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Uticaj postpartalne aplikacije kalcijuma na metaboli¢cku adaptaciju hipokalcemi¢nih krava
KRATAK SADRZAJ

Hipokalcemija je jedan od najucestalijih metabolickih postpartalnih poremecaja kod krava.
Pored klinicki vidljive forme, javlja se supklini¢ki oblik koji je teSko detektovati zbog izostanka
klini¢ke slike. Pravovremeni tretman ovih jedinki je klju€an za odrzivost proizvodnje i zdravlja krava
posle teljenja. Podaci iz literature su neusaglaseni u pogledu ishoda terapije, zbog ¢ega smo smatrali da
je znacajno ispitati mehanizme koji se nalaze u osnovi terapijskih procesa koji se primenjuju kod
hipokalcemicnih krava. Cilj ovog rada je bio da se utvrdi prevalenca supklinicke hipokalcemije i ispita
efekat peroralne i parenteralne aplikacije preparata Ca na aktivnost paratireoidne zlezde, metabolicke
parametre u postpartalnih krvi krava sa supklinickom hipokalcemijom. U ispitivanje je ukljuc¢eno 180
krava od 3. do 7. laktacije, kojima je 5 do 15 sati posle teljenja odredena kalcemija. U ogled su uvedene
krave (n= 24) sa supklinickom hipokalcemijom (1,38 mmol/l >Ca < 2,0 mmol/l), podeljene u tri grupe:
(1) IV-Ca (n=8) jednokratno tretirana intravenskom aplikacijom 500 ml Calci—kel 300 (12,5 g Ca
glukonata, 2,4 g Mg hlorida i borna kiselina), (2) PO-Ca (n=8) dvokratno tretirana (1 | pri
dijagnostikovanju oboljenja i 0,5 | 12 sati kasnije) oralnom suspenzijom Calci Tonica (helatno vezani
joni Ca i Mg, odnosno 41g Ca i 5g Mg po litru), (3) KON (n=8) nije tretirana preparatima Ca i Mg.

Krv je uzorkovana 0. ¢asa (momenat dijagnostikovanja supklinicke hipokalcemije, neposredno
pre tretmana) kao i 1., 2., 4., 8., 12., 20., 24., 36. i 48. sata. Uzorci urina su uzimani 0., 1., 12., 24., 36. i
48. sata. Kalcemija je odredivana u svim uzorcima krvi. Koncentracija parathormona (PTH) u krvi je
merena 0., 1., 2., 4., 24 . 1 48. sata. Koncentracija glukoze, ukupnih proteina, aloumina, uree, kreatinina,
ukupnog bilirubina, BHBA, anorganskog fosfora, magnezijuma i aktivnost enzima gGT, AST i ALP
odredivana je u uzorcima krvi uzetim 0., 24., i 48. sata, a koncentracija NEFA samo 0. sata. pH urina je
odreden u svim uzorcima urina.

Ukupna prevalenca supklinicke hipokalcemije je bila 13%, pri ¢emu je bila najveca u Cetvrtoj
(42%) i petoj (37%), a najniza u trecoj laktaciji (3,03%).

Pre tretmana nije bilo znacajne razlike u kalcemiji izmedu grupa, dok je u odnosu na KON
grupu kalcemija bila znac¢ajno veéa nakon tretmana kod PO-Ca (do 8. ¢asa) i 1V-Ca (do 24. ¢asa). Kod
PO-Ca grupe fizioloSka kalcemija uspostavljena je tokom prva 2 sata nakon tretmana i odrzavala se do
kraja ogleda, dok je kod IVV-Ca grupe prva dva sata nakon tretmana doslo do hiperkalcemije, a zatim je
uspostavljena normokalcemija do kraja ogleda. Kalcemija KON grupe bila je ispod donje fizioloSke
granice do 48. sata od pocetka ogleda.

Pre tretmana nije bilo znacajne razlike u koncentraciji PTH, dok su nakom tretmana vrednosti
bile znacajno nize u odnosu na KON grupu kod IV-Ca prvog i drugog sata a kod obe tretirane grupe
(PO-Ca, IV-Ca) cetvrtog sata i zatim kod PO-Ca sve do kraja ogleda.

Na osnovu izmerenih pocetnih vrednosti pH urina, kod svih krava je ustanovljena metabolicka
alkaloza. Nakon jednog sata kod 1V-Ca grupe ustanovljena je acidoza, pri ¢emu je pH urina kod ove i
PO-Ca grupe bio znacajno nizi nego kod KON grupe. Dvanaest sati nakon tretmana, pH urina PO-Ca i
IV-Ca grupe bio je znacajno nizi nego kod KON grupe. Kod PO-Ca grupe pH urina je bila znacajno
niza nego kod KON grupe 24. i 36. sata, dok 48. sata izmedu pH urina ispitivanih grupa nije bilo
razlike.

Koncentracije glukoze, BHBA, NEFA i kreatinina, kao i aktivnosti enzima GGT i ALP nisu se
znacajno razlikovale izmedu ispitivanih grupa krava tokom ogleda.

Na pocetku ogleda kod svih krava je ustanovljena hipofosfatemija. Nakon 48 sati, kod 1VV-Ca
grupe vrednost aP je bila znacajno niza nego kod KON grupe, dok se kod PO-Ca grupe nije razlikovala
od vrednosti kod KON grupe.



Magnezijemija je kod svih grupa krava na pocetku ogleda bila u fizoloskim okvirima. Kod V-
Ca grupe koncentracije Mg 24. i 48. sata bile su znacajno nize nego kod KON grupe dok su kod PO-Ca
grupe odrzavane na nivou vrednosti utvrSenih kod KON grupe.

Pocetne koncentracije uree, proteina, albumina i bilirubina u krvi krava su bile izjedacene.

Koncentracija uree je 48. sata kod PO-Ca grupe bila znacajno niza nego kod KON grupe.
Koncentracija proteina je 24. sata kod PO-Ca grupe bila znac¢ajno niza nego kod KON i 1V-Ca grupe, a
48. sata nije bilo znacajne razlike izmedu grupa. Koncentracija albumina je 24. sata kod PO-Ca grupe
bila znacajno niza nego kod IV-Ca grupe, a 48. sata nije bilo znacajne razlike izmedu krava.
Koncentracija bilirubina je 24. sata kod PO-Ca i 1V-Ca grupe bila znacajno niza nego kod KON grupe,
a 48 sati posle je kod PO-Ca grupe bila jos uvek znacajno niza u odnosu na KON grupu. Pocetna
aktivnost enzima AST je kod PO-Ca grupe bila znacajno niza nego kod KON grupe, dok je 24. sata kod
PO-Ca grupe krava bila znacajno niza nego kod KON i IV-Ca grupe, a 48. sata izmedu ispitivanih
grupa nije bilo razlike.

Dobijeni rezultati ukazuju da je intravensko, u odnosu na peroralno, davanje kalcijuma dovelo
do brzeg izlaska obolelih krava iz stanja hipokalcemije. S druge strane, kontrolni mehanizmi koji su u
osnovi regulacije kalcemije kod krava, odnosno koncentracija PTH, ali i odgovor aP i Mg na tretman
krava, ukazuju da je intravensko davanje kalcijuma, u odnosu na peroralno, dovelo do veceg
iscrpljivnja kontrolnih mehanizama koji ni posle 48. sata od tretmana nisu uspostavili bioloSku
ravnotezu. U skladu sa tim rezultatima, preporucuje se davanje intravenskog kalcijuma u svim
sluajevima izrazite hipokalcemije dok u uslovima umerenih hipokalcemi¢nih stanja ili u cilju
preventive u zapatima sa visokom prevalencom supklinicke hipokalcemije, bolje je opredeliti se za
peroralne preparate kalcijuma.
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Effect of postpartum calcium application on metabolic adaptation of hypocalcemic cows

SUMMARY

Hypocalcemia is one of the most common metabolic postpartum disorders in cows. In
addition to the clinically visible form, there is a subclinical form that is difficult to detect due to the
absence of a clinical signs. Timely treatment of cows is crucial for the sustainability of production and
health of cows after calving. Data from the literature are inconsistent regarding the outcome of therapy,
which is why we considered important to examine the mechanisms underlying the therapeutic
processes applied in hypocalcemic cows. The aim of this study was to determine the prevalence of
subclinical hypocalcemia and to examine the effect of oral and parenteral administration of Ca
preparation on the activity of the parathyroid gland, metabolic parameters in blood of postpartum cows
with subclinical hypocalcemia. The study included 180 cows from the 3" to the 7" lactation, from
which blood was taken 5 to 15 hours after calving in order to determine the level of blood calcium.
Cows (n = 24) with subclinical hypocalcemia (1.38 mmol/l >Ca < 2.0 mmol/l) were divided into three
groups: (1) IV-Ca (n = 8) treated once by intravenous administration of 500 ml Calci-kel 300 (12.5 g
Ca gluconate, 2.4 g Mg chloride and boric acid), (2) PO-Ca (n = 8) treated twice (11 when diagnosing
the disease and 0.5 | 12 hours later) oral suspension of Calci Tonic (chelation bounded Ca and Mg ions,
respectively 41g Ca and 5g Mg per liter), (3) KON (n = 8) was not treated with Ca and Mg.

Blood was sampled at hour 0 (moment of diagnosis of subclinical hypocalcemia, immediately
before treatment) as well as at 1, 2, 4, 8, 12, 20, 24, 36 and 48 hours. Urine samples were taken at 0, 1,
12, 24, 36, and 48 hours. Calcemia was determined in all blood samples. The concentration of
parathyroid hormone (PTH) in the blood was measured at 0., 1., 2., 4., 24. and 48 hours.
Concentrations of glucose, total proteins, aloumin, urea, creatinine, total bilirubin, BHBA, inorganic
phosphorus, magnesium and enzyme activity of gGT, AST and ALP were determined in blood samples
taken at 0, 24, and 48 hours, and the concentration of NEFA only at hour 0. Urine pH was determined
in all urine samples.

The overall prevalence of subclinical hypocalcemia was 13%, with the highest in the fourth
(42%) and fifth (37%) and lowest in the third lactation (3.03%).

Before treatment, there was no significant difference in calcemia between the groups, while in
relation to the KON group, calcemia was significantly higher after treatment in PO-Ca (up to 8 hours)
and 1V-Ca (up to 24 hours). In the PO-Ca group, physiological calcemia was established during the
first 2 hours after treatment and was maintained until the end of the study, while in the 1V-Ca group,
hypercalcemia occurred in the first two hours after treatment, and then normocalcemia was established
until the end of the study. Calcemia of the KON group was below the lower physiological limit until
the hour 48" from the beginning of the experiment.

Before treatment, there was no significant difference in PTH concentrations between groups,
while after treatment the values were significantly lower compared to the KON group in IV - Ca during
first two hours, and in both treated groups (PO-Ca, 1V-Ca) in the fourth hour and then significantly
lower PTH was established in PO-Ca, compared to KON, until the end of the study.

Based on the measured initial values of urine pH, metabolic alkalosis was established in all
cows. After one hour, acidosis was found in group 1V-Ca, with the urine pH in this and PO-Ca groups
being significantly lower than in the KON group. Twelve hours after treatment, urine pH of PO-Ca and
IV-Ca groups were significantly lower than in KON group. In the PO-Ca group, the pH of urine was
significantly lower than in the KON group at 24 and 36 hours, while at hour 48 there was no difference
between the pH of urine of the examined groups.

Concentrations of glucose, BHBA, NEFA and creatinine, as well as GGT and ALP enzyme
activities did not differ significantly between the examined groups of cows during the study.



At the beginning of the study, hypophosphatemia was established in all cows. After 48 hours,
in the 1\V-Ca group the value of iP was significantly lower than in the KON group, while in the PO-Ca
group it did not differ from the value in the KON group.

At the beginning of the study, magnesium level in all groups of cows was in the physiological
range. In the I\VV-Ca group, Mg concentrations at 24 and 48 hours were significantly lower than in the
KON group, while in the PO-Ca group they were maintained at the level of the values determined in
the KON group.

The initial concentrations of urea, protein, aloumin and bilirubin in the blood of the cows
were similar.

At hour 48, the urea concentration in the PO-Ca group was significantly lower than in the
KON group. The protein concentration was significantly lower in the PO-Ca group at hour 24 than in
the KON and IV-Ca groups, and there was no significant difference between the groups at hour 48.
Albumin concentration was significantly lower at hour 24 in the PO-Ca group than in the 1VV-Ca group,
and at hour 48 there was no significant difference between cows. The concentration of bilirubin was
significantly lower in the PO-Ca and IV-Ca groups at hour 24 than in the KON group, and at hour 48 in
the PO-Ca group was still significantly lower than in the KON group. The initial activity of AST
enzymes in the PO-Ca group was significantly lower than in the KON group, while at hour 24 in the
PO-Ca group of cows was significantly lower than in the KON and IV-Ca groups, and at hour 48
between the examined groups there were no differences.

The obtained results indicate that intravenous, in relation to oral, administration of calcium led
to more rapid recover of diseased cows from the state of hypocalcemia. On the other hand, the control
mechanisms that underlie the regulation of calcemia in cows, i.e. the concentration of PTH, but also the
response of aP and Mg to the treatment of cows, indicate that intravenous calcium administration,
compared to oral, led to greater depletion of control mechanisms. Forty eight hours after treatment, no
biological balance was established. In accordance with these results, it is recommended to give
intravenous calcium in all cases of severe hypocalcemia, while in conditions of moderate hypoglycemic
conditions or for prevention at dairy farms with high prevalence of subclinical hypocalcemia, it is
better to use oral calcium preparations.

Key words: cows, hypocalcemia, parathyroid hormone, therapy
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1. UvOD

Na farmama visokomle¢nih krava hipokalcemija je jedan od naj¢es¢ih metabolickih poremecaja
koji se javlja neposredno nakon teljenja i moze dovesti do smanjenja proizvodnje, poremecaja u
reprodukciji pa i prevremenog izlu¢ivanja krava iz stada. Pored klinicke forme, Cesto se javlja i
supklinicki oblik koji je iziuzetno tesko detektovati. Naime, klinicki oblik se javlja u svega 5 — 7 %
slucajeva, dok se u svim drugim slucajevima javlja supklinicka forma. Pored deficita kalcijuma, sa
ovim oboljenjem je Cesto udruzen i poremecéaj homeostaze magnezijuma i fosfora, kao i poremecaj
regulatornih mehanizama koji su u osnovi metabolizma kalcijuma. Odrzavanje homeostaze kalcijuma
je izuzetno veliki metabolicki izazov za visokomlecne krave uzimaju¢i u obzir njihovu genetsku
predispoziciju za postizanje proizvodnje preko 30 litara dnevno. Dodatno, uobicajeno je da se krava
nalazi u laktaciji 10 meseci i da ostane gravidna izmedu 3. i 4. meseca laktacije. Najcesce, graviditet se
zavrSava teljenjem 48 nedelja nakon prestanka prethodne laktacije. Kako laktacija kod visokomle¢nih
krava traje do kasnog perioda graviditeta, zahtevi za Ca se znaCajno smanjuju tek nakon prestanka
laktacije uprkos povec¢anim zahtevima ploda za izgradnju skeleta. Ovaj vremesnki period, zasuSenje,
predstavlja i period najnizih zahteva za Ca kod odraslih krava (Horst i sar., 2005). U patogenezi
hipokalcemije visokomle¢nih krava najznacajnije su promene u metabolizmu kalcijuma koje se
desavaju sa pocetkom laktacije, jer se velika koli¢ina Ca izluuje putem kolostruma i mleka.
Koncentracija Ca u krvi kod krava je 2,5 mmol/L, a visokomle¢ne krave u piku laktacije mogu
izluc¢ivati i do 80 g Ca/dan putem mleka. Upravo zato, glavni uzrok nastanka hipoklacemije predstavlja
narusavanje homeostatskih mehnizama koji u€estvuju u regulisanju normalne kalcemije u krvi.

Parathormon (PTH) je proteinski hormon koji se skladisti u paratireoidnoj zlezdi, kao mestu
njegove sinteze i glavni je regulator, pored kalcitonina i kalcitriola, metabolizma kalcijuma. Poja¢ano
lu¢enje PTH izaziva porast koncentracije kalcijuma, izazivajuci pre svega osteolizu. Za visokomle¢ne
krave je karakteristi¢no da posle teljenja fizioloski dolazi do povlacenja Ca iz kosti u krv. To se deSava
pod uticajem PTH koji se pojacano lu¢i zbog gubitka znacajnih koli¢ina Ca putem mleka. Ova pojava
povlacenja Ca iz kosti posle teljenja kod krava se naziva laktaciona osteoliza i smatra se da je fizioloski
opravdano da se do 13% kalcijuma iz kosti povuce u krv za zadovoljavanje potreba visokomlecnih
krava za proizvodnju mleka. Ukoliko se povuce veca koli¢ina kalcijuma dolazi do poremecaja zdravlja.
Medutim, mnogo veci problem je nedovoljno povlacenje kalcijuma iz kostija koje se deSava u slucaju
kada ne dolazi do pojaCanog izlucivanja kacijuma kao odgovor na hipokalcemiju. Moguca je i
rezistencija kosti na PTH koja se ponekad deSava kod krava, a najces¢e je posledica nedostatka
magnezijuma u Krvi jer je ovaj makroelemenat znacajan elemenat signalnog puta ¢elije koja odgovara
na vezivanje parathormona za receptor.

Lecenje hipokalcemije, pre svega njene klinicke forme se sprovodi odmah po pojavi simptoma,
narocito ukoliko krave leze na strani. Dugotrajno lezanje krava na strani dovodi do ishemije misica i
oStecenja nerava koji za posledicu imaju nastanak ,,sindroma lezece krave.”

Najbrzi i do sada najvise koris¢en nacin za uspostavljanje normokalcemije je intravenska
aplikacija rastvora kacijumovih soli. Za tu svrhu najée$ée se koriste soli kalcijum-boroglukonata.
Komercijalni intravenski preparati koji se koriste u terapiji hipokalcemije mogu da sadrze i izvore Mg,
P i glukoze. Intravenski aplikovani praparati Ca podizu vrednosti kalcemije u krvi iznad fizioloskih
vrednosti u toku 4 ¢asa, a zatim ponovo padaju ¢ak uvodeéi Zivotinju i u stanje prolazne hipoklacemije.
Zato je znacajno ispitati i druge vidove primene kalcijuma u terapiji a posebno ispitati kontrolne
mehanizme koji leze u osnovi ovih procesa. Naime, istovremenim pracenjem koncentracija hormona
koji regulisu metabolizam kalcijuma moguce je utvrditi na koji nain se aktiviraju fizioloski mehanizmi
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tokom terapije, odnosno vra¢anja nivoa kalcijuma na normalan nivo. Ukoliko terapija dovodi do
preteranog iscrpljivanja tih mehanizama onda rezultati mogu da budu kratkotrajni ali da dugotrajno
Zivotinja ne uspe da odrzava homeostazu glavnih makroelemenata potrebnih za proizvodnju mleka na
zadovoljavaju¢em nivou.

U okviru ove doktorske disertacije smo ispitali aktivnost kontrolnih mehanizama odgovornih za
homeostazu kalcijuma tokom razlicitih terapija primenjenih u tretmanu krava kod kojih je odmah posle
teljenja dijagnostikovana supklinicka hipokalcemija.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. OSNOVNE KARAKTERISTIKE METABOLIZMA POJEDINIH MINERALNIH
MATERIJA (Ca, Mg, P) KOD VISOKOMLECNIH KRAVA

Mineralni elementi su neorganske supstance koje se nalaze u svim tkivima 1 telesnim
teCnostima zivotinja, gde ucestvuju u odrzavanju brojnih fizickohemijskih procesa neophodnih za
normalno funkcionisanje organizma (Soetan i sar., 2010). U zavisnosti od koli¢ine u kojoj su potrebni
organizmu, svi mineralni elementi se mogu svrstati u jednu od dve grupe. Prvu grupu predstavljaju
makroelementi, koji su organizmu potrebni u vecoj koli¢ini i njima pripadaju: kalcijum (Ca),
magnezijum (Mg), fosfor (P), natrijum (Na), kalijum (K), hlor (Cl) i sumpor (S). Drugu grupu cine
mikroelementi, koji su organizmu potrebni u malim koli¢inama ili u tragovima (trace elements, eng.),
poput gvozda (Fe), bakra (Cu), kobalta (Co), joda (J), cinka (Zn), mangana (Mn), molibdena (Mb),
fluora (F), hroma (Cr) i selena (Se) (Soetan i sar., 2010; Suttle, 2010).

Mineralni elementi ne predstavljaju izvor energije za zivotinje, ali imaju brojne uloge, kao
strukturnu, fiziolosku, kataliticku ili regulatornu (Suttle, 2010). Imajuéi u vidu Siroki spektar uloga koje
mineralni elementi obavljaju, razumljivo je da neadekvatno (prekomerno ili nedovoljno) snabdevanje
njima, moze imati posledice po zdravlje svih zivotinja, ukljucujuci i visokomle¢ne krave (Drackley i
sar., 2005; Soetan i sar., 2010). Medutim, kod visokomle¢nih krava se, pored neadekvatnog
zdravstvene probleme, a to je neadekvatna adaptacija metabolizma mineralnih materija u pojedinim
fazama proizvodnog ciklusa visokomle¢nih krava (Drackley i sar., 2005; Goff, 2006). Naime, ukoliko
se proizvodni ciklus visokomle¢nih krava posmatra iz ugla homeostaze mineralnih materija,
peripartalni ili tranzicioni period (vremenski raspon od tri nedelje pre teljenja do tri nedelje nakon
teljenja) predstavlja najkritiCniju fazu. Tokom ovog perioda neophodno je ocuvanje homeostaze
mineralnih materija, a na prvom mestu kalcijuma, Sto zahteva i adekvatnu adaptaciju mineralnog
metabolizma (Drackley, 2005; Neves i sar., 2017). Potrebno je napomenuti da izazov u ocuvanju
homeostaze kalcijuma najvise dobija na znaCaju sa pocetkom laktacije, kada se potrebe za ovim
makroelementom naglo povecavaju (Goff, 2006). Kao posledica toga, kod visokomle¢nih krava moze
do¢i do pada koncentracije kalcijuma u krvi (hipokalcemija) i to za veoma kratko vreme, odnosno za
12 — 24 ¢asa nakon porodaja (Seifi i Kia, 2017). Istovremeno, brzom padu koncentracije kalcijuma u
krvi 1 razvoju hipokalcemije kod visokomle¢nih krava doprinosi i nizak sadrzaj kalcijuma u krvnoj
plazmi i ekstracelularnoj tenosti u odnosu na potrebe za proizvodnju kolostruma. Naime, krvna
plazma sadrzi 3 g, a celokupna ekstracelularna te¢nost ne vise od 9 g kalcijuma kod krave telesne mase
600 kg, dok je za proizvodnju kolostruma potrebno izmedu 30 1 40 g kalcijuma svakog dana (Goff,
2004; Seifi 1 Kia, 2017). Da bi se omogucio obilan priliv kalcijuma u mle¢nu zlezdu, uz istovremeno
ocuvanje njegove homeostaze, neophodno je da se mineralni metabolizam Sto pre adaptira na
novonastale potrebe. Glavnu ulogu u tome imaju parathormon i aktivna forma vitamina D (1,25-
dihidroksiholekalciferol) (Goff, 2008). Pad koncentracije kalcijuma predstavlja stimulus za lucenje
parathormona koji, najpre, povecava tubularnu (bubreznu) reapsorpciju kalcijuma u cilju odrzavanja
njegove koncentracije u krvnoj plazmi u uskim granicama (2,1-2,5 mmol/L ili 8,5-10 mg/dL) (Seifi i
Kia, 2017). Medutim, efikasnost ovog mehanizma je vrlo ograniena jer krave, na dnevnom nivou,
izlucuju male koli¢ine kalcijuma urinom (1 — 2 g). Zbog toga, ukoliko su potrebe za kalcijumom vece,
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odnosno ukoliko je nedostatak kalcijuma ve¢i, $to se deSava na pocetku laktacije, ovaj mehanizam nece
biti efikasan u ocuvanju homeostaze kalcijuma, ve¢ moraju da se ukljuce i drugi mehanizmi (Goff,
2004). Drugi mehanizam koji, takode, pokrece parathormon je osteoklastna osteoliza, kojom se
kalcijum povlaci iz kostiju u ekstracelularnu te¢nost i krvnu plazmu, ali je za pokretanje ovog
mehanizma u punom kapacitetu potrebno vise vremena (48 Casova) (Goff, 2014, Seifi i Kia, 2017).
Dodatno, parathormon u bubrezima stimuliSe stvaranje i oslobadanje aktivne forme vitamina D, koji
pokrece tre¢i mehanizam — povecanje crevne resorpcije kalcijuma. Ovom mehanizmu je, takode,
potrebno viSe vremena da bi se aktivirao u potpunosti, a to je uglavnom izmedu 1 i 2 dana (Seifi i Kia,
2017). Upravo, vreme koje je potrebno za aktivaciju opisanih mehanizama je razlog zbog kojeg se
hipokalcemija javlja u prvih 24 ¢asa nakon teljenja (Goff, 2014; Martin-Tereso i Martens, 2014).

Literaturni podaci ukazuju da se u najve¢em broju slucajeva javlja supklini¢ka hipokalcemija
koja nije pracena klinickim simptomima, dok se u svega 5 — 7 % slucajeva razvija klinicki manifestna
hipokalcemija, poznatija kao mle¢na groznica (DeGaris i Lean, 2009; Mulligan i Doherty, 2008; Goff,
2008). Nadeno je, pri tome, da je pojava supklinicke hipokalcemije kod krava prac¢ena povecanim
rizikom od zaostajanja posteljice (Neves i sar., 2017), razvoja metritisa (Martinez i1 sar., 2012),
mastitisa (Goff, 2008) i dislokacije siriSta (Chapinal i sar., 2011). Zbog toga supklinicka hipokalcemija
doprinosi i ucestalijem isklju¢ivanju zivotinja iz proizvodnje (Seifi i sar., 2011). Ukoliko se tome
dodaju i rezultati koje su objavili Reinhardt i sar. (2011), koji ukazuju da prevalencija supklinicke
hipokalcemije dostize i 54 % u stadima visokomle¢nih krava, jasno je zaSto su istrazivanja u ovOj
oblasti i dalje aktuelna. Medutim, za oc¢uvanje zdravlja i potpuno ispoljavanje genetskog potencijala
visokomle¢nih krava neophodno je odrzavanje homeostaze i drugih makroelemenata, kao Sto su
magnezijum, fosfor i kalijum (Martin-Tereso i Martens, 2014; Goff, 2018).

U uslovima fizioloSke ravnoteze, koncentracija magnezijuma u krvnoj plazmi krava se odrzava
u granicama od 0,75-1,0 mmol/L (1,8-2,4 mg/dL), ¢ime se obezbeduju uslovi za normalno odvijanje
enzimskih reakcija u ¢elijama, sa jedne strane, i o¢uvanje nervno-misi¢ne funkcije, sa druge strane
(Goft, 2004; Suttle, 2010). S obzirom da je sadrzaj magnezijuma u celokupnoj ekstracelularnoj tecnosti
krava prilicno nizak, pocetak laktacije udruzen sa visokim potrebama za ovim mineralom, moze
usloviti brzu potrosnju raspolozivog magnezijuma i nastanak hipomagnezijemije. Ovo se, narocito,
moze ocekivati neposredno nakon porodaja kod visokomle¢nih krava, ¢emu doprinose najmanje dve
okolnosti (Martens i Schweigel, 2000; Goff, 2004). Prva je da kosti nisu zna¢ajan izvor magnezijuma u
uslovima hipomagnezijemije, jer status magnezijuma u organizmu ne moze da podstakne osteoklastnu
osteolizu, posto je ona uslovljena padom koncentracije kalcijuma i lu¢enjem parathormona (Goff,
2008). Zbog toga je koncnentracija magnezijuma u krvnoj plazmi krava skoro u potpunosti zavisna od
unosa ovog makroelementa hranom. Druga okolnost se, upravo, odnosi na smanjeni ili nedovoljni unos
hrane, a samim tim i magnezijuma, koji se javlja kod visokomle¢nih krava neposredno pre i nakon
porodaja, pogovoto ako su u peripartalni period usle sa visokom ocenom telesne kondicije (Goff, 2008;
Grummer i sar., 2014; Reshalaitihan i sar., 2020). Osim navedenim okolnostima, razvoj
hipomagnezijemije moze biti podstaknut i visokim unosom kalijuma, jer on smanjuje resorpciju
magnezijuma na nivou buraga, koji se smatra kljuénim mestom za resorpciju magnezijuma kod
odraslih prezivara (Martens i Schweigel, 2000; Martin-Tereso i Martens, 2014). Nastala
hipomagnezijemija ne samo da naruSava normalno funkcionisanje organizma, veé¢ ozbiljno remeti i
homeostazu drugih makroelemenata, u prvom redu kalcijuma. Naime, stanje hipomagnezijemije obara
luenje parathormona i smanjuje odgovor ciljnih tkiva na parathormon zbog nedovoljne sinteze
ciklicnog AMP (sekundarni glasnik) nakon njegovog vezivanja za receptor (Seifi i Kia, 2017).
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Koncentracija fosfora u krvnoj plazmi krava se, pod normalnim uslovima, nalazi u okvirima od
1,3-2,6 mmol/L (4,0-8,0 mg/dL). Slicno magnezijumu, koncentracija fosfora u krvnoj plazmi je u
velikoj meri zavisna od njegovog unosa hranom ali je, u izvesnoj meri, regulisana i hormonima Kkoji su
uklju¢eni u homeostazu kalcijuma (Goff, 2004; Goft, 2008). Pri tome, odnos izmedu fosfora i
kalcijuma je interferiraju¢i. Zbog toga, prekomeran unos i resorpcija fosfata u digestivnom traktu, sa
posledi¢nim porastom njegove koncentracije u krvnoj plazmi, doprinose pojavi hipokalcemije (Martin-
Tereso i Martens, 2014). Naime, prisustvo fosfora u visokoj koncentraciji u krvnoj plazmi inhibira
aktivnost bubreznog enzima 1 a-hidroksilaze, koji katalizuje reakciju hidroksilacije u kojoj nastaje
aktivna forma vitamina D. Posledi¢no, smanjuje se sinteza vitamina D, a samim tim i njime stimulisana
resorpcija kalcijuma u crevima, Sto predisponira krave na hipokalcemiju (Seifi i Kia, 2017). Medutim,
kako koncentracija kalcijuma u krvnoj plazmi opada ispod 2,5 mmol/L (10 mg/dL), tako je i
parastitasta zlezda stimulisana na lucenje parathormona. On ¢e povecati koncentraciju kalcijuma u
krvnoj plazmi pokretanjem prethodno opisanih mehanizama, ali ¢e povecati i izluCivanje fosfora
pljuvatkom 1 urinom (Wright 1 sar., 1984) i tako ponovo uspostaviti homeostazu ova dva
makroelementa. Ovakav uticaj parathormona na metabolizam kalcijuma i fosfora, objasnjava razlog za
pojavu hipofosfatemije kod hipokalcemi¢nih krava neposredno nakon teljenja, pogotovo ukoliko
nastanak hipokalcemije nije bio podstaknut prekomernim unosom fosfata (Goff, 2008). Na kraju, fosfor
moze direktno stimulisati aktivnost 1 a-hidroksilaze i sintezu aktivne forme vitamina D u bubrezima.
Ovo se deSava u sluCajevima kada je koncentracija fosfora u krvnoj plazmi izrazito niska (0,3-0,6

mmol/L), pa je direktna stimulacija sinteze vitamina D neophodna kako bi se povecao stepen crevne
resorpcije fosfora (Goff, 2008; Goff, 2018).

2.2. SPECIFICNOSTI METABOLIZMA KALCIJUMA KOD VISOKOMLECNIH KRAVA

U periodu nakon teljenja, kada sekrecija mleka kod visokomle¢nih krava predstavlja
metabolicki prioritet, svi energetski i mineralni resursi organizma, medu kojima je posebno znacajan
kalcijum, podredeni su proizvodnji mleka (Fleischer i sar., 2001). Zbog toga porast proizvodnje mleka
neposredno nakon teljenja diktira velike zahteve u kalcijumu. Kalcijum se tada naglo povlaci iz
telesnih depoa i pospesuje se njegova resorpcija iz digestivnog trakta, odnosno reapsorpcija iz bubrega.
Istovremeno, da bi se osigurala visoka proizvodnja mleka neophodno je glukozu iz cirkulacije usmeriti
ka mle¢noj Zlezdi za proizvodnju laktoze (Drackley, 1999). Unos glukoze u mle¢nu zlezdu kao organ
nije zavisan od insulina, a kako bi se to ostvarilo pada osetljivost na insulin perifernih tkiva (misica i
masnog tkiva) u kojima je unos glukoze zavisan od insulina, odnosno javlja se insulinska rezistencija
perifernih tkiva. Neposredno nakon teljenja smanjen je unos hrane te se visoke energetske potrebe
organizma ne mogu podmiriti. Povecane potrebe u energiji visokomlecnih krava i smanjen unos hrane
— naro€ito suve materije neposredno pred porodaj kao i tokom rane laktacije, dovode do razvoja
negativnog energetskog balansa (NEB) (Gerloff, 2000; Hayirli i sar., 2002). Kao odgovor organizma na
deficit energije dolazi do mobilizacije masti (Ingvartsen i sar., 1992; Leblanc S., 2010). Tokom NEB-a,
pored mobilizacije masti, razvijaju se i druge metabolicke promene koje treba da olakSaju adaptaciju
krava na rastuéu proizvodnju mleka. Te promene ukljucuju povecanje obima glukoneogeneze i
glikogenolize, kao i smanjeno koriS¢enje glukoze i pove¢ano koriS¢enje masnih kiselina kao izvora
energije u telesnim tkivima (Reynolds i sar., 2003). Kao posledica lipolize, raste koncentracija
neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA) u cirkulisucoj krvi, kao i njihov priliv ka jetri. Veliki priliv
NEFA ka jetri vodi povecanom stvaranju triglicerida koji okupiraju hepatocite i mogu uticati na njhove
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funkcije. Pri nepotpunoj oksidaciji NEFA u jetri dolazi do stvaranja ketonskih tela (acetona,
acetoacetata i betahidroksibutirata—-BHBA) u koli¢inama vi§im od fizioloskih (Kida i sar., 2003).
Visoka koncentracija ketonskih tela moze voditi ka nastanku ketoze koja se moze javiti u supklinickoj i
klini¢koj formi (Ospina i sar., 2010).

Istrazivanja ukazuju da je primarni faktor u razvoju NEB i poremec¢aja metabolizma kalcijuma
nepravilna ishrana visokomle¢nih krava, ali je nastanak poremecaja i genetski determinisan te su krave
predodredene na visoku proizvodnju mleka podloznije nastanku poremecaja u tranzicionom periodu
(Khan isar., 2013; Rocco i McNamara, 2013).

S obzirom da se poremecaji u metabolizmu kalcijuma i1 energetskog metabolizma kod
visokomle¢nih krava javljaju u istom periodu vrSena su istrazivanja njihove povezanosti. U
istrazivanjima je dokazano da su hipokalcemicne krave u puerperalnom periodu podloznije razvoju
NEB-a u odnosu na normokalcemi¢ne krave (Chamberlin et al., 2013). Ovo se odrazava kroz vise
koncentracije NEFA na dan teljenja kod hipokalcemi¢nih krava ali i pove¢anoj zastupljenosti masti u
hepatocitima 7. 1 35. dana nakon teljenja. Veza izmedu metabolizma kalcijuma i metabolizma lipida se
moze objasniti istrazivanjima kod ljudi tokom kojih je uoceno da je u adipocitima koji su stimulisani
agonistima receptora za kalcijum doSlo do smanjenja bazalne lipolize (Cifuentes i Rojas, 2008). Ovo
ukazuje da se lipoliza moze povecati u nedostatku kalcijuma. Takodje kalcijum je znacajan kao
sekundarni glasnik za energetski metabolizam u hepatocitima. Dokazano je da povec¢anje koncentracije
kalcijuma u citosolu dovodi do istovremenog povecanja koncentracije kalcijuma u mitohondrijima i da
je ovo vaZzan mehanizam za stimulaciju oksidativhog metabolizma u mitohondrijama (Hajndczky i sar.,
1995). Naime, unos kalcijuma u mitohondrije dovodi do fosforilacije piruvat dehidrogenaze pri ¢emu
nastaje njen aktivni oblik (Denton i sar., 1972), koji zatim pretvara piruvat u acetil-CoA za ulazak u
ciklus trikarboksilne kiseline. Ovaj proces takode uzrokuje porast NADH, koji je odgovoran za
doniranje elektrona tokom oksidativne fosforilacije (Robb-Gaspers i sar., 1998). Dakle, promene u
koncentraciji kalcijuma u plazmi mogu uticati na koncentraciju kalcijuma u hepatocitima, i u sluc¢aju
nizih koncentracija piruvat dehidrogenaza nece biti efikasno aktivirana. Kao rezultat, metabolizam
ugljenih hidrata kroz ciklus trikarboksilne kiseline ¢e se smanjiti, Sto moze rezultirati NEB-om.

Povezanost metabolizma kalcijuma sa energetskim metabolizmom praéena je i kod jatrogeno
izazvane hipokalcemije viskomle¢nih krava (Martinez i sar., 2014). U ovim istrazivanjima je utvrdeno
da hipoklcemija dovodi do poveéanja koncentracije glukoze i smanjene koncentacije insulina u Krvi.
Moguée mehanize ovakvog efekata hipokalcemije treba traziti u znacaju kalcijuma za oslobadanje
insulina iz B ¢elija pankreasa. Naime, na in vitro modelima ¢elija pankresa razlicitih zivotinjskih vrsta i
ljudi dokazano je da ulazak jonskog kalcijuma dovodi do praznjenja granula sa insulinom iz B ¢elija
(Witzel i1 Littledike, 1973; Rorsman i sar., 2012). Ovim se objasnjava pad koncentracije insulina u
nedostatku kalcijuma, koji dovodi do smanjenja unosa glukoze u insulin zavisna tkiva i posledi¢no
povecanje koncentacije glukoze u krvi. Takode, jedna od posledica smanjenje koncentracije insulina je
smanjenja inhibicija hormon senzitivne lipaze ¢ime se podsti¢e ve¢ opisani efekat povecane lipolize,
lipomobilizacije i povecanje koncentracije NEFA u krvi kod hipokalcemije. Opisani mehanizmi imaju
uticaj na stepen insulinske rezistencije i mogu biti okida¢ za izrazito povecanje lipolize i povezanih
poremecaja kod krava kao $to je masna infiltracija jetre i ketoza (Hayirli, 2006).

Svi navedeni mehanizmi Su znacajni za razumevanje povezanosti metabolizma kalcijuma i
energetskog metabolizma sa proizvodnjom mleka sa jedne strane i mogucim patoloskim stanjima kod



visokomle¢nih krava koja se javljaju u puerperijalnom periodu kao Sto su ketoza, dislokacija sirista,
retencija placente, mastitis i smanjeni reproduktivni parametri.

Istrazivanja koja prate povezanost pospartalne koncentracije kalcijuma sa mlec¢noséu su
kontradiktorna. Tako je u istrazivanju Neves i saradnika (2018) dokazano da je niza koncentracija
kalcijuma (Ca <1,95 mmol/L) neposredno nakon teljenja povezana sa pove¢anom proizvodnjom mleka
kod multiparih krava. Ova povezanost nije zapazena kod primiparih krava u istom ogledu. Takodje, u
istrazivanju Chamberlin i saradnika (2013) nije zapazen uticaj supklinicke hipokalcemije na mle¢nost,
kada je jonski Ca <1,0 mmol/L.

Povezanost nizih koncentracija kalcijuma nakon teljenja sa visom proizvodnjom mieka treba
traziti u homeostatskim mehanizmima koji reguliSu nagli pad kalcijuma nakon teljenja. Na pocetku
laktacije veliki zahtevi za kalcijumom dovode do pada koncentracije kalcijuma u krvi Sto vodi
sinhronizovanoj hormonskoj adaptaciji ¢iji je cilj odrzavanje homeostaze kalcijuma i indirektno
produkcije mleka. Naime, nagli pad kalcijuma dovodi do lucenja paratiroidnog hormona kao klju¢nog
hormona u homeostazi kalcijuma. U in vitro studijama na ¢elijama mle¢ne zlezde dokazano je da Celije
poseduju kalcijum osetljive receptore koji ucestuju u regulaciji unosa kalcijuma u ¢elije u zavisnosti od
koncentracije ekstracelijskog kalcijuma (VanHouten i sar., 2004). Takode, dokazano je da smanjena
koncentracija serotonina negativno utice na ove receptore kod miSeva (Laporta i sar., 2014), kao i da
serotonin stvoren u epitelnim ¢elijama mle¢ne zlezde moze parakrino uticati na ekspresiju gena za
protein povezan sa paratiroidnim hormonom (Hernandez i sar., 2012). Protein povezan sa paratiroidnim
hormonom moze izazvati indukciju mobilizacije kalcijuma iz kostiju (Sowers i sar., 1996). Stoga krave
sa pove¢anom proizvodnjom mleka mogu imati povecan unos kalcijuma u ¢elije mlecne Zlezde Sto
rezultira smanjenom koncentracijom serumskog kalcijuma neposredno nakon teljenja.

Moze se zakljuciti da je metabolizam kalcijuma u puerperalnom periodu visokomle¢nih krava
usko povezan sa NEB-om i da krave genetski predodredene za visoku poizvodnju mleka imaju izraziti
pad koncentracije kalcijuma neposredno nakon teljenja (prvih 24 ¢asa). Od sposobnosti homeostatiskih
mehanizama zavisi da li ¢e se koncentracija kalcijuma brzo vratiti na fizioloSke vrednosti ili ¢e se
zadrZati duZze od 24 c¢asa i time povecati rizik od nastanka oboljenja karakteristinih za visokomle¢ne
krave.

Ishrana mle¢nih krava u visokom graviditetu hranom koja je bogata, natrijumom (Na) i
kalijumom (K) povecava ucestalost pojavljivanja puerperalne hipokalcemije (Beede, 1992; Oetzel,
1991). Soli natrijum i kalijuma, u vidu bikarbonata ili karbonata, su veoma efikasne u povecavanju
vrednosti pH krvi i razvoju alkaloze kod krava jer, kao Sto je poznato, Na i K se resorbuju sa 100 posto
efikasnosti u digestivnom traktu (Littledike i sar., 1983). Daljem povecanju alkalnosti krvi mogu da
doprinesu kalcijum (Ca) i magnezijum (Mg) kao snhazni katjoni. Goff i Horst (1997) ukazuju da se sa
povec¢anjem udela Na i K u ishrani krava znacajno povecava pH krvi i opada koncentracija
hidroksiprolina, odnosno smanjena je mobilizacija kalcijuma iz kosti. Njihov zakljucak je da ishrana
krava u visokom graviditetu bogata kalijumom daleko viSe doprinosi razvoju hipokalcemije nego
suficit Ca. Pored toga, ishrana bogata kalijumom nepovoljno uti¢e na resorpciju Mg iz buraga i moze
da bude jedan od glavnih uzroka hipomagnezijemije (Martens i Schweigel, 2000, Goff 2008). Takode,
poviSena koncentracija kalijuma u plazmi stimuliSe oslobadanje insulina iz pankreasa kod goveda Sto
ima za posledicu u kratkom vremenskom periodu opadanje koncentracije Mg u krvi (Miller i sar.,
1980).



Kronqvist i saradnici (2012) su u svojim istrazivanjima ustanovili da smanjenje koncentracije
Mg snizava koncentraciju Ca u krvi krava. Naime, snizena koncentracija Mg smanjuje proizvodnju
PTH, kao i osetljivost tkiva na delovanje PTH (Rude, 1998). Cohr i saradnici (2018) su utvrdili da
smanjen unos fosfora putem hrane u periodu kasnog graviditeta povecava resorpciju Ca iz kostiju,
dovode¢i do porasta kalcemije u periodu oko teljenja.

2.3. ENDOKRINA REGULACIJA METABOLIZMA KALCIJUMA KOD VISOKOMLECNIH
KRAVA

Pod normalnim fizioloSkim uslovima koncentracija kalcijuma je regulisana parathormonom,
kalcitoninom i vitaminom D, delovanjem pretezno na kosti, bubrege i creva, kao ciljne organe.
Neposredno nakon teljenja, krave ulaze u stanje hipokalcemije zbog rastu¢e proizvodnje mleka koje
sadrzi visoke koncentracije kalcijuma. U tom periodu je regulacija usmerena uglavnom na podizanje
novoa kalcijuma i vra¢anje u fizioloski opseg vrednosti. Sli¢no je i tokom kasnog graviditeta kada se
kalcijum u velikoj meri gubi zbog formiranja skeleta fetusa.

2.3.1. Uticaj parathormona

Parathormon (PTH) je proteinski hormon koji se skladisti u paratireoidnoj zlezdi, kao mestu
njegove sinteze (Kumar i Thompson, 2011). Koli¢ina PTH uskladiStenog u sekretornim vezikulama u
normalnim okolnostima, kod krava, traje 5 do 6 ¢asova, a u slucaju maksimalnih potreba oko 1,5 ¢as.
Poluzivot ovog hormona u cirkulaciji je 10 do 20 minuta. Pojacano lucenje PTH izaziva porast
koncentracije kalcijuma, uz pad koncentracije fosfora, u krvi a ciljni organi na koje deluje su kost i
bubrezi, dok na creva deluje indirektno. Pojacano lu¢enje PTH, pored porasta kalcemije, izaziva i pad
koncentracije fosfora u krvi. PTH na ciljne organe deluje preko specifi¢nih receptora, vezanih za G
proteine, koji nakon vezivanja hormona, aktiviraju CAMP kao sekundarni glasnik.

Na kosti, PTH deluje izazivaju¢i mobilizaciju kalcijuma i fosfora iz kostiju. Na kosti PTH
ostvaruje efekat kroz dve faze. Prva faza je osteocitna osteoliza i karakteriSe se vezivanjem PTH za
receptore na osteoblastima i osteocitima, dovodec¢i do povecanjem njihove aktivnosti (Wysolmerski,
2012). Aktiviranjem kalcijumovih pumpi u celijskim membranama ovih celija, Ca se oslobada iz
organskog matriksa kosStanog tkiva najpre u vancelijsku tecnost a zatim i u cirkulaciju. Druga faza je
osteoklastna osteoliza i odvija se nakon dugotrajne stimulacije povisenim koncentracijama PTH, i u nju
su ukljuceni osteoklasti. S obzirom da osteoklasti ne poseduju receptor za PTH, uticaj PTH na
osteoklaste je posredan. Naime, osteoblasti koji imaju receptor za PTH, u kasnoj fazi delovanja, pod
uticajem PTH stimuliSu aktivaciju osteoklasta koji razgraduju mineralnu fazu kosti i oslobadaju Ca u
cirkulaciju.

Tokom osteolize, pod uticajem osteocita i osteoklasta razlaze se i kolagen, tako da se faktori
kao Sto su piridinolin (PYD), deoksipiridinolin (DPD) i kolagen tip I C telopeptid (CTX) oslobadaju u
cirkulaciju (Urena i sar., 1995). Zato se ovi faktori koriste kao biomarkeri oslobadanja Ca iz kostiju ne
samo kod ljudi (Eastell i Szulc, 1997) ve¢ i kod mle¢nih krava (Hamandez-Castellano i sar., 2020).

U bubrezima se receptori za PTH nalaze i u tubulocitima proksimalnog i distalnog tubula i
nakon vezivanja PTH dolazi do povecane reapsrpcije Ca u bubreznim kanali¢ima u distalnim tubulima
uz istovremeno smanjuje reapsorpciju fosfora u proksimalnim tubulima. Pored ovoga, PTH u bubregu
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dovodi do porasta sinteze kalcitriola, aktivirajuéi sistem 1 o hidrolazu, odnosno pretvaranje 25
hidroksiholekalciferola (metabolita vitamina D koji nastaje u jetri) u aktivnu formu, odnosno kalcitriol.

Indirektno, PTH deluje na creva uticuci na resorpciju Ca indirektno, jer PTH stimuliSe sintezu
kalcitriola u bubrezima koji pospeSuje resprpciju Ca u crevima.

Lucenje PTH regulisano je mehanizmom negativne povratne sprege. Hipokalcemija je glavni
stimulus za lu¢enja PTH. Kada vrednost kalcemije opadnu do nivoa od 0,5 do 0,7 mmol/L, lucenje
PTH je maksimalno. Lucenje PTH je inhibirano padom koncentracije Mg, s obzirom da je Mg
neophodan za aktiviranje signalnog puta u ¢eliji nakon vezivanja PTH. Nivo P u krvi nema direktni
uticaj na sintezu i lu¢enje PTH.

2.3.2. Uticaj kalcitonina
Kalcitonin je peptid koji sadrzi 32 aminokiseline i luce ga parafolikularne (C) ¢elije tireoidne
Zlezde. Poluzivot u cirkulaciji mu je oko 10 minuta.

Porast koncentracije kalcitonina u krvi dovodi do smanjenja koncentracije Ca i P u Krvi.
Znacajno je napomenuti da je parathormon glavni hormon znacajan za odrzavanje kalcemije u
fizioloSkim uslovima, a da kalcitonin prevashodno utie na sprecavanje hiperkalcemije. On to ostvaruje
delovanjem prevashodno na kosti, ali delom i na bubrege i creva.

Primarne ciljne ¢elije koje imaju specificne receptore za kalcitonin i na koje ovaj hormon deluje
su osteoklasti kosti, pri ¢emu ovaj hormon blokira osteolizu koju vrSe ove celije. Nakon delovanja
kalcitoinina osteoklasti se odvajaju od resorptivnih povrsina kosti i smanjuju broj mikrovila potpuno se
odvajajuc¢i od povrsine kosti. Time je onemogucéeno osteoliticko delovanje osteoklasta na kosti. Pored
toga kalcitonin smanjuje ukupan broj osteoklasta, koce¢i diferentovanje prekursorskih ¢elija.

Kalcitonin takode deluje i na ¢elije bubrega i creva, s tim da je njegov uticaj na ove organe
zna¢ajno manji u odnosu na parathormon, jer su znacajno vise doze ovog hormona od fizioloskih
potrebne da bi se ostvario efekat na nivou ovih organa. U bubrezima povecava izuc¢ivanje Ca i P.

Glavni stimulus za lufenje kalcitonina je, po principu negativne povratne sprege,
hiperkalcemija. Takode, porast koncentracije magnezijuma u krvi takode izaziva pojac¢ano lucenje ovog
hormona.

2.3.3. Uticaj vitamina D3

Vitamin D iz hrane se resorbuje intestinalnim putem. Medutim, samo polovina vitamina D
prisutnog u organizmu se resorbuje u digestivhom traktu, dok se ostatak dobija izlaganjem jedinke
suncevoj svetlosti. Holekalciferol se sintetiSe u kozi izlaganjem 7-dehidroholesterola UV zracima.
Provitamin D3 zatim dospeva do unutra$njih organa. U jetri zapocinje prvu hidroksilaciju, pri ¢emu
nastaje 25-OH vitamin D koji odlazi do bubrega gde se prevodi u 1,25-(OH), vitamin D3 odnosno
kalcitriol (DeLuca, 1990). Odavde se 1,25-(OH). vitamin D3z odvodi do kosti i creva gde utice na
metabolizam kalcijuma i fosfora. Proizvodnja 1,25-(OH)2 vitamin Ds je regulisana parathormonom koji
uti¢e na aktivnost bubrezne hidroksilaze — 1 obezbeduju¢i proizvodnju aktivne forme vitamina D.

Vitamin D se u krvi transportuje pomocu vitamin D-vezujueg proteina, odnosno
transkalciferina, koji se sintetoSe u jetri.



Glavna uloga vitamina D je regulacija koncentracije Ca i P u krvi. Aktivna forma vitamina D
ima sve karakteristike sterodinog hormona. Naime, ovaj vitamin ulazi u ciljna tkiva gde se vezuje za
receptore naslonjenim na molekule DNK u jedru, nakon ¢ega reguliSe gensku ekspresiju.

Kalcitriol, odnosno aktivna forma vitamina D (1,25-(OH).D3) podiZe koncentraciju Ca u krvi
povecéavajuci resorpciju Ca na nivou creva, kao i reapsorpciju Ca u bubrezima (Horst i sar., 1994). Na
nivou creva uti¢e na resorpciju Ca pretezno aktivirajuéi trancelularni prenos Ca ali i povecavajuci
efikasnost pasivnog paracelularnog transporta Ca. Na nivou bubrega, ovaj vitamin pospesuje
reapsorpciju Ca putem aktivnog transcelularnog transporta u distalnim kanali¢ima (Hoenderop i sar.,
2005a). U kostima, vitamin D uti¢e na mineralizaciju, demineralizaciju i mobilizaciju minerala kosti.
Kod mladih Zivotinja, vitamin D uti¢e na deponovanje minerala u kosti. Medutim, vitamin D ima ulogu
I u mobilizaciji Ca iz kostiju (Tucker isar., 1973).

2.3.4. Uticaj polnih hormona (estrogena i progesterona)

Imajuéi u vidu cCinjenicu da neposredno pre teljenja dolazi do promene u koncentraciji kako
polnih hormona, tako i prolaktina, kortizola i insulina, ovi hormoni mogu da se uzmu u razmatranje kao
etioloski ili predisponiraju¢i fakori u razvoju puerperalne hipokalcemije kod krava. U poslednjoj
nedelji graviditeta nivo estrogena (etradiola i estrona) se znaCajno povecava do trenutka teljenja, a
potom naglo opada do bazalnih vredosti (Devkota i sar., 2015). Poznato je da kod pojedinih vrsta
estrogen stimuliSe prirast kostanog tkiva (Ranney, 1959) i spreCava razgradnju — resorpciju kosti
(Manolagas i sar., 1993). Ranney (1959) je u svojim istrazivanjima ustanovio da kod miSeva estrogen
doprinosi uvecanju kostane mase, a da parathormon ima suprotno delovanje i dovodi do remodulacije
kosti i mobilizacije kalcijuma. Istovremenom primenom estrogena i parathormona kod miSeva, ovaj
autor je ustanovio da postoji antagonizam izmedu ovih hormona i pokazao da estrogen umanjuje
delovanje parathormona na procese remodulacije kostiju. Nekoliko studija je ukazalo da bi izuzetno
visoka koncentracija estrogena u krvi kod krava na teljenju mogla da predisponira krave da obole od
porodajne hipokalcemije (Stott,1968; Hollis i sar., 1981; Pyorala i sar., 1992). Visoke koncentracije
estradiola kod krava neposredno pre teljenja inhibiraju remodulaciju kostiju i predisponiraju starije
krave ka puerperalnoj parezi (Sechen i sar., 1988). Medutim, postoji i nekoliko istrazivanja u kojima
nije ustanovljena veza izmedu koncentracije estrogena u krvi i predispozicije za razvoj porodajne
hipokalcemije (Edquist i sar., 1974; Sasser i sar., 1979). Do sli¢nog zakljuc¢ka dosao je i Goff (2000)
koji navodi da visok nivo estrogena na teljenju visokomle¢nih krava smanjuje brzinu mobilizacije Ca iz
kostiju, ali da nije glavni Cinilac koji predisponira odredene Zivotinje da obole od puerperalne
hipokalcemije. Horvath i Kutas, (1959) su ustanovili da je parenteralno davanje estrogena kravama
imalo za posledicu smanjenje nivoa kalcijuma u krvi. Medutim, nastala hipokalcemija se moze pripisati
delovanju estrogena na smanjenje apetita i time smanjenog priliva i resorpcije kalcijuma iz digestivnog
trakta, a ne njegovom inhibitornom delovanje na mobilizaciju kalcijuma iz kostiju (Muir i sar., 1972,
Grummer i sar., 2004). Ne tako davno, sprovedena istrazivanja su pokazala da su estrogeni pored
veoma snaznog inhibitornog delovanja na resorpciju kosti (Manolagas i sar., 1993; Devkota i sar.,
2015) i veoma snazni stimulatori osteoblasta u formiranju nove kostne mase (Christenson, 1997).

Sa druge strane, progesteron sa svojom antiestrogenom aktivnoSéu moze umanjiti efekat
estrogena. Paine (1970) je pokazao da se efikasna prevencija porodajne pareze moze postici
aplikacijom adekvatne doze progesterona.
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2.3.5. Uticaj glukokortikosteroida

Glukokortikoidi u povisenim koncentracijama deluju stimulativho tokom duzeg vremenskog
perioda na remodulaciju kostiju i mobilizaciju kalcijuma. Kod krava obolelih od hipokalcemije
utvrdena je viSa vrednost kortizola koja se tumaci kao posledica odgovora na hipokalcemiju, a ne kao
direktno ili indirektno delovanje hipokalcemije na porast koncentracije ovog hormona. Takode postoje
dokazi koji sugerisu da kortizol pomaze u oporavku zivotinja od hipokalcemije verovatno zbog
njegovog efekta na smanjenje koncentracije anorganskog fosfora u krvi (Horst i Jorgensen, 1982).
Smatra se da glukokortikoidi (kod pacova) u odredenim okolnostima imaju efekat slican kalcitoninu,
odnosno snizavaju nivo Ca u krvi, posebno tokom hiperkalcemije (Hirsch i sar., 1998).

2.3.6. Uticaj prolaktina

Prolaktin luce laktotrofne ¢elije adenohipofize (Lamberts i Macleod, 1990). Ovaj hormon utice
pre svega na laktogenezu, ali je utvrdeno da utice i na odrzavanje homeostaze Ca. Naime, koncentracija
prolaktina na pocetku laktacije raste do 20 puta kod krava (Tong i sar., 2018) i dokazano je da utice na
intestinalni transport Ca kod laboratorijskih zivotinja i ljudi (Christakos i sar., 2011). Pretpostavlja se i
da pospesSuje reapsorpciju Ca u bubrezima (Lotinun i sar., 1998). Pored uticaja na creva i bubrege,
prolaktin povecava reapsorpciju Ca iz kostiju kod ljudi i pacova (Charoenphandhu i Krishnamra,
2007).

2.3.7. Uticaj serotonina

Serotonin se sintetiSe u CNSu i utice na raspoloZenje 1 apetit. Pored toga, sintetiSe se u crevima,
plu¢ima, pankreasu, tireoidei, pljuvacnim Zzlezdana, jetri i mlec¢noj zlezdi (Pai i Marshall, 2011).
Znacajan je u homeostazi Ca kod mle¢nih krava (Laporta i sar., 2013). Utvrdeno je da serotonin
stimuli§e sintezu PTHrP poreklom iz mle¢ne zlezde (Hernandez i sar., 2012). PTHrP ima istu bioloSku
ulogu kao PTH, sa posebnim dejstvom na kosti, sem $to ne utice na aktivaciju kalcitriola (Strewler,
2000).

2.4. HIPOKALCEMIJA KOD VISOKOMLECNIH KRAVA

Hipokalcemija se definiSe kao smanjenje koncentracija kalcijuma u krvi ispod fizioloSke
vrednosti koja nastaje neposredno pre ili 24 do 72 cCasa nakon teljenja. FizioloSka koncentracija
ukupnog Ca u krvi krava treba da se odrzava iznad 2,0 mmol/L (fizioloski opseg 2,0-3,0 mmol/L). U
strucnoj literaturi, ova vrednost je opste prihva¢ena kao donja granica normokalcemije (Goff, 2014;
Wilms i sar., 2019). U novije vreme, sa poveéanjem prosecne proizvodnje mleka po kravi, sve vise se
upotrebljavaju stroziji kriterijumi za definisanje normokalcemije kod visokomlec¢nih krava, tako da
pojedini autori sugeriSu da bi donja grani¢na vrednost trebala da bude 2,1 ili 2,2 mmol/L (Martinez i
sar., 2012; Roberts i sar., 2012). U savremenoj farmskoj proizvodnji hipokalcemija visokomle¢nih
krava je veoma vazna sa ekonomskog aspekta jer moze da dovode u pitanje rentabilnost ove grane
stocarstva. Prema tezini ispoljenih klinickih simptoma, hipokalcemija moze da se manifestuje u
klinickom (mle¢na groznica ili puerperalna pareza) i supklinickom obliku. Pored klinicke forme
hipokalcemije koja se karakteriSe dugotrajnim lezanjem i nemogucnosti ustajanja Zzivotinje, sa
zdravstvenog aspekta mnogo znacajnija je supklinicka forma hipokalcemije, koja protice inaparentno
bez jasno vidljivin simptoma bolesti. Ovaj znacaj se upravo oslikava u ¢injenici da su krave sa
supklinickom hipokalcemijom daleko viSe podlozne puerperalnim oboljenjima i reproduktivnim
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poremecajima tokom nastupajuce laktacije. Ucestalost pojavljivanja klinicke forme hipokalcemije na
savremenim farmama visoko mle¢nih krava je od 5-7 % (De Garis i Lean, 2008; Goff, 2008), dok se
supklinicka forma hipokalcemije pojavljuje u mnogo ve¢em procentu od 25-50 % u zavisnosti od
laktacije i prosecne proizvodnje mleka (Reindhart i sar., 2011).

2.4.1. Faktori znacajni za nastanak hipokalcemije

Visokomle¢ne krave se za razliku od drugih vrsta sisara, suocavaju sa jedinstvenim problemom
vezanim za odrzavanje homeostaze kalcijuma. Naime, normalno je da se krava nalazi u laktaciji 10
meseci (305 dana) i da ostane gravidna obi¢no izmedu 3. 1 4. meseca laktacije. Graviditet se zavrSava
teljenjem obi¢no 8 nedelja nakon prestanka prethodne laktacije (perioda zasusenja). Kako laktacija kod
visokomlec¢nih krava traje do kasnog perioda graviditeta, zahtevi za Ca se znac¢ajno smanjuju tek nakon
prestanka laktacije uprkos povecanim zahtevima ploda za izgradnju skeleta. Ovaj vremenski period,
zasuSenje, predstavlja i period najnizih zahteva za Ca kod odraslih krava (Horst i sar., 2005). U
patogenezi hipokalcemije visokomle¢nih krava najznacajnije su promene u metabolizmu kalcijuma
koje se desavaju sa pocetkom laktacije, jer se velika koli¢ina Ca izlucuje putem kolostruma i mleka.
Koncentracija Ca u krvi kod krava je 2,5 mmol/L, a u kolostrumu i mleku je 62-75mmol/l, odnosno 25-
30 mmol/l. Visokomle¢ne krave na piku laktacije mogu izlucivati i do 80 g Ca/dan putem mleka. 1z
ovoga proizilazi da ukupna rezerva Ca u krvi koji iznosi od 2-4 g, mora biti 20-30 puta potpuno
ispraznjena da bi se zadovoljile potrebe za visokom proizvodnjom mleka (Horst i sar., 2005). Glavni
uzrok nastanka hipoklacemije predstavlja naruSavanje homeostatskih mehnizama koji u€estvuju u
regulisanju normalne kalcemije u krvi. Dva faktora koja najviSe mogu da uticu na homeostatske
mehanizme su metaboli¢ka alkaloza i hipomagneziemija (Goff, 2006). Na osnovu ovih ¢injenica moze
da se izvede zakljucak da je nastanak hipoklacemije kod visokomle¢nih krava tokom peripartalnog
perioda posledica velikog priliva Ca iz krvi u mleko i otkazivanja homeostatskih mehanizama (Goff i
sar., 2002). Takode, faktori koji mogu da doprinesu nastanku hipokalcemije su starost i broj prethodnih
laktacija kod krava. Naime, poznato je da krave sa ve¢im brojem prethodnih laktacija imaju nizu
koncentraciju Ca u krvi, jer se kod njih smanjuje broj osteoklasta koji mogu da odgovore na porast
koncentracije PTH, pa se samim tim smanjuje i mobilizacija Ca iz kostiju (Goff , 2000). Pored toga, sa
staro$¢u povecava se i proizvodnja mleka kod krava, a istovremeno se smanjuje aktivni transport Ca u
crevima kao i proizvodnja 1,25-dihidroksiholekalciferola.

2.4.2. Dijagnoza hipokalcemije kod visokomleénih krava

Sumnja na postojanje hipokalcemije visokomle¢nih krava postavlja se na osnovu ispoljenosti
klini¢kih simptoma hipokalcemije, kao $to su leZanje i nemoguénost ustajanja neposredno pre ili nakon
teljenja, a definitivna dijagnoza se postavlja odredivanjem koncentracije ukupnog Ca u krvnom serumu
ili jonizovanog Ca u punoj krvi. Kada je koncentracija Ca u krvi ispod grani¢ne vrednosti od 2,0
mmol/L ali bez ispoljenih klinickih simptoma bolesti takvo stanje se definiSe kao supklinicka
hipokalcemija. Nasuprot tome, zivotinje koje leze i ne mogu da ustanu, a imaju koncentraciju Ca u
serumu ispod 2,0 mmol/L definiSu se kao krave obolele od klinicke forme hipoklacemije ili
puerperalne pareze (Venjakob i sar., 2017). Medutim, uobicajeno je da se klinicki oblik hipoklacemije
javi kada koncentracija Ca u krvi padne ispod 1,4 mmol/L (Goff, 2014). U poslednje vreme sve je
dostupnija i moguénost odredivanja jonskog Ca u krvi (Ca?") kao bioloski aktivnog oblika ovog
makroelementa. U dijagnostici hipokalcemije bitno je znati da se fizioloSka koncentracija jonskog Ca u
krvi kod krava kreée u granicama od 1,0-1,3 mmol/L (Oetzel i sar., 1988).
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2.4.3. Terapija hipokalcemije kod visokomle¢nih krava

Lecenje hipokalcemije, pre svega njene klinicke forme (puerperalne pareze) treba da bude
sprovedeno Sto je ranije moguce, narocito ukoliko krave leze na strani. Dugotrajno lezanje krava na
strani, preko 4 c¢asa, dovodi do ishemije miSica i oStecenja nerava Kkoji za posledicu imaju nastanak
»sindroma lezece krave.” Najbrzi nacin za uspostavljanje normokalcemije je intravenska aplikacija
rastvora kacijumovih soli. Za tu svrhu najc¢eSc¢e se koriste soli kalcijum-boroglukonata. Takode,
komercijalni intravenski preparati koji se koriste u terapiji hipokalcemije mogu da sadrze i izvore Mg,
P i glukoze. Generalno, ovi intravenski preparati u proseku sadrze od 8,5 do 11,5 g Ca/500 mL rastvora
boroglukonata. Najbolji efekat u terapiji se postize kada se aplikuje 2 g Ca/100 kg TM, sporo
intravenski brzinom od 1g/minuti. Prebrzo davanje preparata Ca intravenski moze dovesti do smrti
zZivotinje zbog zastoja u radu srca. Intravenski aplikovani praparati Ca podizu vrednosti kalcemije u
krvi iznad fizioloskih vrednosti u toku 4 ¢asa, a zatim ponovo padaju ¢ak uvodeci zivotinju i u stanje
prolazne hipoklacemije (Goff, 2008).

2.4.4. Savremeni pristupi u preventivi hipokalcemije visokomle¢nih krava

Kako je supklinicka forma hipokalcemije na savremenim farmama visokomle¢nih krava
znacajno ucestalija u odnosu na klinicku formu ove bolesti, mere prevencije hipokalcemije su usmerene
ka razli¢itim postupcima manipulacije i modifikacije obroka za krave u zasuSenju, kao i peroralnoj
suplementaciji preparatima kalcijuma neposredno pre i nakon teljenja. Poznato je da obroci sa visokim
sadrzajam katjona u zasuSenju smanjuju sposobnost mobilizacije Ca iz kostiju i smanjuju sintezu
aktivne forme vitamina D u bubrezima, ¢ime se predisponira nastanak hipokalcemije kod krava u
periodu oko teljenja (Goff i sar., 1991; Phillippo i sar., 1994). Iz tog razloga, modifikovanje ishrane za
zasuSene krave u smislu smanjenja sadrzaja Na i K u obroku ili dodavanje u obrok anjonskih soli su
jedni od najranije koris¢enih principa u prevenciji puerperalne hipokalcemije (Hernandez-Castellano i
sar., 2020). Prevencija hipokalcemije zasnovan na dodavanju anjonskih soli u miksirane (TMR) obroke
za krave u zasuSenju moze da bude tesko izvodljiva u zavisnosti od primenjene tehologije ishrane i
najcesce zahteva znacajne izmene u tehnoloskom postupku (Goff, 2006).

Noviji pristupi u preveniciji i terapiji hipokalcemije podrazumevaju upotrebu peroralnih
preparata kalcijuma. Mnogi istrazivaci su ispitivali profilakticki i terapijski efekat oralnih preparata Ca
kod hipokalcemi¢nih visokomle¢nih krava (Goff i Horst, 1993; Goff i sar., 2002; Oetzel i Miller, 2012;
Wilms i sar., 2019). Koncept oralne suplementacije preparatima Ca zasniva se na sposobnosti da velike
koli¢ine rastvorljivog Ca pasivnim putem produ iz tankih creva direktno u krvotok i na taj nacin
obezbede odrzavanje normokalcemje. Peroralni preparati mogu biti u obliku suspenzija, gelova i bolusa
Sto uz koncentraciju Ca i njegov fizicki oblik moZe imati velikog uticaja na stepen i brzinu resorpcije iz
creva. Najbolji efekat peroralne profilakse hipokalcemije postize se aplikacijom oralnih preparata Ca
nekoliko dana pre teljenja, a zatim neposredno nakon teljenja uz ponavljanje tretmana u razmaku od 12
do 24 casa (Goff, 2006; Oetzel i Miller, 2012). Prema Goff-u (2006) najbolji rezultati se postizu
aplikacijom peroralnih preparata koji sadrze od 50 do 100 g Ca u bolusu. Jedan od najc¢esée koris¢enih
peroralnih preparata Ca je kalcijum-hlorid (CaCl), koji se ve¢ nakon 30 minuta od peroralne aplikacije
znacajno resorbuje iz creva u krvotok (Oetzel, 2015). Medutim, CaClz ima kaustiéno dejstvo na
sluznicu usne duplje, tako da duza primena i ve¢e doze ovog preparata mogu imati negativne efekte,
pre svega na promenu acidobazne ravnoteze i uvodenje Zivotinja u stanje dugotrajne metabolicke
acidoze (Oetzel, 2015). Za razliku od CaCl,, preparati Ca-karbonata, Ca-propionata i helatno vezani Ca
nemaju izrazeni kausticni efekat ali imaju neSto manju bioloSku raspoloZivost i sporije povecavaju
kalcemiju u krvi. Iz tog razloga, neki autori preporucuju da se u terapiji klinicke hipoklacemije
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kombinuje intravenski i peroralni tretman praparatima Ca, tako da se sporo intravenski aplikuje 2 g
Ca/100 kg telesne mase uz peroralno davanje nekih od preparata Ca koji se sporije resorbuju kako bi se
sprecio ponovni nastanak hipokalcemije (Goff, 2008). Bitno je znati da primena vecih doza ili ¢eSce
davanje perooralnih preparata kalcijuma moze imati toksicne pa Cak i letalne posledice ako se doza
rastvorljivog Ca kre¢e oko 250 grama (Goff i sar., 2002).

2.5. HIPOKALCEMIJA KAO FAKTOR RIZIKA ZA DRUGE POREMECAJE ZDRAVLIJA 1
REPRODUKCIJU KOD VISOKOMLECNIH KRAVA

Razvoj odredenog stepena hipokalcemije neposredno nakon teljenja kod visokomle¢nih krava
predstavlja jedan od klju¢nih faktora rizika za nastanak poremecaja zdravlja tokom rane laktacije.
Koncentracija kalcijuma u krvi je od presudnog znacaja kako za kontrakcije glatke i popre¢noprugaste
muskulature, tako i za funkciju imunskog sistema (Kimura i sar., 2006). U pojedinim sluCajevima
veoma niska koncentracija kalcijuma u krvi dovodi do narusavanja neuromiSi¢ne funkcije i razvoja
klinicke forme puerperalne pareze. Takode, mnogo ceS¢a supklinicka hipokalcemija stvara
predisponiraju¢e uslove za razvoj metabolickih bolesti krava u periodu posle teljenja. Klinicka
hipokalcemija se dovodi u vezu kao znacajan etioloski Cinilac teskih teljenja (Curtis i sar., 1983),
prolapsusa materice (Risco i sar., 1984), zadrzavanja posteljice, endometritisa, mastitisa i smanjene
plodnosti (Borsberry i Dobson, 1989). Verovatnoca za pojavu navedenih poremecaja zdravlja je tri do
Sest puta veca nego kod normokalcemi¢nih krava. Primera radi, verovatno¢a da hipokalcemi¢ne krave
imaju zadrzanu posteljicu je tri puta ve¢a nego kod krava sa normokalcemijom (Houe i sar., 2001). Kao
direktna posledica klinicke hipokalcemije dva puta je veca verovatno¢a da krave imaju retenciju
posteljice nakon teljenja (Erb i sar., 1985). Korera i sar., (1993) navode indirektan uticaj hipokalcemije
na zadrzavanje posteljice kod krava, jer se teSka teljenja usled hipoklacemije smatraju faktorom rizika
za zadrzavanje posteljice. U prilog tome je i nalaz koji ukazuje da krave sa retencijom posteljice imaju
daleko nizu kalcemiju od onih koje su na vreme odbacile posteljicu nakon teljenja (Melendez i sar.,
2004). Pored toga, ustanovljeno je da hipokalcemiéne krave imaju neutrofile sa smanjenom fagoctnom
sposobnos¢u (Martinez i sar., 2012), kao i smanjenu aktivnost monocita i maktrofaga (Kimura i sar.,
2006). Dakle, krave sa hipokalcemijom imaju smanjenu funkciju ¢elija imunskog sistema Sto ih
predispnira i povecava verovatno¢u da imaju zadrzavanje posteljice i zapljenje mlecne Zlezde (Curtis i
sar., 1983). U prilog tome je i Cinjenica da je kod krava sa hipokalcemijom smanjen tonus i sporije
zatvaranje sfinktera sisnih papila nakon muZe, ¢ime je dodatno povecan rizik za razvoj mastitisa
(Chamberlin i sar., 2013).

Krave sa porodajnom parezom konzumiraju daleko manje koli¢ine suve materije nego krave
koje imaju normalnu koncentraciju kalcijuma u krvi. Zbog toga je punjenost buraga kao i njegova
zapremina kod hipokalcemi¢nih krava znacajno manja. Supklinicka hipoklacemija je ¢esto udruzena sa
izrazenim NEB i metabolickim poremecajima zdravlja (Chamberlin i sar., 2013). Incidenca za nastanak
ketoze je veoma visoka kod hipokalcemi¢nih krava tokom prvih sedam dana laktacije (Riberio i sar.,
2001). Rizici za nastanak indigestija, dislokacije siriSta i ketoze su tri puta veéi (De Garis i Lean,
2008). Supklinicka hipoklacemija je u direktnoj vezi sa povecanim rizikom za razvoj dislokacije sirista
(Chapinal i sar., 2012). Rizik za nastanak dislokacije sirista je pet puta veéi kod krava sa supklinickom
hipokalcemijom ((Masssey i sar., 1993). Nasuprot ovom misljenju, Le Blank i sar., (2005) su na
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osnovu svojih istrazivanja izneli stav da nema korelacije izmedu hipokalcemije krava i incidence za
nastanak dislokacije sirista.

Postoji veliki broj istrazivanja koji povezuju poremecaje u metabolizmu kalcijuma i
energetskom metabolizmu visokomle¢nih krava sa patoloskim stanjima i smanjenim reproduktivnim
performansama. Medutim i ovde postoje kontradiktorni podaci u literaturi. Tako u istrazivanju Neves i
saradnika (2018) nisu uocene veze niskih koncentracija kalcijuma u krvnom serumu neposredno nakon
teljenja (Ca <1,85 mmol/L) sa pojavom retencije placente, metritisa, klinickog mastitisa ni kod
primiparih ni kod multiparih krava, ali je zato uoCena povezanost sa pojavom dislokacije sirista.
Nasuprot ovom istrazivanju postoje istrazivanja koja potvrdjuju vezu izmedju nizih koncentracija
kalcijuma nakon teljenja sa pojavom metritisa (Martinez i sar., 2012; Rodriguez i sar., 2017). Razlike u
navedenim istrazivanjima treba traziti u duzini perioda niskih koncentracija kalcijuma nakon telejnja.
Naime, ukoliko period niskih koncentracija traje prvih 24 casa nakon teljenja ovo se smatra fizioloskim
odgovorom na poveéane zahteve za kalcijumom i krave sa niskim koncentracijama kalcijuma u prvih
24 ¢asa nakon telejnja najceS¢e nece imati konsekvence na opste zdravstveno stanje. Naprotiv, ukoliko
se niske koncentracije kalcijuma duze vreme odrzavaju u krvi (vise od 24 Casa) povecava se rizik od
nastanka bolesti. Tako Caixeta i saradnici (2017) uvode pojam hroni¢ne subklini¢ke hipokalcemije kod
krava koja se odrazava niskim koncentracijama kalcijuma < 2,15 mmol/L (Ca < 8.6 mg/dL) do 3 dana
nakon teljenja i povezana je sa negativnim posledicama po reproduktivne parametre visokomle¢nih
krava. Veza izmedju hipokalcemije i nastanka oboljenja u puerperalnom periodu kod visokomle¢nih
krava ogleda se u imunosupresivnom efektu niskih koncentracija kalcijuma, odnosno uticaju niskih
koncentracija kalcijuma na smanjenu fagocitnu aktivnost neutrofila ali i poremecen antigen stumulisani
imunoloski odgovor mononukleara (Kimura i1 sar., 2006). Takode, niske koncentracije kalcijuma
dovode do smanjene aktivnosti glatkih miSi¢a abomazuma i uterusa ¢ime se povecava opasnost od
nastanka dislokacije siriSta odnosno retencije palcente (Neves i sar., 2018).

U in vitro uslovima je dokazano da visoke koncentracije NEFA tokom NEB-a kao i hipokalcemija
imaju inhibitorni uticaj na funkcije neutorfila (Scalia i sar., 2006). Ospina i saradnici (2010) povezuju
visoke koncentracije NEFA (veée od 0,3 1 0,6 mmol/L) sa poveéanim rizikom od zaostajanja posteljice,
metritisa, dislokacije abomazuma i klinicke ketoze. Visoke koncentracije NEFA povezane su i sa
povecanom incidencom pojave mastitisa (LeBlanc i sar., 2005). Mnoge studije ukazuju i na povezanost
NEB-a sa povec¢anom incidencom neregularnih ciklusa, prolongiranim servis periodom i smanjenom
stopom koncepcije kod krava (Wathes, 2003).
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3. CILJ | ZADACI ISTRAZIVANJA

Cilj ove doktorske disertacije je bio da se utvrdi prevalenca supklini¢ke hipokalcemije kod
visokomle¢nih krava u intenzivnom uzgoju i ispita efekat peroralne i parenteralne aplikacije preparata
kalcijuma na aktivnost paratireoidne zlezde, metabolicke parametre u krvi multiparih krava sa
supklinickom hipokalcemijom u ranom puerperijumu.

Shodno postavljenom cilju, pristupilo se reSavanju sledecih istrazivackih zadataka:

1. Odredivanje koncentracije kalcijuma u uzorcima krvi sveze oteljenih multiparih krava od pet do
petnaest ¢asova nakon teljenja.

2. Merenje koncentracije kalcijuma u krvi krava u odredenim vremenskim intervalima tokom 48
casova nakon dijagnostike supklinicke hipokalcemije i primenjenih tretmana.

3. Merenje pH vrednosti urina kod krava sa supklinickom hipokalcemijom u odredenim
vremenskim intervalima tokom 48 ¢asova nakon dijagnostike i primenjenih tretmana.

4. Merenje koncentracije paratireoidnog hormona u krvi krava u odredenim vremenskim
intervalima tokom 48 Casova nakon dijagnostike supklinicke hipokalcemije i primenjenih
tretmana.

5. Merenje koncentracije glukoze, ukupnih proteina, albumina, uree, kreatinina, ukupnog
bilirubina, beta-hidroksi buterne kiseline (BHBA), neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA),
anorganskog fosfora, magnezijuma i aktivnosti enzima gGT, AST i ALP u krvi krava 0., 24., i
48. ¢asa nakon dijagnostike supklini¢ke hipokalcemije i primenjenih tretmana.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. OGLEDNE ZIVOTINJE

Ogled je sproveden na komercijalnoj farmi visokomle¢nih krava holstajn rase u Jabuckom Ritu
(,,Mladost* Korporacija PKB — Al Dahra) sa prosecnom proizvodnjom od 7500 L mleka u laktaciji
racunato na 305 dana. Za ogled su odabrane zdrave krave u visokom graviditetu od tre¢e do sedme
laktacije. Tokom perioda zasusenja krave su bile smeStene u zasebnom objektu (objektu za zasuSene
krave) sve do petnaest dana pred ocekivani termin teljenja, kada su preseljavane u porodiliste. Odmah
nakon teljenja, telad su odvajana od majki. Krave na farmi su muzene dva puta dnevno, a sveze
oteljene krave su bile u porodilistu sve do sedmog dana nakon teljenja. Naime, tada je mleko krava
smatrano bezbednim za ljudsku upotrebu od rezidua antibiotika usled sprovedenog zasusenja vimena,
Sezdest dana pre ocekivanog termina teljenja, injektorima za zasuSene krava. Krave su hranjene
potpuno miksiranim obrocima (eng. total mix ratio; skr. TMR) dva puta dnevno, formulisanim prema
nutritivnim potrebama krava u visokom graviditetu (NRC 2001), bez dodavanja anjonskih soli u ishrani
(Tabela 1). Zivotinje su imale slobodan (ad libitum) pristup vodi.
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Tabela 1. Sastav i hemijska analiza obroka za krave u zasusenju

Obrok
Komponente 60-21 dan do 20 dana do
teljenja teljenja
Seno lucerke, kg/dan SM 2,09 1,74
Kukuruzna silaza, kg/dan SM 4,51 3,76
Senaza lucerke, kg/dan SM 1,39 0,93
Melasa, kg/dan SM 0,39
Kukuruz, kg/dan SM 0,44 1,15
Jecam, kg/dan SM 0,30
Sojina pogaca (42%SP) , kg/dan SM 0,16
Sojina sa¢ma (44%SP) , kg/dan SM 0,02
Suncokretova sa¢ma (34%CP) , kg/dan SM 0,21 0,87
Mekinje, kg/dan SM 1,85 0,66
Kalcijum karbonat, kg/dan SM 0,73 0,05
Monokalcijum fosfat, kg/dan SM 0,03 0,02
NaCl, kg/dan SM 0,02 0,05
Natrijum bikarbonat, kg/dan SM 0,01
Vitaminsko mineralni dodatak, kg/dan SM 0,07 0,08
Hemijski sastav
Energija
Nel (Mcal/dan SM) 14 1,57
Protein SP(%SM) 12,2 14
RDP (%SP) 9,2 11
RUP (%SP) 3,0 3,0
MP (g/kg) 76,36 81,76
NDF (% SM) 47,7 38,2
ADF (% SM) 30,5 23,6
NFC (% SM) 33,5 40,7
Etarski ekstrakt(% SM) 2,1 2,5
Ca (% SM) 0,7 0,7
P (% SM) 0,4 0,4
DCAD (mEg/kg) 196 249

DCAD-katjonsko-anjonska razlikao broka (eng. dietary cation anion difference)

4.2. DIZAJN OGLEDA

Sve zivotinje uklju¢ene u ogled bile su klinicki pregledane i uvidom u podatke sa farme
evidentirano je zdravstveno stanje zivotinja u prethodnim laktacijama. Na dan teljenja kravama od trece
do sedme laktacije u periodu od 5 do 15 sati posle porodaja odredivana je koncentracija kalcijuma u
uzorcima krvnog seruma. Zivotinje kod kojih je utvrdena supklinicka hipokalcemija (koncentracija
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kalcijuma u krvi izmedu 1,38 i1 2,0 mmol/L) uvodene su u ogled. Ukupno je testirano 180 Zivotinja i za
ogled odabrano 24 krave u stanju supklinicke hipokalcemije. Metodom slobodnog izbora krave sa
dijagnostikovanom supklinickom hipokalcemijom podeljene su u tri grupe. Prva ogledna grupa (1V-Ca,
n=8) tretirana je jednokratnom aplikacijom sporo intravenski (oko 15 minuta) u venu jugularis sa 500
mL preparata Calci—kel 300 (KELA Laboratoria N.V.,Hoogstraten, Belgija) koji sadrzi 12,5 g kalcijum
glukonata, 2,4 g magnezijum hlorida i bornu kiselinu. Druga ogledna grupa (PO-Ca, n=8) je peroralno
dobijala preparat sa helatno vezanim jonima kalcijuma i magnezijuma. Aplikovanje ovog preparata u
koli¢ini od jednog litra obavljano je nakon dijagnostikovanja supklinicke hipokalcemije, a potom i
dvanaest Casova nakon prve aplikacije u koli¢ini od pola litara. Oralna suspenzija Calci Tonic,
(Biochem, Lohne, Nemacka) kojom su tretirane krave druge ogledne grupe, sadrzi 41g kalcijuma i 5g
magnezijuma u jednom litru preparata. Ukupna koli¢ina peroralno aplikovanog Ca u dva davanja
iznosila je 61,5 grama. Treca kontrolna grupa krava sa supklinickom hipokalcemijom (KON, n=8) nije
tretirana sa preparatima kalcijuma i magnezijuma.

4.3. UZIMANJE UZORAKA KRVI I URINA

Uzorci krvi su uzimani punkcijom repne vene (v. cocigea) u vakutajnere bez antikoagulansa
(Vacutainer, Becton Dickinson Co., Franklin Lakes, NJ), 0. c¢asa (dijagnostika supklini¢ke
hipokalcemije, a neposredno pre tretmana) kao i 1., 2., 4., 8., 12., 20., 24., 36. i 48. Casa kod svih
oglednih zivotinja. Nakon spontane koagulacije na sobnoj temperaturi (oko 20 minuta), serum je
izdvajan centrifugovanjem na 1500 obrtaja/minuti u trajanju od 15 minuta. Dobijeni krvni serum je
skladisten na temperaturi od — 20°C, do izvodenja analiza.

Uzorci urina od oglednih Zivotinja su uzimani kateterizacijom mokraéne beSike sterilnim
urinarnim kateterom (oko 50 ml urina) u plasti¢ne ¢asSe za urin, neposredno nakon dijagnostikovanja
supklini¢ke hipokalcemije, 0. ¢asa, kao i 1., 12., 24., 36. 1 48. Casa posle.

4.4. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE KALCIJUMA, PARATHORMONA I
BIOHEMIJSKIH PARAMETARA U KRVI

Merenje pocetnih koncentracija kalcijuma (0. ¢as), kao i merenje koncentracije kalcijuma u
vremenskim intervalima 1., 2., 4., 8., 12., 20., 24., 36. i 48. ¢asa posle, obavljeno je na portabilnom -
prenosnom hemijskom analajzeru Spotchem EZ SP-4430(Arkray, Inc., Kyoto, Japan) metodom
optickog merenja intenziteta refleksije reagensa, uz koriS¢enje originalnih test traka od istog
proizvodaca.

Koncentracija parathormona (PTH), je merena u uzorcima krvnog seruma uzetim 0., 1., 2., 4.,
24. 1 48. ¢asa, metodom autoimunoeseja (AlA) na automatskom aparatu (AlA-360, Tosoh Bioscience,
Inc., South San Francisco, USA) uz koris¢enje komercijalnih testova od istog proizvodaca.

Koncentracija glukoze, ukupnih proteina, alboumina, uree, kreatinina, ukupnog bilirubina, beta-
hidroksi buterne kiseline (BHBA), anorganskog fosfora, magnezijuma i aktivnost enzima gGT, AST i
ALP odredivana je u krvnim serumima uzorkovanim 0., 24., i 48. Casa, na automatskom biohemijskom
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analizatoru BioSystems A15 (BioSystems, Barselona, Spanija), spektrofotometrijom i enzimskim
metodama uz upotrebu originalnih reagenasa od istog proizvodaca.

Koncentracija NEFA odredivana je u wuzorcima krvnog seruma 0. casa, enzimsko
kolorimetrijskim metodom na automatskom biohemijskom analizatoru BioSystems A15 (BioSystems,
Barselona, Spanija) pomo¢u komercijalnog dijagnostickog kita (Randox, Crumlin,Velika Britanija).

4.5. ODREDIVANJE pH VREDNOSTI URINA

Odredivanje pH vrednosti urina je obavljeno je neposredno nakon uzimanja uzorka urina pH
metrom 330i (WTW GmbH, Nemacka).

4.6. STATISTICKA ANALIZA

Svi podaci su analizirani pomocu komercijalnog programa za statisticku obradu podataka
STATISTICA v. 8. (StatSoft , Inc., Tulsa, OK, SAD). Normalnost raspodele podataka testirana je
pomocu Shapiro-Wilk W testa, gde rezultati sa nivoom znacajnosti p<0,05 nisu imali normalnu
raspodelu.

Za podatke koji su imali normalnu raspodelu, vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost +
SE (standardna greska), a za podatke koji nisu imali normalnu raspodelu vrednosti su predstavljene kao
medijana i gornji i donji kvartil.

Svi prikazani rezultati, osim rezultata za koncentraciju parathormona imali su normalnu
raspodelu podataka (p>0,05).

Efekat razlicitih tretmana hipokalcemije na koncentraciju Ca u krvi izmedu grupa testiran je
pomocu ANOVA testa sa ponovljenim merenjima (eng. repeated measure ANOVA test). Kada je ’F’’
vrednost za tretman, vreme i interakciju pokazivala statistiCku znacajnost (p<0,05), razlike izmedu
rezultata srednjih vrednosti su testirane FiSerovim post hoc testom. Rezultati ostalih biohemijskih
parametara kao i rezultati analiza pH urina testirane su na isti nacin. Postojanje statisticke zana¢ajnosti
izmedu prosecnih laktacija i prose¢ne mlec¢nosti u prethodnoj laktaciji testirana je pomocu t-testa za
nezavisne uzorke.

Postojanje statistiCke znacajnosti izmedu grupa u rezultatima za koncentraciju parathormona u
krvi (podaci koji nisu imali normalnu raspodelu) testirana je neparametrijskim Kruskal-Wallis ANOVA
I mediana testom.

Prevalenca hipokalcemije na oglednoj farmi izracunata je kao % hipokalcemic¢nih krava od
ukupnog broja testiranih krava na datoj farmi u trenutku sprovodenja ogleda.

StatistiCki znacajnim su smatrane p vrednosti <0,05 1<0,01.
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5. REZULTATI

Radi bolje preglednosti, rezultati dobijeni u okviru ove disertacije podeljeni su u sledeca
podpoglavlja: prevalence supklinicke hipokalcemije, koncentracija kalcijuma u krvi krava sa
supklinickom hipokalcemijom pre i posle tretmana, koncentracija PTH u krvi krava sa supklinickom
hipokalcemijom pre i posle tretmana, pH vrednost urina krava sa supklinickom hipokalcemijom pre i
posle tretmana i koncentracija biohemijskih parametara u krvi krava sa supklinickom hipokalcemijom
pre i posle tretmana.

5.1. PREVALENCA SUPKLINICKE HIPOKALCEMIJE

U tabeli 2 prikazana je prevalence supklinicke hipokalcemije, izrazena kao % hipokalcemic¢nih
krava od ukupnog broja testiranih krava na datoj farmi u trenutku sprovodenja ogleda.

Tabela 2. Prevalenca supklini¢ke hipoklacemije

Broj laktacije

Broj krava Ukupno
3. 4. 5. 6. 7.

Broj krava sa 180

izmerenom kalcemijom

(nCa) 33 84 43 14 6

Broj (%)

hipokalcemi¢nih krava 1 (3,03) 9 (10,7) 10 (23,26) 3(21,43) 1(16,66) 24 (13,33)
u odnosu na nCa

Rezultati prikazani u tabeli 2 pokazuju da je kod krava u 3. laktaciji (nCa=33 krave) 3,03%
krava bilo u stanju supklini¢e hipokalcemije, u 4. laktaciji (nCa=84 krave) 10,07% krava je bilo u
stanju supklinice hipokalcemije, u 5. laktaciji (nCa=43 krave) 23,26% krava bilo je u stanju supklinice
hipokalcemije, u 6. laktaciji (nCa=14 krava) 21,23% krava bilo je u stanju supklini¢e hipokalcemije,
dok je u 7. laktaciji (nCa=6 krava) 16,66% krava bilo u stanju supklinice hipokalcemije.

Od ukupnog broja ispitivanih zivotinja (n = 180) supklinicka hipokalcemija je dijagnostikovana
kod 24 krave, tako da je ustanovljna prevalenca bila 13%.

Dodatno, izra¢unato u odnosu na ukupan broj od 24 krave kod kojih je utvrdena supklinicka
hipokalcemija, a koje su bile od tre¢e do sedme laktacije, po jedna krava odnosno po 4% je bilo u 3.
odnosno 7. laktaciji, dok je 9 krava odnosno 42% bilo u 4. laktaciji, 10 krava odnosno 37% u 5.
laktaciji, odnosno 13% krava je bilo u 6. laktaciji. Stoga, kada se uporede rezultati prema broju
laktacije u kojoj su bile krave sa supklinickom hipoklacemijom, prevalenca je najveca u Cetvrtoj (42%)
I petoj (37%) laktaciji, dok je najniza ustanovljena kod krava u trecoj laktaciji (3,03%).
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5.2. KONCENTRACIJA KALCIJUMA U KRVI KRAVA SA SUPKLINICKOM

HIPOKALCEMIJOM

U tabeli 3 prikazana je koncentracija kalcijuma u krvi krava sa supklinickom hipokalcemijom

pre i posle tretmana.

Tabela 3. Koncentracija kalcijuma u krvi krava pre i posle tretmana

Koncentracija Ca u krvi (mmol/L)

Vreme (h) KON PO-Ca IV-Ca
0 1,71 + 0,032 1,63 + 0,072 1,75 + 0,052
1 1,60 + 0,072 2,13+0,12° 3,02+ 0,14¢
2 1,54 + 0,09 2,06+ 0,12° 2,84+ 0,30°
4 1,48+ 0,082 1,97 +0,09° 2,56+ 0,23°
8 1,53+0,11° 1,87+ 0,10° 2,32+ 0,26°
12 1,48 +0,13? 1,79+ 0,08° 2,41+ 0,15°
20 1,55 +0,15° 1,93+ 0,14%P 2,16+ 0,10°
24 1,60+ 0,162 1,98+ 0,14%P 2,20+ 0,07°
36 1,84+ 0,19 2,10+ 0,112 2,16+ 0,112
48 2,14+0,182 2,34+ 0,062 2,41+ 0,042
abc_Razlicita mala slova izmedu grupa u istim redovima predstavljaju statisticki znacajnu razliku
(P<0,05)

KON-kontrolna grupa, bez suplementacije kalcijuma; PO-Ca-grupa sa peroralnom suplementacijom
kalcijuma; IV-Ca-grupa sa intravenskom suplementacijom kalcijuma

Iz tabele 3 zapaza se da izmedu formiranih grupa krava nije bilo statisticki znacajne razlike u
prosecnim koncentracijama Ca u krvi izmerenim pre primenjenih tretmana. Nakon tretmana, prosecna
koncentracija Ca u krvi bila je statisticki znacajno vec¢a kod PO-Ca i IV-Ca u odnosu na KON grupu
krava, do osmog cCasa kod PO-Ca i do dvadeset cCetvrtog Casa kod IV-Ca grupe. FizioloSka
koncentracija kalcijuma u krvi kod PO-Ca grupe krava uspostavljena je tokom prva dva ¢asa nakon
primenjenog tretmana i odrzavala se u slicnom opsegu sve do kraja ogleda. Kod IV-Ca grupe krava
zapaza se porast koncentracije Ca do hiperkalcemije prvog sata nakon tretmana, a nakon toga se
smanjuje do fizioloskih vrednosti i u tom okviru ostaje sve do kraja ogleda. Koncentracija Ca u krvi
kod KON grupe bila je ispod donje fizioloSke granice i kretala se u opsegu vrednosti supklinicke
hipokalcemije sve do ¢edrdeset osmog ¢asa od pocetka ogleda.

5.3. KONCENTRACIJA PTH U KRVI KRAVA SA SUPKLINICKOM HIPOKALCEMIJOM

U tabeli 4 prikazana je koncentracija PTH u krvi krava sa supklinickom hipokalcemijom pre i posle
tretmana.
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Tabela 4. Koncentracija parathormona u krvi krava pre i posle tretmana

Koncentracija PTH u krvi predstavljena kao mediana i kvartili (LQ-UQ)
Vreme (h) KON PO-Ca IV-Ca
0 59,00 (58,50-63,30)? 69,00 (56,25-90,50)? 55,80 (52,25-57,10)?

1 61,00 (57,10-62,80)2 5,90 (2,70-30,65)2P 1,00 (1,00-11,00)°

2 54,30 (53,10-55,70) 2 18,25 (5,45-56,10)*P 1,00 (1,00-15,65)"

4 55,20 (54,70-57,00) 2 18,25 (15,30-46,80)® 25,20 (21,00-39,45)°
24 59,70 (53,60-64,80) 2 22,70 (18,50-36,00)® 51,80 (37,85-58,45) &P
48 52,80 (51,50-60,00)2 15,20 (10,60-19,50)° 47,65 (32,35-51,40) 2P

ab_ Razli¢ita mala slova izmedu grupa u istim redovima predstavljaju statisticki znacajnu razliku
(P<0,05)

LQ-donji kvartil, UQ-gornji kvartil; Kruskall-Wallis ANOVA i mediana test

KON-kontrolna grupa, bez suplementacije kalcijuma; PO-Ca-grupa sa peroralnom suplementacijom
kalcijuma; IV-Ca-grupa sa intravenskom suplementacijom kalcijuma

Iz tabele 4 zapaza se da izmedu ispitivanih grupa nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu
pocetnih vrednosti koncentracija PTH izmerenih pre tretmana. Kod IVV-Ca grupe izmerene vrednosti
koncentracije PTH bile su statisticki znac¢ajno nize (P<0,05) prvog i drugog ¢asa nakon tretmana u
odnosu na izmerene vrednosti PTH kod KON grupe. Cetvrtog ¢asa kod obe tretirane grupe (PO-Ca, IV-
Ca) koncentracija PTH bila je znacajno niza (P<0.05) u odnosu na koncentraciju PTH kod KON grupe.
Koncentracija PTH kod PO-Ca grupe bila je statisticki zna¢ajno manja (P<0,05) u odnosu na vrednosti
KON grupe sve do kraja ogleda.

5.4. pH VREDNOST URINA KRAVA SA SUPKLINICKOM HIPOKALCEMIJOM

U tabeli 5 prikazana je vrednost pH urina krava sa supklinickom hipokalcemijom pre i posle
tretmana.

Tabela 5. pH urina kod krava pre i posle tretmana

pH Urina

Vreme (h) KON PO-Ca IV-Ca

0 8,22+0,19% 8,01+0,142 8,34+0,06"

1 8,20+0,12? 7,52+0,23" 6,63+0,30°

12 8,25+0,072 7,59+0,10P 7,99+0,07°

24 8,06+0,212 6,38+0,18" 8,07+0,05°

36 7,730,19? 6,35+0,15" 7,95+0,082

48 7,710,232 7,08+0,38% 7,72+0,13%

abc. Razlic¢ita mala slova izmedu grupa u istim redovima predstavljaju statisticki znacajnu razliku
(P<0,05)

KON-kontrolna grupa, bez suplementacije kalcijuma; PO-Ca-grupa sa peroralnom suplementacijom
kalcijuma; IV-Ca-grupa sa intravenskom suplementacijom kalcijuma
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Na osnovu izmerenih pocetnih vrednosti pH urina kod svih grupa ustanovljena je metabolicka
alkaloza, a izmerena prose¢na vrednost pH urina IV-Ca grupe bila je statisti¢ki znacajno veca (P<0,05)
u odnosu na vrednost PO-Ca grupe krava. Nakon prvog ¢asa od tretmana kod IV-Ca grupe krava
ustanovljena je acidoza, a prose¢na vrednost pH urina bila je statisticki znacajno niza (P<0,05) od
prose¢ne vrednosti pH urina KON grupe. Takode, kod PO-Ca grupe krava prvog sata nakon tretmana
prosec¢na vrednost pH urina bila je statisticki znacajno manja (P<0,05) od vrednosti pH urina KON
grupe. Dvanaest ¢asova nakon tretmana, prosecna pH vrednost urina PO-Ca i 1V-Ca grupe krava bila je
jos uvek statisticki znac¢ajno manja (P<0,05) u odnosu na KON grupu. Kod PO-Ca grupe krava pH
vrednost urina je nakon druge aplikacije preparata kalcijuma u kontinuitetu opadala, tako da su izmeren
vrednosti dvadeset Cetvrtog i trideset Sestog Casa bile statistiCki znacajno manje (P<0,05) od vrednosti
pH urina KON i IV-Ca grupe. Na kraju ogleda, 48. Casa, izmedu prosecnih vrednosti pH urina kod
ispitivanih grupa nije bilo razlike.

5.5. KONCENTRACIJA BIOHEMIJSKIH PARAMETARA U KRVl KRAVA SA
SUPKLINICKOM HIPOKALCEMIJOM PRE I POSLE TRETMANA

Od biohemijskih parametara u krvi su odredivani koncentracija glukoze, betahidroksi buterne
kiseline (BHBA), neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA), anorganskog fosfora, magnezijuma, uree,
kreatinina, ukupnih proteina, albumina, ukupnog bilirubina, kao i aktivnost gama glutamiltransferaze
(GGT), aspartat aminotransferaze (AST) i alkalne fosfataze (ALP).

Rezultati su prikazani u odvojenim podpoglavljima: procena energetakog statusa, procena
koncentracije anorganskog fosfora i magnezijuma, procena proteinskog statusa i procena
funkcionalnog statusa jetre.

5.5.1. Procena energetskog statusa

U tabeli 6 prikazani su rezultati koncentracija biohemijskih parametara (glukoze, BHBA i
NEFA) u krvi krava za procenu energetskog statusa pre i nakon tretmana supklini¢ke hipokalcemije.
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Tabela 6. Koncentracije biohemijskih parametara (glukoze, BHBA i NEFA) u krvi krava (srednja

vrednost + SE)

VREME (h) KON PO-Ca IV-Ca
Glukoza (mmol/L)

0 4,04+0,40% 4,52+0,49? 4,22+0,44%
24 2,89+0,39% 3,52+0,312 2,87+0,112
48 3,22+0,16% 3,65+0,34% 2,94+0,25%
BHBA (mmol/L)

0 0,64+0,072 0,74+0,10% 0,64+0,10%
24 0,92+0,112 0,67+0,05% 1,03+0,20%
48 1,00+0,122 0,98+0,16% 1,10+0,21°
NEFA (mmol/L)

0 0,84+0,07% 0,930,072 0,83+0,09%

abe_ Razlicita mala slova izmedu grupa u istim redovima predstavijaju statisticki znacajnu razliku
(P<0,05) KON-kontrolna grupa, bez suplementacije kalcijuma; PO-Ca-grupa sa peroralnom
suplementacijom kalcijuma; 1V-Ca-grupa sa intravenskom suplementacijom kalcijuma

Iz tabele 6 se zapaza da je koncentracija glukoze kod svih grupa krava pre tretmana bila
izjedaCena, a izmerene vrednosti su bile ve¢e od gornje fizioloske granice, odnosno ve¢e od 4 mmol/L.
Nakon sprovedenih tretmana supklinicke hipoklacemije, odnosno 24. i 48. sata, prosecne koncentracije
glukoze u krvi PO-Ca i IV-Ca grupe nisu se razlikovale od prose¢ne koncentracije glukoze kod KON
grupe krava.

Izmedu pocetnih vrednosti koncentracija BHBA kod ispitivanih grupa krava nije bilo znacajne
razlike. Nakon dvadeset Cetvrtog Casa od pocetka ogleda kod PO-Ca grupe krava prose¢na
koncentracija BHBA bila je numericki niza od prose¢nih koncentracija KON i IV-Ca grupe krava, ali
ove razlike nisu bile statisticki znacajne. Prose¢ne koncentracije BHBA kod ispitivanih grupa krava na
kraju ogleda, odnosno Cetrdeset osmog ¢asa, nisu se znacajno razlikovale. Posle tretmana, numericki
najviSa prosecna vrednoast BHBA utvrdena je kod IV-Ca grupe i bila je neznatno niza od donje
grani¢ne vrednosti supklini¢ke ketoze.

Izmedu izmerenih prosecnih vrednosti NEFA na pocetku ogleda kod ispitivanih grupa nije bilo
znacajne razlike. Zapaza se da su kod svih grupa krava prosecne vrednosti ujednacene i vece od gornje
fizioloSke granice za dati proizvodno — reproduktivni period (NEFA > 0,6 mmol/L).

5.5.2. Procena koncentracije anorganskog fosfora i magnezijuma kod ispitivanih grupa krava

U tabeli 7 prikazani su rezultati koncentracija anorganskog fosfora i magnezijuma u krvi krava
pre i nakon tretmana supklinicke hipokalcemije.

25



Tabela 7. Koncentracija anorganskog fosfora i magnezijuma u krvi krava (srednja vrednost +

SE)
VREME (h) KON PO-Ca IV-Ca
Anorganski fosfor (mmol/L)
0 1,05+0,142 0,67+0,09° 0,85+0,112P
24 1,07+0,172P 0,79+0,152 1,32+0,20°
48 1,59+0,16° 1,29+0,20%P 1,14+0,13°
Magnezijum (mmol/L)
0 1,09+0,042 1,11+0,042 1,15+0,142
24 1,06+0,052 0,99+0,072P 0,84+0,06"
48 1,01+0,052 0,91+0,122P 0,74+0,08"

abe_ Razlicita mala slova izmedu grupa u istim redovima predstavijaju statisticki znacajnu razliku
(P<0,05)

KON-kontrolna grupa, bez suplementacije kalcijuma; PO-Ca-grupa sa peroralnom suplementacijom
kalcijuma; 1V-Ca-grupa sa intravenskom suplementacijom kalcijuma

Na osnovu izmerenih pocetnih vrednosti anorganskog P kod svih grupa ustanovljena je
hipofosfatemija, a izmerena prosecna vrednost kod PO-Ca grupe bila je statistiCki znacajno manja
(P<0,05) u odnosu na vrednost KON grupe krava. Nakon dvadeset cetiri ¢asa od tretmana kod 1V-Ca
grupe krava izmerena prose¢na vrednost anorganskog P bila je statisticki znacajno veéa (P<0,05) od
prosecne vrednosti kod PO-Ca grupe. Na kraju ogleda, odnosno cetrdeset osmog ¢asa nakon tretmana,
prosec¢na vrednosti anorganskog P kod IV-Ca grupe bila je statisticki znacajno manja (P<0,05) u
odnosu na KON grupu krava.

Prose¢ne koncentracije magnezijuma u krvi kod svih grupa bile su u fizoloskim okvirima. Kod
IVV-Ca grupe krava prosecna koncentracija magnezijuma dvadeset Cetvrtog i Cetrdeset osmog Casa bila
je statisticki znacajno manja (P<0,05, pojedinacno) od magnezijemije kod KON grupe krava.

5.5.3. Procena proteinskog statusa kod ispitivanih grupa krava

U tabeli 8 prikazani su rezultati koncentracija biohemijskih parametara u krvi krava za procenu
proteinskog statusa pre i nakon tretmana supklini¢ke hipokalcemije.
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Tabela 8. Koncentracija uree, kratinina, ukupnih proteina i albumina u krvi krava (srednja
vrednost + SE)

VREME (h) KON PO-Ca IV-Ca

Urea (mmol/L)

0 4,30+0,512 3,76+0,412 4,53+0,772
24 5,03+0,472 4,11+0,522 5,04+0,712
48 4,740,762 2,85+0,37" 4,11+0,69%P
Kreatinin (umol/L)

0 96,86+5,56° 102,00+7,652 104,258,602
24 93,865,762 89,13+5,13? 93,75+7,282
48 89,43+6,212 87,75+2,752 86,75+3,912
Ukupni proteini (g/L)

0 74,66+1,872 70,18+3,262 72,43+3,392
24 72,483,122 61,76+4,10° 72,71+3,10°
48 71,93+3,272 71,61+2,392 74,28+1,542
Albumin (g/L)

0 33,83+1,25° 32,59+1,532 34,2142 152
24 32,30+0,72%P 27,76+1,94° 35,361,872
48 32,04+1,44 31,81+1,622 35,74+1,372

abe_ Razlicita mala slova izmedu grupa u istim redovima predstavijaju statisticki znacajnu razliku
(P<0,05)

KON-kontrolna grupa, bez suplementacije kalcijuma; PO-Ca-grupa sa peroralnom suplementacijom
kalcijuma; IV-Ca-grupa sa intravenskom suplementacijom kalcijuma

Prose¢na pocetna koncentracija uree u krvi kod svih ispitivanih grupa krava bila je izjedacena.
Nakon tretmana, odnosno Cetrdest osmog Casa, prosecna koncentreacija uree u krvi PO-Ca grupe bila je
statisticki znac¢ajno manja (P<0,05) od uremije utvrdene kod KON grupe krava.

Izmedu izmerenih prosec¢nih vrednosti koncentracije kreatinina u krvi ispitivanih grupa krava
nije bilo razlika, kako na pocetku, tako i dvadeset cetvrtog i cetrdeset osmog ¢asa ogleda. Izmerene
vrednosti su bile ujednacene tokom ¢itavog perida ispitivanja.

Prosecna koncentracija ukupnih proteina u krvi kod svih grupa krava pre tretmana bila je
izjedacena. Nakon tretmana, dvadeset cetvrtog casa, prosecna koncentracija ukupnih proteina u krvi
PO-Ca grupe krava bila je statisti¢cki znac¢ajno manja (P<0,05) od proteinemija kod KON i 1V-Ca grupe
krava. Na kraju ogleda, odnosno cetrdeset osmog casa, nije bilo znacajne razlike izmedu prosec¢nih
vrednosti proteinemija kod ispitivanih grupa.

Prosecne koncentracije albumina u krvi kod ispitvanih grupa krava na pocetku ogleda bile su
ujednacene. Nakon tretmana, dvadeset Cetvrtog Casa, prose¢na koncentracija albumina kod PO-Ca
grupe bila je statisti¢ki znacajno manja od albuminemije IV-Ca grupe krava. Na kraju ogleda, odnosno
Cetrdeset osmog Casa, nije bilo znacajne razlike izmedu prosecnih koncentracija albumina u krvi
ispitivanih grupa krava.

5.5.4. Procena funkcionalnog statusa jetre kod ispitivanih grupa krava

U tabeli 9 prikazani su rezultati koncentracija biohemijskih parametara u krvi krava za procenu
funkcionalnog statusa jetre kod ispitivanih grupa krava.
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Tabela 9. Koncentracija bilirubina, aktivnost enzima GGT, AST i ALP u krvi krava (srednja
vrednost + SE)

VREME (h) KON PO-Ca IV-Ca
Bilirubin (mmol/L)

0 5,42+0,60? 3,88+0,612 3,53+0,69?
24 6,430,584 3,22+0,858P 3,90+0,91°
48 6,03+0,89° 3,41+0,57" 4,17+0,612P
gGT (U/L)

0 19,07+1,612 21,49+1,662 23,76+1,652
24 21,26+2,512 20,23+1,682 23,09+1,83?
48 20,57+1,772 22,462,452 22,16+2,112
AST (U/L)

0 71,0345,492 55,00+3,54° 60,3+2,68*P
24 87,66+7,71A 59,71+1,67"B 76,165,63*4
48 100,64+14,852 71,84+3,392 85,39+8,312
ALP (U/L)

0 37,57+4,912 26,38+2,672 31,25+2,962
24 34,14+3,512 27,75+2,822 26,75+3,232
48 35,71+3,93? 27,63+2,752 26,75+3,912

abe_ Razlicita mala slova izmedu grupa u istim redovima predstavijaju statisticki znacajnu razliku
(P<0,05)

AB - Razlicita velika slova izmedu grupa u istim redovima predstavijaju statisticki znacajnu razliku
(P<0,01)

KON-kontrolna grupa, bez suplementacije kalcijuma; PO-Ca-grupa sa peroralnom suplementacijom
kalcijuma; IV-Ca-grupa sa intravenskom suplementacijom kalcijuma

Prose¢na pocetna koncentracija bilirubina u krvi ispitivanih grupa krava bila je ujednacena.
Nakon tretmana, dvadest Cetvrog Casa, izmerene prosecne vrednosti koncentracija bilirubina u krvi kod
PO-Ca i IV-Ca grupe bile su statisticki znac¢ajno manje od prose¢ne koncetracije utvrdene kod KON
grupe krava (P<0,01; P<0,05, pojedina¢no). Cetrdeset osmog &asa nakon tretmana, proseéna vrednost
bilirubina PO-Ca grupe krava bila je jo$ uvek statisticki znacajno manja (P<0,05) u odnosu na KON
grupu.

Izmedu izmerenih prosecnih vrednosti aktivnosti enzima GGT i ALP u krvi kod ispitivanih
grupa krava nije bilo razlika, kako na pocetku, tako i dvadeset cetvrtog i cetrdeset osmog casa ogleda.
Izmerene vrednosti za aktivnost ovih enzima bile su ujednacene tokom ¢itavog perida ispitivanja.

Na osnovu izmerenih pocetnih vrednosti za aktivnost enzima AST zapaZza se da je vrednost kod
PO-Ca grupe bila statisticki znac¢ajno manja (P<0,05) u odnosu na vrednost kod KON grupe krava.
Nakon dvadeset Cetvrog Casa od tretmana kod PO-Ca grupe krava prosecna aktivnost AST bila je
statisticki znac¢ajno manja (P<0,01) od prosecnih aktivnosti AST kod KON i IV-Ca grupe. Na kraju
ogleda, cetrdeset osmog ¢asa, izmedu prosecnih vrednosti za aktivnost AST kod ispitivanih grupa nije
bilo razlike.
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6. DISKUSIJA

Homeostatski mehanizmi odgovorni za kontrolu koncentracije kalcijuma (Ca) u krvi
visokomle¢nih krava ¢esto nisu u stanju da odgovore na nagli porast potrebe za Ca neposredno nakon
teljenja. Naime, velika potraznja za Ca od strane mlecne zlezde nakon porodaja predisponira
visokomle¢ne krave za nastanak hipokalcemije. Pretpostavlja se da ako je koncentracija Ca u serumu
visokomle¢nih krava niza od 1,38 mmol/L, krave razvijaju klinicku formu hipokalcemije. Nasuprot
tome, supklinicka forma hipokalcemije visokomle¢nih krava se definiSe ako je ukupan serumski Ca
izmedu 1,38 do 2,0 mmol/L (Goff, 2014a, Goff, 2008). Prema istrazivanju sprovedenom u SAD-u,
klinicki oblik hipoklacemije na farmama visokomle¢nih krava se javlja kod 5% zivotinja (Mc Laren i
sar., 2006; NAHMS, 2002).

Krave koje tokom prvih 48 sati nakon teljenja obole od klinicke forme hipokalcemije (mlecne
groznice, puerperalne pareze) pokazuju znacajna odstupanja od fizioloskih vrednosti biohemijskih
parametara u krvi. Takode, ove jedinke inkliniraju ka drugim poremecajima zdravlja, kao S$to su
mastitisi, zadrzavanja posteljice, dislokacije sirista i ketoze (Horst i sar., 2004; Borsberry i Dobson,
1989; Curtis i sar., 1983).U uslovima izrazite hipokalcemije viSestruko se povecava koncetracija
kortizola u krvi (Horst i sar., 1982) koja moze dodatno da potencira ve¢ postoje¢u imunosupresiju u
periodu oko teljenja (Kimura 2006; Goff 2008). Kod klinicke hipokalcemije krava smanjena je i
sekrecija insulina (Littledike 1 sar.,1968), kao i1 koris¢enje glukoze od strane perifernih tkiva, a
intenzivira se mobilizacija masnih kiselina iz telesnih depoa (Horst i sar., 2004). lako je tezina klini¢kih
simptoma veca kod puerperalne pareze, supklinicka hipokalcemija krava je veoma znacajna, jer se
daleko teze dijagnostikuje, nema jasne klinicke manifestacije, a moze da ugrozi dugovecnost i
produktivnost krava (Goff, 2008; Murrai et al., 2008). Chamberlin i saradnici (2013) su u svom
istrazivanju dokazali da su hipokalcemic¢ne krave u ranom puerperijumu podloznije razvoju NEB-a u
odnosu na normokalcemicne krave.

U poslednih nekoliko godina interesovanje velikog broja istrazivaca je bilo usmereno na
ispitivanje znacaja supklinicke hipoklacemije visokomle¢nih krava u etiopatogenezi drugih poremecaja
zdravlja tokom ranog perioda laktacije (Martinez i sar., 2012; Seifi i sar ., 2011; De Garis i Lean,
2008), kao i na njihove proizvodne i reproduktivne sposobnosti (Caixeta i sar., 2017; Chapinal i sar.,
2012).

6.1. PREVALENCA SUPKLINICKE HIPOKALCEMIJE

Prevalenca supklini¢ke hipoklacemije kod visokomle¢nih krava u periodu oko teljenja jos uvek
nije dovoljno ispitana i varira u Sirokom rasponu. Na ovu varijabilnost utice laktacija u kojoj se krave
nalaze kao i broj ispitanih zivotinja po laktaciji. Rezultati istrazivanja Reinhardta i saradnika (2011)
sprovedena na velikom uzorku, ukazuju da je na farmama visokomle¢nih krava, supklinicka
hipokalcemija zastupljena kod multiparih krava (od 2. do 6. laktacije) oko 50%, a kod primiparnih oko
25%. Ustanovljena prevalenca hipokalcemije u naSem istrazivanju je 13% i u saglasnosti je sa
rezultatima do kojih su dosli Oetzel i Miller (2012) a koji su utvrdili prevalence od 14,2 %, ali je manje
saglasna sa rezultatima istrazivanja do kojih su dosli Reinhardt i saradnici (2011), koji su ustanovili
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prevalencu od 50%, da Silva i saradnici (2019), koji su ustanovili prevalencu od 40%,Venjakob i
saradnici (2017) koji su ustanovili prevalencu od 55%, i Horst i saradnici (2003), koji su ustanovili
prevalencu od 50%. Medutim, dobijeni rezultati ispitivanja prevalence supklinicke hipokalcemije u
odnosu na laktaciju su potpuno u saglasnosti sa rezultatima napred navedenih autora i pokazuju da je
supklinicka hipoklacemija najzastupljenija kod krava koje su u 4., 5. i 6. laktaciji. Ovi rezultati
potvrduju ¢injenicu da se prevalenca hipokalcemije povecava sa povecanjem broja laktacija i vecom
proizvodnjom mleka (Vijaiakumar i sar., 2017).

6.2. KONCENTRACIJA KALCIJUMA I PTH U KRVI KRAVA SA SUPKLINICKOM
HIPOKALCEMIJOM

Peroralna aplikacija Ca dovela je do porasta koncentracije Ca u krvi, tako da su vrednosti
kalcemije u PO-Ca grupi bile znacajno vece u poredenju sa vrednostima kod kontrolnom grupe, ali ne
tokom svih ispitivanih perioda. Podaci iz literature koji se odnose na promene koncentracije Ca nakon
peroralne primene Ca su neusaglaseni. Vilms i saradnici (2019) nisu utvrdili znacajan porast kalcemije
u prvim satima nakon peroralnog davanja preparata kalcijuma, dok su Blanc i saradnici (2014)
ustanovili znacajan porast koncentracije Ca prvog sata nakon peroralne primene Ca, koji se odrzao na
istom nivou do kraja studije. Kalcemija utvrdena u nasem istrazivanju je slicna onoj koje su utvrdili
Blanc i saradnici (2014), jer su koncentracije Ca bile u fizioloSkom opsegu tokom prva 4 sata nakon
tretmana, a zatim su se polako smanjivale do 12 ¢asa. Tada se, nakon drugog tretmana, koncentracija
Ca povecala priblizno do fizioloSke vrednosti. Ove razlike u promeni koncentracije Ca nakon peroralne
primene a koje su utvrdene u razli¢itim studijama, mogu se objasniti razli¢itim statusom hipokalcemije
kod krava kao razli¢itim sadrzajem Ca u oralnim dodacima. U poredenjusa pocetnim vrednostima
kalcemije koju su utvrdili Blanc i saradnici, (2014), pocetne vrednosti kalcemije utvrdene u nasem
istrazivanju bile su nize za 0,24 mmol /L, a dodatak koji smo mi Kkoristili za peroralnu primenu sadrzao
je 24,5 g manje Ca. Ovi rezultati potvrduju tvrdnju Goffa (2008) da u sluc¢aju davanja velikih koli¢ina
vrlo rastvorljivog Ca oralno, moguce je preusmeriti resorpciju Ca u digestivnom traktu ka pasivnoj
difuziji koja se odvija izmedu epitelnih ¢elija creva, a ne kroz njih. Isti autor je zakljucio da se najbolji
rezultati kod krava postizu u sluc¢aju davanja 50 i 125 g Ca po dozi. U naSoj studiji, intravenski tretman
Ca povecao je doveo do povecanja kalcemije Ca iznad fizioloSkog opsega oko 4 sata nakon aplikacije,
a Sto je u skladu sa rezultatima koje je dobio Goff (2008). Nakon toga, odnosno 8 do 48 sati nakon
tretmana, koncentracija Ca u IVV-Ca grupi krava je ostala ostala u fizioloSkom opsegu. Ovi rezultati nisu
u skladu sa rezultatima koje su dobili Braun i saradnici (2009) i Vilms i saradnici (2019), koji su
utvrdili da krave 4. i 24. sata nakon intravenske primene Ca ulaze u prolaznu hipokalcemiju bez
mogucnosti odrzavanja normalne kalcemije. Blanc i saradnici (2014) su objasnili da kratkotrajna
hiperkalcemija prouzrokovana intravenskim davanjem Ca moze promeniti sposobnost zivotinje da
odrzi homeostazu Ca smanjenjem koncentracije PTH u krvi. U naSoj studiji, visoke vrednosti PTH u
krvi, utvrdene 4 sata nakon intravenske aplikacije preparata kalcijuma, su verovatno prouzrokovale
odrzavanje normalne koncentracije Ca nakon intravenskog tretmana.

Krave u kontrolnoj grupi bile su u stanju hipokalcemije do 36 sati nakon pocetka ogleda, a zatim
su se spontano oporavile u 48 sati. Ovi rezultati pokazuju da su krave u kontrolnoj grupi bile u
hroni¢noj supklinickoj hipokalcemiji, jer su imali nisku koncentraciju Ca tokom tri dana nakon teljenja
(Caixeta i sar., 2017). Ipak, u cilju prevazilazenja ovog izazova, krave su najverovatnije aktivirale neke
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mehanizme koji ukljucuju pojacanu resorpciju Ca iz hrane, povecanu mobilizaciju kalcijuma iz kostiju
1 pojaCanu bubreznu reapsorpciju Ca (DeGaris i Lean, 2009; Goff, 2008). Verujemo da je u nasoj
studiji kljuéni faktor za prevazilazenje hipokalcemije bila visoka vrednost PTH, koja se odrzala dva
dana nakon teljenja, ¢ime se potvrduje teza da je 48 sati stimulacije sa PTH potrebno za povec¢anu
mobilizaciju Ca iz kosti (Goff i sar., 1986).

Podaci iz literature o koncentraciji PTH kod postpartalnih krava su razli¢iti. Koncentracije PTH u
nasoj studiji bile su od 55,46 do 68,49 pg/ml pri teljenju, odnosno u skladu sa podacima koje su izneli
drugi autori (Abd-Allah i Bakr, 2015; Spakauskas i Klimiene, 2007). Kurek i Stec (2005) su utvrdili
nize vrednosti PTH, koje su bile sli¢ne i kod klinickih hipokalcemi¢nih (19,61 pg/ml) i kod zdravih
krava (19,84 pg ml), ali neSto vece kod krava sa subklinickim hipokalcemijom (25,09 pg / ml).
Suprotno ovim podacima, Vieira-Neto i saradnici (2017) su utvrdili znacajno vec¢u koncentraciju PTH
(475,00 pg/ml) kod krava sa supklinickim hipokalcemijom. U naSoj studiji se ocekivalo smanjenje
koncentracije PTH prvih sati nakon intravenske primene Ca, jer je povecana koncentracija Ca
stimulisala oslobadanje kalcitonina, kontrahormona u PTH (Kurek i Stec, 2005). Nakon pocetnog
smanjenja, brzo povecanje koncentracije PTH tokom slede¢a 4 sata bilo je neocekivano, jer je
koncentracija Ca bila u fizioloSkom opsegu do kraja studije. Jedan od razloga za ovakav rezultat moze
biti koncentracija jonizovanog Ca (iCa) u krvi, koja u nasem radu nije merena, ali bi mogla imati
znaajan uticaj na koncentraciju PTH. Kao S$to su izneli Sjaastad i saradnici (2003) kada je
koncentracija iCa u vancelijskoj te¢nosti izmedu 1,0 i 1,25 mmol/l, PTH se izlu¢uje stalno umerenom
brzinom. Prema Vilms i saradnicima (2019) i Ballantine i Herbein (1991), koncentracija iCa je
predstavljena kao 54-57% ukupnog Ca pri teljenju. Verujemo da je brzo smanjenje ukupne
koncentracije Ca nakon intravenskog tretmana dovelo i do smanjenja iCa, Sto je izazvalo porast
koncentracije PTH. Drugi moguci razlog za povec¢anu koncentraciju PTH moze biti hipoalbuminemija
kod krava u peripartumu. Poznato je da se kod ljudi koncentracije PTH povecéavaju sa smanjenjem
koncentracije aloumina u krvnom serumu (Besarab i Caro, 1981). Verujemo da ove teze treba detaljnije
istraziti u slede¢im studijama.

Manje izrazena promena koncentracije PTH nakon peroralne primene Ca verovatno je bila
rezultat manjeg povecanja koncentracije Ca nakon peroralne aplikacije. Kao $to je ranije pomenuto,
oralno primenjeni vrlo rastvorljivi Ca moze preusmeriti Ca na resorpciju iz creva pasivhom difuzijom
(Goff, 2008). To znaci da se PTH smanjuje u prvom satu nakon tretmana verovatno zbog pasivne
difuzije Ca koja povecava koncentraciju Ca u krvi, dok se kasnije, bez takvog uticaja Ca, koncentracija
PTH odmah povecala. Dvadeset Cetiri do Cetrdeset osam sati nakon pocetka ogledadoslo je do
smanjenja koncentracija PTH koje se moze objasniti povecanom resirpcijom Ca iz creva pod uticajem
1,25-dihidroksivitamina D. Za ovu resorpciju potrebna su 24 sata od prethodne stimulacije sa 1,25-
dihidroksivitaminom D (Reindhart i sar., 1988). Visoke koncentracije PTH do kraja studije u
kontrolnoj grupi su u skladu sa rezultatima Abd-Alaha i Bakra (2015) koji su potvrdili visoku vrednost
PTH i do sedam dana nakon porodaja. Visoka koncentracija PTH u kontrolnoj grupi uticala je na
povecanu koncentraciju Ca u kontrolnoj grupi, jer je za znacajno povecanje resorpcije kosti potrebno
48 sati stimulacije PTH (Reindhart et al., 1988).
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6.3. pH VREDNOST URINA KRAVA SA SUPKLINICKOM HIPOKALCEMIJOM

Visoke vrednosti pH urina u ispitivanim grupama na pocetku naseg istrazivanja rezultat su velike
katjon-anion razlike (DCAD) u obroku za ishranu zasuSenih krava. Alkaloza moze uticati na pojavu
hipokalcemije. Ferneborg (2010) je ukazao da krave sa vredno$¢u pH urina iznad 8,25 imaju najveci
rizik od razvoja hipokalcemije. Istovremeno, konformacija PTH receptora se menja tokom alkaloze
zbog Cega su tkiva manje osetljiva na PTH (Goff, 2008). Medutim, alkaloza smanjuje, ali ne uklanja u
potpunosti osetljivost tkiva na PTH. Dugotrajno izlaganje visokim nivoima PTH, indukovano ishranom
sa niskim sadrzajem Ca, prevazilazi smanjenu osetljivost tkiva na PTH (Goff, 2008).

Procena efekta tretmana na nivo pH urina pokazuje da je peroralni tretman imao najpovoljniji
efekat na smanjenje alkaloze, odrzavajuc¢i pH blizu fizioloSkog opsega za krave holStajn rase (6,2-6,8)
(Goff i sar., 2005). Intravenski tretman je uticao na prolazno smanjenje vrednosti pH urina kao rezultat
primenjene borne Kiseline, dodane kao solubilizatorski agens upotrebljenog intravenskog rastvora Ca.
Iste rezultate su predstavili Blanc i sar. (2014). Visoke vrednosti pH urina u kontrolnoj grupi mogu
uticati na smanjenje osetljivosti tkiva na PTH (Goff, 2008).

Dakle, jedan od pozitivnih efekata intravenske primene Ca je smanjenje pH urina pod uticajem
borove kiseline iz infuzije. Naime, nakon intravenske infuzije, pH urina bio je ispod grani¢ne vrednosti
do kraja ispitivanja, Sto bi moglo imati pozitivan uticaj na odrzavanje koncentracije Ca u fizioloSkom
opsegu.

6.4. KONCENTRACIJA BIOHEMIJSKIH PARAMETARA U KRVI KRAVA SA
SUPKLINICKOM HIPOKALCEMIJOM PRE I POSLE TRETMANA

Hipofosfatemija ustanovljena u nasim istrazivanjima je u skladu sa podacima koje su objavili
Stari¢ 1 Zadnik (2010) kao i Venjakob i saradnici (2017). lzrazena hipofosfatemija kod krava je
verovatno povezana sa povecanim lucenjem PTH tokom hipokalcemije. Naime, PTH povecava
izlu¢ivanje P putem bubrega i pljuvacke, S§to moze nepovoljno da utice na odrzavanje normalne
koncentracije iP u krvi (Goff, 2000).

Od parametara za procenu energetskog statusa krava koje su koriséene u nasem istrazivanju, pre
I nakon tretmana supklini¢ke hipokalcemije, koris¢eni su glukoza, BHBA i NEFA.

Glukoza je veoma znaajan izvor energije za visokomleéne krave, pogotovo na pocetku
laktacije kada se potrebe za glukozom povecavaju zbog njenog preusmeravanja za sintezu kolostruma 1
laktoze mleka. Medutim, imajuéi u vidu ¢injenicu da se potrebe za glukozom kod prezivara uglavnom
zadovoljavaju procesom glukoneogeneze i da je njena koncentracija u krvi regulisana snaznim
homeostatskim mehanizmima, smatra se da ona nije najpouzdaniji pokaztelj za procenu energetskog
statusa organizma visokomlec¢nih krava (Reynolds i sar., 2003). Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju
pokazuju da je koncentracija glukoze kod svih grupa krava pre tretmana bila ujedacena, a izmerene
pocetne vrednosti su bile vece od gornje fizioloSke granice. Nakon sprovedenih tretmana prosecne
koncentracije glukoze u krvi PO-Ca i IV-Ca grupe nisu se razlikovale od prose¢ne koncentracije
glukoze kod kontrolne grupe krava. Dobijeni rezultati glikemija su u saglasnosti sa rezultatatima drugih
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istrazivaca koji su ustanovili da se vrednosti glikemija kod krava sa supklinickom hipokalcemijom nisu
razlikovale od glikemija normokalcemi¢nih krava (Chamberling i sar., 2013; Martinez i sar., 2012).
Medutim, postoje i istrazivanja koja ukazuju da su izmerene vrednosti glikemije kod krava sa
indukovanom supklinickom hipokalcemijom bile ve¢e od glikemija normokalcemi¢nih krava, uz
istovremenu hipoinsulinemiju (Martinez i sar., 2014). Kao Sto je poznato iz literature, kod spontane
klinicke hipokalacemije krava smanjeno je lucenje insulina (Littledike i sar.,1968). PoviSene
koncentracije glukoze u krvi kod svih grupa krava na pocetku ogleda mogle bi da se tumace kao
posledica smanjene sekrecije insulina od strane beta ¢elija endokrinog pankreasa (Rorsman i sar.,
2012), odnosno smanjenom sintezom i posledi¢no nizom koncentracijom insulina u krvi (Hayirli,
2006). Pored toga, hiperglikemija moze biti posredovana povec¢anim nivoom Kortizolola u krvi krava u
periodu oko teljenja i postpartalnom insulinskom rezistencijom (Galvao i sar., 2010). Takodejepoznato
davisoka koncentracija PTH hormonau krvi tokom hipokalcemije, suprimira signalni put insulina u
adipocitima i smanjuje transport glukoze (Chang i sar., 2009) $to u odredenoj meri doprinosi povecanju
koncentacije glukoze u krvi. Na osnovu dobijenih rezultata moze da se izvede zaklju¢ak da primenjeni
tretmaniperoralne i intravenske suplementacije preparatima kalcijuma nisu imali uticaja na koncetraciju
glukoze u krvi PO-Ca i IV-Ca grupe krava. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima
istrazivanja i drugih autora koji su ustanovili izrazit prolazan porast koncentracije glukoze u krvi krava
na teljenu (Weber et al., 2016; Martinez i sar., 2016; Janovick et al., 2011). Takode je utvrdeno da su
krave sa viSom konetracijom glukoze u krvi pokazivale trend smanjenja kalcemije, Sto je u saglasnosti
sa rezultatima Larsona i sar., (2001).

Koncentracija NEFA i BHBA u krvi visokomle¢nih krava predstavljaju parametre za procenu
energetskog statusa, ali i stepena lipomobilizacije kao odgovor na negativan bilans energije. Martinez i
saradnici (2012) su ustanovili da krave sa supklinickom hipokalcemijom imaju povisenu koncentraciju
NEFA i BHBA u krvnom serumu nakon teljenja. Takode je ustanovljeno da krave sa sukliniCkom
hipokalcemijom drzane na pasi imaju poviSene koncentracije NEFA i BHBA u krvi tokom prvih sedam
dana laktacije (Ribeiro i sar., 2013). Poveéanje koncentracije NEFA u krvi kod krava zapocinje u
poslednje dve nedelje graviditeta (Veber i sar., 2013) i traje dva do tri dana pre teljenja (LeBlanc i sar.,
2005). Najvisa koncentracija NEFA u krvi krava se javlja u perodu oko teljenja, a nakon teljenja
postepeno opada sa povecanjem koli¢ine konzumirane hrane (Grummer, 1993; Ingvartsen i Andersen,
2000; LeBlanc i sar., 2005).

Na osnovu izmerenih vrednosti NEFA u nasem ogledu, moze se reci da su ispitivane grupe krava
sa supklinickom hipokalcemijom na dan teljenja bile u izrazitom negativnom bilansu energije.Dobijeni
rezultati koncnetracije NEFA su u saglasnosti sa rezultatima do kojih su dosli i drugi autori u svojim
istrazivanjima (Martinez i sar; 2012 i 2014; Chamberling i sar., 2013; Reinhardt i sar., 2011; Horst i
sar., 2003; Spain i sar., 2004). Primenjeni tretmani suplementacije preparatima kalcijuma nisu imali
uticaja na koncetraciju BHBA u krvi PO-Ca i IV-Ca grupe krava. U naSem ogledu, nakon aplikacije
preparata kalcijuma ustanovljen je porast koncentracije BHBA u krvi hipokalcemi¢nih krava §to je u
saglasnosti sa rezultatima Martineza i sar., (2016).

Ostali biohemijski parametri ispitani u ovom istrazivanjima nisu ukazivali na zavisnost od nacina
tretmana hipokalcemi¢nih krava.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata istrazivanja sprovedenih u okviru ove doktorske disertacije izvedeni su

slede¢i zakljucci:

1.

Prevalenca supklinicke hipokalcemije kod ispitivanih krava je bila 13 %. Nazastupljenija
prevalenca utvrdena je kod krava u 4. 1 5. a najniza kod krava u 3. laktaciji.

U odnosu na krave sa supklinickom hipokalcemijom koje nisu tretirane, kalcemija je bila
znacajno visa do 8. Casa nakon aplikacije kod krava koje su peroralno tretirane kalcijumom,
odnosno do 24. casa nakon aplikacije kod krava koje su intravenski tretirane kalcijumom.
Dodatno, kod krava koje su peroralno tretirane kalcijumom fizioloska kalcemija uspostavljena
je tokom prva dva ¢asa od primenjenog tretmana i odrzavala se do kraja ogleda, odnosno 48.
sata, na donjoj granici fizioloSkih vrednosti, dok je kod krava koje su intravenski tretirane
kalcijumom, prvog i drugog sata nakon tretmana ustanovljena hiperkalcemija, a zatim
normokalcemija do kraja ogleda. Kalcemija je kod hipokalcemi¢nih krava koje nisu tretirane
dostigla fizioloske vrednosti tek Cetrdeset osmog ¢asa od pocetka ogleda.

Koncentracija PTH je u krvi krava koje su intravenski tretirane kalcijumom bila znacajno niza
prvog i drugog ¢asa nakon tretmana u odnosu na vrednosti PTH kod kontrolne grupe krava, dok
kod krava koje su peroralno tretirane kalcijumom u ovom periodu nije utvrdena razlika u
koncentraciji PTH u odnosu na krave koje nisu tretirane kalcijumom. Cetvrtog ¢asa nakon kako
intravenskog tako i peroralnog tretmana koncentracija PTH je bila znacajno niza u odnosu na
vrednosti kod hipokalcemi¢nih krava koje nisu tretirane, ali su kasnije znacajno nize vrednosti
PTH u odnosu na grupu koja nije tretirana kalcijumom ostale samo kod grupe koja je peroralno
dobijala kalcijum.

Sve hipokalcemi¢ne krave su na pocetku ogleda, po vrednostima odredenim za pH urina, bile u
stanju metabolicke alkaloze. Peroralna i intravenska suplementacija kalcijuma dovela je do
razvoja metabolicke acidoze, usled naglog pada vrednosti pH urina koji je bio znacajno nizi u
odnosu na pH urina hipokalcemi¢nih krava koje nisu tretirane, pocevsi od prvog do dvanaestog
Casa ogleda. Kod hipokalcemic¢nih krava peroralno tretiranih kalcijumom, 24. i 36. sata od
pocetka tretmana pH urina je bio znacajno nizi nego kod hipokalcemi¢nih krava koje nisu
tretirane 1 koje su intravenski tretirane kalcijumom, ukazujuéi na dugotrajnu metabolicku
acidozu kod ovih krava.

Primenjeni tretmani suplementacije kalcijuma nisu imali znacajan uticaj na energetski bilans
krava. Pokazatelji energetskog statusa krava, odnosno koncentracije NEFA i BHBA, su imale
vrednosti vise od fizioloSkih, Sto ukazuje na postojanje negativnog bilansa energije kod
hipokalcemic¢nih krava.

Kod svih hipokalcemi¢nih krava ustanovljena je hipofosfatemija na pocetku ogleda. Na kraju
ogleda vrednosti aP kod grupe koja nije tretirana su bile izjednacene sa vrednostima kod grupe
koja je peroralno primila kalcijum dok su vrednosti kod grupe koja je intravenski primila
kalcijum bile znacajno nize u odnosu na netretiranu grupu. Na isti na¢in, magnezijemija je na
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kraju ogleda bila izjednaena kod grupe koja nije tretirana i one koja je peroralno primila
kalcijum dok je kod grupe koja je intravenski primila kalcijum bila znacajno niza nego kod
netretirane grupe.

Dobijeni rezultati ukazuju da je intravensko, u odnosu na peroralno, davanje kalcijuma dovelo
do brzeg oporavka obolelih krava. S druge strane, kontrolni mehanizmi koji su u osnovi
regulacije kalcemije kod krava, odnosno koncentracija PTH, ali i odgovor aP i Mg na tretman
krava, ukazuju da je intravensko davanje kalcijuma, u odnosu na peroralno, dovelo do vecéeg
iscrpljivnja kontrolnih mehanizama koji ni posle 48. sata od tretmana nisu uspostavili biolosku
ravnotezu. U skladu sa tim rezultatima, preporucuje se davanje intravenskog kalcijuma u svim
slu¢ajevima izrazite hipokalcemije dok u uslovima umerenih hipokalcemi¢nih stanja ili u cilju
preventive u zapatima sa visokom prevalencom supklinicke hipokalcemije, bolje je opredeliti se
za peroralne preparate kalcijuma.
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Mpunor 1.

M3jaBa o ayTopcTBy

MNoTnucaHm-a Mwunuja Nanamapesuh

Bpoj ynuca 2012/5005

UsjaBrbyjem

Aa je foKTopcKa AucepTauuja nog Hacrnosom

¥Tuuaj nocrnapranHe annukauuie kanuujyma Ha MeTabonuyky agantaumjy

XUnokanueMM4yHux Kpaea

e pesynTaT COMCTBEHOr UCTPaXXUBAYKOr pasa,

* [a npeanoxeHa guceprauuja y LUenuHN HN y fenoBuMa Huje Buna npeanoxeHa
3a pobujarbe Guno Koje AunnoMe npema CTYAMCKUM Nporpamuma Apyrux
BUCOKOLLIKOJICKUX YCTaHOBa,

® [a Cy pe3yntaTtu KOpekTHO HaBeaeHU U

* /i@ HMCaM KpLUWo/ra ayTopcka npasa W KOPUCTUO UHTENEKTYanHy CBOjUHY ApYruX
nuua.

MoTtnuc pokropaHaa

Y Beorpaay, 29 08. 2029 -
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Mpwunor 2.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTMU LUTaMMNaHe U €eNEeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wme v npesvme ayTopa Mwunuja Manamapesuh

Bpoj ynuca 2012/5005

Cryaujckun nporpam [OKTOPCKE akagemcke ctyauje

Hacnoe paga YTuuaj noctnapranHe annuvkauuje kanuujyma Ha metabonnyky
agjanTauMjy xunokanueMmMyH1X KpaBa

MenTop _npod. [p UeaH ByjaHau

MNotnucann _ Munuja Nanamapesuh

u3jaBrbyjemM Aa je WTamnaHa Bepavja MOr AOKTOPCKOr paja WCTOBETHa eneKTPOHCKO]
BEp3Wju Kojy cam npepao/na  3a o6jaBrbuMBake Ha noprany  [urutanHor
penosuTopujyma YHuBepauterta y Georpaay.

HossorbaBam fa ce objase Moju NMYHK Nofaun Be3aHu 3a Jobujare akafemMcKor 3Batba
AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe 1 npesume, roanHa u mecto pofersa u gatym ogbpaHe
papa.

OBM rnuuHM nopaum mory ce O06jaBUTU Ha MPEXHUM CTpaHWLEMa AWurvTanHe
BubnmoTexke, y enekTpoHckom katanory 1y nyénukauujama YHusepauteta y Beorpaay.

Mornuc goktopaHpa

Y Beorpapy, 27 0.7/
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Mpwnor 3.

MsjaBa o kopuwhewy

Oenawhyjem YHusepautetcky GuGnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh* aa y [urutantu
penosuTopujym YHusepsuteTa y beorpagy yHece Mojy LOKTOpCKy AucepTaumjy nop
Hacnosom:

YTuuaj nocrnapranse annukaumje kanuujyma Ha meTaGonuuky _apanTaumjy
XunokanuemMm4Hux Kpasa

Koja je Moje ayTopcko aerno.

AvcepTaumjy ca ceum npunosnma npepao/na cam y enekTpoHCKOM hopmaTy MoroaHoM
3a TpajHO apxuBMpame.

Mojy mokTopcky AvcepTaunjy noxparseHy y [IMruTanHu penosutopujym YHueepauteta y
Beorpagy mory paa kopucte cBu koju nowTyjy oapeabe caapkaHe y opabpaHom Mny
nuueHue KpeaTusHe sajeaHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyquo/na.

1. AyTtopcTBo

2. AyTopCTBO - HEKOMEpLWjanHo

3. AyTopcTBO — HeKOoMepuujanHo — 6e3 npepage

4. AYyTOpCTBO — HEKOMepLjanHo — AeNMTH No4 UCTUM YCroBuUMa
5. Aytopcteo — 6es npepage
6. AyTOpCTBO — AEnWUTW NO4 UCTUM YCIIOBMMA

(Monumo fa 3aokpyxuTe camo jeaHy OA LUeCT noHyheHWuX nuueHUW, KpaTak onuc
nuueHUn gat je Ha nonefuHu nucta).

MoTnuc pokropaHpa

X ol %Qﬁi’i\ ijk

Y Beorpagy, 2209, L0721




1. AyTopcTBO - [losBorbaBate yMHOXaBate, AUCTPUBYLIMjY 1 jaBHO CaoNLUTaBake aena.
W npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH ofpefeH o CTpaHe ayTopa wnu
Aasaoua nuueHue, Yak v y KomepuwjanHe cepxe. OBo je HajcriobogHuja of cBMX
NALEHLW.

2. AyTopcTBO — HekomepLvjanHo. [lo3sorbaBaTte yMHOXaBarbe, ANCTpuByumjy 1 jaBHO
caonwTaeawe fgena, U npepaje, ako ce Hasefe WMe ayTopa Ha HauuH ogpefieH op
CTpaHe aytopa wnu Aasaoua nvueHue. OBa nuueHUa He [O3BOrbaBa KOMepLwjanHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTopctBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepapge. [o3BorbaBaTte YMHOXaBake,
AncTpubyumjy v jaBHO caonwTaBake Aena, 6es npomeHa, NpeobnMKoBakba Mnu
ynotpeGe aena y cBom feny, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauuH oapeheH og, CTpaHe
aytopa unu aasaoua nuueHue. Osa nuueHUa He A03BOrbaBa KoMepumjanHy ynotpeby
Aena. Y ogHOCy Ha CBe ocTarne NMLEHLE, OBOM MLEHLIOM Ce orpaHunyasa Hajsehu 0bum
npaea kopuwhetsa gena.

4. AyTOpCcTBO - HEKkOoMepuMjanHO — AenuTU nog WCTUM ycroBuma. [lo3BorbasaTte
yMHOXaBare, AUCTpubyumjy 1 jaBHO caoniiTaBawe fAena, v npepaae, ako ce HaBeae
UMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH oA cTpaHe ayTopa wnu AaBaoua NULEHLUE W ako ce
npepaga Auctpubyvpa nog WCTOM MMM CRWYHOM NUUeHUom. OBa nuueHua He
A03BO/baBa komepuujanHy ynotpeby fena v npepaga.

9. AytopctBo — 6e3 npepape. [lo3BorbaBate yYMHOXaBake, ancTpubyumjyy u jaBHo
caonwrasare Aena, 6es npomera, npeobnukosara Unu ynotpebe aena y cBom Aeny,
ako ce Haeefe ume ayTopa Ha HauuH ofpeheH of cTpaHe ayTopa Wnu gasaoua
nuueHue. Oea nuuUeHUa fo3BorbaBa KoMepLwjarnHy ynotpeby aena.

6. AyTopctBo - penuTW noa MCTUM ycrnosuma. [lo3Borbasarte YMHOXaBatbe,
AncTpubyunjy 1 jaBHo caoniuTaBake fena, U npepage, ako ce HaBeae ume ayTopa Ha
HauMH oapefheH op cTpaHe ayTopa wnM faBaoua nWUEHUE M ako ce npepaga
AUCTpMOyMpa Moa MCTOM WUNM CIMYMHOM nuueHuom. OBa nuueHUa [o3BOSbasa
KomepLmjanHy ynotpe6y Aena u npepaja. CnivuHa je codbTBEpCcKUM nuULEHUama,
OAHOCHO NuLeHLaMa OTBOPEHOor Koaa.



