gG,, IgA, i IgM u kolostrumu znacajno prevazila-
zi njihovu koncentraciju u krvi. Odnos izmedu koncentracija imunoglobulina u ko-
lostrumu i krvi iznosi za IgG, 4:1, za IgA 13:1 i za IgM 2:1. Predominantni imuno-
globulini u kolostrumu i mleku su IgG klase, dok se nivo IgG, znacajno povecava
tokom inflamacije.

Kordinacija nespecifi€nog i specificnog imunskog sistema tokom
intramamarne infekcije

Da bi se obezbedila optimalna odbrana od infekcije, mle¢noj Zlezdi je potreb-
no zajedni¢ko, kooperativno i slozeno dejstvo nespecificnnog i specificnog imun-
skog sistema. Kontakt bakterija sa leukocitima u mleku ili epitelnim ¢elijama mlec-
ne zlezde, udruzen sa razliitim virulentnim mehanizmima i oslobadanjem toksi-
na, iritacijom ili Eak oStecenjem epitela mle€ne Zlezde dovodi do aktivacije nespe-
cificnog imunskog odgovora. Produkti zapaljenja iz oSte¢enog epitela dovode do
toga da lokalno prisutni leukociti i epitel zdrave mle¢ne Zlezde otpustaju hemoa-
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traktante koji pokre¢u migraciju i nakupljanje imunskih ¢éelija, prvenstveno NG po-
reklom i iz koStane srZi i cirkulacije koji prelaze u mle€nu Zlezdu.

Proinflamatorni citokini (IL-13, IL-6, IL-17) kao i IL-8 i TNF-a su glavni efekto-
ri koji iniciraju inflamatorni odgovor na lokalnom i sistemskom nivou (Harad i sar.,
1994). Ovi citokini, u kooperaciji sa TGF-CSF i hemotakti¢nim faktorima (C3a,
Cba - komponente komplementa, oksilipidi, kiseoni¢ki radikali, proteini akutne fa-
ze) pokreéu migraciju NG u mle¢nu Zlezdu preko indukcije ekspresije vaskularnih
endotelijalnih adhezivnih molekula (E i P selektini) pokre¢u time transendotelijal-
nu migraciju NG u inficirano tkivo. Kao posledica dejstva citokina povec¢ana je ek-
spresija i adhezivnost drugih adhezivnih molekula neutrofila, kao $to je Mac-1 in-
tegrin (CD11b/CD18), $to omoguc¢ava neutrofilima da se tesno vezu za aktivirani
endotel u saradnji sa drugim endotelijalnim adhezivnim molekulima, ICAM-1 (en-
gl. ,Intercellular Adhesion Molecule 1”). Migracija imunskih ¢elija u mle¢nu Zlezdu
nije slu€ajan proces i za regulaciju hemotakse je neophodna saradnja vise mole-
kula, hemoatraktanata, selektina i integrina. Leukociti koji migriraju, eksprimiraju
veci broj receptora za lg i komplement na svojoj povrsini i imaju veéu sposobnost
fagocitoze od onih u cirkulaciji (Sordillo, 2018).

Stimulacija baktericidne aktivnosti razlicitih leukocita lokalizovanih u inficira-
noj mle¢noj zlezdi je uglavnom regulisana odredenim proinflamatornim citokini-
ma. Aktivacija neutrofila i njihova poveéana funkcija su stimulisani preko IL-1, IL-
8, IFN-y, TNF-a i G-CSF, makrofaga sa IL-12, M-CSF i GM-CSF, a NK limfocita sa
IL-2 i IL-12 (Trinchieri, 2003).

Kao rezultat intramamarne infekcije, dolazi do odredenih sistemskih reakci-
ja kao §to su: febrilni odgovor, povecéanje sinteze i sekrecije proteina akutne faze
i porast nivoa kortizola u cirkulaciji, kao i pove¢ane propustljivosti krvnih sudova
(Sordillo, 2018).

Antigeni bakterija uzro¢nika mastitisa bivaju obradeni od strane makrofaga
i B limfocita i pojavljuju se na membrani zajedno sa MHC molekulima klase | i Il
i tada su prepoznati od strane razli€itih limfocita. Nakon prepoznavanja antigena
vezanog za MHC Il na B limfocitima ili makrofagima, aktiviraju se CD4+ T ¢elije. U
zavisnosti od citokina koji proizvode, Th Celijski odgovor moze pokrenuti ili ¢elijski
posredovan (Th1tip) ili humoralni (Th2 tip) imunski odgovor (Brown i sar., 1998).

Glavni citokini koje lu€¢e Th1 ¢elije su IL-2 i IFN-y koji stimuliSu ¢elijski odgo-
vor protiv intracelularnih patogena. Citokini IL-4, IL-5, IL-10 se lu€e od strane Th2
limfocita i oni pokre¢u humoralni imunitet a zajedno reguliSu funkcije makrofaga i
stimuliSu proizvodnju njihovih citokina. Citotoksi¢ni CD8+ limfociti indukovani in-
flamacijom proizvode IFN-y, a regulatorni supresorski CD8+ limofociti stvaraju
IL- 4. Inflamatorni citokini proizvedeni od strane T limfocita indukuju proliferaciju i
diferencijaciju B limfocita u plazma ¢elije koje stvaraju antitela i u memorijske ¢e-
lije. Sinergisticki aktivirani makrofagi otpustaju hemotakti¢ke signale za neutofilne
granulocite i time amplifikuju inflamatorni odgovor. Makrofagi staraju prostaglan-
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dine i leukotrijene koji intenziviraju lokalni inflamatorni proces, kao i specifi¢ne ci-
tokine koji regulisu T ¢elijsku diferencijaciju (IL-12).

Regulacija aktivacije Th ¢éelija u Th1 ili Th2 odgovor je glavna osovina u ko-
ju su uklju€eni neki regulatorni citokini (IL-4 | IL-12) (Mosmann i Coffman, 1989;
Alnakip i sar., 2014).

U odgovoru na bakterije i bakterijske produkte dolazi do proizvodnje IL-12.
On doprinosi imunskom odgovoru tako $to favorizuje aktivhost CD4+ T celija pre-
ma Th1 odgovoru i povetava generisanje citotoksi¢nog IFN-y koga proizvode
CD8+ T limfociti. Takode igra ulogu faktora rasta za NK celije i indukuje njihovu ci-
totoksi¢nu aktivnost. IL-12 uti¢e na proizvodnju IFN-y od strane limfocita i NK ¢eli-
ja. IL-4, suprotno od IL-12, favorizuje razvoj Th2 populacije i ima inhibitorni efekat
na proizvodnju IFN-y. U odnosu na antiinflamatorni IL-10, interleukin 4 ima maniji
efekat na sintezu monokina.

Regulacija intramamarne infekcije posredovana je poveéanom ekspresijom
vecéeg broja citokina — inflamatornih antagonista, uklju€ujuc¢i IL-10 | TNF-B i u an-
ti-inflamatonim efektima koje izazvaju IL-6 i IL-4. IL-10 najviSe doprinosi ovom
procesu. Oni smanjuju nastanak svih tipova Th ¢elija i smanjuju prizvodnju proin-
flamatornih citokina, hemokina i eikozanoida od strane monocita, makrofaga i ne-
utrofilnih granulocita. IL-10 inhibira sposobnost makrofaga da stimuliSu Th1 ¢e-
lije na proizvodnju citokina, uglavnom IFN-y i ima inhibitorni efekat na LPS indu-
kovanu proizvodnju IL-1, IL-6 | TNF-a od strane makrofaga (Alnakip i sar., 2014).
On ne inhibira proizvodnju citokina od strane B limfocita, niti uti¢e na moguénost
drugih fagocita da stimuliSu proizvodnju citokina od strane Th2 ¢elija. Sli¢no IL-
10, TNF-B ima glavnu ulogu da suprimira imunski odgovor, iako ima i neke proi-
nflamatorne osobine. Anti-inflamatorna uloga TNF-B se ispoljava kroz: inhibiciju
makrofaga da proizvode hemokine, proinflamatorne citokine, azot oksid i ROS, li-
mitira proizvodnju IFN-y, stimuliSe ekspresiju receptora antagonista IL-1 i poveca-
va uklanjanje bakterija i ¢elijskog detritusa od strane makrofaga (Ashcroft, 1999).

Regeneracija ostecenog epitela mleCne Zlezde posredovana je uglavnom
sa TNF-a koji stimuliSe proliferaciju epitela i remodeliranje tkiva. Sa druge strane,
TNF-B promoviSe depoziciju ekstracelularnog matriksa, fibrozu i pojavu oziljnog
tkiva. Prema tome, obnavljanje zdrave strukture i formiranje oziljaka je kontrolisa-
no balansom izmedu ova dva tipa TNF. Promenjene ¢elije se uklanjaju od strane
makrofaga i citotoksi¢nih Tc ¢elija koje prepoznaju i eliminiSu promenjene sop-
stvene celije preko prezentacije antigena, uz pomoc¢ y,0 T ¢Celija i NK ¢elija, koji
posreduju u citotoksi¢nosti preko MHC molekula (Riollet i sar., 2000).

Imunski odgovor mleéne zlezde na bakterije — uzro€nike mastitisa

IstraZivanje imunskog odgovora mle¢ne Zlezde na razliCite patogene moze
pomodi u boljem razumevanju prirode, razvoja i teZine mastitisa koji oni uzroku-
ju. Osetljivost i imunski odgovor mle¢ne Zlezde variraju znacajno u zavisnosti od
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vrste bakterija i njihovih toksina. Velika osetljivost mle¢ne Zlezde na neke patoge-
ne - izaziva€e mastitisa rezultira snaznim imunskim odgovorom, izazivajuci akutni
odgovor na infekciju i predisponira brzo uklanjanje prodrlih patogena odgovaraju-
¢im imunskim odgovorom. Smanjena moguénost uklanjanja odredenih bakterija
kao Sto su Staph. aureus i neke koagulaza-negativne stafilokoke (CNS) moze do-
vesti do supklini¢ke ili hroni¢ne forme mastitisa kao rezultat oslabljenog odgovora
imunskog sistema mlecne Zlezde (Dervishi i sar., 2015).

Veci broj istrazivanja je vrSen u cilju ispitivanja imunskog odgovora mle¢ne
Zlezde prema razli€itim patogenima izaziva€ima mastitisa u cilju razumevanja pa-
togeneze intramamarne infekcije (Alnakip i sar., 2014). Najveci broj se odnosio
na imunski odgovor kod mastitisa izazvanog sa Staph. aureus i sa E. coli. Kod
koliformnih mastitisa dolazi do akutnog inflamatornnog odgovora usled prisustva
LPS. Nespecificni imunski odgovor varira u zavisnosti od vrste uzro¢nika masti-
tisa. Snazan odgovor TNF-a na LPS ima centralno mesto u ranoj fazi - pocetku
imunskog odgovora mle¢ne Zlezde i u razvoju hipertermije, koja je u vezi sa ko-
liformnim mastitisom, endotoksi¢nim Sokom u perakutnoj formi, leukopenijom u
perifernoj krvi i posledi€no pove¢anjem broja leukocita u mleku (Sordillo i Peel.,
1992).

Hemotaksa i nakupljanje leukocita (prvenstveno NG) i velika proizvodnja ra-
zli¢itih citokina (TNF-a, IL-13, IL-6 | IL-8) su odraz osetljivosti i odgovora mle¢ne
Zlezde na E.coli u poredenju sa Staph. aureus. Ovo objasnjava Cinjenicu zasto E.
coli mastitis ima akutnu formu i zbog ¢ega prolazi spontano u kratkom vremen-
skom periodu.

U zavisnosti od nivoa hemoatraktanata i proinflamatornih, inflamatornih i re-
gulatornih citokina nespecifi¢ni imunski odgovor je takode snazan prema Ki. pne-
umoniae i Ps. aeruginosa (Bannerman i sar., 2004).

Protiv bakterije S. marcescens imunski odgovor mle¢ne Zlezde je relativho
blag. Broj bakterija izolovanih iz mle€ne Zlezde sa S. marcescens inficiranih krava
kao i SCC naglo opadaju 24h i 48h posle infekcije, $to bi moglo ukazati na elimi-
naciju bakterije od strane imunskog sistema mle¢ne Zlezde.

Nasuprot odgovoru imunskog sistema mle¢ne Zlezde na E. coli, odgovor na
Staph. aureus je nedovoljan da eliminiSe bakterije i time se omoguc¢ava odrZava-
nje infekcije i eventualno dovodi do supklini¢ke ili hroni¢ne forme intramamarne
infekcije. Neka istrazivanja su dokazala da intramamarna infekcija izazvana sa E.
coli ali ne i sa Staph. aureus, indukuje jaku ekspresiju gena za IL-8 | TNF-a u tkivu
mlec€ne Zlezde. Takode nastaje jaka aktivacija NF-kB u epitelnim cCelijama mlec-
ne Zlezde i pokrece se brza rana ekspresija B defenzina, TLR2 i TLR4 u mle¢noj
Zlezdi i limfnim évorovima, dok je neadekvatna proinflamatorna aktivacija i potpuni
izostanak aktivacije NF-kB prisutan u epitelnim ¢elijama mle€ne Zlezde izloZzene
Staph. aureus ili LTA. Smanjena ekspresija i indukcija nekih inflamatornih citoki-
na (TNF-a od strane LTA), neadekvatna aktivacija NF-kB i smanjena ekspresija i
proizvodnja hemokina (IL-8 | RANTES - Regulated upon Activation, Normal T-cell
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Expressed, and Secreted) ukljucenih u nakupljanje leukocita moze objasniti zasto
SCC nisu povecan u mle¢noj Zlezdi izloZzenoj Staph. aureus dok je kod mle¢ne
Zlezde izlozene E.coli to slu¢aj (Yang i sar., 2008).

Prema svemu sudec¢i, Staph. aureus modulira - menja imunski odgovor u ci-
lju povecanja stepena prezivljavanja. Smatra se da je ekspresija TNF-B kod intra-
mamarne infekcije sa Staph. aureus razlog promenjenog - umanjenog imunskog
odgovora na ovaj patogen (Yang i sar., 2008) buduc¢i da on blokira TLR signal. Po-
red toga, razli¢ite studije su ukazale da stafilokokni enterotoksini igraju ulogu kao
superantigeni aktivirajuci specificne tipove T limfocita (uglavhom CD8+ supreso-
re) i stimuliSu otpustanje specifi¢nih citokina. Prisustvo velikog broja supresorskih
CD8+ u odnosu na CD4+ T ¢elije znacajno inhibira imunski odgovor limfocita i
njihovo nakupljanje i uz nestabilnu ekspresiju i oslobadanje inflamatornih faktora
(IL-1B, IL-8, TNF- a). Kompromitovana ekspresija i otpustanje inflamatornih cito-
kina (depresija IL-2 i nivoa C5a), nestabilno otpustanje anti-inflamatornog IL-10
mogu predstavljati objasnjenje za supresivnu prirodu izaziva¢a mastitisa Staph.
aureus-a. Zbog toga naj¢esc¢e ne dolazi do ozdravljenja ve¢ se javlja supklini¢ka
ili hroni¢na forma bolesti sa perzistiranjem patogena.

Intramamarna infekcija izazvana sa CNS uglavnom ima supklini¢ku formu.
Kod nje dolazi do povec¢anog broja SCC i ona moze takode perzistirati slicno kao
Staph. aureus.

Maniji broj istrazivanja je bio fokusiran na imunski odgovor mle¢ne Zlezde
protiv streptokoka, uprkos zna€ajnom mestu koje zauzimaju kao izazivaci mastiti-
sa. Takode je maniji broj studija izveden radi ispitivanja imunskog odgovora mle¢-
ne zZlezde prema S. dysgalactiae i S. uberis (Wellnitz i sar., 2012).

U jednom od istrazivanja je utvrdeno povecéanje ekspresije TLR 4 i razlici-
tih citokina (IL-18, TNF- a) kod infekcije sa S. dysgalactiae. Takode je dokazano
da imunski odgovor mle¢ne Zlezde protiv intramamarne infekcije izazvane sa S.
uberis nije dovoljan da uspesno eliminiSe bakterije, iako je utvrdena povecana
ekspresija i proizvodnja nekoliko inflamatornih medijatora i antimikrobnih kompo-
nenti (IL-1B, IL-8, IL-10, IL-12, TNF- a, LPS-BP, C5a i LF). Broj bakterija u mleku
i SCC ostaje povecan u duzem periodu posle infekcije u poredenju sa Serratia
marcescens. Kod mle¢ne Zlezde, inficirane sa S. uberis, ni nakupljanje neutrofila,
ni fagocitoza od strane makrofaga ne rezultiraju efikasnim smanjenjem broja bak-
terija, ve¢ StaviSe, intracelularna replikacija bakterija u makrofagima raste. Medu-
tim, razliCiti sojevi S. uberis mogu pokrenuti razli¢ite imunske odgovore. Izgleda
da patogeni faktori, pre nego faktori domacina, imaju bitnu ulogu u modifikaciji
imunskog odgovora mle¢ne Zlezde. Patogenost koja je specificha za pojedine so-
jeve, zna€ajno modifikuje imunski odgovor. Imunski odgovor mle¢ne Zlezde pre-
ma razli€itim sojevima S. uberis je razli€it u zavisnosti od intenziteta infekcije. Ek-
spresija IL-1B | IL-8 od strane epitelnih ¢elija mle¢ne Zlezde u in vitro uslovima,
je veca kod izlaganja zivim i toplotom inaktiviranim S. uberis izolovanim od akut-
nog mastitisa nego od S. uberis hroni¢nog mastitisa (Alnakip i sar., 2014). Takode
je zanimljivo da je bilo relativno malo istraZzivanja o imunskom odgovoru mle¢ne
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Zlezde kod goveda prema S. agalactiae, koji je jedan od glavnih kontagioznih pa-
togena uzro€nika mastitisa.

Zakljucak

Poznavanje imunoloSkog statusa zdrave mle¢ne Zlezde, kao i imunskog od-
govora mle€ne Zlezde u uslovima zapaljenja, je bitno za razumevanje prirode in-
tramamarne infekcije izazvane specificnim patogenima i znacajno doprinosi ra-
zvoju efikasnih metoda za otkrivanje i kontrolu mastitisa. Strategije koje dovode
do postizanja optimalnog imunskog odgovora mle¢ne Zlezde mogu predstavljati
efikasan nacin da se preveniraju nove infekcije mle¢ne zlezde i ogranici upotreba
antibiotika, danas neophodnih u terapiji mastitisa.

Da bi se poboljSala otpornost prema infekcijama, dalja istrazivanja imuno-
logije mle¢ne Zlezde moraju biti usmerena na: ja¢anje imunskih funkcija ili odr-
Zavanje ovih funkcija na normalnom nivou tokom laktacije i perioda zasuSenja,
posebno u periodu imunosupresije; na pojasnjavanje uloge specificnih imunskih
Celija mle€ne Zlezde, pogotovo limfocita (NK celija i y,0 T ¢elija); na istraZivanje
imunskog odgovora mle¢ne Zlezde na razliCite bakterije kod goveda (S. uberis, S.
dysgalactiae, S. agalactiae, E. coli i CNS), bududi da je u dosadadnjem periodu
najviSe istraZivanja bilo fokusirano na infekcije izazvane sa E. coli i Staph. aureus.

Napomena: Ovaj rad je delimi¢no finansiran sredstvima Projekta br. Il 46002 i
Projekta TR 31050 Ministarstva prosvete, nauke i tehnolodkog razvoja republike
Srbije.
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