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1. UvOD

Mlijeko je normalni sekret mlije¢ne Zlijezde. Zbog svog kemijskog sastava predstavlja
jednu od nezaobilaznih namirnica u prehrani ljudi. Mlijeko je prehrambena namirnica koja
ima veliku nutritivhu vrijednost i kao takvo mora biti higijenski i zdravstveno ispravno.
Takoder sadrzi i sastojke koji imaju karakteristike antioksidansa koji smanjuju ucinke
oksidacijskog stresa kako kod mladuncadi tako i kod drugih konzumenata. Mlijeko mora
poticati od zdravih, ispravno hranjenih i drzanih Zivotinja, te ne smije sadrzavati patogene
mikroorganizme i rezidue raznih antibiotika i antibakterijskih tvari koje se upotrebljavaju u
veterinarskoj praksi (PINTIC i sur., 2006.).

Mlije¢na industrija i selekcioniranje krava na visoku mlije¢nost u stalnom je razvoju.
Stoga je u visokoproizvodnim mlije¢nim stadima sve ¢eS¢a pojava mastitisa. Mastitis je
multikauzalna bolest sekretornog dijela vimena te je obi¢no rezultat interakcije izmedu
mikroorganizma, domacina i okolisa (BACIC i sur., 2009.). Proizvodaci mlijeka trpe Stete
zbog gubitaka u proizvodnji, troskova lijeCenja i negativnog utjecaja na dobrobit Zivotinja
(NIELSEN 1 sur., 2010.). Lijecenje i kontrola mastitisa uklju¢uju primjenu intramamarnih
antibiotskih pripravaka tijekom laktacije ili za vrijeme suhostaja (BACIC, 2009.; ERSKINE i
sur., 2003.; MCDOUGALL 1 sur., 2009.), ali zbog njihove kontinuirane i opsezne uporabe
dolazi do pojave rezistencije mikroorganizama i pojave rezidua antibiotika u mlijeku. Danas
se iz tog razloga sve viSe pridaje znacaj razvoju intramamarnog pripravka koji ¢e naci
primjenu u profilaksi i terapiji mastitisa krava i koza kao alternativa i/ili nadopuna
antimikrobnoj terapiji koja se rutinski primjenjuje (BRADLEY, 2002.). Jedan od mogucih
pripravaka je pripravak propolisa buduci da istrazivanja dokazuju antibiotska, protupalna i
antioksidacijska svojstva propolisa. Stoga je cilj ovog diplomskog rada bio istrazZiti utjecaj
aplikacije bezalkoholne otopine propolisa primijenjene intramamarno u lije€enju supklinickih

mastitisa i njegov utjecaj na antioksidacijska svojstva mlijeka krava i koza.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

Mlijeko je normalni sekret mlijecne Zlijezde koji se dobiva redovitom i neprekidnom
muznjom, jedne ili viSe zdravih zivotinja, ispravno hranjenih i drzanih, kojem nije nista
oduzeto niti dodano. Glavne komponente mlijeka su voda i suha tvar. Osnovni sastojci suhe
tvari su mlije¢ne masti, proteini ili mlije¢ne bjelanéevine te mlije¢ni $ecer tj. laktoza (BACIC

i sur., 2009.).

Kozje mlijeko prema osnovnom kemijskom sastavu sli¢no je kravljem mlijeku, ali ima
manje kapljice masti, vise kratkih i srednje lanCanih masnih kiselina od kravljeg mlijeka, zbog
Cega ga lipaza lakse razgradi (PARK, 2010.). Kozje mlijeko ima vecu probavljivost proteina |
masti, luznatost, puferski kapacitet od kravljeg ili ljudskog mlijeka (PARK, 2010.). Kozje
mlijeko u prosjeku sadrzi 12,2% ukupne suhe tvari, koja se sastoje od 3,8% masti, 3,5%
proteina, 4,1% laktoze i 0,8% pepela. Takoder ima viSe masti, bjelan¢evina i pepela, a manje
laktoze od kravljeg mlijeka. Sadrzi nesto manje ukupnog kazeina, ali ima viSe neproteinskog
dusika nego kravlje mlijeko. Mlijeko koza i krava ima 3 do 4 puta vecu razinu proteina i

pepela, ali manje laktoze nego ljudsko mlijeko (PARK, 2010.).

Zbog svog kemijskog sastava predstavlja jednu od nezaobilaznih namirnica u prehrani
ljudi. No, osim $§to je zdravo kao prehrambena namirnica, ono mora biti higijenski 1
zdravstveno ispravno te ne smije sadrzavati patogene mikroorganizme i rezidue antibiotika i
antibakterijskih tvari (PINTIC i sur., 2006.).

Zbog zahtjeva trziSta za mlijekom 1 mlijjeCnim proizvodima mlije€na industrija se
kontinuirano razvija, a zivotinje se odabiru s obzirom na visoku mlije¢nost (OLTENACU 1
ALGERS, 2005.). Posljedi¢no tomu, u visokoproizvodnim mlije¢nim stadima, sve je ceSc¢a
pojava mastitisa. Prevencija i tretman mastitisa znatan su financijski troSak za proizvodace
mlijeka zbog velikih gubitaka u proizvodnji, opseznih troskova lije€enja 1 negativnog utjecaja

na dobrobit zivotinja (NIELSEN i sur., 2010.).

Lijecenje 1 kontrola mastitisa uklju¢uju primjenu intramamarnih antibiotskih pripravaka
tijekom laktacije ili za vrijeme suhostaja (BACIC, 2009.; ERSKINE i sur., 2003.;
MCDOUGALL i sur., 2009.), ali zbog njihove kontinuirane i opsezne uporabe dolazi do

pojave rezistencije mikroorganizama.



Prema klinickoj slici razlikujemo klini¢ki i supklinicki mastitis. Supklini¢ki mastitis
predstavlja veéi zdravstveni problem na farmama visokoproizvodnih zivotinja, a u nekom
stadu moze ga biti 2 do 20 puta vise nego klinitkog mastitisa (BACIC i sur., 2009.).
Otkrivanje supklini¢kog mastitisa je oteZano zbog nedostatka vanjskih vidljivih znakova, pa
se u dijagnostici koristi broj somatskih stanica (BSS) 1 prisutnost bakterijskih uzro¢nika u
mlijeku (BACIC i sur., 2009.; RUEGG, 2009.). Nekoliko sati nakon infekcije vimena s
patogenim mikroorganizmima, u mlijeku se povecava broj somatskih stanica (SCC) kao
odgovor na aktivaciju upalnih procesa. Kod infekcije mlije¢ne Zlijezde, makrofagi reagiraju
tako da iniciraju upalni odgovor, §to prvenstveno dovodi do nakupljanja polimorfonuklearnih
stanice u mlijeku. Vise od 90% somatskih stanica u inficiranom vimenu ¢ine neutrofili
(ELSAMI i sur., 2015.). Epitelne stanice, stanice keratinog sloja i odumrle sekretorne stanice
iz alveola ¢ine preostalih 1 do 7% broja somatskih stanica (BACIC i sur., 2009.). Broj
somatskih stanica od 200 000/mL, smatra se grani¢nom vrijedno$¢u u utvrdivanju zdravlja
cetvrti vimena (RUEGG i1 PANTOJA, 2013.). Zahtjevi glede broja somatskih stanica i broja

mikroorganizama u mlijeku prikazani su u Tablici 1.
Tablica 1. Razvrstavanje mlijeka u razrede prema broju mikroorganizama i somatskih stanica

Izvor: Pravilnik o utvrdivanju sastava sirovog mlijeka NN 27/2017

Vrsta mlijeka Razred Geometrijski prosjek
Mikroorganizmi Somatske stanice
(ulmL) (ulmL)
I <100.000 <400.000
Mlijeko I > 100.000 > 400.000
I < 1.500.000
Ov¢je 1 kozje > 1.500.000
mlijeko !

i I1-prva (1) i druga (I1) klasa sirovog mlijeka zavisno od prosje¢nog broja mikroorganizama i broja somatskih

stanica u mlijeku

Lijecenje i kontrola mastitisa ukljucuju primjenu intramamarnih antibiotskih pripravaka
tijekom laktacije ili za vrijeme suhostaja (BACIC, 2009.; ERSKINE i sur., 2003.;



MCDOUGALL i sur., 2009.). Samoizljecenje kod supklinickog mastitisa postize se u 11%
slu¢ajeva (OLIVER i sur., 2004.) ili 21% slucajeva (SANDGREN i sur., 2008.).

Osim §to mastitis smanjuje proizvodnju mlijeka, takvo mlijeko je loSije kvalitete, u
organizmu na molekularnm nivou dolazi do prekomjernog stvaranja slobodnih radikala $to
vodi organizam jedinke u oksidacijski stres (ATAKISI i sur., 2010.; BOUWSTRA i sur.,
2010.). Oksidacijski stres je stanje naruSene ravnoteze u prooksidativno-antioksidativnom
sustavu u korist oksidacijskih procesa pri ¢emu dolazi do oSte¢enja tkiva (CELI, 2011.).
Najpoznatiji slobodni radikali u bioloskim sustavima su slobodni radikali kisika i njihovi
metaboliti, obicno nazvani ROS. ROS se neprekidno stvaraju kao normalni nusproizvodi
staniénog metabolizma, te pri niskim koncentracijama, bitni su za odvijanje nekoliko
fizioloskih procesa: fosforilaciju proteina, stani¢nu diferencijaciju, apoptozu, sazrijevanje
oocita, steroidogenezu i stani¢nu imunost (CELI, 2011.). Kada dode do prekomjernog
stvaranja slobodnih radikala koje stani¢ni homeostatski mehanizmi nisu u stanju neutralizirati,
dolazi do oSte¢enja organa i tkiva (SAYEED 1 sur., 2003.; MORALES 1 sur., 2004.). Na
molekularnom nivou slobodni radikali mogu modificirati proteine, ostetiti DNA i stani¢ne
transkripcijske elemente, te inicirati lancanu reakciju koja uzrokuje lipidnu peroksidaciju

(KEHRER, 2000.).

Antioksidativne molekule u organizmu uklanjaju ROS ili oksidativno promijenjene
molekule. Endogeni antioksidanti mogu se podijeliti u nekoliko skupina, ukljucujuci
enzimske antioksidante tj. superoksid dismutazu (SOD), glutation-peroksidazu (GSH-PXx),
katalazu, paraoksonazu i druge antioksidativne enzime te brojne neenzimske molekule s
antioksidativnim djelovanjem: vitamin E, vitamin C, [(-karoten, glutation, albumin,
metalotionein, transferin, urati, bilirubin, ceruloplazmin (SABOCANEC, 2006.). Enzimi
predstavljaju glavni oblik unutarstani¢ne antioksidacijske obrane (CELI, 2011.). Aktivnost
GSH-Px dokazana je u sirovom kravljem mlijeku i ljudskom mlijeku te njegova aktivnost
znacajno korelira s koncentracijom selena (HOJO, 1986.; DEBSKI i sur., 1987.). Utvrdeno je
da se GSH-Px aktivnost i koli¢ina selena u ljudskom mlijeku smanjuju s vremenom laktacije i
postizu plato mjesec dana nakon porodaja (HOJO, 1986.). Aktivnost citoplazmatske GSH-Px
doprinosi oksidativnoj obrani Zivotinjskih tkiva kataliziranjem redukcije vodikovog peroksida
1 lipidnih peroksida, te se takoder smatra indikatorom oksidacijskog stresa. Enzim SOD
katalizira dismutaciju superoksidnog radikala u H,O, i smatra se prvom obranom protiv
prooksidansa (CELI, 2011.).



Mjerenje antioksidacijske sposobnosti obrane od ROS moguée je analizom
aktivnosti/koncentracije jedne komponente obrane ili pak antioksidacijskog potencijala nekog
Sustava. Prosjecen bioloski antioksidacijski potencijal u mlijeku ljudi iznosi 3807 + 103.5
umol/L (EZAKI i sur., 2008.).

Zbog svega navedenog, danas se sve viSe pridaje znaCaj razvoju intramamarnog
pripravka koji ¢e naci primjenu u profilaksi i terapiji mastitisa krava i koza. Kao takav
koristio bi se kao alternativa i/ili nadopuna antimikrobnoj terapiji koja se rutinski primjenjuje
(BRADLEY, 2002.).

Jedan od mogucih pripravaka je propolis. lako sastav propolisa varira ovisno o
geografskom podrijetlu, vazno je istaknuti njegova antibakterijska, antimikoticka i antivirusna
svojstva. Propolis (pcelinje ljepilo) je genericko ime za smolastu tvar koju skupljaju pcele s
odredenih dijelova biljaka. Rije¢ «propolis» je izvedena od grcke rijeci pro- (obrana) i polis
(grad), Sto oznacava obranu grada (u ovom slucaju ko$nice). Pcele (Apis mellifera, L.)
skupljaju smolu, Zvacu ju i oplemenjuju enzimima izluc¢enih iz submandibularnih zlijezda
slinovnica. Tako djelomice probavljen materijal mijeSaju s pcelinjim voskom i koriste u
izgradnji kosSnice, te njime dezinficiraju kosSnicu i stite je od nepovoljnih vanjskih utjecaja
(GHISALBERI, 1979.). Podaci u literaturi opisuju koriStenje propolisa tijekom vise od 2000
godina. Stari Egipcani su ga koristili za balzamiranje i mumificiranje, dok Grci i Rimljani
opisuju njegovo koristenje u lije€enju raznih koznih oboljenja (CRANE, 1999.). Dokazano
ima antiseptiCka, antitumorska, bakteriostatska, antiupalna, anestetska i1 antioksidacijska
svojstva. Upravo zbog toga njegova uporaba je neograni¢ena (BURDOCK, 1998.). Razli¢ita
boja, miris i kemijski sastav propolisa, rezultat je skupljanja s raznih biljnih izvora. Propolis
sadrzi 50% balzama i smola, 30% pcelinjeg voska, 5% polena, 10% eteri¢nih ulja i 5% ostalih
organskih komponenti. Posljednja dva ukljucuju fenole male molekulske mase za koje se
smatra da imaju bioloSki aktivna svojstva, a to su flavonoidi, fenolne kiseline i esteri,
aromatski aldehidi i terpenoidi (SHIMIZU i sur., 2004.). Sastav propolisa iznimno je
kompleksan, varira ovisno o geografskom podrijetlu, te je zbog toga samo frakcioniranje i
dobivanje zasebnih komponentni tesko. Unato¢ promjenjivom kemijskom sastavu, njegova
antibakterijska, antimikoticka i antivirusna svojstva su postojana (KUJUMGIEV i sur.,
1999.). Zbog sirokog spektra bioloskih aktivnosti i upotrebe u zdravstvenoj hrani kao i u
narodnoj medicini, obnovljen je interes za sastav propolisa i njegovu biolosku aktivnost

(BANSKOTA i sur., 2001.).



Glavna karakteristika flavonoida je visok antioksidacijski potencijal zbog uloge
,hvataca“ slobodnih radikala (PASCUAL 1 sur., 1994.). Oni stabiliziraju reaktivne kisikove
spojeve tako da reagiraju s aktivnom komponentom radikala, te time zbog visoke reaktivnosti
hidroksilne skupine flavonoida, radikali postaju neaktivni (NIJVELDT i sur., 2001.).

Dokazan je antimikrobni ucinak propolisa na izdvojene uzro¢nike mastitisa u krava
(FIORDALISI 1 sur., 2016.). Trenutna istrazivanja usmjerena su na procjenu ucinkovitosti
etanolnih ekstrakata propolisa (EEP) na S. aureus (SANTANA i sur., 2012.). Etanolni
ekstrakti bili su baktericidni prema S. aureus u fosfatnom puferu, dok je za baktericidni

ucinak u mlijeku potrebna visestruko veca doza propolisa.

Upotrebu propolisa kao samostalne aktivne supstance ili u kombinaciji s drugim
antimikrobnim sredstvima treba ispitati in vivo. Stoga je cilj ovog diplomskog rada istraziti
utjecaj bezalkoholne otopine propolisa primijenjene intramamarno u lije¢enju supklini¢kih
mastitisa na antioksidacijska svojstva mlijeka krava i koza. Usporedit ¢e se u¢inak trokratne
aplikacije propolisa na aktivnost superoksid dismutaze, glutation peroksidaze, bioloski
antioksidacijski potencijal i koncentracija reaktivnih kisikovih metabolita. Utvrdit ¢e se
postoje li vrsne specifiénosti oksidacijske stabilnosti mlijeka nakon intramamarne aplikacije

propolisa.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. ZIVOTINJE

Istrazivanje je provedeno na SNK farmi mlije¢nih krava pasmine Holstein i farmi alpina

koza u vlasnistvu OPG Matijasec iz Sigeteca Ludbreskog.

U istrazivanje je uklju¢eno 20 mlije¢nih krava i 25 koza kod kojih je dijagnosticiran
supklinic¢ki mastitis u barem jednoj Cetvrti vimena krava, odnosno u lijevoj i desnoj polovici
vimena koza. Krave su tijekom istrazivanja boravile u Stalama, a drzane su slobodno na stelji.
Na farmi je bilo 130 krava u laktaciji s prosje¢nom proizvodnjom 6300 kg mlijeka po kravi u

jednoj laktaciji koja traje oko 305 dana. Sastav i koli¢ina hrane prikazani su u Tablici 4-6.

Koze su tijekom istrazivanja boravile u Stalama, a drzane su slobodno na dubokoj stelji.
Na farmi je bilo 170 koza u laktaciji s prosje¢nom proizvodnjom 500-600 kg mlijeka po kozi
u jednoj laktaciji koja traje oko 300 dana. Hranjene su u vrijeme pokusa sijenom po volji,
minimalno 2 kg po kozi 1 koncentratom koji sadrzi 16% sirove bjelan¢evine, oko 1 kg po kozi
dnevno podijeljeno u dva obroka (jutarnja i ve€ernja muznja). Sastav smjese koncentrata sa

16% proteina prikazan je u Tablici 2.

Tablica 2. Sastav koncentrata za koze sa 16% proteina (prema deklaraciji proizvodaca)

Izvor: http://www.belje.hr/tvornica-stocne-hrane-belje/proizvodi-za-ostale-zivotinje/

HRANIDBENI SASTAV KRMNE SMJESE
Kukuruz JeCam
Suncokret pogaca PSeni¢no krmno brasno
Sojina sa¢ma Termicki obradena soja
Vapnenac Morska sol
Monokalcij fosfat Biljno ulje
Biljno ulje Premiks
Magnezij oksid Aroma
ANALITICKI SASTAV SMIESE KOLICINA
Sirove bjelancevine (%) 16,10
Sirova vlakna (%) 5,94
Sirove masti (%) 4,16
Sirovi pepeo (%) 6,12
Kalcij (%) 0,98
Fosfor (%) 0,50
Natrij (%) 0,40




U smijesu je dodano i 2% vitaminsko-mineralnog dodatka Ovisan®. Sastav vitaminsko-

mineralnog dodatka Ovisan® naveden je u Tablici 3. Voda je Zivotinjama bila dostupna ad

libitum.
Tablica 3. Sastav vitaminsko-mineralnog dodatka Ovisan®
Izvor: http://www.sano.hr/hr/product/ovisan
SIROVINSKI SASTAV SMJESE
Kalcijev karbonat Monokalcijev magnezijev fosfat
Natrijev klorid Pseni¢no brasno s posijama
Melasa Secerne repe Predsmjesa vitamina i djelatnih tvari
Magnezijev oksid Predsmjesa elemenata u tragovima
KEMIJSKI SASTAV SMJESE KOLICINA
Kalcij (%) 19,0
Fosfor (%) 4,0
Natrij (%) 9,0
Magnezij (%) 3,0
SADRZI PO KILOGRAMU KOLICINA
Vitamin A (i. j.) 300000
Vitamin Ds(i. j.) 80000
Vitamin E (mg) 1000
Zeljezo (mg) 2000
Cink (mg) 6000
Mangan (mg) 4000
Jod (mQ) 100
Kobalt (mg) 20
Selen (mg) 30

Krave su drzane slobodno na dubokoj stelji, i hranjene standardnom smjesom za muzne
krave. Standardna smjesa za muzne krave tjelesne tezine do 650 kg razlikovala se u pojedinim
sastojcima sirovine, ovisno o koli¢ini proizvedenog mlijeka po kravi. Sastav standardne
smjese za muzne krave za proizvodnju 20 ili 40 litara mlijeka prikazan je u Tablici 4., a

koli¢ina utroSenih sirovina prikazana je u Tablici 5. 1 Tablici 6.



Tablica 4. Sirovine za standardnu smjesu za muzne krave proizvodnje 20 litara mlijeka
Izvor: BOSGEN d.o.0.

SIROVINE 20 LITARA MLIJEKA
Suhatvar | Ukupno S.T. Udio
9 (9 (ka)
Smjesa 22% 883 5296 6,000
Kukuruz silirani 30 S.T., zrnasta 300 7200 24,000
Livadno sijeno, 2. otkos, cvatnja 860 3440 4,000
Psenicna slama 860 430 0,500
Ukupno 16366 34,500

Tablica 5. Sirovine za standardnu smjesu za muzne krave proizvodnje 40 litara mlijeka
Izvor: BOSGEN d.o.0.

SIROVINE 40 LITARA MLIJEKA
Suhatvar | Ukupno S.T. Udio
(9 9) (kg)
Smjesa 20% 883 10592 12,000
Kukuruz silirani 30 S. T., zrnasta 300 6000 20,000
Sjenaza ljulja 32% S. T. 320 2560 8,000
Livadno sijeno, 2. otkos, mlado 860 3440 4,000
Soja, normalni tip 46 870 870 1,000
Ukupno 23462 45,000




Tablica 6. Sastav standardne smjese muznih krava po kg proizvedenog mlijeka

Izvor: BOSGEN d.o.0.

SASTOJAK SIROVINE

KOLICINA

20 LITARA MLIJEKA

40 LITARA MLIJEKA

Suha tvar (g) 16366 23462
NEL-prezivaci (MJ) 107,81 164,05
Sirovi protein (Q) 2347,20 4660,40
Sirova mast (g) 480,77 709,93
Skrob (g) 3913,56 5817,11
Secer (g) 462,61 1050,42
% neprobavljeni protein 25,54 24,27
% nerazradeni Skrob 24,80 23,05
% s. vlaknina/kg S. T. 19,03 13,97
Kalcij (9) 162,134 286,848
Fosfor (g) 69,571 123,812
Natrij (g) 38,518 73,496
Magnezij (g) 97,418 179,136
CaP =2,33:1 =2,32:1
Sirova vlaknina (g) 3113,66 3278,31
NEL /kgS. T. (kg) 6,59 6,99
Zitarice (g) 3780,00 7560,00
Vitamin A (1J) 63600 127200
Vitamin D (1J) 40200 80400
Vitamin E (mg) 384 768
Volumen (g) 34490,02 44980,03
Cink (mg) 633,60 1267,20
Zeljezo (mg) 132,00 264,00
Mangan (mg) 396,00 792,00
Bakar (mg) 79,20 158,40
Kobalt (mg) 2,88 5,76
Jod (mg) 4,32 8,64
Selen (mg) 3,96 7,92
Bilanca elektrolita (meg/kg) | 127 99
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Supklinicki mastitis krava dijagnosticiran je prije i nakon svake aplikacije propolisa
mjerenjem broja somatskih stanica (SCC) u mlijeku na uredaju DeLaval (Tetra Laval,
Svedska) opti¢kim automatskim brojanjem somatskih stanica i mikrobioloskom pretragom
uzoraka mlijeka prije aplikacije u akreditiranom laboratoriju Hrvatskog veterinarskog instituta
prema preporukama opisanima u Laboratory handbook on bovine mastitis (National mastitis
council, 1999.). Broj somatskih stanica iznad 200000 m/L je odreden kao pokazatelj
supklinickog mastitisa (RUEGG 1 PANTOJA, 2013.). Mikrobioloskom pretragom su u
pozitivnim uzorcima mlijeka dokazani uzroc¢nici: Staphylococcus spp. (CNS), Streptococcus
spp., Streptococcus uberis, Pseudomonas, Corynebacterium spp., E. coli, Serratia spp.,

Klebsiella spp. i dr.

Supklinicki mastitis koza dijagnosticiran je prije aplikacije propolisa mikrobioloSkom
pretragom uzoraka mlijeka u akreditiranom laboratoriju Hrvatskog veterinarskog instituta
prema preporukama opisanima u Laboratory handbook on bovine mastitis (National mastitis
council,1999.). Kontrolna mikrobioloska pretraga napravljena je 7 dana nakon prve aplikacije
propolisa. MikrobioloSkom pretragom su u pozitivnim uzorcima mlijeka dokazani uzrocnici:
Staphylococcus spp. (CNS), Streptococcus spp., Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus,

Trueperella pyogenes i Enterococcus spp .

3.2. ANALIZA PRIPRAVKA NATIVNOG PROPOLISA

Analiza sastava ekstrakta hrvatskog nativnog propolisa (Hedera d.o.o., Split) provedena
je metodom plinske kromatografije s masenom spektrometrijom na Shimadzu GC-MS Ultra
Gas ChromatographMass Spectrometer (Shimadzu, Kyoto, Japan), a analiza formulacije
metodom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti s UV-Vis detektorom (Shimadzu,
Kyoto, Japan) u Zavodu za prehranu i dijetetiku domacih Zivotinja, Veterinarskog fakulteta
kako bi se ustanovila zastupljenost polifenola i ostalih biomarkera u nativhom propolisu iz
hrvatskih péelinjaka s podru¢ja Dalmacije, koriStenom u ovom istrazivanju. Rezultati analize

sastava ekstrakta hrvatskog nativnog propolisa provedeni na GC-MS-u prikazani su na Slici 1.
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Slika 1. Reprezentativni kromatogram spojeva utvrdenih u ekstraktu propolisa na Shimadzu GC-MS Ultra Gas
Chromatograph Mass Spectrometer (Shimadzu, Kyoto, Japan). 1. trans-cinamié¢na kiselina, 2. 4-metoksicinami¢na kiselina, 3.
D-fruktoza, 4. p-kumarinska kiselina, 5. D-glukoza, 6. 3,4-dimetoksicinami¢na kiselina, 7. palmitinska kiselina, 8. trans-
izoferulna kiselina, 9. ferulna kiselina, 10. kafeinska kiselina 11. stearinska kiselina, 12. 3-metil-3-butenil kafeat, 13. 2-metil-
2-butenil kafeat, 14. 3-metil-2-butenil kafeat, 15. pinostrobin, 16. pinocembrin, 17. pinobanksin, 18. pinobanksin-3-acetat,
19. tektokrisin, 20. benzil kafeat, 21. krisin, 22. saharoza, 23. galangin, 24. feniletil kafeat, 25. naringenin, 26. kaempferol,
27. apigenin, 28. kvercetin.

3.2.1. PROTOKOL

Nakon §to je kod krava ustanovljen supklinicki mastitis u barem jednoj od Cetiri Cetvrti
vimena, pripravak propolisa apliciran je trokratno u pozitivne cetvrti vimena: nakon jutarnje
muznje, nakon vecernje muznje te sljede¢i dan nakon jutarnje muznje. U istraZivanju su
koristene otopine 1% propolisa u polietilenglikolu, pripremljene inovativnim zaSticenim

postupkom u pogonu tvrtke Hedera d.o.o.

Koze ¢ije je mlijeko bilo pozitivno na mikrobioloskom pregledu podijeljene su u dvije
skupine: jednoj skupini (N=16) aplicirana je otopina 5% nativhog propolisa u
polietilenglikolu, pripremljena inovativnim zasticenim postupkom u pogonu tvrtke Hedera
d.o.o., dok je drugoj skupini aplicirana intramamarna suspenzija klavuxila (N=9) trokratno

kao i kravama.
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3.3. UZORKOVANJE

Uzorke mlijeka krava iz svake pojedinacne Cetvrti uzimali smo u prethodno oznacene
sterilne plasti¢ne epruvete tako da su nakon izmuzivanja prvih nekoliko mlazova mlijeka
vrhovi sisa temeljito dezinficirani vatom namoc¢enom 70%-tnim etilnim alkoholom. Uzorke
mlijeka koza iz lijeve i desne polovice vimena uzimali smo u prethodno oznacene sterilne

plasti¢ne epruvete nakon izmuzivanja prvih nekoliko mlazova mlijeka.

Uzorci mlijeka krava su uzeti prije prve aplikacije propolisa, 12 h nakon prve aplikacije,
24 h nakon prve aplikacije propolisa te 7. dan nakon prve aplikacije propolisa. Uzorci mlijeka

koza uzeti su u istim vremenskim intervalima kao i uzorci mlijeka krava.

Uzorci mlijeka drzani su na 4 °C do sljedeceg dana kada su analizirani u Laboratoriju za
mastitise i kakvocéu sirovog mlijeka pri Hrvatskom veterinarskom institutu. Uzorci mlijeka za

biokemijske pretrage zamrznuti su do analiza na -20 °C.

3.3.1. PRIPREMA UZORAKA ZA ANALIZE

Uzorci mlijeka su nakon pohranjivanja odmrznuti. Ukoliko se radilo o zdravim
Zivotinjama, uzorci mlijeka su pripremani i analizirani skupno (poolirani), a svi uzorci koji su
bili mikrobiolo8ki pozitivni analizirani su kao zaseban uzorak. Kako bi u mlijeku bilo moguce
odrediti koncentracije d-ROM, BAP, SOD, GSH-Px uzorci mlijeka pripremljeni su
modificiranom metodom temeljenom na radovima BERMEJO i sur. (1997.) i EZAKI i sur.
(2008.), centrifugiranjem u dvije faze. U prvoj fazi mlijeko je centrifugirano 15 minuta na
1600 g, a nakon odvajanja stani¢nih elemenata supernatant je centrifugiran 45 minuta na
10000 g na temperaturi 4 °C. Za daljnju obradu koristena je frakcija uzorka iz kojeg su
pipetiranjem odvojene masnoce u najve¢oj mogucoj mjeri. Taj uzorak potom je koriSten za

mjerenje parametara oksidacijskog stresa.
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3.4. BIOKEMIJSKE PRETRAGE

3.4.1. AKTIVNOSTI ENZIMA GLUTATION PEROKSIDAZE (GSH-PX)

Aktivnost enzima glutation peroksidaze u mlijeku odredena je gotovim kompletom
RANSEL tvrtke Randox (Irska) na automatskom analizatoru Olympus AU640 (Olympus,
Japan). GSH-Px Kkatalizira oksidaciju glutationa (GSH) s kumena hidroperoksidom. Uz
prisustvo glutation reduktaze i NADPH oksidirani oblik glutationa (GSSG) se odmah prevodi
u reducirani oblik uz oksidaciju NADPH. Smanjenje absorbancije mjeri se pri 340 nm.

Aktivnost GSH-Px izrazena je u jedinicama po litri mlijeka.

3.4.2. AKTIVNOST SUPEROKSID DISMUTAZE (SOD)

Aktivnost superoksid dismutaze u mlijeku odredena je gotovim kompletom RANSOD
tvrtke Randox (Irska) na automatskom analizatoru Olympus AU640 (Olympus, Japan).
Metoda se osniva na stvaranju superoksidnih radikala iz ksantina pomoc¢u ksantin oksidaze
koji reagiraju s 2-(4-jodofenil)3-(4-nitrofenil)5-feniltetrazol kloridom i tvore formazan crveno
obojenje. Aktivnost SOD se mjeri kao stupanj inhibicije ove reakcije. Aktivnost SOD

izrazena je u jedinicama po litri mlijeka.

3.4.3. KONCENTRACIJA REAKTIVNIH KISIKOVIH METABOLITA

Koncentracija reaktivnih kisikovih metabolita u mlijeku odredena je d-ROM (engl.
reactive oxygen metabolites) gotovim kompletom (Diacron International, Italija) na
automatskom analizatoru Olympus AU640 (Olympus, Japan).

U d-ROM testu, reaktivni kisikovi metaboliti (primarno hidroperoksidi ROOH) u
bioloskom uzorku koji se analizira, u prisustvu zeljeza (oslobodenog iz proteina plazme
pomocu kiselog pufera, R2 reagensa u kitu), generiraju alkoksilne (Ro*) i peroksilne (R-OO%*)
radikale Fentonovom reakcijom. Radikali reagiraju sa supstituiranim aromatskim aminom

(A-NHz u mjesavini kromogena, R1 reagens u kitu), oksidiraju amine te dolazi do promjene
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boje u ruzicastu ([A-NH,*]"). Produkt reakcije mjeri se fotometrijski, te je intenzitet boje

razmjeran koncentraciji reaktivnih kisikovih metabolita, prema Lambert- Beerovu zakonu.

3.4.4. BIOLOSKI ANTIOKSIDACIJKSI POTENCIJAL (engl. biological antioxidant
potential, BAP)

Bioloski antioksidacijski potencijal predstavlja ukupnu mjeru vise antioksidansa.
Koncentracija antioksidansa u mlijeku izmjerena je na automatskom analizatoru Olympus

AU640 (Olympus, Japan) koriStenjem gotovog kompleta (Diacron International, Italija).

U BAP testu uzorak plazme Koji se testira dodaje se u obojenu otopinu koja sadrzi feri
ion (FeCls, zeljezov klorid i R2 reagens) s posebnim homogenim supstratom (tiocijanat, R1
reagens). Nakon kratke inkubacije (5 min ) otopina ¢e se odbojati, a intenzitet tih promjena
biti ¢e razmjeran sposobnosti plazme da reducira feri ione. Fotometrijskom procjenom
intenziteta odbojenosti koli¢ina reduciranih feri iona moze se precizno izraCunati, a

redukcijska sposobnost ili antioksidacijski stupanj krvne plazme moze se precizno izmjeriti.

3.5. BROJ SOMATSKIH STANICA

Broj somatskih stanica u mlijeku krava odredivan je prije aplikacije 1% propolisa, 12
sati nakon prve aplikacije propolisa, 12 sati nakon druge aplikacije propolisa, 12 sati hakon
tre¢e aplikacije propolisa, 5 1 7 dana nakon trece aplikacije propolisa na brojacu somatskih
stanica DeLaval (DeLaval Group, Svedska) koji mjeri broj somatskih stanica u rasponu od

10000 do 5 000 000 somatskih stanica/mL mlijeka.

3.6. STATISTICKA ANALIZA

StatistiCka jedinica koriStena u istrazivanju bila je Cetvrt vimena krava, te lijeva i desna
polovica vimena koza. U statistickoj obradi posebno su grupirane Cetvrti ili polovice vimena
¢iji su rezultati mikrobioloSke pretrage bili negativni na poznate uzro¢nike mastitisa

(negativne Cetvrti/polovice), a posebno grupirane one u kojima su mikrobioloskim analizama
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pronadeni neki od uzro¢nika mastitisa (pozitivne cCetvrti/polovice). Rezultati su obradeni
statisticki koriStenjem raCunalnog programa Statistica 12 i prikazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija (SV + SD). Normalnost distribucije provjerena je Shapiro-Wilks testom.
Usporedivani su rezultati nakon tretmana propolisom s rezultatima prije tretmana analizom
ponovljenih mjerenja (Kruskal-Wallisovom analizom varijance i testom sume rangova).
Testirane su razlike izmedu mikrobioloski pozitivnih 1 negativnih uzoraka tijekom istrazivanja
i statisticke razlike u aplikaciji propolisa i antibiotika kod koza (Mann-Whitney U test).

Razlike se smatraju statisticki znacajnima ako je p<0,05.
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4. REZULTATI

AKTIVNOSTI | KONCENTRACIE ANTIOKSIDANSA | REAKTIVNIH KISIKOVIH
METABOLITA U MLIUEKU KOZA

Tablica 7. Aktivnost glutation peroksidaze (GSH-Px) u mlijeku koza tretiranih trokrathnom
aplikacijom intramamarnim pripravcima 5% propolisa i klavuxila (U/L)

Negativni uzorci Pozitivni uzorci + Pozitivni uzorci +
antibiotik propolis
Prije aplikacije 316+ 101* 268 + 10 374 + 124 ®
12 sati nakon prve
aplikacije 372 + 164% 298 + 72% 581 +193 "
24 sata nakon prve
aplikacije 315+ 110% 344 + 167* 508+ 112 2
7 dana nakon prve
aplikacije 324 +112% 312 + 85% 374 +214%

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija, ® - razliGiti superskripti oznadavaju
znacajne razlike izmedu uzorkovanja (p<0,05); 1,2- razli¢iti superskripti oznacavaju znacajne razlike izmedu

negativnih uzoraka i uzoraka mlijeka tretiranih Zivotinja

Najvece aktivnosti GSH-Px wutvrdene su 12 sati nakon prve aplikacije 5%
intramamarne suspenzije propolisa te su bile zna¢ajno vece od vrijednosti prije aplikacije kao
1 7 dana nakon prve aplikacije (p<0,05). U grupi mikrobioloski negativnih uzoraka kao i u
grupi tretiranoj antibiotskom suspenzijom nisu utvrdene statisticki znacajne razlike tijekom

uzorkovanja (p>0,05).

Najvece aktivnosti GSH-Px 12 sati nakon prve aplikacije, te isto tako 24 sata nakon
prve aplikacije utvrdene su u mlijeku skupine koza koje su tretirane propolisom te je znacajno

veca od aktivnosti negativne grupe te grupe tretirane antibiotikom (p<0,05). U mjerenju
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aktivnosti GSH-Px 7 dana nakon prve aplikacije nisu utvrdene statisticki znacajne razlike
izmedu negativnih uzoraka u mlijeku koza i uzoraka koza koje su tretirane propolisom ili

antibiotikom (p>0,05).

Tablica 8. Bioloski antioksidacijski potencijal (BAP) u mlijeku koza tretiranih trokrathom

aplikacijom intramamarnim pripravcima 5% propolisa i klavuxila (mmol/L)

Negativni uzorci Pozitivni uzorci + Pozitivni uzorci +
antibiotik propolis
Prije aplikacije 6,01 +0,77 & 6,11 +0,27* 5,69 + 0,86
12 sati nakon prve
aplikacije 5,82+0,93* 6,21 +£0,48% 4,96 £ 0,97%
24 sata nakon prve
aplikacije 6,15+ 0,43 6,08 + 0,42 5,37+ 0,68%2
7 dana nakon prve
aplikacije 6,18 +0,57% 6,13 + 0,29 6,26 + 0,24

a,

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija, * °- razli¢iti superskripti oznacavaju

znacajne razlike izmedu uzorkovanja (p<0,05); 1,2- razli¢iti superskripti oznacavaju znacajne razlike izmedu

negativnih uzoraka i uzoraka mlijeka tretiranih zivotinja

Koncentracija BAP porasla je 7 dana nakon prve aplikacije 5% intramamarne
suspenzije propolisa u usporedbi s vrijednostima utvrdenim 12 sati nakon prve aplikacije
(p<0,05). U grupi mikrobioloski negativnih uzoraka kao i u grupi tretiranoj antibiotskom
suspenzijom nisu utvrdene statisticki znacajne razlike tijekom uzorkovanja (p>0,05). U
koncentraciji BAP prije aplikacije i 7 dana nakon prve aplikacije nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike izmedu negativnih uzoraka u mlijeku koza 1 uzoraka koza su tretirane

propolisom ili antibiotikom (p>0,05).
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Koncentracije BAP u mlijeku 12 sati i 24 sata nakon prve aplikacije u skupine koza

koje su tretirane propolisom bila je znacajno manja od koncentracije negativne grupe te grupe

tretirane antibiotikom (p<0,05).

Tablica 9. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) u mlijeku koza tretiranih trokratnom

aplikacijom intramamarnim pripravcima 5% propolisa i klavuxila (U/ml)

Negativni uzorci

Pozitivni uzorci
antibiotik

+ Pozitivni uzorci +

propolis

Prije aplikacije

4,51 + 1,44%

4,53 +2,00™

3,92 +1,37%

12 sati nakon prve

aplikacije

448 +1,52%

5,13 +£2,14%

4,08 +2,06™

24 sata nakon prve

aplikacije

4,04 + 1,73

479 +2.22%

2,67 + 1,30

7 dana nakon prve

aplikacije

4,79 + 1,38

493 + 1,68

3,48 + 1,43%

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija,

% P razligiti superskripti oznacavaju

znacajne razlike izmedu uzorkovanja (p<0,05); 1,2- razliciti superskripti oznaCavaju znacajne razlike izmedu

negativnih uzoraka i uzoraka mlijeka tretiranih Zivotinja

Tijekom istrazivanja nisu utvrdene znacajne promjene u aktivnosti SOD kao ni razlike

izmedu skupina (p>0,05).
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Tablica 10. Omijer glutation peroksidaze i superoksid dismutaze (GSH-Px/SOD) u mlijeku

koza tretiranih trokratnom aplikacijom intramamarnim pripravcima 5% propolisa i klavuxila

Negativni uzorci

Pozitivni uzorci +

Pozitivni uzorci +

antibiotik propolis
Prije aplikacije 0,08 + 0,04* 0,07 +0,03* 0,11 + 0,04
12 sati nakon prve
aplikacije 0,09 + 0,06 0,09 +0,10* 0,20 + 0,11
24 sata nakon prve
aplikacije 0,09 + 0,06 0,08 + 0,09 0,24 + 0,16
7 dana nakon prve
aplikacije 0,08 + 0,05 0,08 + 0,05 0,14 +0,12*

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija,

P razligiti superskripti oznacavaju

znacajne razlike izmedu uzorkovanja (p<0,05); 1,2- razliciti superskripti oznaCavaju znacajne razlike izmedu

negativnih uzoraka i uzoraka mlijeka tretiranih zivotinja

Omjer GSH-Px/SOD nakon aplikacije 5% intramamarne suspenzije propolisa raste 12

sati nakon prve aplikacije, te isto tako 24 sata nakon prve aplikacije te se znacajno razlikuje

izmedu mikrobioloski negativne grupe i grupa koje su tretirane antibiotikom (p<0,05).

Najvece aktivnosti GSH-Px utvrdene su u grupi mikrobioloskih negativnih uzoraka

24 sata nakon prve aplikacije te su bile znacajno vece od vrijednosti prije aplikacije (p<0,05).
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AKTIVNOSTI | KONCENTRACIJE ANTIOKSIDANSA | REAKTIVNIH KISIKOVIH
METABOLITA U MLIJEKU KRAVA

Tablica 11. Aktivnost glutation peroksidaze (GSH-Px) mlijeku krava tretiranih trokratnom

aplikacijom intramamarnim pripravkom 1% propolisa (U/L)

Negativni uzorci Pozitivni uzorci + propolis
Prije aplikacije 272+ 16 326+ 110%
12 sati nakon prve aplikacije 319 +71%* 317 +89%
24 sata nakon prve aplikacije 356 + 69" 367 £ 121%
7 dana nakon prve aplikacije 303 + 84 284 + 24

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija, * - razli¢iti superskripti oznatavaju
znacajne razlike izmedu uzorkovanja (p<0,05); 1,2- razli¢iti superskripti oznacavaju znacajne razlike izmedu
negativnih uzoraka i uzoraka mlijeka tretiranih zivotinja

Najvece aktivnosti GSH-Px utvrdene su u grupi mikrobioloskih negativnih uzoraka 24

sata nakon prve aplikacije te su bile znacajno vece od vrijednosti prije aplikacije (p<0,05).

U grupi krava tretiranth 1% intramamarnom suspenzijom propolisa nisu utvrdene
statistiCki znacajne razlike tijekom uzorkovanja (p>0,05). Takoder, nisu utvrdene znacajne

razlike izmedu mikrobioloski negativnih uzoraka i uzoraka tretiranih propolisom (p>0,5).
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Tablica 12. Bioloski antioksidacijski potencijal (BAP) u mlijeku krava tretiranih trokratnom

aplikacijom intramamarnim pripravkom 1% propolisa (mmol/L)

Negativni uzorci Pozitivni uzorci + propolis
Prije aplikacije 6,21 +0,38 % 6,25+ 0,43
12 sati nakon prve aplikacije 6,27 £ 0,24 * 5,69+ 1,24
24 sata nakon prve aplikacije 6,26 + 0,30 * 513+1,33%
7 dana nakon prve aplikacije 6,52 + 0,40 6,15+031%

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija, * - razligiti superskripti oznatavaju
znacajne razlike izmedu uzorkovanja (p<0,05); 1,2- razliciti superskripti oznaCavaju znacajne razlike izmedu

negativnih uzoraka i uzoraka mlijeka tretiranih zivotinja

U mlijeku obje skupine krava nisu utvrdene statisticki znacajne razlike tijekom

uzorkovanja (p>0,05).

U koncentraciji BAP 24 sata i 7 dana nakon prve aplikacije utvrdene su statisticki
znafajno manje koncentracije u mlijeku skupine krava tretirane propolisom u odnosu na

mikrobioloski negativnu skupinu (p<0,05).
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Tablica 13. Koncentracija reaktivnih kisikovih metabolita (ROM) u mlijeku krava tretiranih

trokratnom aplikacijom intramamarnim pripravkom 1% propolisa (U CARR)

Negativni uzorci Pozitivni uzorci + propolis
Prije aplikacije 573 +£275% 599 + 227 *
12 sati nakon prve aplikacije 728 +209 * 540 +153 %
24 sata nakon prve aplikacije 779 + 58 @ 605 + 30 *
7 dana nakon prve aplikacije 526 +30 % 533+ 138 %

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija, * - razligiti superskripti oznatavaju
znacajne razlike izmedu uzorkovanja (p<0,05); 1,2- razliciti superskripti oznaCavaju znacajne razlike izmedu

negativnih uzoraka i uzoraka mlijeka tretiranih zivotinja

Koncentracija ROM u mlijeku obje skupine uzoraka mlijeka krava nije pokazivala

znacajne promjene tijekom uzorkovanja (p>0,05).

U koncentraciji ROM 12 i 24 sata nakon prve aplikacije utvrdene su statisticki
znacajno manje koncentracije u skupini uzoraka mlijeka krava tretiranih propolisom u odnosu

na negativne uzorke (p<0,05).
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Tablica 14. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) u mlijeku krava tretiranih trokratnom

aplikacijom intramamarnim pripravkom 1% propolisa (U/mL)

Negativni uzorci

Pozitivni uzorci + propolis

Prije aplikacije

1,94 + 0,75 &

1,89 +0,77 *

12 sati nakon prve aplikacije

2,03 +0,84 %

1,53 +£0,48 %

24 sata nakon prve aplikacije

2,02 0,60 *

1,72+ 1,44 ™

7 dana nakon prve aplikacije

1,94 + 0,67 *

1,84 + 0,85

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija, ® °- razli¢iti superskripti oznadavaju

znacajne razlike izmedu uzorkovanja (p<0,05); 1,2- razliciti superskripti oznaCavaju znacajne razlike izmedu

negativnih uzoraka i uzoraka mlijeka tretiranih zivotinja

Tijekom istrazivanja nisu utvrdene znaajne promjene u aktivnosti SOD kako u

ponovljenim mjerenjima tako i izmedu skupina mlijeka krava (p>0,05).

24




Tablica 15. Omijer glutation peroksidaze i superoksid dismutaze (GSH-Px/SOD) u mlijeku

krava tretiranih trokratnom aplikacijom intramamarnim pripravkom 1% propolisa

Negativni uzorci

Pozitivni uzorci + propolis

Prije aplikacije

0,16 +0,05%*

0,19 + 0,06

12 sati nakon prve aplikacije

0,17 +0,06*

0,23+0,12%*

12 sati nakon prve aplikacije

0,19 +0,05*

0,45+0,52%

7 dana nakon prve aplikacije

0,17 +0,08*

0,18 +0,07*

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija,

) PR FE— ” -
& P razli¢iti superskripti oznaGavaju

znacajne razlike izmedu uzorkovanja (p<0,05); 1,2- razliCiti superskripti oznaCavaju znacajne razlike izmedu

negativnih uzoraka i uzoraka mlijeka tretiranih zivotinja

Tijekom istrazivanja nisu utvrdene znacajne promjene u omjeru enzima GSH-Px/SOD

kako u ponovljenim mjerenjima tako i izmedu uzoraka skupina mlijeka krava (p>0,05).
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4.1. UTJECAJ APLIKACIJE PROPOLISA NA BROJ SOMATSKIH STANICA (BSS)
U UZORCIMA MLIJEKA KRAVA

Broj somatskih stanica u mlijeku krava odreden je prije aplikacije 1% propolisa, 12 sati
nakon prve aplikacije propolisa, 24 sata nakon prve aplikacije propolisa, 48 sati nakon prve
aplikacije propolisa, te 5. i 7. dana nakon trece aplikacije propolisa (Slika 2). Istovremeno su
uzeti uzorci mlijeka za mikrobiolosku pretragu. Prema nalazima akreditiranog laboratorija od
ukupno 38 uzoraka prije aplikacije propolisa bakterioloski negativno je bilo 29 uzoraka s
prosjecnim BSS 757000/mL mlijeka. Mikrobioloski pozitivnih je bilo 9 uzoraka s prosjecnim
BSS 2029000/mL mlijeka. Drugo uzorkovanje koje je nacinjeno 12 sati nakon prve aplikacije
pokazuje 32 mikrobioloski negativna uzorka s prosjeénim BSS 2543000/mL mlijeka.
Mikrobioloski pozitivnih je bilo 6 uzoraka s prosjecnim BSS 3372000/mL mlijeka. Broj
mikrobioloski negativnih uzoraka 24 sata nakon prve aplikacije iznosio je 34 uzorka s
prosjeénim BSS 4336000/mL mlijeka. Mikrobioloski pozitivno je bilo 4 uzoraka s prosje¢nim
BSS 4241000/mL mlijeka. Svi pretraZeni uzorci mlijeka kod trece aplikacije, odnosno 48 sati
nakon prve aplikacije, bili su mikrobioloski negativni te su imali prosje¢an BSS 2738000/mL
mlijeka. Od ukupno uzorkovana 34 uzorka mlijeka 5 dana nakon trece aplikacije propolisa,
svi pretrazeni uzorci bili su negativni, a prosje¢an BSS iznosio je 1174000/mL mlijeka.

Sedam dana nakon trece aplikacije propolisa uzorci mlijeka bila su mikrobioloski negativni S
BSS 783000/mL mlijeka.

Na temelju svega navedenog mozemo zakljuciti da je porast broja somatskih stanica
zabiljeZen u mikrobioloski negativnim, ali isto tako 1 mikrobioloSki pozitivhim uzorcima
mlijeka. Takvi rezultati ukazuju da intramamarna formulacija bezalkoholne otopine propolisa
uzrokuje upalne promjene u vimenu krava. Budu¢i da se 7 dana nakon tre¢e aplikacije
propolisa BSS vratio na pocetne vrijednosti, te nema viSe pozitivnih, zaklju¢ujemo da je
draze¢i u¢inak propolisa nestao, a da je propolis imao antibakterijsko djelovanje. Kod krava

utvrdena je 100% uspjesnost antibakterijskog djelovanja 1% propolisa.
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Slika 2. Vrijednosti BSS-a nakon aplikacije 1%-tne bezalkoholne otopine propolisa

4.2. UCINKOVITOST APLIKACIJE PROPOLISA I ANTIBIOTIKA U LIJECENJU
SUPKLINICKOG MASTITISA KOZA

Supklinicki mastitis koza dijagnosticiran je prije aplikacije propolisa pocetnom
mikrobioloSkom pretragom uzoraka mlijeka u akreditiranom laboratoriju Hrvatskog
veterinarskog instituta. Kontrolna mikrobioloska pretraga napravljena je 7 dana nakon prve
aplikacije propolisa. Mikrobioloskom pretragom su u pozitivnim uzorcima mlijeka dokazani
uzrocnici:  Staphylococcus spp. (CNS), Streptococcus spp., Streptococcus uberis.,

Staphylococcus aureus, Trueperella pyogenes i Enterococcus spp .

U istrazivanje uc¢inka 5% intramamarne suspenzije propolisa bilo je ukljuc¢eno ukupno
16 koza od kojih je uzorkovano 32 uzorka mlijeka. Pri tome je bilo 11 mikrobioloski
pozitivnih uzoraka i 21 mikrobioloski negativnih uzoraka. U pozitivne polovice vimena
apliciran je propolis trokratno svakih 12 sati. Nakon 7 dana od prve aplikacije 5% propolisa,
samo 3 uzorka su bila pozitivna. Na osnovi rezultata kontrolne mikrobioloske pretrage

utvrden je antibakterijski u€inak propolisa u 73% uzoraka mlijeka koza.

U drugoj skupini u kojoj je bilo 9 koza, tretirali smo pozitivne polovice vimena
intramamarnim pripravkom antibiotika klavuxila. Od ukupno 18 uzoraka mlijeka iz svake
polovice vimena 11 je bilo mikrobioloski pozitivno, a 7 mikrobioloski negativno. U pozitivne

polovice vimena apliciran je antibiotik trokratno s razmakom od 12 sati. Nakon 7 dana od
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aplikacije antibiotika sve polovice vimena, odnosno uzorci mlijeka iz svih polovica vimena
dali su mikrobioloski negativne rezultate. Na temelju navedenog, utvrdena je 100%

ucinkovitost antibiotika u lije¢enju supklinickog mastitisa.
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5. RAZMATRANJE

Utvrden je utjecaj intramamarnog pripravka 1% propolisa na oksidacijski stres
organizma krava, odnosno razlike primjene intramamarnih pripravaka 5% propolisa i
suspenzije klavuxila u koza. U uzorcima mlijeka koza aplikacija propolisa dovela je do
porasta aktivnosti GSH-Px nakon prve aplikacije, BAP 7 dana od prve aplikacije propolisa i
omjera GSH-Px/SOD nakon druge aplikacije propolisa. U mlijeku skupine koza tretirane
propolisom utvrdena je vecéa aktivnost GSH-Px nakon druge aplikacije, i omjera GSH-
Px/SOD nakon prve i druge aplikacije u odnosu na skupinu tretiranu antibiotikom. U
mikrobioloski pozitivnim uzorcima mlijeka krava aplikacija 1% propolisa dovela je do
smanjenja koncentracije BAP 24 sata nakon prve aplikacije i ROM 12 i 24 sata nakon prve

aplikacije u odnosu na negativne uzorke.

Tijekom razvoja mastitisa, mlijeko iz supklinicki inficirane mlije¢ne Zlijezde podlijeze
oksidativnom stresu, §to rezultira zna¢ajnim smanjenjen antioksidativne sposobnosti mlijeka
(SILANIKOVE i sur., 2014.). Kod pracenja razine oksidacijskog stresa u mlijecnih Zivotinja
vazno je pratiti koncentracije prooksidativnih i antioksidativnih spojeva. Informacije o razini
oksidacijskog stresa preciznije su kada se kombiniraju npr. ROM i BAP podaci, nego kad ih
se koriste odvojeno (CELI, 2011.).

Aktivnost GSH-Px dokazana je u sirovom kravljem mlijeku i ljudskom mlijeku te
njegova aktivnost znacajno korelira s koncentracijom selena (HOJO, 1986.; DEBSKI i sur.,
1987.). U naSem istrazivanju u mikrobioloski negativnim uzorcima mlijeka utvrdili smo
aktivnost GSH-Px u krava i koza. Pri tome su aktivnosti GSH-Px u mlijeku koza bile za oko
16% vece. Na aktivnosti GSH-Px i SOD utjecu hranidba, sezona (CELI, 2011.) i faza
proizvodnje. Naime, kod koza u laktaciji aktivnost SOD se smanjuje za vrijeme postpartalnog
razdoblja, §to je posljedica manje proizvodnje ROM (CELI, 2011.). Jednako tako aktivnost
GSH-Px i koncentracija selena u ljudskom mlijeku smanjuju se tijekom laktacije, a najvise

vrijednosti postize mjesec dana nakon porodaja (HOJO, 1986.).

U ovom istrazivanju u mikrobioloski pozitivnim uzorcima mlijeka krava i koza prije
tretmana propolisom utvrdili smo veée aktivnosti GSH-PX i ve¢i broj somatskih stanica.
ELSAMI i sur. (2015.) utvrdili su kod Stakora smanjene aktivnosti GSH-Px-a u serumu,
mlijeku te tkivu zahva¢enom mastitisom, u usporedbi sa zdravom skupinom, a ATROSHI i

sur. (1996.) u krava s mastitisom i KIZIL i sur. (2007.) u koza s mastitisom uzrokovanim
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M. agalalactiae utvrdili su smanjenje GSH-Px aktivnosti u krvi. HAMED i sur. (2008.)
utvrdili su pozitivnu korelaciju BSS i aktivnosti GSH-Px u mlijeku krava. Porast GSH-Px u
ovom istrazivanju moze Se smatrati odgovorom na povecanje broja upalnih stanica u

pozitivnoj Cetvrti/polovici vimena (mlije¢noj jedinici).

Enzim SOD Kkatalizira dismutaciju superoksidnog iona u vodikov peroksid (MANSSON
i AKESSON, 2000.). U govedem mlijeku nalazi se Cu-ZnSOD (ASADA, 1976.;
KORYCKA-DAHL i sur., 1979.). U ljudskom mlijeku utvrdena je aktivhost Mn-SOD
(KIYOSAWA i sur., 1993.). Aktivnost SOD u mlijeku visestruko je manja nego SOD u
govedoj krvi (FILIPOVIC i sur., 2005; HAMED i sur., 2008). Aktivnost ovog enzima u
ljudskom mlijeku je 2 do 2,3 puta veca nego u govedem mlijeku (KIYOSAWA i sur., 1993.).
Smatra se da aktivnost SOD u kravljem mlijeku nije pod utjecajem perioda laktacije ili
starosti krava, te ne varira izmedu jutarnje i noéne muznje, a ne korelira s promjenom BSS
(HICKS, 1980.; HAMED 1 sur., 2008). U ovom istrazivanju u mlijeku koza zabiljeZene su
oko 130% vece aktivnosti SOD u odnosu na mlijeko krava. Nisu utvrdene razlike u aktivnosti
SOD usporedbom mikrobioloski pozitivnih 1 negativnih uzoraka mlijeka kod obje vrste

Zivotinja.

Za razliku od rezultata ovog istrazivanja ELSAMI i sur. (2015.) utvrdili su kod Stakora
smanjenje aktivnosti SOD-a u serumu, mlijeku te tkivu zahva¢enom mastitisom, u usporedbi
sa zdravim Stakorima. Tijekom aplikacije propolisa kao i nakon aplikacije u uzorcima mlijeka
kod obje vrste Zivotinja nisu utvrdene znacajne varijacije u aktivnosti ovog enzima $to govori
u prilog tome kako ovaj pokazatelj nije dobar marker intenziteta oksidacijskog stresa u upali
mlijecne zlijezde vjerojatno stoga Sto ne korelira s porastom BSS.

Radi procjene antioksidativnog kapaciteta bioloskih uzoraka razvijeni su razliciti testovi
koji mjere ukupan antioksidacijski kapacitet kao npr. TAS (engl.total antioxidant status) od
tvrtke Randox, mjerenje antioksidacijskog potencijala s elektronskom spinskom rezonancijom
itd. U ovom radu koristena je metoda bioloskog antioksidacijskog potencijala BAP tvrtke
Diacron (Italija). Ovom metodom dobivamo uvid u dinami¢ku ravnotezu izmedu
prooksidansa i antioksidansa u plazmi (GHISELLI i sur., 2000.). Kod pasa u plazmi je
utvrdena koncentracija 2,446+0,585 mmol/L (PASQUINI i sur., 2008.), a u ljudi >2,200
mmol/L (DOHI i sur., 2005.). U uzorcima mlijeka koza i krava u ovom istrazivanju utvrdili
smo koncentraciju BAP u rasponu 2,844-6,949 mmol/L uz prosje¢nu vrijednost 6,210 + 0,38
mmol/L, dok su prosjec¢nu vrijednost BAP u mlijeku ljudi iznosile 3,807 + 0,103 mmol/L

(EZAKI i sur. 2008.). Mlijeko iz supklinicki zarazene mlije¢ne Zlijezde podlijeze
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oksidacijskom stresu §to moze rezultirati znacajnim smanjenjem antioksidativnih svojstava
mlijeka sto je utvrdila SILANIKOVE i sur. (2014.) u mlijeku koza. U ovom istrazivanju u
mikrobioloski pozitivnim uzorcima prije aplikacije propolisa nije utvrdena manja
koncentracija BAP u odnosu na uzorke iz zdravih ¢etvrti/polovica vimena.

U ovom istrazivanju aplikacija propolisa u mikrobioloski pozitivne Cetvrti/polovice
vimena uzrokovala je smanjenje koncentracije BAP kod krava 24 sata i 7 dana, odnosno 12
sati i1 24 sata nakon prve aplikacije propolisa kod koza. Razlozi smanjenja BAP pri aplikaciji
propolisa nisu jasni te su potrebna daljnja istrazivanja.

Odredivanje aktivnosti antioksidacijskih enzima i koncentracije malondialdehida
(MDA) ubraja se medu najceSée koriStene metode za utvrdivanje oksidacijskog stresa.
Poveéana koncentracija MDA u plazmi smatra se markerom lipidne peroksidacije (ELSAMI i
sur., 2015.). U ovom radu intenzitete oksidacijskih procesa mjeren je metodom d-ROM u
kojoj reaktivni kisikovi metaboliti (primarno hidroperoksidi ROOH) u prisustvu Zeljeza
generiraju alkoksilne (Ro*) i peroksilne (R-OO*) radikale ¢ija se koncentracija mjeri
fotometrijski te je u tom smislu d-ROM metoda koja daje bolji uvid u koncentraciju ROS
negoli MDA. Fizioloski raspon vrijednosti reaktivnih kisikovih metabolita kod ljudi u plazmi,
dobivenih d-ROM testom kre¢u se izmedu 250 i 300 U CARR (odgovara rasponu izmedu
20.00 i 24.00 mg H,0,/dL). Koncentracija d-ROM u plazmi pasa iznosi 73,9+8,78 CARR U
(PASQUINI i sur., 2008). U ovom istrazivanju u mikrobioloski negativnim uzorcima mlijeka
krava utvrdene vrijednosti d-ROM bile su do 2,5 puta veée negoli u plazmi ljudi (DOHI i sur.,
2005.). U mlijeku koza koje je pripremljeno na jednak nacin kao i mlijeko krava koncentracija
d-ROM je bila nemjerljiva. Razloge ovakvog nalaza mogli bismo potraziti u razli¢itom
sastavu mlijeka krava i koza, vjerojatno neki od spojeva u mlijeku koza interferira u reakciji
hidroperoksida sa zeljezom iz mlijeka u sintezi alkoksilnih i peroksilnih radikala. Stoga bi za
procjenu koncentracije ROS u mlijeku koza trebalo izabrati neku drugu metodu.

Kod proizvodnih zivotinja oksidacijski stres, odnosno porast koncentracije ROS
zabiljezen je tijekom ranog postpartalnog razdoblja (CELI, 2011.). ELSAMI i sur. (2015.)
utvrdili su kod Stakora povecanu koncentraciju MDA u serumu, mlijeku te tkivu zahva¢enom
mastitisom, u usporedbi sa zdravom skupinom. Ove promjene povezane su s povecanjem
koncentracije MDA nastale 1 zbog povecanja razine hidroksi radikala oslobodenih iz

neutrofila u mastitisom zahvacenoj mlijecnoj zlijezdi (ELSAMI i sur., 2015.).

U ovom istrazivanju nismo utvrdili znacajne razlike u koncentraciji d-ROM izmedu

mikrobioloSki negativnih 1 pozitivnih uzoraka mlijeka krava prije aplikacije propolisa.
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ATROSHI i sur. (1996.) u krava s mastitisom i KIZIL i sur. (2007.) u kozu s mastitisom

uzrokovanim M. agalalactiae utvrdili su visoku razinu MDA u Krvi.

Aplikacija propolisa u mikrobioloSki pozitivne Cetvrti krava 12 i 24 sata od prve

aplikacije propolisa uzrokovala je smanjenje koncentracije ROM. GONZALEZ i sur. (1994.)

su utvrdili kako 95% etanolni ekstrakt propolisa u dozi od 5, 10 i 25 mg/kg primijenj

intraperitonealno u miSeva, znacajno smanjuje razinu malondialdehida u jetri. NasSi rezult

en

atl

potvrduju antioksidacijski uc¢inak propolisa (PASCUAL 1 sur., 1994.; NIJVELDT i sur.,

2001.; BANSKOTA i sur., 2001.).

U literaturi postoji mali broj podataka o utjecaju doze propolisa na antioksidacijski
status in vivo u smislu zastitnog odnosno $tetnog djelovanja (ICHIKAWA i sur., 2002).
Tako je, SABOCANEC, (2006.) u tkivima $takora utvrdila kako nativni propolis pokazuje
doznu ovisnost, u manjoj dozi ima antioksidacijski uc¢inak, a u vecoj dozi prooksidacijski
uéinak. Pozitivan u¢inak propolisa pokazan je u dozi od 100 mg kg™ tjelesne tezine, gdje je
propolis smanjio intenzitet lipidske peroksidacije u svim ispitanim tkivima (jetri, plu¢ima i
mozgu), dok u dozi od 300 mg kg™ tjelesne teZine nije imao nikakav uginak niti u jednom
od ispitivanih organa (SABOCANEC, 2006.).

Dozna ovisnost pripravaka koji se koriste preventivno kao dodatak prehrani vazan
je podatak jer se dugo smatralo da antioksidansi, kao npr. vitamin C i E uvijek djeluju
zaStitno, tj. da nemaju prooksidacijskih svojstava bez obzira na dozu. Medutim, sve je vise
literaturnih podataka koji ukazuju na Stetno (prooksidacijsko) djelovanje antioksidansa u
vis§im dozama, a $to se poglavito odnosi na vitamin C u poveéanoj dozi (KADIISKA i sur.,
1995.; PORTER, 1995.).

Propolis je u upotrebi vise od 2000 godina. KoriSten je za balzamiranje i
mumificiranje, dok su ga Grci 1 Rimljani koristili u lijeCenju raznih koZnih bolesti
(CRANE, 1999.). Upotrebu propolisa u lijecenju mastitisa istrazivali su FIORDALISI i sur.
(2016.). Rezultati pokazuju potencijal brazilskog propolisa u lije€enju mastitisa kod krava,
iako je ucinkovitost ovisna o zemljopisnom podrijetlu i koncentraciji. Upotrebljavajuci
propolis hrvatskog podrijetla iz podru¢ja Dalmacije u obliku 1% inovativne intramamarne
bezalkoholne otopine kod krava utvrdili smo uklanjanje uzro¢nika mastitisa iz uzoraka
mlijeka nakon druge aplikacije te time 100% uspjesnost antibakterijskog djelovanja 1%
propolisa. Kod koza upotrebom 5% formulacije nativnog propolisa u polietilenglikolu
utvrdili smo smanjenje broja mikrobioloski pozitivnih uzoraka u 73% slucajeva S§to

propolis u ovom obliku ¢ini vrlo dobrim pripravkom za lijecenje supklinickih mastitisa.
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Ucinak propolisa temelji se na uniStavanju kemijskog i strukturnog integriteta
biofilma sojeva S. aureus i E. coli rezistentnih na antibiotike, te se njegovo djelovanje na
ove sojeve zastiCene biofilmom moze usporediti s kationskim antimikrobnim peptidima
koji imaju citotoksi¢ni uéinak remeteci strukturu stani¢éne membrane mikroorganizama i
time mijenjajuci propusnost i proizvodnju energije u njima (BRYAN i sur., 2016.).

Istrazivanje je nacinjeno na malom broju zivotinja odnosno uzoraka mlijeka iz
cetvrti/polovica zahvacenih supklini¢kim mastitisom. Uzro¢nici mastitisa bili su razliciti.
Rezultati koje smo dobili u radu imaju vrijednost, no istrazivanje bi trebalo ponoviti na

veéem uzorku.
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6. ZAKLJUCCI

1. U wuzorcima mlijeka koza i krava utvrdene su vrsne specifi¢nosti u
koncentraciji/aktivnosti antioksidacijskih pokazatelja i koncentracije d-ROM pri ¢emu je
aktivnost GSH-Px, i SOD bila visa kod koza nego kod krava, a u uzorcima mlijeka
koncentracija d-ROM nije bila mjerljiva. Ove razlike su vjerojatno posljedica razli¢itog

sastava mlijeka, udjela i vrsta masnih kiselina prisutnih u mlijeku koza.

2. Aplikacija propolisa dovela je do porasta aktivnosti GSH-Px kao i porasta omjera GSH-
Px/SOD u mlijeku koza nakon prve aplikacije vjerojatno zbog porasta BSS (neutrofila) i

porasta koncentracije vodikovog peroksida.

3. Aplikacija propolisa dovela je do manje koncentracije BAP u mlijeku obje vrste

zivotinja vjerojatno zbog smanjenja drugih komponenti antioksidacijskog sustava.

4. Aplikacija dvije doze propolisa kod krava dovela je do smanjenja koncentracije d-ROM

u mlijeku tretiranih Zivotinja $to mozemo pripisati antioksidacijskom ucinku propolisa.

5. Aktivnost SOD tijekom istrazivanja bila je stalna tako da ovaj enzim ne mozemo

smatrati markerom supklini¢kog mastitisa.

6. Nakon trokratne aplikacije 1% propolisa u cetvrti krava koje su bile zahvacene
supklini¢kim mastitisom svi pretraZzeni uzorci mlijeka bili su mikrobioloski negativni §to

mozemo pripisati antimikrobnom uc¢inku propolisa.
7. Nakon trokratne aplikacije 5% propolisa u polovice vimena koza koje su bile zahvacene

supklinickim mastitisom 73% pretraZenih uzoraka mlijeka bilo je mikrobioloski negativno

Sto mozemo pripisati antimikrobnom uc¢inku propolisa.
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8. SAZETAK

Oksidacijska stabilnost mlijeka krava i koza nakon intramamarne aplikacije propolisa

Cilj ovog diplomskog rada bio je istraziti utjecaj 1% i 5% bezalkoholne otopine
propolisa primijenjene intramamarno u lijeenju supklinickih mastitisa na antioksidacijska
svojstva mlijeka krava i koza. Pripravak 1% nativnog propolisa apliciran je mlije¢nim
kravama trokratno u sve ¢etvrti vimena i to poslije jutarnje muznje, poslije ve€ernje muznje te
sljede¢i dan poslije jutarnje muznje. Koze ¢ije je mlijeko bilo mikrobioloski pozitivno podijeli
smo u dvije skupine. Jednoj skupini koza trokratno smo aplicirali intramamarno otopinu 5%
nativnog propolisa, dok smo drugoj skupini trokratno aplicirali intramamarnu suspenziju
antibiotika klavuxila. U mlijeku su odredene aktivnosti glutation peroksidaze, superoksid
dismutaze, bioloski antioksidacijski potencijal te koncentracija reaktivnih kisikovih
metabolita, kao pokazatelja oksidacijskog statusa. U uzorcima mlijeka koza aktivnost GSH-
Px, SOD bila visa nego kod krava, a u uzorcima mlijeka koza koncentracija d-ROM nije bila
mjerljiva. Aplikacija propolisa dovela je do porasta aktivnosti GSH-Px kao i porasta omjera
GSH-Px/SOD u mlijeku koza nakon prve aplikacije te smanjenja koncentracije BAP u
mlijeku obje vrste zivotinja. Aplikacija dvije doze propolisa kod krava dovela je do smanjenja
koncentracije d-ROM u mlijeku tretiranih Zivotinja dok se aktivnost SOD tijekom istrazivanja
nije mijenjala. Nakon trokratne aplikacije 1% propolisa u ¢etvrti krava koje su bile zahvacene
supklinickim mastitisom svi pretrazeni uzorci mlijeka bili su mikrobioloSki negativni, a kod
koza 73% pretrazenih uzoraka mlijeka bilo je mikrobioloski negativno. Aplikacijom propolisa
dokazan je antioksidacijski 1 antimikrobni ucinak propolisa apliciranog putem intramamarne

formulacije.

Kljucne rijeci: mlijeko, krave, koze, supklini¢ki mastitis, propolis
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9. SUMMARY

Oxidative stability of cow and goat milk after intramammary application of propolis

The aim of this study was to exemine effect of 1% and 5% non-alcoholic solution of
propolis applied intramammary during treatment of subclinical mastitis on antioxidant
properties of cow and goat milk. Solution of 1% native propolis was administered to milking
cows three times in all four quarters of udder, after morning milking, after evening milking
and next day after morning milking. Goats with positive microbiological findings was divided
in two groups. First group was treated with 5% solution of native propolis intramammary
three times, while the second group was treated with antibiotic klavuxil three times. Activities
of glutathione peroxidase and superoxide dismutase, biological antioxidant potential and
concentration of the reactive oxygen metabolites ware determined in milk. In samples of goat
milk activity of GSH-Px and SOD was higher than in cow milk, while concentration of d-
ROM in goat milk was not mesasurable. Application of propolis resulted in higher activity of
GSH-Px and also higher ratio of GSH-Px/SOD in goat milk after first application, while in
both goat and cow milk concentration of BAP was lower. Application of two doses of
propolis in cows resulted in lower d-ROM concentration in milk of treated animals while
activity od SOD during study show no changes. After applications of 1% propolis three times
in udder quarters that were affected with subclinical mastitis, all samples of cow milk were
microbiologically negative, while 73% of goat milk samples were microbiologically negative.
Application of propolis confirmed antioxidant and antimicrobial effect of intramammary

formulation of propolis.

Keywords: milk, cows, goats, subclinical mastitis, propolis
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POPIS KRATICA

SOD - superoksid- dismutaza

GSH-Px - glutation- peroksidaza

ROM - reaktivni metaboliti kisika (engl. reactive oxygen metabolites)
BAP - bioloski antioksidacijski potencijal

SCC - broj somatskih stanica (engl. somatic cell count)

TAS - ukupni antioksidacijski status (engl. total antioxidant status)
MDA - malondialdehid

KAT - katalaza

GSH - glutation

GSSG - glutation disulfid

EEP - etanolni ekstrakt propolisa

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (engl. nicotinamide adenine dinucleotide

phosphate)
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10. ZIVOTOPIS

Rodena sam 10. prosinca 1991. godine u Slavonskom Brodu. Osnovnu skoli Okuc¢ani
zavrSila sam s odli¢nim uspjehom, te upisala Srednju Skolu Matija Antun Reljkovié, smjer
veterinarski tehnicar u Slavonskom Brodu koju sam takoder zavrs$ila s odli¢nim uspjehom.
Tijekom srednjoskolskog obrazovanja aktivnho sam volontirala u veterinarskoj ambulanti u
Slavonskom Brodu. U cetvrtom razredu srednje $kole osvojila sam 2. mjesto na Drzavnom
natjecanju ucenika iz Obrazovnog sektora poljoprivrede, prehrane i veterine u natjecateljskoj
disciplini veterinarski tehni¢ar. Na ljeto 2010. godine upisujem integrirani preddiplomski i
diplomski studij veterinarske medicine na Veterinarskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu, te
apsolventicom postajem 2016. godine. Upoznata s mnogim podruc¢jima veterinarske medicine
najviSe me zainteresirao podrucje rada s farmskim zivotinjama i konjima, te iz toga razloga
ovaj diplomski rad sam odlucila posvetiti prevenciji i tretmanu mastitisa, kao jednom od

vodecih zdravstvenih problema visokoproizvodnih zivotinja.



