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i Spisak literature (361 bibliografska jedinica), lzjava o autorstvu, lzjava o istovetnosti
Stampane i elektronske verzije doktorskog rada, Izjava o kori§¢enju i Biografija kandidata.
Rad je dokumentovan sa 33 tabele, 30 grafikona i 6 slika.

V  VREDNOVAN;jE POJEDINIH DELOVA DOKTORSKE DISERTACIJE (dati kratak opis
svakog poglavlja disertacije: uvoda-do 250 reci, pregleda literature-do 500 re¢i, cilja i
zadataka istrazivanja-nije ograni¢eno, materijal i metoda — nije ograni¢eno, rezultata —
nije ograniéeno, diskusije-do 100 reci, spiska referenci-navesti broj referenci u
doktorskoj disertaciji):

U Uvodu kandidat navodi znacaj mastitisa krava kao oboljenja koje i dalje nanosi
velike ekonomske gubitke usled smanjene produkcije i odbacivanje mleka, visokih troSkova
terapije i prevremenog izlucivanja zivotinja. Najcece izolovani patogen kod supklini¢kih
mastitisa krava je Staphylococcus aureus (S. aureus) koji brzo stice rezistenciju na
antimikrobne preparate uvedene u terapiju. Veliki deo stada moze se inficirati ovim
uzro¢nikom bez vidljivih klinickih simptoma. Pored negativnih posledica na zdravlje Zivotinja i
kvalitet mleka, S. aureus ugrozava javno zdravlje. Jedan od strateskih ciljieva na farmama
mle¢nih krava je otkrivanje mastitisa u S$to ranijem stadijumu, C¢ime se spreCava Sirenje
infekcije. U poslednje vreme povecan je interes za istraZivanje oksidativhog stresa, kao i
jedinjenja koja mogu umanijiti ili ukloniti oSteé¢enja celija izazvana ovim stanjem. Pri proceni
oksidativnog statusa mogu se Kkoristiti direktne i/ili indirektne metode, koje obuhvataju
odredivanje enzimskih i neenzimskih parametara antioksidativnog statusa, merenje
koncentracija proizvoda oksidativne modifikacije proteina, lipida i DNK, kao i odredivanje
ukupnog antioksidativnhog kapaciteta samog organizma. | dalje nedostaju jasni dokazi o
uzrocnoj vezi izmedu povecanog nivoa oksidativnog stresa i patofizioloSkih promena vezanih
za specifitna oboljenja i mastitis krava. Prisustvo patogenih mikroorganizama u mle¢noj
Zlezdi povecéava stvaranje slobodnih radikala i potroSnju ukupnog antioksidativnhog sistema
organizma. Tokom ove odbrambene reakcije moze doci i do oksidativnhe modifikacije razli€itih
biomolekula i lokalnog osteéenja tkiva, $to dovodi do intenziviranja zapaljenja, oStec¢enja celija
i tkiva vimena. Dobijeni rezultati trebalo bi da doprinesu boljem poznavanju patofiziologije
mastitisa krava, mogucéoj primeni ispitivanih parametara kao potencijalnih biomarkera
zapaljenja i oksidativhog stresa u otkrivanju i prognozi mastitisa.

Pregled literature je predstavljen u okviru pet poglavlja. U prvom poglavlju kandidat
opisuje znacaj supkliniCkih mastitisa u intenzivnoj govedarskoj proizvodnji izazvanih
Staphylococcus aureus. U poglavlju mehanizmi odbrane mleCne Zlezde navodi se da njen
imunitet zavisi od koordinisanog delovanja nespecificnog i specificnog imuniteta. U poglavlju
lipidni status krava, navodi se znacaj lipoproteina, narolito HDL koji ima znacajnu
metaboliCku funkciju u neutralisanju slobodnih radikala, spre€avanju nastanka inflamacije i
doprinosi transportu malih molekula poput hormona i/ili vitamina. Primarna antioksidativna
zastita opisana u narednom poglavlju, podrazumeva antioksidanse koji spre€avaju nastanak
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS), dok sekundarna zastita neutrali8e slobodne radikale, pre
nego Sto oStete biomolekule. U primarne antioksidativne enzime spadaju: superoksid-
dismutaza (SOD), glutation-peroksidaza, katalaza (CAT) i paraoksonaze (PON).
Paraoksonaza 1 ima viSestruku ulogu u detoksikaciji reaktivnin molekula, zastiti od
oksidativnih otecenja i lipidne peroksidacije, urodenoj imunoloskoj zastiti, bioaktivaciji lekova
i regulaciji ¢elijske proliferacije i apoptoze. U literaturi ima malo podataka o aktivnosti PON1
kod mastitisa krava, dok njegova aktivhost u mleku nije zabelezena. Vodonik-zavisne
oksidaze, mijeloperoksidaze i laktoperoksidaze imaju znacajnu baktericidnu ulogu.
Mijeloperoksidaza je jedini enzim u organizmu sisara sposoban da katalizuje razgradnju
vodonik-peroksida do hipohloraste kiseline i drugih radikala sposobnih da iniciraju proces
peroksidacije lipida i proteina, i oStecenje tkiva. Mijeloperoksidaza je enzim koji povezuje
oksidativni stres i inflamaciju. Laktoperoksidaze ucestvuju u oksidaciji tiolnih grupa proteina
bakterija, i dovode do oSteéenja njihove Celijske membrane, spre€avajuéi rast i proliferaciju.
Kada postoji poveéano stvaranje slobodnih radikala i smanjena sposobnost njihove
neutralizacije i eliminacije nastaje oksidativni stres. Kao rezultat tog disbalansa, dolazi do
oSteéenja cCelija i tkiva koje se moZe manifestovati oksidativnim modifikacijama c¢elijskih
makromolekula, apoptozom i strukturnim ostec¢enjem tkiva. Ciljni makromolekuli su lipidi,
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proteini i DNK. Lipidna peroksidacija je autokatalitiCki, progresivan i najceSée ireverzibilan
proces a hidroperoksidi su njeni glavni primarni proizvodi, posredovani slobodnim radikalima.
Najpoznatiji toksicni proizvod lipidne peroksidacije je malondialdehid (MDA), koji se moze
unakrsno vezati za proteine i fosfolipide celijskih membrana, i intenzivirati oksidativha
oSteCenja biomolekula. Nastale promene u konformaciji proteina dovede do promene
enzimske aktivnosti, transportne uloge, i utiCcu na vezivanje liganada za receptore, mogu da
izazovu meduproteinske interakcije, degradaciju proteina, i nastanak novih antigena. U zastiti
proteina od oksidativnog oSteé¢enja, znaCajnu ulogu imaju tiolne grupe, koje spadaju u
najvaznije endogene neenzimske antioksidanse, jer prve podlezu oksidaciji u ¢éelijama i
spreCavaju oksidaciju drugih funkcionalnih grupa enzima i proteina, i regeneriSu druge
antioksidanse. U literaturi postoje podaci da su mastitisi povezani sa poviSenim
koncentaracijama reaktivnih azotovih vrsta (RNS), kao rezultat aktiviranja makrofaga na
prisustvo patogena $to ukazuje na znacaj nitrozativnog stresa tokom mastitisa. Kao posledica
ovog disbalana dolazi do stvaranja povecane koncentracije uznapredovalih proizvoda
oksidacije proteina (AOPP), §to je ireverzibilan proces i moze biti odraz supklini¢kih mastitisa.
Poslednje poglavlje istiCe ulogu oksidativhog stresa u razvoju bolesti kod mle¢nih krava, sa
posebnim osvrtom na supklini€i mastitis. Detaljnije razumevanje veze izmedu oksido-
redukcionog statusa organizma i pojave mastitisa moglo bi dovesti do razvoja efikasnije
strategije u prevenciji ovog oboljenja. Ispitivanje parametara oksidativhog statusa krava sa
mastitisom moze doprineti boljem poznavanju patofiziologije mastitisa i ranom otkrivanju
bolesti, kako bi se blagovremeno zapocela terapija i smanijili ekonomski gubitci.

Cilj doktorske disertacije je bio da se ispita oksidativni status krava sa supklini¢kim
mastitisima izazvanim sa S. aureus preko parametara antioksidativne zastite i oksidativhog
stresa, kao i da se utvrdi povezanost datih parametara sa lipidnim statusom jedinke. Takode,
cilj je da se ispita mogucnost upotrebe nekog od markera u dijagnostici i pra¢enju supklini¢kih
mastitisa.

Da bi se ostvarili navedeni ciljevi, postavljeni su sledeéi zadaci:

e lzolacija i identifikacija S. aureus iz uzoraka mleka sa povec¢anim brojem somatskih
¢elija (eng. somatic cell count — SCC)

e Odredivanje lipidnog statusa jedinki (odredivanje ukupnog holesterola, HDL, LDL i
triglicerida).

e Odredivanje aktivnosti antioksidativnih enzima: superoksid-dizmutaze (SOD),
katalaze (CAT), paraoksonaze (PONL1), arilesteraze (PON1-ARE), mijeloperoksidaze
(MPO) i laktoperoksidaze (LPO).

e (QOdredivanje ukupnog antioksidativnhog kapaciteta (preko DPPH i ABST testa).

o Odredivanje o3teCenja Ccelijske membrane preko: koncentracije malondialdehida
(MDA), koncentracije lipidnih hidroperoksida (LOOH) i osmotske fragilnosti eritrocita.

¢ Odredivanje parametara reaktivnih azotovih vrsta (koncentracija nitrita).

o (Odredivanje koncentracije tiolnih (SH-) grupa i uznapredovalih proizvoda oksidacije
proteina (AOPP).

e Pracdenje reaktivnih kiseoni€nih vrsta (preko koncentracije vodonik-peroksida).

Materijal i metode: IstraZivanje je sprovedeno na komercijalnoj farmi sa priblizno 1200
mlecnih krava, starosti 2-5 godina, koje su drzane u istim ambijentalnim uslovima. Kod svih
krava za ocenu telesne kondicije (eng. body score condition - BSC) koriStena je skala
Edmondson i sar. (1989). Kako bi se izbegao uticaj tranzicionog perioda na ispitivane
parametre, uzorci krvi i mleka su uzimani od 32 do 102 dana nakon telenja. Krave kod kojih
su uoceni znakovi klinickog mastitisa, ili nekog drugog oboljenja su isklju¢ene iz ogleda. Svi
uzorci pozitivni na Kalifornija mastitis test (KMT) su u roku od 2h dopremani u laboratoriju gde
je dodatno izvrSeno mikroskopsko odredivanje SCC i mikrobioloSka izolacija i identifikacija
uzro¢nika. Uzorci negativni na S. aureus, kontaminirani uzorci (kod kojih je izolovano vise od
tri razli€ita mikroorganizma), kao i uzorci kod kojih je izolovan neki drugi mikroorganizam su
isklju€eni iz ogleda.

U ogled su bile uklju¢ene 104 mle€ne krave. Kod 92 krave (135 uzoraka mleka) S.
aureus je izolovan. Na osnovu broja kolonija (eng. colony forming unit - CFU) S. aureus po
mililitru mleka krave sa supklinickim mastitisom izazvanim S. aureus (SCM) su podeljene
dalje na dve grupe SCM1 (< 1000 CFU/mL, n = 37 krava, 68 Cetvrti mleka) i SCM:2 (= 1000
CFU/mL, n = 55, 67 cCetvrti). Obe grupe su imale priblizne vrednosti SCC odredivane
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mikroskopski. Kontrolnu grupu (CON) krava ¢inile su zdrave krave koje su bile KMT i
mikrobioloSki negativne (n = 12, 48 uzoraka iz pojedinacnih Cetvrti mle¢ne Zlezde). Nije
postojala znacajna razlika u starosti, BSC i danima nakon telenja izmedu ispitivanih grupa
krava.

Uzorci krvi sakupljanji su iz vena coccygea u vakutajnere bez antikoagulansa za
izdvajanje seruma, i u vakuntajnere sa litjum-heparinom kao antikoagulansom, za odvajanje
plazme i eritrocita. Plazma je izdvojena nakon centrifugiranja 10 mL krvi sa antikoagulansom,
na 3000 rpm u trajanju od 10 minuta. Nakon odvajanja leukocita i trombocita, eritrociti su
ispirani tri puta fizioloSkim rastvorom, a svako ispiranje je pra¢eno centrifugiranjem u trajanju
od 10 minuta. Serum je izdvojen na sobnoj temperaturi, nakon stajanja od 2h, i centrifugiranja
na 3000 rpm u trajanju od 15 min. Uzorkovanje mleka je izvr§eno nakon ciS¢enja vimena i
dezinfekcije pomoc¢u gaza natopljenih u 70% alkohol. Prvi mlazevi mleka su odbacivani,
nakon ¢ega su uzorci sakupljani u sterilne epruvete od 10 mL. Mle¢ni serum je izdvojen
dodavanjem 0,5 mL rastvora siréetne kiseline u 9,5 mL mleka, i inkubiranja na 42 °C, 10
minuta. Nakon hladenja i centrifugiranja na 750 rpm u trajanju od 15 minuta, 1 mL
supernatanta je odliven u plasti¢ne test epruvete od 1,5 mL (Ependorf tubice). Krvna plazma,
eritrociti, krvni i mle¢ni serum su zamrzavani na — 20 °C i ¢uvani do analize.

U skladu sa postavljenim ciljem i zadacima, primenjene su razliCite laboratorijske tehnike i
metode:

Odredivanje broja somatskih ¢elija u mleku

Izmedu ispitivanih grupa krava nisu postojale znacajne razlike u starosti, BSC i
danima nakon telenja. Ispitivanje SCC u uzorcima mleka izvrSeno je svetlosnom
mikroskopijom, primenom referentne metode prema SRPS EN ISO 13366-1:2010.

Mikrobioloska ispitivanja mleka
Izolacija S.aureus izvrSena je standardnim mikrobioloskim metodama. Svi uzorci su
zasejavani na mikrobioloske podloge istog dana kada su uzorkovani. Uzorci mleka su pazljivo
promuckani i 0,01 mL mleka je zasejan na krvni agar (LabM, Velika Britanija) sa dodatkom
7% ovdcije krvi i Baird-Parker agar (LabM, Velika Britanija). PloCe su inkubirane aerobno 24-48
h na 37 °C, nakon ¢ega je na krvnom agaru proveravano prisustvo a-hemolize i B-hemolize.
Sposobnost sinteze katalaze odredena je pomocéu 3% H202, dok je za odredivanje
sposobnosti sinteze koagulaze stafilokoka koriStena liofilizovana plazma kuni¢a (Abtek,
Liverpool, UK). Kao test za potvrdu u postupku identifikacije bakterija iz roda Staphylococcus
primenjivani su komercijalni biohemijski testovi Microgen Staph ID System (Camberley, UK).
Konaé&na identifikacija izvrSena je pomoc¢u kompjuterskog programa nakon unosa rezultata.
Broj kolonija S. aureus je odredivan posle razblazenja mleka, i zasejavanja 0,1 mL od svakog
razblaZzenja na povrsinu selektivnog Baird-Parker agara (LabM, Velika Britanija) standardnom
metodom SRPS EN ISO 6888-1:2009.

Odredivanje lipidnog statusa krava

Lipidni status krava je odredivan spektrofotometrijski na automatskom biohemijskom
aparatu BioSystems A15. Odredivana je koncentracije ukupnog holesterola, triglicerida, HDL i
LDL iz krvnog seruma ispitivanih zivotinja.

Odredivanje parametara oksidativhog stresa

Aktivnost antioksidativnih enzima superoksidne-dizmutaze i katalaze je odredena u
suspenziji eritrocita i mle€nom serumu, spektrofotometrijski, koriS¢enjem gotovog Ransod kita
(preko ksantin-oksidaze) na 505 nm i UV kineti€ckom metodom u prisustvu vodonik-peroksida
na 240 nm.

Aktivnosti paraoksonaze (PON1), arilesteraze (PON1-ARE), mijeloperoksidaze
(MPO) i laktoperoksidaze (LPO) su odredene u krvnom i mlenom serumu
spektrofotometrijski u prisustvu paraoksona, fenil-acetata, o-diazinona i vodonik-peroksida
kao supstrata, pracenjem promene apsorbance na 412, 270, 550 i 412 nm, prema redosledu
navodenja.

Stepen oSteéenja celijske membrane je pracen preko koncentracija malondialdehida
(MDA) u suspenziji eritrocita i u mle€nom serumu, sa tiobarbiturnom kiselinom na 535 nm, i
preko koncentracije lipidnih hidroperoksida (LOOH) u plazmi i mleénom serumu, u prisustvu
gvozde(lll)-ksilenol-oranZa na 560 nm.

Osmotska fragilnost je ispitivana u svezim eritrocitima u razli€itim koncentracijama
NacCl, spektrofotometrijski na 540 nm.
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Odredivanje ukupnog antioksidativnog kapaciteta u krvnom i mleénom serumu
praceno je pomocu dva testa: 2,2-difenil-1-pikril-hidrazil radikala (DPPH) i 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline (ABST) spektrofotometrijski na 515 i 734 nm.

Koncentracija uznapredovalih proizvoda oksidacije proteina (AOPP) u uzorcima krvne
plazme i mle€¢nog seruma odredivana je spektrofotometrijski u prisustvu kalijum-jodida na 340
nm.

Stvaranje reaktivnih azotovih vrsta je praceno u krvnoj plazmi i mle€nom serumu
preko koncentracije nitrita (NO2")u krvnoj plazmi, Griss-ovim reagensom na 540 nm na ELISA
CitaCu (Plate reader,Nubenco Enterprises, INC).

Stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u krvnom i mle€nom serumu je praéeno preko
koncentracije vodonik-peroksida (H202) sa fenol-crvenim u prisustvu peroksidaze,
spektroftometrijski na 610 nm.

NedenaturiSuc¢a ili nativna poliakrilamid gel elektroforeza (eng. Native PAGE) je
koristena za odredivanje relativne aktivnosti izoenzima laktat-dehidrogenaze (LDH1-5) u
krvnoj plazmi.

Sva spektrofotometrijska merenja su izvedena na spektrofotometru CECIL CE 2021 UV/VIS
(UK).

Statisticka obrada podataka
Statisticka obrada podataka izvrSena je pomoc¢u GraphPad Prism 6.00 statistickog softvera
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Normalna distribucija je testirana
D'Agostino-Pearson omnibus statistickim testom. StatistiCka znacajnost razlika ispitivanih
vrednosti (P) utvrdena je upotrebom ANOVA testa, Tukey-ovim testom. Kao statistiCki
znaCajne uzete su razlike na nivou P < 0,05. Ukoliko distribucija nije pratila normalnu
raspodelu, primenjivan je Kruskal-Wallis test. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti
standardna greSka (SE) za normalnu raspodelu i kao interkvartalne vrednosti ukoliko
vrednosti nisu pratile normalnu distribuciju. Stepen povezanosti ispitivanih parametara
utvrdivan je Pearson-ovim i Spearman-ovim koeficijentom korelacije (r) i proverom statistiCke
znacajnosti koeficijenta korelacije (P < 0,05). Jacina korelacije je definisana prema Evans-u
(1996). Rezultati analize ispitivanih parametara prikazani su tabelarno i graficki. H50 je
utvrden Sigmoidalnim (Boltzman-ovim) testom koriS¢enjem Origin 9.0 Professional programa.

U poglavlju Rezultati ispitivanja kandidat je pregledno i detaljno predstavio rezultate
ispitivanja.

U grupi krava sa brojem S. aureus < 1000 CFU/mL, SCC je iznosio od 0,51 — 6,05 x
106, dok je u grupi krava 2 1000 CFU/mL S. aureus, SCC iznosio 0,65 — 7,84 x 106,

Na osnovu rezultata osmotske fragilnosti eritrocita utvrden je stepen hemolize (Hso)
eritrocita kontrolne grupe od 0,4619 £ 0,0042. Povecéanje Hso od 11,26% je zabeleZzeno u
SCMuz grupi (0,5139 £ 0,0054), dok je povecanje Hso od 39,01% zabeleZzeno u SCM: grupi
(0,6421 + 0,0047), u poredenju sa Hso kod kontrolne grupe krava (P < 0,001). Izmedu
eksperimentalnih grupa Hso se razlikovao za 27,75% (P < 0,001).

Znacajno nize koncentraciie HDL uocene su SCM: grupi u poredenju sa
koncentracijama kod zdravih krava kontrolne grupe (P < 0,01). Poredenjem koncentracije
HDL izmedu grupa krava sa SCM znacCajno nize vrednosti su utvrdene u SCM2 grupi u
odnosu na SCMz grupu (P < 0,01). Dobijeni rezultati su ukazali i na zna€ajno poviSenu
koncentraciju LDL u grupama krava sa supklinickim mastitisom, u SCM: (P < 0,05), i u SCM2
grupi (P < 0,01) u odnosu kontrolnu grupu krava. Poredenjem koncentracija triglicerida i
ukupnog holesterola izmedu grupa krava sa supklini¢kim mastitisom i kontrolne grupe krava
nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika.

U naSem istrazivanju je pokazano da infekcija vimena krava S. aureus dovodi do
povecanja koncentracije H202 u krvnom serumu SCM2 grupe u poredenju sa CON (P < 0,05).
U mle¢nom serumu uoceno je znacajno povecéanje koncentracije H202 u obe SCM grupe u
poredenju sa kontrolnom grupom (P < 0,01).

Analizom aktivnosti SOD u eritrocitima krava sa SCM i kontrolne grupe primecena je
inhibicija aktivhosti ovog enzima u prisustvu infekcije S. aureus, ali bez statistiCke zna¢ajnosti
(P > 0,05). U mle€nom serumu utvrdeno je znacajno snizenje aktivhosti SOD u SCM: grupi
od 37,61 £ 4,76 U/mL (P < 0,05) i SCM2 grupi od 30,55 £ 4,62 U/mL (P < 0,01) u poredenju
sa kontrolnom grupom (58,69 £ 8,20 U/mL).

Ispitivanjem aktivnosti enzima CAT u eritrocitima i u mleénom serumu utvrdeno je
povecanje aktivnosti ovog enzima usled supklini¢ke infekcije u obe SCM grupe u poredenju
sa kontrolnom grupom (P < 0,001). Poredenjem vrednosti aktivnosti katalaze u mleénom
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serumu izmedu grupa krava sa SCM utvrdeno je povecanje aktivnosti SCM2 grupe od 196,80
+ 22,53 U/mL, u poredenju sa SCM: grupom od 111,60 + 10,64 U/mL (P < 0,01). Aktivhost
ovog enzima u kontrolnoj grupi iznosila je 54,68 £ 5,72 U/mL.

Analizom paraoksonazne aktivnosti PON1 utvrdeno je snizenje aktivnosti ovog
enzima u krvnom serumu krava SCM: grupe (P < 0,05) u poredenju sa kontrolnom i SCM:
grupom. Snizenje arilesterazne aktivnosti PON1 - ARE u naSem istraZivanju utvrdeno je u
krvnom serumu krava sa SCM (P < 0,01) u poredenju sa kontrolom. U mle€énom serumu
krava utvrdena je niza aktivhost PON1 - ARE u i u SCMz grupi iznosila je 307,70 £ 12,11
mU/mL (P < 0,05), i u SCM2z grupi 282,10 £ 11,25 mU/mL (P < 0,01) u poredenju sa
kontrolnom grupom 366,40 + 15,18 mU/mL. Poredenjem vrednosti PON1 - ARE u mle¢nom
serumu krava sa supklini¢kim mastitisom utvrdeno je statisti¢ki zna¢ajno sniZzenje aktivnosti u
SCM:2 grupi u poredenju sa SCM: grupom (P < 0,05).

U naSem istrazivanju utvrdena je visa aktivhost MPO u krvnom serumu krava SCM:
grupe od 132,70 £ 15,85 U/mL (P < 0,05) i SCMzgrupe od 222,70 + 22,91 U/mL (P < 0,01) u
poredenju sa kontrolnom grupom (73,52 + 9,47 U/mL). Medusobnim poredenjem aktivnosti
MPO u krvnom serumu krava sa SCM utvrdeno je povecanje aktivnosti MPO u SCM2 grupi u
odnosu na SCMz grupu (P < 0,01). U mle€nom serumu utvrdeno je povecéanje aktivnosti MPO
kao posledica stafilokokne infekcije vimena u obe SCM grupe u poredenju sa kontrolnom,
kod SCMz grupe (P < 0,05) i SCM2 grupe (P < 0,001). Poredenjem vrednosti izmedu grupa
krava sa SCM utvrdeno je statistiCki znaajno poveéanje aktivnosti MPO u mleénom serumu
SCM:2 grupe od u poredenju sa SCM1 grupom (P < 0,01).

Znacajno povecanje aktivnosti LPO uoéeno je u krvnom serumu obe SCM grupe u
poredenju sa kontrolnom grupom (P < 0,001). Povecanje aktivnosti LPO u mle€nom serumu
dokazano je u SCM: grupi za 39,58% (P < 0,05) i u SCM2grupi od 2,32 puta (P < 0,001) u
poredenju sa aktivnos¢u u kontrolnoj grupi.

Ispitivanjem sposobnosti neutralizacije radikala DPPH testom u krvnom serumu
utvrdene su nize koncentracije DPPH u SCM: grupi od 46,95 + 1,32 pg/mL Trolox Eq u
poredenju sa kontrolnom grupom (P < 0,05). U mlenom serumu utvrdene su nize
koncentracije DPPH u SCM1 grupi 26,31 + 1,17 pug/mL Trolox Eq (P < 0,05), i u SCMz grupi
22,96 + 1,11 ug/mL Trolox Eq (P < 0,001) u poredenju sa kontrolnom grupom (33,59 + 3,11
pg/mL Trolox Eq). Medusobnim poredenjem utvrdeno je snizenje DPPH u mlenom serumu
SCM:z grupe (P < 0,05) u odnosu na koncentracije izmerene u SCM: grupi.

U na8em istraZivanju je utvrdeno sniZzenje TAC preko ABTS testa u krvnom serumu
SCM1 (P < 0,05) i SCM2 grupe (P < 0,01) u poredenju sa kontrolnom grupom. U mle€nom
serumu utvrdene su niZze koncentracije ABTS kod krava sa SCM u poredenju sa kontrolom (P
<0,001).

Ispitivanjem stepena lipidne peroksidacije utvrden je veci stepen odtecenja Celijske
membrane eritrocita kod SCM2 grupe u poredenju sa kontrolnom grupom (P < 0,05). ViSe
koncentracije MDA u mle¢nom serumu utvrdene u SCM: (P < 0,05) i SCM:2 grupi (P <0,01) u
poredenju sa kontrolnom grupom. Poredenjem koncentracije MDA u mle¢nom serumu
izmedu grupa krava sa SCM utvrdene su viSe koncentracije MDA u SCM: grupi u odnosu na
SCM: grupu (P < 0,05). Ispitivanjem koncentracije lipidnih hidroperoksida uo¢ene su znacajno
viSe koncentracije LOOH u krvnoj plazmi i mleénom serumu kod grupa krava sa supklinic¢kim
mastitisom u odnosu na kontrolnu grupu (P < 0,05).

U nadem istraZzivanju utvrdene su viSe koncentracije NO2  u krvnoj plazmi u SCMy
grupe od 5,71 £ 0,5 yM (P < 0,01), i u SCM2 grupi od 6,70 £ 0,48 uM (P < 0,001) u poredenju
sa kontrolnom grupom (2,58 = 0,24 pM). Koncentracije NO2 u mleéhom serumu su se
razlikovale kako medusobno (P < 0,01), tako i u poredenju sa kontrolnom grupom (P < 0,01 i
P < 0,001, po redosledu navodenja).

Ispitivanjem koncentracije uznapredovalih proizvoda oksidacije proteina utvrdene su
viSe koncentracije AOPP u krvnoj plazmi SCM: od 4,57 + 0,07 ymol/mL ChT Eq (P < 0,01) i
SCMz grupe od 5,86 + 0,27 ymol/mL ChT Eq (P < 0,001), u poredenju sa kontrolnom grupom
(4,23 £ 0,03 ymol/mL ChT Eq). Poredenjem koncentracija AOPP izmedu grupa krava sa
supklini¢kim mastitisom utvrdene su viSe koncentracije AOPP u krvnoj plazmi SCM:z grupe u
odnosu na koncentracije u SCM1 grupi (P < 0,01). U mleénom serumu viSe koncentracije
AOPP utvrdene su u SCM1 (P < 0,05) i SCMz grupi (P < 0,01) u poredenju sa kontrolom.

Analizom koncentracije SH-grupa utvrdene su niZze koncentracije izazvane prisustvom
stafilokokne infekcije, u krvnoj plazmi SCMz grupe (P < 0,01) u poredenju sa kontrolnom
grupom. NiZze koncentracije SH-grupa utvrdene su u mle€nom serumu krava sa SCM (P <
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0,001). Znacajno nize koncentracije SH-grupa dokazane su u krvnom i mleénom serumu
SCM:2 grupe u odnosu na SCMz grupu (P < 0,05).

Analizom aktivnosti LDH u krvnom serumu primecen je porast aktivnosti ovog enzima
u prisustvu infekcije S. aureus, ali bez statisticke znacajnosti (P > 0,05). U mleénom serumu
utvrdeno je povecanje aktivnosti LDH u SCM1 od 195,70 + 18,01 U/L (P < 0,05) i od 218,80 +
24,46 U/L SCM: grupi (P < 0,01) u poredenju sa kontrolnom grupom (150,90 + 21,63 U/L).
Analizom relativne aktivnosti izoenzima LDH5 utvrdena je povisena aktivnost u prisustvu
infekcije vimena S. aureus u SCMz1 od 7% (P < 0,05) i u SCMz grupi od 10% (P < 0,01) u
poredenju sa relativnom aktivho$¢u ovog izoenzima kod kontrolnih krava od 4%. Relativna
aktivnost izoenzima LDH5 se medusobno razlikovala izmedu grupa krava sa supkliniCkim
mastitisom (P < 0,05).

Korelacione analize izmedu pojedinih ispitivanih parametara

Pozitivna korelacija utvrdena je izmedu arilesterazne aktivnosti PON1 i koncentracije
ukupnog holesterola u svim ispitivanim grupama krava (P < 0,05). Utvrdena korelacije bila je
umerene jac¢ine u kontrolnoj grupi (r = 0,5814), slaba u SCMz (r = 0,3713) i u SCM2 (r =
0,3713).

Uocena je pozitivha korelacija (P < 0,001) arilesterazne aktivnosti PON1 i HDL u svim
ispitivanim grupama, i negativna korelacija PON1-ARE i LDL (P < 0,05).

Analizom korelacione povezanosti izmedu aktivhosti PON1 — ARE i paraoksonazne
aktivnosti PON1 utvdena je pozitivna korelacija u krvnom serumu svih ispitivanih grupa.
Uocena korelacija bila je jaka kod kontrolne grupe krava, (r = 0,6934; P < 0,05) i SCM1 grupe
(r=0,7166; P < 0,001), dok je kod SCM:2 grupe utvrdena slaba korelacija izmedu ispitivanih
parametara (r = 0,3321; P < 0,05). Jaka pozitivna korelacija (P < 0,001) utvrdena je izmedu
aktivnosti PON1-ARE u krvnom serumu i aktivnosti ovog enzima u mle€nom serumu, i to
veoma jaka u kontrolnoj grupi (r = 0,8186;), i jaka u SCM1 (r = 0,6941) i SCM2 grupi (r =
0,6046).

Negativna korelacija izmedu PON1-ARE i SCC (P < 0,05), i PON1-ARE i LOOH (P <
0,001) utvrdena je kod svih ispitivanih grupa krava.

Pozitivna korelacija utvrdena je izmedu SCC u mleku i H202 u mleénom serumu (P <
0,05), i SCC i LOOH u kontrolnoj grupi (P < 0,05) i u SCM1 i SCM2grupi (P < 0,01).

Negativna povezanost izmedu SCC i ukupnog antioksidativhog kapaciteta odredenog
preko DPPH testa dokazana je u svim ispitivanim grupama (P < 0,05).

Pozitivna korelacija utvrdena je izmedu aktivnosti enzima katalaze u eritrocitima i
mijeloperoksidaze u krvnom serumu (P < 0,05). Jaka pozitivha korelacija u krvnom serumu
izmedu Hz202-zavisnih enzima, MPO i LPO, utvrdena je kod kontrolne grupe (r = 0,6680; P <
0,01) i kod SCMz2 grupe (r = 0,7619, P < 0,01), dok je slaba korelacija utvrdena kod SCM1
grupe (r =0,2671; P <0,05).

Negativna korelaciona analiza izmedu koncentracije nitrita i SH-grupa (P < 0,05)
dokazana je u svim ispitivanim grupama.

U poglaviju Diskusija dobijeni rezultati koji se odnose na supklinicke mastitise
izazvane S. aureus, parametre lipidnog statusa, parametre oksidativnhog stresa i stepena
oSteéenja celijske membrane i proteina, ukupni antioksidativni kapacitet, protumaceni su i
poredeni sa rezultatima drugih istraziva€a koji su se bavili slic(nom problematikom. U diskusiji
je otvoren niz pitanja koja se odnose na ostecenja mle¢ne Zlezde, povezanost infekcije sa
pojavom i progresijom oksidativhog stresa, na osnhovu velikog broja ispitivanih parametara u
krvi i mleku krava koji ukazuju na promene oksido-redukcionih procesa u organizmu. Takode,
diskutovan je uticaj broja S. aureus i somatskih ¢elija na stepen ostec¢enja lipida i proteina,
kao i medusobna povezanost pojedinih ispitivanih parametara.

VI ZAKLjUCCI ISTRAZIVAN]A (navesti zakljuéke koji su prikazani u doktorskoj
disertaciji):

U skladu sa postaviljenim cilievima ove doktorske disertacije i na osnovu analize dobijenih
rezultata izvedeni su sledeci zaklju&ci:

1. Prisustvo S. aureus u mle¢noj zlezdi krava dovodi do zna¢ajnog povec¢anog broja
somatskih celija u mleku, koje su izvor reaktivnih kiseoni¢kih radikala u borbi
protiv ovog patogena.
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Polimorfonuklerani leukociti proizvode reaktivne kiseoni¢ne vrste, $to je dokazano
povec¢anom koncentracijom vodonik-peroksida u krvnom serumu u grupi krava sa
veéim brojem CFU/mL S. aureus. U mle¢nom serumu utvrdene su vece
koncentracije vodonik-peroksida u obe grupe krava sa supklinic¢kim mastitisom.
Staphylococcus aureus poseduje enzim katalazu odgovornu za neutralizaciju
vodonik-peroksida, Sto je potvrdeno njegovom nizim koncentracijom od 18% u
grupi krava sa vec¢im brojem S. aureus.

Supklini€ki mastitis krava izazvan S. aureus dovodi do promene u metabolizmu
lipida, indukuju¢i inflamatorno stanje organizma, smanjujuc¢i antioksidativnu i
antiinflamatornu ulogu HDL i povec¢avaju¢i koncentraciju LDL lipoproteinske
Cestice.

Supklini€ki mastitis izazvan sa S. aureus dovodi do oksidativnog stresa, menjajudi
aktivnost enzima antioksidativne odbrane. Inhibicija aktivnosti superoksid-
dismutaze je izraZenija u mleénom serumu i iznosi do 48,81%. Visok nivo
katalazne aktivnosti, dokazan u eritrocitima od 42,03% i 44,19% kod krava sa
supklinickim mastitisom ne zavisi od broja bakterija. U mle€¢nom serumu aktivnost
ovog enzima je povecana 2,04 i 3,60 puta i zavisi od broja S. aureus. Povec¢ana
aktivnost katalaze se sa sigurnoséu moze smatrati indikatorom bakterijske
infekcije vimena.

Paraoksonaza 1 prema paraoksonu kao supstratu, osetljiva je na inflamaciju, i
njena aktivnost je smanjena tokom infekcije kod krava sa brojem S. aureus =
1000 CFU/mL do 22,72%, i smatra se negativnim proteinom akutne faze. Jaka
korelaciona povezanost izmedu paraoksonazne i arilesterazne aktivnosti PON1,
kontrolne grupe i grupa krava sa supklinickim mastitisom, ukazuje na odsustvo
polimorfizma ovog enzima kod krava.

Aktivnost PON1-ARE u krvnom serumu, prvi put dokazana u nasoj studiji u
mleénom serumu krava sa supklinickim mastitisom, smanjena je u prisustvu S.
aureus. Jaka pozitivna korelacija izmedu aktivnosti PON1-ARE u krvi i PON1-
ARE u mleénom serumu, ukazuje da je poreklo ovog enzima u mleku
najverovatnije iz krvi, i da se ne sintetiSe u mle¢noj Zlezdi. Pozitivha korelacija
izmedu PON1-ARE i koncentracije HDL i negativna korelacija sa LDL, ukazuju da
je aktivnost PON1-ARE osetljiviji biomarker na prisustvo S. aureus i poveéan broj
somatskih Celija, kao i osetljiviji indikator oksidativnih procesa izazvanih na
lipoproteinima.

Kod krava sa supklinickim mastitisom iscrpljeni su antioksidativni odbrambeni
mehanizmi kako u mle¢noj Zlezdi, tako i u organizmu krava u poredenju sa
zdravim kravama, $to je potvrdeno snizenjem koncentracije TAC koriS¢enjem
DPPH i ABTS testa visoke osetljivosti. Direktna povezanost antioksidativhog
statusa i intenziteta inflamacije mle¢ne Zlezde, potvrdena je negativhom
korelacijom izmedu SCC i TAC.

Usled supkliniCkog mastitisa naruSena je struktura cEelijske membrane. Vedi
stepen ¢éelijskog oSteéenja, praéen preko koncentracije MDA i lipidnih
hidroperoksida dokazan je u mle¢nom serumu i zavisi od broja S. aureus i SCC.
Pozitivna korelaciona analiza izmedu SCC i LOOH, ukazuje na mogucu primenu
LOOH kao osetljivijeg biomarkera u pra¢enju SCM.

Povecana osmotska fragilnost membrane eritrocita kod krava sa supklini€kim
mastitisom, povezana je sa povetanom lipidnom peroksidacijom,
prouzrokovanom prekomernim nastankom i nakupljanjem ROS i RNS. Povecani
stepen hemolize eritrocita zavisi od broja S. aureus, iu grupi krava sa brojem S.
aureus = 1000 CFU/mL ovo povecanje Hsoje iznosilo 39,01%.
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10. Prisustvo S. aureus u mle¢noj Zlezdi uvodi organizam u nitrozativni stres, $to je
potvrdeno veoma visokim koncentracijama nitrita u krvnoj plazmi i mleénom
serumu krava sa supklinickim mastitisom. Nagradene reaktivhe azotove vrste
dovode do oksidacije i smanjenja koncentracije ukupnih SH-grupa u krvnom i
mlecnom serumu, $to je dokazano jakom negativnom korelacijom izmedu ova
dva parametra u kontrolnoj grupi krava i umerenom korelacijom kod krava sa
supklini¢kim mastitisom.

11. Rani marker u otkrivanju supklinickog mastitisa i proceni ote¢enja proteina, prvi
put dokazan u nas$oj studiji, su povecane koncentracije AOPP, kako u krvnoj
plazmi, tako i u mle€nom serumu.

12. Kao posledica stafilokokne infekcije vimena i odgovora organizma na inflamaciju
dolazi do povecane aktivnosti H202-zavisnih peroksidaza, MPO i LPO.
Mijeloperoksidazna aktivnost u krvnom i mle€nom serumu, zavisi od broja S.
aureus, i u krvnom serumu krava sa brojem S. aureus = 1000 CFU/mL je
povecana 3,03 puta, dok je u mleénom serumu aktivnost povecana 2,13 puta.
Razlika u povecanju aktivnosti MPO u krvnom i mle€nom serumu u grupi krava sa
brojem S. aureus = 1000 CFU/mL, posledica je prisustva SPIN proteina koga lugi
S. aureus u mleku koji je odgovoran za inhibiciju MPO. Laktoperoksidazna
aktivnost prati povecanje aktivnosti MPO, i u mle€nom serumu grupe krava sa
brojem S. aureus = 1000 CFU/mL dokazano je povecanje od 2,32 puta. Jaka
korelaciona analiza potvrduje sli€nost u strukturi i funkciji ova dva enzima, i
njihovoj moguéoj primeni kao ranih markera u otkrivanju SCM.

13. Povecanje ukupne aktivnosti LDH u mle€nom serumu grupe krava sa brojem S.
aureus < 1000 CFU/mL od 29,22% i od 45% grupe krava sa brojem S. aureus =
1000 CFU/mL ukazuje na veci stepen oStecenja mlecne zlezde pri ve¢em broju
S. aureus, bez veceg uticaja na ukupnu aktivnost ovog enzima u krvnom serumu.
Povecana relativha izoenzimska aktivnost LDH5 u krvnom serumu krava sa
supkliniCkim mastitisom ukazuje na oStecenje hepatocita i zavisi od broja S.
aureus. Ukupna aktivnost LDH u mleku je dobar marker inflamacije mlec¢ne
Zlezde.

Merenje predloZenih biomarkera oksidativhog stresa kod mle¢nih krava pomoglo bi u ranijem
otkrivanju supklini¢kih mastitisa i pojavu inflamacije, pre vidljivih znakova bolesti, kao i primeni
adekvatne terapije u ranoj fazi supkliniCkog mastitisa. Dalja ispitivanja u rasvetljavanju
patofizioloSkog mehanizma ostecenja tkiva mleéne Zlezde kod SCM su neophodna.

VII OCENA NACINA PRIKAZA | TUMACEN]A REZULTATA ISTRAZIVANjA (navesti da li
su dobijeni rezultati u skladu sa postavnjenim ciljem i zadacima istrazivanja, kao i da li
zaklju€ci proizilaze iz dobijenih rezultata):

Prikaz i tumacenje rezultaa istrazivanja su u skladu sa postavljenim ciljevima doktorske
disertacije. Dobijene rezultate kandidat je prikazao tabelarno i grafikonima. Opisi i tumacenje
rezultata su jasni, detaljni i sveobuhvatni, u skladu sa najnovijim nau€nim saznanjima.
Izvedeni zaklju€ci proizilaze iz dobijenih rezultata, logi¢ni su i jasno formulisani.

VIIl KONACNA OCENA DOKTORSKE DISERTACIJE:

1. Dalije disertacija napisana u skladu sa obrazlozenjem navedenim u prijavi
teme?

Rezultati istrazivanja sprovedenih u okviru doktorske disertacije kandidata Svetlane
Nedi¢ su u skladu sa postavljenim ciliem i zadacima istrazivanja, a zaklju¢ci su
pravilno izvedeni i proizilaze iz dobijenih rezultata.
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Da li disertacija sadrzi sve elemente propisane za zavr§enu doktorsku
disertaciju?

Doktorska disertacija Svetlane Nedi¢ sadrzi sve bitne elemente i predstavlja originalni
naucni rad Cija je tema aktuelna i nauéno opravdana.

Po ¢emu je disertacija originalan doprinos nauci?

Doktorska disertacija doktoranda Svetlane Nedi¢ predstavlja sveobuhvatno,
originalno ispitivanje supklinickog mastitisa izazvanog S. aureus. Prema nama
dostupnoj literaturi prvi put je analizirana aktivhost paraoksonaze 1 u mleku krava i
dokazana njena povezanost sa brojem somatskih Celija u mleku, te utvrdena uloga
oksidativnog i nitrozativhog stresa u patogenezi supklinickih mastitisa izazvanih S.
aureus, i. Dokazano je postojanje statistiCki znaCajnog osteéenja lipida i proteina,
usled smanjenog ukupnog antioksidativnog kapaciteta izazvanog prisustvom
uzroCnika supklinickog mastitisa. Po prvi put je dokazana povezanost supklini¢kih
mastitisa i koncentracije uznapredovalih proizvoda oksidacije proteina. Svi ovi
rezultati su od velikog znacaja u otkrivanju supklinikih mastitisa za veterinarsku
medicinu i industriju mleka. Merenjem predlozenih biomarkera oksidativnhog stresa
kod mlecnih krava pomoglo bi u ranijem otkrivanju supklini¢kih mastitisa i pojavi
inflamacije, kao i primeni adekvatne terapije u ranoj fazi supklinickog mastitisa.
Originalnost dobijenih rezultata utvrden je objavljivanjem jednog rada iz kategorije
M21.

Da li je mentor tokom provere originalnosti disertacije utvrdio neoopravdano
preklapanje teksta sa drugim publikacijama (odgovoriti sa da ili ne):

NE. Utvrden je indeks preklapanja od 18%.

IX SPISAK NAUCNIH RADOVA SADRZINSKI POVEZANIH SA DOKTORSKOM
DISERTACIJOM U KOJIMA JE DOKTORAND PRVI AUTOR ODNOSNO AUTOR SA
NAJVECIM DOPRINOSOM (napisati imena svih autora, godinu objavljivanja, naslov
rada, naziv ¢asopisa, impakt faktor i klasifikaciju prema Pravilniku o postupku, nacinu
vrednovanja, i kvantitativnom iskazivanju nau¢noistrazivackih rezultata istrazivaca):
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