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UTICAJ ENERGETSKOG BILANSA NA ENDOKRINI I METABOLICKI
STATUS KRAVA

REZIME

Cilj ove doktorske disertacije je bio da se ispita uticaj energetskog dodatka na
bazi glicerola na metaboli¢ki 1 endokrini status krava u kasnom graviditetu i ranoj
laktaciji. Ispitivanja su izvrSena na 60 krava odabranih u zasu$enju podeljenih u dve
jednake grupe. Obe grupe su dobijale potpuno izmeSan obrok dva puta dnevno koji je
bio uskladen sa potrebama jedinki u odnosu na fazu proizvodno reproduktivnog ciklusa.
Dodatno, krave ogledne grupe su u jutarnjem obroku dobijale energetski dodatak u
koli¢ini od 250 ml u periodu zasuSenja, odnosno od 15. dana pre o¢ekivanog termina
teljenja do momenta teljenja, i u koli¢ini od 300 ml u periodu rane laktacije, odnosno
prvih 60 dana posle teljenja, ¢ime im je obezbedeno dodatnih 9,30 MJ NEL tokom
zasu$enja, odnosno 13,95 MJ NEL tokom rane laktacije. Kontrolna grupa krava nije
primala energetski dodatak. Telesna kondicija krava odredena je 15. dana pre i 7., 30. i
60. dana posle teljenja. Sedmog, tridesetog i Sezdesetog. dana nakon teljenja zabelezena
je dnevna proizvodnja mleka. Od reproduktivnih pokazatelja registrovani su servis
period i indeks osemenjavanja. Uzorci krvi za analizu uzimani su od krava punkcijom
vene jugularis 15. dana pre , kao i 7. 30 i 60. dana nakon teljenja. U uzorcima krvi
odredivani su koncentracije glukoze, beta-hidroksi buterne kiseline (BHBA),
neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA), ukupnih proteina, albumina, uree, ukupnog
bilirubina, kalcijuma, fosfora, insulina, trijodtironina, tiroksina, IGF-I i zastupljenost
IGFBP-2, -3 i -4. Uzorci tkiva jetre su uzeti 7., 30. i 60. dana laktacije i u njima je
odredivan sadrzaj ukupnih lipida.Racunski su dobijeni HOMA (homeostatic model

assessment) indeks i odnos T3 i Tg.

Krave ogledne grupe su u odnosu na kontrolnu imale znacajno viSu vrednost
ocene telesne kondicije 7 dana nakon teljenja. Proizvodnja mleka kod krava ogledne
grupe je bila znacajno visa 60. dana laktacije. Krave koje su primale energetski dodatak
su imale znacajno kraci servis period u odnosu na kontrolnu grupu. Prosecni stepen
zama$céenja jetre je 7. dana laktacije kod kontrolne grupe bio srednji a kod ogledne
nizak. Tridesetog dana laktacije stepen zamascenja jetre je bio znacajno nizi kod

ogledne u odnosu na kontrolnu grupu, dok 60. dana ni kod jedne grupe nisu utvrdene



masne kapljice u jetri. Vrednosti biohemijskih parametara i ispitivanih hormona se nisu
znacajno razlikovalie izmedu grupa pre pocetka ogleda odnosno u zasuSenju.
Koncentracije glukoze i insulina je bila znacajno visa kod ogledne u odnosu na
kontrolnu grupu 30. i 60. dana laktacije. Koncentracije BHBA i NEFA su bile znacajno
nize kod krava ogledne grupe u odnosu na kontrolnu grupu u sva tri postpartalna
perioda ispitivanja. Koncentracija ukupnog bilirubina je bila znacajno visa kod
kontrolne u odnosu na oglednu grupu 7. dana posle teljenja. Koncentracija ukupnih
proteina, albumina, IGF-1, kao i zastupljenost IGFBP-3 je bila znacajno visa kod
ogledne u odnosu na kontrolnu grupu u sva tri perioda postpartalnog ispitivanja dok
razlika u koncentraciji uree izmedu dve grupe nije utvrdena. Zastupljenost IGFBP-2 je
bila znacajno visa u oglednoj u odnosu na kontrolnu grupu 60. dana laktacije dok nije
utvrdena znacajna razlika u zastupljenosti IGFBP-4 izmedu grupa. Nije bilo razlike u
koncentraciji fosfora izmedu grupa dok je kalcemija bila znacajno visa kod ogledne u
odnosu na kontrolnu grupu 60. dana laktacije. Koncentracije T3 i T4 su bile znacajno
viSe kod ogledne u odnosu na kontrolnu grupu 7. dana laktacije. Tridesetog dana
laktacije krave ogledne grupe su i dalje imale znacajno vi$u koncentraciju T4 U odnosu
na kontrolnu grupu. HOMA indeks je bio znacajno visi 30. i 60. dana laktacije, a indeks
konverzije T4 u T3 znaajno nizi u puerperijumu i 30. dana laktacije kod krava ogledne
grupe u odnosu na kontrolu. Na osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuciti da je
energetski dodatak povoljno uticao na smanjenje izraZenosti postpartalnog NEBa kod
krava §to je za posledicu imalo manji stepen zamascenja jetre, ve¢u mlecnost i kraci

servis period kod ovih jedinki.

Kljuéne reci: energetski dodatak, metaboliti, hormoni, krava

Naucna oblast: Morfologija i fiziologija zivotinja
UZa naucna oblast: Fiziologija visokomle¢nih krava
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EFFECT OF ENERGY BILANCE ON ENDOCRINE AND METABOLIC
STATUS OF COWS

SUMMARY

The aim of this PhD thesis was to examine the effect of glycerol based energy
supplementation on metabolic and endocrine status of cows in late pregnancy and early
lactation. The study was conducted on a total of 60 cows, selected in dry period and
divided into two groups. Both groups of cows were fed with a total mix ratio adjusted to
the nutritive needs for pregnancy and lactation. Additionally, each cow in the
experimental group was given energy supplement dispersed in the morning feed by
sprayer for the period of the experiment in the quantity of 250 mL during last 15 days of
pregnancy and 300 mL during first 60 days of lactation. Added glycerol provided
additional 9.30 MJ NEL during dry period and additional 13.95 MJ NEL during early
lactation period. Control animals did not receive energy supplement. Body condition
score was performed at day 15 before and days 7, 30 and 60 after calving. Milking was
measured at days 7, 30 and 60 of lactation. Service period and insemination index were
determined. Four blood samples were taken by jugular venipuncture from each animal
at day 15 before and days 7, 30 and 60 after calving. The blood glucose, beta-hydroxi
butirate (BHBA), non-esterified fatty acid (NEFA), total protein, albumin, urea, total
bilirubin, Ca, P, insulin, triiodothyroinine, thyroxine, IGF-1 as well as relative
abundance of IGFBP-2, -3 and - were measured. Liver percutaneous biopsies were
obtained at days 7, 30 and 60 after calving and total lipid content in hepatocites was

measured.

At day 7 after calving, cows from experimental group had significantlly higher
values for body condition scores than cows from control group. Experimental group of
cows had significantlly higher milk production than control group at day 60 of lactation.
Energy supplemented cows had significantlly shorter service period than control group.
At day 7 of lactation, average degree of fatty liver was moderate in cows of control
group and mild in cows from experimental group. At day 30 of lactation exerimental
group of cows had significantlly lower fatty liver digree then control group. At day 60
of lactation there was no fat droplets in hepatocites of cows from both groups.

Concentrations of blood measured biochemical and hormone parameters did not



significantlly differ between two groups at dry period, meanining before the biggining
of experiment. Glucose and insulin concentrations were significantly higher in
experimental compared to control group of cows. Concentrations of BHBA and NEFA
were significantly lower in experimental compared to control group of cows at all three
examined postpartal periods. Total bilirubin concentration was significantly higher in
control comapred to experimental group at day 7 after calving. Total protein, albumin,
IGF-I copncentrations as well as relative abundancy of IGFBP-3 were significantly
higher in experimental than in control group of cows at all three examined postpartal
periods, while there was no significant difference in urea concentrations between
groups. Relative abundancy of IGFBP-2 was significantly higher in experimental than
in control group at day 60 of lactation, while there was no significant difference in
IGFBP-4 abundancy between groups. There was no significant difference in P
concentrations between groups, while calcemia was significantlly higher in
experimental compared to control group at day 60 of lactation. T3 and T, concentrations
were significantly higher in experimental than in control group at day 7 of lactation. At
day 30 of lactation, experimental group of cows had still higher T, concentartion than
control group. HOMA index was significantly higher at days 30 and 60 of lactation, and
index of T4 to T3 conversion was significantly lower at days 7 and 30 of lactation in

experimental compared to control group of cows.

In conclusion, dietary energy supplementation in peripartal dairy cows improved
energy of cows, implicating that these cows probably did not suffer from severe
negative energy balance. Consequently, fatty liver degree was depressed, milk
production was enhanced and reproductive performance is improved in cows that

received dietary energy supplement.

Key words: energy supplement, metabolites, hormones, cow

Scientific field: Animal morphology and physiology
Field of academic expertise: Physiology of cows
UDK number: 612.43:636.2
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1. UvOD

Osnovni cilj govedarske proizvodnje je da se hemijska energija deponovana u
organskim sastojcima biljaka iskoristi za proizvodnju mesa i mleka za ljudsku ishranu
centralni problem u istrazivatckom radu velikog broja nauc¢nika. Uspesno vodenje i
profitabilnost farmi visokomle¢nih krava zavisi od njihovog dobrog zdravlja i
reproduktivnih performansi. U proizvodno-reproduktivnom ciklusu krava najkriti¢niji
period u odrzavanju dobrog zdravstvenog stanja je peripartalni period i period rane
laktacije. Tokom tog perioda vrsi se prestrojavanje metabolickih puteva i endokrinog
sistema krava, u cilju obezbedivanja uspesne tranzicije iz stanja visokog graviditeta u
stanje laktacije. U savremenom sistemu drzanja i nege krava vrlo ¢esto se pojavljuju
metabolicki i endokrini disbalansi u organizmu krava zbog nemogucnosti organskih
sistema da se prilagode ovoj tranziciji. Ucestalost pojavljivanja zdravstvenih problema,
u ¢ijoj osnovi su greske u nac¢inu drzanja i ishrane kod tek oteljenih krava, je ¢esto vrlo
visoka na farmama visokomlec¢nih krava. Najcesce nastaje zamascenje jetre, praceno
difuznim ostecenjem parenhima, nizom novih metabolickih oboljenja koja mogu da
nastanu u akutnom (mle¢na groznica i hepati¢na koma), subakutnom (dislokacija
abomazusa i ketoza) ili hronichom toku. Razli¢iti oblici mastitisa i promene u
reproduktivnom sistemu, koji se javljaju u hroni¢cnom obliku, predstavljaju posebnu
opasnost za uspesnu govedarsku proizvodnju. Najcesce se zbog ovih poremecaja
pojavljuju znacajno smanjenje proizvodnje mleka, anestrija, cistozna degeneracija
jajnika i posledi¢no produzenje servis perioda i perioda izmedu dva teljenja. S obzirom
da su kod obolelih zivotinja smanjene odbrambene sposobnosti organizma one su
podlozne virusnim (BVD, BHV) i bakterijskim infekcijama (anaerobne bakterije) i kod
njih imunoprofilakticke mere ne daju o¢ekivane rezultate. To je jedan od razloga sto su
ove bolesti sve rasirenije u populacijama goveda i u budu¢nosti mogu da predstavljaju
veoma znacajan zdravstveni problem. Da bi se ostvarila visoka proizvodnja mleka i
zadovoljavajuci broj teljenja tokom proizvodno-reproduktivnog ciklusa visokomle¢nih
krava, potrebno je da period izmedu dva uzastopna teljenja bude kra¢i od 380 dana,
odnosno da se ostvari takva dinamika teljenja da se tokom svake kalendarske godine
dobije jedno tele po jednoj kravi. To znaci da plotkinja mora da ostane steona u 12.

nedelji laktacije.



Resavanje ovih problema je moguce pravilnim nacinom drzanja i ishrane Zivotinja
i redovnom kontrolom zdravstvenog stanja. S obzirom da je poremecaj energetskog
metabolizma tokom peripartalnog perioda naj¢e$¢i uzrok zdravstvenih problema,
smanjene mle¢nosti 1 reproduktivnih problema kod krava, cCesto se njegovim
uravnotezenjem prevazilaze ovi problemi. Naime, produbljen negativni bilans energije
(NEB) posle teljenja moze se umanjiti dodavanjem razli¢itih energetskih dodataka u
hrani tokom peripartalnog perioda. Na trzistu postoji veliki broj ovih dodataka i vec¢ina
je na bazi propilen glikola ili glicerola. Oni su prekursori u procesu glukoneogeneze i
time obezbeduju dovoljno glukoze za sintezu laktoze mleka ali delom direktno
obezbeduju energiju tako $to, uklju¢ivanjem u razli¢ite metabolicke puteve, obezbeduju
odredenu koli¢inu molekula ATPa. Poslednjih godina se daje prednost energetskim
dodacima na bazi glicerola jer postoji moguénost da se glicerol, kao sporedni proizvod u
proizvodnji biodizela, pojavi na trzistu po ceni koja bi bila prihvatljiva za profitabilnost
govedarske proizvodnje. Stoga je cilj ove disertacije bio da se ispita uticaj dodavanja
energetskog dodatka na bazi glicerola na metabolicki i endokrini status krava i da se na
taj nacin utvrde mehanizmi uticaja glicerola na zdravlje, proizvodni i reproduktivni

status goveda.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. ENERGIJA HRANE KAO 1ZVOR ENERGIJE ZA KRAVE

Hraniva predstavljaju osnovni izvor energije za visokomleéne krave. Energija
hrane koju jedinka unosi u organizam predstavlja bruto (ukupnu) energiju hrane. Ona se
definiSe se kao energija koja moze da se oslobodi kao toplota kada se njegova organska
materija u celosti oksidise do ugljen dioksida i vode. Tu energiju zivotinja ne moze u
potpunosti da iskoristi. Deo bruto energije hrane se gubi kao energija fecesa (u fecesu se
nalazi energija nesvarenog dela hrane i energija nekih proizvoda metabolizma). Energija
koja preostaje nakon sto se od ukupne energije hrane oduzme energija fecesa naziva se
svarljiva energija. Od te energije jedan deo se gubi kao energija gasova (pre svega
metana) koji nastaju procesom fermentacije u buragu i kao energija urina (sastoji se od
energije koja vodi poreklo od hranljivin materija koje su bile usvojene ali nisu bile
iskori§¢ene u organizmu, energije krajnjih proizvoda metabolizma i endogenih supstanci
a odnosi se pretezno na ureu). Preostala energija je metabolicka energija. Kako se
tokom metabolizma stvara toplota, oduzimanjem toplotne od metabolicke energije
dobija se neto energija hrane koja predstavlja produktivnu vrednost hraniva. Neto
energija se moze izraziti kao neto energija za odrzavanje (Net energy for maintenance —
NEM) cesto nazivane uzdrzne potrebe krava, neto energija za prirast (Net energy for
gain — NEG), neto energija za laktaciju (Net energy for lactation — NEL). U naSoj zemlji
se energetska vrednost hraniva i obroka za ishranu krava izraZzava u mega dzulima neto

energetske vrednosti za laktaciju (MJ NEL).

Kori$éenje energije u organizmu krava Sematski je prikazano na slici 2.1.



UKUPNA ENERGIJA

SVARLJIVA
ENERGIJA ENERGNA
FECESA
v v v
METABOLICKA ENERGIJA ENERGIJA
ENERGIA URINA GASOVA
\ 4 \ 4
NETO TOPLOTA
ENERGIJA
\ 4 \ 4
ENERGIJA ENERGIJA
ZA ODRZAVANJE KOJA SE AKUMULIRA ILI IZLUCUJE
\ 4 \ 4 v
TOPLOTA MESO MLEKO

Slika 2. 1. Kori$¢enje energije u organizmu krava (Grubié i Adamovié, 2003)

2.2. OSNOVNE KARAKTERISTIKE ENERGETSKOG METABOLIZMA

Najvazniji izvori energije za organizam su molekuli organskih materija, pre
svega, ugljeni hidrati i masti. Proces razlaganja ovih jedinjenja se odvija u tri faze. U
prvoj fazi katabolizma veliki molekuli hranljivin materija se razgraduju do svojih
osnovnih gradivnih blokova. Tako se ugljeni hidrati razlaZu do monosaharida, masti do
masnih kiselina i glicerola, a belan¢evine do amino-kiselina. U drugoj fazi ova
jedinjenja se kataboliSu do acetil-CoA (uz nekoliko drugih krajnjih proizvoda) uz
oslobadanje neznatnih koli¢ina hemijske energije osnovnih jedinjenja. U trecoj fazi,
koja je najbitnija sa aspekta energetskog metabolizma, u Krebsovom ciklusu i procesu

oksidativne fosforilacije acetil-CoA se oksidise do ugljen dioksida i vode. Najvazniji



proces u katabolizmu jedinjenja koja sluze kao osnovni izvori energije kod sisara je
sinteza ATP-a,.. Naime, stvoreni ATP sadrzi energiju deponovanu u fosfatnim vezama i
on je prenosilac hemijske energije od katabolickih reakcija metabolizma u kojima se
proizvodi hemijska energija do ¢elijskih procesa za Cije je obavljanje potrebna energija:
biosinteze c¢elijskih makromolekula, kontrakcije misi¢a i drugo. Pri tome Se najveca
koli¢ina ATPa stvara u tre¢oj fazi katabolizma. Tako, u toku oksidacije glukoze do
ugljen dioksida i vode, 34 od 36 neto sintetisanih molekula ATP-a nastaje u procesu
oksidativne fosforilacije (32 molekula ATPa) i ciklusu trikarbonskih kiselina (2
molekula ATPa), a svega 2 molekula u procesu glikolize do pirogrozdane kiseline.
Slicno tome, pri oksidaciji masnih kiselina kao Sto je palmitinska kiselina, osam
molekula ATP-a se stvara pri beta—oksidaciji od ukupno 129 molekula ATP-a, koliko
nastaje u procesu definitivne oksidacije ovog jedinjenja. U ovim procesima veznu ulogu
imaju enzimski kompleksi, od kojih su najznacajniji NADH i FADH, kompleks, koji su
nosioci vodonikovih atoma, odnosno elektrona. Za svaki vodonikov atom koji prelazi

od NADH na kiseonik sintetisu se po tri molekula ATP-a.

2.3. SPECIFICNOSTI ENERGETSKOG METABOLIZMA VISOKOMLECNIH
KRAVA

Osnovni cilj govedarske proizvodnje je da se hemijska energija deponovana u
organskim sastojcima biljaka iskoristi za proizvodnju mesa i mleka za ljudsku ishranu
metabolizam goveda predstavlja sredi$nji problem u istraZivackom radu velikog broja

nauénih radnika (Jorristma, 2003; von Sosten i sar., 2012).

Digestivni trakt prezivara se kroz procese evolucije razvijao i osposobio da
omogucéi iskori§¢avanje energije, ne samo iz nestrukturnih (skrob), ve¢ i iz strukturnih
ugljenih hidrata biljaka. Naime, hranljiva vrednost ovih ugljenih hidrata ogranicena je
B-1,4 — glikozidnom vezom, za koju nema kljuénog enzima kod sisara. Medutim, kod
prezivara mikroflora buraga nadoknaduje ovaj nedostak jer bakterije imaju enzime
potrebne za razgradnju ove veze. Stoga, simbioza izmedu mikroflore buraga i prezivara
moze da se smatra najvaznijom bioloskom karikom u procesima transformacije i
koriS¢enja energije uskladiStene u strukturnim delovima biljaka. Zahvaljujuéi mikroflori

predzeludaca, prezivari mogu da Svare Sirok spektar ugljenih hidrata, narocito celulozu,



do nizih masnih kiselina (siréetna, propionska i buterna), koje se nakon resorpcije
koriste u organizmu za potrebe metabolizma. Zapravo, prisustvo velikog broja
mikroorganizama u sadrzaju predzeludaca omogucava pocetak razlaganja takvih
jedinjenja. Najveci deo energije ipak ostaje sadrzan u molekulima nizih masnih kiselina.
Proces razlaganja ugljenih hidrata od monosaharida do nizih masnih kiselina te¢e na
slede¢i nacin :
56 heksoza — 65 acetata + 20 propionata +15 butirata + 60 CO, + 35 CH,4 +25 H,O
Na osnovu svega navedenog se zakljucuje da su kod prezivara, za razliku od
monogastricnih Zivotinja, neposredan izvor energije nize masne Kkiseline, a ne
monosaharidi kao $to je glukoza. Pri tome, najveéi znacaj kao izvor energije ima
siréetna kiselina, neSto manji znacaj buterna kiselina, dok se propionska kiselina koristi

u najve¢oj meri u procesu glukoneogeneze.

lako je opste prihvaéeno da se najveéi deo skroba, kao strukturnog ugljenog
hidrata, razlaze u buragu, postoje dokazi da kod krava znacajan deo skroba moze da
izbegne razgradnju u buragu (McCarthy i sar. 1989). Takvi podaci donekle osporavaju
teoriju da je prakticno sva glukoza u organizmu krave nastala u procesu
glukoneogeneze. To se naroCito deSava pri ishrani znacajnom koli¢inom kukuruza.
Nekoliko kilograma skroba koji se razlozi do glukoze u tankim crevima predstavlja
znacajan udeo u ukupnoj koli¢ini glukoze koja se nalazi u organizmu krave. Ono $to je
takode znacajno napomenuti je da se pri razgradnji skroba u tankim crevima ne javljaju
prili¢no veliki gubici (u vidu toplote) koji su povezani sa fermentativnim razlaganjem u

buragu.

Energetski metabolizam, kao 1 metabolizam uopste, kod visokomle¢nih krava
prolazi kroz najveée izazove tokom peripartalnog perioda. Peripartalni period je period
od 3 nedelje pre teljenja do tri nedelje posle teljenja krava i smatra se najkriti¢nijim u
pogledu odrzavanja metabolic¢kih procesa u fizioloskim okvirima (Bell, 1995; Grum i
sar., 1996; Drackly i sar., 2001; Overton i Waltron, 2004; LeBlanck, 2010). U tome
periodu jedinka iz stanja graviditeta, kada su metabolicki putevi usmereni ka
zadovoljenju potreba rastuceg ploda, prelazi u laktaciju, koju karakteriSe rastuce
proizvodnja mleka. Ukoliko se ta metabolicka tranizcija ne obavi na adekvatan nacin
dolazi do smanjenja proizvodnih sposobnosti Zivotinje, poremecaja zdravlja i

reproduktivnih sposobnosti.



Tokom kasnog graviditeta krave se nalaze u stanju pozitivnog bilansa energije.
Zivotinje u ovom periodu unose veéu koli¢inu energije od one koja je potrebna
njihovom organizmu, pa se zbog toga viSak unete energije deponuje. Ova pojava se
prepoznaje po povecanju telesne mase zivotinja. Kada pozitivan bilans energije potraje
duze, kao $to je to slucaj kod slabo plodnih krava, sa dugim servis periodom, pozitivan
bilans energije ima kao posledicu gojaznost krava u zasuSenju. PoZeljno je da krave
odlazu dovoljne koli¢ine masti u telesnim depoima energije, ali ne i da Stvaraju visak
masnog tkiva kao preteranu rezervu energije koju ¢e trositi u toku rane laktacije. Suficit
u energiji na kraju laktacije i u zasusenju je osnovni razlog za izraZeniji pozitivan bilans
energije Sto ima za posedicu tovnu kondiciju zivotinja. Pored toga, viSak energije
deponovane u telesnim depoima, zbog prekomerne i nekontrolisane lipomobilizacije,
predstavlja jedan od osnovnih razloga pojave supklini¢kih i klinickih poremecaja
metabolizma (Oetzel, 2004).

Prva faza laktacije, koja traje do tri meseca posle porodaja, najkriti¢nija je faza u
proizvodnom ciklusu. Naime, uspostavljanjem laktacije organizam visokomle¢nih krava
je optere¢en do krajnjih fizioloskih granica (40 do 60% ukupne proizvodnje mleka
proizvede se u prvih 120 dana laktacije). Za ovu fazu laktacije takode karakteristi¢no da
krave fizioloski imaju manji apetit, tako da do druge nedelje posle teljenja mogu dnevno
da unose svega 10 do 11 kg suve materije obroka. Potom se unosenje hrane postepeno
povecava i dostize optimum izmedu drugog i treeg meseca laktacije kada krave unose
od 18 do 21 kg suve materije obroka na dan. Zbog toga §to su ukupne energetske
potrebe daleko vece nego Sto jedinke mogu da obezbede iz alimentarnih izvora, krave se
u prvim nedeljama laktacije nalaze u stanju negativnog energetskog bilansa (NEB). Pri
tome, zbog negativnog energetskog bilansa, krave u prvoj fazi laktacije znac¢ajno gube u
telesnoj tezini. Procenjeno je da trecina energije koja se gubi izluéivanjem mleka u

prvom mesecu laktacije potiCe iz telesnih rezervi organizma.

Dok se ne uspostavi ravnoteza izmedu koliCine unete energije 1 koli¢ine
proizvedenog mleka (od 8. do 10. nedelje posle teljenja), nedostatak energije se
nadoknaduje iz telesnih rezervi organizma. Zapravo, zahvaljuju¢i kompenzatornim
mehanizmima, organizam nastoji da umanji energetski disbalans procesom mobilizacije
masti iz telesnih depoa. Masti su najznacajniji izvor energije koja je neophodno

potrebna da bi se u potpunosti ispoljio genetski potencijal Zivotinja. To istovremeno



predstavlja veliku moguénost za naruSavanje metabolicke ravnoteze i nastajanje masne
infiltracije i degeneracije ¢elija jetre. Izgleda da genetska predispozicija krava na visoku
mlecnost moze da ima kao posledicu lucenje mleka i u nepovoljnim energetskim
uslovima, na racun intenziviranja metabolizma drugih organskih jedinjenja, sve dok ne

nastane bolesno stanje.

Unosenje hrane u peripartalnom periodu i u kriticnoj fazi laktacije je Cinilac od
koga direktno zavisi sposobnost zivotinja da se prilagodavaju na uslove negativnog
bilansa enegije. Naime, kada se potrebne koli¢ine glikogenoplasti¢nih i energetskih
prekurzora obezbeduju iz hranljivih materija preko digestivnog trakta, glavni
katabolicki 1 anabolicki procesi odvijaju se svojstveno prezivarima. U uslovima
negativnog bilansa energije zbog intenziviranja procesa lipomobilizacije, pri
raspolozivoj ali nedovoljnoj koli¢ini glikogenoplasti¢nih jedinjenja, novonastali odnos u
intermedijarnom metabolizmu ima za posledicu nakupljanje ostataka sa dva C-atoma i
sledstveno tome, intenziviranje procesa ketogeneze. Deficit energije u prva dva meseca
laktacije moze da bude jednak koli¢ini energije koju ima 50 kg telesne masti i moze da
se pretpostavi da rezerve energije smestene u depoima masti treba da su Sto vece u ranoj
fazi laktacije. Medutim, ustanovljeno je da kod krava koje nagomilaju veée rezerve u
poslednjoj fazi laktacije i tokom perioda zasusenja, proces lipomobilizacije zapocinje
ranije i odvija se brzo i nekontrolisano.To prakti¢no potvrdjuje davno iznetu hipotezu da
stepen lipomobilizacije u najvec¢oj meri zavisi od deponovanih masti. Ukoliko je
pozitivan bilans energije u zadnjoj fazi laktacije i zasuSenju izrazeniji i duze traje,
nakupljene koliCine telesne masti koje mogu da budu izuzetno velike, sve do patoloskih
razmera, se pocetkom laktacije mobiliSu u mnogo veéem stepenu nego $to su stvarne
potrebe organizma uslovljene negativnim bilansom energije. Krave koje su pregojene u
zasuSenju imaju znacajno manji apetit nego krave normalne telesne kondicije i zato je

kod nih NEB produbljeniji a lipomobilizacija intenzivnija (Grummer i sar., 2008).

Na slici 2.2. je prikazan energetski metabolizam mle¢nih krava u fazi zasuSenja i na
pocetku laktacije. Zapaza se da kod obe kategorije krava u buragu procesom
fermentacije ugljenih hidrata, masti i proteina nastaju nize masne kiseline (NMK).
Najznacajnije NMK su siréetna i buterna, koje se sastoje od fragmenta sa 2 ugljenikova
atoma i pripadaju grupi lipogenih kiselina, dok propionska kiseline, koja se sastoji od 3

ugljenikova atoma (C3 fragmenta) pripada grupi glikogenoplasti¢nih kiselina. Njihov



zavr$ni put oksidacije dovodi do formiranja acetil CoA (2 ugljenikova atoma) i
oksalacetata (3 ugljenikova atoma) koji, u medusobnom molekularnom odnosu od 1:1,
formiraju citrat. Citrat podleze nizu reakcija unutar Krebsovog ciklusa pri ¢emu dolazi
do oslobadanja ATP, NADH i FADH;. Energiju u formi ATPa oslobadaju NADPH i
FADH; u prisustvu kiseonka na respiratornom lancu. Medutim, u stanju negativnog
bilansa energije na pocetku laktacije, deficit se nadoknaduje mobilizacijom masti iz
telesnih rezervi, a koje pretezno sastoje od C2 fragmenta (fragmenata sa 2 ugljenikova
atoma). Mobilizacija telesnih masti dovodi do porasta koncentracije neesterifikovanih
masnih kiselina (NEFA), koje se u jetri ili oksidiSu do acetil CoA ili se deponuju u jetri
kao triacilglicerol (TAG), §to moze dovesti do pojave masne jetre. Istovremeno, visoka
proizvodnja mleka na pocetku laktacije zahteva visoku proizvodnju laktoze, a ona se
pretezno proizvodi iz jedinjenja koja se sastoje od C3 fragmenata (fragmenata sa 3
ugljenikova atoma). Taj proces neminovno dovodi do do smanjenja koncentracije
glukoze. Prema tome, u uslovima NEB proizvodnja acetil Co A iz acetata, butirata i
masnih Kiselina telesnih depoa je visoka a istovremeno je smanjena dostupnost C3
fragemana koji uglavnom potic¢u iz glukoze i glikogenoplasti¢nih prekursora. Samim
tim odnos oksalacetata i acetil CoA izlazi iz ravnoteze pa je i koli¢ina citrata koji je put
ka dobijanju energije u Krebsovom cikusu smanjena. Na taj nacin, acetil Co A biva
preusmeren ka proizvodnji ketonskih tela, acetona, acetoacetata i BHBA. To moze
rezultirati pojavom ketoze. Na osnovu izloZzenog se moze zakljuéiti da je metabolicki
efekat NEBa disbalans odnosa C2 i C3 fragmenata uz nisku koncentraciju glukoze i
visoku koncentracija NEFA, beta-hidroksibuterne kiseline (BHBA), acetona,

acetoacetata i TAG u jetri.
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Slika 2.2. Energetski metabolizam kod krava koje nisu u laktaciji (a) i energetski

metabolizam krava u stanju negativnog bilansa energije (b) (Webster, 1993).

2.4. ZNACAJ METABOLICKIH | ENDOKRINIH PARAMETARA U PROCENI

NEGATIVNOG BILANSA ENERGIJE

Pravilna ocena stepena negativnog bilansa energije je veoma vazna da bi se

predvidelo nastajanje metaboli¢kih poremecaja i njihova tezina kod pojedinih Zivotinja.

Naime, negativan bilans energije na pocetku laktacije je mehanizam adaptacije na

visoku proizvodnju mleka i ukoliko se odrzava u optimalnim okvirima nec¢e dovesti do

poremecaja proizvodnje, bolesnih stanja i problema u reprodukciji. Ukoliko je NEB

produbljen onda postaje faktor rizika za razli¢ite metaboli¢ke bolesti koje se javljaju na
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pocetku laktacije. Zbog toga je veoma znacajno utvrditi validne ¢inioce Kkoji mogu
blagovremeno da ukazu na stepen adaptacije krava za visoku proizvodnju mleka. U
takve cCinioce Se ubrajaju parametri metabolickog profila, posebno pokazatelji
funkcionalnog stanja jetre, koncentracija hormona u krvnoj plazmi i jo$ neki klinicki
parametri (Bobe i sar., 2004). Nekoliko nedelja pre porodaja, neki od ovih parametara
mogu da ukazu na opasnost od patofizioloskih poremecaja pa je moguce da se

odredenim merama ublaze posledice negativnog bilansa energije u prvoj fazi laktacije.

Iako proces adaptacije pocinje onoga trenutka kada balans energije dobije
negativnu vrednost, odnosno od drugog do dvanaestog dana posle partusa, sve je
zastupljenije miSljenje da proces prilagodavanja kod visokomle¢nih krava pocinje u
poslednjim nedeljama graviditeta, odnosno jo§ onda kada pocinje proces
lipomobilizacije. lako je pri kraju graviditeta bilans energije pozitivan, prilagodavanje
organizma zapocinje jo$ tada promenama u hormonalnoj konstelaciji i mobilizacijom
masnih kiselina iz telesnih depoa (Samanc i sar., 2010; Samanc i sar., 2011). Kod nekih
Zivotinja upravo u tom periodu pocinje proces zamascéenja jetre, $to jasno ukazuju da se
pre nego Sto nastane negativan bilans energije, proces prilagodavanja se odvija u

nezeljenom pravcu.

Generalno, negativan bilans energije koji karakteriSe ranu laktaciju, je pracen
snizenim koncentracijom glukoze i insulina u krvi, a povecanom koncentracijom BHBA
i NEFA u krvi, $to je veoma Cesta pojava kod krava u ranoj fazi laktacije (Schwalm i
Schultuz, 1976; Bonczek i sar., 1988; Nielsen i sar., 1993; Samanc i sar., 1998; Samanc
i sar., 1999; Samanc i sar., 2011; Prodanovié¢ i sar., 2012). Zbog negativnog bilansa
energije deponovane telesne masti se mobilisu se i uti¢u na koncentraciju leptina, tako
da njegova koncentracija u krvi moze da bude veoma pouzdan pokazatelj ovih promena
za vreme negativnog bilansa energije (Houseknecht i sar., 1998; Block i sar., 2001;
Accorsi i sar., 2005) . Koncentracije drugih hormona u Kkrvi se menjaju takode kod
krava koje se hrane ,,restriktivno” za vreme negativnog bilansa energije. To su u prvom
redu hormoni tireoidee ¢ija koncentracija znacajno opada u ranoj fazi laktacije, sli¢no
kao koncentracija insulinu-sli¢nog faktora rasta-1 (IGF-1) (Bonczek i sar., 1988; Nielsen
i sar., 1993; Stoji¢ i sar., 2001; Kirovski i sar., 2012). Ove promene u hormonalnoj

konstelaciji se u znacajnoj meri odrazavaju na sve mehanizme koji su odgovorni za

11



prilagodavanje organizma na uslove negativnog bilansa energije, funkciju mlecne

zlezde i reproduktivnih organa.

2.4.1 Znacaj koncentracije glukoze u krvi

S obzirom na ograni¢enu koli¢inu glukoze koja se dobija resorpcijom iz
digestivnog trakta, proces glukoneogeneze ima izuzetno vaznu ulogu u odrzavanju
glikemije u fizioloskim granicama kod krava (van der Walt i Linington, 1998). Pored
glukoneogeneze izvor glukoze je i glikogenoliza. Naime, glikogen deponovan u
¢elijama jetre je znacajan izvor energije za krave. Koli¢ina glikogena u jetri zavisi pre
svega od ishrane i u fiziolo§kim uslovima je podloZna znacajnim promenama. Kod
krava koje se obilno hrane, jetra moze da sadrzi i do 6 % glikogena, dok u uslovima
gladovanja moze da ostane potpuno bez (Mayes, 1989). Takode je utvrdeno da kod
krava koje posle teljenja ulaze u stanje izrazitog NEB, brzo dolazi do praznjenja depoa
glikogena u ¢elijama jetre. Cesto se, istovremeno sa tim, poveéava sadrzaj masti u jetri
(Reid i sar., 1973). Veebhuizen i sar (1991) su utvrdili da se u uslovima NEB prvo
iscrpljuju rezerve glikogena a zatim mobiliSu masti iz telesnih depoa, da bi se

obezbedila nedostajuca energija.

Kao sto je naglaseno, jedan deo skroba moze da izbegne fermentaciju u buragu i
razloZi se do glukoze u tankom crevu koja se zatim resorbuje. Ova koli¢ina glukoze nije

beznacajna u uslovima ishrane obrocima bogatim kukuruzom.

Koncentracija glukoze u krvi preZivara je niza nego kod neprezivara 1 krece se u
rasponu od 2,22 do 3,33 mmol/l. Medutim, postoje znacajne razlike kod zdravih krava u
visokom graviditetu, za vreme teljenja, u puerperijumu i u toku laktacije. Kod zdravih
krava glikemija u visokom graviditetu je u fizioloSkim granicama 1 odraz je
uravnotezenog energetskog metabolizma koji obezbeduje normalno odvijanje procesa
glukoneogeneze (Nafikov i Beitz, 2007). Za vreme teljenja dolazi do naglog porasta
koncentracije glukoze u krvi, §to je najverovatnije posledica stresa koji se deSava usled
hormonalnih promena u tom periodu a koji podsti¢u glukoneogenezu i1 glikogenolizu
(Vazguezanon i sar., 1994). Nakon teljenja i u ranoj fazi laktacije koncentracija glukoze
je niza kod visokomle¢nih krava u odnosu na period pre teljenja (Samanc i sar., 2011).
Prema Samanc i sar. (1993) proseéna glikemija u visokom graviditetu visokomle¢nih

krava iznosu 2,81 mmol/l, dok posle teljenja ona iznosi prosecno 2,41 mmol/l. Isti
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autori smatraju da u poslednjoj nedelji graviditeta vrednosti glikemije treba da budu od
2,77 do 3,88 mmol/l. Vrednosti ispod 2,77 u ovoj fazi proizvodno reproduktivnog
ciklusa ukazuju na vece optereéenje metabolizma i to je siguran nagovestaj

postpartalnih metabolickih oboljenja (Samanc i sar., 2011).

Na pocetku laktacije, odnosno u periodu NEBa, potrebe organizma za glukozom
prevazilaze onu koli¢inu glukoze koju organizam moze da obezbedi. Smatra se da je
mleCna Zlezda najvazniji ¢inilac od kog zavisi stabilnost metabolizma i vrednost
glikemije. Naime, povecano koris¢enje glukoze od strane mle¢ne Zlezde pri smanjenoj
sintezi i prilivu glikogenoplasti¢nih jedinjenja stvara uslove za nastanak hipoglikemije,
a vrlo Cesto i1 poremecaja metabolizma ugljenih hidrata i masti. Stoga bi hipoglikemija

na pocetku laktacije mogla da posluzi kao pouzdan pokazatelj NEB kod krava

2.4.2 Znacaj koncentracije NEFA u krvi

Neesterifikovane masne kiseline su jedan od najznacajnijih izvora energije za
organizam sisara (Emery et al., 1992). One nastaju lipolizom u masnom tkivu, a delom
nastaju i kao rezultat delovanja lipoprotein lipaze na trigliceride koji iz krvi dospevaju u
periferna tkiva. U krvi su NEFA vezane za albumine. Kod krava su koncentracije NEFA
znacajno veée u ranoj laktaciji nego u zasuSenju. Razlog tome je intenziviran proces
lipolize odmah nakon teljenja koji se odigrava u uslovima NEBa. Veliki broj autora
smatra da je koncentracija NEFA najbolji pokazatelj NEB jer je direktna posledica
lipomobilizacje ¢iji intenzitet zavisi od stepena NEB (Ospina i sar., 2010) . Fizioloski
prihvatljiva koncentracija NEFA u krvi krava je ispod 0,7 mmol/l, pri ¢emu ona kod

krava u poslednjem mesecu graviditeta treba da bude niza od 0,4 mmol/l. Krave sa

klini¢kim znacima ketoze imaju koncentraciju NEFA vecu od 1,5 mmol/I.

Posebni zaklju¢ci o energetskom metabolizmu visokomle¢nih krava tokom
peripartalnog perioda se mogu izvesti posmatranjem odnosa NEFA i glukoze
prepartalno odnosno NEFA i triglicerida postpartalno (Samanc i sar., 2005). Naime,
utvrdeno je da proces lipolize zapocinje jo§ u visokom graviditetu i u tom periodu
predstavlja fizioloSki proces prilagodavanja organizma na nove uslove hormonalne
regulacije metabolizma i pripreme za nastupajucu laktaciju. Ukoliko je u visokom
graviditetu metabolizam krava uravnotezen, uporedo sa povecavanjem koncentracije

NEFA, povecava se 1 koncentracija glukoze u krvi. To znac¢i da se tada uspostavlja
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pozitivna korelacija izmedu glikemije i koncentracije NEFA i to predstavlja siguran
pokazatelj energetskog statusa zivotinja. Vrednosti glikemije nize od 2,77 mmol/l u
poslednjoj nedelji graviditeta ukazuju na vece opterecenje metabolizma, i to je siguran
podatak koji nagovestava moguénost pojavljivanja metabolickih poremecaja kada pocne
laktacija. Kod onih Zivotinja kod kojih stanje hipoglikemije koincidira sa poviSenom
koncentracijom NEFA u Krvi, intenzivira se proces ketogeneze i dolazi do klinicke
manifestacije poremecaja u metabolizmu na pocetku laktacije. Postpartalno,
koncentracija NEFA, ali i triglicerida raste. Sve dok postoji pozitivna korelacija izmedu
koncentracija NEFA i triglicerida u krvi, moze da se smatra da se proces adaptacije
odvija u zeljenom pravcu (Guretzky i sar., 2006). Kada koncentracija triglicerida u krvi
pocinje da se smanjuje, a koncentracija NEFA ostaje visoka ili pokazuje tendenciju
porasta, zna¢i da je metabolizam masnih kiselina veoma intenzivan i da je u jetri poceo
proces zamaséenja. Takve zivotinje nisu sposobne da se prilagodavaju izmenjenim
metaboliCkim zahtevima. Sinteza triglicerida u jetri kao odbrambeni mehanizam, sa
fizioloske tacke gledista, sukobljava se sa nekontrolisanim procesom lipolize u masnom
tkivu. Ovo je prema tome, kompromisno reSenje. Nakupljanje triglicerida u
hepatocitima uzrokuje smanjenje njihovih kljuénih funkcija ili njihov prestanak, ako se
radi o intenzivnom zamas$c¢enju jetre. Nakupljanje triglicerida u jetri i stalno visoka
koncentracija NEFA u krvi (>1,0 mmol/l), pracena hipoglikemijom i
hipoinsulinemijom, ukazuje da se organizam veoma sporo prilagodava ili je na pragu

bolesnog stanja.

2.4.3 Znacaj koncentracije BHBA u krvi

Tokom katabolizma masti nastaju NEFA, koje za dalju razgradnju zahtevaju
znatne koli¢ine glikogena. Ukoliko njega nema, dolazi do preusmeravanja metabolicog
puta slobodnih masnih kiselina i nastajanja ketonskih tela (acetona, acetoacetata i -
hidroksi buterne kiseline) u koli¢inama vis§im od fizioloskih. Koncentracija BHBA u
krvi krava od 0,6 mmol/l do 1 mmol/l je fizioloski prihvatljiva za krave na pocetku
laktacije i ona ukazuje na umerenu mobilizaciju masti iz telesnih rezervi. Kod krava u
poslednjem mesecu graviditeta, kada se rezerve masti odrzavaju ili ¢ak povecavaju,

koncentracija BHBA je niza od 0,6 mmol/l i smatra se fizioloskom (Ospina i sar. 2010)
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Prisustvo BHBA u krvi u koncentracijama vec¢im od fizioloskih ukazuje na
postojanje negativnog bilansa energije 1 pojac¢anu mobilizaciju masti iz depoa. Krave sa
klinickim znacima ketoze imaju koncentraciju BHBA visu od 2 mmol/l. Sva stanja
organizma koja su pradena oSteéenjem funkcije jetre pradena su i povecanom
koncentracijom BHBA u krvi. Veoma retko, povecana koncentracija ove kiseline u krvi
se zapaza pri ishrani nekvalitetnom silazom koja sadrzi visok procenat buterne kiseline i
koja se prilikom resorpcije kroz zid rumena transformise u B-hidroksi buternu kiselinu.
U takvim slu¢ajevima hiperketonemija i ketonurija nisu pracene znacajnim smanjenjem
koncentracije glukoze u krvi (alimentarna ketoza). Smanjenje koncentracije ove kiseline

ispod fizioloSkih vrednosti nema prakticno nikakav klinicki znacaj.

2.4.4 Znacaj koncentracije insulina u Krvi

Insulin je anaboli¢ki hormon koji stimuliSe deponovanje energetskih jedinjenja
(masti i glikogen) i sintezu proteina. Koncentracija inuslina u krvi krava je u uskoj
korelaciji sa ishranom Zivotinja. Za vreme gladovanja njegova koncentracija opada, dok
kod normalno hranjenih Zivotinja koncentracija se povecava i to najranije jedan a
najkasnije 4 do 6 sati posle hranjenja (Sutton i sar., 1980). Razlog ovog povecanja je
uticaj nizih masnih kiselina (NMK) resorbovanih iz buraga na aktivnost B celija
pankreasa. Znacajno je naglasiti da kod prezivara na aktivnost endokrinog pankreasa
mnogo veci uticaj imaju NMK u odnosu na glukozu. Od NMK najizrazenije dejstvo
imaju butirat 1 propionat. Propionat se posebno istiCe jer se u normalnim uslovima
buterna kiselina ve¢inom metabolise u zidu buraga i tkivu jetre tako da je njena
koncentracija u perifernoj krvi niska, pa samim tim i uticaj na sekreciju insulina
neznatan (Sartin, 1988).

Odmah nakon teljenja koncentracija insulina u krvi krava se znac¢ajno smanjuje.
Ovo smanjenje je posledica smanjenog unosa hrane ali je mehanizam adaptacije na
visku proizvodnju mleka (Nikoli¢ JA, 1996). Naime, smanjena koncentracija insulina
omogucava nesmetano odigravanje lipomobilizacije u perifernim tkivima ¢ime se
obezbeduje dodatna energija za proizvodnju mleka (Bossaert i sar., 2008). Poznato je
da je ulazak glukoze u ¢elije mlecne Zlezde tkiva nezavistan od insulina. To nije slucaj
sa ulaskom glukoze u periferna tkiva (masno i miSiéno). Period rane laktacije

karakteriSe i insulinska rezistencija (Chagas i sar., 2009) odnosno stanje pri kome je

15



osetljivost perifernih tkiva na insulin smanjena. Time se dodatno spreava kori$¢enje
glukoze u perifernim tkivima, ¢ime ona postaje dostupne mlec¢noj zlezdi kao izvor

energije i prekurzor u sintezi laktoze.

Pad koncentracije insulina posle teljenja predstavlja mehanizam adaptacije na
NEB. Ako je smanjenje koncentracije insulina vise nego §to je to prihvatljivo doci ¢e do
intenziviranja pre svega procesa lipomobilizacije sa posledicnim nastankom masne jetre

(Bobe i sar., 2004)

2.4.5 Znacaj koncentracije tireoidnih hormona u Krvi

Tireoidni hormoni (trijodtironin - T3 i tetrajodtironin, odnosno tiroksin -T,)
imaju kljuénu ulogu u regulaciji prometa energije. T3 je Cetiri puta aktivniji od Ty
(Kaneko, 1989). Pod kontrolom tireoidnih hormona je enzim alfa-glicerofosfat-
dehidrogenaza. Aktivnost ovog enzima je vrlo vazna u situacijama kada su potrebne
velike koli¢ine energije, odnosno kada je potrebno pokretanje lanca oksidativne
fosforilacije u punom kapacitetu. Procesom oksidativne fosforilacije stvara se oko 90 %
energijom bogatog ATPa od ukupno stvorenog ATPa u celijama ¢iji se metabolizam

odigrava u prisustvu Kiseonika.

Hormoni tireoidee stimuliSu resorpciju glukoze iz creva i njeno razlaganje u
ekstrahepati¢énim tkivima. Osim toga, ubrzavaju tubularnu reapsorpciju glukoze, kao i
njen ulazak i iskori§¢avanje u celijama pojacavaju¢i dejstvo insulina. Znacajno je
naglasiti da visoke doze tiroksina stimuliSu glukoneogenezu iz aminokiselina (Bergman,
1973).

Na metabolizam lipida tireoidni hormoni mogu da deluju 1 katabolicki 1
anabolic¢ki. Grizard i sar. (1995) ukazuju da trijodtironin i tiroksin zajedno sa
glukokortikosteroidima 1 kateholaminima uti¢u na razlaganje lipida i proteina u telesnim
depoima, S§to dovodi do porasta slobodnih masnih kiselina i amino kiselina u krvi. Osim
toga, tireoidni hormoni, kao i insulin i IGF-I imaju znacajnu anabolicku ulogu u
metabolizmu masti i proteina. Postoje podaci koji ukazuju da tiroksin posle parenteralne
aplikacije smanjuje kolicinu lipida u hepatocitima. Naime, stimulacijom oksidativnih

procesa tireoidni hormoni deluju antilipogenetski u jetri goveda (Kapp i sar., 1979).
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Kod krava, neposredno oko teljenja, opada koncentracija tireoidnih hormona u
krvi (Stoji¢ i sar., 2001) u cilju prilagodavanja jedinke na stanje NEBa. To znaci da je
nivo tirokisna znacajno visi u periodu zasuSenja u odnosu na period najvece proizvodnje
mleka. Medutim, rezultati Pezzi i sar (2003) su ukazali da, iako je visokomle¢na krava
na pocetku lakatcije u stanju fizioloSke hipotireoze, mle¢na Zlezda je zapravo u stanju
eutireoze. Naime, pojacana aktivnost dejodinaza u mle¢noj zlezdi na pocetku laktacije
uslovljava preuzimanje vece koli¢ine tiroksina iz krvi i njegovo pretvaranje u bioloski
aktivnu formu koja je neophodna da obezbedi dovoljnu koli¢inu energije za pojacan rad

mlecne Zlezde.

Prema nalazima Nikoli¢ JA (1996), koncentracija tireoidnih hormona posle
teljenja iznosi manje od 1 nmol/l za trijodtironin, odnosno manje od 30 nnmol/l za
tiroksin. Ukoliko ovo smanjenje koncentracije pocne pre no S$to je to fizioloski
opravdano ili se smanji ispod vrednosti donje fizioloske granice, onda postaje faktor

rizika za nastanak postpartalnim metaboli¢kih oboljenja (Samanc i sar., 2010).

2.4.6 Znacaj koncentracije IGF-1 u krvi

Insulinu sliéni faktori rasta (IGF-I i IGF-II) su vazni uéesnici mnogih bioloskih
procesa, kao $to su rast, laktacija, reprodukcija i imunski odgovor (McGuire i sar.,
1992). Oni imaju znacaj u stimulaciji rasta a uticaj na metabolizam im je slican uticaju
insulina. Anaboli¢ko delovanje moze biti od dva do sto puta slabije od insulinskog,
zavisno od vrste tkiva. Devedest procenata IGF-i prisutnog u krvi se sintetiSe u jetri, dok
se preostalih 10 % sintetiSe u razli¢itim tkivima. Svega 1 % IGF-I u krvi je u slobodnoj
formi, koja je bioloski aktivna. IGF-1 molekuli su u krvi uglavnom vezani za svoje IGF-
vezujuce proteine (IGFBP). S obzirom da nemaju svoja spremisSta u organima, a vezani
su za ove proteine u krvi, krv predstavlja depo IGF-1 molekula u organizmu (Gluckman
i sar., 1987). Postoji 6 IGFBP oznac¢enih brojevima od 1 do 6. U normalnim fizioloskim
uslovima najveéi procenat IGF-I u krvi je vezan za IGFBP-3 koji ne moze da prode kroz
membranu kapilara. Najzastupljeniji vezujuci protein krvnog seruma je IGFBP-3.. On
gradi trokomponentne komplekse sa IGF molekulima koji ne izlaze iz cirkulacije. Zbog
toga, ovaj vezujuéi protein predstavlja relativno stabilan depo IGF peptida (Barreca i
sar. 1995). Na taj nacin IGF-I koji se nalazi vezan za ovaj vezujuci protein ne moze da

ostvari svoje delovanje jer je udaljen od receptora na ¢elijama (Hossner i sar., 1997).
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Naime, IGF molekuli imaju veci afinitet za IGFBP-3 nego za IGF receptore, tako da

prisustvo vezujuCeg proteina moze inhibirati reakciju ligand-receptor (Clemmons,
1997).

Medutim, u uslovima NEB smanjuje se koncentracija IGFBP-3 a raste
koncentracija IGFBP-1 i IGFBP-2. Koncentracija IGFBP-1 u krvi, u velikoj meri, zavisi
od koncentracije insulina (Murphy, 1998). Kada je insulinemija niska (na primer prili-
kom gladovanja zivotinje) sinteza IGFBP-1 je povecana (Collet-Solberg i sar. 1996,
Fottner i sar. 1999, Lewitt i sar. 1992). Sintetisani IGFBP-1 vezuje IGF molekul u
cirkulaciji, produzava mu poluzivot i istovremeno smanjuje koncentraciju slobodnog,
fizioloski aktivnog IGF-I koji bi izazvao hipoglikemiju. Sli¢na pojava je opisana kod
fetusa koji ne dobija dovoljno glukoze putem placente. Tada dolazi do pada
insulinemije uz povecanje koncentracije IGFBP-1 koji vezuje slobodan IGF-I i time
smanjuje njegovu dostupnost tkivima (Jones i sar. 1995). Hiperinsulinemija izaziva
smanjenu sintezu IGFBP-1 u hepatocitima i ubrzava transport ovog vezujuceg proteina
iz krvi u meducelijski prostor (Bar i sar. 1990). Zbog toga, pad koncentracije IGFBP-1,
izazvan povecanom koncentracijom insulina, nastupa izuzetno brzo. Danasnja saznanja
o dinamici promene koncentracije IGFBP-1 u krvi pod uticajem insulina idu u prilog
pretpostavci da insulin pre svega utice na distribuciju a ne na sintezu ovog vezujuceg
proteina (Holly, 1991). Koncentracija IGFBP-2 u cirkulaciji je zavisna od koncentracije
glukoze, lipida i aminokiselina u krvi. Za razliku od IGFBP-1 ¢ija se koncentracija
povecava prilikom kratkotrajnog gladovanja, povecanje koncentracije IGFBP-2 se
odigrava u slucajevima hroni¢ne pothranjenosti jedinke (Clemmons, 1997). Stoga se

ovaj vezujuci protein smatra indikatorom metabolickog stresa kod jedinki.

Koncentracija IGF-I u krvotoku zavisi od fizioloskog stanja, ishrane i endokrinog
statusa jedinke. Hormon rasta ima glavni stimulativni uticaj na koncentraciju IGF-1 u
krvnoj plazmi (Scharma i sar., 1994). Medutim, rast koncentracije IGF-I pod uticajem
hormona rasta odigrava se jedino ukoliko se jedinka nalazi u stanju pozitivnog bilansa
energije (McGuire i sar., 1995). Insulin takode dovodi do porasta vrednosti IGF-I u krvi
I taj porast je nezavisan od hormona rasta (McGuire i sar., 1995). Ishrana takode ima
uticaja na koncentraciju IGF-1. Kod grla koja su dobijala manje koli¢ine hrane utvrden

je pad koncentracije IGF-1 u krvi (Dawson i sar., 1998).
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Grla sa pozitivnim bilansom energije imaju viSe koncentracije IGF-I, dok je u
uslovima NEB njegova koncentracija smanjena. Bishop (1994) je utvrdio vece
koncentracije IGF-1 kod krava koje su tokom zasusenja imale ocenu telesnu kondiciju
od 5. Kod njih je, kao posledica smanjenog lu¢enja IGF-1 tokom negativnog bilansa

energije posle teljenja , doslo je i do smanjene lutealne aktivnosti.

Na pocetku laktacije koncentracije IGF-1 su najnize a kasnije postepeno rastu i
najvece vrednosti dostizu u zasuSenju (Sharma i sar., 1994). Pocetak laktacije pracen je
velikim gubitkom IGF-1 jer on aktivnim putem prelazi iz krvi u kolostrum pa je

koncentracija u kolostrumu 20 puta visa nego u krvi (Hadsell i sar., 1993).

Interesantna je meduzavisnost insulina i IGF-1 u stanju negativhog bilansa
energije. Naime, u ovakvim uslovima se dekupluje veza izmedu hormona rasta 0dnosno
somatotropnog hormona (STH) i koncentracija IGF-1 postaje primarno zavisna od
koncentracije insulina u krvi. Naime, posle teljenja, jetra postaje neosetljiva na
delovanje STH (Vicini i sar., 1991), sto dovodi do izrazenog smanjenja koncentracije
IGF-1 u cirkulaciji. Pad koncentracije IGF-I u cirkulaciji zapocinje dve nedelje pred
partus, kada istovremeno dolazi do snizenja koncentracije insulina. U isto vreme
koncentracija hormona rasta u krvi menja se suprotno insulinu i IGF-1 (Bell, 1995).
Pojava da hormon rasta u to vreme ne moze stimulisati sintezu i sekreciju IGF-I u jetri
naziva se “rezistencija na STH”. Poznato je takode da se broj receptora za STH u jetri
nalazi u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom IGF-1 u krvnoj plazmi i nivoom ishrane.
Izgleda da je koncentracija ovih receptora jedan od vaznih regulatornih mehanizama
koji odreduju aktivnost osovine STH-IGF-1 (Breier, 1999). Medutim, rezultati
istrazivanja Butler-a i sar. (2003) su ukazali da je insulin glavni regulatorni faktor u
sekreciji IGF-1 iz jetre. Infuzija insulina u toku perioda negativnog energetskog bilansa
kod krava na pocetku laktacije dovodi do vrlo izrazenog porasta koncentracije IGF-I u
krvnoj plazmi, koji je prac¢en povecanjem broj receptora za STH i iRNK za IGF-I u jetri.
Izgleda da insulin direktno uti¢e na ekspresiju gena za IGF-I u jetri. Istovremeno je
smanjena sinteza IGFBP-2, dok je statisti¢ki znacajno povisena koncentracija IGFBP-3,
¢ime se produzava poluzivot IGF-1 u cirkulaciji (Thissen i sar., 1994; Jones i sar.,
1995).

Ukoliko bi modifikovali model koji predlazu Butler i sar., (2003) na taj nacin da

on odrazava stanje adaptacije energetskog metabolizma u postpartalnom periodu, onda
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bi se kao klju¢ni faktor mogla izdvojiti hipoinsulinemija, koja ima za posledicu
smanjenje broja receptora za hormon rasta i ekspresiju gena za IGF-1 u jetri. Posledica
tog stanja je snizenje koncentracije IGF-1 i porast STH u krvnoj plazmi, sto u
kombinaciji sa pove¢anim brojem receptora za hormon rasta u masnom tkivu dovodi do
lipomobilizacije i veceg preusmeravanja energije prema mle¢noj zlezdi. Odnos
insulinemije, STH i IGF-1 u periodu negativnog bilansa moze da bude dobar pokazatel;

stepena prilagodavanja krava na uslove NEBa.

2.5. POSLEDICE NEGATIVNOG BILANSA ENERGIJE NA ZDRAVLJE,
PROIZVODNJU | REPRODUKTIVNU AKTIVNOST KRAVA

Ukoliko je negativni bilans energije na pocetku laktacije viSe izraZen od onoga
Sto je fizioloski opravdano nastaju izrazite negativne posledice na proizvodnju, zdravlje
i reproduktivnu aktivnost krava. Promene u metaboli¢kom i endokrinom statusu jedinke
u peripartalnom periodu koje treba da budu mehanizam adaptacije na visoku

proizvodnju mleka tada postaju faktor rizika za nastanak razli¢itih poremecaja zdravlja.

2.5.1 Negativan bilans energije i metaboli¢ke bolesti

Na osnovu dosadasnjih saznanja, gojaznost krava u periodu zasuSenja je jedan
od najvaznijih Cinilaca koji dovodi do pojave masne jetre. Naime, gojazne Zivotinje
imaju smanjen apetit posle teljenja, ulaze u stanje produbljenog NEB i nekontrolisane
lipomobilizacije. Razlika koja se neminovno pojavljuje izmedu koli¢ine unete i energije
koja je potrebna organizmu za laktaciju, treba da se ,,pokrije* adekvatnom koli¢inom
energetskih jedinjenja koja se mobilisu iz telesnih rezervi organizma. Od toga, u daljem
toku u najvecoj meri zavisi sposobnost prilagodavanja organizma i vreme koje je
potrebno da se uspostavi metaboli¢ka ravnoteza. Proces lipomobilizacije koji se aktivise
pre teljenja, a intenzivira posle teljenja, samo do odredene granice moze da predstavlja
fizioloski odgovor organizma na stanje negativhog bilansa energije, jer Se u
peripartalnom periodu uspostavlja pozitivna korelacija izmedu koli¢ine deponovanih
masti i intenziteta lipomobilizacije. Kod zivotinja sa prekomernim koli¢inama
energetskih rezervi, mobiliSu se znatno vece koli¢ine masti iz depoa nego Sto su stvarne

potrebe nametnute proizvodnjom mieka.
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Mobilisane NEFA iz masnog tkiva koriste periferna tkiva kao izvor energije
(izuzev nervnog tkiva i testisa) ili se ugraduju u mle¢nu mast, ali takode dospevaju u
jetru proporcionalno njihovoj koncentraciji u krvi. Dakle, ulazak masnih kiselina u
hepatocite je direktno proporcionalan njihovoj koncentraciji u krvi. Kada NEFA
dospeju u hepatocite, imaju trojaku sudbinu: (1) mogu biti potpuno oksidisane do ugljen
dioksida, obezbeduju¢i energiju hepatocitima; (2) mogu biti delimi¢no oksidisane do
ketonskih tela ili acetata, koji odlaze u cirkulaciju i sluze kao izvor energije ili polazna
jedinjenja u anaboli¢kim procesima u drugim tkivima; (3) mogu biti ponovo
esterifikovane, kada formiraju trigliceride ili fosfolipide. Stvoreni trigliceridi se zatim
odstranjuju iz tkiva jetre inkorporacijom u lipoproteine vrlo male gustine (VLDL). Na

shemi 1 dat je prikaz metabolizma masti u hepatocitima prezivara.
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Slika 2.3. Metabolizam masnih Kkiselina u hepatocitima preZivara. NEFA-
neesterifikovane masne kiseline; SMK-slobodne masne kiseline; CPT |-
karnitinaciltransferaza; ER-endoplazmatski retikulum; GER-granulirani endoplazmatski

retikulum.

Ukoliko je priliv masnih kiselina u hepatocite veliki, a to se deSava u uslovima
produbljenog NEB, onda ¢e, shodno ogranicenom kapacitetu oskidacije masnih kiselina,
metaboli¢ki put masnih kiselina biti usmeren ka sintezi triglicerida, koji se iz jetre

ekskretuju uz pomo¢ lipoproteina vrlo male gustine (VLDL). Razumljivo je da svi
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¢inioci koji dodatno ograniavaju oksidaciju masnih kiselina kao i oni koji remete
sintezu VLDL doprinose pojavi masne jetre, jer se na taj nacin uslovljava nakuljanje
triglicerida u hepatocitima. Tako oksidacija masnih Kkiselina se odigrava u
mitohondrijama i peroksizomima. Ulazak dugolanc¢anih masnih kiselina u mitohondrije
je zavistan od energetskih zahteva celija i mogu¢ je jedino posredstvom karnitina.
Reakcija se odvija uz pomo¢ karnitin aciltransferaze I, koja se nalazi na spoljnoj strani
unutra$nje strane membrane mitohondrija, a koja omoguéava prenos acil grupa sa KoA
na hidroksilnu grupu karnitina, grade¢i acil karnitin. Nagradeni acil karnitin ulazi u
unutrasnjost mitohondrija, gde se acil grupa sa karnitina, prenosi na intramitohondrijalni
KoA pod uticajem karnitin aciltransferaze II, koja se nalazi sa unutrasnje strane
membrane mitohondrija. Osloboden karnitin se opet vraca u citoplazmu. Ovaj proces je
znacajno poznavati jer nedostatak karnitina moze da smanji kapacitet oksidacije masnih
kiselina u mitohondrijama i time doprinese njihovoj vecéoj reesterifikaciji u trigliceride.
S druge strane, dodavanje karnitina u hranu krava povecava njegovu koncentraciju u
hepatocitima 1 pozitivno uti¢e na okisdaciju masnih kiselina u mitohondrijama.
Kartnitin se moze sintetisati u organizmu iz lizina posle proteolize. Prva reakcija ovog
procesa sinteze je metilovanje lizina uz pomo¢ S-adenozil metionina. Na osnovu ovoga
se moze pretpostaviti da se sinteza karnitina moZze modulirati 1 dodavanjem
aminokiselina u hranu. Krave koje su pre teljenja bile ugojene imaju nizu koncentraciju
karnitina u hepatocitima i time smanjeni kapacitet hepatocita za oskidaciju masnih
kiselina. Oko 49 % ukupne oskidacije masnih kiselina u hepatocitima preZivara
odigrava se u peroksizomima. Ovaj proces nije posredovan karnitinom i, za razliku od
procesa u mitohondrijama, nije uslovljen energetskim zahtevima c¢elije. On se moze
modulirati nutritivnim statusom jedinke, odnosno dodavanjem masti u hranu prezivara.
Ponovna esterifikacija masnih kiselina je proces koji se odigrava u hepatocitima
i dovodi do deponovanja triglicerida u citoplazmi hepatocita. Pocetna reakcija
esterifikacije je katalisana enzimom glicerol 3 fosfat dehidrogenazom, ¢iji je koenzim
NAD. Kako je hidroliza triglicerida kod prezivara ograni¢ena zbog smanjene aktivnosti
lipoprotein i hepati¢ne lipaze, stvoreni trigliceridi se kod njih, u najve¢oj meri, uklanjaju
iz hepatocita putem VLDL. Medutim, u odnosu na druge vrste zivotinja i sinteza VLDL

kod prezivara je smanjena, Sto sve doprinosi brZzem nakupljanju triglicerida u
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hepatocitima, pogotovo tokom prve tri nedelje nakon teljenja, kada je priliv masnih
kiselina u jetru povecan.

Iz svega navedenog se zakljuCuje da prekomerno dopremanje NEFA u jetru
moze da dovede do prevelikog nakupljanja masti i njenog zamascenja. Histoloske
promene u jetri nastaju u prvim danima laktacije 1 vocava se razliCit stepen razvoja
patoloskih promena. Kod blagog stepena masne infiltracije i degeneracije, promene se
uocavaju u hepatocitima srediSnjeg dela reznji¢a. Veli¢ina hepatocita nije promenjena, a
u njihovoj citoplazmi se nalazi veliki broj sitnih kapljica masti. Kod teSkog, difuznog
oblika zamasc¢enja jetre, veli¢ina hepatocita je znac¢ajno povecana, njihova citoplazma je
ispunjena srednjim i velikim kapljicama masti, jedra su oStecana ili potpuno nedostaju.
Usled naruSenog funkcionalnog i morfoloskog integriteta parenhima jetre smanjuje Se
proizvodnja mleka i nastaje veliki broj poremecaja u aktivnostima reproduktivnog

sistema.

2.5.2 Negativan bilans energije i imunski status

Relativno novija oblast istrazivanja vezana za problematiku metabolizma krava
u peripartalnom periodu je oslabljen imunski odgovor organizma. Pretpostavlja se da
negativan bilans energije na pocetku laktacije utice imunosupresivno. Klucinski i sar.
(1988) su ustanovili da je fagocitna sposobnost polimorfonuklearnih leukocita smanjena
u uslovima negativnog bilansa energije, kao i da je baktericidna sposobnost cCelija
imunskog sistema oslabljena u prisustvu ketonskih tela. Kod ljudi koji su pothranjeni,
odnosno u stanju negativnog bilansa energije, leukociti proizvode manju koli¢inu
superoksidnog anjona u odnosu na leukocite ljudi koji su normalne telesne teZine
(Fukatsu i sar., 1996). Leukociti krava kultivisani u medijumu kome su dodata ketonska
tela stvaraju respiratorni prasak slabijeg intenziteta. Smatra se da je razlog tome uticaj

BHB na stvaranje superoksidnog anjona.

Odgovor limfocita krvi i mleka na delovanje mitogena je slabiji kod ketoznih u
odnosu na zdrave krave (Sato i sar., 1995). Wentik i sar. (1997) su utvrdili da krave
obolele od masne jetre (oboljenja koje se javlja kao posledica negativhog bilansa
energije kod krava) reaguju na imunizaciju tetanusnim toksinom stvaranjem znatno
manje koli¢ine IgG u odnosu na krave koje nisu imunizovane. lzgleda da negativni

bilans energije utiCe na proizvodnju opsonina (imunoglobulina G) potrebnih za
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fagocitozu. Nakon intramamarne infekcije, bakterije indukuju migraciju leukocita krvi
do mesta infekcije i tako uti¢u na razvoj zapaljenskog procesa. Limfociti ketoznih krava
proizvode smanjenu koli¢inu citokina, pre svega interferona, u odnosu na zdrave krave
(Filar i sar., 1992). Nakon stimulacije lipopolisaharidnim antigenom (LPS),
proizvodnja nekih citokina, kao IL-1B i TNF-a se smanjuje u kulturi dobijenoj od pune
krvi ljudi koji su bili u stanju NEBa (Drenth i sar., 1995). Limfociti iz krvi ketoznih
krava imaju slabiji mitogeni odgovor u odnosu na limfocite zdravih jedinki (Filar i sar.,
1992). Iz svega navedenog proizilazi zaklju¢ak da je stvaranje hemoatraktanata
neophodnih za privlacenje leukocita u inficirano podruc¢je smanjeno kod krava u stanju
negativnog bilansa energije, pogotovo ako je to stanje pra¢eno porastom koncentracije

ketonskih tela u krvi.

Interesantno je napomenuti da su od svih parametara krvi koji se koriste kao
pokazatelji negativnog bilansa energije (BHB, glukoza, inuslin i NEFA) samo ketonska
tela u izrazitoj korelaciji sa izrazeno$c¢u klinickog mastitisa, obra¢unatog na osnovu

broja bakterija u uzorku mleka (van Werven i sar., 1997).

Utvrdeno je da je hemotaksa neutrofilnih granulocita znacajno smanjena kod
krava u stanju negativnog bilansa energije ili klinicke ketoze (Kremer i sar., 1993).
Autori koji su dosli do ovog zakljucka su izveli studiju u kojoj su jasno pokazali
medusobnu povezanost stanja negativnog bilansa energije 1 pojave mastitisa. Oni su
ispitivali izrazenost eksperimentalno izazvanog mastitisa krava sa E. coli (odreden na
osnovu rasta E. coli iz inokulisanih Eetvrti) u zavisnosti od stepena negativnog bilansa
energije koji je izazvan uskra¢ivanjem hrane. Nakon restrikcije hrane, krave su, na
osnovu koncentracije BHBA u krvi podeljene na ketoznu i neketoznu grupu. Dobijeni
rezultati su pokazali da je izrazenost ekperimentalnog mastitisa u pozitivnoj korelaciji
sa stepenom negativnog bilansa energije. Do sli¢nih rezultata su dosli i VanWeven i sar.
(1997) koji su pokazali da je koncentracija BHBA u krvi u pozitivnoj korelaciji sa
1zrazenosS¢u mastitisa kod krava.

U ogledima koje su izveli Duffield i sar., (1998) ispitivan je uticaj monezina na
ucestalost pojavljivanja supklinicke ketoze pri ¢emu su uzorci krvi uzimani 1, 2,3, 619
nedelja posle teljenja. Dobijeni rezultati su ukazali da je 15,1 % krava sa supklini¢kom
ketozom obolelo od klinicke forme mastitisa u odnosu na 10,1 % neketoznih krava koje

su obolele od mastitisa. Ova razlika je bila statisticki znacajna (p < 0,05). Matematicka
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analiza podataka je ukazala da krave sa koncentracijom BHBA iznad 1,4 mmol/l
postpartalno, imaju znacajno vecu mogucénost da obole od klinickog mastitisa u odnosu
na krave koje imaju koncentraciju BHBA nizu od ove vrednosti. Autori su takode
utvrdili povezanost izmedu pojave supklinicke ketoze i poviSenog broja somatskih celija
u mleku. Tako je od svih krava koje su imale koncentraciju BHBA u krvi visu od 1,4
mmol/l, 29,4 % imalo povisen nivo SCC, dok je svega 21,4% neketoznih krava imalo
visi nivo somatskih ¢elija. Ova razlika je bila statisti¢ki znacajna (p < 0,05).

Danas se preporucuje da se u peripartalnom periodu imunski odgovor stimulise
peroralnim i parenteralnim davanjem vitamina A i E i oligoelementa selena. Najnovijim
ispitivanjima je pokazano da parenteralna aplikacija vitamina E, selena i glukagona
kravama tokom peripartalnog perioda moze da uti¢e povoljno na njihovo zdravstveno
stanje i proizvodnju mleka. Dokazano je da pareneteralna aplikacija vitamina E i selena
dovodi do smanjenja broja somatskih ¢elija, povecane mle¢nosti i Smanjena ucestalosti

pojave mastitisa (Jukola i sar., 1996).

2.5.3. Negativan bilans energije i reproduktivna aktivnost

Uspostavljanjem laktacije, organizam visokomle¢nih krava je optere¢en do
krajnjih fizioloskih granica. Uspon laktacije, odnosno stanje NEBa, koincidira sa
vremenom kada Zivotinje treba ponovo da koncipiraju. Negativan bilans energije na
pocetku laktacije, ukoliko je izraZeniji nego Sto je fizioloski opravdano, je Cesti uzrok
postpartalne anestrije visokomle¢nih krava. Dugo vremena nije bio poznat mehanizam
koji na molekularnom nivou povezuje negativan bilans energije, odnosno pothranjenost,
i reprodukciju Zivotinja. Utvrdeno je da promena koncentracije IGF-1 u cirkulaciji, koje
vrlo ¢esto nastaju kao posledica neadekvatne ishrane, mogu dovesti do poremecaja u
funkciji reproduktivnih organa. Stoga se utvrdivanjem koncentracije ovog hormona u
serumu moze proceniti u kakvom energetskom bilansu se nalazi Zitotinja, ali 1
predvideti kakve su njene reproduktivne moguénosti. Thissen i sar. (1994) su utvrdili da
se u svim slucajevima pothranjenosti, odnosno NEB, smanjuje koncentracija insulina i
IGF-1, a povecava koncentracija hormona rasta u krvi. Kako je pad koncentracije IGF-I
u cirkulaciji uvek u visokoj pozitivnoj korelaciji sa niskom koncentracijom LH,
smatralo se da sekrecija ova dva hormona moze biti fizioloski povezana (Rutter i sar.

1989). Negativan bilans energije moze uzorkovati potpuni izostanak owvulacije, ili
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dovesti do smanjenja broja preovulatornih folikula kod multiparnih Zivotinja (kada je

ishrana nesto slabija od optimalne).

Kako je ovulacija pod uticajem hormona hipotalamusa i hipofize, pretpostavilo
se da koncentracija IGF-1 u serumu, koja se menja pod uticajem ishrane, deluje pre
svega na njihovu funkciju. Mnogo je manje izrazeno direktno delovanje ovog molekula
na folikul jajnika, iako ne treba iskljuciti permisivnu ulogu IGF molekula sintetisanog u

jajniku koja je potrebna za pravilan odgovor folikula na prisustvo gonadotropina.

IGF-I se nalazi i u mozdanom tkivu, a moze biti sistemskog i lokalnog porekla
(Bondy i sar. 1992). Veci deo IGF-I hipotalamusa potice iz cirkulacije (Aguado i sar.
1992).

U hipotalamusu i hipofizi postoje receptori za IGF-I. Oni se, pored ostalog,
nalaze u eminenciji medijani (mestu unutar hipotalamusa gde se oslobadaju
gonadoliberini u portalni krvotok hipofize), §to jasno navodi na zakljuCak da ovaj

molekul moze uticati na oslobadanje gonadorilizing hormona (GnRH) u krvotok.

IGF-I stimulise sekreciju GnRH iz eminencije medijane, najverovatnije tako $to
menja osetljivost reproduktivnih centara hipotalamusa na estradiol (Hiney i sar. 1991).
Dokazano je da IGF-I pojacava oslobadanje LH iz adenohipofize ili slabljenjem

negativne sprege estradiola ili povecavanjem osetljivosti hipofize na GnRH (Adam i sar.

2000).

Dodatno, IGF-I povecava ekspresiju LH receptora na granuloza celijama
folikula (Monget i sar. 1995). Stoga, smanjenje koncentracije IGF-I u cirkulaciji tokom
NEB, pored slabljenja pulzacija LH, uslovljava i smanjenu osetljivost jajnika na
stimulaciju sa LH (Butler, 2000). U ovom slu¢aju ne dolazi do proizvodnje dovoljne

koli¢ine estradiola u jajniku koja je neophodna da bi doslo do ovulacije.

Smanjenje broja ovulacija je posledica poremecaja regulatornih mehanizama u
prvoj fazi rasta folikula, a to je rast do precnika od 200 um kod pacova, 2 mm kod
ovce, 5 mm kod krava i Zena. Ova faza folikulogeneze je “gonadotropin-nezavisna”,
tako da su za njeno pravilno odvijanje posebno znacajni intraovarijalni faktori i
regulatorni mehanizmi. Kod multiparnih vrsta (ovce, svinje) ishrana znacajno utie na
broj ovulacija, dok kod uniparnih vrsta (ljudi, konji) ona modulira trajanje polnog

ciklusa, broj folikula u rastu odnosno broj ovulacija koji se odigrava posle tretmana koji
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stimuliSe ovulaciju. Kod ovaca je dokazano da kratkoro¢no pobolj$anje ishrane pre i
tokom parenja povecava broj ovaca koje nose blizance. Cox i sar. (1987) su pokazali da
nazimice koje se hrane niskoenergetskim harnivima faze imaju manji broj ovulacija u

odnosu na one hranjene visoko energetskim hranivima.

Za razliku od uticaja IGF sistema na pojavu signala za ovulaciju, koja se desava
uglavnom na nivou hipotalamusa i hipofize, uticaj IGF sistema na ranu folikulogenezu
ostvaruje se uglavnom na nivou jajnika moduliranjem intraovarijalnih mehanizama
regulacije. U folikulu jajnika nalaze se sve komponente IGF sistema. IGF-I stimulise
proliferaciju i diferencijaciju granuloza celija, kao i sintezu androgena u celijama teke
(Adashi i1 sar. 1992). Kod ovaca, IGF-I stimuliSe proliferaciju granuloza celija
uglavnom u malim folikulima (1 do 3 mm dijametra).

Porast koncentracije IGF-1 u cirkulaciji uvek dovodi do porasta njegove
koncentracije u folikulu jajnika. To potvrduje da IGF molekuli dokazani u folikulu

imaju (pored lokalnog) i endokrino poreklo.

Forsirana ishrana povecava koncentraciju IGF-1 u serumu, kao i broj malih
folikula, iako nema promene u koncentraciji gonadotropina i estradiola u cirkulaciji.
Zbog toga se pretpostavlja da do povecanja broja malih folikula (manjih od 5 mm)
dolazi zbog toga sSto IGF-I seruma povecava njihovu osetljivost na delovanje

gonadotropina (Adam i sar. 2000).

Kod ovaca i svinja koje se intenzivno hrane u periodu parenja ne postoji
pozitivna korelacija izmedu broja ovulacija 1 koncentracije gonadotropina u cirkulaciji.
Nedostatak korelacije je mogu¢i dokaz da je broj ovulacija kontrolisan samo
gonadotropin-nezavisnim mehanizmima na nivou jajnika. Treba zapaziti da bi porast
broja ovarijalnih folikula koji dovode do sekrecije viska estrogena i inhibina, a koji se
osigurava pri navedenim tretmanima, morao da smanji sekreciju gonadotropina
mehanizmom negativne povratne sprege. Kako se to ne deSava, moze se zakljuciti da,
prilikom forsirane ishrane, upravo nedostatak pada sekrecije gonadotropina ukazuje na
uceS¢e gonadotropne osovine, verovatno kroz smanjenu osetljivost hipotalamusa i

hipofize na inhibitorne efekte estradiola u ranoj fazi rasta folikula (Adam i sar. 2000).

Uticaj IGF molekula na organe reproduktivne osovine prikazan je na slici 2.4.
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Slika 2.4. Uticaj IGF-I na organe hipotalamo — hipofizno — ovarijalne osovine

Utvrdeno je da pored IGF-1 i drugi molekuli ¢ija se koncentracija znacajno
menja tokom negativnog bilansa energije mogu usloviti poremecaje u reprodukciji. To
se pre svega odnosi na metabolicke promene koje prate NEB kod krava. Postoje jasne
indikacije da poviSena koncentracija NEFA u krvi deluje toksi¢no na oocite 1 dovode do
smanjene plodnosti visokomle¢nih krava (Jorristma i sar., 2004). Iako je u pocetku
utvdena veza izmedu visoke koncentracije BHBA, koja prati NEB, i neplodnosti taj
efekat nije potvrden u in vitro studijama. Naime, nije utvrden toksi¢ni efekat BHBA na
oocite. Smatra se da je nepolodnost koja se javlja kod krava koje imaju visoku
koncentraciju BHBA ustvari posledica negativnog efekta hipoglikemije na oocite, s
obzirom da je hiperketonemija obi¢no udruzena sa hipoglikemijom (Herdt, 2000). Ovo
je dokazano u in vitro ogledima (Leroy i sar., 2006). Negativan bilans energije je obi¢no
udruzen 1 sa viskom koncentracijom uree zbog pojacanog metabolizma aminokiselina
potrebnih za glukoneogenezu ili pri relativnom ili apsolutnom visku proteina u hrani.
Urea, zatim, nesmetano iz cirkulacije prelazi u folikularnu te¢nost. Porast koncentracije

uree u folikularnoj te¢nosti deluje toksi¢no na razvoj oocita (lwata i sar., 2006),
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verovatno mehanizmom polimerizacije tubulina u mikrotubulima (De Wit i sar., 2001).
Povisen nivo ukupnog holesterola u cirkulaciji takode moZe ostetiti razvoj velikih
folikula (Argov i sar., 2004). Na slici 2.5 prikazani su moguc¢i mehanizmi kojima

kvalitet embriona moze biti oStecen tokom NEB kod visokomle¢nih krava.

DOMINANTNI FOLIKUL
PERIFERNI METABOLIZAM

L. Fetogeneza]

FIZIOLOSKI STATUS
LAKTACIJA

PREDISPOZICIIA
VRSTE

GENETSKA
PREDISPOZICIJA

SMRTNOST EMBRIONA # ‘

J KVALITET
# EMBRIONA

Slika 2.5. Mogu¢i mehanizam kojim kvalitet embriona moze biti naruSen kod

visokomle¢nih krava (Leroy i sar., 2008)

2.6. POTREBE VISOKOMLECNIH KRAVA U ENERGIJI

Tokom stanja NEBa obracun uzdrznih potreba krava obavlja se prema telesnoj
masti, a proizvodne potrebe se obracunavaju prema koli¢ini proizvedenog mleka. Danas
se koristi viSe sistema za obraun ukupnih potreba krava u ranoj laktaciji (NRC u SAD-
u, VEM u Holandiji i UFL u Francuskoj).

U poslednjoj trecini graviditeta i sa poCetkom laktacije potrebe za energijom kod
krava su veoma visoke. Tako je izracunato da su 250-0g dana graviditeta energetske
potrebe fetusa kod gravidnih krava HolStajn rase 2,3 Mcal/dan. Sa pocetkom laktacije
potrebe za energijom rastu na 26 Mcal neto energije za dnevnu proizvodnju mleka od 30
litara (Bell, 1995). Odnos potreba u energiji, proteinima i koli¢ini suve materije obroka
kod krava u periodu zasu$nja i ranoj laktaciji prema preporukana National Research
Council-a (2001) prikazani su u tabeli 2.1. Potrebe za energijom i proteinima kod
zdravih krava 4 dana nakon partusa, medutim, prevazilaze mogu¢nost njihovog unosa u

proseku za 25%. Dodatno, ukoliko se izvr$i preracunavanje potroSnje unetih hranljivih
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materija od strane mle¢ne Zlezde, dolazi se do podataka da ona trosi 97% od unete
energije, 1 83% metabolickih proteina, tako da za zadovoljenje uzdrznih potreba jedinke

preostaje veoma malo.

Tabela 2.1. Odnos potreba u energiji i unosa suve materije kod gravidnih krava® u

zasusenju i krava u ranoj laktaciji (modifikovano prema NRC, 2001)

Parametar Period zasusenja Rana laktacija
Dan graviditeta/laktacije 240 270 279 11
Telesna masa sa plodom (kg) 730 751 757 680
Unos suve materije (kg) 14,4 13,7 10,1 13,5
Energija (NE.) (Mcal/dan) 14 14,4 14,5 27,9
Proteini (g/dan) 871 901 810 1643

'Odrasla krava telesne mase od 680 kg, BCS=3.3, masa teleta 45 kg

Prema podacima iz literature, ukupan promet energije kod krava koje nisu u
laktaciji iznosi 41 do 52 MJ ME. Medutim, u toku laktacije ukupan promet energije se
znacajno menja, a utroSak energije kod krava sa najve¢om proizvodnjom mleka dostize
i do 175 MJ ME. Od toga, najve¢i deo neophodne energije koristi se za potrebe mle¢ne
zlezde, odnosno sintezu najvaznijih sastojaka mleka. Na primer, kod krava kod kojih je
prosecna proizvodnja mleka na dan 29,4 litara sa 3,3 % mlec¢ne masti, utrosi se oko 77,9

MJ NEL, a kod onih sa ve¢om proizvodnjom mleka i viSe od 100, pa i 150 MJ NEL.

Potrebe kojima se podmiruje proizvodnja mleka zavise od dnevne koli¢ine

mleka i njegove energetske vrednosti (tabela 2.2)

Tabela 2.2. Dnevne potrebe u energiji za kravu od 600 kg u zavisnosti od proizvodnje

mleka i % mle¢ne masti (Obracevié, 1990)

Mleko Masnoca mleka (%)

kg/dan 3,50 3,75 4,00 4,25 4,50 4,75 5,00
0 34,6 34,6 34,6 34,6 34,6 34,6 34,6
10 63,2 64,2 65,6 66,6 68,0 69,0 70,1
20 92,5 94,2 97,3 99,8 102,2 104,6 107,0
30 1229 126,7 130,1 133,9 137,7 1415 -
40 154,0 159,1 164,3 169,5 - - -

Potrebe u energiji visokomle¢nih rasa krava sa dnevnom proizvodnjom od 50 pa

¢ak do 100 1 mleka jo$ uvek nisu jasno definisane i predmet su brojnih istrazivanja.
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Pri ishrani mladih krava koje joS nisu zavrsile porast treba obezbediti i1 energiju
za podmirenje tih potreba. Prema Obarcevicu (1990) ove potrebe iznose oko 4 MJ
NEL/dan u prvoj laktaciji a 2 MJ NEL/dan u drugoj laktaciji

2.7. ENERGETSKI DODACI U ISHRANI KRAVA

Da bi se prevaziSao nedostatak energije na pocetku laktacije Cesto se u ishranu
krava dodaju razli¢iti energetski dodaci. Vecina njih je zasnovana na prisustvu propilen

glikola, propionata i glicerola.

Peroralno unet propilen glikol (PG) se potpuno resorbuje iz lumena buraga untar
tri sata od momenta davanja i to putem resorpcije, fermentacije ili, u menjem stepenu,
direktnom pasazom u creva (Clapperton i Czerkawski, 1972). Glavni proizvod
fermentacije PG u buragu su propanol i propionat. Na taj nacin PG smanjuje odnos
propionata i acetata u buragu. On, prema nekim autorima, dovodi i do znacajnog
smanjenja koncentracije butirata (Grummer i sar., 1994) a u nekim studijama nije
utvrden uticaj PG na koncentraciju butirata (Cozzi i sar., 1996). Deo PG koji se
resorbuje iz buraga se metaboliSe u jetri do glukoze karboksilacijom piruvata u
oksalacetat. Kako se deo PG pretvara u buragu u propionat to pretpostavlja drugi na¢in
kojim PG posredno preko propionata ulazi u proces glukoneogeneze. Metabolizam PG u

jetri goveda.prikazan je naslici 2.6.

/—P_G .- Masne kiseline
Iakvtat ' (iz masnog tkiva)
glukoza «__ N 4
iz >pivat - acgtil CoA
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Slika 2.6. Metabolizam priopilen glikola u jetri goveda.

Glicerol se poslednjih godina sve vise preporucuje kao dodatak u ishrani visoko

mlec¢nih krava. On je prekurzor glukoneogeneze kod prezivara i posebno je znacajan u
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uslovima pojacane lipomobilizacije, koja se odigrava naroc¢ito u periodu rane laktacije.
Bell (1995) je utvrdio da Cetvrti dan postpartalno, u uslovima poja¢ane mobilizacije
masnog tkiva, koja je bila 3,2 kg/dan, glicerol moze maksimalno da obezbedi 15 do 20
% od ukupne koli¢ine glukoze koja je tada jedinki potrebna. Iz podataka u literaturi
potpuno je jasno da doprinos glicerola procesu glukoneogeneze zavisi od koli¢ine
masnog tkiva koja se mobiliSe tokom peripartalnog perioda. Onda kada se nivo
mobilizacije masti ograni¢i na vrednosti tipi¢ne za stanja koja nisu pracena izrazitim
negativnim bilansom energije, uc¢esée glicerola u procesu glukoneogeneze je svega 2 do
5 % od ukupnih potreba za glukozom. Prema tome, promene u ishrani koje uslovljavaju
povecanu ili smanjenu mobilizaciju masnog tkiva mogu da uti¢u na stepen koriS¢enja

glicerola u procesu glukoneogeneze tokom rane laktacije.

Glicerol dodat u hranu se transformise u 1,3 — difosfoglicerat koji, kada se
uklju¢i u proces glikolize obezbeduje izvesnu koli¢inu piruvata i energije u obliku
ATPa. Zbog povecanog stvaranja molekula ATP smanjuje se potreba za glukozom kao
izvorom energije. Na taj naéin se glukoza Cuva za potrebe mle¢ne Zlezde u sintezi
laktoze. Osman i sar. (2008) su utvrdili da dodavanje glicerola u hranu smanjuje
koncentracija glukagona u krvi krava. Ako se glicerol daje u kombinaciji sa
glukagonom (Goff i Horst, 2001) on se transformise u fruktozo 1,6 bifosfat, koji
obezbeduje nove koli¢ine glukoze kroz proces glukoneogeneze. Sudbina glicerola u

metaboli¢kim putevima visokomle¢nih krava je prikazana na slici 2.7.

32



Glicerol unet hranom

NEFA Glicerol =+  Krvotok Fermentacija u buragu
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GLIKOLIZA

3
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| .

Piruvat F-6-P

a-GP = a-glicerofosfat; G-3-P = gliceraldehid-3-fosfat; F-1,6-P2 = fructozo-1,6-
bifosfat; F-6-P = fruktozo-6-fosfat; G-6-P = glukozo-6-fosfat; 1,3-BPG = 1,3-
bifosfoglicerat; 3-PG = 3-fosfoglicerat; 2-PG = 2-fosfoglicerat; PEP = fosfoenolpiruvat;
TAG = triacilglicerol; VLDL = lipoproteini vrlo niske gustine.

Slika 2.7. Sudbina glicerola u metaboli¢kim putevima kod visokomle¢nih krava
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3. CILJ | ZADACI ISTRAZIVANJA

Cilj ove doktorske disertacije je ispitivanje uticaja energetskog bilansa krava na

hormonalni i metabolicki status krava tokom perioda kasnog graviditeta i rane laktacije.

Radi postizanja navedenog cilja postavljani su slede¢i istrazivacki zadaci:

1. Ishrana krava obrocima sa razli¢itim sadrzajem energije u periodu od 15. dana

pre teljenja do 60. dana posle teljenja.

2. Odredivanje telesne kondicije krava 4 puta tokom ispitivanog perioda, odnosno
15. dana pre teljenja, kao i 7., 30. i 60. dana posle teljenja.

3. Utvrdivanje mle¢nosti krava 7., 30. i 60. dana laktacije.

4. Utvrdivanje servis perioda i indeksa osemenjavanja kod ispitivanih krava

5. Odredivanje stepena zamas$c¢enja. jetre u uzocima uzetim od krava perkutanom
biopsijom 7., 30 i 60. dana posle teljenja.

6. Odredivanje koncentracije glukoze, beta-hidroksi buterne kiseline (BHBA),
neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA), ukupnog bilirubina, ukupnih
proteina, albumina, uree, kalcijuma, fosfora, insulina, tiroksina, trijodtironina,
insulinu-slicnog faktora rasta I i relativne zastupljenosti njegovih vezujucih
proteina (IGFBP-2, IGFBP-3 i IGFBP-4) u uzorcima krvi uzetim 15. dana pre
teljenja, kao i 7., 30. i 60. dana lakatcije

7. Racunsko odredivanje HOMA indeksa i indeksa konverzije tiroksina u

trijodtironin
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4. MATERIJAL | METODE RADA

4.1. OGLEDNE ZIVOTINJE

Ispitivanja su izvrSena na 60 krava odabranih u fazi zasuSenja, trideset do
etrdeset dana pre ocekivanog termina teljenja. Zivotinje su odabrane na osnovu
ujednacenosti u telesnoj kondiciji, duzini servis perioda i proizvodnji mleka obracunatoj
na osnovu proizvodnje ostvarene tokom 305 dana prethodne laktacije. Sve krave su
podeljene u 2 grupe od po trideset krava. Obe grupe su do teljenja dobijale potpuno
izmeSan obrok dva puta dnevno, pri ¢emu su sastav i koli¢ina obroka bili uskladeni sa

proizvodno reproduktivnom ciklusom krava (tabela 4.1).

Dodatno, krave ogledne grupe su u jutarnjem obroku dobijale energetski dodatak
u koli¢ini od 250 ml u periodu zasuSenja, odnosno u periodu od 15. dana pre teljenja do
momenta teljenja, i 300 ml u periodu rane laktacije, odnosno tokom prvih 60 dana
nakon teljenja, ¢ime im je obezbedeno dodatnih 9,30 MJ NEL tokom zasuSenja,
odnosno 13,95 MJ NEL tokom rane laktacije. Sastav energetskog dodatka je bio sledeci:
glicerin (60 %), sirovi protein (3,4 %), sirova mast (0,8 %), sirovi pepeo (4,4 %), ugljeni
hidrati, NfE, (14,7 %), voda (16,7 %), natrijum hlorid (0,1 %), uz dodatak betaina (30
g/kg), propionske kiseline (50 g/kg) i limunske kiseline (50 g/l) kao aditiva (Energy
Top, Biochem GMBH, Germany). Kontrolna grupa krava nije primala energetski
dodatak.
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Tabela 4.1. Sastav i hranljiva vrednost obroka krava

Sastav obroka (kg/dan)
Zasusenje Rana laktacija
Seno lucerka 3,50 3,00
PSenicna slama - 2,60
Senaza lucerke 3,50 1,00
Silaza cele biljke kukuruza 17,50 10,00
Ekstrudirana punomasna soja 2,00 -
Melasa Secerne repe 0,30 -
Suvi repin rezanac 0,75 -
Prekrupa zrna kukuruza 3,79 1,45
Gnjeceno zrno jeCma 0,90 0,27
Suncokretova saéma 3,51 0,85
PSeni¢no sto¢no brasno 0,90 0,50
Dikalcijum fosfat 0,10 0,04
Sto¢na kreda 0,24 0,04
Sto¢na so 0,13 0,02
Vitaminsko mineralni premiks 0,10 0,03
Hranljiva vrednost obroka

NEL (MJ/dan) 148,21 72,01
SM (kg/dan) 22,10 11,80
RDP (g/dan) 2743 1110
RUP (g/dan) 1025 388
NDF (% SM) 33,20 44,70
NDF iz kabaste hrane (%SM) 20,60 39,20
ADF (% SM) 22,00 29,90
Nestrukturni ugljeni hidrati (%SM) 39,30 35,00
Sirova mast (% SM) 4,70 2,60
MP (g/dan) 2142 940
Ca (g/dan) 66 41
P (g/dan) 25 32
K (g/dan) 88 161
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4.2. ODREDIVANJE TELESNE KONDICIJE KRAVA

Telesna kondicija krava je ocenjivana 15. dana pre o¢ekivanog termina teljenja
kao 1 7., 30. i 60. dana nakon teljenja. Ocena telesne kondicije (OTK) je izvrSena prema
sistemu Elanco Animal Health Buletin Al 8478. Za ocenu telesne kondicije koris¢ene su
metode palpacije 1 adspekcije pet najvaznijih anatomskih regija: slabinska regija, regija
korena repa, regija sednih kvrga, regija sapi i regija kukova. Prema ovom sistemu,
ocena telesne kondicije zivotinja izrazava se numercki od 1 do 5 poena. Pri tome, svaka
promena u telesnoj kondiciji za jedan poen, podrazumeva promenu telesne mase od 55
do 75 kilograma. Na osnovu dobijenih podataka se zatim izraCunavaju prosecne
vrednosti kao i odstupanja u odnosu na fizioloske vrednosti za pojedine faze proizvodno
reproduktivnog ciklusa. Fizioloske vrednosti OTK za krave u zasuSenju su 3,25-4,00, za
puerperalni period 3,25-3,75, dok su za period rane laktacije 2,50-3,25. Takode je
obracunata i razlika u OTK izmedu perioda zasuSenja i puerperijuma i ona se smatrala

fizioloski prihvatljivom do vrednosti 0,7.

4.3. UTVRPIVANJE MLECNOSTI I REPRODUKTIVNIH POKAZATELJA
KRAVA

Muza krava je sprovodena dvokratno, ujutro i1 uvece, na polustacionarnom
sistemu opreme za muzu (DelLaval). Sedmog, tridesetog i Sezdesetog dana teljenja
zabeleZena je dnevna proizvodnja mleka uvece, odnosno ujutro i registrovane vrednosti
su zbirno zabelezene. Uvidom u evidenciju podataka zabeleZena je i mle¢nost krava u
prethodnoj laktaciji. Od reproduktivnih pokazatelja utvrdivani su servis period i indeks

osemenjavanja.

4.4. UZIMANJE UZORAKA OD ZIVOTINJA

Od Zivotinja uklju€enih u ogled uzimani su uzorci krvi, mleka i tkiva jetre.

4.4.1. UZIMANJE UZORAKA KRVI

Uzorci krvi za analizu uzimani su od krava punkcijom vene jugularis 15. dana pre

o¢ekivanog termina teljenja, kao i 7. 30 i 60. dana nakon teljenja. Nakon spontane
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koagulacije, izdvojen je krvni serum centrifugiranejm na 3000 obrtaja u minuti u

trajanju od 10 minuta. Uzorci su ¢uvani na -20°C do izvodenja analiza.

4.4.2. UZIMANJE UZORAKA JETRE

Uzorci tkiva jetre uzimani su 7. 30. u 60. dana laktacije od 10 reprezentativnih
krava iz svake grupe biopsijom, koriste¢i Gaal-ovu modifikaciju metode po Hojovcova-
Kacafirex-u (1967). Za biopsiju je koris¢en biopser sacinjen od kanile (igle) duzine 20
cm, promera 4 mm, sa vrthom u obliku bodeza, koja je umetnuta u ¢eli¢ni mandren sa

nazubljenom oStricom.

Pored instrumenta za biopsiju, za izvodenje perkutane biopsije jetre su potrebni

brijac, rastvor joda, 2 % rastvor prokaina, skalpel i brizgalica sa klipom .

Uzimanje uzoraka jetre vrSeno je na stojecoj Zivotinji u 11. medurebarnom
prostoru, 20 do 30 cm od dorzalne linije spinalnih nastavaka torakalnih prSljanova,

odnosno u liniji sedne kvrge -tuber ishii. Uzorci su uzeti 7., 30. i 60. dana laktacije.

Operaciono polje dimenzija 5 x 5 cm je obrijano i dezinfikovano 70 %
alkoholnim rastvorom i rastvorom joda. Lokalna infiltrativna anestezija, data u cilju
otklanjanja bola ali i smanjenja mogucnosti slu¢ajne punkcije nekog drugog organa koja
bi se desila zbog reakcije krave na bol, izvedena je aplikacijom 5 ml 2% rastvora
prokaina. Incizija koZe i potkoZnog tkiva sve do miSi¢a u dubini 1 do 1,5 cm paralelno
sa rebarnim lukom, izvrSena je vrhom skalpela sa ciljem da se olaksa uvodenje biopsera.
Zatim je biopsionim instrumentom probijen trbuSni zid u smeru ka levom olekranonu
(kranio-ventralno). Nakon $to je vrh instrumenta zaboden u tkivo jetre 1 do 2 cm, igla je
izvuena a na spoljni deo instrumenta (mandren) postavljena je brizgalica koja,
povlacenjem klipa, stvara vakuum. Istovremeno sa povlacenjem klipa, instrument je
potiskivan dublje u tkivo jetre uz rotaciju od 180 stepeni. Na taj nacin je iseceni
komadic¢ jetre uvucen u lumen instrumenta. Nakon izvlacenja instrumenta u kome je
tkivo jetre, na ranu je aplikovan antibiotski prasak. Prose¢na veli¢ina biosijom

izvadenog uzorka tkiva jetre je bila duzine 3 do 5 cm i promera 3 do 4 mm.

Uzorci tkiva dobijeni biopsijom jetre su odmah nakon uzorkovanja fiksirani u
10% puferizovanom rastvoru formalina, a zatim koriS¢eni za morfometrijsko

odredivanje zastupljenosti masti u hepatocitima.
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4.5. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE ISPITIVANIH PARAMETARA

U uzorcima krvnog seruma, mleka i1 jetre odredivani su pojedini izabrani

parametri kao pokazatelji endokrinog i metaboli¢kog statusa krave.

4.5.1. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE ISPITIVANIH PARAMETARA U
KRVNOM SERUMU KRAVA

U svim uzorcima krvnog seruma odredivana je koncentracija glukoze, beta-
hidroksi buterne kiseline (BHBA), neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA), ukupnih
proteina, albumina, uree, ukupnog bilirubina, kalcijuma, fosfora, insulina, trijodtironina,
tiroksina, insulinu-sliénog faktora rasta I i njegovih vezujuc¢ih proteina (IGFBP-2,
IGFBP-3 i IGFBP-4).

Koncentacija glukoze u krvi krava je odredivana odmah posle uzimanja krvi
punkcijom vene jugularis. Za odredivanje koncentracije glukoze koriS¢ene su
komercijalne test trake (Precision — Xtra plus), a ocitavanje intenziteta boje i
kvantitativno odredivanje koncentracije glukoze vrSeno je na glukometru. Istovremeno
su uzorci krvi ¢uvani u epruvetama sa Na-fluoridom kao antikoagulansom. Nakon
centrifugiranja u krvnoj plazmi je odredena koncentracija glukoze koriS¢enjem

komercijalnih test paketa (Bio Merieux) na aparatu RAYTO-1904c.
Koncentracije BHBA, NEFA, ukupnog bilirubina, ukupnih proteina, albumina,

uree, kalcijuma 1 fosfora su odredivane koriS¢enjem komercijalnih test paketa (Bio

Merieux) na aparatu RAYTO-1904c.

Koncentracija insulina, trijodtironina, tiroksiona i IGF-I odredivana je RIA

metodom uz upotrebu komercijalnih kitova proizvodnje INEP Zemun.

Detekcija IGF vezujuéih proteina (IGFBP-2. IGFBP-3 i IGFBP-4) u krvnom
serumu krava izvrSena je ECL (enhancend chemiluminescence) metodom U o0sam
reprezentativnih uzoraka iz svake grupe. Princip metode se sastoji u tome da se
primarno antitelo vezuje za odredeni IGFBP koji je elektrotransferom prenet sa gela na
nitroceluloznu membranu. Pre dodavanja antitela blokiraju se preostala vezuju¢a mesta
na membrani upotrebom rastvora bovinog serum albumin (BSA). Nakon zavrSene
inkubacije sa primarnim antitelom, dodaju se sekundarna antitela konjugovana sa

enzimom HPR (horse raddish peroxidase) a zatim i supstrat. Supstrat se u kontaktu sa
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HRP transformise emitujuci zracenje. Naime, transformisani
supstrat luminol odaje zracenje koje registruje rentgen film. Izmedju svakog od ovih

koraka je vrseno intenzivno ispiranje nitrocelulozne membrane.

4.5.2. ODREDIVANJE ZASTUPLJENOSTI UKUPNIH LIPIDA U TKIVU JETRE

Stepen zamascenja jetre, odnosno koncentracija ukupnih lipida u hepatocitima
procenjivan je histopatoloski, morfometrijskim odredivanjem stepena zamascenja tkiva
jetre uz primenu mreZastog sistema A-100 (Weibel, 1979). Naime, deo iseCka tkiva
dobijen biopsijom jetre fiksiran je u 10 % neutralnom puferisanom formalinu. Nakon
toga tkivo je tretirano u automatskom tkivhom procesoru pri ¢emu je izvrSena
dehidracija i impregnacija tkiva u parafinu. Nakon kalupljenja u parafinu, tkivo je
se¢eno na mikrotomu na listi¢e debljine 5 um. Parafinski isecci su bojeni hematoksilin-
eozinom. Koli¢ina masti u hepatocitima je odredivana stereometrijski, izracunavanjem

volumenske gustine prema formuli:

gde je: Vvf — volumenska gustina faze; Pf — tacke koje padaju na fazu; Pt — tacke

testnog sistema.

Za brojanje je koris¢ena mrezica M 100 (Weibel, 1979).

4. 6. INDEKSI DOBIJENI RACUNSKIM PUTEM IZ VREDNOSTI POJEDINIH
PARAMETARA KRVI

Od obracunatih indeksa iz parametara krvi koji mogu da posluze za bolje
objasnjenje dobijenih rezultata prikazani su HOMA indeks i indeks konverzije tiroksina

u trijodtirozin.
4.6.1 Homeostatski model za procenu insulinske rezistencije (HOMA indeks)

Za procenu insulinske rezistencije, odnosno stepena osetljivosti tkiva na insulin,
koris¢en je HOMA indeks (HOMA-IR). HOMA indeks je izracunat na osnovu vrednosti

za koncentraciju glukoze i insulina u krvi, a uz pomo¢ formule:
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Glukoza (mmol/l) x Insulin (mIU/1)
HOMA-IR =

22,5

Ukoliko je vrednost HOMA-IR veca insulinska senzitivnost je smanjena, a

ukoliko je dobijena vrednost manja, onda je senzitivnost tkiva na insulin veca.

4.6.2. Indeks konverzije tiroksina u trijodtironin (T3/T4)

Za procenu konverzije tiroksina u trijodtironin koris¢en je indeks konverzije koji

je dobijen uz pomo¢ formule:

Trijodtironin (mmol/l) x 10
T3/T4 =

Tiroksin (mmol/l)

Ukoliko je vrednost T3/T4 veca znaci da je stepen konverzije veci a ukoliko je

manji to ukazuje na manju konverziju.

4.7 STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Dobijeni podaci su obradeni deskriptivnim statistickim parametrima od kojih su
tabelarno prikazani aritmeticka sredina (X) i standardna devijacija (SD). Za analizu
stepena znacajnosti razlika ispitivanih parametara izmedu pojedinih oglednih grupa
koriS¢en je Studentov “t” test. Rezultati su obradeni u statistiCkom programu

STATISTICA 6 (StatSoft, USA).
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5. REZULTATI

Radi bolje preglednosti, rezultati dobijeni u okviru ove disertacije podeljeni su u
sledec¢a podpoglavlja: ocena telesne kondicije krava, mle¢nost krava, stepen zamascenja
jetre, koncentracija biohemijskih parametara u krvi, koncentracija hormona u krvi krava

indeksi dobijeni raCunskim putem iz vrednosti pojedinih parametara Krvi.

5. 1. OCENA TELESNE KONDICIJE KRAVA

U tabeli 5.1. prikazana je OTK telesne kondicije kod krava kontrolne i ogledne

grupe i statistiCka znacajnost razlike izmedu i unutar grupa krava.

Tabela 5.1. Prose¢ne vrednosti OTK (X + SD) krava

OTK Fizioloske

Kontrolna grupa Ogledna grupa vrednosti

Zasuienje 3,51+ 0,37 3,42 +0,33 3,25 — 4,00
Puerperijum 2,76 +0,38%% 2,98 + 0,22**% 3,25-3,75
30. dan laktacije 3,07 + 0,30 *aPPP 2,96 + 0,19 2,50 — 3,25
60. dan laktacije 3,12 + 0,25 2aPPP 3,01+0,17%® 2,50 — 3,25

***n<0,001 u odnosu na vrednosti odredene kod kontrolne grupe krava; ®p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene U

zasuSenju (15. dana pre teljenja) kod iste grupe krava; ***p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene u zasusenju (15.
dana pre teljenja) kod iste grupe krava; °®

p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene u puerperijumu (7. dan laktacije)
kod iste grupe krava;

Iz tabele 5.1. se zapaZa da nije bilo znacajne razlike u OTK izmedu dve ispitivane
grupe krava u zasuSenju (15. dana pre teljenja), 30. i 60. dana laktacije. Jedino su krave
ogledne grupe u puerperijumu, odnosno 7. dana laktacije, imale viSu vrednost OTK u
odnosu na krave kontrolne grupe (p < 0,05). Kod obe grupe krava je odmah nakon
teljenja doslo do znacajnog smanjenja telesne kondicije (p < 0,001, pojedina¢no) koja je
bila znacajno niza u odnosu na period zasusenja i 30. (p < 0,001, pojedinacno). 1 60. dan
laktacije (p < 0,001, pojedina¢no). Kod krava kontrolne grupe je u odnosu na
puerperalni period OTK bila znacajno visa 30. dana (p < 0,001) i 60. dana laktacije (p <
0,001).

U tabeli 5.2 prikazane su razlike u prosecnoj oceni telesne kondicije izmedu

zasusenja (15. dana pre teljanja) i puerperijuma (7. dana laktacije) kod obe grupe krava.
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Tabela 5.2. Razlike u oceni telesne kondicije izmedu zasuSenja (15. dana pre teljanja) i
puerperijuma (7. dan laktacije)

Razlikau OTK Fizioloska
Kontrolna grupa Ogledna grupa vrednost
Zasusenje/Puerperijum 0,80+ 0,51 0,43 + 0,34*** <0,7

***p<0,001 u odnosu na vrednost odredene kod kontrolne grupe krava;,
Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.2 zapaza se da je razlika u OTK izmedu perioda
zasusenja i puerperijuma kod ogledne grupe krava bila u okviru fizioloskih vrednosti,

dok je kod kontrolne grupe ova razlika bila vec¢a od fizioloski dozvoljenih vrednosti

izmedu zasusenja i puerperijuma.

Radi bolje preglednosti distribucija OTK unutar grupa, vrednosti su prikazane
graficki na grafikonima 5.1 do 5.9. Na grafikonu 5.1. prikazana je distribucija
pojedina¢nih OTK unutar grupa u zasuSenju, odnosno 15. dana pre ocekivanog termina
teljenja.

Grafikon 5.1. Procentualna zastupljenost krava razli¢ite telesne kondicije 15 dana pre
oc¢ekivanog teljenja
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NAPOMENA: crni pravougaonici oznacavaju ocene telesne kondicije van opsega fizioloskih vrednosti za ovaj period
proizvodno reproduktivnog ciklusa

Na grafikonu 5.1 se zapaza da je kod obe grupe krava veéina jedinki u periodu
zasuSenja imala optimalnu telesnu kondiciju. Kod kontrolne grupe je 26,33 % jedinki
imalo telesnu kondicju nizu od fizioloski dozvoljene dok je kod ogledne grupe ta

vrednost iznosila 23,33%.

Na grafikonu 5.2. je prikazana distribucija pojedina¢nih OTK unutar grupa u
puerperijumu, 7. dana laktacije.
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Grafikon 5.2. Procentualna zastupljenost krava razlicite telesne kondicije 7 dana posle

teljenja
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Na grafikonu 5.2. se zapaza da je 86,47 % krava kontrolne grupe imalo telesnu
kondiciju ispod fizioloski dozvoljenog opsega vrednosti za period puerperijuma, dok je
u oglednoj grupi ta vrednost 80 %. Dodatno, u oglednoj grupi krava nijedna jedinka nije
imala OTK nizu od 2,75 dok je kod kontrolne grupe 30,33 % krava imalo vrednosti
OTK 2,5 odnosno 2,25.

Na grafikonu 5.3. je prikazana distribucija pojedina¢nih OTK unutar grupa 30.
dana laktacije.

Grafikon 5.3. Procentualna zastupljenost krava razlicite telesne kondicije 30 dana posle
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proizvodno reproduktivnog ciklusa
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Na grafikonu 5.3. se zapaZa da su sve krave ogledne grupe imale OTK unutar

fizioloSkog opsega vrednosti, dok je kod ogledne grupe 16,67 % krava imalo OTK veéu
od 3,25.

Na grafikonu 5.4. je prikazana distribucija pojedina¢nih OTK unutar grupa 60.
dana laktacije.

Grafikon 5.4. Procentualna zastupljenost krava razlicite telesne kondicije 60 dana posle
teljenja
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Na grafikonu 5.4. se zapaZa da su sve krave ogledne grupe imale OTK unutar
fizioloskog opsega vrednosti, dok je kod ogledne grupe 10 % krava imalo OTK vec¢u od

fizioloski prihvatljivih vrednosti za ovaj period.

5.2. MLECNOST KRAVA

U tabeli 5.3 su prikazani rezultati za proizvodnju mleka kod krava kontrolne i
ogledne grupe tokom prethodne laktacije, kao i 7., 30. i 60. dana laktacije.

Tabela 5.3. Dnevna proizvodnja mleka (X £ SD)

Mlecnost (1)
Kontrolna grupa Ogledna grupa Znacajnost razlike
Prethodna laktacija | 30,00 + 3,51 30,80 £ 5,73 NZ
7. dan lakatcije 36,90 £ 5,34 37,53+5,34 NZ
30. dan laktacije 39,40 + 4,31° 40,97 + 6,30% NZ
60. dan laktacije 38,16 + 6,19 41,70 + 3,84 %% p < 0,05

*p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene 7. dana laktacije kod iste grupe krava;
odredene 7. dana laktacije kod iste grupe krava;

aaa,

p<0,001 u odnosu na vrednosti
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Iz tabele se zapaza da izmedu grupa nije bilo znacajne razlike u mlecnosti u
prethodnoj laktaciji. Takode, nije bilo znaCajne razlike u mlecnosti 7. 1 30. dana
laktacije. Sezdesetog dana laktacije utvrdeno je da je ogledna grupa imala znagajno
veéu prose¢nu dnevnu proizvodnju mleka u odnosu na kontrolnu grupu (p < 0,05).
Takode, kod ogledne grupe krava je mle¢nost bila zna¢ajno veéa 30. dana u odnosu na
7. dan laktacije (p < 0.01), kao i 60. dana u odnosu na 7. dan laktacije (p < 0,001), dok
je kod kontrolne grupe mle¢nost znacajno povecana jedino kada se uporede vrednosti
registrovane 7. i 60 dana laktacije (p < 0,05). Znacajno je zapaziti da je najvisa
proizvodnja mleka postignuta kod kontrolne grupe 30. dana, a kod ogledne 60. dana

laktacije.

5. 3. REPRODUKTIVNI POKAZATELJI

U tabeli 5.4 prikazani su rezultati osnovnih reproduktivnih pokazatelja kod
krava ogledne i kontrolne grupe.

Tabela 5.4. Servis period i indeks osemenjavanja krava (X + SD)

Reproduktivni parametri
Kontrolna grupa Ogledna grupa | Znacajnost razlike
Servis period 125,96 + 37,45 102,76 + 36,38* p <0,05
Indeks osemenjavanja 1,80 +1,22 1,84 +1,07 NZ

Servis period je kod kontrolne grupe krava bio statisticki znacajno duzi (p<0,05)
nego kod ogledne grupe. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u vrednosti indeksa

osemenjavanja izmedu dve grupe krava.

5. 4. STEPEN ZAMASCENJA JETRE

U tabeli 5.5. su prikazane prose¢ne vrednosti za stepen zamasCenja jetre,

odnosno sadrzaj ukupnih lipida u hepatocitima izabranih krava iz svake grupe.
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Tabela 5.5. Sadrzaj ukupnih lipida (X £ SD) u hepatocitima

SadrzZaj ukupnih lipida u hepatocitima (%)

Kontrolna grupa Ogledna grupa Znacajnost razlike
Puerperijum 25,20+ 10,82 18,89 £ 9,11 NZ
30. dan laktacije | 12,54 +8,97° 5,30 + 3,37% p < 0,05
60. dan laktacije | 0,00 + 0,00 %% 0,00 + 0,007 NZ

#p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene 7. dana laktacije kod iste grupe krava; ***p<0,001 u odnosu na vrednosti

odredene 7. dana laktacije kod iste grupe krava; ®p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene odredene 30. dana laktacije

kod iste grupe krava; ®p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene u 30. dana laktacije kod iste grupe krava;

U tabeli 5.6. prikazana je procentualna zastupljenost krava sa niskim (sadrZaj
lipida u hepatocitima < 20 %), srednjim (sadrzaj lipida u hepatocitima 20-40 %) i
visokim stepenom zamascenja jetre (sadrzaj lipida u hepatocitima > 40 %).
Tabela 5.6. Procentualna zastupljenost krava sa razli¢itim stepenom zamascenja jetre

unutar grupa

Stepen zamascenja jetre Procenat krava (%)
Kontrolna grupa Ogledna grupa
7.dan | 30.dan | 60.dan | 7.dan | 30.dan | 60. dan
Nizak (< 20 % lipida) 30 80 100 70 100 100
Srednji (20-40% lipida) 60 20 0 30 0 0
Visok (> 40 % lipida) 10 0 0 0 0 0

Iz tabele 5.6. se zapaza da je 7. dana laktacije kod kontrolne grupe u tom periodu
60 % krava imalo srednji a 10 % krava visok stepen zamaScenja jetre, dok je kod
ogledne grupa svega 30 % krava imalo srednji a nijedna krava nije imala visok stepen
zamascenja jetre. Tridesetog dana laktacije 100 % krava ogledne grupe je imalo nizak
stepen zamasc¢enja jetre dok je kod kontrolne grupe jos uvek 20 % krava imalo srednji
stepen zamascenja jetre. Sezdesetog dana laktacije nije bilo zamaséenja jetre niti kod

jedne krave iz obe grupe.
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5. 5. KONCENTRACIJA BIOHEMIJSKIH PARAMETARA U KRVI KRAVA

Od biohemijskih parametara u krvi su odredivani koncentracija glukoze,
betahidroksi buterne kiseline (BHBA), neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA),
ukupnog bilirubina, ukupnih proteina, albumina, uree, kalicjuma i fosfora u krvi krava.

Rezultati su prikazani u odvojenim podpoglavljima za svaki parametar pojedinacno.

5.5.1. Koncentracija glukoze
U tabeli 5.7 prikazani su rezultati koncentracije glukoze u krvi krava.

Tabela 5.7. Koncentracija glukoze (X = SD) u krvi krava

Koncentracija glukoze (mmol/l)
Kontrolna grupa Ogledna grupa Znacajnost razlike
Zasusenje 2,89 +0,37 2,86 £ 0,45 NZ
Puerperijum 2,58 +0,62° 2,70 £ 0,44 NZ
30. dan laktacije | 2,80 +0,22° 3,05 + 0,34™ p<0,01
60. dan laktacije | 2,70 + 0,332 3,43 + 0,39apobece p < 0,001

?p<0,05 u odnosu na vrednosti odredene u zasusenju kod iste grupe krava; **p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene

u zasuSenju kod iste grupe krava; bp<O,05 u odnosu na vrednosti odredene u puerperijumu kod iste grupe krava;
bb»<0,01 u odnosu na vrednosti odredene u puerperijumu kod iste grupe krava; ®°p<0,001 u odnosu na vrednosti

odredene u puerperijumu kod iste grupe krava; “p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene u 30. dana laktacije kod
iste grupe krava;

Iz tabele 5.7. se zapaza da je koncentracija glukoze kod krava obe grupe 15.
dana pre teljenja bila izjednacena. Nakon teljenja doslo je do statisti¢ki znac¢ajnog pada
koncentracije glukoze (p < 0,05) kod kontrolne grupe. lako je i kod ogledne grupe
koncentracija glukoze posle teljenja smanjena, ovaj pad nije bio statisticki znacajan. |
pored toga, nije bilo statisticki znacajne razlike u glikemiji izmedu dve grupe krava.
Koncentracija glukoze je bila kod ogledne grupe, u odnosu na kontrolnu grupu,

znacajno visa 30. dana (p < 0,01) i 60. dana laktacije (p < 0,001).

5.5.2. Koncentracija betahidroksibuterne kiseline (BHBA)

U tabeli 5.8 prikazani su rezultati za koncentraciju BHBA u krvi krava.
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Tabela 5.8. Koncentracija BHBA (X = SD) u krvi krava

Koncentracija BHBA (mmol/l)
Kontrolna grupa Ogledna grupa Znacajnost razlike
Zasusenje 0,37 +£0,20 0,34 +0,12 NZ
Puerperijum 0,82 +0,38% 0,59 +0,36™ p <0,05
30. dan laktacije | 0,62 + 0,16 **® 0,50 +0,17% p<0,01
60. dan laktacije | 0,51 + 0,12 | 0,34 +0,12°"° p < 0,001

#p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene u zasuSenju kod iste grupe krava; ***p<0,001 u odnosu na vrednosti

odredene u zasuSenju kod iste grupe krava; bp<0,05 u odnosu na vrednosti odredene u puerperijumu kod iste grupe
krava "*p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene u puerperijumu kod iste grupe krava; ©p<0,01 u odnosu na
vrednosti odredene u 30. dana laktacije kod iste grupe krava;

Iz tabele 5.8 se zapaza da u zasuSenju nije bilo znacajne razlike u koncentraciji
BHBA izmedu dve grupe krava. Kod obe grupe je nakon teljenja doslo do znacajnog
porasta koncentracije BHBA ali je tokom puerperijuma koncentracija bila znacajno
manja kod ogledne nego kod kontrolne grupe (p < 0,05). U ostala dva ispitivana
perioda, 30. 1 60. dana laktacije, koncentracija BHBA je bila zna¢ajno niza kod ogledne

u odnosu na kontrolnu grupu krava (p < 0,001 i p <0,01, pojedinacno).

5.5.3. Koncentracija neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA)
U tabeli 5.9 su prikazani rezultati za koncentraciju NEFA u krvi krava.

Tabela 5.9. Koncentracija NEFA (X = SD) u krvi krava

Koncentracija NEFA (mmol/l)
Kontrolna grupa Ogledna grupa Znacajnost razlike
Zasusenje 0,21 +0,17 0,15+0,11 NZ
Puerperijum 0,72 +0,38%% 0,40 + 0,35% p<0,01
30. dan laktacije | 0,52 + 0,16 **®° 0,40 +0,17% p<0,01
60. dan laktacije | 0,41 + 0,122 | g 25 + 0,113 p < 0,001

#p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene u zasuSenju kod iste grupe krava; ®*p<0,001 u odnosu na vrednosti

odredene u zasusenju kod iste grupe krava; bp<0,05 u odnosu na vrednosti odredene u puerperijumu kod iste grupe
krava; ®®p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene u puerperijumu kod iste grupe krava; ““p<0,01 u odnosu na
vrednosti odredene u 30. dana laktacije kod iste grupe krava;

Iz tabele 5.9 se zapaza da u zasusSenju nije bilo znacajne razlike u koncentraciji
NEFA izmedu dve grupe krava. Kod obe grupe je nakon teljenja doslo do znacajnog
porasta koncentracije NEFA ali je tokom puerperijuma koncentracija bila znacajno

manja kod ogledne nego kod kontrolne grupe (p < 0,01). U ostala dva ispitivana

49




perioda, 30. 1 60. dana laktacije, koncentracija NEFA je bila znacajno niza kod ogledne

u odnosu na kontrolnu grupu krava (p < 0,01 i p < 0,001, pojedina¢no).

5.5.4. Koncentracija ukupnog bilirubina

U tabeli 5.10. su prikazani rezultati za koncentraciju ukupnog bilirubina u krvi

krava.

Tabela 5.10. Koncentracija ukupnog bilirubina (X + SD) u krvi krava

Koncentracija ukupnog bilirubina (nmol/l)

Kontrolna grupa Ogledna grupa Znacajnost razlike
Zasusenje 5,96 + 1,38 5,76 £1.,69 NZ
Puerperijum 8,78 £ 1,62 % 7,70 +1,62%% p < 0,05
30. dan laktacije 8,85 + 2,34 %% 7,77 £2,45% NZ
60. dan laktacije 8,64 +1,93% 8,45+ 1,34% NZ

#8y<0,001 u odnosu na vrednosti odredene u zasusenju kod iste grupe krava

Koncentracija ukupnog bilirubina se nije znac¢ajno razlikovala izmedu grupa na
pocetku ogleda. Ona je kod obe grupe znacajno porasla odmah nakon teljenja, a zatim
se odrzavala na priblizno istom nivou do 60. dana laktacije kod obe ispitivane grupe.
Izmedu dve grupe utvrdena je znacajna razlika u koncentraciji ukupnog bilirubina 7.

dana laktacije kada je kod ogledne grupe bila znacajno manja (p < 0,05).

5.5.5. Koncentracija ukupnih proteina (UP)

U tabeli 5.11 su prikazani rezultati za koncentraciju ukupnih proteina u krvi

krava.

Tabela 5.11. Koncentracija ukupnih proteina (X + SD) u krvi krava

Koncentracija ukupnih proteina (g/l)
Kontrolna grupa | Ogledna grupa Znacajnost razlike
ZasuSenje 67,41 £ 9,05 69,66 * 8,79 NZ
Puerperijum 73,07 + 4,77% 79,64 + 8,22% p < 0,001
30. dan laktacije | 79,66 + 10,99 %% | 85 72 + 8,997 p<0,05
60. dan laktacije | 78,02 + 4,52 %™ [ 87 99 + 4,30 p < 0,001

*p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene u zasuSenju kod iste grupe krava;

p<0,001 u odnosu na vrednosti

odredene u zasusenju kod iste grupe krava; ®p<0,05 u odnosu na vrednosti odredene u puer]gerijumu kod iste grupe
b

krava; ®p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene u puerperijumu kod iste grupe krava;

vrednosti odredene u 30. dana laktacije kod iste grupe krava;

Pp<0,001 u odnosu na
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Koncentracija ukupnih proteina se nije znacajno razlikovala izmedu grupa na
pocetku ogleda ali je posle teljenja u sva tri ispitivana perioda koncentracija proteina
bila znacajno veca kod ogledne u odnosu na kontrolnu grupu krava (p < 0,001 u periodu
puerperijuma; p < 0,05 30. dana i p < 0,001 60. dana laktacije). Koncentracija ukupnih
proteina je kod obe grupe znacajno porasla odmah nakon teljenja (p < 0,01 za kontrolnu
i p <0,001 za oglednu grupu krava), a zatim je unutar grupa i dalje znacajno rasla

izmedu svih ispitivanih perioda postpartalno.

5.5.6. Koncentracija albumina
U tabeli 5.12. su prikazani rezultati za koncentraciju albumina u krvi krava.

Tabela 5.12. Koncentracija albumina (X + SD) u krvi krava

Koncentracija aloumina (g/l)
Kontrolna grupa Ogledna grupa Znacajnost razlike
Zasu$enje 28,22 + 6,06 30,26 + 4,94 NZ
Puerperijum 30,86 + 5,25 37,35 + 5,04 p < 0,001
30. dan laktacije | 33,72 +7,47% 38,81 +7,13% p<0,01
60. dan laktacije | 36,16 + 4,56 %@ [ 39,29 + 4,39% p<0,01

#p<0,05 u odnosu na vrednosti odredene u zasusenju kod iste grupe krava; **p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene u

zasuSenju kod iste grupe krava; **p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene u zasuSenju kod iste grupe krava;
bbb

p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene u 30. dana laktacije kod iste grupe krava;

Koncentracija albumina se nije znafajno razlikovala izmedu grupa na pocetku
ogleda ali je posle teljenja u sva tri ispitivana perioda bila znacajno veca kod ogledne u
odnosu na kontrolnu grupu krava (p < 0,001 u periodu puerperijuma; p < 0,01 30. dana i
p < 0,01 60. dana laktacije). Koncentracija albumina je kod obe grupe znacajno porasla
odmah nakon teljenja (p < 0,05 za kontrolnu i p < 0,001 za oglednu grupu), a zatim je
samo kod kontrolne grupe znacajno povecana od 7. do 60. dana laktacije (p < 0,001).
Kod ogledne grupe koncentracija albumina se nije znacajno menjala poredenjem tri

ispitivana perioda posle teljenja.

5.5.7. Koncentracija uree

U tabeli 5.13. su prikazani rezultati za koncentraciju uree u krvi krava.
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Tabela 5.13. Koncentracija uree (X £ SD) u krvi krava

Koncentracija uree (mmol/l)
Kontrolna grupa Ogledna grupa Znacajnost razlike
Zasusenje 4,44 + 0,81 4,60 + 0,85 NZ
Puerperijum 6,90 + 0,68 6,72 + 0,83% NZ
30. dan laktacije | 6,68 +1,08% 6,50 + 0,61% NZ
60. dan laktacije | 6,28 + 0,65 %™ 6,48 + 1,04°® NZ

#33<0,001 u odnosu na vrednosti odredene u zasuienju kod iste grupe krava; "°p<0,01 u odnosu na vrednosti

odredene 7. dana laktacije kod iste grupe krava;

Koncentracija uree se nije znacajno razlikovala izmedu grupa ni u jednom
ispitivanom periodu. Koncentracija uree je kod obe grupe bila znacajno veca u sva tri
perioda nakon teljenja u odnosu na zasuSenja. Kod kontrolne grupe doslo je do
znacajnog pada koncentracije uree izmedu 7. i 60. dana lakatcije (p < 0,01), $to nije bio

slucaj kod jedinki ogledne grupe.

5.5.8. Koncentracija kalcijuma
U tabeli 5.14 su prikazani rezultati za koncentraciju kalcijuma u krvi krava.

Tabela 5.14. Koncentracija kalcijuma (X £ SD) u krvi krava

Koncentracija kalcijuma (mmol/Il)
Kontrolna grupa | Ogledna grupa Znacajnost razlike
ZasuSenje 2,28+0,42 2,45+ 0,37 NZ
Puerperijum 2,09 +0,39 2,36 £0,21 NZ
30. dan laktacije | 2,55 +0,28*"® [ 2,69 + 0,30 % NZ
60. dan laktacije | 2,60 + 0,34%® 2,76 +0,27% p<0,05

?p<0,05 u odnosu na vrednosti odredene u zasusenju kod iste grupe krava; *p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene u

zasudenju kod iste grupe krava; "p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene 7. dana laktacije kod iste grupe krava;

bbb<0,001 u odnosu na vrednosti odredene 7. dana laktacije kod iste grupe krava;

Dobijeni rezultati ukazuju da se koncentracija kalcijuma nije znacajno
razlikovala izmedu grupa pre pocetka ogleda, kao i 7. i 30. dana laktacije, dok je 60.
dana laktacije koncentracija kalcijuma u oglednoj grupi bila znacajno viSa nego u

kontrolnoj grupi (p< 0,05). Tridesetog i Sezdestog dana lakatcije je koncentracija

kalcijuma bila znacajno viSa nego u zasusenju, odnosno 7. dana laktacije u obe grupe.
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5.5.9. Koncentracija fosfora

U tabeli 5.15 su prikazani rezultati za koncentraciju neorganskog fosfora u krvi

krava.

Tabela 5.15. Koncentracija neorganskog fosfora (X + SD) u krvi krava

Koncentracija neorganskog fosfora (mmol/l)

Kontrolna grupa

Ogledna grupa

Znacajnost razlike

Zasusenje 2,37 +0,28 2,38 +£0,35 NZ
Puerperijum 2,06 + 0,46 2,20 +£0,32° NZ
30. dan laktacije 2,22 £ 0,44 2,33+£0,51 NZ
60. dan laktacije 2,49 + 0,19 [ 2 61 + 0,28 2°0ce NZ

?p<0,05 u odnosu na vrednosti odredene u zasusenju kod iste grupe krava; *p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene u
zasudenju kod iste grupe krava; "p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene 7. dana lakatcije kod iste grupe krava;
“p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene u 30. dana laktacije kod iste grupe krava;

Koncentracija neorganskog foisfora se nije znacajno razlikovala izmedu grupa
pre pocetka ogleda, kao ni 7., 30. i 60. dana dana laktacija. Smanjenje koncentracije
fosfora kod krava kontrolne grupe odmah nakon teljenja bilo je izrazenije (p< 0,01)
nego kod krava kontrolne grupe (p< 0,05). Takode, porast koncentracije fosfora od 30.

do 60. dana laktacije je bio znacajan jedino kod ogledne grupe (p< 0,01).

5. 6. KONCENTRACIJA HORMONA U KRVI KRAVA

Od hormona su, u krvi krava, odredivani insulin, tiroksin (T4), trijodtironin (T3) i
IGF-1. Pored toga, odredivana je i relativna zastupljenost vezujucih proteina za IGF-I
(IGFBP-2, IGFBP-3 i IGFBP-4). Rezultati su prikazani u odvojenim podpoglavljima za

svaki parametar pojedinacno.

5.6.1. Koncentracija insulina

U tabeli 5.16 su prikazani rezultati za koncentraciju insulina u krvi krava.
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Tabela 5.16. Koncentracija insulina (X £ SD) u krvi krava

Koncentracija insulina (uIU/I)
Kontrolna grupa | Ogledna grupa Znacajnost razlike
Zasusenje 13,44 + 4,19 13,04 +£ 3,21 NZ
Puerperijum 8,31 +3,30% 11,55 +1,73° NZ
30. dan laktacije 11,56 +3,72™ | 14,25 + 4,46™ p< 0,05
60. dan laktacije 14,11 +6,08°™ | 17,80 + 6,08%®* | p< 0,05

#0<0,05 u odnosu na vrednosti odredene u zasusenju kod iste grupe krava; **p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene

u zasuenju kod iste grupe krava; ®p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene u puerperijumu kod iste grupe krava;

bbb,<0,001 u odnosu na vrednosti odredene u puerperijumu kod iste grupe krava; “p<0,01 u odnosu na vrednosti

odredene 30. dana laktacije kod iste grupe krava;

Koncentracija insulina se nije znaéajno razlikovala izmedu grupa na pocetku
ogleda ali je posle teljenja bila visa u oglednoj nego u kontrolnoj grupi. Ova razlika je
bila statisticki znaCajna jedino 30. dana laktacije (p < 0,05). Posle teljenja je
koncentracija insulina kod obe grupe znacajno smanjena (p < 0,001 za kontrolnu i p <
0,05 za oglednu grupu), a zatim se kod kontrolne grupe 60. dana vratila na nivo koji je
bio priblizan vrednosti utvrdenoj pre teljenja, dok je kod ogledne grupe koncentracija
insulina odredena 60. dana laktacije bila znacajno veéa od vrednosti utvrdene

antepartalno (p < 0,001).

5.6.2. Koncentracija tiroksina (T,)
U tabeli 5.17 prikazani su rezultati za koncentraciju T4 u krvi krava.

Tabela 5.17. Koncentracija T4 (X £ SD) u krvi krava

Koncentracija T4 (mmol/l)

Kontrolna grupa Ogledna grupa Znacajnost razlike
Zasu$enje 58,47 + 8,39 58,87 8,17 NZ
Puerperijum 25,97 + 15,03% 43,00 + 17,48% p < 0,001
30. dan laktacije | 44,63 +8,18%™™ [ 60,37 + 16,90°* p < 0,001
60. dan laktacije | 58,82 + 11,83 [ 59 23 + 7,74 | NZ

aaa,

odredene 7. dana laktacije kod iste grupe krava;

grupe krava;

cce,

p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene u zasuSenju kod iste grupe krava;

p<0,001 u odnosu na vrednosti
p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene 30. dana laktacije kod iste

Koncentracija T4 se nije znacajno razlikovala izmedu grupa na pocetku ogleda

ali je posle teljenja bila znacajno visa u oglednoj nego u kontrolnoj grupi i to 7. i 30.
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dana laktacije (p < 0,001, pojedina¢no). Posle teljenja se koncentracija T, kod obe
grupe znacajno smanjena, a zatim se kod ogledne grupe 30. dana vratlia na nivo
priblizan vrednosti pre teljenja. Kod kontrolne grupe, koncentracije tiroksina se tek 60.

dana laktacije vratila na nivo priblizan vrednosti pre teljenja.

5.6.3. Koncentracija trijodtironina (T3)
U tabeli 5.18 prikazani su rezultati za koncentraciju T3 u krvi krava.

Tabela 5.18. Koncentracija T3 (X £ SD) u krvi krava

Koncentracija T3 (mmol/l)
Kontrolna grupa Ogledna grupa Znacajnost razlike
Zasusenje 2,88 +0,78 2,93 +0,38 NZ
Puerperijum 1,77 £ 0,75% 2,38 +£0,37%% p < 0,001
30. dan laktacije | 2,25 + 0,517 2,42 +0,31%% NZ
60. dan laktacije | 2,57 + 0,47°°°°¢ 2,58 + 0,23%aP0c NZ

*p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene u zasuSenju kod iste grupe krava; “**p<0,001 u odnosu na vrednosti

odredene u zasusenju kod iste grupe krava; p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene 7. dana laktacije kod iste grupe

krava; ™p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene 7. dana laktacije kod iste grupe krava; “p<0,01 u odnosu na

vrednosti odredene 30. dana laktacije kod iste grupe krava; ““p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene 30. dana
laktacije kod iste grupe krava;

Koncentracija T3 se nije znacajno razlikovala izmedu grupa na pocetku ogleda
ali je posle teljenja bila znacajno visa kod ogledne nego kod kontrolne grupe i to 7. dana
laktacije (p < 0,001). Posle teljenja je koncentracija T3 kod obe grupe znacajno

smanjena (p < 0,001, pojedinacno).

5.6.4. Koncentracija insulinu slicnog faktora rasta I (IGF-1)

U tabeli 5.19 prikazani su rezultati za koncentraciju IGF-1 u krvi krava.
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Tabela 5.19. Koncentracija IGF-1 (X £ SD) u krvi krava

Koncentracija IGF-1 (mmol/l)
Kontrolna grupa Ogledna grupa Znacajnost razlike
Zasusenje 31,73 +5,30 29,39+ 7,85 NZ
Puerperijum 11,86 +11,47% 14,28 + 3,47%% p < 0,001
30. dan laktacije 16,42 + 2,512 11867 + 3,80 | p<0,05
60. dan laktacije 17,80 + 4,692 | 24 39 + 7,86 7 [ 5 < 0,01

aaa

grupe krava;

p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene u zasuSenju kod iste grupe krava;
odredene 7. dana laktacije kod iste grupe krava;

ccc.

bbb

p<0,001 u odnosu na vrednosti
Pp<0,001 u odnosu na vrednosti odredene 30. dana laktacije kod iste

Koncentracija IGF-l se nije znaajno razlikovala izmedu grupa na pocetku
ogleda ali je posle teljenja bila znacajno visa u oglednoj nego u kontrolnoj grupi i to u
sva tri ispitivana perioda (p < 0,001 za 7. dan laktacije; p < 0,05 za 30. dan laktacije i p
< 0,01 za 60. dan laktacije). Posle teljenja je koncenracija IGF-I kod obe grupe znacajno
smanjena (p < 0,001, pojedinac¢no). Kod ogledne grupe je koncentracija IGF-I nakon
teljenja rasla tako da je razlika u vrednosti IGF-I odredene izmedu sva tri perioda
ispitivanja postpartalno bila znacajna. Kod kontrolne grupe, medutim, nije utvrden

znacajan porast u koncentraciji IGF-I izmedu 30. i 60. dana laktacije.

5.6.5. Relativna zastupljenost IGFBP-2

Relativna zastupljenost IGFBP-2 u krvnom serumu reprezentativnih uzoraka

unutar grupe prikazana je naslici 5.1.

Slika 5.1. Autoradiogram imunoblota za serumski IGFBP-2 odredenog 15. dana pre i 7.,

30. i 60. dana posle teljenja kod kontrolne i ogledne grupe krava
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Kontrolna grupa Ogledna grupa

M (kDa)

+7 +30 +60 -16  +7 +30 +60

Dani u odnosu na teljenje

IGFBP-2 intaktan ——»

IGFBP-2 fragment 1 ——>
IGFBP-2 fragment2 —>

IGFBP-2 fragment3 —»

Na slici se zapaza da je imunoblotom u svim uzorcima Krvnog seruma utvrden

jedan intktan molekul i tri fragmenta.

U tabeli 5.20. su prikazane prose¢ne vrednosti relativne zastupljenosti IGFBP-2

u krvnom serumu krava.

Tabela 5.20. Relativna zastupljenost IGFBP-2 (X + SD) u krvi krava

Relativna zastupljenost IGFBP-2 (ADU/10 pl)
Kontrolna grupa Ogledna grupa Znacajnost
razlike
Zasusenje 12,44 +1,19 12,88 +1,91 NZ
Puerperijum 14,26 +1,71% 14,90 + 1,88° NZ
30. dan laktacije | 14,86 +2,17° 16,65 + 1,93%@ NZ
60. dan laktacije 11,28 + 2,11° 14,08 + 2,11° p <0,05

p <0,05 u odnosu na vrednosti odredene u zasuSenju kod iste grupe krava; ***p<0,001 u odnosu na vrednosti

odredene u zasusenju kod iste grupe krava; bp<0,05 u odnosu na vrednosti odredene u puerperijumu kod iste grupe

krava; ®p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene 7. dana laktacije kod iste grupe krava; ; °p<0,05 u odnosu na

vrednosti odredene 30. dana laktacije kod iste grupe krava;

Relativna zastupljenost IGFBP-2 u krvnom serumu krava razli¢itih grupa se nije
znacajno razlikovala u periodu zasusenja. Kod obe grupe je posle teljenja doslo do
znacajnog povecanja relativne zastupljenosti IGFBP-2 (p < 0,05, pojedina¢no). Jedino
je 60. dana laktacije postojala znacajna razlika u relativnoj zastupljenosti IGFBP-2

izmedu dve grupe jer je njegova zastupljenost kod ogledne grupe bila znacajno veca (p
<0,05).
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5.5.5. Relativna zastupljenost IGFBP-3

Relativna zastupljenost IGFBP-3 u krvnom serumu reprezentativnih uzoraka

unutar grupe prikazana je na slici 5.2.

Slika 5.2. Autoradiogram imunoblota za serumski IGFBP-3 odredenog 15. dana

pre i 7., 30. 1 60. dana posle teljenja kod kontrolne i ogledne grupe krava

Kontrolna grupa Ogledna grupa

M (kDa)

‘ ’ : «— 45
IGFBP-3 intaktan ——»

IGFBP-3 fragment 1 ———»

<+«— 31

IGFBP-3 fragment 2 ——»

-15 +7  +30 +60 -15  +7 +30 +60

Dana u odnosu na teljenje
Na slici se zapaza da je imunoblotom u svim uzorcima Krvnog seruma utvrden
jedan intktan molekul i dva fragmenta.

U tabeli 5.21. prikazane su prose¢ne vrednosti relativne zastupljenosti IGFBP-3

u krvnom serumu krava.

Tabela 5.21. Relativna zastupljenost IGFBP-3 (X + SD) u krvi krava

Relativna zastupljenost IGFBP-3 (ADU/10 pl)
Kontrolna grupa Ogledna grupa Zncajnost
razlike
Zasusenje 8,26 +1,39 8,67+1,75
Puerperijum 5,84 + 2,02% 8,13+ 1,59 p<0,01
30. dan laktacije | 8,61 + 1,25 11,33 +1,85%™ | p<0,00
60. dan laktacije | 13,50 + 2,06 2°°° 17,05 + 2,032 [ 5 < 0,05

*p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene u zasuSenju kod iste grupe krava; ®**p<0,001 u odnosu na vrednosti

odredene u zasusenju kod iste grupe krava; °®p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene 7. dana laktacije kod iste
grupe krava; “’p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene 30. dana laktacije kod iste grupe krava;

Relativna zastupljenost IGFBP-3 u krvnom serumu krava razli¢itih grupa se nije
znacajno razlikovala u periodu zasusenja. Kod obe grupe je posle teljenja doslo do
smanjenja relativne zastupljenosti IGFBP-3, pri ¢emu je ono bilo znacajno samo kod

kontrolne grupe (p < 0,01). Kod obe grupe krava relativna zastupljenost IGFBP-3 je vec¢
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30. i 60. dana bila znacajno veca nego u zasuSenju. Kod ogledne grupe je relativna
zastupljenost IGFBP-3 bila znacajno veca u odnosu na kontrolnu grupu 30. i 60. dana

laktacije.

5.5.6. Relativna zastupljenostt IGFBP-4

Relativna zastupljenost IGFBP-4 u krvnom serumu reprezentativnih uzoraka

unutar grupe prikazana je naslici 5.3.

Slika 5.3. Autoradiogram imunoblota za serumski IGFBP-4 odredenog 15. dana

prei 7., 30. 1 60. dana posle teljenja kod kontrolne i ogledne grupe krava

Kontrolna grupa Ogledna grupa

IGFBP-4 intaktan ——
IGFBP-4 fragment 1 ———»
-15 +7 o+

kDa)

M (
«— 31
' “— 21
. L
5 47  +30 +60

Dana u odnosu na teljenje

IGFBP-4 fragment 2 ——»

30 +60 -1

Na slici se zapaza da je imunoblotom u svim uzorcima utvrden jedan intaktan

molekul i dva fragmenta.

U tabeli 5.22. su prikazane prose¢ne vrednosti relativne zastupljenosti IGFBP-4

u krvnom serumu krava.
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Tabela 5.22. Relativna zastupljenost IGFBP-4 (X + SD) u krvi krava

Relativna zastupljenost IGFBP-4 (ADU/10 pl)
Kontrolna grupa Ogledna grupa Znacajnost
razlike
Zasusenje 14,70 + 2,25 14,58 + 1,89 NZ
Puerperijum 15,02 + 2,56 17,48 £ 2,27% NZ
30. dan laktacije | 17,57 £ 2,49° 20,95 + 3,25% p <0,05
60. dan laktacije | 18,13 +2,25% 21,29 + 3,16™ p <0,05

#3,<0,001 u odnosu na vrednosti odredene u zasugenju kod iste grupe krava; ®p<0,05 u odnosu na vrednosti odredene

u puerperijumu kod iste grupe krava; ®p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene u puerperijumu kod iste grupe krava;

bbb,<0,001 u odnosu na vrednosti odredene u puerperijumu kod iste grupe krava;

Relativna zastupljenost IGFBP-4 u krvnom serumu krava razli¢itih grupa se nije
znacajno razlikovala u periodu zasusenja. Kod obe grupe je posle teljenja doslo do
porasta relativne zastupljenosti IGFBP-4, pri ¢emu je ono bilo znacajno samo kod
ogledne grupe (p < 0,001). Ovaj znacajan porast relativne zastupljenosti IGFBP-4
nastavljen je kod ogledne grupe do kraja ispitivanog perioda. Relativna zastupljenost
IGFBP-4 je bila znacajno veéa u krvnom serumu ogledne u odnosu na kontrolnu grupu

krava 30. i 60. dana laktacije (p < 0,05, pojedina¢no).

5. 6. INDEKSI DOBIJENI RACUNSKIM PUTEM IZ VREDNOSTI POJEDINIH
PARAMETARA KRVI

U cilju boljeg tumacenja dobijenih rezultata izracunati su HOMA 1 indeks

konverzije tiroksina u trijodtironin.

5.6.1. HOMA indeks

Na osnovu dobijenih vrednosti za koncentraciju insulina i glukoze u krvi krava

obracunat je HOMA indeks koji je prikazan u tabeli 5.23.
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Tabela 5.23. HOMA indeks

HOMA indeks
Kontrolna grupa Ogledna grupa Znacajnost razlike
Zasusenje 1,63+0,34 1,60 +£ 0,26 NZ
Puerperijum 1,49 £ 0,56 1,38 +0,28% NZ
30. dan laktacije | 1,31 +0,27%* 1,92 +0,60% p < 0,001
60. dan laktacije | 1,39 + 0,52 2,71 + 0,992aepobece p < 0,001

#p<0,05 u odnosu na vrednosti odredene u zasusenju kod iste grupe krava; **p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene u

zasuSenju kod iste grupe krava; ***p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene u zasuSenju kod iste grupe
krava™™

p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene u puerperijumu kod iste grupe krava; krava®p<0,001 u odnosu na
vrednosti odredene 30. dana lakatcije kod iste grupe krava;

1z tabele se zapaza da se vrednost HOMA indeksa izmedu grupa nije znacajno
razlikovala pre teljenja kao i 7. dana laktacije dok je 30. i 60. dana laktacije bila
znacajno visa kod ogledne grupe ukazujuéi da je kod ogledne grupe postojala insulinska
rezistenicja. Takode, 7. dana laktacije, HOMA indeks se vise smanjio kod ogledne nego
kod kontrolne grupe u odnosu na zasusenje (p < 0,01 izmedu zasuSenja i puerperijuma
kod ogledne grupe) ukazujué¢i da je kod ogledne grupe u tom periodu smanjena

rezistencija tkiva na insulin.

5.6.2. Indeks konverzije tiroksina u trijodtironin

Na osnovu vrednosti za koncentraciju tiroksina i trijodtironina u krvi krava

obracunat je indeks konverzije (T3 / T,4) prikazan u tabeli 5.24.

Tabela 5.24. Indeks konverzije Tsu Ty

T3/ Ty
Kontrolna grupa Ogledna grupa Znacajnost razlike
Zasusenje 0,50+0,17 0,51+0,12 NZ
Puerperijum 0,79 +0,31% 0,72 +0,52 p<0,01
30. dan laktacije 0,51 +0,11° 0,42 + 0,09% p<0,01
60. dan laktacije 0,44 + 0,06 "¢ 0,44 + 0,06°%° NZ

#p<0,05 u odnosu na vrednosti odredene u zasusenju kod iste grupe krava; *®p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene u

zasuenju kod iste grupe krava; ®p<0,001 u odnosu na vrednosti odredene u zasusenju kod iste grupe krava; ®°p<0,01

u odnosu na vrednosti odredene u puerperijumu kod iste grupe krava; bbbp<0,001 u odnosu na vrednosti odredene u
puerperijumu kod iste grupe krava; “p<0,01 u odnosu na vrednosti odredene 30. dana laktacije kod iste grupe krava;

Iz tabele se zapaza da su vrednosti T3/T4 bile znacajno nize kod ogledne grupe

krava 7. 1 30. dana laktacije u odnosu na kontrolnu grupu (p < 0,01, pojedinacno). Posle
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teljenja je jedino kod kontrolne grupe doslo do znacajnog povecanja vrednosti T3/Ty
(p<0,001 izmedu perioda zasuSenja i puerperijuma). Kasnije od 7. do 30. odnosno 7. do

60. dana laktacije vrednosti T3/T4 su znac¢ajno smanjene kod obe grupe krava.
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6. DISKUSIJA

Koris¢enje energetskih dodataka u ishrani visokomle¢nih krava ima za cilj da
ublazi nedostatak u energiji u najranijoj fazi laktacije kada zivotinje ne mogu da unose
putem hrane dovoljne koli¢ine energije koja je potrebna da bi se podmirile povecane
potrebe organizma radi poveéane aktivnosti mle¢ne zlezde. Kao najpogodnija jedinjenja
za tu namenu se smatraju ona koja istovremeno mogu da sluze kao izvor energije i da,
zavisno od potreba organizma, budu i prekurzori za sintezu glukoze u jetri. Takva
jedinjenja su propilen glikol (Miyoshi i sar., 2001) i glicerol (DeFrain i sar., 2004;
Samanc i sar., 2010a; Kirovski i sar., 2012). Njihova primena ima najveéi znaéaj u
peripartalnom periodu jer se na taj na¢in predupreduje rani nastanak lipomobilizacije i
sa druge strane, ublazuju posledice negativnog bilansa energije na pocetku laktacije.
Naime, poznato je da je period oko teljenja najkriticniji za pravilnu funkciju
regulatornin mehanizama zbog naglog prelaska iz stanja pozitivhog bilansa energije
karakteristicnog za period visokog graviditeta u stanje negativnog bilansa energije
karakteristi¢nog za pocetak laktacije (Jorristma, 2003; LeBlanc, 2010). Jedinjenja koju
mogu da posluze kao neposredan izvor energije omogucavaju regulatornim
mehanizmima da usklade lipomobilizaciju kao fizioloski proces sa aktivnos$éu organa od
kojih zavisi iskoris¢avanje masnih kiselina i njihov promet u organizmu (Burns KN,

1963; Vaughn i sar., 1993).

Telesna kondicija krava je jedan od klinickih pokazatelja prometa energije 1
energetskog statusa jedinke (Samanc i sar., 2008; Roche i sar., 2009; Thorup i sar.,
2012). Najznacajnije promene u telesnoj kondiciji nastaju u peripartalnom periodu ali se
smatra da gubitak u telesnoj masi u tom periodu ne bi trebalo da bude ve¢i od 10 do 12
%, odnosno, izrazeno u oceni telesne kondicije 0,5 odnosno 0,7 poena (Samanc i sar.,
2010b). Rezultati dosadasnjih ispitivanja su ukazali da telesna kondicija krava u
peripartalnom periodu ima presudnu ulogu u procesu hormonalnog i metabolickog
prilagodavanja krava u ranoj fazi laktacije (Morrow., 1976; Brugere-Picoux J and
Brugere H., 1985; Samanc i sar., 2010b; Samanc i sar., 2010c). U zasuSenju krave
mogu da budu u tovnoj kondiciji, mada se i kada im je telesna kondicija u optimalnim
granicama, rezerve masti mogu koristiti kao dopunski izvor energije. Stepen koris¢enja
telesnih rezervi moze da bude daleko veci nego Sto su nastale energetske potrebe i ne

retko se zbog toga zivotinje teze prilagodavaju na negativan bilans energije. U retkim
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slu¢ajevima kao posledica nastaju bolesna stanja, krave naglo mrsave sve do
iscrpljivanja pa i uginu¢a (Morrow, 1976). Ako se analiziraju rezultati ispitivanja
telesne kondicije krava ukljucenih u ovaj ogled onda se uocavaju jasne razlike izmedu
vrednosti dobijenih kod krava ogledne u odnosu na krave kontrolne grupe. Naime, kod
obe grupe krava u antepartalnom periodu prose¢ne vrednosti za OTK su bile priblizno
iste i sa veoma malim individualnim varijacijama. Posle partusa, prose¢na ocena OTK
se znaCajno smanjila u odnosu na vrednosti dobijene u antepartalnom periodu. Ovo
smanjenja je kod krava kontrolne grupe bilo prose¢no 0,80 poena. To je vise od
preporucene razlike i1 znacajno vise nego kod krava ogledne grupe kod kojih je
smanjenje prosecne vrednosti OTK od antepartalnog perioda do puerperijuma iznosilo
0,43 poena. Takode, kod krava ogledne grupe nisu ustanovljene vece varijacije u
vrednostima OTK 30. i 60. dana laktacije, $to nije bio slucaj kod krava kontrolne grupe.
To se moze jos jasnije zapaziti na grafikonima gde su prikazane distribucije vrednosti
OTK unutar grupa u razli¢itim fazama proizvodno reproduktivnog ciklusa (Grafikoni
5.1 do 5.4). Imajuéi u vidu rezultate ocene telesne kondicije krava moze se smatrati da
je koris¢enje energetskog dodatka imalo uticaj na proces prilagodavanja energetskog
metabolizma u peripartalnom periodu, ¢ime su stvoreni uslovi da se zivotinje brze

oporave posle teljenja i osposobe za nastupajucu laktaciju.

Kod visokomle¢nih krava najznacajnije promene u energetskom metabolizmu
nastaju upravo u periodu oko teljenja, odnosno u peripartalnom periodu. S obzirom da
kod prezivara glukoza nije glavni izvor energije, u tu svrhu se najviSe koriste masne
kiseline (Nafikov i Beitz, 2007). To je razlog §to se u uslovima poveéanih energetskih
potreba kao alternativni izvor energije koriste masne kiseline iz telesnih depoa masti. S
obzirom da jetra ima kljuénu ulogu u regulaciji metabolizma masti, sasvim je jasno da
intenziviranje procesa lipomobilizacije uvek predstavlja opasnost za nastajanje manjeg
ili veéeg stepena zamascenja jetre (Breukink i Wensing, 1997; Bobe i sar., 2004)

Danas se smatra da je masna jetra jedno od najznacajnijih patoloskih stanja kod
visokomle¢nih krava. U uslovima blagog stepena lipomobilizacije sadrzaj lipida u
¢elijama jetre je zanemarljiv. Medutim, kada je lipomobilizacija veoma intenzivna, zbog
nakupljanja vecih koli¢ina triglicerida moZe do¢i i do difuznog zamascéenja tkiva jetre.
U takvim slu€ajevima nastaju znacajne promene u zdravstvenom stanju pa se zbog toga

obolele Zivotinje veoma dugo oporavljaju posle teljenja, zbog cega su njihovi
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proizvodni rezultati znadajno smanjeni (Samanc i sar., 2011). Nije retko da kod takvih
krava nastanu i problemi u reprodukciji (Suriyasathaporn, 2000; Jorristma, 2003;
Chagas i sar, 2007).

Upravo zbog ovih saznanja danas se posebna paZnja posvecuje moguénosti
koriS¢enja energetskoh dodataka u ishrani visokomle¢nih krava. U ogledu koji je
sproveden energetski dodatak je antepartalno, poslednje dve nedelje pre ocekivanog
termina teljenja, koris¢en u dnevnoj dozi od 250 ml po kravi, dok je postpartalno,
odnosno do 60. dana laktacije, koris¢en u dnevnoj dozi od 300 ml po kravi. Uzorci tkiva
jetre uzimani su u ranom puerperijumu, 30. i 60. dana laktacije. Visekratno uzimanje
uzoraka tkiva jetre je imalo za cilj da se utvrdi stepen zama$c¢enja kod obe grupe krava i,
§to je jo§ vaznije, utvrdi vreme koje je u postpartalnom periodu potrebno da se jetra
oslobodi viska masti i ponovo uspostavi morfoloski i funkcionalni integritet. Kao $to se
moze zapaziti iz dobijenih rezultata u ranom puerperijumu, iako postoji razlika u
stepenu zamaséenja jetre izmedu dve grupe krava, ona nije statisticki znacajna. Na
osnovu toga se moze pretpostaviti da primenjena doza nije bila dovoljna da spreci
intenzivnije odvijanje procesa lipomobilizacije, pa je zbog toga kod pojedinih Zivotinja
doslo do blagog ili srednjeg stepena zamasc¢enja jetre. To je razlog §to se danas, od
strane jednog broja istrazivaca, preporucuje da se antepartalno koriste dvostruko vecée
doze energetskog dodatka u odnosu na postpartalni period od 30. do 60. dana laktacije
(DeFrain i sar., 2004; Donkin i sar., 2009). Medutim, rezultati ukazuju da je kod
ogledne grupe stepen zamasSc¢enja jetre 30. dana laktacije bio vrlo nizak u odnosu na
kontrolnu grupu krava. Ovo jasno ukazuje da je kod tretiranih krava stepen
lipomobilizacije bio daleko manje izrazen nego kod krava kontrolne grupe. To

potvrduju i rezultati dobijeni odredivanjem koncentracije NEFA u krvi obe grupe krava.

Istrazivanja Urbenecka i Rossowa (1963) su ukazala da se krave kod kojih
nastaje veci stepen zamascenja jetre u puerperalnom periodu veoma dugo oporavljaju
(30 do 60 dana) do ponovnog uspostavljanja morfoloSkog 1 funkcionalnog integriteta.
To su kasnije u svojim istrazivanjima potvrdili i drugi autori (Reid, 1973; Grohn i
Rossow, 1963). Izgleda da se jetra veoma sporo oslobada suvisnih koli¢ina masti, $to se
dobrim delom reperkutuje na njene funkcije (Geelen i Wensing, 2006). Medutim, Gréhn
I sar. (1963) isticu da je, ako se kod ketoznih krava pravovremeno primenjuju mere

terapije, moguce skratiti period odmascivanja jetre. U takvim slucajevima brze dolazi
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do uspostavljanja normalnog funkcionalnog stanja jetre. Nalaze ovih autora potvrduju i
nalazi dobijeni u ovom radu. Kod krava ogledne grupe je utvrden dvostruko manji
procenat zivotinja sa umerenim stepenom zamascenja jetre u ranom puerperijumu.
Istovremeno je 30. dana laktacije, 100 % zivotinja imalo zanemarljiv stepen zamascenja
jetre. To nije bio slucaj kod krava kontrolne grupe kod kojih je u istom periodu 20 %

krava imalo srednji stepen zamascenja.

U cilju dijagnostikovanja poremecaja metabolizma kod krava koriste se
parametri metaboli¢kog profila (Kida, 2003; Samanc i sar., 2011; Gross i sar., 2011). U
tom smislu poseban znacaj se pridaje parametrima koji ukazuju na stanje energetskog
metabolizma i funkcionalno stanje jetre (koncentracija glukoze, albumina, NEFA-e,
BHBA-e i ukupnog bilirubina u krvi). Rezultati postignuti u ovom radu ukazuju da u
periodu oko teljenja nisu ustanovljene znacajne razlike u koncentraciji glukoze izmedu
dve grupe krava, ali su znacajne razlike utvrdene izmedu vrednosti za koncentracije
NEFA i BHBA. Koncentracija NEFA je kod obe grupe grava antepartalno bila relativno
niska i u skladu sa podacima iz literature (Ospina i sar., 2010). Medutim, postpartalno,
pogotovo u ranom puerperijumu, kod krava kontrolne grupe koncentracija NEFA je bila
u okviru fizioloskih vrednosti, dok je kod krava kontrolne grupe bila znacajno visa. Ta
razlika je uocena i u daljem toku laktacije (30. i 60. dana lakatcije). Prema tome je kod
krava kontrolne grupe lipomobilizacija u ranom periodu puerperijuma bila intenzivnija
nego kod krava ogledne grupe, i $to je jo§ vaznije, porast koncentracije NEFA 60. dana
laktacije ukazuje da kod njih jo$ nije uspostavljena energetska ravnoteza (energetska
stabilnost) pa se jedan deo energije i dalje koristi iz telesnih depoa. To donekle
objaSnjava €injenicu da je kod krava ogledne grupe koncentracija glukoze 30. 1 60. dana
laktacije znacajno veca nego kod krava kontrolne grupe. Drugim re¢ima, Zivotinje koje
su hranom unosile energetski dodatak su uspostavile ravnotezu izmedu priliva
energetskih prekursora iz telesnih depoa i stepena glukoneogeneze. Moze se zakljuciti
da su krave ogledne grupe ve¢ 30. dana laktacije izaSle iz stanja NEB jer su se
,prestrojile na koris¢enje energije iz alimentarnih izvora, a ne iz sopstvenih telesnih
depoa. Uzimaju¢i u obzir iste parametre moglo bi se zakljuciti da su krave kontrolne
grupe tek 60. dana izaSle is stanja NEBa. Sli¢na zapaZanja iznose i drugi istrazivaci
(Vaugh i sar., 1993)
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Ranija ispitivanja su ukazala da izmedu koncentracije glukoze i NEFA postoji
visok stepen negativne korelacije (Schwalm i Schultz, 1976). Jedino je u antepartalnom
periodu moguée da se uspostavi pozitivna korelacija izmedu ova dva parametra i ona
uvek govori o optimalnom unosu glukogenoplasticnih i energetskih prekursora.
Koncentracija BHBA u krvi se uvek menja u zavisnosti od energetskog statusa
zivotinje, odnosno u korelaciji je sa stepenom lipomobilizacije (Ospina i sar., 2010).
Prosecna koncentracija BHBA u krvi krava u antepartalnom periodu se nije znacajno
razlikovala izmedu dve ispitivane grupe krava. Medutim, u ranom puerperijumu kod
krava kontrolne grupe je ustanovljen znaCajno vec¢i porast u odnosu na vrednosti
dobijene antepartalno i u odnosu na vrednosti dobijene kod krava ogledne grupe. Porast
koncentracije BHBA u krvi krava kontrolne grupe i znacajno veéa koncentracija 30. i
60. dana laktacije ukazuju da je kod krava kontrolne grupe bio izrazeniji negativan
bilans energije tokom prvih 60 dana laktacije i da se zbog toga, kod ovih Zivotinja, u

vecoj meri koriste deponovane masne kiseline kao izvor energije.

Znacajno je zapaziti da koncentracija ukupnog bilirubina nije zna€ajno varirala u
krvi krava u postpartalnom periodu i da su proseéne vrednosti kod obe grupe krava u
postpartalnom periodu bile na gornjoj fizioloskoj granici. One su kod ogledne grupe
krava bile znacajno nize nego kod krava kontrolne grupe. Veoma je interesantno da su
vrednosti za koncentraciju bilirubina 60. dana laktacije kod obe grupe bile visoke. Taj
rezultat, udruzen sa visokom koncentracijom NEFA i BHBA, u tom periodu se
objasnjava stresom krava prolaznog karaktera u uslovima visoke proizvodnje mleka 1
0VO je zabeleZeno u literaturi upravo kao metabolicko obelezje stresa kod krava na

vrhuncu laktacije (Kessel i sar., 2008).

Rezultati ispitivanja koncentracija ukupnih proteina i albumina ukazuju da se
vrednosti ovih parametara znacajno razlikuju izmedu dve grupe krava. Proteinemija i
albuminemija mogu da budu dobri pokazatelji stepena hidratacije organizma, ali i
pokazatelji sintetske aktivnosti hepatocita. Kod oglednih Zivotinja, kod kojih je utvrdena
znacajno visa koncentracija ukupnih proteina i aloumina nego kod kontrolne grupe u
sva tri postpartalna perioda ispitivanja, doslo je do brzog uspostavljena optimalne
aktivnosti hepatocita $to se manifestovalo intenzivnom glukoneogenezom i poja¢anim
procesom sinteze proteina odnosno albumina. Poznato je iz literature da posle prestanka

degenerativnih procesa u jetri najpre dolazi do porasta koncentracije albumina u krvi
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kao pokazatelje ubrzane regeneracije i ponovnog uspostavljanja morfoloskog integriteta
tkiva jetre (Piccione i sar., 2011).

Hormoni tireoidee, a naro€ito T3 koji je Cetiri puta aktivniji od T4, iMmaju vaznu
ulogu u regulisanju energetskog metabolizma. Smanjenje njihove koncentracije u krvi u
peripartalnom periodu, naroCito na pocetku laktacije, omogucava koriS¢enje i
preusmeravanje telesnih rezervi organizma za potrebe nametnute visokom
proizvodnjom mleka. To znaci da se pri relativno nizoj koncentraciji hormona tireoidee
smanjuje 1 stepen koriS¢enja energije u telesnim tkivima ¢ime se omogucava da se, §to
je moguce vise prekursora, stavlja na raspolaganje mle¢noj zlezdi. Medutim, to vrlo
Cesto moze da bude uzrok narusavanja metabolicke ravnoteze i nekontrolisane
mobilizacije masti iz telesnih depoa, koje ne samo §to se ne koriste za podmirivanje dela
energetskih potreba organizma, ve¢ se zadrzavaju u parenhimatoznim organima (jetra)

naru$avajuéi njihov morfoloski i funkcionalni integritet (Morrow, 1976).

Rezultati ispitivanja koncentracije hormona tireoidee kod krava u periodu
zasusSenja i do 60. dana laktacije su u saglasnosti sa iznetim dosadasnjim saznanjima
(Stojic¢ i sar., 2001). Koncentracija tiroksina se nije znacajno razlikovala izmedu grupa
krava u periodu zasuSenja, odnosno na pocetku ogleda. Posle teljenja koncentracija
tiroksina u krvi obe grupe krava se znacajno smanjila, ali kod krava kontrolne grupe
znacajno vise nego kod krava ogledne grupe. Zatim, 30. dana laktacije kod obe grupe
doslo do porasta koncentracije tiroskina, ali samo kod krava ogledne grupe se ta
vrednost vratila na onu pre teljenja. Kod krava kontrolne grupe koncentracija tiroksina
je bila niza u odnosu na dobijenu vrednost u zasusenju i vrednost kod krava ogledne
grupe u istom periodu ispitivanja. Kod kontrolne grupe, koncentracija tiroksina se tek
60. dana laktacija vratila na nivo priblizan onom pre teljenja odnosno skoro se
izjednacila sa vrednosc¢u koja je dobijena kod krava ogledne grupe. Koncentracija T3 se
nije znacajno razlikovala izmedu grupa na pocetku ogleda ali je posle teljenja bila
znaajno veéa u oglednoj nego u kontrolnoj grupi krava. Medutim, ako se porede
vrednosti T3 u toku celog perioda ispitivanja onda se vidi da su nastale promene u
koncentraciji T3 skoro identicne sa promenema koje su ustanovljene za koncentraciju
tiroksina u krvi ispitivanih krava. Po svemu sudeci, promene u koncentracji hormona
tireoidee u antepartalnom i postpartalnom periodu u potpunosti odrazavaju promene u

energetskom statusu zivotinje. Osim toga, jasno se vidi da je aktivnost hormona
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tireoidee kao i koncentracija T3 u krvi u korelaciji sa intenzitetom energetskih procesa u
telesnim tkivima. U prilog tome govori podatak da su promene u dinamici nivoa
hormona potpuno iste, a jedina razlika postoji u apsolutnim vrednostima koncentracije
tiroksina, odnosno trijodtironina. Ranija ispitivanja su ukazala da je smanjivanje
koncentracije hormona tireoidee od 7 dana pre do 7 dana posle teljenja redovan nalaz

pri endokrinoj kontroli metabolizma krava u peripartalnom periodu.

Stepen smanjenja u tom periodu je u Korelaciji sa energetskim statusom
Zivotinje. Sto je veéi raspon u energetskom statusu krava izmedu antepartalnog i
postpartalnog perioda (vise od 0,7 poena) izrazitije je smanjenje koncentracije hormona
tircoidee u ranom puerperijumu u odnosu na period zasuSenja. Rezultati dobijeni u
ovom radu to jasno portvrduju imajuci u vidu da je kod krava kontrolne grupe razlika u
telesnoj kondiciji u najuzem periodu oko teljenja bila 0,75 poena, a kod krava kontrolne
grupe 0,44 poena. Osim toga, kod krava ogledne grupe je u toku 60 dana lakatcije
koncentracija tiroksina i trijodtironina bila znacajno veca u poredenju sa vrednostima
dobijenim kod krava kontrolne grupe. Sve to ukazuje da je energetski dodatak imao
uticaj na energetski status tretiranih krava i samim tim i na hormonalni status zivotinja.
Na osnovu ovih ¢injenica moze da se pretpostavi da za pravilno odvijanje metaboli¢kih
procesa uticaj pojedinh hormona ima odlucuju¢i znacaj, i da taj uticaj zavisi od
energetskog statusa.

Na osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuciti da hormonalni status krava
zavisi od fizioloskog stanja (graviditet i laktacija) odnosno energetskog statusa zivotinja
u razli¢itim fazama proizvodno reproduktivnog ciklusa. Stepen lipomobilizacije kao i
zamasc¢enje jetre u uskoj su korelaciji sa koncentracijom hormona tireoidee i endokrinog
pankreasa u peripartalnom periodu. Sto je veéa razlika u energetskom statusu veca je
opasnost od nastanka intenzivne lipomobilizacije sa negativnim posledicama po

zdravstveno stanje Zivotinja.

Servis period krava predstavlja vremenski period od teljenja do nastanka
ponovne koncenpicje i krece se u rasponu od 60 do 120 dana zavisno od rase, uzrasta,
mle¢nosti, ishrane i puerperalnih poremecaja. Prema podacima Vibarta i sar. (2012)
trajanje servis perioda u mnogome zavisi od sadrzaja proteina u obroku krava u ranoj

fazi laktacije i metaboli¢kih poremecaja u ranom puerperijumu Koji u velikoj meri uti¢u
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na morfoloski i funkcionalni integritet reproduktivnoih organa, pre svega materice, ali

uti¢u i na aktivnost jajnika i pojavu prvog fertilnog estrusa posle partusa,

Laktaciju i graviditet karakteriSu veoma intenzivni metabolicki procesi i za njih
je neophodno pravilno snabdevanje energetskim prekurzorima, proteinima, mineralima i
vitaminima. To je glavni razlog §to se pravilnom optimiziranju obroka i snabdevanju
energijom 1 proteinima pridaje veliki znacaj u intenzivnoj govedarskoj proizvodnji.
Mnogobrojna istrazivanja su Ukazala da je u zapatima gde je ucestalost metabolickih
poremecaja zanemarljiva, servis period skracen u proseku za 54 dana u poredenju sa
zapatima u kojima su dominantni poremecaji metabolizma u puerperijumu, zaostajanje
posteljice i endometritisi. Pored servis perioda kao pokazatelj reprodukcija aktivnosti
jedinki se koristi i indeks osemenjavanja, koji predstavlja prosecan broj osemenjavanja

po steonoj kravi (plotkinji).

Prema podacima nekih ranijih istrazivanja hormoni tireoidee imaju veoma vazan
uticaj na funkciju jajnika, ukljucujudéi i uticaj hormona IGF sistema. Kod dugotrajnog
deficita energije je ustanovljena smanjena aktivnost tireoidee i usporeno uspostavljanje
cikli¢éne aktivnosti jajnika. Osim toga, postoji znacajna negativna korelacija izmedu

nivoa IGF I u prvoj nedelji posle teljenja i duzine trajanja postpartalnog perioda aciklija.

Rezultati ispitivanja reproduktivnih pokazatelja kod krava ukljucenih u ovaj
ogled potvrduju ranije nalaze drugih istraziva¢a (Castafieda-Gutiérrez i sar., 2009).
Naime kod krava kontrolne grupe servis period je prose¢no iznosio oko 125 dana dok je
kod krava ogledne grupe bio kraé¢i i prose¢no iznosio 102 dana. Prema tome, servis
period je kod kontrolne grupe krava bio produzen za onoliko koliko je duze trajao NEB.
Krave kontrolne grupe su (a to pokazuju koncentracije BHBA, NEFA, pre svega) izasle
iz NEBa 60. dana laktacije a krave ogledne grupe ve¢ 30. dana. Veoma je znacajno
naglasiti da je kod 40 % krava kontrolne grupe krava servis period bio kra¢i od 120
dana a kod krava ogledne grupe ¢ak kod 60 % plotkinja. Takode, znacajno je zapaziti da
je indeks osemenjavanja bio skoro isti kod obe grupe krava Sto ukazuje da je kod krava
kontrolne grupe duZe trajao period mirovanja jajnika pa je zbog toga pri duzem trajanju
servis perioda u odnosu na oglednu grupu indeks osemenjavanja bio priblizno isti.

U peripartalnom periodu nastaju najznacajnije promene u energetskom statusu
krava, ovaca, koza i drugih vrsta zivotinja, ali su te promene najizrazenije kod krava

visokomle¢nih rasa. U nekim slucajevima, razlika u energetskim potrebama izmedu

70



perioda zasuSenja i rane faze laktacije se krece u rasponu od 100 do 150 MJ NEL. Zbog
toga kod krava na pocetku laktacije nastaje veoma izrazen negativan bilans energije,
koji ne retko dovodi i do bolesnih stanja. U vezi sa tim, u tom kriti¢cnom periodu nastaju
I promene u aktivnosti regulatornih mehanizama. U poslednje vreme se sve vise istice
da nedovoljno prilagodavanje endokrinog sistema u peripartalnom periodu predstavlja
jedan od klju¢nih ¢inilaca u naruSavanju metaboli¢ke ravnoteze i nastanku supklini¢kih
i klinickih poremecaja zdravlja. Tu se pre svega misli na aktivnosti endokrinog
pankreasa i tireoidee. U peripartalnom periodu nastaju u krvi krava znacajne promene u
koncentraciji insulina. Insulin je jedan od najvaznijih anaboli¢kih hormona, koji pored
uloge u regulisanju metabolizma ugljenih hidrata, stimuliSe proces lipogeneze U
masnom tkivu. Insulinemija ima velika variranja u toku dana, §to pre svega zavisi od
rezima ishrane i sastava obroka. Kako se inuslinemija smanjuje pri kraju graviditeta i
doseze najnizi nivo u prvim nedeljama laktacije, smanjuje se i inhibitorni uticaj na
proces lipolize. Zbog toga se uporedo sa smanjenjem insulinemije naglo povecava
koncentracija slobodnih masnih kiselina u krvi. Time se stvara mogucnost da se
stavljaju na raspolaganje dodatne koli¢ine energetskih prekurzora i tako pokriva deo

nedostajuce energije iz alimentarnih izvora.

Rezultati ispitivanja koncentracije inuslina u krvi krava uklju¢enih u ovaj ogled
ukazuju da je kod obe grupe krava insulinemija u periodu zasusenja bila priblizno ista.
U ranom puerperijumu su ustanovljene znatno nize vrednosti koncentracije insulina u
odnosu na vrednosti dobijene u antepartalnom periodu. Pri tome je kod krava koje su
dobijale energetski dodatak smanjenje insulinemije bilo daleko manje izrazeno nego
kod krava kontrolne grupe. Ve¢ 30. dana laktacije je kod krava ogledne grupe
ustanovljen znacajan porast insulinemije i to, U vecoj meri nego kod krava kontrolne
grupe. Promene u koncentraciji insulina kako 30., tako i 60. dana laktacije ukazuju da su
krave koje su dobijale energetski dodatak ve¢ 30. dana laktacije imale povoljniji
energetski bilans, i da su 60. dana uspostavile energetsku ravnotezu izmedu proizvodnih
potreba i priliva energije iz alimentarnih izvora. Kod krava kontrolne grupe je isti nivo
insulinemije (koji je kod krava ogledne grupe utvrden 30. dana) utvrden 60. dana
laktacije, odnosno sa 30 dana zakasnjenja. To ukazuje da je koris¢enje dodatnog izvora
energije doprinelo brzem prilagodavanju organizma u uslovima negativnog bilansa

energije 1 da je ve¢ 30. dana kod krava ogledne grupe doSlo do uspostavljanja
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energetske ravnoteze. Tome u prilog govore i rezultati dobijeni ispitivanjem
koncentracija slobodnih masnih kiselina i BHBA. U prilog tome su i vrednosti HOMA
indeksa, s obzirom da se kod krava ogledne grupe povecala osetljivost tkiva na insulin,
pa je samim tim smanjena mogucnost kori§¢enja masnih kiselina iz telesnih izvora.
Drugim re¢ima, koncentracije insulina, masnih kiselina i BHBA i vrednosti HOMA
indeksa ukazuju da je kod krava ogledne grupe ve¢ 30. dana posle teljenja doslo do
smanjenja intenziteta lipolize. Kod ovih jedinki su bile smanjene potrebe da u

energetske svrhe koriste masne kiseline kao izvor energije.

Negativni bilans energije na pocetku laktacije je obi¢no udruzen sa niskom
koncentacijom IGF-I koja je posledica smanjenje sinteze IGF-I u jetri goveda (Sharma i
sar., 1994). U nasem radu je kod obe grupe krava doSlo do znaajnog smanjenja
koncentracije IGF-1 u periodu od zasuSenja do pocetka laktacije. Ipak, sedmog dana
laktacije, prose¢na koncentracija IGF-I je bila znacajno veca kod krava koje su dobijale
energetski dodatak u odnosu na kontrolnu grupu krava. Tretman glicerolom je takode
doveo do mnogo ranijeg porasta IGF-I postpartalno, $to je verovatno povezano sa
povoljnijim energetskim statusom ovih krava. Poznato je da IGF cirkuliSe vezan za
nekoliko IGF vezujuéih proteina (IGFBP). Rezultati o prisustvu IGFBP u krvi krava u
nasem ogledu su u saglasnosti sa rezultatima Cochick i sar. (1992). Glavni IGFBP u
krvi je IGFBP-3, koji obi¢no vezuje preko 75 % IGF-I. Vezivanje IGF-I za ovaj
vezujuci protein povecava njegov poluzivot, u odnosu na slobodnu formu, i uti¢e na
dostupnost IGF molekula razli¢itim tkivima (Kostecka i Blahovec, 2002). U skladu sa
rezultatima Sharma i sar. (1994) i Formigoni i sar. (1996) i nasi rezultati su ukazali da
je zastupljenost IGFBP-3, isto kao i IGF-I, najniZza nakon teljenja, dok se zastupljenost
IGFBP-2 i IGFBP-4 povecava u to vreme. Tridsestog dana posle teljenja zastupljenost
IGFBP-2 i IGFBP-4 je bila i dalje povecana, a koncentracija IGFBP-3 je tada pocela da
raste. Sezdesetog dana posle teljenja zastupljenost IGFBP-3 se znacajno povecala, dok
je zastupljenost IGFBP-2 pocela da pada a zastupljenost IGFBP-4 se nije promenila.
Dodavanje glicerola u hranu je uslovilo raniji porast IGFBP-3. To je u saglasnosti sa
rezultatima Formigoni i sar (1996). Od 7. do 60. dana laktacije zastupljenost IGFBP-2
nije bila znacajno niza u grupi koja je primala energetski dodatak, $to bi bilo o¢ekivano
prema podacima iz literature (Formigoni i sar., 1996). Naime, IGFBP-2 u cirkulaciji bi

trebao da bude u negativnoj korelaciji sa IGF-1 (Sharma i sar., 1994) i ocekivalo se da
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zastupljenost IGFBP-2 padne u vec¢oj meri kod grupe koja je primala energetski dodatak
u odnosu na kontrolnu grupu od 7. do 60. dana laktacije. Niza koncentracija IGFBP-2 je
obi¢no udruzena sa pozitivnim energetskim bilansom krava. Veca zastupljenost IGFBP-
2 kod ogledne grupe u odnosu na kontrolnu 60. dana laktacije verovatno ukazuje na

povecéanu sintezu IGFBP u jetrinim ¢elijama uslovljenu energetskim dodatkom.

Poznato je da razlicite Celije proizvode razli¢ite IGFBP. Tako IGFBP-3
proizvode Kupferove i endotelne ¢elije, IGFBP-2 hepatociti a IGFBP-4 uglavnom
hepatociti. IGFBP-2 se dodatno sintetiSe u mnogim drugim tkivima kao u osteoblastima.
Moze se o¢ekivati da energetski dodatak deluje razlicito na razlicite ¢elije. Sinteza IGF-
| i njegovih vezujucih proteina je modulirana hormonima na razli¢itim nivoima. Insulin
deluje inhibitorno na sintezu IGFBP-2 u jetri ali ne i osteoblastima (Boni-Schnetzler i
sar., 1990). Trijodtironin uti¢e pozitivno na ekspresiju IGFBP-2 iRNK u hepatocitima
kao i eksperesiju gena za enzima fosfoenolpiruvat karboksikinazu (PEPCK) u ¢elijskim
linjjama odraslih pacova (Pan i sar., 1990). Ovaj enzim odreduje stepen odigravanja
glukoneogeneze u jetri i njegovu aktivnost smanjuje insulin. 1z ovoga se moze zakljuciti
da je regulacija ekspresije iIRNK za IGFBP-2 i PEPCK mozda povezana. Podataka o
zastupjenosti IGFBP-4 u krvi krava za sada nema u literaturi. Porast koncentracije
ukupnih proteina moze biti posledica povecane sinteze u jetri ili povecanog unosa
proteina. S obzirom da su i ogledna i kontrolna grupa krava primale istu koli¢inu
proteina putem hrane, moze se pretpostaviti da je visa koncentracija ukupnih proteina i

albumina, kao i IGFBP-2 i IGFBP-4 u oglednoj grupi rezultat povecane sinteze u jetri.

U protekle dve decenije je doslo do znacajnog povecanja proizvodnje mleka kod
mle¢nih krava, ali je to istovremeno u velikoj meri poremetilo reproduktivnu aktivnost
visokomle¢nih rasa. Nutritivna osnova ovog problema je bazirana na ¢injenici da Su
potrebe visokomlecnih krava na pocetku laktacije, kada se prinos mleka naglo
povecava, veoma izrazene pa zbog toga nastaje negativan bilans energije koji traje sve

do osme odnosno dvanaeste nedelje laktacije.

Negativan postpartalni bilans energije moze da prouzrokuje znacajne endokrine
promene koje su vaZzni regulatorni mehanizmi procesa lipomobilizacije. U suStini

lipomobilizacija je fizioloski proces koji, ukoliko se odigrava nekontrolisano, moze da

.....

periodu do cetiri nedelje posle teljenja negativan bilans energije je u visokoj korelaciji
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sa prinosom mleka i intervalom do prve ovulacije. Danas postoje sigurni dokazi da broj
ovulatornih ¢elija i estrusnih ciklusa, koji prethode osemenjavanju, uti¢u na rezultate
koncepcije, tako da duzina postpartalnog perioda do prve ovulacije moze da posluzi kao
vazan parametar za procenu efekta negativnog bilansa energije na reprodutivne rezultate
(Butler, 2000). Na osnovu bibliografskih podataka se moze zapaziti da je kod krava kod
kojih nastaju nagle i velike promene u telesnoj kondiciji u prvim nedeljama laktacije
odlozen estrus. OdloZena pojava cikli¢nosti se u metabolickom i hormonalnom pogledu
karakteriSe nizom koncentracijom glukoze, ukupnog holesterola, insulina, IGF-11 T3 u
krvi, a viSom koncentracijom NEFA 1 BHBA u poredenju sa kravama koje ovuliraju do
Seste nedelje laktacije. Rezultati ispitivanja u okviru ove doktorske disertacije govore u
prilog rezultatima do kojih su dosli drugi istrazivaci (Castafieda-Gutiérrez i sar., 2009).
Naime, krave ogledne grupe koje su uspostavile energetsku ravnotezu oko 30. dana
laktacije su imale kraci servis period i1 znacajan broj je koncipirao od 60. do 100. dana
laktacije. Ovaj podatak ukazuje da, kako se kod krava popravlja energetski bilans tako

se stvaraju mogucnosti da se ranije pojavljuje prvi postpartalni folikularni talas.

Po svemu sudeci, potencijalni metabolicki signali za osovinu hipotalamus-
prednji rezanj hipofize — jajnik su biohemijski sastojci krvne plazme (NEFA i glukoza) i
neki hormoni (hormon rast, insulin i IGF-I). Sto se ti¢e NEFA i glukoze postoje
kontradiktorna misljenja, ipak postoje rezultati koji ukazuju da poremecaj metabolizma
koji nastaje u periodu oko teljenja mogu da budu uzrok kvalitativnih promena oocita ¢iji
razvoj pocinje u ovom periodu. Pretpostavlja se da osim stanja negativnog bilansa
energije 1 drugi ¢inioci mogu da uti¢u nepovoljno na razvoj oocita u toku prve faze
njihovog razvi¢a. To su u prvom redu hipoglikemija, hiperketonemija 1 povecana
koncentracije NEFA u krvi. U tom pogledu svakako je veoma znacajna ocuvanost
funkcije jetre. Prema nekim podacima kod krava kod kojih je stepen zamaS¢emnja jetre
u ranom puerperalnom periodu 10 %, servis period je 140 dana, pri zamaséenju od 20
do 40 % je 187 dana, a kod krava sa zamascenjem jetre preko 40 % servis period je
najduzi i prose¢no iznosi 206 dana (Castafieda-Gutierrez i sar., 2009). lzgleda da
sposobnost Zivotinja da $to pre uspostave energetsku ravnotezu uti¢e presudno kako na
proizvodne rezultate tako i na reproduktivnu funkciju u ranoj fazi laktacije. Koriséenje
energetskih prekurzora ima povoljan uticaj na proces prilagodavanja jer, sa jedne strane,

to uti¢e na stepen lipomobilizacije i koncentraciju metabolita koji nepovoljno uti¢u na

74



sazrevanje jajnih Celija a sa druge strane, na stimulaciju osovine za pravovremenu

aktivaciju jajnika i prvu postpartalnu ovulaciju.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata istrazivanja sprovedenih u okviru ove doktorske disertacije

mogu se formulisati sledec¢i zakljucci:

1. Kod krava koje su primale energetski dodatak tokom peripartalnog perioda
postpartalni negativan bilans energije bio je slabije izrazen. Naime, gubitak u
telesnoj kondiciji u periodu od pre teljenja do posle teljenja kod ogledne grupe
krava bio je u fizioloSki prihvatljivim okvirima i zna¢ajno manji nego kod
kontrolne grupe, dok je koncentracija NEFA 7. dana nakon teljenja bila znacajno
niza kod krava koje su dobijale energetski dodatak u odnosu na one koje nisu.
To znaci da je lipomobilizacija, kao mehanizam kojim se nadoknaduje negativan
bilans energije kod krava tokom rane laktacije, bila umerenija.

2. Koncentracija insulina, tireoidnih hormona, IGF-I i njegovog glavnog vezujuceg
proteina (IGFBP-3) je u krvi krava koje su primale energetski dodatak bila
znacajno visa posle teljenja, sto dodatno ukazuje da su jedinke koje su primale
dodatak bile u povoljnijem energetskom statusu u odnosu na krave Kkoje nisu
dobijale dodatak.

3. Koncentracija ukupnog bilirubina kao pokazatelja funkcionalnog stanja jetre je
7. dana posle teljenja bila znac¢ajno niza kod krava koje su primale energetski
dodatak u odnosu na krave koje ga nisu primale. Posledi¢no su krave koje su
primale dodatak imale nizak stepen zamasSc¢enja jetre, dok su krave koje nisu
primale dodatak imale srednji stepen zamascenja jetre.

4. Parametri koji su odraz sintetske sposobnosti hepatocita (ukupni proteini,
albumini, IGFBP-2 i -4) su bili znacajno visi kod krava koje su primale dodatak
u odnosu na krave koje nisu primale dodatak 7. dana posle teljenja.

5. Koncentracija IGF-I je u periodu od 7. do 60. dana posle teljenja bila znacajno
visa kod krava koje su primale energetski dodatak, $to se moze dovesti u vezu sa
boljom reproduktivnom aktivno$éu krava kod koje su dobijale energetski
dodatak. Naime, servis period je kod njih bio znacajno kra¢i nego kod krava
koje nisu dobijale dodatak.

6. Koncentracija insulina, glukoze i ukupnih proteina je bila znacajno visa a

koncentracija BHBA i NEFA znacajno niza 60. dana posle teljenja ukazujuéi da
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su krave koje su primale dodatak brze izasle iz stanja negativhog bilansa.
Posledi¢no krave koje su dobijale energettski dodatak su imale znacajno visu

mlecnost 60. dana laktacije u odnosu na krave koje nisu dobijale dodatak.
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Mpwunor 1.

U3jaBa o0 ayTopcTBY

Motnucanun: Xermko Cnapojesuh

Opoj ynuca

N3jaBrbyjem
[a je [oKTopcka gucepTrauuja no4 HacroBom

YTuuaj eHepreTckor bunaHca Ha eHOOKPUHU 1 MeTabonnykmn ctaTyc Kpaea

e pe3ynTaTt CONCTBEHOI UCTPaXXMBaYKOr paaa,

e [a NpegroxeHa gucepTauunja y LUenuHM HKX y AenoBuma Huje buna npepnoxeHa
3a pobujarbe Omno Koje AunnoMe npema CTYyAWCKUM nporpamuma apyrux
BMCOKOLLIKOJICKUX YCTaHOBa,

e [la Cy pe3ynTaTul KOPEKTHO HaBEedEHW U

e [a HuMcaMm KpLUMo/na ayTopcka npasBa v KOPUCTUO UHTENEKTYarHY CBOjUHY ApYriX
nuua.

Mornuc goktopaHpa

/( {higpopdtr

Y beorpagy,




Mpwunor 2.

N3jaBa 0 NICTOBETHOCTU WITaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paga

Mme n npesmme aytopa: XXerbko Cnagojesuh

Bpoj ynuca

Cryaujckn nporpam: OKTopcKke akageMcKe cTyanje

Hacnos papga: YT1uuaj eHepretckor GunaHca Ha eHAOKPUHM 1 MeTabonuyku cTaTyc
KpaBa

MeHnTop: Mpod. ap danujena Kuposcku

Motnucanu: XXervko Cnagojesuh

n3jaBrbyjeM fa je wTamnaHa Bep3uja MOr AOKTOPCKOr paja WCTOBETHA €NeKTPOHCKO]
BEpP3ju Kojy cam npedao/na 3a objaBrbMBakbe Ha noptany AurutanHor
peno3utopujyma YHuBep3urteta y beorpagy.

[lo3sorbaBam ga ce objaBe Moju NMYHU Nofaly Be3aHn 3a gobujate akagemMcKor 3Barba
AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe 1 Npesume, rognHa n mecto pofierwa v gaTym ogdpaHe

paaa.

OBM nWYHM nogaum Mory ce o06jaBuTu Ha MPEeXHUMM CcTpaHuuama pururanHe
oubnuoTeke, y enekTpoOHCKOM KaTanory un y nybnvkauunjama YHusepsuteTa y beorpagy.

MoTnuc pokTopaHaa
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Y Beorpagy,




IIpnor 3.

U3jaBa o kopuwhemy

Opnamhyjem VYHuBepsurercky Oubmuorexy ,Cserozap Mapkosuh“ pa y Jlururanau
penozutoprjyM YHuBep3uTeTa y Beorpany yHece Mojy HOKTOPCKY AMCEpPTaLMjy MO HAaCIOBOM:
Y1uuaj eneprerckor GuiaHca Ha €HIOKPHHHU U METab0IHYKH CTaTyC KpaBa

KOja je Moje ayTOpCKO AENO.
Jucepraumjy ca CBMM NPWIO3HMa Tpefao/a caM y elNeKTPOHCKOM (opMary MOrogHoOM 3a
TPajHO apXHBUPALLE.

Mojy HOKTOpPCKY AMCepTalujy HoXpameHy y JIUMMTaaHH perno3HTOpHjyM YHHBEp3WUTETa Y
Beorpany Mory na KOpucTe CBH KOjH MOWITYjy ofpende canpixaHe y onabpaHOM THITy JIMLIEHLIE
Kpeatuene 3ajenuune (Creative Commons) 3a Kojy caM ce OIUTy4Ho/Ja.

1. AytopctBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLIHjaJTHO
3. AyTopcTBO — HeKOMepLHjatHO — 6e3 npepaje
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIMjAJIHO — JEJTUTH TOJ] HCTUM YCJIOBHMA
5. Ayropcteo — 6e3 npepaze
JAYyTOpPCTBO — JI€JTUTH MOA UCTHM YCIOBUMA

(MonuMo [ia 3a0KpYy>KHTe CaMO jeAHY OJ IUeCT MOHyheHHUX JIMIEHIH, KpaTaK OIUC JIMLEHLH AaT
je Ha noneljuHH HCTA).

IloTmac AOKTOpaHaa
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V Beorpany,
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