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ISPITIVANJE FAKTORA KOJI UTICU NA ZASTUPLJENOST HORMONA U SIROVOM I
KONZUMNOM MLEKU KRAVA

REZIME

Istrazivanje je obuhvatilo odredivanje koncentracije hormona u mleku krava u razliitim fazama
laktacije, mleku iz laktofriza i maloprodajnom mleku. Uzorci mleka i krvi prikupljeni su 10., 30., 60.,
90., 150., 180., 210., 250. i 280 dana laktacije od Cetrnaest krava holStajn rase I u njima su odredivane
koncentracije hormona, masti i proteina u mleku i biohemijskih parametara krvi. U iste svrhe
uzorkovano je mleko iz laktofriza 1 nabavljeno je komercijalno mleko sa 1,5% 1 3,2% mle€ne masti.
Koncentracije insulinu-sli¢énog faktora rasta-1 (IGF-1) u mleku bile su znacajno nize 90., 150., 180.,
210. 1 250. dana 1 znacajno viSe 10., 30. 1 60. dana laktacije poredeci sa laktacionim prosekom (LP).
Insulin je imao znacajno nize koncentracije u mleku 30., 60. i 90. dana i1 znacCajno viSe koncentracije
210., 250. 1 280. dana laktacije porede¢i sa LP. Koncentracija slobodnog tiroksina je bila visa 250.
dana, dok je nivo slobodnog trijodotironina bio zna¢ajno nizi 30., 60., 90. 1 280. dana i1 znacajno visi
10. 1 180. dana u poredenju sa odgovaraju¢im LP. Nivo kortizola u mleku je bio nizi 60. 1 280. dana
laktacije poredeci sa LP. Koncentracije progesterona odredene 10., 30., 60. 1 90. dana su bile statisticki
znacajno nize a koncentracije odredene 150., 180., 210. 1 250. dana znacajno vise u odnosu na LP.
Koncentracije estrogena odredene 10., 30., 60., 90. 1 150. dana su bile znacajno nize a koncentracije
180., 210. 1 250. dana znac¢ajno vise u odnosu na LP.

Svi hormoni su imali zna¢ajno nize koncentracije u komercijalnom mleku sa 1,5% masti nego u
komercijalnom mleku sa 3,2% masti, mleku iz laktofriza i LP. lzuzetak je LP za IGF-1, koji je bio
znacajno nizi nego nivo IGF-1 u komercijalnom mleku sa 1,5% masti, kao i LP za estogen koji se nije
znacajno razlikovao u odnosu na nivo estrogena u u komercijalnom mleku sa 1,5% masti. Biohemijski
parametri krvi su blago fluktuirali tokom laktacije, ali su ostali u referentnom opsegu. Koncentracije
hormona u kravljem mleku fluktuiraju tokom laktacije, $to daje znacaj mleku u kontekstu javnog

zdravlja.

Kljucne reci: krave, hormoni mleka, zdravlje potroSaca

Naucna oblast: veterinarska medicina



EXAMINATION OF FACTORS THAT AFFECT THE HORMONES CONTENT IN RAW
AND COMMERCIAL COW’S MILK

SUMMARY

The study aimed to determine the concentration of hormones in cow’s milk sampled from different
phases of lactation, bulk-tank milk and retail milk. Milk and blood samples were taken from fourteen
Holstein cows on the following days in lactation (DIL): 10, 30, 60, 90, 150, 180, 210, 250 and 280 to
determine milk hormones, fat and protein content and blood biochemical parameters. For the same
purpose, bulk-tank milk was sampled and samples of retail milk with 1.5% and 3.2% fat was
purchased. Milk insulin-like growth factor-1 (IGF-1) values were significantly lower at 90, 150, 180,
210 and 250 and significantly higher at 10, 30 and 60 DIL than lactation average (LA). Milk insulin
concentrations were significantly lower at 30, 60 and 90 and higher at 210, 250 and 280 DIL than LA.
Free thyroxine level in the milk was higher at 250 DIL, while milk free triiodothyronine concentrations
were lower at 30, 60, 90 and 280 DIL, and significantly higher at 10 and 180 DIL than respective LA.
Milk cortisol levels were lower at 60 and 280 DIL than LA. Milk progesterone concentrations were
significantly lower at 10, 30, 60 and 90 and significantly higher at 150, 180, 210 and 250 DIL than
lactation average (LA). Milk estrogen concentrations were significantly lower at 10, 30, 60, 90 and 150
and significantly higher at 180, 210 and 250 DIL than lactation average (LA)

All measured milk hormones were significantly lower in retail milk with 1.5% fat compared to retail
milk with 3.2% fat, bulk-tank milk and LA. An exception was the LA of IGF-1, which was
significantly lower than the IGF-1 content in retail milk with 1.5% fat as well as the LA of estrogen,
which did not significantly differ compared to the estrogen content in retail milk with 1.5% fat. Blood
biochemical parameters fluctuated evenly during lactation and were within the reference range.
Hormone concentrations in cow’s milk fluctuate during lactation, giving milk an important role in the

context of public health. Keywords: cows, milk hormones, consumer health
Key words: cows, milk hormones, consumer health

Scientific field: veterinary medicine
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1. UvOD

Hormoni su fizioloski prisutni u mleku krava. To su bioloski aktivne materije koje imaju znacajne
funkcije u organizmu. U mleku krava prisutni su hormoni proteinske, odnosno peptidne i steroidne
strukture, kao i derivati aminokiselina. Od hormona proteinske odnosno peptidne strukture izdvajaju se
insulin, hormon rasta i insulinu sli¢ni faktori rasta 1 i 2 (IGF-1 i IGF-2), dok se od hormona steroidne
prirode izdvajaju kortizol, estrogeni i progesteron. Od hormona derivata aminokiselina prisutni su
tireoidni hormoni. Pojedini od ovih hormona se koriste u dijagnostici graviditeta krava (estrogeni i
progesteron), dok su drugi znacajni indikatori metabolickog zdravlja krava (proteinski hormoni i
kortizol). Hormoni mleka kao biomarkeri bolesti kod krava dobijaju sve viSe na znaaju jer je
uzorkovanje mleka, za razliku od krvi, neinvazivno 1 moze se sprovoditi pri svakoj muzi. Takode,
pojedini hormoni prisutni u kolostrumu i mleku krava pozitivno uticu na rast i razvoj teladi. Medutim,
hormoni prisutni u mleku i proizvodima od mleka mogu, pored sopstvenog potomstva, uticati na

......

negativno.

Veliki broj razli¢itih faktora utiCe na sadrzaj hormona u mleku krava. Najznacajniji su vreme
laktacionog ciklusa, prisustvo masti u mleku, ishrana i geneticki potencijal, metabolicki i reproduktivni
status jedinke. Naime, fizioloSki se koncentracija hormona znacajno menja tokom laktacionog ciklusa
odnosno sa promenom metabolickog statusa krava, a pogotovo ukoliko je zivotinja u laktaciji
istovremeno 1 gravidna, a §to je Cest slu¢aj u intenzivnoj proizvodnji. U odnosu na period od pre
nekoliko decenija, laktacija kod krava je znaajno produzena, od prvobitnih 4 do 5 meseci posle
teljenja do danasnjih i do 10 meseci posle teljenja. Uzimaju¢i u obzir da se koncentracija vecine
hormona u mleku povecava s napredovanjem laktacije, koja se kod krava u intenzivnoj proizvodnji
udruzuje s rastu¢im graviditetom, sve je ¢eS¢i slucaj da se visokogravidne krave, koje su hormonski
vrlo opterecene, koriste za proizvodnju mleka. Kao posedica toga u konzumnom mleku i proizvodima
od mleka moZze se na¢i prekomerna kolicina hormona koja moze da ugrozi zdravlje ljudi. S druge
strane, ve¢ina hormona u mleku je vezana za lipidnu frakciju zbog Cega proces obrade mleka znacajno
uti¢e na koncentraciju hormona u konzumnom mleku. Naime, smatra se da mleko s manjim procentom
masti sadrzi manje hormona. Treba takode naglasiti da se termiCckom obradom, pasterizacijom i
sterilizacijom, u vecini sluajeva ne smanjuje koncentracija hormona u mleku. Kod procene uticaja
mleka na zdravlje ljudi, ne sme se izgubiti iz vida moguci kumulativni efekat unosa hormona putem
mleka. Metabolicki i reproduktivni status krava takode moze da uti¢e na sadrzaj hormona u mleku
krava. Naime, izrazita metabolicka opterecenja kojima su izloZzene krave tokom laktacije izaziva takvo
hormonalno prestrojavanje unutar organizma koje moze da ima uticaj i na hormonalni status krava.

Poslednjih godina se u literaturi uo¢ava trend povecanog interesovanja za moguéi uticaj hormona
prisutnih u mleku krava na zdravlje ljudi ali se manje paznje obraca na faktore kojima se moze uticati
na sadrzaj hormona u sirovom, a time i konzumnom mleku. Analizom podataka koji ukljucuju
odredivanje metabolickog 1 reproduktivnog statusa krava, faze laktacije i1 sadrzaja nutrijenata u mleku
krava (prevashodno masti) moze se do¢i do znacajnih podataka koji bi omoguéili uspostavljanje
prediktivnog modela o sadrzaju pojedinih hormona u mleku krava u razli¢itim fazama proizvodno
reproduktivnog ciklusa.



2. PREGLED LITERATURE

Mleko je proizvod mlecne Zlezde koji poCinje da se izluCuje ubrzo nakon teljenja krava. Sadrzi
znacajnu koli¢inu makro i mikronutrijenata, imunoglobuline, peptide sa antimikrobnom aktivnoscu i
hormone. Njegova uloga je prevashodno u obezbedivanju nutritivne i imunske podrske mladuncima,
¢ime se omogucava pravilan rast i razvoj potomstva. To je primarna uloga izlucenog mleka.
Kolostrum, kao prvo mleko majke koje se izluCuje 24 do 36 sati nakon teljenja (Playford i Weiser,
2021), ima visoku koncentraciju svih komponenata koji se kasnije nalaze u mleku, pa se ¢esto koristi
kao komercijalni proizvod u mle¢noj industriji, sa ciljem da poboljsa zdravlje i imunske funkcije kod
ljudi odnosno konzumenata. Takode, kolostrum se koristi u terapiji razli¢itih bolesnih stanja kod ljudi i
dece (Panahi i sar, 2010; Playford i sar., 2001) kao i kod sportista u cilju postizanja visokih performansi
kod treninga kao i oporavka (Buckley i sar., 2003). S obzirom da upotreba kolostruma ali i mleka krava
nije ograni¢ena u ishrani ljudi, poslednjih godina se sve viSe obraca paznja na efekte koje mleko moze
da ima na zdravlje ljudi, ne samo one pozitivne ve¢ eventualno i negativne (Thorning i sar., 2016).
Pored sve CeSce debate o sve ucestaloj intoleranciji na laktozu kod dece (Heyman, 2006) i deficitu
gvozda kod dece koje konzumiraju prekomerne koli¢ine kravljeg mleka (Oliveira i Oso6rio, 2005),
razvija se u strucnoj literaturi i polemika koja se odnosi na moguci uticaj prekomerne konzumacije
mleka na povecanu sklonost konzumenata ka odredenim oblicima kancera (Melnik i sar., 2023).

2.1. Sastav mleka krava

Mleko se sastoji od makro i mikronutrijenata i bioloski aktivnih materija. Od nutrijenata su prisutni
proteini i peptidi, ugljeni hidrati, masti, vitamini i minerali dok su od biolo$ki aktivnih materija prisutni
antimikrobni faktori, kao $to su imunoglobulini, citokini, imunoregulatori, hormoni i faktori rasta.
Uloga mleka je prevashodno da obezbedi nutritivnu podrsku i imunsku zastitu mladunacima sopstvene
vrste. Jedino se kompletnom analizom sastava mleka, odnosno svih njegovih komponenti, moze dobiti
jasan uvid u krajnju vrednost mleka za konzumenta kao i u nacin na koji prisustvo ovih sastojaka utice
na iskoristivost i biolosku aktivnost hormona mleka.

Proteini i peptidi su u mleku krava prisutnu u koli¢ini od 3% u odnosu na sve sastojke, §to je
znacajno manje od koli¢ine u kojoj su prisutni u kolostrumu, a to je 15% u odnosu na sve sastojke.
Proteini prisutni u mleku se dele u dve grupe: proteine surutke koji predstavljaju rastvorljivu
komponentu i kazein koji je nerastvorljiva komponenta. Proteini surutke se sastoje od imunoglobulina,
laktoferina, a-laktoglobulina, B-laktoglobulina, laktoperoksidaze, glikomakropeptida i nekoliko
hormona, odnosno faktora rasta (Bastian 1 sar., 2001). a-laktoglobulin u kolostrumu krava ¢ini 40%
sadrzaja surutke, odnosno Cetvrtinu sadrzaja ukupnih proteina (Kuiken i sar., 1949) i znaCajan je izvor
aminokiselina. p-laktoglobulin je takode znacajan izvor aminoksielina ali je i glavni imunogen za
konzumente koji pate od alergije na kravlje mleko. Naime, poznato je da p-laktoglobulin nije prisutan u
humanom mleku. Inace, proteini surutke imaju nutritivnu, ali i bioloSku aktivnost koju ispoljavaju tek
nakon aktivacije odnosno nakon izlaganja kiselinama 1 delimi¢ne digestije. Bioloske aktivnosti
ukljucuju imunsku aktivnost i smanjenje inflamatorne reakcije. Dodatno, pojacavaju reparaciju tkiva,
jer je, na primer, dokazano da a-laktoglobulin smanjuje o$tecenje creva koje kod pacova uzrokuje
etanol (Matsumoto i sar., 2001). Takode, proteini surutke imaju antimikrobnu i antikancerogenu
aktivnost (Nciuc i sar., 2010). Dokazano je da hidrolizati surutke interaguju sa receptorima znacajnim
za urodeni imunski odgovor (Kiewiet i sar., 2017). Kazein je globularni protein ¢&iji su molekuli
organizovani u vidu agregata koji se nazivaju micele i koje su sastavljene od submicela. Unutar micele
su prisutne Cetiri frakcije kazeina i to su al, a2, B 1 k. Kazein ¢ini 75% svih proteina mleka, pri ¢emu je
as1-kazein najzastuljenija proteinska frakcija u mleku (Ginger i sar., 1999). Kazein sadrzi peptide koji
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imaju aktivnost opioida za koje je dokazano da smanjuju eliminicaju sadrzaja creva kod pacova (Daniel
I sar., 1990). Kazein utice na imunsku aktivnost, kako je dokazano u ogledima in vitro (Pessi i sar.,
2001) i in vivo (Meister i sar., 2002). Znacajno je da kazein ima mogucnost da odrzava funkciju i
obezbedi resorpciju pojedinih bioloski aktivnih peptida mleka redukujuéi njihovu razgradnju od strane
digestivnih enzima, i to tako Sto postaje njihov kompetetivni supstrat (Playford i sar., 1993). Ova
funkcija je sli¢na funkciji tripsin inhibitora koji §titi [gG, faktore rasta i druge bioloski aktivne proteine
od proteoliticke degradacije u crevima. Zbog toga je tripsin inhibitor, koji je inace prisutan u mleku
krava, 100 puta viSe zastupljen u kolostrumu u odnosu na mleko krava (Godden i sar., 2019).
Istrazivanja su pokazala da kazein u mleku krava posebno §titi epidermalni faktor rasta (eng. epidermal
growth factor; skr: EGF) od razgradnje u crevima ljudi (Pleyford i sar., 1993), kao i da je u njegovom
prisustvu povecana stabilnost i resorpcija insulinu sliénog faktora rasta-1 (eng: insulin like growth
factor-1; skr: IGF-1) (Kimura i sar., 1997). Kazein poseduje i druge metaboli¢ke i protektivne efekte
kao $to je preveniranje eksperimentalne bakterijemije, a koju ostvaruje intenziviranjem mijelopoeze
(Kanwar i sar., 2009). Dakle, kazein nije samo nutritivna komponenta mleka ve¢ je i komponenta koja
poseduje imunoregulatornu, antibakterijsku i antiinflamatornu ulogu.

Ugljeni hidrati su prisutni u mleku i oni obuhvataju, izmedu ostalog, laktozu, oligosaharide,
glikolipide i glikoproteine. Laktoza je disaharid mleka koji je u kolostrumu zastupljen u koli¢ini od
2,5% (Kehoe i sar., 2007), dok je u mleku krava zastupljen u znacajno vecoj koli¢ini (Urashima i sar.,
2001). Laktoza, uneta u organizam konzumenta, obezbeduje jetri dovoljne koli¢ine glukoze i galaktoze
za dalju sintezu i skladistenje glikogena (Coelho i sar., 2015). Oligosaharidi su prisutni u mleku i
kolostrumu krava pri ¢emu je njihova koncentracija u kolostrumu 1 g/l, odnosno dvostruko visa nego u
mleku (Ten Bruggencate i sar., 2014). Oligosaharidi mogu delovati kao prebiotici jer se mnogi od njih
ne vare u prednjem delu creva, tako da prolaze intaktni u kolon gde sluze kao metabolicki supstrat za
bakterije kolona (Zivkovic i sar., 2011). Oligosaharidi se dele na neutralne i kisele. Neutralni
oligosaharidi ne sadrze naclektrisane ugljenohidratne rezidue. Suprotno tome, kiseli oliogosaharidi
sadrze najmanje jednu negativno naelektrisanu reziduu, odnosno sijalinsku Kiselinu (Gopal i sar., 2000)
Sijalinski oligigosaharidi ¢ine veéinu oligosaharida u kolostrumu krava i oko sedmostruko ih je vise u
kolostrumu nego mleku krava (Ten Bruggencate i sar., 2014). Pored oligosaharida, kolostrum je bogat
u glikoproteinima, koji mogu da deluju kao prebiotici zahvaljuju¢i saharidnoj komponenti koja se
odvaja bakterijskim glikozidazama, tako utiCu¢i na mikrobiom creva. Jedan od znacajnijih
glikoproteina u kolostrumu je bovini glikomakropeptid koji ima razlic¢ite glikozilatne forme i formira se
tokom digestije proteolizom k-kazeina. Bovini glikomakropeptid ima sposobnost da podstice rast
Bifidobacterium longum podvrste infantis (O Riordan i sar., 2018).

Masti se u kolostrumu mleka nalaze u koncentraciji od oko 7%. Lipidna frakcija sadrzi vise
komponenata koje mogu da uticu na zdravlje ljudi, ukljuujuéi ®-3 i w-6 polinezasicene masne
kiseline, konkugovanu linoleinsku kiselinu, kratkolan¢ane masne kiseline, gangliozide i fosfolipide
(Bosnjakovi¢ i sar., 2024). Masne Kiseline u sastavu kolostruma su 65-75% zasicene, 24-28%
mononezasi¢ene i 4-5% polinezasic¢ene (Contarini i sar., 2014; O Callaghan i sar., 2020). Dominantne
masne kiseline u kolostrumu su palmitinska i oleinska, koje su zastupljene 40%, odnosnho 21% od
ukupnih masnih kiselina (O Callaghan i sar., 2020). Masna komponenta kolostruma se obi¢no uklanja
iz komercijalnih preparata da bi se obezbedila stabilnost i mogucnost dalje obrade. Svakako, masne
kiseline nisu bioloski inertne. Poznato je, na primer, da su gangliozidi i fosfolipidi polarni lipidi koji su
ukljuceni u razli¢ite fizioloske funkcije kao $to su razvoj neurona, vezivanje patogena i imunska
aktivacija (Verardo i sar., 2017). Takode se smatra da je palmitinska Kiselina izuzetno znacajna za
ishranu u ranom periodu zivota (Miles i sar., 2017; Bar-Yoseph i sar., 2013), dok se oleinska kiselina



vezuje za benifite kao Sto su imunomodulacija i zdravlje kardiovaskularnog sistema (Sales-Campos i
sar., 2013)

Vitamini i minerali su prisutni u mleku. Kolostrum i mleko sadrze vitamine rastvorljive u
mastima (A, D i E), kao i vitamine rastvorljive u vodi (B grupa vitamina), a koji mogu da ucestvuju u
mnogim metabolickim procesima ukljucujuci rast kostiju i antioksidativnu aktivnost. Za vitamin D je
utvrdeno da podrzava imunski sistem i mentalno zdravlje (Cleminson i sar., 2016). Vitamini su
uglavnom prisutni u vi$oj koncentraciji u kolostrumu nego u mleku, posebno vitamini Bz, B12, Ei1 D. U
odnosu na mleko, kolostrum je bogatiji u nekoliko esencijalnih minerala ukljucuju¢i kalcijum, bakar,
gvozde, cink, magnezijum, mangan i fosfor (Godden i sar., 2019; Matsumoto i sar., 2001; Pereira,
2014). U tabeli 1 prikazana je zastupljenost vitamina u kolostrumu krava.

Tabela 1. Koncentracija vitamina u kolostrumu krava (Pakkanen i Aalto, 1997; Kelly i sar., 2003;
Kehoe i sar., 2007; Stelwagen i sar., 2009; Pereira, 2014; Bagwe i sar., 2015; Godden i sar., 2019;
Bagwe-Parab i sar., 2020)

Vitamini koncentracija
Tiamin (B1) (ug/mL) 0,4-0,5
Riboflavin (B2) (ug/mL) 1,5-1,7
Niacin (B3) (ug/mL) 0,8-0,9
Kobalamin (B12) (ug/mL) 0,004-0,006
Vitamin A (ug/100 mL) 34

Vitamin D (1U/g masti) 0,41
Tokoferol (E) (ug/g) 0,06

Bioloski aktivhe materije se nalaze u mleku 1 utiCu na rast, razvoj i imunsku funkciju
novorodenceta koje se hrani mlekom. U ove materije se ubrajaju antimikrobne materije
(imunoglobulini, bioaktivni oligosaharidi, laktoperoksidaze, lizozim, laktoferin i drugi), citokini i
imunoregulatori a zatim hormoni.

2.1.1. Antimikrobne materije

Imunoglobulini su znacajni sastojci pre svega kolostruma a zatim i mleka krava jer prenose
pasivan imunitet sa majke na novorodencad. U kolostrumu krava su najviSe zastupljeni imunoglobulini
G klase (1gG) sa koncentracijom od 30 do 87 g/l, ¢ine¢i oko 80 do 90 % ukupnih imunoglobulina, dok
su u manjoj koli¢ini prisutni IgA, IgD, IgE i IgM (Godden i sar., 2019). Za razliku od ljudi gde
imunoglobulini mogu da produ kroz placentu, kod krava se to ne deSava pa novorodena telad moraju da
se snabdevaju imunoglobulinima iz kolostruma kao jedinim izvorom ovih bioloski aktivnih materija za
njih. Bovini imunoglobulini mogu prevenirati vezivanje patogena za celije domacina, prezentirati
patogene makrofagima u cilju njihove destrukcije, stimulisati T i B imunski odgovor, modifikovati
crevnu mikrofloru i indukovati lokalnu produkciju IgA (Ulfman i sar., 2018). IgG stoga mogu
obezbediti pasivni imunitet i modulirati urodeni i ste¢eni imunski odgovor. Bioaktivni oligosaharidi
prisutni u kolostrumu mogu delovati protiv patogena deluju¢i kao prebiotici odnosno stimuliSuci rast
povoljnih bakterija u lumenu creva. Dodatno, oni mogu delovati kao kompetitivni inhibitori protiv
odredenih bakterija tako $to se vezuju na mesta vezivanja na epitelnim ¢elijama jer imitiraju ugljene
hidrate koji se nalaze na povrsini epitelnih ¢elija (Godden i sar., 2019, Morrin i sar., 2019). Na primer,
in vitro studije su pokazale da oligosaharidi mleka goveda inhibiraju adheziju E. coli, Salmonella, C.
sakazakii i H pylori (Douéllou i sar., 2017). Laktoperoksidaze su antimikrobni glikoproteini koji
pripadaju familiji enzima hem peroksidaza koji inhibiraju bakterijski metabolizam. Laktoperokisdaze
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su efektivni antimikrobni faktori toksi¢ni za mnoge Gram pozitivne i Gram negativne bakterije (Seifu i
sar., 2005). Deluju tako $to proizvode reaktivne kiseoni¢ne radikale. Ti radikali mogu da interaguju sa
odredenim aminokiselinama u mikrobnim proteinima, dovodeci do inhibicije mikrobnog metabolizma i
replikacije. Laktoperoksidaze se dodaju kao konzervansi u raznim proizvodima hrane, kozmetici, kao i
oftamoloskim i stomatoloskim higijenskim proizvodima. Lizozim poseduju antibakterijsku aktivnost jer
uzrokuje lizu ¢elija Gram negativnih bakterija i inhibira rast Gram pozitivnih bakterija (Wheeler i sar.,
2007; Clare i sar., 2005). Laktoferin ima viSestruke efekte, uklju¢ujuéi poboljSanje resorpcije gvozda
kao i antimikrobnu aktivnost (Arnold i sar., 1980; Aisen i sar., 1980), vezivanje lipopolisaharida,
imunomodulaciju i stimulisanje rasta intestinalnih epitelnih ¢elija i fibroblasta (Zhao i sar., 2019).
Laktoferin povecava antimikrobnu aktivnost lizozima protiv E. coli (Pakkanen i Aalto., 1997).
Vrednost lizozima u kolostrumu ogleda se u tome $to je dokazano da u slu¢aju ishrane dece zamenom
za mleko koja ne sadrzi lizozim, trostruko se poveéava mogucénost pojave dijareje u odnosu na decu
koja se hrane zamenom za mleko koja ima lizozim (Lonnerdal, 2003). Laktoferin je vezujuci protein
(80 kDa) za gvozde koji je prisutan i u humanom i u bovinom kolostrumu, s tim da su vrednosti u
bovinom kolostrumu svega 10 % vrednosti kod ljudi (Masson i Heremans, 1971; Sanchez i sar., 1988).
Mnogi radovi pokazuju da laktoferin u bovinom kolostrumu moze biti odgovoran za rast creva kod
novorodencadi. Davanje laktoferina teladima smanjuje mortalitet i stimulise rast teladi (Wheeler i sar.,
2007), redukuje infekciju respiratornog trakta kod novorodenih beba hranjenih na cuclu (King i sar.,
2007) i smanjuje kolonizaciju Giardia lamblia kod dece (Ochoa i sar., 2008). Ima i
imunomodulatorsku aktivnost jer je dokazano da smanjuje polenom izazvanu alergijsku reakciju
disajnih puteva kod miseva kod kojih je vestacki indukovana astma (Kruzel i sar., 2006). Oralno uzet
laktoferin smanjuje rizik od infekcije uz dodatno preveniranje pocetka nekroti¢énog enterokolitisa kod
prevremeno rodenih beba (Pammi i sar., 2017). U tabeli 2 prikazana je zastupljenost imunoglobulina i
antimikrobnih supstanci u kolostrumu krava.

Tabela 2. Koncentracija imunoglobulina i najvaznijih antimikrobnih supstanci u kolostrumu krava
(Pakkanen i Aalto, 1997; Kelly i sar., 2003; Kehoe i sar., 2007; Stelwagen i sar., 2009; Pereira, 2014;
Bagwe i sar., 2015; Godden i sar., 2019; Bagwe-Parab i sar., 2020)

Imunoglobulini Koncentracija (g/L)
lgG1 0,31-0,40

1gG2 0,03-0,08

IgA 0,04-0,06

IgM 0,03-0,06
Antimikrobne supstance Koncentracija (mg/L)
Laktoferin 20-75
Laktoperoksidaza 13-30

Lizozim 0,07-0,6

2.1.2. Citokini i imunoregulatori

Imunska odbrana organizma je rezultat urodenih i stecenih procesa. Kolostrum i mleko sadrze
mnoge sastojke koji uti¢i na oba ova procesa. Urodeni imunski odgovor je prva linija odbrane koja $titi
organizam od enteri¢nih infektivnih agenasa detektujuci ih i eliminisu¢i putem celijskih i molekularnih
procesa. Ovaj urodeni odgovor se posle nastavlja kroz ste¢eni imunski odgovor, koji se sprovodi putem
B i T ¢elija. Kolostrum sadrzi i specifi¢ne imunske faktore (kao sto je IgG) i nespecificne modulatorne
i antimikrobne faktore (kao sto je laktoferin) koji imaju potencijal imunomodulacije. Postoje brojni
radovi koji ukazuju da bovini kolostrum ima ulogu u prevenciji i leCenju mikrobnih infekcija (Tacket i
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sar., 1992), koju ostvaruje u sadejstu sa imunskim funkcijama domacina (Jones i sar., 2019). VVolonetri,
koji su dobijali bovini kolostrum u isto vreme kada su primili oralnu Salmonella tiphy Ty21a vakcinu,
proizvodili su povecan nivo cirkuliSuéih specifi¢nih IgA u poredenju sa kontrolnom grupom koja nije
dobijala bovini kolostrum (He i sar., 2001).

Citokini su peptidi odnosno proteini znacajni za imunsku funkciju, celijsku signalizaciju, i
prepoznavanje patogena. Oni nisu aktivni u odrzavanju normalne ¢éelijske homeostaze, ali se aktiviraju
u vreme stresa, inflamacije ili povrede (Dinarello, 1994), kada stimuliSu procese kao $to je
diferencijacija, hemotaksa i sinteza proteina. Oni uticu na to koji tipovi imunskih ¢elija urodenog ili
steCenog imuniteta ¢e se regrutovati prilikom infekcije patogenima. Bovini kolostrum i mleko sadrze
brojne citokine, uklju¢uju¢i TNFa i faktor stimulacije granulocitno-makrofagnih kolonija (eng.
granulocite-macrofage colony-stimulating factor, skr. GMCSF) i interleukine (IL)1p, IL-6, IL-10
(Wheeler i sar., 2007). Smatra se da citokini, kod novorodencadi i dece koja konzumiraju bovini
kolostrum, mogu da moduliranju imunski odgovor deliju¢i zajedno sa unetim imunoglobulinima i
nespecifi¢énim antibakterijskim faktorima iz bovinog kolostruma. Medutim, citokini nisu aktivni samo
pri postojanju stimulisane inflamacije. Neki citokini kao IL-8, stimuliSu migraciju ¢elijske linije kolona
(Rathe i sar., 2014), dok drugi, kao IL-10 preveniraju preterano jak inflamatorni odgovor (Saraiva i
sar., 2020). Kao podrska ideji da bovini kolostrum prigusuje pojacanu imunsku reaktivnost, objavljena
je studija koja je koristila ¢elije karcinoma kolona (HT-29) i gde je pokazano da tretiranje sa bovinim
kolostrumom suprimira IL-1 B indukovanu aktivaciju i inhibira degradaciju inhibitor proteina NFkf
(An i sar., 2009), sugeriSu¢i da bovini kolostrum moze da zastiti jedinku od intestinalne inflamacije
inhibiraju¢i NFkp put. Sli¢no, bovini kolostrum znafajno smanjuje fitohemaglutinacijom (PHA)-
indukovanu proliferaciju humanih perifernih limfocita. lako su se ranije razmatrali odvojeno citokini i
hormoni, utvrdeno je da oni imaju preklapajuc¢e dejstvo odnosno citokin IL-8 stimuliSe migraciju
humanih epitelnih ¢elija kolona (Wilson i sar., 1999), a to je funkcija koja se fizioloski pripisuje
faktorima rasta tj hormonima. Dalje, izgleda da postoji preklapanje izmedu citokina i faktora rasta u
medijaciji njihovih aktivnosti.

Pored citokina, u mleku postoje i drugi imunoregulatori. Bovini kolostrum, pored epitelnih ¢elija
majke, sadrzi leukocite majke, kao B i T limfocite, makrofage i neutrofile (Barrington i sar., 1997). Ovi
leukociti Stite telo od enteri¢nih patogena delujuéi direktno na mikroorganizme, a dodatno stimulisuci
lokalni imunski odgovor, kao $to je produkcija citokina, 1gG, i antimikrobnih faktora (Stelwagen i sar.,
2009). Uobicajena purifikacija i priprema bovinog kolostruma za upotrebu kod ljudi uklanja ove ¢elije
iz finalnog proizvoda. Dodatno, mikroRNA elementi sa imunoregulatornim potencijalom su takode
prisutni u bovinom kolostrumu. Prisutni su u mikrovezikulama koje su relativno stabilne tokom pasaze
kolostruma kroz gastrointestionalni trakt i mogu uticati na limfoidne ¢elije unutar creva (Van Hese i
sar., 2020). Kolostrinin (poznat kao prolinom bogat polipeptid ili PRP) je polipeptid bogat prolinom
koji ucestvuje u borbi protiv preterano jakog inflamatornog odgovora. Utvrden je aminokiselinski
sastav kolostrina izdvojenog iz kolostruma kod ovaca, goveda i ljudi (Kruzel i sar., 2001). Kolostrinin
je stoga potpuno hemijski definisan i zna se da sadrzi meSavinu od najmanje 32 peptida sa
molekularnom masom od 0,5 do 3 kDa (Rattray i sar., 2005), uglavnhom dobijenih iz parcijalne
proteolize B kazeina. Kolostrinin regulise produkciju citokina i moze da inhibira produkciju reaktivnih
kiseoni¢nih radikala (Zablocka i sar., 2020). Ispitivanjima koja su vrSena sa spoljnim alergenima u
modelu alergijske inflamacije disajnih puteva kod murine, dokazano je da kolostrinin prevenira
alergijske reakcije (Boldogh i sar., 2008). Takode, kada se imunokomrpomitovani pacovi koji su
inficirani sa enterotokisinom E.coli tretirani kolostrinom, pokazali su smanjen nivo endotoksina i
smanjenje inficiranih limfnnih ¢vorova (Ragab i Ibrahim, 2004).



2.2. Hormoni prisutni u mleku krava

Hormoni su prisutni u mleku krava. Njihova koncentracija u mleku je najveca na pocetku laktacije,
dakle u kolostrumu, nakon ¢ega se smanjuje (Baumrucker i Blum, 1993). Veéina hormona u mleku je
prisutna u koncentracijama koje su vise od koncentracija koji taj hormon ima u krvnoj plazmi krava.
Medutim, neki od njih su prisutni u koncentracijama manjim nego u krvnoj plazmi. Kada je u pitanju
poreklo hormona u mleku, neki od njih poticu iz krvne plazme i transportuju se u mleko u
nepromenjenoj koli¢ini i1 aktivnosti. Drugo hormoni u tom prenosu bivaju modifikovani procesom
glikozilacije, fosforilacije ili proteolize koja se odigrava u mle¢noj zlezdi ili mleku. Neki hormoni, kao
estrogeni, insulinu slican faktor rasta-1 (IGF-1), epidermalni faktor rasta (skr. EGF) i drugi mogu da se
sintetiu unutar mle¢ne zlezde, pored toga $to se transportuju iz krvne plazme (Grosvenor i sar., 1992).

Uloga hormona koji se izlu¢uju mlekom je jo§ uvek nepoznata. Njihovo prisustvo u mleku treba
posmatrati sa tri aspekta. Pre svega, to je jedan od nacina na koji se hormoni koji su obavili svoju
funkciju izlu€uju iz organizma krave jer je mlecna Zlezda ekskretorni organ za ove bioloski aktivne
materije. S druge strane, hormoni uti€u na rast i funkciju same mlec¢ne zlezde. Na primer, visoka
koncentracija IGF-1 u mleku se desava u periodu kasnog graviditeta kada je rast i razvoj mle¢ne zlezde
najintenzivniji. To je dokazano u radu Samanc i saradnika (2009a) koji su poredili koncentraciju ovog
faktora rasta u mleku pre i posle teljenja krava. Takode, odrzavanje i zavrSetak laktacije, kao i
involucija mle¢ne Zlezde su pod kontrolom hormona koji se izlucuju mlekom. Kona¢no, hormoni
prisutni u mleku krava mogu uticati na rast i razvoj tkiva novorodencadi u periodu kada im je mleko
majke jedina hrana (Kirovski, 2015). To se pre svega odnosi na razvoj imunskog sistema, creva ali i
drugih tkiva kod novorodencadi (Kirovski, 2015).

2.2.1. Insulinu slican faktor rasta-1

Insulinu sli¢an faktor rasta-1 (IGF-1) goveda je polipeptid koji se sastoji od 70 aminokiselina i koji
je po svojoj strukturi slican insulinu. 1zmedu bovinog i humanog IGF-1 postoji 100% homologije.
Prevashodno se sintetiSe u jetri ali se moZze sintetisati i u drugim tkivima u kojima ispoljava endokrini,
parakini ili autokrini efekat (Fruchtman i sar. 2002). Ovaj hormon je snazan mitogeni faktor, koji
izaziva celijski rast i proliferaciju a inhibira apoptozu (Clatici i sar., 2018). Pored toga, moze imati i
anabolicke efekte na metabolizam proteina i ugljenih hidrata. Kada je u pitanju uticaj na metabolizam
masti, poznato je da adipociti nemaju receptore za IGF-1 a da su izuzetno bogati u receptorima za
insulin. Medutim, preadipociti su bogati u receptorima za IGF-1, tako da IGF-1 ima uticaj na
diferencijaciju ovih ¢elija (Scavo i sar., 2004). Postoje dva tipa receptora preko kojih IGF-1 ostvaruje
svoje delovanje na ¢eliju. To su tip 1 1 tip 2 IGF receptora, pri cemu IGF-1 ima znacajno veci afinitet
prema tipu 1 IGF receptora. U vis§im koncentracijama IGF-1 moze da se veZe i za insulinski receptor.
Stoga, IGF-1 smanjuje koncentraciju glukoze u krvi ali je njegov efekat svega 5% onih koji insulin ima
na smanjenje glikemije. U svim bioloskim te¢nostima, IGF-1 je gotovo u celini (95-99%) vezan za
jedan od Sest IGF vezujuéih proteina (IGFBP-1 do -6) (Forbes i sar., 2012). Posledi¢no, manje od 1 %
IGF-1 cirkuliSe u slobodnoj formi, odnosno nije vezan za IGFBP (Clemmons, 1993; Kirovski i sar.
2008; Melnik 2009), a to je oblik koji je bioloski aktivan. Koncentracija IGF-1 u mleku krava znacajno
varira, od priblizno 1 ng/mL do 150 ng/mL, zavisno od faze laktacije, sastava mleka i drugih faktora
sredine (Malekinejad i Rezabakhsh, 2015). Tako, najvisa koncentracija IGF-1 je utvrdena odmah nakon
teljenja u kolostrumu a zatim postepeno opada do nivoa od 1 do 10 ng/mL (Samanc i sar. 2009a;
Castigliego i sar. 2011; Collier i sar., 1991). U bovinom kolostrumu koncentracija IGF-1 je 500 mg/L,
dok je u humanom kolostrumu njegova koncentracija svega 18 mg/L (Baxter i sar., 1984, Vacher i sar.,
1993).



2.2.2. Insulin

Insulin se nalazi u kolostrumu i mleku krava u koli¢ini od 3714 ug/l odnosno 5,5+0,6 pg/l,
pojedinac¢no (Malven i sar. 1987). Medutim, Aranda i saradnici (1991) su u kolostrumu krava, kod prve
muze, utvrdili prisustvo insulina u koncentraciji od ¢ak 327 pg/l, da bi sa napredovanjem laktacije
utvrdili smanjenje koncentracije insulina do vrednosti od 46 pg/l koliko su registrovali sedmog dana i
kasnije do kraja laktacije. Pored ispitivanja prisustva insulina u mleku i kolostrumu, mnogi autori su
ispitivali i formu u kojoj se insulin nalazi u sekretu mle¢ne Zlezde. Utvrdeno je da se insulin u
kolostrumu ne nalazi u slobodnoj formi ve¢ vezan za proteine. Aranda i saradnici (1991) su dokazali da
je insulin u mleku pretezno vezan za kazein.

Insulin je najznacajniji anabolicki hormona koji uti¢e na metabolizam, pre svega, organskih
jedinjenja. On pospesuje koriséenje glukoze u razliCitim tkivima, a pre svega mi$iénom i masnom
tkivu. Naime, u ovim tkivima se nalaze transporteri za glukozu zavisni od insulina, prevashodno GLUT
4, koji su smesteni u citoplazmatskim vezikulama. Kada se koncentracija insulina u krvi poveca, ovi
transporteri se ugraduju u ¢elijsku membranu omogucavajuéi utilizaciju glukoze u samu ¢eliju. Pored
toga, insulin omogucéava deponovanje glukoze u jetri u formi glikogena. To ¢ini na viSe razlicitih
nacina. On aktivira enzim heksokinazu koja fosforiliSe glukozu 1 tako je “zarobi” u ¢eliji. Istovremeno,
insulin inhibira aktivnost glukozo-6-fosfataze. Dodatno, insulin moze da aktivira i nekoliko drugih
enzima znacajnih za sintezu glikogena. To su fosfofruktokinaza i glikogen sintetaza. Kao posledica
svega ovoga, insulin izaziva pad koncentracije glukoze u krvi. Insulin ima znacajan uticaj i na
metabolizam masti jer utiCe na sintezu masnih kiselina u jetri i sprecava lipolizu u masnom tkivu.
Anabolicki efekat na metabolizam proteina insulin ostvaruje tako S§to pospeSuje preuzimanje
aminokiselina od strane razli¢itih tkiva i, posledi¢no, sintezu proteina.

2.2.3. Glukokortikosteroidi

Glukokortikosteroidi (kortizol, kortizon, kortikosteron) se pretezno luce u kori nadbubrezne Zlezde.
Samo kortizol (hidrokortizon) se luci u fizioloski znacajnoj koli¢ini. Inace, kod goveda se kortizol i
kortikosteron luce u istim koli¢inama, s tim da je kod novorodene teladi, do 10. dana starosti, u krvi
prisutan samo kortizol. Kortizon, kao tre¢i glukokortikosteroid, se kod svih sisara Iu¢i u malim
koli¢inama. Kortikosteroidi se u cirkulaciji transportuju vezani za proteine. Vise od 90 % kortizola je
vezano za alfa globulin nazvan transkortin (eng. cortisol binding globulin, skr. CBG), kao specifi¢ni
nosaC. Transkortin se sintetiSe u jetri. Znatno manji deo kortizola, u odnosu na deo vezan za
transkortin, je nespecificno vezan za albumine. Kortikosteron se slicno vezuje ali u manjem obimu.
Forma hormona vezana za proteine je izvor slobodnog hormona pri ¢emu je odnos vezanog i slobodnog
hormona takav da je u cirkulaciji znatno viSe prisutna vezana forma hormona. Medutim, samo slobodna
forma hormona je bioloski aktivna. Glukokortikosteroidi ostvaruju metabolic¢ko, ali i antizapaljensko,
antialergijsko i imunosupresivno delovanje. Oni utiu na metabolizam pre svega glukoze odnosno
ugljenih hidrata, ali i masti i proteina, kao i delom vode i mineralnih materija. Uticaj na metabolizam
ugljenih hidrata ostvaruje se prevashodno u stanju stresa, kada se koncentracija glukokortikosteroida
znacajno povecava, dok u fizioloskim uslovima, glukokortikosteroidi ne uti¢u na metabolicke procese.
Na metabolizam ugljenih hidrata deluju prevashodno tako da dovode do porasta koncentracije glukoze
u krvi, stimuliu¢i glukoneogenezu u jetri. Uticaj na metabolizam masti ogleda se u lipolitickom
delovanju glukortikosteroida ¢ime se povecava koncentracija slobodnih masnih kiselina 1 glicerola u
krvnoj plazmi. Uticaj na metabolizam proteina ogleda se u katabolickom delovanju na metabolizam
proteina u misi¢ima, kozi, limfoidnom i vezivnom tkivu ¢ime se povecava dostupnost aminokiselina za
proces glukoneogeneze. Glukokortikosteroidi su hormoni mleka koji sa drugim hormonima utiu na
proces laktogeneze. Kortizol je dominantni glukokortikosterooid koji se preuzima iz krvi od strane
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mlecne zlezde (Schwalm i Tucker, 1978; Gorewit and Tucker, 1976). Prema podacima Schwalm i
saradnika (1978) fizioloska koncentracija ukupnih glukokortikosteroida je od 0,46 do 0,65 ng/mL, dok
radovi Alexandrova i Machoa (1983) ukazuju da je ta koncentracija od 8 do 18 ng/mL. To je vrlo niska
koncentracija kada se poredi sa koncentracijama utvrdenim u mleku Zena (20 do 136 ng/mL) i pacova
(144 ng/mL) (Alexandrova i Macho, 1983). Glukokortikosteroidi se uglavnom nalaze u nelipidnoj
frakciji mleka (Schams i Karg, 1986). Utvrdeno je da zbog Siroke primene deksametazona kao
sintetskog glukokortikosterodia u veterinarskoj medicini u terapiji metabolickih bolesti, kao i
inflamatornih bolesti kod drugih zivotinja, sadrzaj rezidua u mleku i drugim tkivima moze da raste
(Cherlet i sar., 2004). Utvrdeno je da nakon terapiranja HolStajn krava sa ACTH , koncentracija
kortizola u mleku raste Cetvorostruko i taj je porast bio posledica stabilnog porasta koncentracije
kortizola u krvi (Fox i sar., 1981). Istovremeno, stresne situacije kao transport, neuroloske bolesti,
promene u ishrani, promene u sredini kao promene temperature i stotine drugih izazivaca stresa moze
da podigne nivo glukokortikosteroida u mleku. Uprkos napretku u detekciji i kvantifikaciju
glukokortikosteroida u mleku, postoji nedostatak znanja 0 mogucoj resorpciji i posledi¢no bioloskim
efektima glukokortikosteroida mleka kod ljudi i Zivotinja.

2.2.4. Tireoidni hormoni

Tireoidna Zlezda normalno luéi jodirane derivate aminokiselina. To su, pre svega, tiroksin (Ts) a
zatim i manje koli¢ine drugih tironina, kao $to je 3,5,3" trijodtironon (T3). U perifernim tkivima T4 se
konvertuje u razli¢ite proizvode ukljucuju¢i Tz (Chopra i sar., 1975) i reverzni trijodtironin (rT3), koji
je metabolicki neaktivan. Tireoidni hormoni uti¢u na sazrevanje, rast i metabolizam. Tireoidni hormoni
su galaktopoeticki i mogu imati znacajnu ulogu u regulaciji laktacije (Cowie i sar., 1980). Uloga
tireoidnih hormona u mleku nije potpuno poznata. S druge strane, poznato je da je uloga tireoidnih
hormona u organizmu visestruka. Oni uti¢u na veliki broj ciljnih ¢éelija stimuli$uci utilizaciju kiseonika
i proizvodnju toplote. To doprinosi intenziviranju bazalnog metabolizma, povecanoj dostupnosti
glukoze ¢elijama, stimulaciji sinteze proteina, stimulaciji sréane i neuroloske funkcije (Capen i Martin,
1989). Tireoidni hormoni uti¢u i na ¢elijsku diferencijaciju. Znacajni su stimulatori termogeneze zbog
Cega imaju znacajan uticaj na odrzavanje telesne temperature (Silva, 2005). Koncentracija tireoidnih
hormona u krvi je znacajno manja od one u mleku. Koncentracija slobodnog tiroksina u krvi krece se u
rasponu od 1,37 do 1,86 ng/dL, dok se koncentracija slobodnog trijodtiroksina krece u rasponu od 2,98
do 6,23 pg/mL (Nixon i sar., 1988). Koncentracija tiroksina u mleku krava se kre¢e u rasponu od 50 do
62 ng/dL, dok je koncentracija trijodtironina u mleku u rasponu od 210 so 320 pg/mL (Akasha i sar.,
1987). Sa metodoloskog aspekta je znacajno naglasiti da ove hormone nije mogucée meriti procedurama
ekstrakcije posle koje se radi radioimunoesej (Akasha i Anderson, 1984).

2.2.5. Progesteron

Progesteron proizvodi zuto telo jajnika, placenta i kora nadbubrega. On je jedan od esencijalnih
hormona u reprodukciji, jer uti¢e na sve procese od ovulacije do odrzavanja trudnoce, uti¢e na razvoj
mlecne zlezde ali i na neurobihevijarne procese udruzene sa seksualnim odgovorom (Zalanyi, 2001).
Lucenje progesterona u zutom telu kontroliSe luteiniziraju¢i hormon (LH) kod negravidnih Zivotinja.
Transportuje se vezan za specifi¢ne nosace, globuline. Tako, kortizol vezujuéi protein (koji ima visok
afinitet za kortizol i1 kortikosteron) vezuje i progesteron. Albumini nespecifi¢no vezuju progesteron.

Uloge progesterona su da promovise rast Zlezda endometrijuma, izaziva lobuloalveolarni rast u
mle¢noj Zlezdi, promovise sekretornu aktivnost ovidukta i endometrijalnih Zlezda, reguliSe sekreciju
gonadotropina. Progesteron iz preovulatornog folikula ili Zutog tela je potreban za ispoljavanje
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seksualne prijemcivosti, odnosno ispoljavanje estrusnog ciklusa. Delovanje progesterona je ¢esto u
sadejstvu sa estrogenom i zahteva inicijalno dejstvo estrogena. Proizvodnja progesterona opada tokom
36 sati od pocetka luteolize. Metabolise se u jetri konjugacijom sa glukuronskom kiselinom ili
sulfatima. Pored navedene centralne uloge u reproduktivnom sistemu, progesteron pokazuje neke druge
efekte ukljucujuéi imunosupresivni efekat tokom trudnoce, porast nivoa mijelin-specificnog proteina i
slicno (Miller i Hunt, 1996; Jung-Testas i sar., 1999). Progesteron je ustanovljen i izmeren u mleku
razli¢itih vrsta zivotinja ali prvi put kod krava i zbog svojih karakteristika nepolarnog molekula
distribuiran je unutar masne frakcije mleka (Gunzler i sar., 1975). Zbog svog prisustva u mleku,
koncentracija progesterona se koristi kao dijagnosticka alatka za potvrdu graviditeta u veterinarskoj
medicini (Hoffmann i sar., 1977). Fizioloska koncentracija progesterona u mleku krava je razli¢ita u
razli¢itim reproduktivnim fazama estrusnog ciklusa, tako da 21. dana ciklusa, sredini ciklusa, krajem
cilusa i tokom graviditeta iznosi 5,42, 11,36, 8,53 i 11,75 ng/mL, pojedina¢no (Rioux i Rajotte, 2004).
Izmerena koncentracija progesterona u hrani dobijenoj preradom mleka iznosi 17, 98, 43 i 300 ng/mL u
obranom mleku, mleku u prahu, Slagu i puteru, pojedinacno. Ove vrednosti potvrduju Visoku
liposolubilnost progesterona (Hoffmann i sar., 1975). Rezultati takode pokazuju da se progesteron
prenosi iz krvi u mleko transcelularno, jednostavnom i olaksanom difuzijom (Heap i sar., 1986).

2.2.6. Estrogeni

Kod Zivotinja koje nisu gravidne, najznacajniji estrogen je estradiol - 17B, dok je kod gravidinih
zivotinja to estron. Estrogeni se proizvode u granuloza ¢elijama folikula jajnika, fetoplacentalnom tkivu
i kori nadbubrega. Ovarijalni estrogeni se sintetiSe pod uticajem folikulosimuliraju¢eg hormona (FSH)
koji ima uticaj na granuloza celije. LH ima isto tako znacCajnu ulogu u sintezi estrogena, jer vrsi
kontrolu sinteze esencijalnog prekursorskog molekula, testosterona, od strane ¢elija teka interne.

U krvnoj plazmi estrogeni se transportuju vezani za nosace. Ti nosaCi mogu biti specificni,
odnosno globulini, kao §to je protein koji vezuje estrogen visokim afinitetom ali niskim kapacitetom
(eng. sex hormone binding globuline; skr. SHBG) i nespecifi¢ni, odnosno albumini, koji estrogen
vezuju niskim afinitetom 1 visokim kapacitetom. Vise od 95% estrogena je vezano za proteine a ostatak
je slobodan odnosno bioloski aktivan.

Uloge estrogena su da stimuliSe rast endometrijalnih Zlezda kao i razvoj kanali¢a u mle¢noj zlezdi,
da uzrokuje sekretornu aktivnost ovidukta, povecava seksualnu prijemcivost s tim da je za ovo njegovo
delovanje potrebno i sadejstvo progesterona. Estrogen takode reguliSe sekreciju gonadotropina,
ukljucujuéi preovulatorno oslobadanje LH iz adenohipofize. Dodatno, estrogeni je znacajan za
oslobadanje PgF»a iz negravidnog i gravidnog uterusa na porodaju, a koji dovodi do regresije Zutog
tela, zaustavlja rast dugih Kkostiju jer izaziva zatvaranje epifizne ploce rasta, stimuliSe anabolizam
proteina i deluje epiteliotropno.

Sinteza estrogena od strane granuloza ¢elija raste tokom faze rasta folikula, a zatim, 24 sata nakon
preovulatornog pika LH, naglo pada.

Estrogen se metabolise u jetri konjugovanjem sa glukuronskom kiselinom ili sulfatima ¢ine¢i ga
rastvorljivm u vodi, zuéi i urinu. Steroidi se metabolickim putem Cesto razlazu na komponente koje
imaju znacajno smanjenu ili promenjenu biolosku aktivnost. Tako, kod primata, estradiol 178 moze da
se konvertuje u estron. Ovaj proces se odvija u jetri ali i perifernim tkivima. Kod Zena glavni deo
estrona upravo potice iz razli¢itih tkiva a mnogo manji iz jajnika.

Prisustvo estrogena u mleku krava je fizioloska pojava, ali je njihova koncentracija u mleku
varijabilna (Malekinejad i Rezabakhsh, 2015). Ovi hormoni su uvek prisutni u mleku zbog svoje
steroidne strukture koja im daje liposolubilnost i mogu¢nost difuzije kroz krvno-mle¢nu barijeru, $to
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ukazuje na Cinjenicu da je prisustvo estrogena u mleku u direktnoj korelaciji sa njihovom
koncentracijom u krvi (Snoj i Majdic, 2018a).

Do danas je, u mleku krava, otkriveno prisustvo estron sulfata (E1), 17a-estradiola (aE2), 17p-
estradiola (BE2) i estriola, kako u slobodnom (nekonjugovanom), tako i u vezanom (konjugovanom)
obliku u kome nabrojani estrogeni grade jedinjenja sa sumpornom (sulfati) ili glukuronskom
(glukuronidi) kiselinom (Malekinejad i sar. 2006). Pri tome, poznato je da su u mleku najzastupljeniji
konjugovani oblici estrogena koji imaju mnogostruko manju bioloSku aktivnost u poredenju sa
nekonjugovanim oblicima, ili je ¢ak uopste nemaju (Gadd i sar. 2010; Parodi 2012), §to samo
delimi¢no smanjuje opasnost od njihovog prisustva u mleku. Naime, u crevima ljudi postoje uslovi za
dekonjugaciju estrogena jer raznolika mikroflora creva raspolaze glukuronidazama i sulfatazama,
enzimima koji oslobadaju estrogene iz jedinjenja sa glukuronskom ili sumpornom kiselinom, ¢ime
omogucavaju njihovu resorpciju u slobodnom, bioloski aktivnom obliku (Parodi, 2012).

Osim toga, vazno je napomenuti da razlike u bioloskoj aktivnosti ne postoje samo izmedu razli¢itih
oblika estrogena, ve¢ i izmedu razliCitih vrsta estrogena prisutnih u mleku krava. Tako, najvecu
biolosku aktivnost ima 17p-estradiol koji je, istovremeno, najmanje zastupljen u mleku krava. On se,
kao 1 ostali estrogeni, sekretuje od strane jajnika, ali i nadbubrezne Zlezde 1 testisa. On utiCe na mnoge
reproduktivne funkcije. Sa druge strane, estron kao oblik estrogena koji je najzastupljeniji u mleku
krava, ima viSestruko manju biolosku aktivnost u odnosu na 17B-estradiol, §to je znacajno sa aspekta
zdravlja konzumenata mleka (Malekinejad 1 Rezabakhsh 2015; Snoj 1 Majdi¢ 2018).

2.2.7. Faktori koji uticu na sadrzaj hormona u mleku

Na sastav mleka krava, a time i sadrzaj hormona u njemu, utiCe znaCajan broj faktora Koji su
povezani ili za samu Zivotinju ili za okruzenje u kome se ona nalazi. Tako ishrana (Ferlay i sar., 2008;
Larsen i sar., 2010), rasa (Soyeurt i sar., 2006; Palladino i sar., 2010), genetika (Soyeurt i sar., 2008),
faza laktacije (Craninx i sar., 2008; Stoop i sar., 2009), menadzment (Coppa i sar., 2013) i sezona
(Heck i sar., 2009), kao i njihova medusobna interakcija (Macdonald i sar., 2008; Piccand i sar., 2013;
Stergiadis i sar., 2013), uticu na sastav mleka. Delovanje ovih faktora ukljuuje mnoge fizioloske
mehanizme koji nisu u potpunosti razjasnjeni. Kada su u pitanju estron, aE2 1 BE2, utvrdeno je da na
njihovu koncentraciju u mleku uti¢e prevashodno faza gestacije. Takode, sadrzaj estrogena u mleku
varira zavisno od procenta masti u mleku, a razlog ovome je Sto su ovi hormoni lipofilni (Pape-
Zambito i sar., 2010). Koncentracija progesterona u mleku je smanjena kod krava koje se hrane
visokim nivoima koncentrata i moguce objasnjenje za OVO smanjenje je porast metabolickog klirensa
progesterona koji je udruzen sa porastom unosa energije. Nadeno je da je kumulativna koncentracija
progesterona u mleku krava tokom trece lutealne faze postpartalno bila visa kod krava sa manjom
mle¢noscu (Reksen 1 sar., 2002). Uticaj faze laktacije na koncentraciju tireoidnih hormona je razli¢ito
prikazan u razli¢itim studijama. Tako, Hart i saradnici (1978) nisu nasli razliku u koncentraciji T4 sa
promenom faze laktacije ali Plaut i saradnici (1985) su nasli znacajne razlike. Oni su utvrdili da je
koncentracija T4 u krvnom serumu bila niza u pocetku laktacije u odnosu na kasnije faze.

2.3. Hormoni prisutni u mleku krava kao potencijalni rizik za zdravlje ljudi

Mleko i proizvodi od mleka krava se dugo Kkoriste u ishrani ljudi. Potrosnja mle¢nih proizvoda je
razli¢ita u razli¢itim regionima sveta tako da je ona najvisa na Islandu i Finskoj gde iznosi 180 kg
mleka i mle¢nih proizvoda po osobi godi$nje a najniza u Kini i Japanu gde iznodi svega 50 kg godi$nje
po osobi (Saxelin i sar., 2003). U zapadnim drustvima konzumacija mleka se zna¢ajno smanjuje tokom
poslednjih decenija. Taj trend je delimi¢no posledica tvrdnji da mle¢ni proizvodi negativno uti¢u na
zdravlje ljudi. To se posebno odnosi na ¢injenicu da mlec¢na mast sadrzi visok nivo zasi¢enih masnih
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kiselina, za koje se pretpostavlja da doprinose pojavi sr¢anih bolesti, porastu telesne mase i gojaznosti
(Insel i sar., 2004). Medutim, poslednjih godina se sve vise radova bavi potencijalno negativnim
uticajem hormona prisutnih u mleku na zdravlje ljudi (Melnik i sar., 2023). Najvise radova je
posveceno uticaju estrogena i progesterona prisutnin u mleku krava na zdravlje ljudi, zatim uticaju
IGF-1 i tireoidnih hormona, dok nedostaju literaturni podaci vezani za uticaj insulina i
glukokortikosteroida u mleku krava na zdravlje ljudi.

Jos§ od 1929. godine, kada je japanski nau¢nik Yaida izvestio nau¢nu javnost o prisustvu hormona
jajnika u kravljem mleku, izu¢avanje bioloskog znacaja i eventualnog uticaja ovih hormona na zdravlje
ljudi se, sve do danas, razvijalo u najmanje tri pravca. Prvi pravac obuhvata merenje, odnosno
kvantifikaciju prisustva ne samo hormona jajnika nego i ostalih hormona i drugih bioloski aktivnih
materija u mleku krava (Jouan i sar. 2006; Nedi¢ i sar., 2017) i uticaja razli¢itih faktora na njihovu
zastupljenost (Trifkovi¢ i sar., 2018; Trifkovi¢ i sar., 2021). Slede¢i pravac je pracen razvojem
analitickih metoda i tehnika koje su se koristile u odredivanju koncentracije hormona jajnika u mleku
krava, a svoj vrhunac je dostigao krajem sedamdesetih godina proslog veka (Ginther i sar. 1974; Monk
i1 sar. 1975; Wolford 1 Argoudelis 1979). Tokom ovih godina, ne samo da je zabeleZen znacajan uspeh u
razvoju analitickih metoda, ve¢ je doslo 1 do prepoznavanja dijagnosti€¢ke vrednosti hormona jajnika u
mleku krava, narocito u pogledu dijagnostike graviditeta na osnovu koncentracije progesterona, ali i
procene funkcije de Grafovog folikula na osnovu koncentracije estrogena (Heap i sar. 1976; Koldovsky
1995). Konacno, poslednji pravac razmatra prisustvo estrogena u mleku krava kao potencijalnog rizik
za zdravlje ljudi i time je smesten u kontekst javnog zdravlja (Snoj i Majdi¢ 2018). Osnova za takvu
kvalifikaciju estrogena kravljeg mleka, nalazi se u izvestajima brojnih studija koje pojavu hormonski
zavisnih tumora, poput raka dojke, jajnika, materice, testisa i prostate u populaciji ljudi, dovode u vezu
sa poviSenom koncentracijom estrogena u krvi (Parodi, 2012). Budu¢i da je struktura bovinih 1
humanih estrogena identi¢na, pretpostavljeno je da dugorofni unos estrogena putem namirnica
zivotinjskog porekla (tzv. egzogenih estrogena) moze narusiti ravnoteZzu ovih hormona u organizmu
ljudi (tzv. endogenih estrogena) i, tim putem, podstaci ili doprineti razvoju hormonski zavisnih tumora
(Bronowicka-Ktys i sar. 2016). U tom pogledu, mleko se istaklo kao potencijalno rizi¢na namirnica, jer
je procenjeno da se konzumacijom mleka, na dnevnom nivou, unosi preko 70 % ukupne koli€ine
egzogenih estrogena (Malekinejad i Rezabakhsh, 2015). U poslednje dve decenije, ispitivanje
povezanosti visokog nivoa estrogena u krvi sa rizikom za pojavu hormonski zavisnih tumora u
populaciji ljudi, bilo je predmet brojnih studija, ¢ije sprovodenje u praksi nailazi na svojevrsne
poteskoce. Naime, ovakva istrazivanja zahtevaju prospektivan pristup koji podrazumeva, prvobitno,
otkrivanje ljudi sa viS§im koncentracijama estrogena u krvi 1 dalje pracenje njihovog zdravstvenog
stanja, sve do eventualnog (ranog) postavljanja dijagnoze karcinoma. Ovakav pristup proistice iz
¢injenice da su pojedini karcinomi endokrinoloski aktivni, a to zna¢i da mogu proizvoditi 1 oslobadati
estrogene, koji doprinose ukupnoj koncentraciji estrogena u krvi ljudi, ¢ime je sprovodenje istrazivanja
nakon postavljanja dijagnoze karcinoma kompromitovano (Parodi, 2012). Dosadasnje prospektivne
studije, sprovedene su od strane kako pojedina¢nih istrazivackih grupa (Lukanova i sar. 2004; Eliassen
i Hankinson 2008), tako i brojnih zdravstvenih organizacija, poput Medunarodne agencije za
istrazivanje karcinoma (eng. IARC, World Health Organization) i Kancelarije za epidemiologiju
karcinoma (eng. CEU, University of Oxford). Rezultati njihovih studija se, najve¢im delom, poklapaju i
ukazuju da su Zene sa viSim nivoom cirkuliué¢ih estrogena u postmenopauzi pod dvostruko veéim
rizikom za razvoj karcinoma dojke, a sli¢ni podaci se vezuju i za pojavu karcinoma materice (cerviksa)
(Bronowicka-Ktys i sar. 2016). Suprotno tome, nije utvrdena veza izmedu povisenih koncentracija
estrogena u krvi Zena u pre- i postmenopauzi i pojave karcinoma jajnika. Takode, nivo estrogena u krvi
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ne uti¢e ni na pojavu karcinoma prostate, ali ostaje otvoreno pitanje da li estrogeni, u sadejstvu sa
androgenima, ipak mogu ostvariti takav uticaj kod muskaraca (Parodi, 2012).

Uobicajena hipoteza, kojom se opisuje pokretanje karcinogeneze od strane cirkuliSucih estrogena,
podrazumeva njihovu pasivnu difuziju kroz plazmalemu ciljnih ¢eljia i vezivanje za specificne estrogen
receptore (ER) na jedru, koji se javljaju u dve forme, ERa i ERP. Vezivanje estrogena za specifi¢ne
receptore stimuliSe transkripciju gena ukljucenih u proliferaciju celija, §to je jedan od klju¢nih
momenata u karcinogenezi. Naime, intenzivnom stimulacijom proliferacije ¢elija od strane estrogena,
stvaraju se uslovi za nastanak greSaka prilikom replikacije DNK koje, ukoliko ne budu ispravljene,
mogu biti osnova maligne transformacije ¢elije i nastanka karcinoma. Dodatno, postoje podaci da
estrogeni mogu stimulisati i proliferaciju ¢elija koje su razvile mutacije pod uticajem drugih faktora
(Parodi 2012; Bronowicka-Ktys i sar. 2016; Snoj i sar. 2018).

Razvoj industrije mleka u proteklih stotinu godina ne belezi samo povecanje mle¢nosti, nego 1
postepeno produzavanje perioda u kome se gravidne krave muzu, a sve zbog rastucih potreba trzista za
mlekom 1 proizvodima od mleka (Snoj i Majdi¢ 2018). Kako je napredovanje graviditeta kod krava
praceno sve obimnijom proizvodnjom estrogena od strane posteljice (Malekinejad 1 sar. 2006), postoje
procene da je upravo produzeni period muze, zabelezen u proteklih sto godina, odgovoran za veci nivo
estrogena u mleku krava i ¢eS¢u pojavu hormonski zavisnih tumora kod ljudi (Parodi, 2012). Medutim,
postavlja se pitanje da li su ovakve procene realne jer ne uzimaju u obzir ¢injenicu da je u proteklih
stotinu godina, takode, zabeleZeno i povecanje mlecnosti koja je, prema Pape-Zambito i saradnicima
(2008), u obrnutoj srazmeri sa koncentracijom estrogena u mleku. Bez obzira na moguce nedostatke
pomenute procene, potrebno je otvoriti i razraditi pitanje uticaja visokih koncentracija estrogena u
mleku gravidnih krava na zdravlje ljudi. Naime, poznato je da se na farmama visokomle¢nih krava,
istovremeno sa kravama u poslednjem trimestru graviditeta, na muzi nalaze i krave koje su u ranijim
fazama graviditeta ili nisu uopste gravidne 1 koje imaju znacajno nize koncentracije estrogena u mleku
(Malekinejad 1 sar. 2006). Pri tome, do konzumenata ne dolazi mleko sa jedne farme, ve¢ mleko sa
veceg broja farmi koje se u mlekarama objedinjeno obraduje i, nakon toga, pakuje u odgovarajuce
ambalaze u kojima dospeva na trziSte. Zbog toga se moze pretpostaviti da bi, sa aspekta zdravlja ljudi,
znacajnije bilo odrediti koncentraciju estrogena u kravljem mleku koje se nalazi na trziStu i dostupno je
potrosac¢ima. U tom pogledu, rezultati Farlow i saradnika (2012) su ohrabrujuci, jer su koncentracije
nekonjugovanog oblika estrona i 17p-estradiola, koje su oni izmerili u punomasnom kravljem mleku,
iznosile 14,45 pg/mL i 5,84 pg/mL. Ove vrednosti su izmedu 4 i 8 puta manje od onih koje su
Malekinejad i saradnici (2006) dobili za koncentraciju estrona i 17p-estradiola u mleku krava u tre¢em
trimestru graviditeta.

Sa druge strane, pitanje je i kakav bi efekat na zdravlje ljudi ostvarila eventualna konzumacija
mleka poreklom od krava u tre¢em trimestru graviditeta, u kome se ocekuju najvise koncentracije
estrogena. U tom kontekstu, znacajni su rezultati koje su Grgurevic i saradnici (2016) dobili na
BALB/c miSevima kao eksperimentalnom modelu. Oni ukazuju da mleko dobijeno od krava u tre¢em
trimestru graviditeta sa koncentracijama nekonjugovanog estrona i 17p-estradiola od 97 pg/mL i 65
pg/mL, ne uti¢e na nivo ova dva hormona i testosterona u krvi, kao ni na teZinu materi¢nih rogova,
testisa i semenih kesica miSeva. Efekti na pomenute parametre izostali su i prilikom napajanja miseva
mlekom kome su dodate stotinu puta vece koncentracije estrona i 17p-estradiola. 1zostanak efekta, u
oba slucaja, objaSnjava niska bioloSka raspoloZivost estrona i 173-estradiola, koja se krece izmedu 2 1 5
% (Parodi, 2012). Ovo znaci da se od ukupne koli¢ine estrogena, unetih oralnim putem, svega 2 do 5 %
nade u sistemskoj cirkulaciji u izvornom obliku, §to je nedovoljno da bi isti postigli znacajan efekat na
nivo hormona u krvi i reproduktivne organe miseva (Grgurevic i sar., 2016).
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Osim iz rezultata Grgurevic i saradnika (2016), dokazi da unos estrogena putem kravljeg mleka ne
predstavlja rizik za zdravlje ljudi dolaze i od Americke agencije za hranu i lekove. Prema izveStajima
ove organizacije, egzogeni estrogeni ne izazivaju fizioloske efekte u organizmu ljudi ukoliko njihov
svakodnevni unos ne prelazi 1 % koli¢ine dnevno proizvedenih endogenih estrogena. S obzirom da
devojcice u prepubertalnoj dobi proizvode najmanju koli¢inu estrogena, odluc¢eno je da se 1 % racuna u
odnosu na koli¢inu estrogena koju one dnevno proizvedu, a to je 54 000 ng. Jedan procenat ove
vrednosti iznosi 540 ng ili 540 000 pg, $to je koli¢ina estrogena koju je gotovo nemoguce uneti putem
mleka krava. Na ovo upucuju rezultati dosadasnjih studija (Malekinejad i sar. 2006; Pape-Zambito i
sar. 2008; Farlow i sar. 2012) koji ukazuju da su koncentracije dva, sa aspekta zdravlja ljudi,
najznacajnija estrogena nedovoljne da bi se dostigao prag od 1 %, odnosno 540 000 pg endogene
proizvodnje estrogena.

Kada je u pitanju progesteron, poznato je da se progesteron metabolis§e pomocu citohroma CYP
450s (CYP 3A, CYP2D6) kod ljudi. Ipak, uces¢e hidroksisteroid dehidrogenaze, u biotransformaciji
progesterona je takode pokazano. Najznacajniji i bioloski aktivni metaboliti progesterona su 20a-
dihidroprogesteron, Sa-dihidroprogesteron i 3a-hidroksi-4 pregnen-20-one, koji pokazuje razliCite
efekte. Ranije studije pokazuiju da nakon oralne administracije progesterona kod ljudi, koncentracija
progesterona u cirkulaciji i aktivnog metabolita (20a-dihidroprogesteron) raste. Cak §ta vise, pokazano
je da ovaj porast moze da pokaze progesteronski odgovor u pojedinim tkivima. Ipak, druge studije
pokazuju da zbog brze resorpcije posle oralne administracije (kao i prilikom konzumacije mle¢nih
proizvoda) i ekstenzivnog efekta zbog hepati¢ne biotransformacije, oralna biodostupnpost egzogenog
progesterona je manja od 10 %. U literaturi nema dovoljno podataka koji se odnose na Kinetiku
progesterona 1 njegovih potencijalno aktivnih metabolita kod ljudi nakon konzumacije mlecnih
proizvoda a posebno masne hrane (putera, na primer) koji sadrze visok sadrzaj progesterona.

Postoji nekoliko razloga zbog kojih je prisustvo IGF-1 u mleku krava izvor mogucih problema
vezanih za zdravlje ljudi. Naime, s jedne strane poznato je da se IGF-1 razlaze u prisustvu pepsina,
tripsina, himotripsina i karboksipeptidaze A (Shen i Xu, 2000), kao i da se u odredenoj meri razlaze u
crevnoj te¢nosti (Shen i Xu, 2000). Medutim, kada su molekuli IGF-1 zajedno sa mlekom inkubirani u
zeludaénoj te¢nosti pacova i svinja molekul je ostao intaktan (Shen i Xu, 2000; Philipps i sar., 1995;
Xian i sar., 1995). To je navelo na zaklju¢ak da mleko stiti IGF-1 od razgradnje u Zeludcu i/ili crevima
(Shen i Xu, 2000, Philipps i sar., 1995; Xian i sar., 1995). Molekul IGF-1 je otporan na delovanje
kiselina i visokih temperatura, $to je razlog da ostaje intaktan tokom prolaska kroz Zeludac (Lowe,
1991). Dakle, kako je utvrdio Melnik (2009), varenje IGF-1 unetog putem mleka krava je prevenirano
zahvaljujuci proteinima mleka, koji potencijalno omogucavaju njegovu intestinalnu resorpciju. Stoga,
prema navodu istog autora, povecana konzumacija mleka vodi ka porastu koncentracije IGF-1 u
cirkulaciji dece za 20-30%, odnosno za 10-20% kod odraslih ljudi. Treba napomenuti da
homogenizacija i pasterizacija znac¢ajno ne smanjuju sadrzaj i aktivnost IGF-1 u mleku krava (Collier i
sar. 1991). Forma IGF-1 kojoj je odseéen N terminalni kraj (-3N:IGF-1), odnosno kojoj nedostaje
tripeptid Gly-Pro-Glu, je identifikovana u znac¢ajnoj koncentraciji u kolostrumu krava (Francis i sar.,
1988). Ova forma IGF-1 pokazuje visok stepen bioraspolozivosti, verovatno zbog toka $to pokazuje
smanjen afinitet prema IGFBP u cirkulaciji (Ross i sar., 1989). IGF-1 u bovinom kolostrumu postoji u
slobodnoj i vezanoj formi. Koncentracija slobodne forme varira tokom perinatalnog perioda, ali je
vec¢ina IGF-1 u bovinom kolostrumu prisutna u slobodnoj formi, dok je u antepartalnom period i u
bovinom mleku prisutan uglavnom u vezanoj formi (Schams i sar., 1991). Sest IGFBP je
identifikovano i jedna od njihovih funkcija je da budu nosaci, ograni¢avajuci proteoliozu IGFa tokom
njegovog prolaska kroz crevo. Znacajno je da modulacija IGF-1 aktivnosti moze biti posredovana
promenama u relativnom procentu IGF molekula prisutnih u vezanom obliku jer proliferativnu
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aktivnost pokazuje samo slobodna forma IGF-1. Neke studije pokazuju da postoji unakrsna aktivnost
izmedu mikrobioma i nivoa IGF u cirkulaciji (Yan i Charles, 2018).

Visoka koncentracija IGF-1 u bovinom kolostrumu sugeriSe da on moZze biti znaCajan u
posredovanju lokalnog crevnog anaboli¢no-reparativnog procesa. Ipak postoje debate, u odnosu na to
da li se IGF-1 iz bovinog kolostruma resporbuje intaktan, povecavajuéi zabrinutrost da moze povecati
rizik od kancera prostate, zato §to kancerogene Celije prostate mogu eksprimirati receptopre za IGF-1.
Ipak, patofizioloska situacija je mnogo komplikovanija, zato $to administracija IGF-1 nekancerogenim
¢elijama prostate povecava njihovu diferencijaciju (Heidegger i sar., 2012). Tako studije gde su osobe
primale visoke doze bovinog kolostruma (40 grama dnevno nekoliko meseci) nisu pokazale znacajan
porast IGF-1 u krvnoj plazmi (Davison sar., 2020).

IGF-1 je visoko konzerviran molekul koji se, po svojoj strukturi, minimalno razlikuje izmedu
vrsta, a zbog Cega bovini IGF-1 moze da se veze sa istim afinitetom kao i humani IGF-1 za IGF
receptore u humanim tkivima, dostizuéi iste bioloske efekte (Renaville i sar. 2002; Melnik, 2009).

U naucnoj literaturi postoje podaci i 0 pozitivnim i negativnim efektima IGF-1 na zdravlje ljudi.
Tako se poslednjih godina u nau¢noj literaturi znac¢ajno mesto pridaje ulozi IGF-1, ali i hormona rasta i
insulinske osovine u regulaciji dugoveénosti kod ljudi. Medutim, analizom svih tih radova moze se
zakljuciti da postoji izvesna kontroverza (Vitale i sar. 2017). Dok jedni autori ukazuju na pozitivan
efekat IGF-1 na dugovecénost (Paolisso i sar., 1997), drugi ukazuju da IGF-1 upravo ima znacajnu
ulogu u patogenezi nekih bolesti povezanih sa starenjem, ukljucujuci tumore, demenciju,
kardiovaskularne i metabolicke bolesti (Bartke i Darcy, 2017). Medutim, drugi autori su ukazali na
protektivan efekat IGF-1 na Alzheimer-ovu bolest (O'Neill i sar. 2012) i na sve vidove demencije,
ukljucujuéi demenciju tokom Parkinsonove bolesti (Westwood i sar. 2014). Dalje, Ungvari i Csiszar
(2012) su ukazali da niske koncentracije IGF-1 u cirkulaciji povecavaju rizik od kardiovaskularnih i
cerebrovaskularnih bolesti kod ljudi. Prema Conti-ju i saradnicima (2001), niska koncentracija IGF-1 u
ranoj fazi akutnog miokardijalnog infarkta predstavlja lo§ prognosticki znak. U petnaestogodisnjoj
studiji koja je obuhvatala preko 600 ispitanika utvrdeno je da osobe sa niskom koncentracijom IGF-1 u
krvi imaju dvostruko veéi rizik od pojave ishemijske bolesti srca (eng. ischemic heart disease, skr.
IHD) u odnosu na zdrave osobe. Pretpostavlja se da je niska koncentracija IGF-1 u krvi u pozitivnoj
korelaciji sa gojazno$cu i smanjenom fizickom aktivnoScu (Laughlin i sar. 2004). Soerensen i saradnici
(2014) su uocili povezanost vece konzumacije mleka i nizeg telesnog indeksa (eng. body mass index,
skr. BMI), a §to su pripisali uticaju IGF-1 iz mleka. Postoji i zna¢ajan broj radova koji ukazuje da IGF-
1 ima pozitivan efekat na zdravlje kostiju, pa se smatra da klinicko odredivanje IGF-1 mozZe biti
korisno u proceni rizika od frakture kostiju (Lombardi i sar. 2005; Locatelli i Bianchi 2014). Kod ljudi
nisu uspeli pokusaji da se koris¢enjem IGF-1 poveéa miSicha masa, pogotovo u pokusajima koji su
podrazumevali spe¢avanje gubitka miS§i¢ne mase kod starijih osoba aplikacijom IGF-1 (Taaffe 1996).
IGF-1 je razmatran kao doping sredstvo u sportu, zbog njegovog stimulativnog efekta na rast misica i
reparaciju tkiva. Sintetski IGF-1 je koris¢en u terapiji zastoja u rastu (Fintini, 2009)

NajviSe radova u literaturi, kada je u pitanju povezanost IGF-1 i zdravlja ljudi, se odnosi na
pozitivnu korelaciju utvrdenu izmedu visoke koncentracije IGF-1 u krvi i povecanog rizika od razli¢itih
oblika kancera kod ljudi. U tom kontestu, pluca, prostata i kolono-rektalni kanceri su najcesce
izvestavani u literaturi (Sutariya i sar., 2018). Tate i saradnici (2011) ukazuju da pacijenti sa kancerom
prostate ili pluca treba da budu informisani o potencijalnom negativnom uticaju proizvoda od mleka na
njihovo zdravlje, upravo zbog moguceg uticaja IGF-1 iz mleka na razvoj ovih kancera. Tako je
objavljeno da postoji veoma znacajnu pozitivna korelaciju izmedu koncentracije IGF-1 u krvi i tumora
dojke. U slucaju povecanja nivoa IGF-1 za 28%, kod Zena je znacajno povecan rizik od ovog tumora.
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Sli¢no, ukazuje se na pozitivhu korelaciju izmedu povisenog nivoa IGF-1 u krvi i tumora prostate.
Naime, rizik za razvoj ovog oboljenja je za 38% veci kod muskaraca sa znacajnim povecanjem nivoa
IGF-1 u odnosu na one koji imaju jako niske koncentracije ovog hormona u cirkulaciji. Meta-analiza o
uticaju IGF-1 na pojavu tumora pluca nije pokazala povezanost (Chen i sar. 2009), dok je meta-analiza
deset razli¢itih studija utvrdila umerenu, statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu koncentracije
IGF-1 u krvi i pojave kolonorektalnog karcinoma (7% povecanje rizika) (Rinaldi i sar. 2010). Analize
su pokazale da povecanje nivoa IGF-1 u serumu od 100 ng/mL odgovara povecanju rizika od tumora
debelog creva od 69% (Rinaldi i sar. 2010). Takode je pokazano da su visoke koncentracije 1GF-1
povezani sa povecanjem tumora prostate od 49%, porastom tumora dojke za 65% i povecanjem rizika
od tumora pluca za 106% (Renehan i sar, 2004). Na kraju treba napomenuti da su raniji radovi pokazali
da aplikacija IGF-1 kod ljudi izaziva hipoglikemiju (Guler i sar., 1987), uravnotezenje bilansa proteina
(Clemmons i sar., 1992), smanjenje koncentracije holesterola i kalijuma (Miell i sar., 1992) kao i
poboljsanje funkcije bubrega (Guler i sar., 1989; Hirschberg 1 sar., 1993). Kod Zivotinja je dokazano da
IGF-1 ima pozitivan uticaj na zarastanje rana (Suh i sar., 1992).

Kako je napred napomenuto, izuzetno je mali broj podataka u literaturi o eventualnom uticaju
tireiodnih hormona prisutnih u mleku krava na zdravlje ljudi. Zna se da tireoidni hormoni kontrolisu
metabolizam u gotovo svakom tkivu esencijalni su za normalan rast. Bez benifita tireoidnih hormona,
neka tkiva 1 organi, ukljucujuéi ¢elije nervnog sistema ne bi mogli da se razviju i funkcioniSu normalno
(Vass i sar., 2022). Uticaj insulina i glukokortikosteroida prisutnin u mleku krava na zdravlje ljudi nije,
prema nama dostupnoj literaturi, posebno izuc¢avano.

3. CILJ I ZADACI ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je da se utvrdi u kojoj meri stadijum laktacije, metaboli¢ko stanje jedinke i
sastav mleka uti¢u na zastupljenost hormona u sirovom mleku krava, kao i da se ispita zastupljenost
ovih hormona u komercijalnom mleku sa razli¢itim sadrzajem masti (1,5% i 3,2%). Da bi se realizovao
ovaj cilj, postavljeni su slede¢i istrazivacki zadaci:

1. Odrediti promene u koncentracijama hormona (IGF-1, insulina, kortizola, tireoidnih hormona,
progesterona i estrogena) u razli¢itim periodima laktacije i u laktofrizu.

2. Odrediti koncentracije hormona (IGF-1, insulina, kortizola, tireoidnih hormona, progesterona i
estrogena) u komericjalnom mleku sa 1,5% i 3,2 % masti.

3. Odrediti promene u koncentracijama masti i proteina u mleku krava u razli¢itim periodima
laktacije i laktofrizu.

4. Potvrditi sadrzaj masti i odrediti sadrzaj proteina u komercijalnom mleku sa 1,5% i 3,2 % masti.

5. Odrediti promene u koncentracijama insulina u krvi ispitivanih krava

6. Odrediti promene u zastupljenosti razli¢itih biohemijskih parametara (ukupnih proteina,
albumina, uree, ukupnog bilirubina, ALTa, ASTa, Ca, P i Mg) u krvi ispitivanih krava

7. StatistiCki obraditi dobijene rezultate
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4. MATERIJAL | METODE RADA

4.1. Eksperimentalne Zivotinje

Cetrnaest oteljenih krava Holstajn rase su 5. do 7. dana nakon teljenja odabrane sa komercijalne
farme mlecnih krava i uklju¢ene u ogled. Sve krave su bile viSeteljkinje, uzrasta 4 do 6 godina. Krave
su smeStene u odabranu Stalu i drzane u slobodnom sistemu. Sve krave su hranjene miksiranim
obrokom istog sastava dva puta dnevno tokom cCitavog perioda laktacije, sa peletiranom hranom i
glicerolom koji je dodavan pri robotskoj ishrani. Sastav obroka je prikazan u Tabeli 3.

Tabela 3. Sastav i nutritivna vrednost hrane krava u laktaciji koje se nalaze na robotskoj muzi.

Sastojci kg SM/dan
Kukuruzna silaza 7,38
Senaza lucerke 1,70
Silaza razi 0,81
Seno lucerke 2,70
Slama psSeni¢na 0,28
Kukuruz 1,76
PSenica 1,07
Sojina saCma 2,07
Suncokretova sa¢ma 0,74
Mipro HP 600 HR* 0,60
DextroFat Protect™* 0,20
DairyFat C16 DE* 0,20
Soda bikarbona 0,18
Magnezijum oksid 0,06
KemTRACE Cr 0.4** 0,002
Glicerrol (hranjenje pri robotu) 0,26
Peletirana hrana (hranjenje pri robotu) 3,95
Ukupno 23,96
Nutritivna vrednost (% SM)
Suva materija 49,78
Sirovi protein 17,95
RUP 6,01
RDP 11,94
ADF 17,56
Vlakna 53,82
Vlakna NDF 21,54
peNDF 19,27
Secer 5,57
Skrob 24,66
Ukupne masti 4,85
Ca 0,93
P 0,41
Mg 0,53
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DCAD mEq/kg 240,94
NEL (MJ/kg) 7,20
* - komercijalni dodaci, premiksi i aditivi, Sano - Modern Animal Nutrition GmbH, Loiching,
Germany; ** - Suvi mineralni dodatak (0,4% hroma iz hrom propionata), KEMIN, lowa, USA; RUP —
proteini nerazgradivi u buragu (eng.rumen undegradable protein); RDP — proteini razgradivi u buragu
(eng. rumen degradable protein); ADF — kisela deterdzentska vlakna (eng.acid detergent fiber); NDF —
neutralna deterdzentska vlakna (eng. neutral detergent fiber); peNDF — Fizicki efektivna neutralna
deterdzentska vlakna (eng. Physically effective neutral detergent fiber); DCAD — Raspon katjona i
anjona u hrani (eng. Dietary Cation-Anion Difference); NEL — neto energija laktacije (eng. Net Energy
of Lactation)

Peletirana hrana se sastojala od mlevenog jeCmenog zrna, sojine satme, melase, sojinog ulja i
mlevenog zrna kukuruza. Veli¢ina porcije peletirane hrane u obroku je prilagodavana proizvodnji
mleka krava tako da su krave sa visokom proizvodnjom primale maksimalno 7 kg tokom prvih 75 dana
laktacije, dok su krave pre zasuSenja primale najmanje 2,5 kg peletirane hrane. Prose¢no, krave su
konzumirale 3,95 kg peletirane hrane dok su bile na robiotskoj muzi tokom laktacije. Krave su imale
slobodan pristup vodi tokom studije. Hrana je inicijalno sastavljena na nacin da se usaglase ili
prevazisle preporuke NRCa (National Research Council, 2021). Zdravstveni status krava je pracen na
dnevnom nivou i krave nisu pokazale bilo kakve simptome bolesti tokom cele studije.

Deo studije koji je vezan za Zivotinje je odobren od strane Etickog komiteta Fakulteta veterinarske
medicine Univerziteta u Beogradu, a u skladu sa Nacionalnom legislativom o dobrobiti Zivotinja (broj
odobrenja 4/2015).

4.2. Uzorkovanje

Uzorci krvi i mleka od svake zivotinje u studiji su uzeti u slede¢im danima u laktaciji: 10., 30., 60.,
90., 150., 180., 210., 250. i 280. Da bi se poredile koncentracije varijabli bez uticaja dnevnog ritma,
uzorci krvi su uzimani 4 do 6 sati nakon jutarnjeg obroka. Uzorci krvi su uzimani u asepti¢nim
uslovima direktno iz jugularne vene u vakutajnere zapremine 10,0 mL (BD Vacutainer, Plymouth,
Devon, UK) bez antikoagulansa i ¢uvani su na ledu dok se Krvni serum nije izdvojio centrifugiranjem
na temperaturi od 4°C u trajanju od 20 minuta na 1000g obrtaja, a unutar 2 sata nakon prikupljanja
uzoraka. Svi hemolizovani uzorci su odbaceni. Uzorci Krvnog seruma su ¢uvani na -20°C do analiza.
Uzorci mleka su uzimani tokom jutarnje muze. Uzorci mleka su uzeti pri prvoj muzi obavljenoj u 5
sati, a pre jutarnjeg hranjenja, i deponovani su u bocice za ¢uvanje mleka od 50 ml. Mleko iz laktofriza
je takode uzorkovano u istim danima u kojima je uzorkovano mleko od Zivotinja na muzi. Laktofriz je
punjen dnevno sa mlekom od priblizno 150 krava u laktaciji sa farme koja proizvodi prose¢no 3000
litara mleka tokom svake muze. Cetrnaest uzoraka mleka je skupljeno iz laktofriza tokom svakog
perioda uzorkovanja. Uzorci mleka iz laktofriza su sakupljani u boc¢ice od 50 mL i uzorci su
transportovani na ledu (4°C) u laboratoriju i ¢uvani na —40°C do analiza. Mleko u komercijalnom
pakovanju sa 1,5% i 3,2% mle¢ne masti, pojedinacno, je nabavljeno iz lokalnih prodajnih objekata u
Srbiji. Cetrnaest uzoraka mleka sa 1,5 % i 3,2% mle¢ne masti, pojedinacno, je alikvotirano i ¢uvano u
bocicama za mleko na —40°C do izvodenja analiza.

4.3. Analize krvi

Svaki uzorak krvi je analiziran na prisustvo insulina (uU/L), glukoze (mmol/L), albumina (g/L),
ukupnih proteina (g/L), ukupnog bilirubina (umol/L), uree u krvi (BUN; mmol/L), aspartat
aminotransferaze (AST; U/L), alanin transaminaze (ALT; U/L), kalcijuma (Ca; mmol/L), fosfora (P;
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mmol/L) i magnezijuma (Mg; mmol/L). Metaboliti su analizirani kori§¢enjem odgovarajucih metoda
odnosno kitova: insulin (RIA metod), ukupni protein (biuretska reakcija); aloumin (metoda sa bojom
bromkrezol-zeleno), BUN (metoda reakcije enzima ureaze i glutamat-dehidrogenaze); ukupan bilirubin
(metoda sa dijazotizovanom sulfaminskom kiselinom); AST (standardizovana metoda Medunarodne
federacije za klinicku hemiju), AST (standardizovana metoda Medunarodne federacije za klinicku
hemiju). Analize su izvedene automatski pomocu spektrofotometra (A15; BioSystems S.A., Barselona,
Spanija). Glukoza je merena odmah nakon uzorkovanja krvi u kapi pune krvi kori§éenjem
komercijalnih test trakica (Abbott Diabetes CareLtd., Oxon, Velika Britanija).

4.4. Analize mleka

Svaki uzorak mleka je analiziran na prisustvo: IGF-1 (ng/mL), insulina (uU/mL), slobodnog
tiroksina (ng/dL), slobodnog trijodtironina (ng/dL), kortizola (ng/dL), progesterona (ng/mL) i 17
estradiola (pg/mL). Odredivanje koncentracije IGF-1 u mle¢nom serumu je izvedeno pomoc¢u ELISA
komercijalnog kita za IGF-1 proizvedenog od MyBioSource (San Diego, Kalifornija, Sjedinjene
Americke DrZzave) prema uputstvu proizvodaca. Odredivanje koncentracije insulina u uzorcima je
izvedeno koris¢enjem RIA metode uz upotrebu komercijalnog kita. Odredivanje koncentracije
kortizola, slobodnog tiroksina, slobodnog trijodtironina, progesterona i 17 estradiola (iE2) je izvrSeno
ELISA komercijalnim kitovima za slobodni tiroksin, slobodni trijodtironin, kortizol, progesterona i 17p
estradiola izradenim od Tosoh Corporation (Japan) u skladu sa uputstvom proizvodaca.

4.5. Statisticka analiza

Podaci su statisticki obardeni kori§¢enjem softvera STATISTICA, v. 8.0 (StatSoft, Inc., Tulsa,
OK, USA) i rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost * standardna greska (SEM). Normalnost
distribucije podataka je testirana koris¢enjem Shapiro-Wilk testa i svi podaci su pokazali normalnu
distribuciju (p>0,05). Znacajnost razlike u posmatranim parametrima krvi i mleka kod ispitivanih
krava, a izmedu razli¢itih perioda laktacije, je analizirana zavisnim Studentovim t-testom. S druge
strane, znacajnost razlike u koncentraciji hormona izmedu uzoraka mleka ispitivanih krava, laktofriza 1
mleka u komercijalnom pakovanju je analizairana koriS¢enjem nezavisnog Studentovog t-testa.
Znacajnost je postojala ukoliko je p<0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Promene u koncentracijama hormona, masti i proteina (srednja vrednost:SEM) u mleku
krava u razli¢itim periodima laktacije

Koncentracije ispitivanih hormona (srednja vrednost+SEM) u mleku krava u razli¢itim periodima
laktacije prikazane su za svaki ispitivani hormon pojedinac¢no.

5.1.1. Koncentracija IGF-1

Koncentracija IGF-1 u mleku tokom ispitivanih perioda laktacije, kao i laktacioni prosek,
koncentracija IGF-I u laktofrizu i komercijalnom mleku sa 1,5 % odnosno 3,2 % masti prikazana je u
Tabeli 4.

Tabela 4. Koncentracija IGF-1 (ng/mL) u mleku krava

X SE CV (%) Min-Max
10. dan 9,23 0,70 28,82 5,49-13,51
30.dan 8,09 0,64 29,81 3,17-10,96
60. dan 6,53 0,52 29,66 1,27-8,98
90.dan 3,70 0,28 28,16 1,29-5,23
150. dan 3,31 0,25 28,71 1,90-4,92
180.dan 3,16 0,22 26,26 1,42-4,55
210. dan 2,80 0,22 29,63 1,96-4,80
250.dan 6,52 0,40 22,26 4,48-9,23
280. dan 4,71 0,40 28,82 3,02-7,05
Laktacioni prosek 5,34 0,22 15,49 4,12-6,88
Laktofriz 8,33 0,54 24,09 4,36-11,23
Komercijalno mleko 1,5% | 5,95 0,18 11,59 4,45-7,11
Komercijalno mleko 3,2% | 8,82 0,27 11,58 7,14-10,23

Statisticka znacajnost razlika u koncentraciji IGF-1 u mleku krava izmedu ispitivanih perioda
laktacije kao i vrednosti izmerenih u laktofrizu i komercijalnom mleku sa 1,5% odnosno 3,2 % masti
prikazana je u Tabeli 5.

Tabela 5. StatistiCka znacajnost razlika (p vrednost) u koncentraciji IGF-1 izmedu ispitivanih uzoraka
mleka

10d |30d |60.d |90d |150.d |180.d | 210.d | 250.d | 280.d | LP LF K1,5

K3,2 ] 0,591 | 0,309 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,429 | 0,000

K1,5 | 0,000 | 0,004 | 0,029 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,006 | 0,192 | 0,045 | 0,000

LF 0,322 | 0,776 | 0,023 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,011 | 0,062 | 0,000

LP 0,000 | 0,000 | 0,045 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,014 | 0,161

280.d | 0,000 | 0,000 | 0,008 | 0,034 | 0,003 | 0,001 | 0,000 | 0,002

250.d | 0,002 | 0,057 | 0,992 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

210.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,018 | 0,145 | 0,258

180.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,142 | 0,675

150.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,303

90.d | 0,000 | 0,000 | 0,000

60.d | 0,005 | 0,049

30.d | 0,245

Legenda: K3,2-Komercijalno mleko sa 3,2% mle¢ne masti; K1,5- Komercijalno mleko sa 1,5% mleéne masti; LF-mleko iz
laktofriza, LP-laktacioni prosek
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Iz tabela se zapaza da je koncentracija IGF-1 10. dana laktacije bila najvisa (9,23+0,70 ng/mL) i ta
vrednost je bila znacajno veca u odnosu na sve ostale dane laktacije izuzev u odnosu na 30. dan
laktacije kada je iznosila 8,09£0,64 ng/mL. Ta vrednost izmerena 30. dana laktacije je bila jo$ uvek
visoka, odnosno statisticki znacajno visa nego u svim narednim danima laktacije, izuzev u odnosu na
250. dan. Takode, koncentracija IGF-1 izmerena 60. dana laktacije je i dalje bila visoka (6,53+0,52
ng/mL), odnosno statisticki znacajno visa nego u svim narednim danima laktacije, izuzev u odnosu na
250. dan laktacije. Devedesetog dana laktacije zabeleZzen je pad u koncentraciji IGF-1 (3,70+0,28
ng/mL) tako da se ova vrednost nije znacajno razlikovala od vrednosti utvrdenih 150. i 180. dana
laktacije, ali je bila statisticki znacajno visa od vrednosti utvrdene 210. dana, odnosno statisti¢ki
znacajno niza od vrednosti utvrdene 280. dana laktacije. U narednom periodu (150., 180. i 210. dana
laktacije) vrednosti koncentracije IGF-1 u mleku su bile niske (3,31+0,25 ng/mL za 150. dan,
3,16+0,22 ng/mL za 180. dan i 2,80+0,22 ng/mL za 210. dan) tako da su bile statisti¢ki znac¢ajno nize
od onih utvrdenih 250. i 280. dana kada je doslo do porasta koncentracije IGF-1 (6,52+0,40 ng/mL i
4,71+0,40 ng/mL, pojedinacno).

Prosecna koncentracija IGF-1 u laktaciji (5,34+0,22 ng/mL) je bila statisti¢ki znac¢ano razli¢ita u
odnosu na vrednosti utvrdene u svim periodima uzorkovanja tokom laktacije, sa izuzetkom vrednosti
utvrdene 280. dana laktacije (4,71+0,4ng/mL). U odnosu na vrednost IGF-1 utvrdenu kao prose¢nu
vrednost u laktaciji, koncentracije IGF-1 su bile znacajno nize u 90. (3,70£0,28 ng/mL), 150.
(3,31+0,25 ng/mL), 180. (3,16+0,22 ng/mL) i 210. (2,80+0,22 ng/mL) danu laktacije a statisti¢ki
znacajno vise u 10. (9,23+0,7 ng/mL), 30. (8,09+0,64 ng/mL), 60. (6,53+0,52 ng/mL) i 250 danu
laktacije (6,52+0,4 ng/mL).

Prose¢na koncentracija IGF-1 u laktaciji je bila znafajno niza nego u laktofrizu, odnosno
komercijalnom mleku sa 1,5% i 3,2% masti.

5.1.2. Koncentracija insulina

Koncentracija insulina u mleku tokom ispitivanih perioda laktacije, kao i laktacioni prosek,
koncentracija insulina u laktofrizu i komercijalnom mleku sa 1,5 odnosno 3,2 % masti prikazana je u
Tabeli 6.

Tabela 6. Koncentracija insulina (WU/mL) u mleku krava

X SE CV (%) Min-Max

10. dan 16,36 1,70 26,63 10,40-24,60
30.dan 13,80 0,95 25,79 9,40-20,90

60. dan 15,94 0,96 22,65 10,70-22,40
90.dan 15,24 1,12 27,45 8,50-24,50

150. dan 20,07 1,46 27,36 13,90-32,90
180.dan 16,23 1,02 23,55 11,40-24,30
210. dan 20,17 1,01 18,79 16,10-26,70
250.dan 20,33 1,10 19,47 13,70-25,40
280. dan 20,66 1,50 27,07 14,10-29,70
Laktacioni prosek 17,59 0,60 11,98 14,67-21,83
Laktofriz 8,33 0,54 10,99 14,30-19,90
Komercijalno mleko 1,5% | 5,95 0,18 28,66 8,26-19,56

Komercijalno mleko 3,2% | 8,82 0,27 17,99 11,59-22,12
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Statisticka znacajnost razlika u koncentraciji insulina u mleku krava izmedu ispitivanih perioda
laktacije kao i vrednosti izmerenih u laktofrizu i komercijalnom mleku sa 1,5% odnosno 3,2 % masti
prikazana je u Tabeli 7.

Tabela 7. Statisticka znacajnost razlika (p vrednost) u koncentraciji insulina izmedu ispitivanih uzoraka
mleka

10.d | 30d | 60.d |90.d |150.d | 180.d| 210.d | 250.d | 280.d | LP LF K1,5

K3,2 | 0,114 | 0,001 | 0,041 | 0,021 | 0,459 | 0,073 | 0,313 | 0,272 | 0,291 | 0,275 | 0,052 | 0,000

K15 | 0,068 | 0,781 | 0,083 | 0,237 | 0,000 | 0,062 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,001 | 0,012

LF 0,946 | 0,019 | 0,642 | 0,331 | 0,027 | 0,851 | 0,003 | 0,002 | 0,013 | 0,137

LP 0,352 | 0,002 | 0,015 | 0,042 | 0,126 | 0,257 | 0,035 | 0,030 | 0,046

280.d | 0,032 | 0,001 | 0,013 | 0,007 | 0,782 | 0,022 | 0,790 | 0,862

250.d | 0,018 | 0,000 | 0,005 | 0,003 | 0,885 | 0,009 | 0,911

210.d | 0,020 | 0,000 | 0,006 | 0,003 | 0,956 | 0,011

180.d | 0,934 | 0,093 | 0,836 | 0,518 | 0,041

150.d | 0,058 | 0,001 | 0,027 | 0,015

90.d | 0,493 | 0,335 | 0,639

60.d | 0,782 | 0,013

30.d | 0,100

Legenda: K3,2-Komercijalno mleko sa 3,2% mle¢ne masti; K1,5- Komercijalno mleko sa 1,5% mle¢ne masti; LF-mleko iz
laktofriza, LP-laktacioni prosek

Iz tabela se zapaza da je koncentracija insulina 10. dana laktacije bila 16,36+1,70 uU/mL i ta
vrednost je se nije znacajno razlikovala od vrednosti utvrdenih u ostalim danima laktacije izuzev u
odnosu na 210. (20,17+1,46 pU/mL) 250. (20,33+1,10 pnU/mL) i 280. dan laktacije (20,66+1,50
pU/mL), kada je utvrdena znacajno visa koncentracija insulina u odnosu na 10. dan laktacije. Vrednost
koncentracije insulina izmerena 30. dana laktacije (13,80+0,95 uU/mL) je bila i dalje zna¢ajno niza u
odnosu na 210., 250. i 280. dan laktacije, ali i u odnosu na 60. i 150. dan laktacije. Sezdesetog i
devedesetog dana laktacije koncentracija insulina su bile 15,94+0,96 i 15,24+1,12 pU/mL,
pojedinacno, i bile su 1 dalje statisti¢ki znacajno nize u odnosu na 150., 210., 250. i 280. dan laktacije.
Sto pedesetog dana laktacije koncentracija insulina je statisticki znacajno porasla u odnosu na vrednosti
odredene u prethodnim danima laktacije i iznosila je 20,07+1,46 uU/mL. Ova vrednost je bila
statisticki znacajno vec¢a i u odnosu na vrednost odredenu 180. dana laktacije. Sto osamdesetog dana
laktacije se vrednost insulina smanjila i iznosila je 16,23+1,02 uU/mL tako da je bila statisticki
znacajno niza u odnosu na vrednosti utvrdene 210., 250. i 280. dana laktacije. U poslednja tri merenja
koncentracije insulin tokom laktacije, odnosno 210., 250. i 280. dana laktacije su vrednosti ponovo
povecale (20,17+1,01 pU/mL, 20,33%£1,10 pU/mL i 20,66+1,50 pU/mL, pojedina¢no) i nisu se
medusobno statisticki razlikovale.

Iz table se zapaza da je prosetna koncentracija insulina u laktaciji (17,59+0,60 pU/mL) bila
znacano razli¢ita u odnosu na vrednosti utvrdene u svim periodima uzorkovanja tokom laktacije, sa
izuzetkom vrednosti utvrdenih 10. (16,36%£1,70 pU/mL), 150. (20,07£1,46 pU/mL) i 180. dana
laktacije (16,23+1,02 pU /mL). U odnosu na vrednost insulina utvrdenu kao prose¢nu vrednost u
laktaciji, koncentracije insulina su bile znacajno nize u 30. (13,80+0,95 pU/mL), 60. (15,94+0,96
pU/mL) i 90. (15,24+1,12 pU/mL) danu laktacije a statisticki znacajno vise u 210. (20,17+1,01
uU/mL), 250. (20,33+1,10 pU/mL) i 280. (20,66+1,50 pU/mL) danu laktacije.

Prose¢na koncentracija insulina u laktaciji je bila znacajno viSa nego u komercijalnom mleku sa
1,5% masti.
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5.1.3. Koncentracija slobodnog tiroksina

Koncentracija slobodnog tiroksina u mleku tokom ispitivanih perioda laktacije, kao i laktacioni
prosek, koncentracija slobodnog tiroksina u laktofrizu i komercijalnom mleku sa 1,5 odnosno 3,2 %
masti prikazana je u Tabeli 8.

Tabela 8. Koncentracija slobodnog tiroksina (ng/dL) u mleku krava

X SE CV (%) Min-Max
10. dan 0,217 0,004 7,09 0,190-0,240
30.dan 0,212 0,007 13,35 0,160-0,250
60. dan 0,203 0,005 10,66 0,170-0,250
90.dan 0,218 0,007 11,55 0,160-0,270
150. dan 0,209 0,010 8,48 0,180-0,250
180.dan 0,216 0,007 12,24 0,180-0,260
210. dan 0,216 0,012 20,15 0,140-0,320
250.dan 0,239 0,010 11,29 0,210-0,300
280. dan 0,198 0,010 17,30 0,140-0,270
Laktacioni prosek 0,214 0,002 3,90 0,196-0,225
Laktofriz 0,233 0,007 11,35 0,180-0,270
Komercijalno mleko 1,5% | 0,139 0,006 16,04 0,100-0,160
Komercijalno mleko 3,2% | 0,191 0,003 5,62 0,180-0,210

Statisticka znacajnost razlika u koncentraciji slobodnog tiroksina u mleku krava izmedu ispitivanih
perioda laktacije kao i vrednosti izmerenih u laktofrizu i komercijalnom mleku sa 1,5% odnosno 3,2 %
masti prikazana je u Tabeli 5.

Tabela 9. Statisticka znaCajnost razlika (p vrednost) u koncentraciji slobodnog tiroksina izmedu
ispitivanih uzoraka mleka

10d |30d |60.d |90.d |150d | 180.d | 210.d | 250.d | 280.d | LP LF K1,5

K3,2 | 0,000 | 0,014 | 0,071 | 0,001 | 0,002 | 0,002 | 0,042 | 0,000 | 0,463 | 0,000 | 0,000 | 0,000

K1,5 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

LF 0,066 | 0,056 | 0,003 | 0,136 | 0,010 | 0,112 | 0,239 | 0,530 | 0,005 | 0,019

LP 0,558 | 0,780 | 0,075 | 0,626 | 0,341 | 0,783 | 0,863 | 0,053 | 0,091

280.d | 0,045 | 0,239 | 0,648 | 0,089 | 0,278 | 0,120 | 0,221 | 0,001

250.d | 0,013 | 0,015 | 0,000 | 0,039 | 0,002 | 0,003 | 0,107

210.d | 0,954 | 0,760 | 0,306 | 0,916 | 0,575 | 1,000

180.d | 0,931 | 0,683 | 0,149 | 0,885 | 0,409

150.d | 0,222 | 0,752 | 0,398 | 0,307

90.d | 0,928 | 0,578 | 0,103

60.d | 0,055 | 0,339

30.d | 0,567

Legenda: K3,2-Komercijalno mleko sa 3,2% mle¢ne masti; K1,5- Komercijalno mleko sa 1,5% mle¢ne masti; LF-mleko iz
laktofriza, LP-laktacioni prosek

Iz tabela se zapaza da je koncentracija slobodnog tiroksina 10. dana laktacije bila 0,217+0,004
ng/dL i ta vrednost se nije znacajno razlikovala od vrednosti utvrdenih u ostalim danima laktacije
izuzev u odnosu na 250. dan laktacije (0,239+0,010 ng/dL) kada je utvrdena znatno visa vrednost i 280.
dan laktacije (0,198+0,010 ng/dL), kada je utvrdena znacajno niza vrednost koncentracije slobodnog
tiroksina u odnosu na 10. dan laktacije. U merenjima obavljenim 30., 60., 90., 150. i 180. dana laktacije
koncentracije slobodnog tiroksina (0,212+0,007 ng/dL, 0,203+0,005 ng/dL, 0,218+0,007 ng/dL,
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0,209+0,010 ng/dL i 0,216+0,007 ng/dL, pojedinac¢no) se nisu znacajno razlikovale medusobno i u
odnosu na vrednosti utvrdene u ostalim danima laktacije izuzev u odnosu na 250. dan laktacije kada je
utvrdena vrednost koncentracije slobodnog tiroksina (0,239+0,010 ng/dL) bila statisti¢ki znacajno visa
u odnosu na vrednosti utvrdene od 30. do 180. dana laktacije. Dvestadesetog dana laktacije vrednosti
koncentracije slobodnog tiroksina (0,216+0,012 ng/dL) se nisu statisticki znacajno razlikovale od
vrednosti utvrdenih 250. i 280. dana laktacije (0,239£0,010 ng/dL i 0,198+0,010 ng/dL, pojedinac¢no)
dok je vrednost izmerena 250. dana bila znacajno visa od vrednosti utvrdene 280. dana laktacije.

Iz table se takode zapaza da je prose¢na koncentracija slobodnog tiroksina u laktaciji (0,214+0,002
ng/dL) bila znac¢ano razli¢ita u odnosu na vrednosti utvrdene u svim periodima uzorkovanja tokom
laktacije, sa izuzetkom vrednosti utvrdenih 250. dana laktacije (0,239+0,010 ng/dL) kada je bila
statisticki zna€ajno visa.

Prose¢na koncentracija slobodnog tiroksina u laktaciji je bila znacajno viSa nego u komercijalnom
mleku sa 1,5% 1 3,2% masti, ali znacajno niza nego vrednost odredena u laktofrizu.

5.1.4. Koncentracija slobodnog trijodtironina

Koncentracija slobodnog trijodtironina u mleku tokom ispitivanih perioda laktacije, kao i
laktacioni prosek, koncentracija insulina u laktofrizu i komercijalnom mleku sa 1,5 odnosno 3,2 %
masti prikazana je u Tabeli 10.

Tabela 10. Koncentracija slobodnog trijodtironina (ng/dL) u mleku krava

X SE CV (%) Min-Max
10. dan 6,56 0,44 25,24 3,96-9,18
30.dan 3,87 0,21 20,10 2,37-4,95
60. dan 3,38 0,26 28,45 1,45-4,85
90.dan 3,93 0,31 29,74 2,31-6,31
150. dan 5,33 0,42 29,67 3,00-8,48
180.dan 6,61 0,34 19,49 4,04-8,73
210. dan 5,21 0,31 22,09 3,49-8,05
250.dan 4,54 0,20 17,19 3,33-6,05
280. dan 3,14 0,22 26,72 1,23-4,71
Laktacioni prosek 4,73 0,14 11,28 4,14-5,77
Laktofriz 4,77 0,31 24,46 3,45-6,75
Komercijalno mleko 1,5% | 3,79 0,24 23,42 2,87-5,02
Komercijalno mleko 3,2% | 6,09 0,23 14,29 4,56-7,14

Statisti¢ka znac¢ajnost razlika u koncentraciji slobodnog trijodtironina u mleku krava izmedu ispitivanih
perioda laktacije kao i vrednosti izmerenih u laktofrizu i komercijalnom mleku sa 1,5% odnosno 3,2 %
masti prikazana je u Tabeli 11.
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Tabela 11. Statisticka znacajnost razlika (p vrednost) u koncentraciji slobodnog trijodtironina izmedu
ispitivanih uzoraka mleka

10.d | 30.d | 60.d |90.d |150.d | 180.d | 210.d | 250.d | 280.d | LP LF K1,5

K3,2 | 0,358 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,127 | 0,227 | 0,032 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,000

K1,5 | 0,000 | 0,795 | 0,254 | 0,720 | 0,004 | 0,000 | 0,001 | 0,026 | 0,059 | 0,002 | 0,019

LF 0,003 | 0,024 | 0,002 | 0,068 | 0,300 | 0,000 | 0,324 | 0,530 | 0,000 | 0,899

LP 0,001 | 0,002 | 0,000 | 0,028 | 0,191 | 0,000 | 0,165 | 0,447 | 0,000

280.d | 0,000 | 0,024 | 0,491 | 0,051 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

250.d | 0,000 | 0,033 | 0,002 | 0,121 | 0,104 | 0,000 | 0,079

210.d | 0,019 | 0,002 | 0,000 | 0,007 | 0,828 | 0,006

180.d | 0,935 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,027

150.d | 0,045 | 0,005 | 0,000 | 0,013

90.d | 0,000 | 0,876 | 0,186

60.d | 0,000 | 0,150

30.d | 0,000

Legenda: K3,2-Komercijalno mleko sa 3,2% mle¢ne masti; K1,5- Komercijalno mleko sa 1,5% mle¢ne masti; LF-mleko iz
laktofriza, LP-laktacioni prosek

Iz tabela se zapaZa da je koncentracija slobodnog trijodtironina 10. dana laktacije bila 6,56+0,44
ng/dL i ta vrednost je je bila statisticki znacajno viSa u odnosu na sve vrednosti odredene u ostalim
danima laktacije, izuzev u odnosu na vrednost odredenu 180. dana laktacije kada je vrednost
koncentracije slobodnog trijodtironina bila 6,61+0,34 ng/dL. Koncentracija slobodnog trijodtironina
30. dana laktacije bila je 3,87+£0,21 ng/dL i bila je znacajno niza od vrednosti utvrdenih 90., 150., 180.,
210. 1 250. dana, dok je bila znacajno visa od vrednosti utvrdene 280. dana laktacije. Koncentracija
slobodnog trijodtironina utvrdena 60. dana iznosila je 3,38+0,26 ng/dL i bila je znacajno niza u odnosu
na vrednosti utvrdene 150., 180., 210. i 250. dana laktacije. Koncentracija slobodnog trijodtironina
utvrdena 90. dana laktacije iznosila je 3,93+£0,31 ng/dL i bila je znac¢ajno niza u odnosu na vrednosti
utvrdene 150., 180. i 210. dan laktacije. Koncentracija slobodnog trijodtironina utvrdena 150. dana
laktacije iznosila je 3,93+0,31 ng/dL i bila je znacajno niza u odnosu na vrednosti utvrdene 180. dana
laktacije a znacajno visa u odnosu na vrednost utvrdenu 210. dan laktacije. Koncentracija slobodnog
trijodtironina je 210. dana laktacije bila 5,21+0,31 ng/dL i bila je znacajno viSa u odnosu na 280. dan
laktacije, dok je koncentracija slobodnog trijodtironina 250. dana laktacije bila 4,54+0,20 ng/dL
odnosno znacajno niza od vrednosti utvrdene 280. dana laktacije.

Iz tabele se takode zapaza da je prose¢na koncentracija slobodnog trijodtironina u laktaciji
(4,73+£0,14 ng/dL) bila znacajno razliita u odnosu na vrednosti utvrdene u svim periodima
uzorkovanja tokom laktacije, sa izuzetkom vrednosti utvrdenih 150. (5,33%£0,42 ng/dL), 210.
(5,21+0,31 ng/dL L) i 250. dana laktacije (4,54+0,20 ng/dL). U odnosu na vrednost slobodnog
trijodtironina utvrdenu kao prose¢nu vrednost u laktaciji, koncentracije slobodnog trijodtironina su bile
znacajno nize u 30. (3,87£0,21 ng/dL), 60. (3,38+0,26 ng/dL), 90. (3,93+0,31 ng/dL) i 280 danu
laktacije (3,14£0,22 ng/dL) a statisticki znac¢ajno vise u 10. (6,56+0,44 ng/dL)) i 180. danu laktacije
(6,61+0,34 ng/dL).

Prose¢na koncentracija slobodnog trijodtironina u laktaciji je bila znaCajno visa nego u
komercijalnom mleku sa 1,5% masti, ali znacajno niza nego vrednost odredena u komericjlanom mleku
sa 3,2% masti.
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5.1.5. Koncentracija kortizola

Koncentracija kortizola u mleku tokom ispitivanih perioda laktacije, kao i laktacioni prosek,
koncentracija kortizola u laktofrizu i komercijalnom mleku sa 1,5 odnosno 3,2 % masti prikazana je u
Tabeli 12.

Tabela 12. Koncentracija kortizola (ng/dL) u mleku krava

X SE CV (%) Min-Max
10. dan 0,336 0,015 16,55 0,25-0,45
30.dan 0,321 0,018 21,62 0,23-0,51
60. dan 0,259 0,013 20,01 0,20-0,38
90.dan 0,315 0,015 18,33 0,22-0,42
150. dan 0,301 0,020 28,88 0,23-0,55
180.dan 0,298 0,020 22,40 0,21-0,43
210. dan 0,307 0,020 24,99 0,22-0,45
250.dan 0,342 0,010 9,32 0,29-0,40
280. dan 0,259 0,014 20,83 0,22-0,38
Laktacioni prosek 0,304 0,010 8,02 0,27-0,36
Laktofriz 0,357 0,016 16,68 0,26-0,44
Komercijalno mleko 1,5% | 0,229 0,011 19,24 0,16-0,30
Komercijalno mleko 3,2% | 0,342 0,016 17,77 0,26-0,42

Statisticka znac¢ajnost razlika u koncentraciji kortizola u mleku krava izmedu ispitivanih perioda
laktacije kao i vrednosti izmerenih u laktofrizu i komercijalnom mleku sa 1,5% odnosno 3,2 % masti
prikazana je u Tabeli 13.

Tabela 13. Statisticka znacajnost razlika (p vrednost) u koncentraciji kortizola izmedu ispitivanih
uzoraka mleka

10d |30d |60.d |90.d |150d | 180.d | 210.d | 250.d | 280.d | LP LF K1,5

K3,2 | 0,784 | 0,407 | 0,001 | 0,245 | 0,160 | 0,082 | 0,191 | 1,000 | 0,001 | 0,051 | 0,519 | 0,000

K1,5 | 0,000 | 0,000 | 0,108 | 0,000 | 0,010 | 0,003 | 0,003 | 0,000 | 0,123 | 0,000 | 0,000

LF 0,345 | 0,157 | 0,000 | 0,073 | 0,006 | 0,022 | 0,065 | 0,418 | 0,000 | 0,005

LP 0,062 | 0,399 | 0,007 | 0,517 | 0,891 | 0,758 | 0,907 | 0,002 | 0,007

280.d | 0,000 | 0,013 | 0,977 | 0,013 | 0,035 | 0,047 | 0,047 | 0,000

250.d | 0,726 | 0,318 | 0,000 | 0,143 | 0,109 | 0,037 | 0,125

210.d | 0,261 | 0,608 | 0,066 | 0,743 | 0,851 | 0,759

180.d | 0,119 | 0,384 | 0,097 | 0,480 | 0,931

150.d | 0,217 | 0,503 | 0,137 | 0,611

90.d | 0,346 | 0,810 | 0,012

60.d | 0,001 | 0,013

30.d | 0,541

Legenda: K3,2-Komercijalno mleko sa 3,2% mle¢ne masti; K1,5- Komercijalno mleko sa 1,5% mle¢ne masti; LF-mleko iz
laktofriza, LP-laktacioni prosek

1z tabela se zapaza da je koncentracija kortizola 10. i 30. dana laktacije bila 0,336+0,015 ng/dL i
0,321+0,018 ng/dL, pojedinacno, i da se te vrednosti nisu statisticki znacajno razlikovale u odnosu na
vrednosti dobijene tokom ostalih dana laktacije sa izuzetkom vrednosti dobijenih 60. i 250. dana
laktacije koje su bile statisticki znaCajno nize u odnosu na vrednost dobijenu 10. dana laktacije,
pojedina¢no. Vrednost koncentracije kortizola se smanjila 60. dana laktacije i iznosila je 0,259+0,013
ng/dL, odnosno bila je statisticki znaCajno niza u odnosu na vrednosti odredene 90. i 250. dana
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laktacije. Vrednosti koncentracije kortizola odredene 90., 150., 180., 210. i 250. dana laktacije
(0,315+0,015 ng/dL, 0,301+0,020 ng/dL, 0,298+0,020 ng/dL, 0,307+0,020 ng/dL, 0,342+0,010 ng/dL,
pojedinacno) se nisu medusobno statisticki razlikovale s tim da je koncentracija odredena 180. dana
bila statisticki znac¢ajno niza u odnosu na vrednost odredenu 210. dana, a sve vrednosti su bile
statisticki znacajno viSe od vrednosti utvrdene 280. dana laktacije (0,259£0,014 ng/dL). Iz tabele se
takode zapaza da je prose¢na koncentracija kortizola u laktaciji bila 0,304+0,010 ng/dL i nije bila
znacano razli¢ita u odnosu na vrednosti utvrdene u ostalim periodima uzorkovanja tokom laktacije, sa
izuzetkom vrednosti utvrdenih 60. (0,259+0,013 ng/dL) i 280. dana laktacije (0,259+0,014 ng/dL) kada
je bila statisti¢ki znacajno niza, odnosno 250. dana laktacije (0,342+0,010 ng/dL) kada je bila znacajno
visa u odnosu na prose¢nu koncentraciju kortizola u laktaciji.

Prose¢na koncentracija kortizola u laktaciji je bila znac¢ajno viSa nego u komercijalnom mleku sa
1,5% masti. Prose¢na koncentracija kortizola u laktaciji je bila zna¢ajno niza nego vredsnost odredena
u laktofrizu.

5.1.6. Koncentracija progesterona

Koncentracija progesterona u mleku tokom ispitivanih perioda laktacije, kao i laktacioni prosek,
koncentracija progesterona u laktofrizu i komercijalnom mleku sa 1,5 odnosno 3,2 % masti prikazana
je u Tabeli 14.

Tabela 14. Koncentracija progesterona (ng/mL) u mleku krava

X SE CV (%) Min-Max
10. dan 3,41 0,16 18,20 2,05-4,14
30.dan 5,55 0,24 16,44 4,25-7,25
60. dan 8,54 0,29 13,13 6,54-10,17
90.dan 10,48 0,44 15,71 8,23-12,79
150. dan 22,11 0,54 9,11 18,54-25,43
180.dan 25,12 0,58 8,68 21,36-28,69
210. dan 21,20 0,54 9,52 17,54-24,56
250.dan 19,13 0,57 11,18 15,42-22,56
280. dan 16,21 0,47 10,86 12,56-18,96
Laktacioni prosek 14,64 0,26 6,79 13,03-16,33
Laktofriz 10,28 0,34 12,47 8,69-13,15
Komercijalno mleko 1,5% | 7,42 0,07 3,51 7,00-7,80
Komercijalno mleko 3,2% | 9,96 0,29 11,06 8,89-12,87

Statisticka znacajnost razlika u koncentraciji progesterona u mleku krava izmedu ispitivanih
perioda laktacije kao i vrednosti izmerenih u laktofrizu i komercijalnom mleku sa 1,5% odnosno 3,2 %
masti prikazana je u Tabeli 15.
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Tabela 15. Statisticka znacajnost razlika (p vrednost) u koncentraciji progesterona izmedu ispitivanih
uzoraka mleka

10.d | 30.d | 60.d |90.d |150.d | 180.d | 210.d | 250.d | 280.d | LP LF K1,5

K3,2 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,338 | 0,000 | 0,000 | 0,014 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,492 | 0,000

K1,5 | 0,000 | 0,000 | 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

LF 0,000 | 0,000 | 0,001 | 0,719 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

LP 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,074

280.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

250.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

210.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,243 | 0,000

180.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

150.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

90.d | 0,000 | 0,000 | 0,001

60.d | 0,000 | 0,000

30.d | 0,000

Legenda: K3,2-Komercijalno mleko sa 3,2% mle¢ne masti; K1,5- Komercijalno mleko sa 1,5% mle¢ne masti; LF-mleko iz
laktofriza, LP-laktacioni prosek

Iz tabela se zapaza da je koncentracija progesterona statisticki znacajno rasla od 10. do 180. dana
laktacije, tako da je vrednost utvrdena 10. dana (3,41+0,16 ng/mL) bila statisti¢ki znacajno niza u
odnosu na sve ostale periode laktacije, vrednost utvrdena 30. dana (5,55+0,24 ng/mL) bila statisticki
znacajno niza u odnosu na sve naredne periode laktacije, vrednost utvrdena 60. dana (8,54+0,29
ng/mL) bila statisticki znacajno niza u odnosu na sve naredne periode laktacije, vrednost utvrdena 90.
dana (10,48+0,44 ng/mL) bila statisticki znacajno niza u odnosu na sve naredne periode laktacije i
vrednost utvrdena 150. dana (22,11+0,54 ng/mL) bila statisti¢ki znac¢ajno niza u odnosu na sve naredne
periode laktacije (izuzev 210. dana laktacije). Nakon toga vrednosti koncentracije progesterone su se
smanjivale tako da je 180. dana koncentracija progesterona bila 25,12+0,58 ng/mL, odnosno statisticki
znacajno visa od svih narednih perioda laktacije. Koncentracija progesterona odredena 210. dana
laktacije je bila 21,20+0,54 ng/mL, odnosno statisticki zna¢ajno visa od svih narednih perioda laktacije.
Koncentracija progesterona odredena 250. dana laktacije je bila 19,13+0,57 ng/mL, odnosno statisticki
znacajno viSa od vrednosti utvrdene 280. dana laktacije (16,21+0,47 ng/mL).

Iz tabele se takode zapaza da je prosecna koncentracija progesterona u laktaciji bila 14,64+0,26
ng/mL i bila je znaCano razli¢ita u odnosu na vrednosti utvrdene u ostalim periodima uzorkovanja
tokom laktacije, sa izuzetkom vrednosti utvrdenih 280. dana laktacije (16,21+0,47 ng/mL). Naime,
koncentracije progesterona odredene 10. dana (3,41+0,16 ng/mL), 30. dana (5,55+0,24 ng/mL), 60.
dana (8,54+0,29 ng/mL) i 90. dana laktacije (10,48+0,44 ng/mL) su bile statisti¢ki zna¢ajno nize a
koncentracije odredene 150. dana (22,11+0,54 ng/mL), 180. dana (25,12+0,58 ng/mL), 210. dana
(21,12+0,54 ng/mL) i 250. dana (19,13+0,57 ng/mL) laktacije su bile statisti¢ki znacajno vise u odnosu
na laktacioni prosek.

Prosecna koncentracija progesterona u laktaciji je bila znacajno visa nego u komercijalnom mleku
sa 1,5% i 3,2 % masti. Interesantno je da je vrednost za koncentraciju progesterona u komercijalnom
mleku sa 3,2% masti bila znac¢ajno viSa nego u komercijalnom mleku sa 1,5% masti.

5.1.7. Koncentracija 17-estradiola

Koncentracija 17p-estradiola u mleku tokom ispitivanih perioda laktacije, kao i laktacioni prosek,
koncentracija estrogena u laktofrizu i komercijalnom mleku sa 1,5 odnosno 3,2 % masti prikazana je u
Tabeli 16.
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Tabela 16. Koncentracija 17p-estradiola (pg/mL) u mleku krava

X SE CV (%) Min-Max
10. dan 2,84 0,12 16,33 2,11-3,76
30.dan 2,89 0,15 19,86 2,25-4,01
60. dan 2,99 0,12 15,60 2,24-3,90
90.dan 7,47 0,28 14,07 5,34-8,71
150. dan 9,82 0,28 10,79 8,31-12,28
180.dan 18,22 0,51 10,58 15,36-21,52
210. dan 20,29 0,35 6,52 18,05-22,52
250.dan 26,35 0,38 5,35 24,19-28,21
280. dan 25,45 0,64 9,49 21,54-29,89
Laktacioni prosek 12,93 0,15 4,33 11,79-13,87
Laktofriz 15,68 0,41 9,79 14,44-18,99
Komercijalno mleko 1,5% | 12,69 0,52 15,36 10,23-16,25
Komercijalno mleko 3,2% | 15,78 0,59 13,89 12,36-19,63

Statisticka znacajnost razlika u koncentraciji 17p-estradiola u mleku krava izmedu ispitivanih
perioda laktacije kao i vrednosti izmerenih u laktofrizu i komercijalnom mleku sa 1,5% odnosno 3,2 %
masti prikazana je u Tabeli 17.

Tabela 17. Statisticka znacajnost razlika (p vrednost) u koncentraciji 17p-estradiola izmedu ispitivanih
uzoraka mleka

10.d |30d |60.d |90.d |150.d | 180.d| 210.d | 250.d | 280.d | LP LF K1,5

K3,2 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,004 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,889 | 0,000

K1,5 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,672 | 0,000

LF 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

LP 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,074

280.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,236

250.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

210.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,003

180.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

150.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

90.d | 0,000 | 0,000 | 0,001

60.d | 0,391 | 0,597

30.d | 0,810

Legenda: K3,2-Komercijalno mleko sa 3,2% mle¢ne masti; K1,5- Komercijalno mleko sa 1,5% mle¢ne masti; LF-mleko iz
laktofriza, LP-laktacioni prosek

Iz tabela se zapaza da je koncentracija 17B-estradiola bila niska 10., 30. i 60. dana laktacije
(2,84+0,12 pg/mL, 2,89£0,15 pg/mL i 2,99+0,12 pg/mL, pojedina¢no), pri cemu se ove vrednosti 17-
estradiola nisu medusobno statisti¢ki znac¢ajno razlikovale. Nakon toga je koncentracija 17p-estradiola
rasla tako da je 90. dana laktacije bila 7,47+0,28 pg/mL i bila je statisticki znac¢ajno niza od vrednosti
utvrdenih u narednim periodima laktacije, 150. dana laktacije je bila 9,82+0,28 pg/mL i bila je
statisticki znacajno niza od vrednosti utvrdenih u narednim periodima laktacije, 180. dana laktacije je
bila 18,22+0,51 pg/mL i bila je statisticki zna¢ajno niza od vrednosti utvrdenih u narednim periodima
laktacije, 210. dana laktacije je bila 20,29+0,35 pg/mL i bila je statisticki znac¢ajno niza od vrednosti
utvrdenih u narednim periodima laktacije dok je 250. dana laktacije bila 26,35+0,38 pg/mL i bila je
statisti¢ki znacajno niza od vrednosti utvrdene 280. dana laktacije (25,454+0,64 pg/mL).
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1z tabele se zapaza da je prosec¢na koncentracija 17p3-estradiola u laktaciji bila 12,93+0,15 pg/mL i
bila je znacano razlicita u odnosu na vrednosti utvrdene u ostalim periodima uzorkovanja tokom
laktacije, sa izuzetkom vrednosti utvrdenih 280. dana laktacije (25,45+0,64pg/mL). Naime,
koncentracije 17p-estradiola odredene 10. dana (2,84+0,12 pg/mL), 30. dana (2,89+0,15 pg/mL), 60.
dana (2,99+0,12 pg/mL), 90. dana laktacije (7,47+0,28 ng/mL) i 150. dana (9,82+0,28 pg/mL) su bile
statisti¢ki znacajno nize a koncentracije 180. dana (18,22+0,51 pg/mL), 210. dana (20,29+0,35 pg/mL)
1 250. dana (26,35+0,38 pg/mL) laktacije su bile statisti¢ki znac¢ajno vise u odnosu na laktacioni prosek.

Prose¢na koncentracija 17B-estradiola u laktaciji je bila znacajno niza nego u komercijalnom
mleku sa 3,2% masti dok se nije znacajno razlikovala u odnosu na vrednost odredenu u komercijalnom
mleku sa 1,5% masti. Prose¢na koncentracija 17p-estradiola u laktaciji je bila znacajno niza nego
vrednost odredena u laktofrizu.

5.1.8. Koncentracija masti u mleku

Koncentracija masti u mleku tokom ispitivanih perioda laktacije, kao i laktacioni prosek,
koncentracija masti u laktofrizu i komercijalnom mleku sa 1,5 odnosno 3,2 % masti prikazana je u
Tabeli 18.

Tabela 18. Koncentracija masti (g/L) u mleku krava

X SE CV (%) Min-Max
10. dan 39,74 0,93 8,78 33,00-44.60
30.dan 34,11 0,76 8,31 29,10-39,00
60. dan 36,61 1,13 11,58 28,90-44,50
90.dan 36,97 0,79 8,08 31,60-40,80
150. dan 39,37 0,95 9,08 34,10-44,60
180.dan 40,40 0,96 8,92 33,30-45,80
210. dan 40,42 1,07 9,88 33,20-47,40
250.dan 39,38 1,03 9,77 34,50-47,40
280. dan 41,66 1,29 11,51 33,90-49,20
Laktacioni prosek 38,74 0,79 7,70 32,91-42,55
Laktofriz 37,12 0,49 5,01 34,00-40,00
Komercijalno mleko 1,5% | 15,00 0,00 0,00 15,00-15,00
Komercijalno mleko 3,2% | 32,00 0,00 0,00 32,00-32,00

Statisticka znaCajnost razlika u koncentraciji masti u mleku krava izmedu ispitivanih perioda
laktacije kao i vrednosti izmerenih u laktofrizu i komercijalnom mleku sa 1,5% odnosno 3,2 % masti
prikazana je u Tabeli 19.
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Tabela 19. Statisticka znacajnost razlika (p vrednost) u koncentraciji masti izmedu ispitivanih uzoraka
mleka

10.d | 30.d | 60.d |90.d |150.d | 180.d | 210.d | 250.d | 280.d | LP LF K1,5

K3,2 | 0,000 | 0,009 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

K1,5 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

LF 0,019 | 0,003 | 0,681 | 0,874 | 0,047 | 0,005 | 0,009 | 0,058 | 0,003 | 0,097

LP 0,422 | 0,000 | 0,135 | 0,129 | 0,617 | 0,196 | 0,218 | 0,625 | 0,064

280.d | 0,238 | 0,000 | 0,007 | 0,004 | 0,165 | 0,440 | 0,465 | 0,179

250.d | 0,799 | 0,000 | 0,081 | 0,007 | 0,992 | 0,478 | 0,490

210.d | 0,636 | 0,000 | 0,021 | 0,016 | 0,470 | 0,988

180.d | 0,628 | 0,000 | 0,017 | 0,011 | 0,455

150.d | 0,783 | 0,000 | 0,073 | 0,064

90.d | 0,032 | 0,015 | 0,795

60.d | 0,042 | 0,789

30.d | 0,000

Legenda: K3,2-Komercijalno mleko sa 3,2% mle¢ne masti; K1,5- Komercijalno mleko sa 1,5% mle¢ne masti; LF-mleko iz
laktofriza, LP-laktacioni prosek

1z tabela se zapaza da je koncentracija masti mleka 10. dana laktacije bila 39,74+0,93 g/L, odnosno
znacajno visa samo od vrednosti utvrdenih 30. 60. 1 90. dana laktacije. Najniza vrednost koncentracije
masti u mleku utvrdena je 30. dana laktacije (34,11+0,76 g/L), kada je bila statisticki zna¢ajno niza od
vrednosti utvrdenih u svim preostalim danima laktacije izuzev 60. dana laktacije. Sezdestog dana
laktacije koncentracija masti u mleku je bila 36,61+0,79 g/L odnosno statisticki zna¢ajno niza u odnosu
na vrednosti utvrdene 180., 210. i 280. dana laktacije. Devedesetog dana laktacije koncentracija masti u
mleku je iznosila 36,97£0,79 g/L i bila je statistiCki znacajno niza od vrednosti utvrdenih u svim
narednim periodima laktacije izuzev obne utvrdene 150. dana laktacije. Vrednosti za koncentraciju
masti u mleku utvrdene 150., 180., 210., 250. i 280. dana laktacije (39,37£0,95 g/L, 40,40£0,96 g/L,
40,42+£1,07 g¢/L, 39,38+1,03 g¢/L i 41,66+1,29 ¢/L, pojedinaéno) se nisu medusobno znacajno
razlikovale.

Prose¢na koncentracija masti u laktaciji je bila znacano razli¢ita u odnosu na vrednosti utvrdene u
svim ispitivanim periodima, sa izuzetkom vrednosti utvrdenih 10. (39,74+0,93 g/L), 150. (39,37+0,95
g/L) i 250. dana laktacije (39,38+1,03 g/L). U odnosu na vrednost koncentracije masti utvrdenu kao
prose¢nu vrednost u laktaciji, koncentracije masti su bile znacajno nize u 30. (34,11+0,76 g/L), 60.
(36,61£1,13 g/L) i 90. danu laktacije (36,97+0,79 g/L) a statisti¢ki znac¢ajno vise u 180. (40,40+0,96
g/L), 210. (40,42+1,07 g/L) i 280. danu laktacije (41,66+1,29 g/L).

Prose¢na koncentracija masti u laktaciji je bila znacajno viSa nego u komercijalnom mleku sa 1,5%
masti.

5.1.9. Koncentracija proteina u mleku

Koncentracija proteina u mleku tokom ispitivanih perioda laktacije, kao i laktacioni prosek,
koncentracija proteina u laktofrizu i komercijalnom mleku sa 1,5 odnosno 3,2 % masti prikazana je u
Tabeli 20.
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Tabela 20. Koncentracija proteina (g/L) u mleku krava

X SE CV (%) Min-Max
10. dan 32,04 0,69 8,11 27,70-38,20
30.dan 30,94 0,64 7,69 27,00-35,40
60. dan 31,41 0,62 7,43 27,70-36,20
90.dan 31,46 0,64 7,57 27,80-35,90
150. dan 31,63 0,64 7,59 27,80-36,00
180.dan 32,14 0,71 8,27 27,30-37,70
210. dan 33,02 0,64 7,21 28,10-36,70
250.dan 32,88 0,75 8,53 28,00-37,00
280. dan 33,37 0,65 7,28 28,10-36,70
Laktacioni prosek 32,09 0,59 6,94 28,34-36,20
Laktofriz 33,15 0,15 1,69 32,00-34,40
Komercijalno mleko 1,5% | 35,00 0,00 0,00 35,00-35,00
Komercijalno mleko 3,2% | 33,00 0,00 0,00 33,00-33,00

Statisticka znac¢ajnost razlika u koncentraciji proteina u mleku krava izmedu ispitivanih perioda
laktacije kao i vrednosti izmerenih u laktofrizu i komercijalnom mleku sa 1,5% odnosno 3,2 % masti
prikazana je u Tabeli 21.

Tabela 21. Statisticka znacajnost razlika (p vrednost) u koncentraciji proteina izmedu ispitivanih
uzoraka mleka

10.d |30d |60.d |90.d |150.d | 180.d| 210.d | 250.d | 280.d | LP LF K1,5

K3,2 | 0,179 | 0,003 | 0,017 | 0,022 | 0,042 | 0,239 | 0,973 | 0,873 | 0,572 | 0,142 | 0,328 | 0,000

K1,5 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,000 | 0,000

LF 0,131 | 0,002 | 0,011 | 0,015 | 0,029 | 0,177 | 0,845 | 0,725 | 0,742 | 0,099

LP 0,951 | 0,196 | 0,429 | 0,468 | 0,595 | 0,923 | 0,299 | 0,423 | 0,161

280.d | 0,174 | 0,013 | 0,038 | 0,045 | 0,067 | 0,213 | 0,703 | 0,623

250.d | 0,421 | 0,059 | 0,144 | 0,160 | 0,217 | 0,482 | 0,886

210.d | 0,308 | 0,029 | 0,082 | 0,094 | 0,135 | 0,365

180.d | 0,920 | 0,219 | 0,443 | 0,478 | 0,596

150.d | 0,664 | 0,455 | 0,807 | 0,851

90.d | 0,539 | 0,573 | 0,955

60.d | 0,502 | 0,607

30.d | 0,253

Legenda: K3,2-Komercijalno mleko sa 3,2% mle¢ne masti; K1,5- Komercijalno mleko sa 1,5% mle¢ne masti; LF-mleko iz
laktofriza, LP-laktacioni prosek

Iz tabela se zapaza da je koncentracija proteina mleka 10. dana laktacije bila 32,04+0,69 g/L i nije
se razlikovala od vrednosti utvrdenih u svim ostalim periodima laktacije. Vrednosti utvrdene 30., 60. 1
90. dana laktacije (30,94+0,64 ¢/L, 31,41+0,62 g¢/L i 31,46+0,64 g/L) se¢ takode nisu razlikovale od
vrednosti utvrdenih u ostalim periodima laktacije izuzev u odnosu na vrednost odredenu 280. dana
kada je koncentracija proteina u mleku (33,37£0,65 g/L) bila statistiCki znacajno visa. Dodatno
vrednost utvrdena 30. dana laktacije je bila statisticki znacajno niZza u odnosu na vrednost utvrdenu
210. dana laktacije. Vrednosti za koncentraciju proteina u mleku utvrdene 150., 180., 210., 250. i 280.
dana laktacije (31,63+0,64 g/L, 32,14+0,71 g/L, 33,02+0,64 g/L, 32,88+0,75 g/L i 33,37+0,65 g/L,
pojedinacno) se nisu medusobno znacajno razlikovale.

1z tabele se zapaza da je prose¢na koncentracija proteina u laktaciji bila zna¢ano razli¢ita u odnosu
na vrednosti utvrdene u svim ispitivanim periodima, sa izuzetkom vrednosti utvrdenih 180. dana
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laktacije (32,14+0,71 g/L). U odnosu na vrednost koncentracije proteina utvrdenu kao prosecnu
vrednost u laktaciji, koncentracije proteina su bile znacajno nize u 30. (30,94+0,64 g/L), 60.
(31,41+0,62 g/L), 90. (31,46+0,64 g/L) i 150. danu laktacije (31,63£0,64 g/L) a statisticki znacajno
vie u 210. (33,02+0,64 g/L), 250. (32,88+0,75 g/L) i 280. danu laktacije (33,37+0,65 g/L).

Prosecna koncentracija proteina u laktaciji je bila znacajno niza nego u komercijalnom mleku sa
1,5% masti.

5.2. Promene u koncentracijama insulina i razli¢itih biohemijskih parametara u krvi
ispitivanih krava

5.2.1. Koncentracija insulina

Koncentracija insulina u krvi krava tokom ispitivanih perioda laktacije, kao i prosecna vrednost
tokom laktacije prikazana je u Tabeli 22.

Tabela 22. Koncentracija insulina (uU/mL) u krvi krava

X SE CV (%) Min-Max
10. dan 17,41 0,99 21,29 12,69-22,91
30.dan 18,29 0,68 14,02 14,23-23,16
60. dan 21,63 1,41 24,39 16,46-33,67
90.dan 21,92 0,53 9,18 19,59-25,56
150. dan 22,94 1,39 22,72 17,49-37,75
180.dan 23,20 0,90 14,57 18,24-30,01
210. dan 24,48 1,35 20,58 18,98-33,69
250.dan 25,36 1,99 29,32 14,28-38,49
280. dan 27,67 1,98 26,79 14,51-40,24
Laktacioni prosek 22,55 0,62 10,33 18,79-28,28

Statisticka znacajnost razlika u koncentraciji insulina u krvi krava ukljucujuci I laktacioni prosek
prikazana je u Tabeli 22.

Tabela 23. Statisticka znacajnost razlika (p vrednost) u koncentraciji insulina izmedu ispitivanih
uzoraka krvi

10d |30d |60.d |90d |150.d | 180.d | 210.d | 250.d | 280.d

LP 0,000 | 0,000 | 0,556 | 0,453 | 0,797 | 0,552 | 0,715 | 0,188 | 0,020

280.d | 0,000 | 0,000 | 0,019 | 0,009 | 0,061 | 0,050 | 0,193 | 0,417

250.d | 0,001 | 0,002 | 0,137 | 0,106 | 0,328 | 0,333 | 0,715

210.d | 0,000 | 0,000 | 0,156 | 0,089 | 0,436 | 0,442

180.d | 0,000 | 0,000 | 0,354 | 0,231 | 0,874

150.d | 0,003 | 0,006 | 0,512 | 0,499

90.d | 0,000 | 0,000 | 0,848

60.d | 0,021 | 0,043

30.d | 0,467

Legenda: LP-laktacioni prosek

Koncentracija insulina je kontinuirano rasla od 10. do 280. dana laktacije sa zna¢ajnim porastom
izmedu 30. i 60. dana. Naime, koncentracije insulina u krvi utvrdene 10. i 30. dana laktacije
(17,41+0,99 pU/mL i 18,29+0,68 pU/mL, pojedina¢no) se nisu medusobno znacéajno razlikovale ali su
bile, pojedina¢no, znacajno niZze od vrednosti koncentracija insulina u krvi utvrdenih u svim narednim
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periodima laktacije. Sezdesetog i devedesetog dana laktacije koncentracije insulina u krvi (21,63+1,41
pU/mL i 21,92+0,53 pU/mL, pojedinacno) su bile znacajno nize samo od vrednosti utvrdenih 280.
dana laktacije, pojedinacno. Vrednosti koncentracija insulina utvrdenih 150., 180., 210., 250. i 280.
dana laktacije (22,94+1,39 pU/mL, 23,20+£0,90 pU/mL, 24,48+1,35 pU/mL, 25,36+1,99 pU/mL i
27,67+1,98 pU/mL, pojedinacno) se nisu medusobno znacajno razlikovale.

5.2.2 Koncentracija glukoze

Koncentracija glukoze u krvi krava tokom ispitivanih perioda laktacije, kao i prose¢na vrednost
tokom laktacije prikazana je u Tabeli 24.

Tabela 24. Koncentracija glukoze (mmol/L) u krvi krava

X SE CV (%) Min-Max
10. dan 3,12 0,20 23,71 1,60-4,50
30.dan 2,85 0,22 28,53 1,20-4,30
60. dan 3,43 0,16 17,78 2,40-4,70
90.dan 3,69 0,10 10,59 3,00-4,50
150. dan 3,78 0,17 16,58 2,10-4,70
180.dan 3,83 0,14 14,04 2,50-4,80
210. dan 3,86 0,12 11,99 2,60-4,30
250.dan 3,68 0,08 8,67 2,90-4,20
280. dan 3,94 0,09 8,59 3,30-4,40
Laktacioni prosek 3,58 0,08 8,35 2,94-3,95

Statisticka znacajnost razlika u koncentraciji glukoze u krvi krava izmedu ispitivanih perioda
laktacije ukljuéujuci i laktacioni prosek prikazana je u Tabeli 25.

Tabela 25. Statisticka znacajnost razlika (p vrednost) u koncentraciji glukoze izmedu ispitivanih
uzoraka krvi

10.d |30.d |60.d |90.d |150.d | 180.d | 210.d | 250.d | 280.d
LP 0,042 | 0,004 | 0,441 | 0,389 | 0,289 | 0,129 | 0,063 | 0,396 | 0,005
280.d | 0,001 | 0,000 | 0,011 | 0,082 | 0,396 | 0,534 | 0,613 | 0,043
250.d | 0,017 | 0,001 | 0,199 | 0,916 | 0,599 | 0,356 | 0,228
210.d | 0,004 | 0,000 | 0,046 | 0,299 | 0,684 | 0,881
180.d | 0,007 | 0,001 | 0,078 | 0,429 | 0,798
150.d | 0,018 | 0,002 | 0,155 | 0,668
90.d | 0,017 | 0,002 | 0,196
60.d | 0,231 | 0,041
30.d | 0,364
Legenda: LP-laktacioni prosek

Koncentracija glukoze utvrdena 10. dana laktacije je bila 3,12+0,20 mmol/L, odnosno znacajno
niza od vrednosti utvrdenih u svim narednim periodima laktacije, izuzev u odnosu na vrednosti
utvrdene 30. 1 60. dana laktacije, dok je koncentracija glukoze utvrdena 30. dana laktacije bila najniza
(2,8520,22 mmol/L), odnosno znacajno niza od vrednosti utvrdenim u krvi u svim ostalim periodima
laktacije. Koncentracija glukoze u krvi krava 60. dana laktacije je bila 3,43+£0,16 mmol/L i bila je
statisticki znacajno niZza u odnosu na vrednosti utvrdene 210. I 280. dana laktacije. Vrednosti
koncentracija insulina utvrdenih 90., 150., 180., 210., 250. i 280. dana laktacije (3,69+0,10 mmol/L,
3,78+0,17 mmol/L, 3,83+0,14 mmol/L, 3,86+0,12 mmol/L, 3,68+0,08 mmol/L i 3,94+0,09 mmol/L,
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pojedinacno) se nisu medusobno znacajno razlikovale izuzev izmedu vrednosti utvrdenih 250. i 280.
dana laktacije jer je vrednost utvrdena 280. dana bila statisticki znacajno viSa od vrednosti utvrdene
250. dana.

5.2.3. Koncentracija ukupnih proteina

Koncentracija ukupnih proteina u krvi krava tokom ispitivanih perioda laktacije, kao i prose¢na
vrednost tokom laktacije prikazana je u Tabeli 26.

Tabela 26. Koncentracija ukupnih proteina (g/L) u krvi krava

X SE CV (%) Min-Max
10. dan 69,40 2,04 11,00 55,40-81,20
30.dan 78,97 1,55 7,32 68,10-88,00
60. dan 78,66 1,29 6,13 72,50-86,00
90.dan 80,33 1,53 7,11 68,10-86,90
150. dan 89,19 1,86 8,59 72,10-96,60
180.dan 81,90 1,26 5,78 74,50-90,60
210. dan 81,43 1,18 5,42 74,60-90,60
250.dan 83,05 1,26 5,67 70,60-90,20
280. dan 85,61 1,51 6,60 73,40-94,00
Laktacioni prosek 80,06 0,82 3,83 73,64-85,17

StatistiCka znacajnost razlika u koncentraciji ukupnih proteina u krvi krava izmedu ispitivanih
perioda laktacije ukljuc¢ujuéi i laktacioni prosek prikazana je u Tabeli 27.

Tabela 27. Statisticka znacajnost razlika (p vrednost) u koncentraciji ukupnih proteina izmedu
ispitivanih uzoraka krvi

10d |30d |60.d |90d |150.d | 180.d | 210.d | 250.d | 280.d

LP 0,000 | 0,539 | 0,366 | 0,879 | 0,583 | 0,233 | 0,348 | 0,057 | 0,003

280.d | 0,000 | 0,005 | 0,002 | 0,021 | 0,077 | 0,071 | 0,038 | 0,204

250.d | 0,000 | 0,052 | 0,022 | 0,181 | 0,416 | 0,525 | 0,358

210.d | 0,000 | 0,216 | 0,124 | 0,571 | 0,913 | 0,790

180.d | 0,000 | 0,154 | 0,084 | 0,435 | 0,756

150.d | 0,000 | 0,367 | 0,237 | 0,723

90.d | 0,000 | 0,538 | 0,410

60.d | 0,001 | 0,877

30.d | 0,001

Legenda: LP-laktacioni prosek

Koncentracija ukupnih proteina utvrdena 10. dana laktacije je bila 69,40+2,04 g/L, odnosno bila je
znacajno niza od vrednosti utvrdenih u svim narednim periodima laktacije. Vrednosti utvrdene 30., 60.,
90., 150., 180., 210., 250. i 280. dana laktacije (78,97+1,55 g/L, 78,66+1,29 g/L, 80,33+1,53 g/L,
89,19+1,86 g/L, 81,90+1,26 g/L, 81,43+1,18 g/L, 83,05+1,26 g/L i 85,61+1,51 g/L, pojedinacno) se
nisu medusobno znacajno razlikovale izuzev izmedu vrednosti utvrdenih 30., 60. 90. i 210. dana u
poredenju sa vrednosti utvrdene 280. dana laktacije, kao i1 izmedu vrednosti utvrdenih 60. i 250. dana
laktacije.
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5.2.4. Koncentracija albumina

Koncentracija albumina u krvi krava tokom ispitivanih perioda laktacije, kao i prose¢na vrednost
tokom laktacije prikazana je u Tabeli 28.

Tabela 28 Koncentracija albumina (g/L) u krvi krava

X SE CV (%) Min-Max
10. dan 32,39 1,95 13,81 25,60-40,30
30.dan 36,38 1,65 16,97 18,80-44,60
60. dan 38,69 0,78 7,58 33,00-43,60
90.dan 39,89 1,08 10,16 33,40-47,20
150. dan 41,33 0,94 8,47 36,40-50,20
180.dan 41,53 0,83 7,53 38,00-49,40
210. dan 41,08 1,23 11,23 34,20-51,20
250.dan 41,61 1,13 10,13 33,50-48,60
280. dan 42,19 0,64 5,69 38,30-46,10
Laktacioni prosek 39,45 0,49 4,72 35,67-43,09

StatistiCka znacajnost razlika u koncentraciji albumina u krvi krava izmedu ispitivanih perioda
laktacije ukljucujuci i laktacioni prosek prikazana je u Tabeli 29.

Tabela 29. Statisticka znacajnost razlika (p vrednost) u koncentraciji albumina izmedu ispitivanih
uzoraka krvi

10.d |30d |60.d |90.d |150.d | 180.d | 210.d | 250.d | 280.d
LP 0,000 | 0,087 | 0,415 | 0,725 | 0,088 | 0,043 | 0,233 | 0,091 | 0,002
280.d | 0,000 | 0,003 | 0,002 | 0,077 | 0,457 | 0,534 | 0,430 | 0,659
250.d | 0,000 | 0,015 | 0,042 | 0,277 | 0,851 | 0,952 | 0,751
210.d | 0,000 | 0,031 | 0,114 | 0,471 | 0,869 | 0,765
180.d | 0,000 | 0,009 | 0,019 | 0,239 | 0,879
150.d | 0,000 | 0,015 | 0,039 | 0,318
90.d | 0,000 | 0,089 | 0,380
60.d | 0,000 | 0,219
30.d | 0,061
Legenda: LP-laktacioni prosek

Koncentracija albumina utvrdena 10. dana laktacije je bila 32,39+1,95 g¢g/L, odnosno bila je
znacajno niza od vrednosti utvrdenih u svim narednim periodima laktacije. Vrednosti utvrdene 30. dana
laktacije (36,38+1,65 g/L) bile su znacajno nize od vrednosti utvrdenih u svim narednim periodima
laktacije, dok su vrednosti utvrdene 60. dana laktacije (38,69+0,78 g/L) bile znacajno nize od vrednosti
utvrdenih u svim narednim periodima laktacije izuzev 90. 1 210. dana laktacije. Vrednosti utvrdene
90., 150., 180., 210., 250. i 280. dana laktacije (39,89+1,08 g/L, 41,33+£0,94 g/L, 41,53+0,83 g/L,
41,08+1,23 g/L, 41,61+1,13 g/L i42,19+0,64 g/L) se nisu medusobno znacajno razlikovale.

5.2.5. Koncentracija uree

Koncentracija uree u krvi krava tokom ispitivanih perioda laktacije, kao i prosecna vrednost tokom
laktacije prikazana je u Tabeli 30.

36



Tabela 30. Koncentracija uree (mmol/L) u krvi krava

X SE CV (%) Min-Max
10. dan 4,17 0,16 14,46 2,90-5,30
30.dan 4,38 0,15 13,08 3,60-5,30
60. dan 5,23 0,22 16,05 3,60-6,70
90.dan 5,90 0,25 16,16 4,80-7,60
150. dan 6,43 0,29 16,98 4,90-8,80
180.dan 6,56 0,25 15,72 5,40-8,50
210. dan 6,79 0,30 16,87 5,40-9,00
250.dan 6,90 0,31 17,08 5,50-9,10
280. dan 6,88 0,30 16,36 5,20-9,30
Laktacioni prosek 5,92 0,19 12,39 5,04-7,23

StatistiCka znacajnost razlika u koncentraciji uree u krvi krava izmedu ispitivanih perioda laktacije
ukljucujuéi i laktacioni prosek prikazana je u Tabeli 31.

Tabela 31. Statisticka znacajnost razlika (p vrednost) u koncentraciji uree izmedu ispitivanih uzoraka
krvi

10.d |30d |60.d |90.d |150.d | 180.d | 210.d | 250.d | 280.d
LP 0,000 | 0,000 | 0,031 | 0,959 | 0,157 | 0,067 | 0,023 | 0,013 | 0,013
280.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,019 | 0,293 | 0,448 | 0,843 | 0,961
250.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,020 | 0,282 | 0,429 | 0,809
210.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,034 | 0,397 | 0,584
180.d | 0,000 | 0,000 | 0,001 | 0,088 | 0,738
150.d | 0,000 | 0,000 | 0,003 | 0,184
90.d | 0,000 | 0,000 | 0,062
60.d | 0,001 | 0,004
30.d | 0,359
Legenda: LP-laktacioni prosek

Koncentracije uree utvrdene 10., 30. i 60. dana laktacije (4,17+0,16 mmol/L, 4,38+0,15 mmol/L i
5,23+0,22 mmol/L) su bile znacajno nize od vrednosti utvrdenih u svim narednim periodima laktacije
izuzev u slucajevima poredenja koncentracije uree 30. i 60. ddnosno 60. i 90. dana laktacije.
Koncentracije uree utvrdena 90. dana laktacije (5,90£0,25 mmol/L) je bila zna¢ajno niza od vrednosti
utvrdenih u kasnijim periodima laktacije izuzev u odnosu na 150. i 180. dan laktacije. Vrednosti
utvrdene 150., 180., 210., 250. i 280. dana laktacije (6,43+0,29 mmol/L, 6,56+0,25 mmol/L, 6,79+0,30
mmol/L, 6,90+0,31 mmol/L i 6,88+0,30 mmol/L) se nisu medusobno znacajno razlikovale.

5.2.6. Koncentracija ukupnog bilirubina

Koncentracija ukupnog bilirubina u krvi krava tokom ispitivanih perioda laktacije, kao i prose¢na
vrednost tokom laktacije prikazana je u Tabeli 32.
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Tabela 32. Koncentracija ukupnog bilirubina (umol/L) u krvi krava

X SE CV (%) Min-Max
10. dan 8,42 0,28 12,66 7,00-10,30
30.dan 7,54 0,13 6,65 6,90-8,30
60. dan 7,71 0,08 3,83 7,20-8,10
90.dan 7,47 0,09 4,94 7,00-8,50
150. dan 7,49 0,08 4,23 7,10-8,10
180.dan 6,20 0,32 19,15 4,50-8,30
210. dan 5,86 0,26 16,51 4,20-7,50
250.dan 5,89 0,28 18,07 3,90-7,30
280. dan 5,58 0,23 15,57 3,90-6,80
Laktacioni prosek 6,91 0,07 4,03 6,42-7,35

Statisticka znacajnost razlika u koncentraciji ukupnog bilirubina u krvi krava izmedu ispitivanih
perioda laktacije ukljucujuéi i laktacioni prosek prikazana je u Tabeli 33.
Tabela 33. Statisticka znacajnost razlika (p vrednost) u koncentraciji ukupnog bilirubina izmedu
ispitivanih uzoraka krvi

10.d |30d |60.d |90.d |150.d | 180.d | 210.d | 250.d | 280.d
LP 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,039 | 0,000 | 0,002 | 0,000
280.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,409 | 0,442 | 0,411
250.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,478 | 0,927
210.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,409
180.d | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
150.d | 0,004 | 0,755 | 0,067 | 0,870
90.d | 0,004 | 0,671 | 0,065
60.d | 0,024 | 0,280
30.d | 0,009
Legenda: LP-laktacioni prosek

Koncentracija ukupnog bilirubina utvrdena 10. dana laktacije je bila 8,42+0,28 pmol/L, odnosno
bila je znacajno viSa od vrednosti utvrdenih u svim narednim periodima laktacije. Vrednosti za
koncentraciju ukupnog bilirubina u krvi utvrdene 30., 60., 90. i 150 dana laktacije (7,54+0,13 pmol/L,
7,71+0,08 umol/L, 7,47+0,09 pumol/L i 7,49+0,08 umol/L, pojedina¢no) bile su znacajno vise od
vrednosti utvrdenih 180., 210., 250. i 280. dana laktacije. Vrednosti utvrdene 180., 210., 250. i 280.
dana laktacije (6,20+0,32 pmol/L, 5,86+0,26 pmol/L, 5,89+0,28 umol/L, 5,58+0,23 pmol/L,
pojedinac¢no) se nisu medusobno statisticki znacajno razlikovale.

5.2.7. Aktivnhost ALTa

Aktivnost ALT u krvi krava tokom ispitivanih perioda laktacije, kao i prose¢na vrednost tokom
laktacije prikazana je u Tabeli 34.
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Tabela 34 Aktivnost ALT (U/L) u krvi krava

X SE CV (%) Min-Max
10. dan 36,40 2,07 21,26 21,00-46,30
30.dan 43,43 0,99 8,56 37,20-50,60
60. dan 46,51 0,97 7,81 40,20-53,20
90.dan 46,51 0,79 6,38 42,80-52,30
150. dan 48,27 0,94 7,30 42,20-56,20
180.dan 48,53 0,82 6,34 41,50-53,80
210. dan 47,84 0,91 7,11 40,20-54,20
250.dan 48,74 0,81 6,23 44,50-55,00
280. dan 49,63 0,81 6,14 45,90-55,40
Laktacioni prosek 46,20 0,59 4,82 42,32-49,99

StatistiCka znacajnost razlika u aktivnosti ALT u krvi krava izmedu ispitivanih perioda laktacije
ukljucujudi i laktacioni prosek prikazana je u Tabeli 35.

Tabela 35. Statisticka znacajnost razlika (p vrednost) u aktivnosti ALT izmedu ispitivanih uzoraka krvi

10.d |30d |60.d |90.d |150.d | 180.d | 210.d | 250.d | 280.d
LP 0,000 | 0,024 | 0,790 | 0,760 | 0,076 | 0,031 | 0,144 | 0,018 | 0,002
280.d | 0,000 | 0,000 | 0,021 | 0,011 | 0,286 | 0,351 | 0,155 | 0,448
250.d | 0,000 | 0,000 | 0,090 | 0,060 | 0,708 | 0,854 | 0,467
210.d | 0,000 | 0,003 | 0,327 | 0,281 | 0,746 | 0,581
180.d | 0,000 | 0,000 | 0,126 | 0,898 | 0,839
150.d | 0,000 | 0,001 | 0,205 | 0,165
90.d | 0,000 | 0,023 | 1,000
60.d | 0,000 | 0,036
30.d | 0,005
Legenda: LP-laktacioni prosek

Aktivnosti ALT utvrdene 10. i 30. dana laktacije bile su 36,40+2,07 U/L i 43,43+0,99 U/L,
pojedinacno, odnosno zna¢ajno nize 0d vrednosti utvrdenih u svim narednim periodima laktacije.
Vrednosti za aktivnost ALT u krvi utvrdene 60. i 90. dana laktacije (46,51+0,79 U/L i 46,51+0,79 U/L,
pojedina¢no) bile su zna¢ajno nize samo od vrednosti utvrdene 280. dana laktacije. Vrednosti utvrdene
150., 180. 210. 250. i 280. dana laktacije (48,27+0,94 U/L, 48,53+0,82 U/L, 47,84+0,91 UIL,
48,74+0,81 U/L 149,63+0,81 U/L, pojedinacno) se nisu medusobno statisti¢ki znacajno razlikovale.

5.2.8. Aktivnhost ASTa

Aktivnost AST u krvi krava tokom ispitivanih perioda laktacije, kao i prose¢na vrednost tokom
laktacije prikazana je u Tabeli 36.
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Tabela 36 Aktivnost AST (U/L) u krvi krava

X SE CV (%) Min-Max
10. dan 82,62 5,57 25,36 64,50-143,20
30.dan 83,10 4,72 21,24 54,50-120,40
60. dan 100,23 10,14 37,85 63,80-199,20
90.dan 107,75 9,20 31,96 66,80-188,70
150. dan 109,96 8,08 27,49 69,70-177,00
180.dan 112,53 7,26 24,13 75,60-178,50
210. dan 113,73 7,52 24,76 77,60-189,00
250.dan 114,55 7,63 24,92 79,50-190,00
280. dan 117,32 7,23 23,04 88,20-178,00
Laktacioni prosek 104,64 5,18 18,78 75,74-152,30

StatistiCka znacajnost razlika u aktivnosti AST u krvi krava izmedu ispitivanih perioda laktacije
ukljucujudi i laktacioni prosek prikazana je u Tabeli 37.

Tabela 37. Statisticka znacajnost razlika (p vrednost) u aktivnosti AST izmedu ispitivanih uzoraka krvi

10.d |30d |60.d |90.d |150.d | 180.d | 210.d | 250.d | 280.d
LP 0,012 | 0,001 | 0,737 | 0,733 | 0,548 | 0,354 | 0,303 | 0,268 | 0,150
280.d | 0,001 | 0,001 | 0,182 | 0,421 | 0,503 | 0,644 | 0,733 | 0,794
250.d | 0,003 | 0,002 | 0,269 | 0,574 | 0,682 | 0,849 | 0,939
210.d | 0,004 | 0,002 | 0,295 | 0,619 | 0,735 | 0,910
180.d | 0,004 | 0,002 | 0,333 | 0,686 | 0,814
150.d | 0,012 | 0,008 | 0,460 | 0,858
90.d | 0,034 | 0,025 | 0,588
60.d | 0,164 | 0,137
30.d | 0,929
Legenda: LP-laktacioni prosek

Aktivnosti AST utvrdene 10. i 30. dana laktacije bile su 82,62+5,57 U/L i 83,10+4,72 UIL,
pojedina¢no, odnosno znacajno nize od vrednosti utvrdenih od 90. do 280. dana laktacije. Vrednosti za
aktivnost ALT u krvi 60., 90., 150., 180. 210. 250. i 280. dana laktacije (100,23+10,14 UIL,
107,75+9,20 U/L, 109,96+8,08 U/L, 112,53+7,26 U/L, 113,73+7,52 U/L, 114,55+7,63 U/L i
117,32+7,23, pojedina¢no) se nisu medusobno statisti¢ki znacajno razlikovale. Numericki, aktivnost
ASTa je kontinuirano rasla od 10. do 280. dana laktacije.

5.2.9. Koncentracija kalcijuma

Koncentracija kalcijuma u krvi krava tokom ispitivanih perioda laktacije, kao i1 prose¢na vrednost
tokom laktacije prikazana je u Tabeli 38.
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Tabela 38. Koncentracija kalcijuma (mmol/L) u krvi krava

X SE CV (%) Min-Max
10. dan 2,22 0,05 7,96 1,91-2,60
30.dan 2,29 0,05 8,61 2,02-2,55
60. dan 2,55 0,05 7,68 2,11-2,85
90.dan 2,58 0,07 9,57 2,26-3,17
150. dan 2,64 0,08 10,77 2,10-3,12
180.dan 2,65 0,07 10,70 2,10-3,00
210. dan 2,66 0,07 10,01 2,10-3,10
250.dan 2,69 0,09 12,21 2,12-3,25
280. dan 2,71 0,09 12,89 2,00-3,33
Laktacioni prosek 2,56 0,03 5,03 2,31-2,75

Statisticka znac¢ajnost razlika u koncentraciji kalcijuma u krvi krava izmedu ispitivanih perioda
laktacije ukljucujuci i laktacioni prosek prikazana je u Tabeli 39.

Tabela 39. Statisticka znacajnost razlika (p vrednost) u koncentraciji kalcijuma izmedu ispitivanih
uzoraka krvi

10.d |30d |60.d |90.d |150.d | 180.d | 210.d | 250.d | 280.d
LP 0,000 | 0,000 | 0,966 | 0,731 | 0,325 | 0,292 | 0,192 | 0,144 | 0,130
280.d | 0,000 | 0,001 | 0,152 | 0,267 | 0,556 | 0,587 | 0,676 | 0,912
250.d | 0,000 | 0,001 | 0,169 | 0,300 | 0,619 | 0,653 | 0,750
210.d | 0,000 | 0,000 | 0,230 | 0,418 | 0,833 | 0,876
180.d | 0,000 | 0,001 | 0,326 | 0,532 | 0,957
150.d | 0,000 | 0,001 | 0,358 | 0,570
90.d | 0,000 | 0,002 | 0,737
60.d | 0,000 | 0,002
30.d | 0,290
Legenda: LP-laktacioni prosek

Koncentracije kalcijuma utvrdene 10. i 30 dana laktacije bile su 2,22+0,05 mmol/L i 2,29+0,05,
pojedinac¢no, i1 nisu se znac¢ajno medusobno razlikovale ali su bile znacajno niZze u odnosu na vrednosti
utvrdene u svim narednim periodima laktacije. Vrednosti za koncentraciju kalcijuma u krvi utvrdene
60., 90., 150., 180., 210., 250. i 280 dana laktacije (2,55+0,05 mmol/L, 2,58+0,07 mmol/L, 2,64+0,08
mmol/L, 2,65+0,07 mmol/L, 2,66+0,07 mmol/L, 2,69+0,09 mmol/L i 2,71+0,09 mmol/L, pojedina¢no)
se nisu medusobno statisticki znacajno razlikovale.

5.2.10. Koncentracija fosfora

Koncentracija fosfora u krvi krava tokom ispitivanih perioda laktacije, kao 1 prosec¢na vrednost
tokom laktacije prikazana je u Tabeli 40.
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Tabela 40. Koncentracija fosfora (mmol/L) u krvi krava

X SE CV (%) Min-Max
10. dan 1,64 0,12 28,22 0,99-2,37
30.dan 1,84 0,18 23,23 0,96-2,43
60. dan 1,91 0,06 11,58 1,46-2,23
90.dan 1,97 0,07 12,58 1,65-2,38
150. dan 2,25 0,11 19,56 1,35-3,28
180.dan 2,25 0,12 20,08 1,39-3,33
210. dan 2,30 0,12 19,77 1,45-3,34
250.dan 2,33 0,08 13,35 1,50-2,80
280. dan 2,39 0,09 13,67 1,60-2,96
Laktacioni prosek 2,09 0,05 9,34 1,68-2,38

StatistiCka znacajnost razlika u koncentraciji fosfora u krvi krava izmedu ispitivanih perioda
laktacije ukljucujuéi i laktacioni prosek prikazana je u Tabeli 41.

Tabela 41. Statisticka znacajnost razlika (p vrednost) u koncentraciji fosfora izmedu ispitivanih
uzoraka krvi

10.d |30d |60.d |90.d |150.d | 180.d | 210.d | 250.d | 280.d
LP 0,003 | 0,055 | 0,033 | 0,152 | 0,229 | 0,243 | 0,455 | 0,022 | 0,007
280.d | 0,000 | 0,001 | 0,000 | 0,001 | 0,358 | 0,361 | 0,455 | 0,644
250.d | 0,000 | 0,002 | 0,000 | 0,002 | 0,580 | 0,580 | 0,455
210.d | 0,001 | 0,010 | 0,008 | 0,024 | 0,770 | 0,766
180.d | 0,002 | 0,021 | 0,019 | 0,051 | 0,993
150.d | 0,001 | 0,019 | 0,017 | 0,046
90.d | 0,030 | 0,341 | 0,552
60.d | 0,061 | 0,569
30.d | 0,258
Legenda: LP-laktacioni prosek

Koncentracije fosfora utvrdene 10., 30. i 60 dana laktacije bile su 1,64+0,12 mmol/L, 1,84+0,18
mmol/L i 1,91+0,06 mmol/L, pojedina¢no i bile su zna¢ajno nize u odnosu na vrednosti utvrdene od
150. do 280. dana laktacije. Dodatno, vrednost utvrdena 30. dana laktacije bila je znacajno niza od
koncentracije fosfora utvrdene 90. dana laktacije. Koncentracija fosfora utvrdena 90. dana laktacije
(1,97+0,07 mmol/L) bila je znacajno niZa od vrednosti utvrdenih u kasnijim periodima laktacije izuzev
u odnosu na vrednost odredenu 180. dana lakatacije. Vrednosti za koncentraciju fosfora u krvi utvrdene
150., 180., 210., 250. i 280 dana laktacije (2,25+0,11 mmol/L, 2,25+0,12 mmol/L, 2,30£0,12 mmol/L,
2,33£0,08 mmol/L i 2,39+0,09 mmol/L, pojedina¢no) se nisu medusobno statisticki znacajno
razlikovale.

5.2.11. Koncentracija magnezijuma

Koncentracija magnezijuma u krvi krava tokom ispitivanih perioda laktacije, kao i prosecna
vrednost tokom laktacije prikazana je u Tabeli 42.
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Tabela 42. Koncentracija magnezijuma (mmol/L) u krvi krava

X SE CV (%) Min-Max
10. dan 1,08 0,06 22,83 0,62-1,67
30.dan 1,18 0,00 28,69 0,67-1,94
60. dan 121 0,06 18,91 0,89-1,58
90.dan 1,28 0,08 23,95 0,53-1,52
150. dan 1,32 0,08 24,18 0,77-1,69
180.dan 1,37 0,07 19,63 0,95-1,69
210. dan 1,36 0,08 21,74 0,98-1,80
250.dan 1,36 0,06 16,66 0,85-1,60
280. dan 1,35 0,06 16,91 0,96-1,75
Laktacioni prosek 1,28 0,03 9,99 1,08-1,45

StatistiCka znacajnost razlika u koncentraciji magnezijuma u krvi krava izmedu ispitivanih perioda
laktacije ukljucujuci i laktacioni prosek prikazana je u Tabeli 43.

Tabela 43. StatistiCka znacajnost razlika (p vrednost) u koncentraciji magnezijuma izmedu ispitivanih
uzoraka krvi

10.d |30d |60.d |90.d |150.d| 180.d | 210.d | 250.d | 280.d

LP 0,012 | 0,319 | 0,324 | 0,972 | 0,683 | 0,241 | 0,353 | 0,281 | 0,302

280.d | 0,005 | 0,128 | 0,107 | 0,497 | 0,735 | 0,818 | 0,939 | 0,975

250.d | 0,005 | 0,121 | 0,099 | 0,479 | 0,715 | 0,839 | 0,960

210d | 0,011 | 0,147 | 0,141 | 0,499 | 0,711 | 0,895

180.d | 0,005 | 0,106 | 0,091 | 0,405 | 0,609

150.d | 0,036 | 0,284 | 0,311 | 0,772

90.d | 0,065 | 0,414 | 0,479

60.d | 0,162 | 0,801

30.d | 0,374

Legenda: LP-laktacioni prosek

Koncentracija magnezijuma utvrdena 10. dana laktacije bila je 1,08£0,06 mmol/L, odnosno
statistiCki znacajno niza od vrednosti utvrdenih u periodu od 150. do 280. dana laktacije. Vrednosti za
koncentraciju magnezijuma u krvi utvrdene 30., 60., 90., 150., 180., 210., 250. i 280 dana laktacije
(1,18+0,00 mmol/L, 1,21+0,06 mmol/L, 1,28+0,08 mmol/L, 1,32+0,08 mmol/L, 1,37+£0,07 mmol/L,
1,36£0,08 mmol/L, 1,36+0,06 mmol/L i 1,35+0,06 mmol/L, pojedina¢no) se nisu medusobno statisti¢ki
znacajno razlikovale.

5.3. Servis period ispitivanih krava

Servis period kod ispitivanih krava, odnosno period od teljenja do prvog uspesnog osemenjavanja,
iznosio je 103,4318,75 dana (Min: 55,00 dana; Max: 154,00 dana; CV: 8,75).
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6. DISKUSIJA

U ovoj disertaciji ispitivana je koncentracija hormona u mleku krava tokom celog laktacionog
perioda sa ciljem da se utvrde variranja u koncentraciji hormona, za koje je od ranije poznato da zavise
od faze laktacije (Malekinejad i Rezabakhsh, 2015). Dodatno je odredena i koncentracija hormona u
laktofrizu, kao i u komercijalnom mleku sa razli¢itim procentom masti da bi se utvrdilo da 1i sadrzaj
masti ima uticaj na koncentraciju hormona u mleku. Dobijene vrednosti u laktofrizu i komercijalnom
mleku su uporedene kako sa vrednostima koncentracija hormona kod svakog pojedina¢nog merenja
tako 1 sa laktacionim prosekom i vrednostima odredenim u laktofrizu. U ovom poglavlju ¢e se
analizirati dobijeni rezultati i uporediti sa literaturnim vrednostima za svaki od ispitivanih hormona
pojedinac¢no.

Pored koncentracija hormona, u ovoj disertaciji su prikazani rezultati za sastav mleka jer je
dokazano da sastav mleka moZe znaCajno da utiCe na zastupljenost hormona ali i da ukaze na
energetski status ispitivane jedinke (Samanc i sar., 2006). Dodatno, zastupljenost organskih sastojaka u
mleku krava ukazuje i na rizik od pojave pojedinih bolesti kod ljudi (Cimmino i sar., 2023).

U disertaciji su odredivani biohemijski parametri u krvi krava, a da bi se obezbedili podaci koji bi
ukazivali na zdravstveni status ispitivanih jedinki. Naime, kako je iz literature poznato, biohemijski
parametri krvi mogu da ukazu na eventualne uzroke metaboli¢kih poremecaja kod krava (Pupel i
Kuczynska, 2016).

6.1. Promene u koncentracijama ispitivanih hormona u mleku krava u razli¢itim periodima
laktacije

U okviru ove disertacije ispitivane su koncentracije IGF-I, insulina, kortizola, tireoidnih hormona,
progesterona i 17p-estradiola u mleku krava.

Koncentracija IGF-1 u mleku ispitivanih krava bila je najvisa na pocetku laktacije (9,23+0,71
ng/mL) a zatim je opadala kako je laktacija napredovala, $to je u skladu sa literaturnim podacima.
Naime, koncentracija IGF-1 je najveca u kolostrumu, odnosno prva 3 dana nakon teljenja, a zatim se
njegova koncentracija u mleku znacajno smanjuje (Collier i sar., 1991). Postoje navodi u literaturi da se
koncentracije IGF-1 u kolostrumu iznosi i do 150 ng/mL, a da u mleku ta koncentracija opada do
vrednosti od 1 do 5 ng/mL, koja se odrzava tokom ¢Citave laktacije (Castigliego i sar., 2011). Zanimljivo
je napomenuti da se u kolostrumu, izuzev IGF-1, nalazi i ,Skra¢ena® varijanta ovog hormona,
takozvani des (1-3)-IGF-1, kojoj na N terminalnom kraju nedostaju tri aminokiseline (Gly, Pro i Glu).
Nedostatak ovih aminokiselina u molekulu des (1-3)-1GF-1 povlaci sa sobom i smanjenje afiniteta
prema IGFBP (IGF binding proteins), a samim tim i ve¢u bioloSku aktivnost des (1-3)-1GF-1 u odnosu
na IGF-1. Des (1-3)-IGF-1 je prisutan i u mleku, ali ima udeo od svega 3 % u ukupnoj koli¢ini IGF-1.
U skladu sa navedenim koncentracijama IGF-1 iz literature i u nasem radu se koncentracija IGF-1
znacajno smanjivala sa napredovanjem laktacije pa je najniza koncentracija ovog hormona zabelezena
210. dana laktacije kada je iznosila 2,80+0,22 ng/mL. Dobijene vrednosti su u saglasnosti sa
rezultatima JECFA (2014) gde je utvrdeno da je koncentracija IGF-1 u mleku od 0,3 do 15 ng/mL.
Objasnjenje za visoku koncentraciju IGF-1 u mleku na pocetku laktacije lezi u tome Sto se krave tada
nalaze u stanju negativnog bilansa energije (Collier i sar., 2020). Kako mleko koje se dobija od krava
na pocetku laktacije sadrzi visoke nivoe IGF-1, ono moze izazvati aktivan Celijski rast, koji je
nepozeljan kod onkoloskih pacijenata. Stoga neki autoru ukazuju na mogucu uzro¢no posledi¢nu vezu
izmedu konzumaciju mleka krava i pojave kancera kod konzumenata (Harrison i sar., 2017). Suprotno
tome, mleko u kasnim stadijumima laktacije je mnogo pogodnije za konzumaciju u svojoj prirodnoj
formi a zbog smanjenog sadrzaja IGF-1. Dodatno smo u ovoj disertaciji ispitivali koncentracije IGF-1
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u komercijalnom mleku sa razli¢itim sadrzajem masti i utvrdili da komercijalno mleko sa 1,5% masti
ima znacajno nizu koncentraciju IGF-1 (5,95+0,18 ng/mL) u odnosu na komercijalno mleko sa 3,2%
masti (8,82+0,27 ng/mL). Sve ove vrednosti su bile vise u odnosu na one koje je objavio Vicini i
saradnici (2008) koji je odredio koncentraciju IGF-1 od 5,95+0,18 ng/mL u komercijalnom mleku.
Marin-Quiroga i saradnici (2015) su utvrdili najvise koncentracije IGF-1 u punomasnom mleku, dok je
nize vrednosti utvrdio u mleku sa nizim nivoom masti, sugeriSu¢i da masna frakcija mleka doprinosi
ukupnom sadrzaju IGF-1 u melku. S druge strane, tretman mleka toplotom, kao §to je pasterizacija
nema efekta na koncentraciju i distribuciju IGF-1, kao i insulina, u razliitim frakcijama
pasterizovanog i nepasterizovanog mleka (Ollikainen i Muuronen, 2013). Prihvaceno je da
konzumiranje mleka i mle¢nih proizvoda sa visokim sadrzajem IGF-1 moze uzrokovati razvoj
neoplasti¢nih procesa koji mogu povecati rizik od kancera kod ljudi (Qin i sar., 2009). Simonov i
saradnici (2021) su ukazali da konzumacija mleka promovise proliferativne procese kod ljudi. Nizi
nivo ovih hormona u mleku je udruZen sa nizim rizikom od kancera (Thornton i sar., 2016; Ventura i
sar., 2019). Fraser i saradnici (2020) nisu utvrdili znacajno povecani rizik od kancera dojke kod Zena u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama koje konzumiraju priblizno 160 mL komercijalnog mleka dnevno,
bez obzira na sadrzaj masti u mleku. Za zavrSni zakljucak koji se odnosi na uticaj koncentracije IGF-1
u mleka na zdravlje ljudi, neophodna su dalja istrazivanja koja uklju¢uju ne samo koncentraciju nego i
koli¢inu konzumiranog mleka unutar populacije ljudi.

Kada je u pitanju metodologija odredivanja koncentracije IGF-1, pregledom literature se zapaza se
da je koncentracija IGF-1 najéesce odredivana RIA i sendvi¢ ELISA metodom u uzorcima (obranog)
mleka. Primena RIA metode zahteva pripremu uzorka, koja podrazumeva dodavanje alkoholnog
(C2HsOH) rastvora mravlje ili hlorovodoni¢ne kiseline, ¢ime se postize obaranje pH uzorka mleka i
odvajanje IGF-1 od IGFBP. Kasnijom neutralizacijom puferskim rastvorom sprecava se, u velikoj
meri, ponovno vezivanje IGF-1 za IGFBP (Collier i sar., 1991). Medutim, postoji i druga moguc¢nost, a
to je da se nakon snizavanja pH u uzorcima mleka ili obranog mleka, doda IGF-2 koji ¢e, kada se doda
u visku, vrlo efikasno spre€iti ponovno vezivanje IGF-1 za IGFBP. Ovo se smatra dosta povoljnom
solucijom jer je unakrsna reaktivnost izmedu IGF-1 i IGF-2 veoma mala, gotovo zanemarljiva (0,0016
%) (Daxenberger i sar., 1998). S druge strane, razvijeno je i nekoliko protokola za odredivanje
koncentracije IGF-1, u mleku krava, ELISA metodom. Ovi protokoli nalazu pripremu uzorka kravljeg
mleka, koja se takode zasniva na spustanju pH (obranog) mleka i naknadnom dodavanju IGF-2 u visku
(Castigliego i sar., 2011; Guidi i sar., 2007). Kako primena i RIA i ELISA metode zahteva prethodnu
pripremu uzorka mleka na odgovaraju¢i nacin, nijedna od ove dve metode s te strane nema prednost.
Svakako je RIA metoda pogodna zbog osetljivosti, a nisku osetljivost obezbeduju i sendvic ELISA
kitovi. Granice osetljivosti koje su Guidi i sar. (2007) dobili primenom takvih kitova su bile 0,3 i 10
ng/mL mleka, sa intraassay CV od 6 % i interassay CV od 9.5 %, $to se smatra prihvatljivim
rezultatom u analitici.

U ovoj diesertaciji je odredivana i koncentracija insulina u mleku i prose¢na koncentracija
insulina u laktaciji je bila 17,59+0,56 mIU/L, dok je koncentracija insulina u komercijalnom mleku sa
1,5 % mle¢ne masti bila 13,41+1,03 mIU/L, a u komercijalnom mleku sa 3,2 % mle¢ne masti
18,77+0,90 mIU/L. Ove vrednosti su u okviru onih koje je izvestio i Jouan i sar (2006), a koji je
utvrdio da je koncentracija insulina bila 5-40 ng/mL. Inace, kao i u slu¢aju IGF-1, koncentracija
insulina kao glavnog proteinskog anabolickog hormona, je najvisa u kolostrumu a zatim, tokom
laktacije, postepeno opada. Tako, u istrazivanju koje su sproveli Aranda i saradnici (1991)
koncentracija insulina je u prvom kolostrumu bila 327 ng/mL. Nakon 24 ¢asa, koncentracija insulina u
kolostrumu je pala na 48 %, a nakon 72 ¢asa na 26 % od pocetne vrednosti, da bi se 7. dana vrednosti
stabilizovale na 46 ng/mL (14 % od pocetne vrednosti) (Aranda i sar., 1991). U naSem ispitivanju je
koncentracija insulina u mleku krava 10. dana laktacije bila 16,36+1,70 mIU/L a najvise vrednosti je
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dosegla 280. dana laktacije kada je iznosila 20,66+1,50 mIU/L. Svakako da se ne$to nize koncentracije
insulina koje smo mi utvrdili u odnosu na vrednosti koje su dobili Aranda i saradnici (1991) mogu
pripisati i metodologiji odredivanja koncentraciji insulina. Problem za poredenje dobijenih vrednosti u
odnosu na literaturne podatke je Cesto u tome $to se u dostupnoj literaturi nalazi malo podataka o
koncentraciji insulina u mleku krava u razli¢itim periodima laktacije a dodatno nije uvek jasno
objasnjeno na koji na¢in je uzorak mleka pripremljen za odredivanje koncentracije insulina, bilo da je
koriS¢ena ELISA ili RIA metoda. Na primer, Zinicola i Bicalho (2019) navode da su, u cilju
odredivanja koncentracije insulina, uzorke mleka homogenizovali, a potom i centrifugirali (10 000 x g),
kako bi izdvojili supernatant i ¢uvali ga na —20 °C do analiza. Sa druge strane, Ontsouka i saradnici
(2003) su koristili mle¢ni serum za odredivanje koncentracije insulina RIA metodom, navodeci da su
pratili smernice koje su dali Hadorn i saradnici (1997). Medutim, pregledom rada Hadorn i saradnika
(1997), uocava se da oni nisu ni odredivali koncentraciju insulina u kolostrumu ili mleku, a nisu ni
opisali protokol za pripremu uzorka ili izvodenje RIA metode. Na kraju, treba se osvrnuti i na radove
Ollikainen i Muuronen (2013) i Aranda i saradnika (1991), koji su koristili obrano mleko za
odredivanje koncentracije insulina ELISA metodom. KoriS¢enje obranog mleka u ove svrhe je 1
najlogi¢nije jer se insulin nalazi skoro podjednako zastupljen u serumskoj i kazeinskoj frakciji mleka.
Uopsteno, ako se primenjuje ELISA metoda, treba uvek proveriti da li se granice osetljivosti dostupnog
ELISA kita poklapaju sa o¢ekivanim koncentracijama insulina u mleku i da li je isti validiran za uzorke
mleka. Na kraju treba napomenuti da je koncentracija insulina u mleku i do stotinu puta vise od onih u
krvnoj plazmi (Jouan i sar., 2006) tako da se i time treba rukovoditi kod izbora metode za odredivanje
insulina u mleku krava. Mi smo se u nasem radu opredelili za odredivanje koncentracije insulina u
mleku RIA metodom uz upotrebu komercijalnog kita. Kada je u pitanju potencijalni uticaj insulina
prisutnog u mleku krava na zdravlje ljudi koji ga konzumiraju, treba napomenuti da su Paronen i
saradnici (2000) utvrdili da je oralno izlaganje bovinom insulinu prisutnom u mleku krava izazvalo
insulin-specifi¢ni odgovor T ¢elija i antitela kod novorodene dece i dovelo do povecanog rizika od tipa
1 dijabetesa. Za novorodencad koja su kasnije razvila tip 1 dijabetes ili autoimunitet na beta celije
pankreasa je utvrdeno da su imala narusenu oralnu toleranciju, ne samo na insulin unet oralnim putem
nego 1 na proteine krava uopsteno (Luopajirvi 1 sar., 2008). Peptidi insulina u mle¢nim formulama na
bazi surutke mogu potencijalno da izazovu Stetan odgovor T ¢elija (Tollefsen i ar., 2006). U skladu sa
tim, bovini peptidi insulina u surutki mleka mogu delovati kao imitatori sredine autoanitigenih peptida
i indukovati netolerantne T ¢elije da aktiviraju autoreaktivnost protiv primarnog autoantigena odnosno
humanog insulina prisutnog u ¢elijama Langerhansovih ostrvaca (Vaarala i sar., 2012). Nema podataka
u literaturi o nivoima insulina koji predstavljaju rizik za zdravlje ljudi, ali pomenuti autori navode da
unos mleka krava moze uzrokovati tip 1 dijabetesa kod dece. Ipak, ovakve tvrdnje treba preispitati
dodatnim istrazivanjima.

U okviru ispitivanja hormona mleka ispitivali smo i koncentracije slobodnog tiroksina i
trijodtironina. Dobijeni rezultati su pokazali da je koncentracija slobodnog tiroksina varirala izmedu
0,198+0,009 ng/dL i 0,239+0,007 ng/dL. Ove vrednosti su nize od onih koje su utvrdili Pezzi i
saradnici (2003) koji su ustanovili vrlo niske vrednosti za slobodan tiroksin u kolostrumu (0,70+£0,1
ng/mL), sa dodatno opadaju¢im vrednostima u narednim uzorcima kolostruma koje su bile ispod nivoa
detekcije. Kada je u pitanju koncentracija slobodnog trijodtironina, koncentracija ovog hormona je
varirala izmedu 3,1440,22 i 6,61+0,44 ng/dL. Nasi rezultati za slobodan trijodtironin u ranoj laktaciji
su bili u skladu sa rezultatima koje su objavili Pezzi i saradnici (2003), posto su oni izvestili da je
koncentracija slobodnog trijodtironina u mleku opadala kako je rana laktacija napredovala jer su
najviSe vrednosti utvrdene u kolostrumu 0. dana laktacije (3,54+0,81 ng/dL) i te vrednosti su bile
znacajno smanjenje 5. dana laktacije i stabilno se smanjivale tokom dva meseca. Pan’kiv i Simonov
(2020) su utvrdili da su koncentracije slobodnog tiroksina i trijodtironina bile 4,92 i 4,75 nmol/L tri
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dana nakon teljenja, a da su smanjene do vrednosti od 2,15 i 2,35 nmol/L dve nedelje posle teljenja
kada su iznosile 1,77 i 1,56 nmol/L izmedu 30. i 40. dana. Prema Pan’kiv i Simonov (2020)
koncentracije trijodtironina i tiroksina u kolostrumu su najvise i to se moze objasniti potrebom da se
stimuli§e metabolic¢ki process kod novorodenih teladi, posto njihov endokrini system joS nije sazreo.
Pad koncentracije tiroidnih hormona u mleku krava u kasnijim stadijumima laktacije moze biti vezan sa
promenama u metabolizmu kod krava koje smanjuju potrebu za egzogenim hormonima kod teladi
(Pan’kiv i Simonov, 2020). Pezzi i saradnici (2003) su potvrdili da su mle¢ne krave u stanju hipotireoze
tokom rane laktacije, ali ostaje otvoreno pitanje da li je to stanje hipotireoze kod krava u laktaciji uzrok
posledi¢ne smanjene aktivnosti dejodinaza u jetri. Jedno od mogucih objasnjenja za hipotiroidizam kod
mlec¢nih krava je sekrecija tiroidnih hormona u mleko u niskim koncentracijama. U nasoj studijli,
koncentracija tiroidnih hormona u komercijalnom mleku sa 1,5% mle¢ne masti je bila 0,139+0,006
ng/dL i 3,79+0,24 ng/dL za slobodni tiroksin i trijodtironin, pojedina¢no, i 0,191+0,003 ng/dL i
6,09+0,23 ng/dL, pojedina¢no, za mleko sa 3,5% mle¢ne masti. Nema podataka u literaturi koji se
odnose na slobodni tiroksin i slobodni trijodtironin u komercijalnom mleku i nivo koji predstavlja rizik
za zdravlje ljudi tako da ovo polje zahteva dodatna ispitivanja. Kada je u pitanju metodologija
odredivanja koncentracija tireoidnih hormona u mleku treba napomenuti da odredivanje koncentracije
tireoidnih hormona zahteva prethodnu ekstrakciju istih iz uzoraka punog mleka. Postoji nekoliko
protokola koji se koriste za njihovu ekstrakciju, ali se u literaturi najées¢e navodi onaj koji su opisali
Slebodzinski i saradnici (1986). Literaturni podaci ukazuju da je RIA metoda najceS¢e koriS¢ena za
odredivanje koncentracije tireoidnih hormona u mleku krava (Akasha i Anderson, 1984; Kahl i sar.
1995; Nizantkowska-Btaz i sar., 1998: Pezzi i sar., 2003; Slebodzinski i sar., 2008). Iako je izvodenju
RIA metode, u gotovo svim studijama, prethodio postupak ekstrakcije tireodnih hormona, Pezzi i
saradnici (2003) su primenjivali ovu metodu bez prethodne ekstrakcije hormona iz uzorka mleka. Osim
toga, oni su jedini prikazali koncentracije ukupnog i slobodnog T3 i T4. mi smo se u naSem radu
opredelili za odredivanje koncentracije ovih hormona ELISA metodom.

Koncentracija kortizola odredena u mleku ispitivanih krava se kretala u rasponu od 0,259+0,014
ng/dL koliko je iznosila 60. dana i 0,342+0,008 ng/dL koliko je iznosila 250. dana laktacije. Gellrich i
saradnici (2015) su utvrili najviSu koncentraciju u mleku tokom prve nedelje laktacije (5,8+0,48
nmol/L) dok su kasnije vrednosti odredivane svake nedelje bile izmedu 3,6 1 6,2 nmol/L. Koncentracija
kortizola u mleku je niza nego u krvi, variraju¢i izmedu 500 pg/mL i 10 ng/mL (Fukasawa i sar., 2008).
Postoje podaci da koncentracija glukokortikosteroida u mleku predstavlja samo 4 % njihove
koncentracije u krvnoj plazmi, $to navodi na zaklju¢ak da glukokortikosteroidi u manjoj meri prelaze u
mleko. Pri tome, dominantni glukokortikosteroid u krvnoj plazmi je kortizol (66 %), dok je u mleku to
kortikosteron (90 %)(Jouan i sar., 2006). Treba dodati da, kada je u pitanju kortizol prisutan u mleku,
on nalazi u gotovo jednakim (pribliznim) koncentracijama u punomasnom i obranom mleku. Zanimljiv
je 1 podatak da kortizol ima jednaku distribuciju izmedu kazeinske 1 serumske frakcije kravljeg mleka
(Jouan i sar., 2006; Schwalm i sar., 1978). Koncentracija glukokortikosteroida u mleku postepeno
opada tokom laktacije, $to je utvrdeno i u nasem radu jer je vrednost 7. dana laktacije bila 0,336+0,015
ng/dL, a 280. dana je iznosila 0,259+0,014 ng/dL. Prema literaturnim podacima koncentracija
glukokortikosteroida u mleku iznosi 0,59+0,11 ng/mL u prva dva meseca, 0,28+0,04 ng/mL izmedu 5. i
7. meseca i 0,25+0,.02 ng/mL izmedu 9. i 11. meseca laktacije. Opisani pad koncetracije
glukokortikosteroida u mleku je posledica znacajnijeg pada koncentracije kortizola, dok koncentracija
kortikosterona blago raste u istim periodima laktacije (Jouan i sar., 2006). U naSoj studiji je
koncentracija kortizola u komercijalnom mleku sa 1,5% mle¢ne masti bila 0,229+0,011 ng/dL a u
komercijalnom mleku sa 3,5% mle¢ne masti je bila 0,342+0,016 ng/dL. Malekinejad i Razabakhsh
(2015) su utvrdili da je koncentracija kortizola jo§ uvek detektibilna u komercijalnim mle¢nim
proizvodima nakon procesa pasterizacije i sterilizacije, i njena koncentracija i struktura nije znacajno
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narusena posle tretmana visokom temperaturom. Xu 1 saradnici (2009) nisu nasli znacajnu razliku u
sadrzaju kortizola izmedu bovinog i humanog kolostruma. Na osnovu nasih rezultata i rezultata drugih
autora, moze se pretpostaviti da kortizol prisutan u mleku krava nema nepovoljan efekat na decu, s
obzirom da prisustvo rezidua kortizola u komercijalnim mle¢nim proizvodima ne predstavlja problem
za zdravlje potrosaca, posto su nivoi obi¢no vrlo mali i bezopasni (Qu i sar., 2018). Dalje studije su
potrebne da bi se ispitao rizik i sporedni efekti vec¢eg nivoa konzumiranja mleka krava od strane drugih
kategorija potrosaca, iako su oni izloZzeni veoma niskim novoima rezidua kortizola u mleku. Na kraju je
potrebno napomenuti da je na dan uzimanja uzoraka mleka za odredivanje koncentracije kortizola,
ogledne krave trebalo neophodno postedeti bilo kakvih tretmana ili procedura, odnosno, uticaja koji
mogu prouzrokovati stres, Sto je u ispoStovao u ogledu koji je izveden u okviru ove disertacije.

Koncentracija progesterona (P4) je 2 do 4 puta visa u mleku nego u krvnoj plazmi krava (Jouan i
sar., 2006; Ginther i sar., 1974). Takode, progesteron (P4) se skoro u potpunosti nalazi u frakciji mleka
bogatoj mle¢nom masti (Schwalm i sar., 1978). Na osnovu toga, za odredivanje koncentracije
progesterona u mleku neophodno je koristiti uzorak punomasnog mleka. Za razliku od estrogena, ¢ije
prisustvo u hrani Zivotinjskog porekla ima veliki javno-zdravstveni znacaj, prisustvo progesterona u
mleku nema toliko izrazen zdravstveni znacaj, ve¢ paznju, uglavnom stru¢ne javnosti i proizvodaca,
zaokuplja zbog svog znacaja u proceni reproduktivnog statusa krava. Ova Cinjenica je, verovatno,
doprinela tome da se najveci broj istrazivanja fokusira na ispitivanje koncentracije P4 u mleku tokom
polnog (estralnog) ciklusa i perioda do prvog osemenjavanja nakon teljenja, a sve u cilju opisivanja
,hormalnog® i ,,patoloskog* obrasca Ps. Zbog toga su razvijeni brojni sistemi i modeli za pracenje
koncentracije P4 u mleku, koji se primenjuju na farmama i omogucavaju poveéanje reproduktivne
efikasnosti i profitabilnosti proizvodnje. Prema tome, porast koncentracije progesterona u mleku se
Cesto kod krava koristi u dijagnostici gravoiditeta (Hoffmann i sar., 1977). Za odredivanje
koncentracije progesterona u bioloskim materijalima ukljucujuéi i mleko najcesce se koristi ELISA
metoda. Ova metoda je dosta pogodna, jer ne ukljucuje komplikovanu pripremu uzorka, a koristi se
punomasno mleko. Za razliku od ove metode, primena RIA metode u merenju koncentracije P4 zahteva
pripremu uzorka, odnosno, ekstrakciju i izolaciju P4 iz uzorka mleka (Ginther i sar., 1974). Postavlja se
samo pitanje da li je ELISA metoda primenljiva u svim periodima laktacije, s obzirom da je
koncentracija P4 u mleku, u prve tri nedelje laktacije, izrazito niska, odnosno ¢esto ispod nivoa
osetljivosti za ve¢inu dostupnih ELISA kitova. Granice osetljivosti za ve¢inu komercijalnih ELISA
kitova se kre¢u od 1,0 ili 2,0 do 20,0 ili 30,0 ng/mL mleka.

U naSem ogledu Koncentracija progesterona je bila visa u komercijalnom mleku sa viSim
sadrzajem masti u odnosu na mleko sa nizim sadrzajem masti $to je u saglasnosti sa rezultatima drugih
autora (Vicini i sar., 2008). Iz literature je poznato da se progesteron rasporeduje pretezno unutar
masne frakcije mleka. (Gunzler i sar., 1975). Vrednosti koje smo dobili u nasem radu za koncentraciju
progesterona tokom laktacije su, takode, u skladu sa rezultatima Rioux i Rajotte (2004), dok su rezultati
za koncentraciju progesterona u komercijalnom mleku u saglasnosti sa rezultatima Hoffmann i
saradnika (1975). Koncentracija progesterona koju smo odredili u komercijalnom mleku je niza nego
Sto je endogena produkcija ovog hormona u organizmu ljudi (Pape-Zambito i sar., 2007).

Kada je u pitanju koncentracija estrogena, u mleku su najcesée odredivane koncentracije E1 i
sE2. Mi smo u nasem radu odredivali koncentraciju gE2. U literaturi je utvrdeno da su koncentracije
estrogena u mleku krava ve¢e od onih u krvi, kao i da postoji korelacija izmedu koncentracije estrogena
u mleku i krvi. U skladu sa tim, ukoliko su nam za odgovarajuée faze proizvodnog ciklusa 0odnosno
laktacije poznate koncentracije estreogena u krvi, moglo bi se pretpostaviti kolike ¢e koncentracije
estrogena biti prisutne u mleku. Literaturni podaci ukazuju da (egzogeni) estrogeni mogu doprineti
razvoju malignih tumora dojke, materice 1 jajnika kod Zena, dok se kod muskaraca najceS¢e navode
maligni tumori testisa i prostate, odnosno, onih tkiva koja su osetljiva na estrogene. U tom pogledu,
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najpotentniji je gEz, ali je njegova koncentracija u krvi i mleku niza od koncentracije E;. Medutim,
poznato je da, katalitiCkom aktivnos$cu specificnih enzima (17-f hidroksisteroid dehidrogenaza), od E1
moze nastati gE2. Zbog toga mnogi autori preporucuju da se odrede koncentracije obe vrste estrogena u
mleku krava. Procenjeno je da egzogeni estrogeni, poreklom iz mleka, mesa ili biljne hrane, ne
izazivaju fizioloske efekte kod ljudi ukoliko njihov dnevni unos ne prelazi 1 % koli¢ine endogeno
proizvedenih estrogena u delu populacije ljudi sa najnizom dnevnom produkcijom estrogena (US
DHHS-FDA, 2016). Ovom delu populacije pripadaju devojéice i decaci u prepubertalnoj Zivotnoj dobi,
koji imaju dnevnu proizvodnju estrogena od priblizno 54 000 ng. Koncentracija estrogena koju smo u
nasem ogledu odredili u komercijalnom mleku je niza nego $to je endogena produkcija ovog hormona
u organizmu ljudi (Pape-Zambito i sar., 2007). Pregledom literature zapaza se da je koncentracija
estrogena najéesce odredivana RIA metodom, koris¢enjem protokola koje su opisali Monk i saradnici
(1975) i Wolford i Argoudelis (1979), ili njihovom modifikacijom. Pomenuti protokoli opisuju
postupak ekstrakcije i izolacije E1 i gE2 estrogena koji je, sude¢i po opremi i hemikalijama koje se
koriste, prilicno slozen i zahteva mnogo vremena. Takode, noviji radovi su ispitali primenu te¢ne
hromatografije sa masenom spektrometrijom, iz ¢ega proizilazi zaklju¢ak da se 1 ova metoda moze
koristiti za odredivanje koncentracije estrogena u mleku krava. Medutim, primena ove metode je
takode priliéno zahtevna i skupa. Koncentraciju E; i gE2 je najbolje odredivati ELISA metodom jer
upotreba ELISA kitova ne zahteva komplikovanu pripremu uzoraka mleka posto se koristi punomasno
mleko. Grgurevic i saradnici (2016) su izvr$ili parcijalnu validaciju ove metode, koju su kasnije
koristili i Snoj i Majdi¢ (2018). Prema podacima iz ova dva rada, granice osetljivosti su 1,5 i 200
pg/mL mleka za gE> (Estradiol-sensitive ELISA kit). Koncentracija estrogena se ne moze odredivati u
mlecnom serumu jer se estrogen, skoro u potpunosti, nalazi u frakciji mleka bogatoj mle¢nom masti
(Schwalm 1 sar., 1978). Zbog toga je ELISA metoda naroCito pogodna jer se kao uzorak Kkoristi
punomasno mleko. Bitno je napomenuti da se estrogeni, u procesu ekstrakcije i izolacije, gube u
odredenoj meri iz uzorka mleka. U naSem radu, ocekivano, koncentracija estrogena je bila u visa u
komercijalnom mleku sa viSim sadrzajem masti, Sto je u saglasnosti sa rezultatima drugih autora
(Vicini i sar., 2008).

6.2. Promene u koncentracijama ispitivanih organskih sastojaka mleka

Ispitivanje organskih sastojaka mleka kod krava vrsi se u okviru redovnih analiza na farmama
krava a u cilju ispitivanja kvaliteta proizvoda namenjenog za ishranu ljudi. Dodatno, rezultati koji se
dobiju mogu biti znaCajni dijagnosticki parametar za otkrivanje greSaka u ishrani, odnosno uzroka
pojave pojedinih bolesti kod krava. Mi smo se u naSem radu opredelili za ispitivanje sadrZaja masti i
proteina u pojedina¢nim uzorcima mleka ispitivanih krava kao i u laktofrizu i komercijalnom mleku sa
razli¢itim procentom masti. Naime, utvrdeno je da procenat masti u mleku moze znacajno da uti¢e na
prisustvo hormona.

Masti mleka se stvaraju u mle¢noj zlezdi i to pre svega iz acetata, ali jednim delom i od buterne
kiseline, dok propionska kiselina nema neposrednu ulogu u nastanku masti mleka. Posto je za obroke
koji sadrZze puno strukturnih ugljenih hidrata (celuloza, hemiceluloza), znacajan ve¢i udeo siréetne
kiseline, onda ¢e krave hranjene takvim obrokom imati veci sadrzaj masti u mleku nego ukoliko se
pretezno hrane koncentratima, koji dovode do stvaranja vece koli¢ine propionske kiseline. Znacajan
izvor masti mleka su i masti koje poticu iz telesnih depoa. Mleko prosecno sadrzi 3,5 % masti. Kako je
napomenuto, sadrzaj masti u mleku je prevashodno povezan sa ishranom krava, mada na sadrzaj masti
u mleku uticu 1 genetski faktori, stadijum laktacije, starost krava, zdravstveno stanje vimena i
temperatura sredine. Vrednosti, koje su kod pojedinih krava nize od 3,8 % (bez obzira na sve druge
uticaje, koji pored ishrane uti€u na sadrzaj masti u mleku) su pokazatelji, da je u obroku premalo

49



strukturnih sirovih vlakana. Ako je u mleku krava prilikom prve mlecne kontrole nakon teljenja vise od
5,0 % masti, to je pouzdan pokazatelj pove¢anog koriS¢enja sopstvenih telesnih rezervi. Kod tih krava
mozemo da sumnjamo na postojanje sindroma debelih krava i da ofekujemo postojanje subklinice
ketoze. Iduci ka kraju laktacije, desava se da je kod krava sa smanjenom mlecnosti sadrzaj masti u
mleku povecan ali to ne ukazuje ni na kakvu opasnost od razvoja metaboli¢kih bolesti. Proteini mleka
su proizvod mlecne zlezde. Nastaju delom iz proizvoda nastalih razlaganjem proteina od strane
mikroorganizama buraga, a delom iz albumina, globulina, fibrinogena i neproteinskog azota krvne
plazme. Koli¢ina belanc¢evina u mleku varira od 3,30 do 3,95 %. Ciljne vrednosti, koje kod krava
savremenih rasa postavljamo su 3,4 % belancevima u mleku. U sklopu proteina mleka ulazi vise
frakcija belancevina koje se razlikuju po molekulskoj tezini, strukturi i fizioloSkim svojstvima.
Osnovne frakcije su kazein, albumini i globulini. S obzirom na poreklo delimo ih na belancevine iz
mle¢ne Zlezde i belancevine iz krvi. U prvu grupu spadaju kazein, laktoalbumini i laktoglobulini, a u
drugu grupu serumski albumini i imunoglobulini. Enzimi koji se nalaze u mleku pripadaju takode
proteinima. Na sadrzaj belanevina u mleku utiCu genetski faktori, stadijum laktacije, starost krava,
zdravstveno stanje vimena i temperatura sredine. Uticaj ishrane na sadrzaj belan¢evina u mleku je
znatno kompleksniji nego na sadrzaj masti. Vrednosti ispod 3,20 %, a pogotovo vrednosti ispod 3,10 %
su pokazatelji greSaka u ishrani Smanjenje sadrzaja belanevina u mleku izazivaju 1 metabolicke bolesti
kao $to su ketoza 1 hipokalcemija. Supklini€ki 1 klini¢ki mastitisi smanjuju sadrZaj belancevina u mleku
radi povecane fermentacije vec sintetisanih proteina mleka, prevashodno kazeina, unutar mlecne
zlezde.

Rezltati koje smo utvrdili u mleku krava za koncentraciju masti i proteina su u saglasnosti sa

radovima drugih autora i nalaze se u okviru referentnih vrednosti za ovu kategoriju Zivotinja (Vicini i
sar., 2008)

6.3. Promene u koncentracijama insulina i razli¢itih biohemijskih parametara u krvi
ispitivanih krava

Biohemijski parametri krvi, zajedno sa insulinom, kao najznacajnijim hormonom povezanim sa
energetskim metabolizom kod krava, ispitivani su u cilju procene metabolickog statusa. Metabolic¢ki
profil, koji obuhvata ispitivanje biohemijskih parametra krvi, se Cesto koristi kod krava da bi se
procenilo zdravlje ali i prevenirala pojava bolesti (Pupell i Kuczynska, 2016). Dobijaju se podaci o
bilansu organskih i neorganskih materija, kao i funkcionalnom stanju pojedinih organa znacajnih u
metabolizmu (jetra). Odredivanje metaboli¢kog profila ima poseban znac¢aj na farmama visokomle¢nih
rasa goveda, kod kojih je, u cilju postizanja Sto veCe proizvodnje mleka, metabolizam opterecen do
krajnjih fizioloskih granica. Tada veoma lako dolazi do disbalansa izmedu unosa hranljivih materija i
potreba organizma koji ¢esto dovodi do poremecaja homeostaze i nastajanja metabolickih bolesti u
klini¢koj 1 supklini¢koj formi. Posebna vrednost metabolickog profila je upravo u tome $to se mogu
utvrditi promene u sastavu krvi pre no §to se ispolje klinicki znaci bolesti i dode do smanjenja
proizvodnje. Zbog toga ovaj dijagnosticki test, ima najve¢i znafaj u preveniranju metaboli¢kih
oboljenja. U naSem radu smo, pored koncentracije insulina, odredivali koncentraciju glukoze, ukupnih
proteina, albumina, uree, ukupnog bilirubina, aktivnosti ALTa i ASTa, koncentracije kalcijuma, fosfora
i magnezijuma.

Koncentracija insulina se u naSem radu povecavala sa napredovanjem laktacije tako da je 10.
dana bila 17,41 £ 0,99 pU/mL dok je 280. dana bila 27,67 + 1,98 pU/mL. Niska koncentracija insulina
na pocetku je posledica negativnog bilansa energije na pocetku laktacije (Mekuriaw, 2023). Naime, na
pocetku laktacije je znacajno da je koncentracija insulina niska jer je to glavni anabolilki hormon.
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Njegovom niskom koncentracijom favorizuju se kataboli¢ki procesi. Dodatno, time se smanjuje ulaz
glukoze u periferna tkiva preko insulin zavisnih receptora za glukozu (GLUT 4) pa se glukoza
preusmerava ka onim tkivima gde je ulaz glukoze nezavisan od insulina a to je pre svega mle¢na zlezda
(Youssef i EI-Ashjer, 2017). Rezultati koje smo dobili u nasem radu a vezano za koncentraciju insulina
u krvi krava su u skladu sa rezultatima Schwalm i Schultz (1975). Kada se uspostavi energetska
ravnoteza na sredini laktacije, koncentracija insulina raste i tako pocinje njegova anabolicka uloga. On
se vezuje za insulin zavisne receptore za glukozu u perifernim tkivima (GLUT 4) i na taj nain
preusmerava glukozu ka miSi¢nom i masnom tkivu.

Koncentracija glukoze se u naSem radu povecavala sa napredovanjem laktacije tako da je 10.
dana bila 3,12 + 0,20 mmol/L a 30. dana 2,85 + 0,22 mmol/L dok je 280. dana bila 3,94 £+ 0,009
mmol/L. Koncentracija glukoze na pocetku laktacije je niza 1 u skladu sa rezultatima drugih autora
(Samanc i sar. 2009b; Schwalm i Schultz, 1975) a posledica je toga $to se krave tada nalaze u stanju
negativnog bilansa energije (Mekuriaw, 2023). Kasnije tokom laktacije, u skladu sa promenom
metabolickog statusa koncentracija glukoze raste. Nasi rezultati za koncentraciju glukoze u krvi krava u
kasnijim stadijumoma laktacije su u skladu sa rezultatima drugih autora (Prodanovi¢ i sar., 2010).
Treba naglasiti da je glukoza pouzdan pokazatelj energetskog statusa kod svih vrsta zivotinja. Za
razliku od neprezivara kod kojih glukoza krvi najve¢im delom potice od glukoze resorbovane iz
digestivnog trakta, kod prezivara glukoza krvi ve¢im delom nastaje u procesu glukoneogeneze u jetri.
Zbog toga, poremecaj glikemije kod prezivara ukazuje, ne samo na poremecaj u unosu energije putem
obroka, ve¢ Cesto i na poremecaj u funkciji jetre. Pri tumacenju rezultata glikemije treba imati u vidu
da su homeostatski mehanizmi koji odrzavaju normoglikemiju veoma razvijeni, tako da do poremecaja
u njenoj koncentraciji dolazi tek onda kada se iscrpe svi kompenzatorni mehanizmi u organizmu.
Koncentracija glukoze u krvi prezivara je fizioloski u opsegu od 2,22 do 3,33 mmol/L. Nize vrednosti
ukazuju na stanje hipoglikemije a viSe na stanje hiperglikemije.

Koncentracija ukupnih proteina se u nasem radu povecavala sa napredovanjem laktacije.
Vrednosti koje smo dobili za koncentraciju proteina na pocetku laktacije su u skladu sa radovim drugih
autora koji su utvrdili da je koncentracija proteina u krvnoj plazmi goveda u rasponu od 68 do 84 g/l
(Samanc i sar. 2009b).

Koncentracija albumina se u naSem radu povecavala sa napredovanjem laktacije. Vrednosti koje
smo dobili u nasem radu za koncentraciju albumina su u skladu sa radovim drugih autora koji su
utvrdili da je koncentracija aloumina u krvnoj plazmi goveda u rasponu od 24 do 40 g/l (Samanc i sar.
2009b). Inace, poznato je da se albumini sintetiSu u jetri, tako da se hipoalbuminemija ¢esto javlja kod
ostecenja funkcije jetre ili deficita proteina u ishrani. Smanjenje koncentracije albumina u
metabolickom profilu treba uvek posmatrati zajedno sa koncentracijom wuree. Ako je pri
hipoalbuminemiji koncentracija uree normalna, ili poviSena, onda je verovatno u pitanju oboljenje
jetre, dok ukoliko je hipoalbuminemija udruzena sa niskom koncentracijom uree u krvi, onda je u
pitanju deficit proteina u ishrani. Koncentracija albumina se, u odnosu na koncentraciju uree, menja
relativno sporo zbog sporije sinteze i razgradnje. Za znacajnije promene U koncentraciji albumina
potreban je najmanje jedan mesec. Zato se smatra da koncentracija uree daje sliku promene
zastupljenosti proteina u hrani vrlo brzo nakon $to do nje dode, dok koncentracija albumina ukazuje na
dugotrajni disbalans u metabolizmu proteina.

Koncentracija uree se u nasem radu povecavala sa napredovanjem laktacije. Vrednosti koje smo
dobili za koncentraciju uree tokom laktacije su u skladu sa radovim drugih autora gde je utvrdena
prose¢na koncentracija uree u rasponu od 3,33 do 4,99 mmol/l. (Prodanovi¢ i sar., 2010). Naime,
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poznato je da mikroflora predzeludca koristi belan¢evine unete hranom, razlaze ih do amonijaka, a
zatim koristi za sintezu sopstvenih proteina. Visak amonijaka, neiskoris¢enog od bakterija buraga, se
resorbuje, odlazi u jetru i koristi za sintezu uree. Prema tome, koncentracija uree u krvi prezivara je
prevashodno posledica njihove snabdevenosti azotnim jedinjenjima iz hrane. Visak proteina u obroku
dovodi do povecanja, a manjak do smanjenja koncentracije uree u krvi. S druge strane, za pravilno
funkcionisanje bakterija buraga potrebno je prisustvo energije, zbog ¢ega nedovoljan sadrzaj energije u
obroku uslovljava smanjenu aktivnost mikroflore buraga, tako da ona ne moze u celosti da iskoristi
amonijak za sintezu sopstvenih proteina. Visak amonijaka se tada resorbuje i dospeva u jetru gde se
stvara povecana koli¢ina uree. Zbog toga je deficit ugljenih hidrata u ishrani redovno praéen
povecanjem koncentracije uree u krvi. Vreme hranjenja uti¢e na koncentraciju uree u krvi, zbog cega
uzorke za metabolicki profil treba uzimati tatno odredeno vreme nakon hranjenja (preporucuje se 4 do
6 sati posle obroka).

Koncentracija ukupnog bilirubina se u nasem radu smanjivala sa napredovanjem laktacije.
Vrednosti koje smo dobili za koncentraciju proteina na pocetku i tokom laktacije su u skladu sa
radovim drugih autora (Samanc i sar. 2009b; Prodanovié¢ i sar., 2010). Koncentracija ukupnog
bilirubana je pokazatelj funkcionalnog stanja jetre kod krava u laktaciji (Prodanovi¢ i sar., 2010), tako
da je ona najvisa na pocetku laktacije kada je jetra, zbog rastuée proizvodnje mleka, najvise
metaboli¢ki opterecena.

Aktivnosti ALTa i ASTa su takode znacajani indikatori zdravlja jetre kod krava (Bobe i sar.,
2004). Njihova vrednost se u naSem radu smanjivala sa napredovanjem laktacije. Vrednosti koje smo
dobili za aktivnost ovih enzima je bila u skladu sa rezultatima drugih autora (Andjeli¢ 1 sar., 2022)

Koncentracije kalcijuma, fosfora i magnezijuma su pokazatelji mineralnog statusa krava u
laktaciji i njihov poremezaj na pocetku laktacije moze dovesti do ,sindroma lezece krave® (Goff,
2004). Vrednosti koje smo dobili za koncentraciju kalcijuma i fosfora su u skladu sa rezultatom koji su
dobili Adamovi¢ i saradnici (2014) a gde je utvrdena koncentracija kalcijuma od 2,43 do 3,10 mmol/L
a fosfora 1,6 do 2,2 mmol/L. Koncentracija magnezijuma koju smo dobili u ovom radu je u saglasnosti
sa rezultatima drugih autora a gde je utvrdena koncentracija magnezijuma od 0,8 do 1,3 mmol/L (Lobo
i sar., 2023). Inace, kalcijum i neorganski fosfor imaju vaznu ulogu u rastu telesnih tkiva, prevashodno
kostiju 1 proizvodnji mleka. Neorganski fosfor, dodatno, ima znacajnu ulogu u procesu varenja kod
prezivara jer se u velikoj kolicini sekretuje iz krvi u pljuvacku a zatim uti¢e na aktivnost flore i faune
buraga. U toku graviditeta, kalcijum 1 fosfor su znacajni za rast fetusa, dok tokom laktacije uticu na
sintezu mleka. Sve vise se istice uloga fosfora u pravilnoj funkciji reproduktivnih organa krava.
Koncentracija kalcijuma u krvi je kontrolisana jakim homeostatskih mehanizama. Neorganski fosfor,
medutim, nije pod tako jakom kontrolom, zbog ¢ega je njegova koncentracija u krvi podlozna ve¢im
variranjima. Ovakva raspodela kontrolnih mehanizama u organizmu je fizioloski opravdana jer
smanjenje koncentracije kalcijuma dovodi do ozbiljnih oStecenja funkcija organizma (tetanija, pareze i
paralize, koma i na kraju uginuée Zivotinje), dok smanjenje koncentracije neorganskog fosfora ne
dovodi do trenutnih i jakih oStec¢enjenja organizma, iako dugoro¢no ipak dovodi do atipicne
puerperalne pareze, smanjene mineralizacije kostiju 1 osteoporoze. Magnezijum je izuzetno znacajan za
odrzavanje zdravlja krava. Hipomagnezijemija je est metabolicki problem kod krava. Razlog tome je
nacin ishrane preZivara. Naime, biljke na pasi za svoj rast zahtevaju malu koli¢inu magnezijuma, ali
puno kalijuma. Zbog toga se za njihov rast koriste kalijumova dubriva koja dovode do viska kalijuma u
biljnoj masi, koja, kada dospe u digestivni trakt prezivara inhibira resorpciju magnezijuma dovodeci do
hipomagnezijemije sa posledicnom klinickom slikom pas$ne tetanija. Hipomagnezijemija se ne javlja,
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medutim, samo u prolece kada zivotinje izlaze na pasu, ve¢ i u ostalim delovima godine ako se u
ishrani krava koriste seno i silaza sa polja koja su deficitarna u magnezijumu a suficitarna u kalijumu.

S obzirom da je ispitivanje insulina i pojedinih biohemijskih parametara u krvi ispitivanih krava
vrseno da bi se procenilo zdravlje zivotinja, treba napomenuti da su koncentracije svih biohemijskih
parametara kao i koncentracija insulina koja je izmerena u krvi krava u nasem ogledu bili u okviru
referentnih vrednosti koje su utvrdili Cozzi i saradnici (2011) i Moretti i saradnici (2017) Sto ukazuje
na to da su Zivotinje uklju¢ene u ovu studiju bile zdrave.

7. ZAKLJUCCI

1. lIspitivani hormoni (IGF-1, inuslin, kortizol, fT3, fT4, iE2 i P4) su bili zastupljeni u mleku krava u
koncentracijama koje su viSe od praga osetljivosti preporucenih metoda za odredivanje
koncentracija hormona u mleku a njihova koncentracija je znacajno varirala zavisno od faze
laktacije.

2. lIspitivani hormoni (IGF-1, inuslin, kortizol, fTs, T4, IE2 1 P4) su imali znacajno nize koncentracije
u komercijalnom mleku sa 1,5% masti nego u komercijalnom mleku sa 3,2 % masti, mleku iz
laktofriza i laktacionim prosekom za ispitivani hormon. lzuzetak je laktacioni prosek za IGF-1, koji
je bio znacajno mizi nego nivo IGF-1 u komercijalnom mleku sa 1,5% masti, kao i laktacioni
prosek za 17p-estradiol koji se nije znaCajno razlikovao u odnosu na nivo estrogena u
komercijalnom mleku sa 1,5% masti.

3. Uzimajuéi u obzir znafajno visu koncentraciju ispitivanih hormona (IGF-1, inuslin, kortizol, fTs,
T4, iIE2 i P4) u komercijalnom mleku sa 3,2 % masti u odnosu na komercijanom mleko sa nizim
procentom masti (1,5%), moze se pretpostaviti da mleko sa viSim procentom masti pored benifita
koje ima u ishrani ljudi, a koje je posledica njegove nutritivne vrednosti, potencijalno moze da
izazove negativni uticaj na zdravstveni status konzumenata, ukoliko se unosi u zna¢ajno vi$im
koli¢inama u odnosu na preprucene koli¢ine za odredenu kategoriju konzumenata.

4. Dobijeni rezultati daju doprinos istraZzivanjima koji ¢e omoguciti da se utvrde kriticne odnosno
prazne vrednosti koncentracije hormona u mleku koje mogu da imaju potencijalno negativni uticaj
na zdravlje ljudi kao i1 preporucene dnevne koli¢ine unosa mleka posebno za odredene socijalne
grupe sa povecanim rizikom ili genetskom predispozicijom za razvoj pojedinih kancera ili
endokrinoloskih problema.

5. Koncentracije masti, proteina i laktoze u mleku ispitivanih krava su bile u okviru referentnih
vrednosti ukazuju¢i na zadovoljavajucu nutritivnu vrednost ispitivanog mleka.

6. Koncentracija insulina i biohemijskih parametara (glukoze, albumina, ukupnih proteina, ukupnog
bilirubina, uree, aspartat aminotransferaze, alanin transaminaze, kalcijuma, fosfora i magnezijuma)
u krvi ispitivanih krava bila je u okviru referentnih vrednost tokom latacionog perioda, odnosno
perioda kada je vrSeno ispitivanje, ukazujuéi da su ispitivane krave bile optimalnog zdravstvenog
stanja.
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