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Sažetak

Projekt suradnje Veterinarskoga fakulteta i tvrtke Hedera d.o.o. iz Splita „Intramamarna formulacija 
propolisa za prevenciju i tretman mastitisa kod mliječnih preživača“ sufinanciran je iz strukturnih 
instrumenata Europskog fonda za regionalni razvoj (EFRR) te iz Državnog proračuna Republike Hr-
vatske. Ovo je prvi strukturni projekt suradnje s industrijom koji je Veterinarski fakultet ostvario, 

a ukupan iznos odobrenih sredstava je 3.048.238,43 kuna. Cilj je projekta istraživanje i razvoj inovativne 
intramamarne formulacije propolisa za prevenciju i tretman mastitisa kod krava i koza. Glavne prednosti 
ove formulacije u odnosu na standardne intramamarne antibiotike jesu nepostojanje karencije i vrlo vjero-
jatno nemogućnost razvoja rezistencije, budući da je propolis mješavina nekoliko stotina spojeva sa složenim 
antimikrobnim i antioksidacijskim učincima. Razvoj ovakvog proizvoda, koji nedostaje nacionalnom i među-
narodnom tržištu, dovest će do jačanja gospodarskog sektora, među ostalim i smanjenjem financijskih troš-
kova proizvođača mlijeka te lakšim postizanjem standarda ekološkog stočarstva. Interdisciplinarna suradnja 
ostvarena tijekom ovog projekta, kao i investicije u opremu i edukaciju, ojačat će kapacitet Veterinarskoga 
fakulteta za daljnje transfere znanja i tehnologije.

Ključne riječi: EU projekt, Veterinarski fakultet, Hedera, propolis, mastitis 
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Uvodno o projektu
„Intramamarna formulacija propolisa za preven-

ciju i tretman mastitisa kod mliječnih preživača“ jest 
projekt suradnje Veterinarskoga fakulteta Sveučili-
šta u Zagrebu i tvrtke Hedera d.o.o. iz Splita (Bačić 
i sur., 2015.a). Projekt je sufinanciran iz strukturnih 
instrumenata Operativnog programa Regionalna 
konkurentnost 2007. – 2013. Europskog fonda za 
regionalni razvoj (EFRR) u sklopu prioritetne osi „Ja-
čanje kapaciteta za istraživanje, razvoj i inovacije“, 
te iz Državnog proračuna Republike Hrvatske. Ovo 
je prvi strukturni projekt suradnje s gospodarstvom 
koji je Veterinarski fakultet ostvario, a ukupan iznos 
odobrenih sredstava je 3.048.238,43 kuna. Proved-
ba je počela u listopadu 2014., a završava 31. ožujka 
2016. godine. U rad na projektu uključeno je deset 
suradnika s Veterinarskoga fakulteta, suradnici s 
Agronomskog fakulteta i Hrvatskog veterinarskog 
instituta, troje suradnika iz Hedere i dvoje Hederinih 
stručnih savjetnika, a voditeljica projekta je doc. dr. 
sc. Jelena Šuran. 

Osnovni je cilj projekta istraživanje i razvijanje 
inovativne intramamarne formulacije propolisa, 
proizvoda za primjenu u prevenciji i terapiji mastitisa 
krava i koza, kao alternative i/ili nadopune antimik-
robnoj terapiji koja se rutinski primjenjuje (Bradley, 
2002.). Glavne prednosti ove formulacije u odnosu 
na standardne intramamarne antibiotike jesu ne-
postojanje karencije i vrlo vjerojatno nemogućnost 
razvoja rezistencije, budući da je propolis mješavina 
od nekoliko stotina spojeva sa složenim antimikrob-
nim i antioksidacijskim učincima. Naime, rezistencija 
mikroorganizama nastaje kao rezultat kontinuirane i 
opsežne upotrebe antibiotika te je na sastanku lidera 
skupine G7 u Njemačkoj istaknuta kao svjetska prijet-

nja koja će do 2050 g. odnijeti između 11 i 444 miliju-
na ljudskih života, a u globalnoj ekonomiji kumulativ-
ni gubitak od 2,1 do 124,5 milijardi US dolara (Oliver i 
Murinda, 2012., Ventola, 2015.). Stoga je danas vrlo 
aktualan razvoj alternativnih pripravaka koji bi mo-
gli smanjiti ili zamijeniti upotrebu antibiotika (Wright, 
2014.). Razvojem takvog intramamarnog pripravka 
bilo bi moguće na potpuno prirodan način tretirati 
supklinički oblik mastitisa tijekom laktacije, što bi 
moglo smanjiti učestalost pojave mastitisa u razdo-
blju suhostaja. To bi izravno utjecalo na smanjenje 
troškova liječenja i opseg primjene antibiotske tera-
pije kod proizvodnih životinja. Takav oblik prevencije 
i terapije znatan je pomak u procesu implementacije 
standarda ekološkog uzgoja životinja (Vaarst i sur., 
2006.). Razvoj formulacije provodi se istodobno s 
analizom njezina sastava, antimikrobne učinkovitosti 
i antioksidacijskog kapaciteta, uz klinička istraživanja 
sigurnosti i učinkovitosti primjene kod muznih krava 
i koza (Bačić i sur., 2015.a, Radin i sur., 2015., Šuran 
i sur., 2015.). Interdisciplinarna suradnja stručnjaka 
na projektu, uz znatnu investiciju u opremu i eduka-
ciju suradnika, dovela je do jačanja kapaciteta te je 
stvorila temelje za buduće projekte transfera znanja 
i tehnologije na Veterinarskom fakultetu.

Ukratko o mastitisu
Mastitis, upala mliječne žlijezde, najčešći je 

zdravstveni problem muznih krava, koza i ovaca, s 
posebnom važnošću u visokoproizvodnim mliječnim 
stadima. Prevencija i tretman mastitisa znatan su fi-
nancijski trošak za proizvođače mlijeka zbog velikih 
gubitaka u proizvodnji, opsežnih troškova liječenja i 
negativnog utjecaja na dobrobit životinja (Nielsen i 
sur., 2010.). Etiologija mastitisa je složena, a sma-
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tra se da je rezultat interakcije između domaćina, 
mikroorganizma, okoliša i načina držanja (Maćešić 
i sur., 2012., Bačić, 2002.). No, patogene su bakte-
rije ključan čimbenik razvoja i tijeka upalnog proce-
sa u mliječnoj žlijezdi (Watts, 1988., Bačić, 2009.). 
Bakterije Staphylococcus aureus i Escherichia coli 
smatraju se najčešćim uzročnicima mastitisa mu-
znih krava uz često prisutne patogene bakterije: 
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, 
Streptococcus agalactiae, Trueperella pyogenes 
i Pseudomonas aeruginosa (Passey i sur., 2008., 
Rall i sur., 2014.). 

Propolis i njegova primjena u medicini
Propolis je smolna smjesa koja nastaje prera-

dom biljnih sokova koje pčele (Apis mellifera, L.) 
sakupljaju s pupoljaka, lišća, korijena i kore biljaka 
te oplemenjuju enzimima, beta-glukozidazama, koje 
luče iz submandibularnih žlijezda slinovnica te ga 
koriste kao zaštitu košnice od nepoželjnih vanjskih 
utjecaja (Ghisalberti, 1979.). Sastav propolisa izni-
mno je složen i ovisan ponajprije o biljnom pokrovu 
područja u kojemu žive pčelinje zajednice (Bankova 
i sur., 2014.). Koncentracija i udio frakcija u propoli-
su ovise o ekološkim i klimatskim čimbenicima koji 
utječu na biljni izvor korišten pri prikupljanju propo-
lisa i stoga je sastav varijabilan (Castaldo i Capasso 
2002.). U prosjeku, propolis sadržava 50 % balza-
ma i smola, 30 % pčelinjeg voska, 5 % polena, 10 % 
eteričnih ulja i 5 % ostalih organskih komponenata 
(Cirasino i sur., 1987.). Ključni u sastavu propolisa 
su polifenoli (flavonoidi, fenolne kiseline i esteri), 
skupina bioaktivnih organskih molekula koji nasta-
ju kao produkt sekundarnog metabolizma biljaka 
(Dobrowolski i sur., 1991., Shimizu i sur., 2004.). 
Znanstveno dokazana djelovanja flavonoida su pro-
tuupalno, citotoksično, imunomodulacijsko, antimi-
krobno (antibakterijsko, antimikotičko, antivirusno) 
(Burdock, 1998., Banskota i sur., 2001., Sforcin, 
2007., Bachiega i sur., 2012.). Biološki učinci pro-
polisa vezani su i uz antioksidacijska svojstva zbog 
uloge tzv. hvatača slobodnih radikala (Pascual i sur., 
1994., Isla i sur., 2001.). Također, utvrđena je inhi-
bicijska aktivnost propolisa na djelovanje različitih 
enzima odgovornih za početak upalnih procesa kao 
što su hidrolaze, alkalne fosfataze, mijeloperoksi-
daze (Frenkel i sur., 1993.).

Uporaba propolisa zabilježena je još u antičkim 
vremenima (Castaldo i Capasso, 2002.). Tada, kao 
i danas, ima široku primjenu u klasičnoj i narodnoj 
medicini i biokozmetici, ponajprije zahvaljujući mno-
gobrojnim blagotvornim djelovanjima poput anti-
septičkog, protuupalnog, antibakterijskog, antioksi-

dativnog, antimikotičkog, antivirusnog i protutumor-
skog (Burdock, 1998., Castaldo i Capasso, 2002., 
Russo i sur., 2002., Giusti i sur. 2004.). No većina tih 
svojstava dokazana je u uvjetima in vitro ili na labo-
ratorijskim životinjama, dok su klinička istraživanja 
provedena in vivo na ljudima i proizvodnim životinja-
ma nedostatna (Silva-Carvalho i sur., 2015.).

Provedba istraživanja – kratki opis glavnih 
aktivnosti na projektu

Izrada formulacije bezalkoholne otopine 
propolisa za intramamarnu primjenu 

Hedera d.o.o. je mala tvrtka iz Splita koja se već 
27 godina bavi razvojem i proizvodnjom pčelinjih pri-
pravaka. Ono što tu tvrtku čini vrlo posebnom jest 
interes za inovacije, istraživanja i suradnju s brojnim 
znanstvenim institucijama u Hrvatskoj i inozemstvu. 
S obzirom na njezinu veličinu i prilike u Hrvatskoj, po-
sebno na tržištu tvrtki sa sličnim djelatnostima, fas-
cinantna je brojnost Hederinih realiziranih suradnji i 
otvorenosti prema znanstvenoj zajednici. Rezultat 
je toga prava inovativnost proizvoda koje ova tvrtka 
plasira. Jedan od takvih proizvoda bit će i bezalko-
holna otopina propolisa dobivena procesom koji je 
razvio dr. sc. Saša Radić, stručni Hederin savjetnik. 
Bezalkoholna otopina nativnog propolisa jest homo-
gena, viskozna, stabilna tekućina narančastosmeđe 
boje, a za testiranje su pripremljene njezine različite 
koncentracije (10 %, 5 %, 3 %, 1 %, 0,5 %, 0,3 % i 
0,1 %) u otapalu prikladnom za intramamarnu pri-
mjenu. Intramamarni su injektori također prilagođe-
ni životinjskoj vrsti kod koje se primjenjuju. Analize 
zdravstvene ispravnosti pripremljenih otopina redo-
vito su se provodile na Nastavnom zavodu za javno 
zdravstvo Splitsko-dalmatinske županije u Splitu. 

Analiza sastava nativnog propolisa i 
bezalkoholne otopine propolisa 

U sklopu ovih aktivnosti kolege sa Zavoda za dije-
tetiku i prehranu životinja, prof. dr. sc. Tomislav Ma-
šek i dr. sc. Diana Brozić, te dr. sc. Kristina Starčević 
sa Zavoda za stočarstvo, povezali su se i s kolegama 
Fakulteta kemijskog inženjestva i tehnologije, što je 
rezultiralo izradom diplomskog (Zorić, 2015.) i znan-
stvenog rada (u pripremi). Aktivnosti su uključivale 
analizu propolisa postupkom alkoholne ekstrakcije, 
ekstrakcije vodenom parom i ekstrakcije u organskim 
nepolarnim otapalima. Osim toga, provodi se anali-
za sastava same formulacije koja uključuje poseban 
oblik ekstrakcije koja do sada nije opisana. Različitim 
metodama ekstrakcije (maceracija, refluks i mikro-
valna ekstrakcija) utvrdila se koncentracija ukupnih 
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fenolnih spojeva, antioksidacijski kapacitet i kemijski 
sastav ekstrakata hrvatskog nativnog propolisa. 
Analiza antioksidacijskog kapaciteta raznih ekstra-
kata i same formulacije provela se utvrđivanjem 
koncentracije ukupnih fenolnih spojeva (TPC) me-
todom s folinovim reagensom, metodom s 2,2-di-
fenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), metodom s 2,2’-azino-
bis-3-etilbenzotiazoline-6-sulfonskom kiselinom 
(ABTS) i metodom antioksidacijskog svojstva redu-
ciranja željeza (FRAP) (Starčević i sur., 2015.). Ana-
liza sastava ekstrakta hrvatskog nativnog propolisa 
provela se metodom plinske kromatografije s ma-
senom spektrometrijom na Shimadzu GC-MS Ultra 
Gas ChromatographMass Spectrometer (Shimadzu, 
Kyoto, Japan), a analiza formulacije metodom teku-
ćinske kromatografije visoke djelotvornosti s UV-
Vis detektorom (Shimadzu, Kyoto, Japan) na Zavodu 
za prehranu i dijetetiku životinja. Navedeni maseni 
spektrometar tvrtke Shimadzu nabavljen je upravo 
iz bespovratnih sredstava odobrenima u sklopu ovo-
ga projekta. Rezultati analize na GC-MS-u pokazali su 
kakva je zastupljenost polifenola i ostalih biomarke-
ra u nativnom propolisu hrvatskih pčelinjaka (slika 1) 
(Šuran i sur., 2015., Starčević i sur., 2015.). 

Pretkliničko in vitro istraživanje 

Pretkliničko in vitro istraživanje uključivalo je 
određivanje minimalne inhibicijske koncentracije 
(MIK) bezalkoholne otopine propolisa za različite 
uzročnike mastitisa u krava i koza (Staphylococcus 

aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus 
uberis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus 
bovis, Esherichia coli, Pseudomonas aeruginosa i 
Trueperella pyogenes) u višestrukim razrjeđenjima 
na Müller-Hintonovu agaru (slika 2). To je uključi-
valo izradu protokola standardizacije postupka i 
prilagodbe metode za testiranje bezalkoholne oto-
pine propolisa te određivanje MIK-ova bezalkoholne 
otopine propolisa. Preliminarni rezultati upućuju na 
veliku učinkovitost formulacije u sprečavanju rasta 
gram-pozitivnih bakterija (Matanović i sur., 2015., 
Šuran i sur., 2015.). Istraživanje se nastavilo pro-
vjerom učinkovitosti formulacije propolisa određi-
vanjem MIK-ova kod patogenih sojeva bakterija iz-
dvojenih iz sekreta vimena životinja uključenih u te-
rensko istraživanje. U sklopu ovih istraživanja prof. 
dr. sc. Branka Šeol Martinec i dr. sc. Krešimir Mata-
nović su se povezali s dr. sc. Miroslavom Benićem 
iz Laboratorija za mastitise i kakvoću sirova mlijeka 
Hrvatskog veterinarskog instituta u Zagrebu, kako 
bi mogli provesti testiranja na što većem broju kli-
ničkih izolata. 

Kliničko istraživanje

Terenska klinička istraživanja sigurnosti i učinko-
vitosti formulacije propolisa za intramamarnu pri-
mjenu provedena su na velikom broju muznih krava 
i koza u laktaciji i suhostaju (slika 3). Bez pomoći mr. 
sc. Josipa Dauda i ostalih kolega iz tvrtke Bosgen 
d.o.o. te farmi muznih krava Grube d.o.o., Agro Bo-

Slika 1. Reprezentativni kromatogram spojeva utvrđenih u ekstraktu propolisa na Shimadzu GC-MS Ultra Gas Chromatograph 
Mass Spectrometer (Shimadzu, Kyoto, Japan). 1. trans-cinamična kiselina, 2. 4-metoksicinamična kiselina, 3. D-fruktoza, 4. 
p-kumarinska kiselina, 5. D-glukoza, 6. 3,4-dimetoksicinamična kiselina, 7. palmitinska kiselina, 8. trans-izoferulna kiselina, 
9. ferulna kiselina, 10. kafeinska kiselina 11. stearinska kiselina, 12. 3-metil-3-butenil kafeat, 13. 2-metil-2-butenil kafeat, 14. 

3-metil-2-butenil kafeat, 15. pinostrobin, 16. pinocembrin, 17. pinobanksin, 18. pinobanksin-3-acetat, 19. tektokrisin, 20. benzil 
kafeat, 21. krisin, 22. saharoza, 23. galangin, 24. feniletil kafeat, 25. naringenin, 26. kaempferol, 27. apigenin, 28. kvercetin.
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vis d.o.o., PG Điđo, Krndija, SNK Milk i Žito d.o.o., kao 
i pomoći prof. dr. sc. Antuna Kostelića i farmi mu-
znih koza OPG Goran Košak i OPG Matijašec ne bi bilo 
moguće provesti ova istraživanja koja zapravo čine 
najzahtjevniji dio projekta. Prof. dr. sc. Goran Bačić, 
voditelj istraživanja, te doc. dr. sc. Nino Maćešić 
uspješno su se, uz maksimalan angažman obiju stra-
na, povezali s kolegama na terenu i pratili zdravlje 
i produktivnost muznih krava, pojavnost mastitisa, 
kvalitetu mlijeka i mišljenje krajnjih korisnika – vete-
rinara i stočara – uzgajivača o praktičnosti i korisno-
sti primijenjene formulacije. Na isti su način zdravlje i 
produktivnost muznih koza pratile dr. sc. Lada Radin 
i prof. dr. sc. Jasna Aladrović u suradnji s prof. dr. 
sc. Antunom Kostelićem s Agronomskog fakulteta 
Sveučilišta u Zagrebu.

U ovim je istraživanjima, dakle, bilo potrebno 
utvrditi koje su koncentracije intramamarnih for-
mulacija propolisa sigurne za primjenu, a da imaju 
i dobar antimikrobni učinak. Takvima su se pokazale 
koncentracije od 1 i 3 % propolisa za krave, te 3 i 5 
% za koze. Sigurnost primjene provjeravala se nepo-
srednim kliničkim pregledom životinja, analizom bro-
ja somatskih stanica na terenu, a antimikrobna učin-
kovitost bakteriološkim analizama uzoraka mlijeka 
u Laboratoriju za mastitise i kakvoću sirova mlijeka 
Hrvatskog veterinarskog instituta u Zagrebu. Važno 
je napomenuti da je u okviru ovih istraživanja ostva-
rena vrlo uspješna suradnja Veterinarskog fakulteta 
i Hrvatskog veterinarskog instituta, i to posebno s 
dr. sc. Miroslavom Benićem, koji je projektnom timu 
uvijek bio na raspolaganju i pomoći. Nadamo se da 
će u sklopu ove suradnje fakulteta i instituta biti 
obranjena najmanje dva doktorska rada. 

Naknadno će se na temelju dobivenih rezultata 
procijeniti korisnost intramamarne primjene bezal-
koholne otopine propolisa za životinje u suhostaju 

kako bi se mogao steći uvid u to koliko korištenje ove 
formulacije kod supkliničkih oblika mastitisa može 
pridonijeti smanjenoj učestalosti mastitisa tijekom 
cijelog proizvodnog razdoblja stada. 

Utvrđivanje intramamarno primijenjene bezal-
koholne otopine propolisa na oksidacijski stres

Utjecaj intramamarno primijenjene bezalkoholne 
otopine propolisa na oksidacijski stres kod životinja 
u laktaciji i suhostaju ima za cilj istražiti posjeduje li 
bezalkoholna otopina propolisa, primijenjena intra-
mamarno, učinak na oksidacijski stres u organizmu 
muznih krava i koza. Rezultati će dati odgovore na 
pitanja o antioksidacijskom učinku lokalno primije-
njenog propolisa i potvrdu mehanizma djelovanja na 
uzorcima mlijeka i seruma krava i koza.

Slika 2. Određivanje minimalnih inhibicijskih koncentracija propolisa agar-dilucijskim postupkom.

Slika 3. Aplikacija formulacije bezalkoholne otopine propoli-
sa u vime krave.
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Implementacija projektnih rezultata
Ustaljena terapija kod mastitisa podrazumijeva 

primjenu antibiotika te se izbor i način primjene pri-
lagođavaju tijeku upale i izoliranom uzročniku. Među-
tim, rezidue antimikrobnih lijekova mogu, unatoč po-
štovanju karencije, zaostati u mlijeku te imati ogra-
ničen učinak na uzročnika (Mukherjee i sur., 2005., 
Bačić, 2009.). Uz kliničke mastitise i supklinički su 
mastitisi znatan problem na farmama s velikim bro-
jem visokoproizvodnih životinja (Bačić i sur., 2015.b). 
Razlog tomu je što se upala klinički ne očituje, ali do-
vodi do smanjene produkcije mlijeka i visokog broja 
somatskih stanica što uvjetuje lošiju kvalitetu mlije-
ka. Često je prisutan loš odgovor na antibiotsku te-
rapiju te se stoga oboljele životinje izlučuju iz uzgoja. 
U slučaju kada se ne liječe, supklinički oboljele životi-
nje pridonijet će lošoj kvaliteti ukupno predanog mli-
jeka i time dovesti do znatnih gubitaka (Bačić i sur., 
2015.b).

Pčelinji proizvodi mogu biti dio ekološkog pristu-
pa prevenciji i liječenju mastitisa s obzirom na to da 
imaju antibakterijsko djelovanje koje je dokazano 
kod najčešćih uzročnika mastitisa krava (Fiordalisi i 
sur., 2016.). No, njihova primjena kod mliječnih pre-
živača do danas nije zaživjela. Moguć razlog je što 
do sada nije razvijena formulacija propolisa koja bi 
bila istodobno učinkovita i sigurna za intramamarnu 
primjenu. Primjena takve formulacije bit će alter-
nativa konvencionalnoj upotrebi antibiotika (Radin i 
sur., 2016.). Istodobno, proizvodi od životinja koje 
nisu liječene antibioticima dobit će dodanu vrijed-
nost i sasvim novo tržište na kojemu će biti konku-
rentni. 

Veterinarski fakultet i tvrtka Hedera s ovim su 
projektom tek započeli suradnju čiji će prvi opiplji-
vi rezultat biti navedena formulacija propolisa, no 
najveća je vrijednost te suradnje u povezivanju jav-
ne znanstvenoistraživačke institucije s gospodar-
stvom, i to ne samo s Hederom nego i s kolegama 
na terenu – veterinarima i stočarima – jer je uzima-
nje u obzir potreba budućih krajnjih korisnika rezul-
tata projekta od neprocjenjive važnosti za njihovu 
implementaciju. 

Zaključno, ovo će partnerstvo fakulteta i Hedere 
d.o.o. rezultirati jasnim transferom znanja i razvojem 
konkretnog proizvoda. Uz sudjelovanje znanstveni-
ka, stručnjaka, pa i studenata raznih usmjerenja, to 
će biti indikator unapređenja postojećih kapaciteta 
za transfer tehnologije na Veterinarskom fakultetu. 
Putem investicija u potrebnu opremu i edukaciju ljudi 
projekt će osnažiti istraživačku infrastrukturu fakul-
teta, što će trajno poboljšati uvjete za provođenje 
postojećih i daljnjih istraživačko-razvojnih aktivnosti.

Zahvala 
Realizacija projekta ne bi bila moguća bez dobre 

suradnje Veterinarskoga fakulteta s posredničkim 
tijelima, Ministarstvom znanosti, obrazovanja i spor-
ta (MZOS) i Središnjom agencijom za financiranje i 
ugovaranje EU projekata (SAFU). Veliki angažman 
voditeljica projekta u MZOS-u i SAFU, Ivane Roić Iv-
ček i Ane Petrić, te njihovih kolegica Željke Palorec, 
Darije Skoko i Sanje Buđe znatno je olakšao fakultetu 
ostvarenje svih ciljeva i pokazatelja projekta. Stoga 
se ovim putem od srca zahvaljujemo kolegicama iz 
MZOS-a i SAFU-a na vrijednim savjetima, potpori i 
vođenju.
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