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1.UVOD

Peripartalni period predstavlja period oko teljenja i kod krava se odlikuje brojnim
metabolickim adaptacijama koje nastaju kao posledica graviditeta, partusa i pocetka laktacije
(homeoretski procesi) kao i teZznje organizma da sacuva homeostazu. Ja¢anje homeoretskih
procesa na racun procesa homeostaze neminovno dovodi do stresa kod krava. Peripartalni
stres kod krava nastaje kao posledica jatanja homeoretskih, kataboli¢kih procesa i negativnog
energetskog bilansa krava na pocetku laktacije. Stres koji nastaje kao posledica disbalansa
energetskog metabolizma uz brojne endokrine, biohemijske, hematoloske, imunoloske i druge
adaptacije naziva se metabolicki stres.

Uticaj stresa moze biti pozitivan i negativan. Pozitivan uticaj stresa ogleda se u
razvoju adaptacionih kapaciteta organizma, ¢ime organizam postaje otporan na pojavu
ponovljenog stresa. Medutim, kada stres po svom intenzitetu i/ili trajanju prevazide
adaptacione sposobnosti organizma nastaju brojne promene, koje se kod proizvodnih
zivotinja, kao Sto su krave pre svega ogledaju u smanjenim proizvodnim karakteristikama i
slabijem zdravlju.

Partus i zapocinjanje laktacije je veoma naporan proces za organizam krava, pa je
peripartalni period najkriticniji za njihovo zdravlje i produktivnost. Brojne adaptacije mogu
biti takve da dovedu do bolesti (ketoza, masna jetra, dislokacija siriSta, mastitis, metritis,
bolesti papaka) ili trajnog pada produktivnosti (znacajan gubitak telesne kondicije, pad

proizvodnje mleka i slaba perzistencija laktacije, reproduktivne smetnje), ¢ime se nanosi
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velika ekonomska Steta. Ipak, pre nastanka ovih dekompenzatornih procesa, u organizmu se
pokre¢e Citav niz kompenzatornih mehanizama kakrakteristicnih za peripartalnih period.
Sastavni delovi kompenzatornog mehanizma su promene koje se na osnovu laboratorijskih
analiza mogu u prvim nedeljama posle partusa uociti u endokrinom, metabolickom i
celulalrnom profilu. Laboratorijskim analizama se vrlo rano mogu detektovati krave ciji
metabolicki profil ukazuje na loSu adaptacionu sposobnost, pa se tim kravama mora posvetiti
posebna paznja. Cilj ovog rada je da se ispitaju modeli metabolickog stresa koji su zasnovani
na endokrinim i metabolickim pokazateljima i da se ispita da li parametri anabolizma i
katabolizma u prvoj nedelji posle partusa mogu biti od koristi u proceni zdravlja i
produktivnosti krava u laktaciji koja sledi.

Na ovaj nacin ¢emo pokusati da znanja iz bazi¢ne nauke predstavimo kao aplikativna i

da kroz rano planiranje uzroka izbegnemo negativne posledice na farmi, Sto je imperativ

y C : : : 1
modernog zdravstvenog menadzmenta i odrzivog zdravlja u veterinarskoj medicini.
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2.PREGLED LITERATURE

Razumevanje metaboli¢kog stresa kod krava u peripartalnom periodu je veliki i slozen
proces jer ukljuuje poznavanje svih elemenata koji ¢ine metabolizam organizma. U ovom
poglavlju ¢emo izneti osnovne karakteristike metabolizma krava u periodu oko teljenja, sa
patofizioloskim objaSnjenjem glavnih izmena kao S§to su smanjen unos hrane i negativni
energetski bilans. Potom je ¢emo definisati osnovne endokrine promene, koje nastaju u
peripartalnom periodu, kao posledica pocetka i odrzavanja laktacije i koji su pokazatelji
postojanja metabolickog stresa. Efekti peripartalnih metabolickih izmena ¢e biti opisani kroz
karakteristicne promene u metabolickom profilu, krvnoj slici i imunom statusu krava. Na
kraju ¢emo opisati uticaj promena u endokrinom i metabolickom statusu na telesnu kondiciju,
proizvodnju mleka i reproduktivnu efikasnost krava u ranoj laktaciji. Analiza metabolickih
pokazatelja ¢e nam omoguditi izbor kvalitetnih kriterijuma za patofizioloSku procenu

peripartalnog metabolickog stresa kod krava 1 postavljanje hipoteze.

2.1.Smanjen unos hrane, negativni energetski bilans i metabolicki stres

krava u peripartalnom periodu — opSte karakteristike

Jednostrana selekcija krava na proizvodnju mleka dovela je do viSestrukog porasta
mlecnosti krava u poslednjih nekoliko decenija. Mle¢nost krava je kvantitativna genska

osobina, §to znaci da na njeno formiranje uti¢e viSe minor-gena, ali da presudnu ulogu u
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ispoljavanju 1 ostvarivanju mlecnosti kao osobine imaju faktori spoljasnje sredine.” U

najznacajnije faktore spoljasnje sredine spadaju faktori ishrane i nege. Na pocetku laktacije
znacajno su povecane potrebe u hrani i energiji. Medutim, upravo u tom periodu krave ne
mogu uneti dovoljne kolicine hrane koje su potrebne, usled cega se javlja negativan
energetski bilans i metabolicki stres (Grafikon 1). Ova pojava je posebno izrazena kod visoko
selekcionisanih krava holsStajn-frizijske rase, obzirom da je kod ovih krava naglasena potreba

za odrzavanjem laktacije u odnosu na ostale potebe organizma.3 U toku graviditeta nastaje

postepeni pad unosa hrane, tako da za svaku nedelju graviditeta uzimanje hrane opada za

1,53% (0,17kg) do tri nedelje pre teljenja, dok su noviji modeli pokazali da se negativan trend

u unosu hrane nastavlja i posle teljenja.4

48 —— Neto energija mleko
= == N E. hrane — N.E. za odrzavanje
40 =sssses  Energetski bilans

—
'-n._._‘
-— e o
b-

Neto energija (mcal/dan)
>

$ 40 80 120 160 200 240 280 320 360

Teljenje Koncepcija Zasusenje Teljenje

Dani laktacije

Kalkulacija energetskog bilansa u graviditetu i laktaciji (N.E. — neto energija) (prema NRC-u, 2001)
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N.E. za odrzavanje = 0.08 x telesna masa’’®
N.E. za gravidnost= [(0.00318 x dan graviditeta— 0.0352) x (masa teleta/45)]/0.218
N.E. za laktaciju = [(0.0929 x %mle&na mast) + (0.0547 x%mlecni proteini) + 0.192] x koli¢ina mleka

Grafikon 1: Energetski bilans kod krava tokom laktacije
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Postoje brojni razlozi zbog kojih dolazi do smanjenog unosa hrane i negativnog
energetskog bilansa. Smanjen unos hrane nastaje kao posledica adaptacije na pocetak
laktacije. Ve¢ smo rekli da se neposredno pred partus i u prvim danima laktacije deSavaju
metabolicke izmene u cilju podrSke laktaciji. Osnovne promene u metabolizmu ugljenih
hidrata i masti u periodu oko teljenja i u ranoj laktaciji su: sniZzena koncentracija glikemije,
povecanje glukoneogeneze, smanjena potrosnja glukoze u perifernim tkivima, normalna ili
snizena upotreba acetata, povecana lipidna mobilizacija iz masnih depoa uz poviSenu
koncentraciju neesterifikovanih masnih kiselina i njihovu povecanu upotrebu u perifernim

.. 5 . . v . . .. oy
tkivima.” U osnovi ovih procesa leze brojne endokrine adaptacije, a to su pre svega: povisena

koncentracija kortizola (koja pomaze lipomobilizaciju i1 glukoneogenezu), povisena
koncentracija hromona rasta (koja omogucéuje povecanu upoterbu hranljivih materija u
mlecnoj zlezdi i dovodi do pada osetljivosti na insulin), snizena koncentracija insulina (koja
nastaje zbog smanjenog unosa hrane i1 umanjene receptorske osetljivosti) i snizena
koncentracija IGF-I (zbog snizenog anabolickog efekta hormona rasta u perifernom tkivu
krava uprkos njegovoj povisenoj koncentraciji). Sve ove promene omogucéavaju
preusmeravanje glukoze (energije) ka plodu i mle¢noj Zlezdi, dok periferna tkiva povecano
koriste masti kao izvor energije. Dnevna procena deficita glukoze iznosi oko 500g/dan, pa se
povecano mobiliSu glukoneoplasticne amino-kiseline iz skeletnih miSi¢a 1 drugih tkiva, Sto
zajedno sa smanjenim kapacitetom za sintezu proteina dovodi do njihovog deficita pada
pre¢nika miSi¢nih vlakana za 25% neposredno nakon partusa. Da bi zadovoljila potrebe za
glukozom, jetra troSi i rezerve glikogena, a na mesto glikogena se zbog povecanog
metabolisanja masti stvaraju i akumuliraju ketonska tela i trigliceridi, $to ukazuje na znacajan
metabolicki stres kod mle¢nih krava. Pored navedenog, kod krava u periodu oko teljenja raste
koncentracija oksitocina i estradiola i drugih polnih hormona koji omogucéuju ponovnu

aktivaciju jajnika. Smanjena osetljivost na insulin i homeoretsko delovanje hormona raste,



Created by Simpo PDF Creator Pro (unregistered version)

http://www.simpopdf.com
Marko R. Cincovié Doktorska disertacija

zajedno sa povecanom koncentracijom neesterifikovanih masnih kiselina i ketona i1 ostalim
opisanim promenama dovode do smanjenog apetita kod krava.® Ostaje otvoreno pitanje da li

smanjen apetit krava pokreée metabolicke adaptacije ili metabolicke adaptacije izazvane
pocetkom laktacije i razvojem ploda dovode do smanjenog apetita kod krava.

Sve metabolicke adaptacije nastaju da bi se podrzala laktacija, tako da se sve hranljive
materije usmeravaju ka mle¢noj zlezdi. Mle¢na zlezda koristi glukozu za proizvodnju laktoze,
mlecnog Secera, koji je higroskopan, pa povecava volumen proizvedenog mleka, ali i za druge
energetske potrebe. Proces stvaranja mle¢nih proteina se odvija upotrebom amino-kiselina iz
krvi, a masne kiseline utiCu na proizvodnju mlecne masti. Negativni energetski bilans kod
krava dovodi do povecane koncentracije mlecne masti (zbog povecanog koriS¢ena masnih
metabolita iz krvi) 1 snizene koncentracije proteina (zbog manjka energije i nedostatka

prekursora za proizvodnju dovoljne koncentracije pro‘[eina).7 Optimalno snabdevanje vimena

glukozom je znacajno za perzistenciju laktacije. Ako bi se glukoza povecano troSila za

potrebe perifernog tkiva, Sto se recimo deSava tokom toplotnog stresa kod krava, doSlo bi do
znacajnog pada u proizvodnji i kvalitetu mleka.”

Mle¢na zlezda ima prioritet prilikom upotrebe glukoze u organizmu krava, jer je
glukoza znacajan prekursor laktoze koji definiSe ostale karakteristike mleka. U ovom periodu
mle¢na zlezda povecano trosi glukozu zbog Cinjenice da je bogata receptorima koji su insulin-

nezavisni u procesu usvajanja glukoze u ¢elije, dok je ostalo periferno tkivo bogato insulin-

s

o . : 9,10 y e :
zavisnim receptorima ¢ija gustina u laktaciji opada. Ovde mozemo uvideti uzrok svih

adaptacionih procesa koji nastaju u peripartalnom periodu. Prioriteti mle¢ne Zlezde rastu sa
porastom proizvodnje mleka. Negativni energetski bilans se javlja jer je napredovanje u unosu
hrane mnogo sporije od napredovanja laktacije, tako da se unos hrane normalizuje tek posle
postizanja pika laktacije. Da bi se obezbedila energija u vidu glukoze za vime dolazi do

troSenja rezervi glikogena u jetri ali i drugih telesnih rezervi masti i proteina. Tako u
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organizmu dominira homeoretska i katabolicka osa. Napor organizma da odrzi metabolicke
potrebe naziva se metaboliCkim stres. Stres predstavlja svaki proces ili stanje ¢ije delovanje
poti¢e iz spoljasnje ili unutrasnje sredine i koji nanosi ili moze naneti Stetu organizmu.
Negativni energetski bilans i metaboli¢ki stres sa sobom povlace poremecaj zdravlja i

11,12,13

reproduktivnosti krava i smanjenu dobrobit. Zbog preventivnog delovanja veterinara i

uzgajivaca potrebno je poznavati metabolicki stres u peripartalnom periodu kod krava i sve
mehanizme adaptacije.

Na posletku treba ista¢i da postoje brojna istrazivanja u kojima su krave hranjene
smanjenom koli¢inom hrane ili hranom sa redukovanom energijom u razli¢itim periodima
laktacije. Restrikcija hrane u periodu zasuSenosti, dakle pre partusa, nije dala konzistentne
rezultate, tako da postoje ogledi u kojima restrikcija pokazuje pozitivan efekat na postpartalni

unos hrane, proizvodnju mleka i metabolicku adaptaciju, dok su u mnogim ogledima dobijeni

s

suprotni rezultati.'*"> Sa druge strane restrikcija hrane tokom laktacije dovodi do pada u

proizvodnji mleka i povecane lipidne mobilizacije i ketogeneze uz pad koncentracije glukoze
1 promenjenu osetljivost na insulin. Faktori kao Sto su stadijum laktacije i mle¢nost pokazali
su znaCajan uticaj na adaptacionu sposobnost krava prilikom restrikcije hrane tokom

laktacije. 6

Sve navedeno ukazuje da je peripartalni period vrlo specifican i da je poznavanje
metabolickih procesa u ovom periodu klju¢ za analizu celokupnog zdravlja i produktivnosti
krava. Zbog toga ¢emo na stranama koje slede detaljno opisati adaptacione procese i
patofizioloske izmene u sistemima znacajnim za prevladavanje peripartalnog metabolickog
stresa.

Metaboli¢ke izmene kod krava u ranoj laktaciji zborno su predstavljene u Tabelil.
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Tabela 1: Metabolicke izmene kod krava u ranoj laktaciji (modifikovano prema

Ingvarsten i Andersen, 2000), 1- raste, |- opada.

Sredina Kasni Rana laktaciia
graviditeta graviditet !
Homeoretski hormoni
Progesteron 1 ! -
Placentarni h. - 1 -
Estrogeni - 1 -
Prolaktin - ! 1
Hormon rasta - ! 1
Homeostatski hormoni
Insulin - 1 !
Glukagon - -
Osetljivosti tkiva
Insulin 0 ! !
Kateholamini - 1 1
Odgovor tkiva
Insulin - ! l
Kateholamini ! 1 1
Jetra
Glukoeneogeneza - - 1
Ketogeneza - - 1
Masno tkivo
Lipogeneza 1 ! !
Estefikacija ! !
masnih kis. !
Lipoliza - 1 1
KoriS¢enje i ! !
glukoze
Skeletna muskulatura
Sinteza proteina - ! !
Razgradnja i
proteina 1 !
KoriS¢enje i ! !
glukoze
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2.2.Endokrina adaptacija krava na peripartalni metabolic¢ki stres

Endokrine promene u peripartalnom periodu su mnogobrojne, a mi ¢emo se baviti
hormonima, koji imaju uticaj u regulaciji celokupnog metabolizma u peripartalnom periodu i
koji su bili predmet istrazivanja u ovoj disertaciji. Ti hormoni su kortizol i somatotropni
hormon, a ukljuceni su u homeoretske mehanizme, zapocinjanje i odrzavanje laktacije i
katabolicke procese u perifernim tkivima (osim vimena) i insulin i insulinu sli¢an faktor rasta
(IGF-I) koji su uklju€eni u homeostatske mehanizme i imaju anabolicki efekat u perifernim

tkivima. Koncentracija kortizola i somatotropnog hormona u peripartalnom periodu raste, dok

koncentracija insulina i IGF-I opada.5

2.2.1.Kortizol

Kortizol je hormon nadbubrezne Zlezde koji se stvara u ¢elijama zone fascikulate i
zone retikularis nadbubrega. Celije kore nadbubrezne Zlezde proizvode razne kortikosteroide
iz holesterola. Holesterol-estri u c¢elijskom depou se u mitohondrijama transformiSu u
holesterol, pa u pregnenolon, koji se u endoplazmaticnom retikulumu transformiSe do
deoksikortiola, a ovaj po ponovnom ulasku u mitohondrije metaboliSe do kortizola, koji
potom odlazi ekstracelularno i obavlja svoje bioloske funkcije. Kortizol je glukokortikoid,
steroid sa 21 ugljenikovim atomom, Sto znaci da pripada grupi pregnena.

Bioloska uloga glukokortikoida je u regulisanje metabolizma ugljenih hidrata, masti i
proteina, a posebno znacajnu ulogu imaju u stresnoj rekaciji i procesu zastite od stresa.
Glukokortikoidi Stite organizam od hipoglikemije u svim onim stanjima kada postoji
povecana poteba za glukozom, $to je osnovna karakteristika stresnih reakcija, pa i graviditeta i

zapocinjanja laktacije. Najjaci uticaj glukokortikoidi imaju na procese glukoneogeneze u jetri,
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kada aktiviraju glikogen-sintetazu i glukozo-6-fosfatazu ¢ime se povecano oslobada glukoza
iz jetre. Pored navedenog, glukokortikoidi inhibiraju efekat insulina na energetski
metabolizam, smanjenjem afiniteta insulinskih receptora za insulin, a spre¢avaju i ugradivanje
transportnog citoplazmatskog proteina za difuziju glukoze iz citoplazme u membranu ¢elija
misSi¢nog i masnog tkiva, ¢ime dodatno smanjuju koris¢enje glukoze.17

Kortizol ispoljava katabolicki efekat prema proteinima, obzirom da su aminokiseline
potrebne za proces glukoneogeneze. Kod goveda sve amino-kiseline mogu doprineti procesu
glukoneogeneze, osim leucina i lizina koji su isklju¢ivo ketogeni. U odnosu na sve

aminokiseline alanin i glutamin ¢ine 40-60 % ukupnog potencijala aminokiselina za sintezu
glukoze.18 U prvim danima posle partusa odnos 3-metil histidina i kreatinina u urinu, koji
pokazuju stepen razgradnje proteina u misi¢ima, povecava se trostruko, a posle 7-10 dana
opada, ali su te vrednosti i dalje dvostruko veée u odnosu na prepartalne.19 Insulin ima
negativan uticaj u procesu glukoneogeneze, jer smanjuje koriS¢enje laktata, alanina, glutamata
i glicerola za te svrhe, te je jasno zbog Cega kortizol inhibira delovanje insulina.”® Kortizol

ispoljava katabolicki efekat i na masti u organizmu. Kao glukokortikoid kortizol ima blag
lipoliticki efekat, dovode¢i do mobilizacije masnog tkiva i spreavanja sinteze masti.
Znacajnu ulogu u prestrojavanju metabolizma ka mastima kao izvoru energije glukokortikoidi
imaju kada postoji gladovanje ili druge vrste prolongiranog stresa. Posebno je znacajno da
glukokortikoidi pojacavaju lipoliticki efekat glukagona, epinefrina i hormona rasta.”! Ovo je
posebno interesantno u peripartalnom periodu kada koncentracija kortizola i koncentracija
hormona rasta biva viSestruko uvecana.

Koncentracija kortizola u krvnom serumu je znacajno visa kod krava koje su

restriktivno hranjene, u odnosu na krave koje se hrane normalno ad libidum. Tako,

koncentracija kortizola raste neposredno pred partus pa se u narednih 5-10 dana koncentracija

10
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kortizola vrac¢a na pocetne vrednosti.”** Kod visokomle¢nih krava koncentracija kortizola je
niza prilikom stimulacije sa ACTH, §to moze navesti na zakljucak da je laktacija svojevrsni
stres i1 da iscrpljuje rezerve kortizola u kori nadbubrega.25 Snizena koncentracija kortizola uz

snizenu glikemiju ukazuje na rizik za nastanak ketoze kod krava, kao krajnje lose posledice
negativnog energetskog bilansa. Iako sniZzena koncentracija kortizola nanosi znacajnu Stetu
zbog smanjene adaptacione sposobnosti krava u ranoj laktaciji povisena vrednost kortizola
pokazuje brojne negativne efekte. PoviSena kortizolemija ima negativan uticaj na
funckionisanje imunih ¢elija i odbrambene mehanizme pa se mogu javiti mastitis, metritis i
upala papaka, a posto intefrerira sa putevima kalcijuma moze biti u vezi sa klinickom

: . e . o 2627 . .,
hipokalcemijom, puerperalnom parezom i dislokacijom sirista. O ovim promenama bice

detaljnije re¢i kada budemo raspravljali o hematoloskim i imunolo$kim adaptacijama na
peripartalni period kod krava.
Zbog svega navedenog kortizol ¢e u naSem ogledu biti odabran kao pokazatelj

homeoreze, odnosno katabolizma i metabolickog stresa kod krava.

2.2.2.Somatotropni hormon (STH) i insulinu sli¢an faktor rasta (IGF-I)

Koncentracija STH u krvnoj plazmi krava raste od kraja graviditeta, sa postizanjem
pika koncentracije u momentu partusa, da bi potom njegova vrednost lagano opadala.
Koncentracija STH je viSa kod visokoproduktivnih krava u odnosu na krave sa nizom

proizvodnjom mleka. Ovo ukazuje da STH ima znacajnu ulogu u obezbedivanju laktacije.28’29

Koncentracija STH je tokom laktacije neSto visa, a njegova uloga kod prezivara je veca od
uloge prolak‘[ina.30 Hormon rasta je tipi¢an homeoretski hormon, koji usmerava hranljive

materije ka vimenu i omogucava iskoriS¢avanje lipida u energetske svrhe u perifernom tkivu.

Somatotropni hormon umanjuje stepen lipogeneze u perifernom tkivu, a povecava i lipoliti¢ki

11
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efekat kateholamina §to dovodi do poveéanog oslobadanja masnih kiselina.”! Tretman
somatotropinom kod mle¢nih krava izaziva povecanje glukoneogeneze u jetri zahvaljujuci
umanjenom efektu insulina u peripartalnom metabolickom stresu.”” Tako je iz fiziologije
dobro poznato da hormon rasta omogucuje pozitivan bilans azota zbog njegovog ugradivanja
u proteine tela, ova pojava izostaje u peripartalnom perodu najverovatnije zbog delovanja
kortizola koji smo ranije pominjali.

Celularni odgovor na delovanje hormona rasta ogleda se u povisenoj koncentraciji
insulinu sli¢nog faktora rasta (IGF-I). IGF-I kod krava u peripartalnom periodu predstavlja
odli¢an pokazatelj energetskog bilansa i1 pokazuje sposobnost organizma krava da prevazide
negativni energetski bilans i ude u novi reproduktivni ciklus.” Optimalni ulazak u novi
reproduktivni ciklus obezbeduje stabilnu proizvodnju mleka, Sto je od velikog znacaja.
Takode, koncentracija IGF-I indirektno pokazuje u zdravstveni status jetre i1 sklonost ka
nastanku masne infiltracije 1 degeneracije jetre, koja predstavlja veliki ekonomski i
zdravstveni problem krava u peripartalnom periodu.34

Zbog svega navedenog je neophodno objasniti osu STH:IGF-I. Kod mle¢nih krava
IGF-I nastaje u jetri pod uticajem somatotropina.35 Ve¢ smo napomenuliu da koncentracija
hormona rasta pocinje da raste nekoliko dana pred partus i ostaje na viSem nivou kod
visokoproduktivnih krava, ali uprkos navedenom koncentracija IGF-I u peripartalnom periodu
opada. Nemoguénost povisenih vrednosti STH da stimuliSu stvaranje IGF-I naziva se
"rezistencija na STH".*® Novija istrazivanja pokazuju da nivo ishrane i koncentracija insulina
imaju najznacajniju ulogu u ostvarivanju funkcije ose STH:IGF-I. U hepatocitima insulin
kontrolise stvaranje IGF-I pod uticajem STH tako Sto ima pozitivan uticaj na ekspresiju
receptora za STH. Interesantno je re¢i da u masnom tkivu insulin moZe ispoljiti kako

stimuliSuce, tako i inhibiraju¢e dejstvo. Infuzija insulina u ranom postpartalnom periodu
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povecava gustinu receptora za STH i koncentraciju mRNA za IGF-I u jetri, kao i

koncentraciju IGF-I u krvi.’**° Analizom funkcionalnog statusa ove ose zakljucujemo da

ona u potpunosti odrazava stanje energetskog metabolizma i pojaSnjava peripartalni
metabolicki stres. Smanjen unos hrane i hipoinsulinemija snizavaju gustinu receptora za STH
u jetri, a povecavaju u masnom tkivu. Zato opada koncentracija IGF-I. IGF-I i STH su u
negativnoj povratnoj sprezi, pa nedostatak IGF-I dovodi do dodatnog porasta koncentracije
cirkuliSu¢eg STH, koji povecava lipidnu mobilizaciju i dovodi do porasta koncentracije
neesterifikovanih masnih kiselina u krvi uz poveéanje hepaticne glukoneogeneze, a oba ova

procesa pogoduju proizvodnji mleka u ranoj laktacij jfo4t

Visoko-selekcionisane krave za proizvodnju mleka imaju poviSenu koncentraciju STH
i redukovanu koncentraciju insulina i IGF-I tokom rane laktacije. Najnovija istrazivanja se
bave polimorfizmom gena koji reguliSu proizvodnju STH 1 IGF-I. Genotip za ove hormone
nije pokazao znaCajan uticaj na produktivna i reproduktivna svojstva krava, ali postoje
znacajne promene u endokrinoj i metabolickoj adaptaciji krava u peripartalnom periodu.
Detektovani su geni za STH Cije je prisustvo ceS¢e kod krava sa nizom koncentracijom
neesterifikovanih masnih kiselina 1 viSom koncentracijom IGF-I. Pored navedenog,
detektovani su geni za IGF-I ¢ije prisustvo znaci nizu koncentraciju neesterifikovanih masnih
kisleina, ketonskih tela i viSu koncentraciju insulina u peripartalnom periodu, Sto ukazuje na
postojanje moguénosti da se detektuju krave koje bolje podnose peripartalni metabolicki stres.

Genski polimorfizam moze pokazati uticaj i na reproduktivna svojstva krava.*?

Mozemo zakljuciti da se anabolicki efekat somatotropnog hormona na periferno tkivo
organizma krava moze posmatrati kroz koncentraciju IGF-I iz jetre, a uzimajuéi u obzir
efektorsku funkciju IGF-I, koncentracija IGF-I ¢e biti upotrebljena kao pokazatelj anabolizma

u peripartalnom periodu kod krava.

13
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2.2.3.Insulin i insulinska rezistencija

Insulin prestavlja glavni hormon koji se nalazi u centru gotovo svih adaptacionih
procesa tokom metabolickog stresa u peripartalnom periodu kod krava, a izucavanje
rezistencije na insulin postalo je tezi$na tacka u shvatanju peripartalnog metabolizma.

Insulin ima znacajan uticaj na preraspodelu hranljivih materija i njihovo usmeravanje
ka mlecnoj zlezdi. Ovome svakako doprinosi pad koncentracije insulina nekoliko dana pred

partus i njegovo odrzavanje na niskom nivou u prvih desetak dana lak‘[acije.5 Nedostatak

insulina pokreée ¢itav niz homeoretskih procesa jer njegovo delovanje pokre¢e bioloske
procese koji su suprotni od onih koji se deSavaju u periodu oko teljenja i ranoj laktaciji.
Insulin je antilipoliticki i antiketogeni hormon, koji ima znacajnu ulogu u centralnoj regulaciji
apetita. Po strukturi on je polipeptid sastavljen od amino-kiselinskog niza povezanog

. . . , qes . . 43
disulfidnim vezama, a sekretuju ga beta-Celije u Langerhansovim ostrvcima pankreasa.

Insulinska rezistencija se karakteriSe smanjenim odgovorom insulina na glukozu tj.
smanjenom funkcijom beta ¢elija pankreasa (eng., insulin responsiveness) 1/ili smanjenom
osetljivoséu glukoze na insulin (eng., insulin sensitivity). Rezistencija na insulin u
peripartalnom periodu je neophodna kako bi vime, kao organ u kom upotreba glukoze nije
zavisna od insulina, dobilo dovoljno hranljivih materija i energije za zapocCinjanje laktacije.
Fenomen insulinske rezistencije najjace je izraZen posle partusa. Odgovor insulina na glukozu

je snizen, dok je klirens glukoze veci u postpartalnom periodu, u odnosu na prepartalni.44’45

Tokom laktacije mle¢na zlezda krava vrSi ekspresiju insulin nezavisnih transportera za
glukoza, koja je tri puta ve¢a u odnosu na zasusene krave. Ovi receptori su nadeni u masnom
tkivu kod krava u kasnoj laktaciji i zasuSenju, ali ne i kod krava u piku laktacije. Pobudivanje

insulin senzitivnih receptora u skeletnim misi¢ima i masnom tkivu ne menja se sa progresom

laktacije ili zasuSenog perioda.46 Iako je odgovor insulina na glukozu redukovan, senzitivnost
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perifernog tkiva na insulin je nepromenjena, ali je naden veci klirens insulina u sredini
laktacije u odnosu na zasusene krave."” Pored navedeno g redukovana je i senzitivnost tkiva na
insulin, kako je nadeno u jednoj studiji gde je koriS¢en hiperinsulinemicni-euglikemijski
model.**

Postoje brojni faktori koji utiu na luc¢enje insulina kod krava. Genska predispozicija i
produktivnost krava su znacajan faktor koji uti¢e na nastanak insulinske rezistencije. Visoko

selekcionisane krave i krave koje proizvode vece koli¢ine mleka pokazuju znacajno vecu

insulinsku rezistenciju, sa sporijim vracanjem glukoze na pocetni nivo posle intravenskog
po 49,50
opterecenja glukozom.

Stimulatori luc¢enja insulina su: glukoza, galaktoza, ksilitol, gliceraldehidi, mnoge
aminokiseline, masne kiseline, natrijum, kalcijum, gastrointestinalni hormoni (glukagon,
pankreasni peptidi, sekretin i holecistokinin), vagusna aktivnost i neki lekovi. Faktori koji

vr$e supresiju insulina uklju¢uju telesnu kondiciju, gastrointestinalni hormoni (galanin i
somatostatin), simpaticka aktivnost (adrenergicki hormoni), medijatori upale i dr.2%® Mnogi

od ovih faktora zna€ajno uti¢u na luc¢enje insulina u peripartalnom periodu.
U peripartalnom periodu znacajno raste koncentracija neesterifikovanih masnih
kiselina (NEFA) u krvi kao posledica lipidne mobilizacije. PoviSena koncentracija NEFA je u

asocijaciji sa snizenom osetljivos¢u na insulin kod krava koje nisu u laktaciji ili sa smanjenim
klirensom glukoze i insulina posle optere¢enja glukozom kod mle¢nih krava.”"** Visok nivo
koncentracije NEFA inhibira insulinom stimulisanu upotrbu glukoze u skeletnim misi¢ima i
vr$i supresiju glukogenolize u jetri.43 Na modelu laboratorijskih miSeva pokazan je direktan
Stetan uticaj NEFA na beta Celije pankreasa.52

Kao jedan od najznacajnijih faktora koji uti¢e na pojavu peripartalne rezistencije na

insulin je ishrana. Malnutricija i smanjen unos hrane redukuju sekreciju insulina i njegov
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odgovor posle aplikacije glukoze.” Kod krave koje su redukovano hranjenje pokazuju nizi
odgovor insulina posle aplikacije glukoze ¢ak dve nedelje posle partusa u odnosu na krave
hranjene ad libidum.>* Hranljivi sastojci, posebno masti mogu uticati na stepen insulinske
rezistencije. Tako kratkotrajna hiperlipidemija izazvana intravenskom aplikacijom sterilnog
loja povecava bazalnu koncentraciju glukoze i insulina uz umanjen klirens glukoze posle testa
opterecenja. Medutim, odredene masne kiseline (iz ulja lanenog semena) mogle bi biti od
koristi u poboljSanju osetljivosti na insulin i poboljSanju antilipolitickog efekta insulina u
masnom tkivu. >’

Insulinska rezistencija se moze dovesti u vezu sa poremecajem zdravlja krava u
peripartalnom periodu. Tako na primer krave obolele od ketoze pokazuju znacajno nizu
koncentraciju insulina posle opterecenja glukozom.”® Drugi znagajan zdravstveni problem koji
se javlja u peripartalnom periodu kao posledica metabolickog stresa je masna infiltracija
hepatocita. Akumulacija lipida u jetri je u direktnoj vezi sa smanjenom insulinskom
senzitivno$éu, kao i smanjenim odgovorom insulina na stimulaciju.””® Oslobadanje
medijatora upale, kao Sto je tumor-nekrozis faktor alfa (TNF-a), tokom bolesnih stanja moze
interferirati sa insulinskom senzitivnodéu kod goveda.®!

Telesna grada krava je znacajan prediktor u nastajanju insulinske rezistencije. Krave
sa ve¢om telesnom kondicijom kao i gojazne krave razvijaju izrazeniju insulinsku rezistenciju
u peripartalnom periodu. Ovo se moZe objasniti ¢injenicom da gojazne krave oslobadaju vecu
koncentraciju NEFA iz masnih depoa u periodu posle teljenja, Sto korelira sa oslobadanjem
TNF- o.”

Na posletku treba nabrojati metode za procenu insulinske rezistencije. Odgovor
insulina i funkcionalni kapacitet beta celija pankreasa ispituje se posle unosa standardne
koncetracije glukoze, propionata, glukagona ili drugih insulinskih stimulatora. Zlatni standard

za ovu procenu je hiperinsulinemijski-euglikemijski klamp test (eng., hyperinsulinemic-
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euglycemic clamp test - HIEC). U ovom testu se uz aplikaciju insulina vrsi aplikacija glukoze,
na osnovu ta¢nih proracuna i pomo¢u pumpe kako bi se odrzala euglikemija. Neophodno je
ispitati kolika je koncetracija glukoze potrebna da neutraliSe poviSene vrednosti insulina i
odrzi glikemiju u fizioloskim granicama.®> Ovi testovi nisu najpogodniji za svakodnevne
farmske uslove i koriste se isklju¢ivo u eksperimentalne svrhe.**~” Mnogo bolji test koji se
moze koristiti u svakodnevnim uslovima je intravenski test tolerancije glukoze (eng.,
Intravenous glucose tolerance test - GTT), gde se ispituje bazalna koncetracija insulina, pik
koncentracije insulina i vreme potrebno da se njegova koncentracija vrati na bazalni nivo, a
univerzalni pokazatelj koji se objedinjuje sve ove parametre je povrSina ispod krive
koncetracije insulina (eng., area under curve - AUC). Stimulacija se moze vrSiti svim ve¢
navedenim stimuli§ué¢im materijama.’®®" Ispitivanje insulinske senzitivnosti vri se pomocu
intravenskog testa tolerancije insulina (eng., Intravenous insulin tolerance test - ITT), kada se
prati odgovor glukoze na aplikaciju egzogenog insulina. U novije vreme kod Holstajn krava
se vrsi ispitivanje koje se naziva RQUICKI (eng., Revised quantitative insulin sensitivity
check index). Ovo je test koji se koristi za ispitivanje homeostaze energetskog bilansa i
objedinjuje ispitivanje koncentracije glukoze, insulina i NEFA.*

Zbog svega navedenog insulin ¢emo u naSem ogledu posmatrati kao anabolicki

hormon, koji je kontraregulatoran peripartalnom katabolizmu i metaboli¢kom stresu.
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2.3. Metaboli¢ka adaptacija krava na peripartalni metabolicki stres

Endokrina regulacija metabolizma dovodi do brojnih efektorskih promena koji se
mogu detektovati u krvi kroz promene u vrednostima brojnih metabolita. Ve¢ cetrdesetak
godina koristi se Komptonov metaboli¢ki profil u ispitivanju zdravstvenog statusa krava i
zadovoljenja njihovih potreba hranom.®>**®” Metabolicki profil je definisan kao serija
specifiénih laboratorijskih testova kojima se odreduju vrednosti metabolita posle uzimanja
krvi kod krava u zasusenom periodu, ranoj laktaciji i piku laktacije. Sa razvojem nauke broj
parametara koji se odreduje u metabolickom profilu postajao je sve ve¢i. Danas se metaboliti
mogu podeliti na one koji oslikavaju energetski status krava, proteinski status krava,
funkcionalni status jetre, status minerala i drugo. Na stranama koje slede bi¢e opisani
parametri metaboli¢kog profila koji su najznacajniji u tumacenju peripartalnog metabolickog

stresa kod mle¢nih krava i koji su predmet interesovanja u ovoj disertaciji.

2.3.1.Metabolicki pokazatelji energetskog statusa

Peripartalni metabolicki stres se odlukije negativnim energetskim bilansom,
potrosnjom masti u energetske svrhe perifernog tkiva i potroSnjom glukoze za potrebe vimena
i proizvodnju mleka. Ovakvo metaboli¢ko prestrojavanje kao posledicu ima snizenu
koncentraciju glukoze i poviSenu koncetraciju neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA), ¢ija
preterana upotreba dovodi do stvaranja ketonskih tela u jetri kada u krvi raste koncentracija
beta hidroksibutirata (BHB). Metabolicki pokazatelji loSeg energetskog statusa kod krava su:
snizena koncentracija glukoze, poviSena koncentracija NEFA 1 poviSena koncentracija BHB.
Ovakav metabolicki profil je tipi¢an za peripartalni period kod krava, a kod veceg broja krava

ovi parametri se nalaze znagajno izvan referentnih vrednosti.®®
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Glukoza, NEFA i BHB znaajno koreliraju sa negativnim energetskim bilansom
tokom laktacije. Ipak, njihova koncentracija pre svega zavisi od perioda laktacije, a u manjoj
meri od energetskog bilansa. Krave hranjene hranom sa smanjenom energijom u razli¢itim
periodima laktacije pokazuju sledece specificnosti u metabolizmu: energetski deficit je bio
viSe izrazen u drugoj te¢ini laktacije u odnosu na ranu laktaciju, ali koncentracija glikemije
bila znac¢ajno niza a NEFA i BHB znacajno visa u ranoj laktaciji. Ovo navodi na zakljucak da
koncentracija glukoze, NEFA i BHB u ranoj laktaciji reprezentuje znacajno Sire metabolicke
regulacije, koje pored ostalih elemenata sadrze i negativni energetski bilans.*

Snizena glikemija kod krava nastaje kao posledica smanjenog unosa hrane i
poveéanog usmeravanja glukoze ka mle¢noj lezdi i gravidnom uterusu.’® Vrednost glikemije
pokazuje tendenciju akutnog pada u periodu oko partusa. U momentu zapocinjanja laktacije
potebe za glukozom postaju viSestruko uvecane. Smatra se da hranom mle¢ne krave mogu
zadovoljiti oko 10% svojih potreba za glukozom, pa glukoneogeneza predstavlja kljucni
mehanizam odrzavanja glikemije u organizmu krava.” Homeoretska adaptacija metabolizma
glukoze u laktaciji ogleda se u porastu hepaticne glukoneogeneze. Pokazano je da u
prepartalnom periodu propionat, laktat, alanin i glicerol imaju znacajan uticaj na proizvodnju
glukoze u jetri. Propionat potie iz reakcija ruminalne fermentacije, laktat iz Korijevog
ciklusa, aminokiseline iz katabolizma proteina, a glicerol iz katabolisanog masnog tkiva.
Tokom peripartalnog perioda uceSée propionata u neto proizvodnji glukoze je 50-60%,
amino-kiselina 20-30%, laktata 15-20% i glicerola 2-4%.”" Intravenska aplikacija propionata
kod zdravih krava dovodi do viSestrukog porasta koncetracije glukoze (2-2,5x) kod zdravih
krava u prvom satu posle palikacije. Kod postojanja ketoze krava, koja je u vezi sa
kompromitovanim zdravljem jetre nadena je znacajno slabija produkcije glukoze, Sto ukazuje
na znalaj jetre u glukoneogenetskom procesu.”” Zbog toga aplikacija propionata moze

v . L. .. vee . . . 3
zna¢ajno pomoéi u optimizaciji metabolizma u peripartalnom periodu.’
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Uzimajuéi u obzir metabolicke regulacije u peripartalnom periodu koncentracija
glukoze je obrnuto proporcionalna sa koncentracijom NEFA i BHB. Neesterifikovane,
slobodne masne kiseline u cirkulaciji se nalaze u vidu kompleksa sa albuminima i
predstavljaju alfa-lipoproteinsku frakciju. Grasnom hromatografijom utvrdeno je da se NEFA
u krvi sastoji od 12 slobodnih masnih kiselina medu kojima dominiraju palmitinska,
stearinska, oleinska i linoleinska.”* Hidroliza triglicerida u masnom tkivu se nalazi u osnovi
reakcione kaskade koja dovodi do mobilisanja masti i porasta koncentracije masnih kiselina.
Na osnovu merenja protoka palmitinske kiseline utvrdeno je da krave u peripartalnom periodu
mogu mobilisati i do 2,9 kg masti.”” Obezbedivanje masnih kiselina kao izvora energije
predstavlja najznacajniji homeoretski mehanizam u ranoj laktaciji. NEFA u krvi najcesce
nastaju kao posledica lipidne mobilizacije usled katabolizma masnog tkiva, koje se deSava
zbog niza endokrinih izmena i smanjnog unosa hrane. Smanjen unos hrane sam po sebi nije
dovoljan da pokrene postupak lipidne mobilizacije.”® Ipak, NEFA mozZe biti vrlo osetljiv
indikator snabdevenosti hranljivim materijama, obzirom da postoji diurnalna varijacija
NEFA, tako da je njegova koncentracija najviSa u no¢nim i jutarnjim ¢asovima (jer krave
nocu ne konzumiraju hranu) a u toplotnom stresu koncentracija NEFA je visa u toplijim
delovima dana, kada krave izbegavaju unos hrane.””’®

Neesterifikovane masne kiseline se metaboliSu u svim tkivima, ali je centralni organ
metabolizma jetra. Metabolic¢ki procesi u kojima ucestvuje NEFA su: a) potpuna oksidacija
masnih kiselina do vode i ugljenik-4-oksida, b) delimi¢na oksidacija do acetil koenzima A i
sinteza ketonskih tela (BHB), ¢) formiranje triglicerida iz NEFA u procesu resinteze i njihov
transport iz jetre putem VLDL lipoproteina, d) resinteza triglicerida u jetri, njihova
akumulacija i masna degeneracija jetre. Ispitivanja su pokazala da promene na receptorskom i
genomskom nivou u jetri dovode do adekvatne ili loSe adaptacije koje impliciraju razvoj

metaboli¢kih bolesti.”” Zbog svega navedenog jetra predstavlja teZisni metabolicki organ u
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peripartalnom periodu. Stvaranje ketonskih tela i resinteza triglicerida u jetri predstavljaju
osnovu za nastanak peripartalnih metabolic¢kih bolesti kao $to su ketoza i masna jetra, koje su
povezani sa op§tim zdravljem i produktivnodéu krava u laktaciji koja sledi.’ Negativni uticaj
NEFA i BHB na organizam krava bi¢e opisan u poglavljima koja slede.

NEFA i BHB su slabo varijabilne vrednosti i pokazuju veliki dijagnosticki znacaj u
proceni metabolickog 1 zdravstvenog statusa krava, dok je koncentracija glukoze srednje
varijabilna vrednost, pa je njen dijagnosti¢ki znacaj takode srednji. Najnovije tendencije u
nauci je da se utvrdi koja je to koncentracija glukoze NEFA i BHB i kakva je njihova
prediktivna uloga u ranoj proceni zdravlja i produktivnosti krava i rizika za njihovo
iskljucenje iz proizvodnje. Koncentracija NEFA preko 0.4 mmol/l odnosno 0.8 mmol/l u
prvoj nedelji posle partusa i koncentracija BHB veca od 1,2 mmol/l u prvoj 1/ili drugoj nedelji
posle partusa znacajno CeS¢e postoji kod krava koje su razvile peripartalne bolesti, pa je
prediktivna uloga ovih metabolita pokazana. Istrazivaci su utvrdili da koncentracija NEFA
ima kvalitetniju prediktivnu funkciju. Za nastanak subklini¢ke ketoze optimalna prediktivna
vrednost za NEFA je mnogo niza (0.26 mmol/l). Koncetracija glukoze se nije pokazala kao
statisticki znacajan prediktivni pokazatelj zdravlja 1 produktivnosti krava, ali njena
orijentaciona vrednost ispod 2.3 mmol/l moZe ukazati na nastanak razli¢itih oboljenja.***"5*%3
Prolongirana hiperketonemija i visoka koncentracija NEFA imaju negativan uticaj na brojne
aspekte adaptacije mlecnih krava na peripartalni metaboli¢ki stres u peripartalnom

. 34,84,85
periodu.” ™"

Poredenja radi treba navesti da koncentracija NEFA u rasponu od 0.3-0.5
mmol/l predstavlja intenzivnu lipidnu mobilizaciju, a vrednost preko 0.7 mmol/l veoma
intenzivnu lipidnu mobilizaciju.*

Odgovor hipotalamo-hipofizo-nadbubrezne ose, pa samim tim i adaptacioni kapacitet

krava nalazi se u korelaciji sa glikemijom i koncentracijom NEFA u ranoj laktaciji. Ukoliko je

koncentracija glukoze niska odgovor stresne ose ¢e biti intenzivan i to hipotalamo-hipofizni
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odgovor. Visoka koncentracija NEFA dovodi do umanjenog odgovora nadbubrega na ACTH.
Tako zakljucujemo da ovi metaboliti imaju uticaj na razliCite delove stresne osovine u
organizmu i adaptacionu sposobnost krava na peripartalni stres.®’

Zbog cinjenice da NEFA reprezentuje nivo katabolizma u organizmu krava koje
nastaju kao posledica metabolickih i endokrinih adaptacija i da u poviSenim koncentracijama
moze dovesti do znacajnih izmena u ostalim homeostatskim procesima, NEFA ¢e u naSem
ogledu biti prikazana kao parametar katabolizma i indikator metabolickog stresa u ranoj

laktaciji.

2.3.2.Metabolicki pokazatelji proteinskog statusa

Proteini u peripartalnom periodu kod krava imaju znacajnu ulogu u procesu
obezbedivanja glukoze kroz proces glukoneogeneze.”' Unos proteina u peripartalnom priodu
punem hrane mora biti pove¢an u odnosu na preporuke i recepture za krave u laktaciji, jer
nedostatak proteina smanjuje koliinu proizvedenog mleka a mozZe uticati i na proteinski
sastav mleka. U perifernioj muskulaturi, kozi i visceralnim organima dolazi do povecane
mobilizacije  glukoneoplasti¢nih aminokiselina i njihovog iskori§éavanja u jetri.’
Glukoneogeneza je proces koji se odvija u jetri, a glavna promena koja omogucéava
iskoriS¢avanje amino-kiselina za potrebe glukoneogeneze je poviSena aktivnost piruvat
karboksilaze i povecana zastupljenost iRNK za ovaj enzim. Takode, neznatno raste i aktivnost
fosfoenolpiruvat karboksilaze (PEPCK) i njene iRNK.*® Krave mogu mobilisati do 25%
proteinskog azota za potrebe podrske ploda 1 laktacije, Sto je izrazenije kod
visokoproduktivnih krava. Pored bilansa azota, istrazivanje stepena mobilizacije pojedinih
aminokiselina moZe biti od posebnog znadaja za razumevanje proteinskog statusa krava.®

Detaljno ispitivanje proteinskog statusa podrazumeva vrlo slozenu metodologiju sa
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dreniranjem portalnog krvotoka i izratunavanjem fluksa metabolita kroz tkivo.”® Nadeno je da
za optimalno iskori§¢avanje proteina u organizmu mora da postoji adekvatno ucesce
energetskih komponenti hrane kao $to su dugolancane masne kiseline, a da povecano ucesce
endogenih dugolan¢anih kiselina kao §to je NEFA ima negativan uticaj.”"”* Pojedini rezultati
ukazuju da postoji korelacija izmedu NEFA i koncentracije uree u ranoj laktaciji, ali da to
zavisi od nedelje u kojoj je krv uzorkovana.”

Procena proteinskog statusa je mnogo slozenija od procene energetskog statusa kod
krava u peripartalnom periodu, a posebno je tesko odvojiti uticaj energetskog bilansa od
proteinskog bilansa zbog njihove zajednicke metabolicke veze. Kao indikatori za procenu
proteinskog statusa koristi se: koncetracija ukupnih proteina, albumina, uree u krvi, aktivnost
kreatin kinaze i koncentracija kreatinina.

Koncentracija uree zavisi od uces¢a proteina u hrani u odnosu na potrebe, energetske
karakteristike hrane, svarljivosti proteina i ugljenih hidrata u rumenu, aminokiselinskog
sastava hrane, funckionalnog statusa jetre i bubrega. Ureja se u organizmu stvara
detoksikacijom amonijaka u jetri. Kod prezivara, amonijak je glavni produkt razlaganja
proteina unetih hranom pod dejstvom mikroflore predzeludaca. Mikroflora predzeludaca
unete proteine razlaze preko aminokiselina do ketokiselina i amonijaka, koji koriste za sintezu
svojih proteina. Da bi se stvoreni amonijak mogao iskoristiti, mikroorganizmi moraju biti
snabdeveni dovoljnom koli¢inom lako svarljivih ugljenih hidrata kao izvora energije. Visak
amonijaka se kroz ruminalni zid transportuje u jetru gde se konvertuje u ureu, koja putem krvi
ponovo dolazi u rumen i sluzi za bakterijski rast ili se izlu¢uje putem bubrega.'” Produkcija
uree se vrsi preko amonijaka i u procesu metabolizovanja endogenih aminokiselina. Vrednost
koncentracije albumina ukazuje na dostupnost proteina u duzem vremenskom periodu i
pokazuje proteinski status u protekla dva do tri meseca. Obzirom da se albumini proizvode u

jetri, optere¢eni funkcionalni kapacitet jetre moze se dovesti u vezu sa snizenom
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albuminemijom u peripartalnom periodu. Albumini ¢ine vecinski deo ukupnih proteina, pa se
njihovim padom uvida i pad ukupnih proteina. Kreatin kinaza je enzim koji reguliSe
katabolicke procese u misSi¢ima i najces¢e raste kod povreda i drugih metabolickih
opterec¢enja misi¢a. Kreatinin pokazuje stepen degradacije proteina u organizmu i zavisi od
miSiéne mase 1 funkcionalnog statusa bubrega. Kada se radi o metabolizmu proteina treba
uzeti u obzir i gamaglobuline, ali i proteine akutne faze, koji su Cesto poviSeni u
peripartalnom periodu i pokazuju da se radi o optereCenom zdravlju krava. Medutim, proteini
akutne faze i njihove frakcije imaju minimalno u¢e$¢e u ukupnoj koncentraciji proteina. ***°
Kod proteinskih deficijencija tek zasuSenih krava vrednost uree ¢e biti niska
(<10mg/dl odn. 7,1 mmol/l) uz normalnu koncentraciju albumina (>3.5 g/dl). ZasuSene krave
u tranzicionom periodu (tri nedelje pred teljenje) imaju nisku do srednju vrednost uree, nizu
vrednost albumina i poviSenu vrednost kreatin kinaze. Sveze oteljene krave generalno imaju
nisku vrednost uree i nisku vrednost albumina (<2.5 g/dl). Koncentrcija ukupnih proteina

ispod 60g/1 povecava rizik od peripartalnih bolesti.”*"”’

2.3.3.Metabolicki pokazatelji funkcionalnog statusa jetre

Jetra je centralni organ adaptacije i metaboli€¢kog skretanja u peripartalnom periodu
krava. Kao $to je navedeno u predhodnim delovima teksta, u jetri se odvija: 1) glikogenoliza
kako bi se potrosile rezerve Secera za zapocCinjanje laktacije; 2) glukoneogeneza, kako bi se iz
neSecernih komponenti (masti - NEFA 1 proteina) stvorila dovoljna koli¢ina poterbne
glukoze; 3) umanjena osetljivost jetre na hormona rasta, snizena koncentracija IGF-I i
odsustvo negativne povratne sprege sa STH povecava koncentraciju STH 1 potencira njegovu
homeoretsku ulogu znacajnu za usmeravanje Secera i gradivnih materija ka vimenu, a masti

ka jetri.
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Metaboli¢ka adaptacija organizma koja se ogleda u intenzivnoj mobilizaciji masti i
njihovoj upotrebi u energetske svrhe znacajno opterecuje jetru, koja vrlo brzo moze u¢i u
dekompenzacione procese. Naime, poviSena koncentracija NEFA u peripartalnom periodu
zavrSava u jetri gde se iskoriS¢ava u energetske svrhe. Ona se moze u potpunosti metabolisati
do ugljenik-4-oksida i vode, Sto obezbeduje energiju jetri i organizmu za fizioloske funkcije..
Medutim moguce je i skretanje metabolickih procesa Sto opterecuje zdravlje jetre i to je:
a) parcijalna oksidacija NEFA 1 produkcija ketonskih tela (posebno BHB) koji odlaze u
cirkulaciju i b) reesterifikacija NEFA i formiranje triglicerida koji ostaju u hepatocitima. Ova
dva procesa deSavaju se Cesto zajedno i dovode do ketoze krava i masne infiltracije jetre koje
predstavljaju veliki problem u proizvodnji i zdravlju krava.™® Zaklju¢ujemo da se u jetri
deSavaju suprostravljeni procesi oksidacije masnih kiselina i njihove reesterifikacije i
produkcije triglicerida. Ovi procesi su definisani jetrinim enzimima, a njihova funkcija i
ekspresija njihove iRNK je znacajno izmenjena kod zdravih krava (sa ocuvanim oksidacionim
procesima) i krava sa ketozom 1/ili zamas¢enom jetrom. Krave sa indukovanom ketozom
imaju slabiji kapacitet za glukoneogenezu 1 slabiju aktivnost glukozo-6-fosfataze i piruvat-
karboksilaze.””® Jo§ uvek se raspravlja o tome koji su enzimi kljuéni u metabolizmu masti i
njihovom usmeravanju ka oksidaciji odnosno reesterifikaciji. Mitohondrijalne forme glicerol
fosfat acil-transferaza (mGPAT) su veoma znacajne u sintezi aciglicerida. Jetrin iRNK za
mGPAT opada u periodu zasusenosti krava, da bi njena produkcija rasla od partusa do 14.
dana laktacije *° Sli¢no kretanje je pokazala i mikrozomalna aktivnost enzima diacilglicerol-
aciltransferaze (jedini enzim specifi¢an za sintezu triglicerida u jetri), ali nije pronadena
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razlika u aktivnosti kod krava sa masnom jetrom i zdrave kontrole.”™ Na osnovu navedenog

zakljuceno je da u patofizioloSkom smislu beta-oksidacija NEFA i stvaranje ketonskih tela
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ima mnogo veéi znacaj za funkcionalni status jetre.~ Beta-oksidacija masnih kiselina

odigrava se u mitohondrijama hepatocita pod dejstvom karnitil palmitoil-transferaza (CPT-1).
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Aktivnost ovog enzima je ingibirana putem malonil koenzima-A, koji nastaje iz metabolizma
propionata, a posto se metabolizma propionata menja u peripartalnom periodu to moze
objasniti nivo beta-oksidacije i stvaranje ketonskih tela. Aktivnost CPT-1 je znacajno viSa u
prve tri nedelje posle partusa, a njena osetljivost na malonil koenzim-A opada ako su krave
hranjene restriktivno, §to bi moglo objasniti ketogenezu kod nedovoljno hranjenih krava.'®
Pored enzimatske i receptorske/genomske osnove za akumulaciju lipida i ketogenezu u jetri
bitno je napomenuti prirodnu karakteristiku prezivara da u krvi sadrze nisku koncentraciju
lipoproteina vrlo male gustine (VLDL, eng. Very Low Density Lipoproteins), koji imaju
znacajnu ulogu u transportu triglicerida iz jetre u druga tkiva, a posebno mle¢nu zlezdu. U
peripartalnom periodu jetra ima ogranienu sposobnost sinteze VLDL, §to je posebno
izrazeno kod izrazene lipidne mobilizacije. Transportna uloga VLDL je posebno izraZena
uzimaju¢i u obzir da kod preZivara postoji veoma mala zastupljenost hilomikrona kao
transportnog oblika, a poluzivot VLDL je vrlo kratak 2-11 minuta, $to dodatno ograni¢ava
traspost triglicerida.'” Promena u transkripciji i postranskripciji proteina koji su sadrzani u
VLDL uti¢e na nastanak infiltracije jetre mastima.'® Pove¢ana mobilizacija lipida i njihovo
metabolisanje u jetri uz smanjenu sposobnost jetre da produkuje transportne lipoproteine
dovodi do akumulacije lipida u jetri, masne infiltracije i masne degeneracije, §to ima
negativan uticaj na zdravlje i prduktivnost krava. Najtezi oblik ovog poremecaja naziva se
hepati¢na koma, poznata i kao graviditetna toksemija koja najéeiée ima letalan ishod.’
Obzirom da je hepatina lipidoza u manjoj ili ve¢oj meri uvek prisutna u
peripartalnom periodu, znafajno je ispitati funkcionalni status jetre. U klinicko-
laboratorijskom radu funkcionalni status jetre se ispituje kroz hepatogram. Hepatogram se
sastoji od nekoliko jetrinih profila, koji zajedno €ine neki od hepati¢nih sindroma: sindrom
zapaljenske reakcije, sindrom bilijarne retencije, sindrom insuficijencije hepatocita i sindrom

nekroze hepatocita. Sindrom zapaljenske reakcije podrazumeva opste principe za dijagnostiku
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zapaljenskog procesa: odredivanje leukograma, sedimentacije krvi, gama globulina 1 dr.
Navedeni nalazi su nespecifi¢ni. Za dijagnostiku sindroma bilijarne retencije neophodno je
odredivanje: koncentracije ukupnog i direktnog bilirubina u krvi, koncentracije urobilinogena
u krvi, koncentracije zu¢nih boja u mokraéi i fecesu, koncentracije holesterola u krvi,
serumska aktivnost AP i GGT (gama-glutamil transferaza) i test ekskrecije bromsulfaleina.
Parametri koji ukazuju na smanjenje pojedinih funkcija jetre (sindrom insuficijencije jetre) su:
koncentracija albumina u krvi, koncentracija amonijaka/uree u krvi, koncentracija proteinskih
faktora koagulacije krvi, protrombinsko vreme, ekskrecija bromsulfaleina i koncentracija
holesterola i1 zu¢nih kiselina u krvi. Parametri koji ukazuju na nekrozu jetrinog parenhima
(sindrom nekroze hepatocita) ogledaju se u aktivnosti slede¢ih enzima: alanin
aminotransferaza (ALT), asparat aminotransferaza (AST), sorbitol dehidrogenaza (SDH),
ornitin-karbamil transferaza (OCT), laktat dehidrogenaza (LDH), alkalna fosfataza (AP) i
dr."” Kod krava u peripartalnom periodu raste koncentracija bilirubina i aktivnost jetrinih
enzima. Koncentracija triglicerida i koncentracija holesterola u serumu opada, zbog
akumulacije odnosno smanjene produkcije VLDL. Odnos koncentracije NEFA prema

196 yrednost

holesterolu koristi se kao indirektni pokazatelj zamasSc¢enja jetre kod krava.
mnogih metabolita korelira sa stepenom zamascenja jetre kod krava.'”” Zbog &injenice da
stepen zamascenja jetre kod krava u peripartalnom periodu ukazuje na stepen opterecenosti

metabolickim stresom odredivanje parametara koji ukazuju na funkcionalni status jetre je

neizostavno.

2.3.4.Metabolicki pokazatelji oksidativnog optereéenja

Oksidativni stres je stanje u organizmu koje se javlja kada prooksidansi (slobodni

radikali) nadvladaju mehanizme antioksidativne zaStite organizma. NajeS¢e nastaje u
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uslovima kada u organizmu postoji povecana produkcija slobodnih radikala i smanjena
sposobnost organizma za njihovu neutralizaciju. Za oksidativni stres se moze re¢i da je on
normalna pojava. Proces oksidacije je deo regulatornog biohemijskog funkcionisanja naSih
tela u procesu stvaranja energije koja nam je neophodna za Zivot. Tokom ovih procesa
stvaraju se slobodni radikali koji imaju svoje fizioloske pozitivne funkcije. Problem nastaje
kada se poremeti fizioloska ravnoteza i kada otkazu prirodni mehanizmi odbrane pa nivo
slobodnih radikala po¢ne da prevazilazi kapacitet organizma da ih neutraliSe, $to menja
oksidativni status i telo ulazi u zonu pravog oksidativnog stresa, $to je stanje visokog rizika za

......

vr§i se merenjem koncentracije odnosno aktivnosti oksidanasa (pro-oksidanasa) i

C 108,1
antioksidanasa.'*®!%

Prooksidansi su svi oni metaboliti koji sadrze reaktivni molekul koji u
poslednjoj atomskoj orbiti ima jedan nespareni elektron, preko kog ulaze u oksido-redukcione
reakcije (eng. ROM, reactive oxigen metabolites). Reaktivni molekuli se mogu ugraditi u
celularne strukture, geneticke i/ili gradivne gde dovode do znacajnih funkcionalnih promena.

Za peripartalni period kod krava najznacajniji su oni reaktivni molekuli koji nastaju u
procesu intenzivne lipidne mobilizacije. Neesterifikovane masne kiseline predstavljaju
prili¢no reaktivne molekule koji su skloni oksidaciji i reakciji sa slobodnim radikalima. Masti
se smatraju najboljim indikatorom oksidativnog stresa.''® Malondialdehid (MDA) je produkt
reakcije izmedu slobodnih radikala i poluzasi¢enih masnih kiselina. On brzo reaguje sa
tiobarbiturnom kiselinom daju¢i reaktivnu supstancu tiobarbituratne kiseline (eng., TBARS,
thiobarbituric acid reactive substances). Koncentracija MDA 1i/ili TBARS znacajno je
poviSena u periodu posle teljenja kod mle¢nih krava i pozitivno korelira sa koncentracijom
NEFA i BHB.''"'"?

Antioksidansi kod prezivara se dele u tri velike grupe: a) superoksid dizmutaza (SOD)

1 glutation peroksidaza (GSH-Px), kao intracelularni antioksidansi; b) neenzimski proteinski
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antioksidansi u plazmi, kao $to su proteini sa tiolskom grupom u okviru albumina i c)
neenzimski antioksidansi male molekuslske tezine kao §to su glutation, alfa-tokoferol, beta
karotein i drugi. Antioksidativni kapacitet krava u mnogome zavisi od energetskog bilansa
krava, tako da krave sa ketozom usled negativnog energetskog bilansa pokazuju manju
antioksidativnu aktivnost 1 povecanu koncentraciju lipidnih reaktivnih molekula.
Antioskidativna zastita zavisi 1 od nacina ishrane i produkcije mleka kod krava. Uticaj partusa
kod krava signifikantno uti¢e na antioksidativni sistem, tako da koncentracija antioksidativnih
supstanci opada u ranoj laktaciji.'>''*!'">

Oksidativni stres kod krava ima aditivhu ulogu jer zajedno sa metabolickim stresom

moZe negativno uticati na zdravlje krava, proizvodnju mleka i reprodukciju.

2.3.5.Metabolizam minerala

Metabolizam minerala u peripartalnom periodu zna€ajno je izmenjen, a od posebnog
patofizioloskog znacaja je ispitivanje koncentracije kalcijuma (Ca), magnezijuma (Mg) i
fosfora (P).

Koncentracija Ca kod krava iznosi 2.1-2.5 mmol/l, a u peripartalnom periodu kod
krava dolazi do opadanja koncentracije kalcijuma.®® Opadanje kalcemije nastaje zbog
povecane pasaze ovog jona u mleko. Da bi se obezbedila dovoljna koncentracija kalcijuma
vr$i se njegova mobilizacija iz kostiju, Sto je regulisano delovanjem paratireoidnih hormona
(PTH). Takode, delovanjem vitamina D pojacava se apsorpcija Ca iz intestinalnog trakta i
smanjuje njegov gubitak kroz bubrege. Medutim, mnogi faktori uti€u na homeostazu
kalcijuma: alkaloza dovodi do smanjenje osetljivosti koStanog tkiva na PTH.,
hipomagnezemija koja redukuje odgovor PTH na hipokalcemiju i redukuje senzitivnost tkiva

na PTH, hiperfosfatemija infibira delovanje D vitamina. U periodu zasuSenosti pribegava se
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davanju magnezijumovih soli i hrane koja ima nisku katjonsko-anjonsku razliku (eng.,
Dietary cation—anion difference - DCAD), $to omogucuje acidifikaciju krvi i brzu
mobilizaciju kalcijuma po partusu. Izracunavanje DCAD (mEq/kg suve materije hrane) se
vr§i na osnovu formule (NatK)-(CI+S), izrazen u miliekvivalentima; a koriguje se
dodavanjem anjonskih soli (Ca, Mg i amonijumske sulfatne i hloridne soli, kao i HCl). DCAD
vrednost je kod zasuSenih krava negativna, dok kod krava u laktaciji mora biti pozitivna, pa se
anjonske soli ne daju ovoj proizvodnoj kategoriji.

Magnezijum je znacajan intracelularni kofaktor mnogih enzimskih reakcija, dok kao
ekstracelularni ima funkciju u odrzavanju impulsa u nervima misi¢ima i u metabolizmu
kostiju. Koncentracija Mg se kre¢e izmedu 0.75 i 1 mmol/l. U mleku je koncentracija Mg oko
pet puta veca 1 ako ga nema dovoljno u hrani organizam brzo ulazi u stanje hipomagnezemije.
Apsorpcija Mg zavisi od njegovog unosa u hrani i postignute koncenrtacije u rumenu.
Unosenje magnezijuma i njegova reapsorpcija u bubrezima se lako odrzavaju kod goveda, a
povecana reapsorpcija Mg iz bubreznih tubula biva aktivirana pomoc¢u PTH tek kada je
koncentracija Mg niza od 0.74 mmol/l. Ako je koncentracija Mg ispod 0.8 mmol/l kod krava
12 sati posle partusa mogu¢ je nastanak hipomagnezemije uz hipokalcemiju, Sto kasnije
negativno utice na zdravlje i produktivnost krava (mle¢na groznica sa komplikacijama).
Fosfor koji se odreduje u krvi je zapravo deo neorganskih fosfata, a koncentracija fosfora je
od 1.3-2.6 mmol/l. Tokom hipokalcemije raste koncentracija PTH koja povecava ekskreciju
fosfora, pa su hipokalcemicne krave Cesto i hipofosfatemi¢ne. Fosfor ima znacajnu ulogu u
regulisanju brojnih metabolickih reakcija, a glavnu ulogu u metabolizmu ugljienih hidrata,
prekoformiranja heksozafosfata, adenozinfosfata i kreatinfosfata, zatim u metabolizmu masti,
preko intermedijarnog formiranja lecitina, znacajan je konstituent fosfolipida, prisutan je u
nukleoproteinima hromatinske i1 fosfoproteinima (kazein) a pomaze i u reguliranju acido-

v 116
bazne ravnoteze.
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Hipokalcemija, hipomagnezemija i hipofosfatemija imaju veliki klini¢ki znacaj u
peripartalnom periodu. Hipokalcemija (manje od 2 mmol/l) i hipomagnezemija dovode do
mlecne groznice, koja se odlikuje najpre hipersenzibilnos¢u, a ubrzo atakcijom i paralizom, uz
prestanak prezivanja i razvoj hipotermije. Oboljenje se kod krava javlja najces¢e u prvih 24h
posle teljenja.''” Hipokalcemija se dovodi u vezu sa mastitisom i metritisom, zbog znagaja
kalcijuma u funkcionisanju imunoloskih ¢elija.''® Snizena kalcemija dovodi do smetnji u
funkcionisanju glatke muskulature digestivnih organa, pa se kod krava deSava dislokacija
siridta.'"” Koncentracija kalcijuma ispod 1,8 mmol/l je znadajan prediktivni faktor za rano
isklju¢ivanje krava iz proizvodnje.””’ Za ispitivanje relacije izmedu peripartalnog
metabolickog stresa i hipokalcemije treba napomenuti da hipokalcemija spreava sekreciju
insulina i iskori§¢avanje glukoze u perifernom tkivu.'*' Ovakvo stanje povecava lipidnu
mobilizaciju i1 pojacava metabolicki stres.

Hipomagnezemija kod krava dovodi do razvoja tetani¢nih gréeva, poznatijih kao pasta
tetanija, koji nastaju kao posledica nedovoljnog unoSenja Mg putem zelene trave. Klinicki
simptomi se mogu videti kada je koncentracija Mg ispod 0.5 mmol/l, a postoji i
hipokalcemija. Smanjen unos hrane i promene u proizvodnji mleka se vide kada je
koncentracija Mg ispod 0.8 mmol/I."*°

Hipofosfatemija prati mnoge poremecaje u peripartalnom periodu krava.
Koncentracija fosfora znacajno uti¢e na odgovor krava na terapiju tokom mlecne groznice
tako da hipofosfatemija (koncentracija P niza od 0.9 mmol/l) umanjuje terapeutski efekat.'
Kod mnogih krava koncentracija fosfora moze biti u suboptimalnim koncentracijama 0.8-1.1
mmol/l, $to moze uticati na glukolizu i1 funkcionalni status eritrocita, pa se javlja

hemoglobinurija.'"® Insulin zavisno smanjenivanje koncentracije neorganskog fosfora nastaje

kao posledica ulaska glukoze u glukoliticke puteve perifernih tkiva, koja za sobom povlaci i
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v . . . . . .. 123.124
fosfor, $to je regulisano preko insulin-zavisne ekspresije gena za Na/P kotransporter. =

Kod ketoti¢nih krava koncetracija neorganskog fosfora je niza.’
Sve navedeno ukazuje da postoji veza izmedu metabolicke adaptacije i koncentracije
Ca, P i Mg, pa ¢e njihova koncentracija biti odredena kako bi se ispitali modeli za procenu

peripartalnog metabolickog stresa.

2.4. HematoloSka adaptacija i krvna slika u peripartalnom periodu

Krvna slika kod mle¢nih krava, kao i kod drugih Zivotinjskih vrsta ima velikog
znac¢aja u proceni zdravlja. Analiza standardne krvne slike crvene loze podrazumeva: 1.
ispitivanje hematoloSkog statusa (odredivanje hematokrita, broja eritrocita, koncentracije
hemoglobina, eritrocitnih indeksa); 2. ispitivanje biohemijskog statusa (serumsko gvozde,
feritin, kapacitet vezivanja gvozda i slobodni transferin); 3. ispitivanje markera hemolize
(nekonjugovani bilirubin, hemoglobin u urinu, haptoglobin, hemosiderin u urinu); 4.
ispitivanje imunoloSkih markera (Coombsov test, eritrocitna antitela 1 sl.). U brojnim
anemijama se javlja smanjena koncentracija hemoglobina. Za detaljniju dijagnostiku bitno je
odrediti eritrocitne indekse: MCV (eng., mean cell volume, srednja vrednost zapremine
eritrocita), MCH (eng., mean cell-corpuscular hemoglobine, srednja vrednost koliine
hemoglobina u ¢eliji), MCHC (eng., mean cell-corpuscular hemoglobine concentration,
srednja vrednost koncentracije hemoglobina u eritrocitima). Za potpunu analizu crvene krvne
loze potrebno je ispitati i postojanje anizocitoze i poikilocitoze analizom mikroskopskog
razmaza,'>'?

Kod mle¢nih krava brojni faktori imaju uticaj na vrednosti crvene krvne loze. Tako

mle¢ne krave imaju nize vrednosti parametara eritrocitne loze u odnosu na tovne rase, dok u
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okviru mle¢nih rasa najnizu vrednost hemoglobina ima crno-beli HolStajn. Mle¢nost ima
znacajnu ulogu, tako da sa rastom mlecnosti opada vrednost hemoglobina i hematokrita. U
peripartalnom periodu, posebno na sam dan porodaja i u prvim danima laktacije krave imaju

126,127,128,129

manji broj eritrocita i nizu kocnentraciju hemoglobina. Nastanak anemije i snizena

koncentracija hemoglobina uz metaboli¢ko opterec¢enje i poviSenu koncentraciju NEFA mogu

130 Ketoza kod krava u

predisponirati krave ka nastanku peripartalne inflamacije uterusa.
peripartalnom periodu ima uticaja na eritrocitnu lozu koja moze pokazati znake anemije.""
Intenzitet lipolize 1 ketogeneze u peripartalnom periodu je u negativnoj korelaciji sa
vrednostima crvene krvne loze.*

Povecan ukupan broj leukocita (leukocitoza) nastaje usled: inflamacije, nekroze tkiva,
delovanja kortikosteroida i epinefrina, akutne limfoblasne leukemije, hroni¢ne limfocitne
leukemije, akutne ili hroni¢ne mijeloidne leukemije, limfoma i deficijencije adhezionih
molekula leukocita. Smanjenje ukupnog broja leukocita (leukopenija) se javlja prilikom: jake
infekcije, endotoksi¢nih stanja, aplasticne anemije, aleukemi¢nih akutnih leukemija,
infektivnih bolesti, mijelodisplasti¢ni sindrom 1 dr. Pored ukupnog broja leukocita znacajno je
odrediti i diferencijalnu krvnu sliku sa brojem bazofila, neutrofila, eozinofila, monocita i
limfocita. Oni se mogu odrediti pomocu hematoloskog brojaca. Povecan broj bazofila
(bazofilija) ukazuje na hipersenzitivne reakcije, tumor mast Celija, parazitizam, bazofilnu
leukemiju i mijeloproliferativne bolesti. Bazopenija se vrlo tesko dijagnostikuje, jer vrednost
od nula bazofila kod vecine Zivotinjskih vrsta i ljudi ulazi u referentne vrednosti. Eozinofilija
se javlja u hipersenzitivnim reakcijama, parazitozama, limfomima, hipoadrenokorticizmu,
eozinofilnoj leukemiji i dr. Eozinopenija je teSka za dijagnostiku, jer nula ulazi u referentnu
vrednost, ali hroni¢na eozinopenija ukazuje na insuficijenciju koStane srzi. Limfocitoza
ukazuje na hroni¢nu antigensku stimulaciju, nelimfoidne neoplazme, imunski posredovane

bolesti, limfocitne i limfoblasne leukemije. Limfopenija nastaje kao posledica delovanja

33



Created by Simpo PDF Creator Pro (unregistered version)

http://www.simpopdf.com
Marko R. Cincovié Doktorska disertacija

glukokortikoida, virusnih infekcija, imunosupresije, kod enteropatija sa gubitkom proteina,
imunodeficijentnih stanja i sl. Monocitoza prati septikemic¢na stanja, hemolize, odgovor na
glukokortikoide, nehematopoezne neoplazme i oStecenje kostne srzi, dok se monocitopenija
tesko dijagnostikuje. Neutrofilija se javlja kod inflamacija, kao odgovor na glukokortikoide i
epinefrin, zatim kod hroni¢ne mijeloidne leukemije i1 deficijencije adhezionih molekula
leukocita. Neutropenija se deSava kod endotoksemija, aplasticne anemije, aleukemic¢nim
leukemija, virusnih infekcija, imunoposredovanih stanja i dr. Pored odredivanja broja
leukocita i diferencijalne krvne slike znacajno je odrediti i njihovu starost. Ona se odreduje na
osnovu prisustva blasta i stepena segmentiranosti njihovog jedra. Ako se u perifernoj krvi
javljaju mladi oblici razvoja granulocitne loze, sa velikim brojom Stapastih granulocita i
metamijelocita, onda se takva pojava zove skretanje u levo. Skretanje u levo uz leukocitozu
govori u prilog aktivnoj produkciji ¢elija bele loze, ali je skretanje u levo uz leukopeniju
prognosticki vrlo lo§ znak kod mnogih bolesti.'?>'*

Kod mle¢nih krava laktacija ne uti¢e znaCajno na parametre bele krvne loze, ali
endokrinoloSke promene, peripartalni stres i razvoj infekcija znacajno menjaju krvu sliku
krava u peripartalnom periodu. Od posebnog interesa je odredivanje ukupnog broja leukocita,
broja neutrofila, limfocita i odnosa broja neutrofila prema broju limfocitia (N:L odnos). U
peripartalnom priodu dolazi do opadanja ukupnog broja leukocita.'*®'?12%1% Pad broja
leukocita slabi odbrambene sposobnosti organizma, a krave su posebno predisponirane
mastitisu ako imaju nisku vrednost eozinofila, odnosno metritisu ako postoji niska vrednost
monocita.'>’

Zapaljenske reakcije 1 diferencijalna bela loza kod krava moraju se drugacije
posmatrati, jer postoje specificnosti krvne slike i to: visok procenat limfocita (60-80%) i

slaba ili nikakava rezerva mladih granulocita u kostnoj srzi. Tokom zapaljenske reakcije kod

goveda dolazi do pada broja neutrofilnih granulocita uz pad ukupnog broja leukocita, pa su
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neutropenija i leukopenija prvi znaci u akutnoj upali. Tek nakon nekoliko dana ubrzava se
leukopoeza 1 mladi neutrofilni granulociti izlaze u cirkulaciju, ali je klini¢ki ¢esto neprimecen
zbog brzog troSenja. U akutnim upalama gnojnog tipa postoji leukopenija, limfopenija i
neutropenija sa skretanjem u levo. Ako Zivotinja prezivi akutnu fazu deSavaju se
kompenzacije u beloj lozi, tako da raste broj neutrofilnih granulocita a broj limfocita opada,
pa njihov odnos postaje inverzan.'**> Ovdse su opisane promene u klasi¢noj zapaljenskoj
reakciji. Peripartalni period pokazuje odredene specificnosti kada je odnos neutrofila i
limfocita u pitanju.

Odnos neutrofila i limfocita (N:L odnos) je znacajan pokazatelj zdravlja i stresne
optereéenosti Zivotinja.'>> Ovaj odnos kod odraslih goveda iznosi priblizno 0,5:1. U periodu
oko teljenja kod krava postoji tipican stresni leukogram, koji se odlikuje neutrofilijom,
limfopenijom, eozinopenijom i varijabilnom monocitozom. Akutni stres i hiperkortizolemija
dovode do porasta koncentracije neutrofila povla¢enjem ovih ¢elija u centralni pul krvotoka,
dok limfociti migriraju ka periferiji, tako da dolazi do porasta odnosa neutrofila i limfocita

134

(N:L odnos cesto preko 1).”" Posle adaptacije na stresne uslove N:L odnos se vraca na

135

fizioloski nivo u periodu 2-7 dana. ”> Manja vrednost N:L odnosa nedena je na farmama sa

dobrom negom i dobrim medicinskim tretmanom krava.'*

Novija istrazivanja pokazuju da
N/L odnos moze biti ve¢i od 1 kod potpuno zdravih krava, pa se upotreba ovog indikatora
mora vrsiti uz sagledavanje kompletnog zdravlja i metabolizma krava.">” Krave kod kojih je
7-15 dana posle teljenja N:L odnos preko fizioloskih vrednosti nalaze se u fazi prolongiranog
stresa. Prolongirani stres moZze biti uzrokovan prolongiranim metabolickim stresom sa
povisenim vrednostima NEFA i1 BHB i snizenom vredno$¢u glikemije, koji se javlja kod
odredenog broja krava posle teljenja. Koncentracija ovih metabolita znacajno korelira sa N:L

138 o . . .
odnosom. ™" Povisene vrednosti stresnih hormona dovode do porasta neutrofila i ulaska u

krvotok iz marginalnog pula. U jednom ogledu ispitan je uticaj aplikacije deksametazona na
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funkciju limfocita u drugoj nedelji posle partusa. Aplikacija deksametazona dovela je do
znacajnog porasta N:L odnosa, koji je predhodno bio u okviru fizioloskih granica, na racun
porasta broja neutrofila. Dakle, vestackim podrazavanjem akutne stresne reakcije dolazi do
znaajnog porasta broja neutrofila u nedeljama posle partusa.">” Vrednost odnosa N:L preko 1
ukazuje da su krave optereéene inflamacijom ili drugim stresorima.'*’

Zbog svega navedenog pracenje i analiza hematoloskih parametara mogu biti od

koristi u proceni adaptacione sposobnosti na peripartalni metabolicki stres kod krava.

2.5.Imunoloska adaptacija krava na peripartalni metabolicki stres

Imunosupresija je jedan od najveéih problema u peripartalnom periodu krava, koja se
povezuje sa nastankom brojnih peripartalnih oboljenja i ranim isklju¢enjem krava iz
proizvodnje. Visoka koncentracija kortizola, promene u metabolizmu 1 povecana
koncentracija NEFA i BHB, zatim smanjena koncentracija glukoze i kalcijuma, oksidativno
opterecenje organizma i negativni energetski bilans koji predstavljaju kompleks metabolickog
stresa kod krava pojedinacno ili zajednicki utiCu negativno na brojne imunoloske funkcije u
peripartalnom periodu kod krava.'*'

In vitro ispitivanja na imunoloskim progenitornim ¢elijama kostne srzi su pokazala da

ketonska tela i kortizol imaju uticaj na funkcionalni status ovih éelija.'**

Endogeni kortizol
kod krava moze ispoljiti uticaj na imunoloske ¢elije bez obzira na nagli porast i brz pad
njegove koncentracije.'*> Povisena koncentracija NEFA u peripartalnom periodu dovodi do
promena u celularnom imunoloskom odgovoru modifikacijom intracelularnih signala,

kontrolom ekspresije gena, aktivacijom transkripcionih faktora, indukcijom apoptoze i

modifikujuéi produkciju lipidnih aktivnih medijatora. Promene u sastavu serumskih NEFA
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mogu direktno da uti¢u na sastav fosfolipida u leukocitima, $to umanjuje njihovu funkciju.'**

Tokom peripartalnog perioda dolazi do povecane mobilizacije lipida posebno kod gojaznih
krava. Utvrdeno je da gojazne krave pokazuju znacajne znake imunosupresije u peripartalnom
periodu, koja se ogleda u negativnoj korelaciji izmedu vrednosti NEFA i funkcionalnog
statusa perifernih mononuklearnih ¢elija (tako da se proizvodi manja koli¢ina imunoglobulina

i interferona gama i smanjena je sinteza DNA).'®

Pored mononukleara i polimorfonukleari su
osetljivi na poviSenu koncentraciju NEFA. Kod neutrofila je pronadeno da in vitro dodavanje
NEFA smanjuje njihovu vijabilnost i poveéava oksidativno optere¢enje.'*® Oksidativni stres
dovodi do aktiviranja gena koji definiSu proizvodnju proinflamatornih citokina.
Proinflamatorni citokini u povec¢anoj koli¢ini dovode do razvoja nespecifi¢nih inflamatornih
procesa u tkivu domacina, $to se moZe povezati sa metritisom ili mastitisom krava u
peripartalnom periodu. Produkti lipidne peroksidacije povecavaju proinflamatorni fenotip
éelija."*" Ispoljavanje proinflamatornog fenotipa dovodi do apoptoze éelija i smanjene
vijabilnosti, $to za posledicu ima umanjeni imunoloski odgovor. Apoptoza i snizena
vijabilnost nadena je kod mononukleara i kod polimorfonukleara, a u osnovi ovih procesa
nalazi se oste¢enje strukture DNK.'"’

Ispitivanje vijabilnosti leukocita kod krava moze biti interesantan opsti indikator

imunog statusa, pa ¢e kao takav biti predmet istrazivanja u ovoj disertaciji u cilju procene

peripartalnog metabolickog stresa kod krava.
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2.6.Celularna adaptacija krava na peripartalni metabolicki stres (Hsp70)

Stresni proteini (eng., Heat shock proteins, Hsp) su Caperoni neophodni za pravilno
formiranje polipeptidnog lanca; odgovorni su i za njegovu translokaciju u ¢éeliji. Ovi proteini
su pronadeni tokom izlaganja toplotnom stresu, kada je njihova koncentracija 1 ekspresija u
¢elijama rasla, ¢ime se objasSnjava njihov naziv. Prema molekulskoj masi razlikujemo
nekoliko tipova, pa tako npr. postoje: 10 kDa (Hsp10), 20-30 kDa (Hsp27, HspB1), 40 kDa
(Hsp40), 60 kDa (Hsp60), 70 kDa (Hsp70, Hsp71, Hsp72, Grp78, Hsx70), 90 kDa (Hsp90,
Grp94) 1 100 kDa (Hsp104, Hsp110) itd. Kod goveda je identifikovano Cetiri vrste gena za
Hsp70, a iRNK za ovaj protein nadena je u tkivu razli¢itih vrsta éelija i u krvnoj plazmi.'**'*

Hsp70 u ¢elijama pomaze u ponovnom uspostavljanju nativne konformacije proteina
denaturisanih pod dejstvom razli¢itih stresora, spreCavajuci njihovu agregaciju i ¢ime Cuvaju
¢elije od apoptoze 1 pokazuju antiinflamatorni uticaj. Kada se radi o ekstracelularnom Hsp70,
on ima ulogu citokina, imunostimulatornu ulogu (pomaze sintezu proinflamatornih citokina) i
poboljsava antitumorski nadzor. Postoje dva nacina kako Hsp70 dolazi u cirkulaciju. Jedan
mehanizam je pasivan, gde koncentracija Hsp u krvi raste kao posledica nekroze c¢elija ili
njihove opterecenosti stresom. Drugi mehanizam je aktivan i podrazumeva aktivno lucenje
Hsp-a u krvotok od strane razli¢itih ¢elija.'*® Jos uvek nije poznat udeo Hsp-a koji u krvotok
dolazi na jedan odnosno na drugi nacin, a uloga ekstracelularnog Hsp je kontradiktorna.
Naime, koncentracija Hsp raste kod razli¢itih oboljenja, a usled nedostatka Hsp dolazi do
metabolickog sindroma kod ljudi (gojaznost, diabetes, kardiovaskularne bolesti i
dislipidemija).'*'*° Takode, povecana koncentracija ekstracelularnog Hsp-a zna¢i bolje

prezivljavanje.””' Hsp70 ima ulogu u stimulisanju imunog odgovora, ali i u njegovoj inhibiciji

kako previse jak imuni odgovor ne bi doveo do oSte¢enja tkiva domacina.
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Postoje brojni faktori koji uti€u na koncentraciju Hsp70 u serumu krava, kao S§to su
starost 1 stadijum laktacije. Koncentracija Hsp72 je viSa u prvih 60 dana latacije u odnosu na
kasniju laktaciju'** Medutim, koncentracija Hsp72 je znaGajno niza kod krava pred partus i u
prvim nedeljama posle partusa, da bi potom rasla."> Ovo ukazuje na postojanje odredenih
specificnosti u regulaciji ekstracelularnog Hsp72 kod krava u peripartalnom periodu. Kod
mle¢nih krava postoji pozitivna korelacija izmedu vrednosti ekstracelularnog i intracelularnog
Hsp-a 72. Koncentracija NEFA u peripartalnom periodu pokazuju pozitivnu korelaciju sa
koncentracijom Hsp72.'

Zbog svega navedenog, postoji predpostavka da indikatori metabolickog stresa mogu

uticati na koncentraciju Hsp70 u serumu krava.

2.7.1zmena telesne kondicije krava i peripartalni metabolic¢ki stres

Kondicija zivotinja (lat., conditio — stanje) predstavlja standard kome odgovara
uhranjenost zivotinje, stanje zdravlja i spoljasnji izgled, te se ona cCesto definiSe i kao
fiziolosko stanje uslovljeno ishranom, negom, zdravstvenim statusom Zivotinja i njihovim
iskoriS¢avanjem. Konstitucija (lat., constitutio — grada) je kompleks osnovnih svojstava
organizma, koji odreduju zahteve u pogledu uslova zivota, usmerenje produktivnosti i
karakter reakcije na pojedine faktore spoljne sredine. Proizvodna kondicija i ¢vrsta i snazna
konstitucija su odlike krava holstajn-frizijske rase.'”*

Telesna kondicija krava je indirektan pokaatelj energetskog metabolizma krava,
obzirom da negativni energetski bilans dovodi do slabljenja kondicije sa troSenjem masnog
tkiva. Telesna kondicija krava prestavlja dobar pokazatelj lipolize i gubitka masnog depozita
tokom peripartalnog metabolickog stresa i katabolizma. Zbog homeoretskog delovanja

hormona rasta, smanjene osetljivosti na insulin i nedovoljnog unosa hrane u peripartalnom
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periodu, poslebno u ranoj laktaciji dolazi do mobilizacije masti i porasta koncentracije NEFA.
TroSenje masnog depozita, posebno u povrSinskom, potkoznom masnom tkivu dovodi do
promene u izgledu krave, pri promeni njene telesne kondicije. Promena telesne kondicije je
posebno uocljiva ako se zna da u zavrS$noj fazi laktacije i u periodu visokog graviditeta postoji
pozitivan bilans energije, pa se viSak energije talozi u vidu masti. Ocenjivanje telesne
kondicije vrsi se adpsekcijom i palpacijom a posebna paznja se posvecuje regiji kukova,
sednih kvrga, korena repa, sapi i slabinskoj regiji leda. Pored navedenog, moze se meriti i
debljina masnog tkiva ultrazvuénom metodom. Postoji signifikantna korelacija izmedu
izmerenog masnog depozita i ocene telesne kondicije.

Postoji nekoliko vrsta skala u ocenjuvanju telesne kondicije, a najprihvatljivija je skala
od 1-5, gde su krave sa konditucijom ispod 2 mrsave, a preko 4 ugojene. U zavisnosti od
vremena ocenjivanja postoje preporucene vrednosti za telesnu kondiciju: teljenje 3,5 (3,25-
3,75); vrh laktacije 2,75 (2,50-3,25); sredina laktacije 3,00 (2,75-3,50); kasna laktacija 3,25
(3,00-3,50) 1 zasuSenje 3,50 (3,25-3,75). Promena jedne jedinice telesne kondicije
podrazumeva promenu mase tela od oko 55 kg, odnosno 400 Mcal energije.””* U zavisnosti
od ocene telesne kondicije razlikujemo slede¢e vrednosti debljine masnog tkiva na ledima
merenih ultrazvukom: ocena kondicije 1, <Smm; ocena kondicije 1-2, 5-10mm; ocena
kondicije 2-3, 10-20mm; ocena kondicije 3-4, 20-30mm; ocena kondicije preko 4-5, 30-
35mm.'>

Odredivanje telesne kondicije krava ima velikog znafaja u proceni peripartalnog
zdravlja krava i1 produktivnosti krava. Jedan od glavnih okidata metabolickih izmena u
peripartalnom periodu je smanjen unos suve materije hrane. Utvrdeno je da krave koje imaju
vecu telesnu kondiciju uzimaju hranu u manjim koli¢inama, ¢ak 2 do 3 nedelje pre i posle
partusa.””® Ovo moZe imati aditivni efekat na nastanak metaboli¢kog stresa i pokretanje

homeoretskih promena kod krava. Krave sa suviSe visokom ili suvise niskom telesnom
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kondicijom proizvode manje mleka u odnosu na krave sa optimalnom kondicijom. Promena
telesne kondicije od 2 do 3 u ranoj laktaciji uti¢e povoljno na proizvodnju mleka, dok porast
kondicije preko 4 uti¢e negativno. Krave koje tokom rane laktacije gube na kondiciji za jednu
ocenu proizvode vise mleka."”’ Iako visa telesna kondicija znadi veéu proizvodnju mleka,
porast telesne kondicije negativno uti¢e na perzistenciju laktacije.'”® Niza telesna kondicija u
periodu pred teljenje pokazuje pozitivan uticaj na proizvodnju mleka u odnosu na visu telesnu
kondiciju."”® Zastita krava od pregojesnoti u periodu pred teljenje i zastita krava od velikog
gubitka telesne kondicije u ranoj laktaciji predstavlja najznacajniji zadatak veterinara i stocara
iz oblasti dijetetike, jer osim Sto moZze uticati na proizvodnju mleka, telesna kondicija se
dovodi u vezu sa ostalim aspektima Zzivota krava. Visoka telesna kondicija u periodu pre
teljenja 1 izraZen gubitak telesne kondicije posle teljenja dovodi do subklinic¢ke ili klinicke
ketoze. Broj somatskih ¢elija u mleku krava je u pozitivnoj korelaciji sa telesnom kondicijom
na teljenju. Krave koje znacajno gube telesne rezerve ¢eS¢e imaju problema sa infekcijom
uterusa i retencijom placente. Sepavost se javlja ¢es¢e kod krava &ije su ocene telesne
kondicije izvan optimalnih za period laktacije. U razmatranju uticaja telesne kondicije na
zdravlje treba uzeti optimalne ocene za odredeni period laktacije, ali i intenzitet gubitka
telesne kondicije u ranoj laktaciji, posebno ako je on preko 1. Pored proizvodnje mleka i
zdravlja, telesna kondicija u peripartalnom periodu ima uticaja na reproduktivnu efikasnost
krava. Znacajan gubitak telesne kondicije 1 nizak negativni pik kondicije je u negativnoj
asocijaciji sa postpartalnim anestrusom i kasnijim stepenom koncenpcije. Smatra se da je
optimalna telesna kondicija 3-3,5, na teljenju, uz gubitak nizi od 1.'®

Telesna kondicija je indirektni pokazatelj metaboli¢kog statusa krava. U jednom
ogledu krave su podeljene na dve grupe sa po dve podgrupe: grupa gojaznih krava i grupa
mrsavih krava, a u okviru svake podgrupa koja je gubila i koja nije gubila telesnu kondiciju u

peripartalnom periodu. Kod gojaznih krava koje su gubile telesnu kondiciju nadena je najvisa
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koncentracija NEFA, BHB i bilirubina, a najniza koncentracija glukoze i insulina, koja je bila
znacajno razli¢ita u odnosu na grupu gojaznih krava koja nije gubila na telesnoj kondiciji i
grupu mrSavih krava. Ovo ukazuje da su gojazne krave znafajno podlozne insulinskoj
rezistenciji, Sto pored telesne kondicije zavisi 1 od intenziteta kojim krave gube na telesnoj
kondiciji.'®" Krave koje gube vise od 0.5 jedinica telesne kondicije pokazuju nizu
koncentraciju IGF-I u peripartalnom periodu, $to govori u prilog izrazenom katabolizmu i
homeorezi.** Cak i u uslovima toplotnog stresa, kada osetljivost na insulin raste, krave visoke
telesne kondicije ¢e imati viSi stepen lipidne mobilizacije, Sto negativho korelira sa

162

produktivnoséu ovih krava u toplotnom stresu. °~ Metabolicki parametri koji ukazuju na

funkcionalni status jetre (AST, urea, neki lipoproteini) koreliraju sa ocenom telesne kondicije
kod krava.'®

Navedeni podaci ukazuju da promena telesne kondicije krava korelira sa adaptacionim
procesima u metabolizmu tokom peripartalnog perioda kod krava. Zato ¢emo ispitati da li
ocena telesne kondicije zavisi od odabranog modela za procenu peripartalnog metabolickog

stresa.
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2.8.Proizvodna svojstva krava i peripartalni metabolic¢ki stres

Sa aspekta prakticnog rada u govedarstvu odredivanje endokrinih i metabolickih
parametara i modela metaboli¢kog stresa ima smisla samo ako se utvrdi da li ta metabolicka
prilagodavanja uticu na osnovna bioloska-proizvodna svojstva mlecnih krava a to su
proizvodnja mleka i reprodukcija. Proizvodnja mleka i reproduktivna efikasnost su glavni
ekonomski motivi za uzgoj mle¢nih krava. Ova dva svojstva su medusobno povezana.
Poznato je da su duzina servis perioda i proizvodnja mleka u narednoj laktaciji u obrnutoj
proporciji, kao i da zdravlje reproduktivnih organa zavisi od zdravstvenog statusa mlecne
7lezde.'® Negativni energetski bilans koji nastaje kao posledica prilagodavanja organizma na
pocetak laktacije moze znacajno da izmeni i reproduktivnu efikasnost. Postoje brojne
Spekulacije prema kojima promene u koncentraciji hormona u peripartalnom periodu nastaju
kao posledica odlaska hormona u plod i vime, ¢ime se omogucuje adekvatna termoregulacija i
metabolizam teladi odnosno vimena, a nastali disbalans hormona/metabolita koji ostaje u
organizmu krava moze loSe uticati na proizvodnost krava. Ipak, na primeru insulina vidimo da
se ne radi o prostom odlasku insulina u neka tkiva, ve¢ o smanjenom funkcionalnom
kapacitetu pankreasa. Hormoni i metaboliti uticu na brojne procese u vimenu i
reproduktivnim organima, pa je bitno opisati njihovo delovanje tokom peripartalnog perioda i

metabolickog stresa.

2.8.1. Proizvodnja mleka i peripartalni metabolicki stres

Proizvodnja mleka i1 zapocinjanje laktacije su glavni pokretac¢ svih metabolickih

adaptacija kod krava u peripartalnom periodu. Proizvodnja mleka se ponaSa prema odredenoj

dinamici koja podrazumeva da proizvodnja mleka neprestano raste u prva dva meseca posle
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partusa, da bi potom dostigla vrhunac i plato, posle ¢ega dolazi do opadanja proizvodnje
mleka do momenta zasusSenja. Brzina porasta u proizvodnji mleka, vrednosti proizvodnje u
vrhu laktacije i dinamika opadanja u proizvodnji mleka (perzistencija laktacije) su znacajni
pokazatelji produktivne vrednosti krava. Zbog toga su osmisljeni brojni matematicki modeli
kojima je formirana laktaciona kriva kod krava. Modeliranje laktacione krive omogucuje
poredenje produktivnosti razli¢itih krava iz razli¢itih stada i razli¢itog pariteta.'®

Mnogi faktori uti€u na proizvodnju mleka tokom laktacije, a mi ¢emo se bazirati na
peripartalne promene u metabolizmu i zdravlju krava.

Negativni energetski bilans ima uticaja na proizvodnju mleka. U jednom ogledu je
ispitivana vrednost korelacije negativnog energetskog bilansa (ukupni energetski deficit,
najniza vrednost energetskog deficita, vreme potrebno da se krave vrate u pozitivni energetski
bilans) sa svojstvima mleka (proizvodnja mleka, procenat proteina i masti, koncentracija
proteina i mati). Rezultati istrazivanja su pokazali da postoji negativna korelacija izmedu
vrednosti negativnog energetskog deficita i proizodnje mleka. Takode, Sto je izrazeniji
negativni energetski bilans veca je koncentracija masti u mleku, dok je koncentracija proteina
niza.'® Smatra se da postoji negativni energetski bilans ako je koncentracija masti iznad
45g/1, a proteina ispod 32 g/L.”

Koncentracija kortizola znacajno pozitivno korelira sa proizvodnjom mleka kod krava.
Ovo je posebno interesantan podatak kada se zna da koncentracija kortizola raste u periodu
pred teljenje. Utvrdeno je i da kontinuirano davanje sintentskih glukokortikoida (flumetazona)
stimuliSe proizvodnju mleka, sadrzaj mlecne masti i ostalih sastojaka mleka. Medutim,
davanje sintetskih glukokortikoida koji su viSe desetina puta jaci od prirodnog kortizola
(deksametazon i prednizolon) nepovoljno uti¢e na proizvodnju mleka.”’ Hormon rasta ima
znacajan uticaj kako u razvoju mlecne Zlezde tako i u odrzavanju mle¢nosti, §to se moze

povezati sa tipicnim homeoretskim efektom hormona rasta na pocetku laktacije. Proizvodnja
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mleka pozitivno korelira sa koncentracijom hormona rasta, ali i sa odnosom hormon rasta:
insulin, hormon rasta:NEFA i hormon rasta:BHB, $to dodatno potvrduje zna¢aj hormona rasta
u usmeravanju hranljivih materija ka mle¢noj zlezdi.'”” Smatra se da je IGF-I medijator preko
kog hormon rasta deluje na produkciju mleka. Ipak, koncentracija izmedu IGF-I i proizvodnje
mleka je u peripartalnom periodu negativna, ali je kasnije pozitivna kod multiparnih krava,
dok kod primiparnih krava korelacija ne postoji.'®® Koncentracija insulina negativno korelira
sa proizvodnjom mleka, zato Sto insulin stimuliSe upotrebu glukoze u perifernim tkivima, pa
ona u nedovoljnoj meri dolazi do mle¢ne zlezde, Sto umanjuje sintezu laktoze (koja je
higroskopna ¢ime se poveéava zapremina proizvedenog mleka).” Uticaj kortizola, hormona
rasta i insulina na proizvodnju mleka moZe se ispitati na modelu toplotnog stresa, kada se
deSavaju procesi suprotni u odnosu na peripartalni period. Tokom izlaganja toplotnom stresu
kod krava opada proizvodnja mleka, a na endokrinoj osnovi se vidi pad koncentracije
kortizola i hormona rasta, a porast koncentracija insulina.'® Tokom toplotnog stresa opada
upotreba glukoze u vimenu, a raste upoteba NEFA i BHB, §to negativno uti¢e na proizvodnju
mleka.®

Mnoga istrazivanja pokazuju i asocijaciju izmedu pojedinih metabolita i proizvodnje
mleka u ranoj laktaciji. Koncentracija NEFA >0,5 mEqg/L, BHB >600 umol/L i kalcijuma
<2.1 mmol/L. dovodi do pada u proizvodnji mleka za 1,6 do 3,2 kg mleka dnevno u ranoj
laktaciji. Visok nivo koncentracije NEFA i BHB u prvoj i drugoj nedelji posle teljenja (>0,7 1
>1.0 mEq/L za NEFA, >1,400 1 >1,200 pmol/L za BHBA), 1 nizak nivo kalcijuma (<2,1
mmol/L) u prve tri nedelje posle teljenja je u asocijaciji sa smanjenom proizvodnjom mleka u
ranoj laktaciji.'”® Pove¢ana proporcija krava sa visokom koncentracijom NEFA i BHB u stadu
dovodi do umanjenja u produkciji mleka na kraju standardne laktacije od 305 dana.'”!
PoviSena koncentracija NEFA i BHB negativno uti¢e na zdravlje vimena, $to ima veze sa

172,173

nastankom mastitisa u ranoj laktaciji i dodatnim padom u proizvodnji mleka. Mastitis
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moze izazvati i promene u endokrinom sistemu krava. Krave obolele od mastitisa imaju viSu
koncentraciju kortizola i nizu koncentraciju IGF-I, posebno ako je mastitis izazvan gram-
negativnim endotoksiénim mikroorganizmima.'”* Peripartalni metabolicki stres utiGe na
imunsku funkciju 1 apoptozu somatskih ¢elija mleka, tako §to povecava ekspresiju receptora
za kortizol a smanjuje stvaranje protektivnog Hsp70, Sto uz ostale genske izmene, dovodi do

7 Oksidativni stres, koji postoji u

njihove smanjene vijabilnosti i funkcionisanja.'
peripartalnom periodu, pomaZe razvoju mastitisa kod krava u ranoj laktaciji.'’® Ostale
peripartalne bolesti mogu da uticu na proizvodnju mleka u ranoj laktaciji, pa tako kod krava
sa masnom jetrom postoji znatajno niza proizvodnaj mleka u prvih trideset dana laktacije.'”’
Metabolicki stres uti¢e na proizvodnju mleka u ranoj laktaciji. Zbog toga ¢emo

ispitivati proizvodnju mleka u funkciji modela za procenu peripartalnog metaboli¢kog stresa

krava.

2.8.2.Reproduktivne karakteristike krava i peripartalni metabolicki stres

Reproduktivnost krava je veoma znacajna produktivna osobina krava, od koje zavise i
mnoge druge osobine, kao Sto je proizvodnja mleka. Postizanje reproduktivne efikasnosti i
dobijanje jednog teleta godiSnje predstavlja prioritet u govedarskoj proizvodnji. Parametri
reproduktivne efikasnosti su: medutelidbeni interval (<13 meseci), broj dana do prvog
primecenog estrusa posle teljenja (<40 dana), krave kod kojih je prvi estrus otkriven u prvih
60 dana posle teljenja (>90%), prosecan broj praznih dana do prvog osemenjavanja (45-60
dana), broj osemenjavanja po koncenpciji (<1,7 osemenjavanja) i prosecno trajanje servis
perioda — period od partusa do fertilnog osemenjavanja tj. ponovnog uspostavljanja
gravidnosti (85-100 dana).'”™ Za stocare i veterinare posebno su interesantna tri perioda:

postpartum acikli¢ni period (period od partusa do nastanka prve ovarijalne aktivnosti, ¢esto
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nije pracen klini¢kim znacima estrusa, a ne koristi se za osemenjavanje jer involucija materice
jos$ nije gotova), interval od partusa do prvog vidljivog estrusa i interval od partusa do
fertilnog osemenjavanja (servis perioda).

Negativni energetski bilans u peripartalnom periodu kod krava ima signifikantan uticaj
na njihovu plodnost u ranoj laktaciji. Postpartalna lutealna aktivnost je u negativnoj korelaciji
sa intenzitetom energetskog deficita, tako da krave koje ne pokazuju energetski deficit
pokazuju start lutealne aktivnosti na jajniku oko 20-25 dana postpartum, dok krave koje pate
od energetskog deficita (-125 MJ NEL/dan) zapocinju lutealnu aktivnost jednu do dve nedelje
kasnije.'*® Sto je negativni energetski bilans manje izrazen, a period od postizanja najnize
vrednosti energetskog bilanas do vracanja u pozitivno stanje kra¢i, postoji manji borj praznih
dana. Stepen koncepcije od prvog osemenjavanja pozitivno korelira sa energetskim
bilansom. "'

Snizena koncentracija insulina tokom peripartalnog metabolickog stresa moze biti u
vezi sa ponovnim uspostavljanjem ovarijalne aktivnosti. Insulin ima znafajnu ulogu u
uspostavljanju hipotalamo-hipofizo-ovarijalne sprege 1 stimuliSe razvoj struktura u
jajniku.'”"*"1%! Koncentracija NEFA se moze dovesti u vezu sa postpartalnom ovarijalnom
aktivnoScu, posebno ako se zna da koncentracija NEFA u krvi oslikava i koncentraciju NEFA
u folikularnom fluidu jajnika. Visoka koncentracija NEFA u ovarijalnom folikulu je u
negativnoj korelaciji sa produkcijom 17B-estradiola(E2) znacajnog za formiranje fizioloskih i

bihejvioralnih znaka estrusa kod krave.'®>'®?

Koncentracija IGF-I je takode znacajna u
zapocinjanju postpartalne ovarijalne aktivnosti. Snizena koncentracija insulina koja ima veze
sa snizenom koncentracijom IGF-I zajedno dovode do smanjene ovarijalne aktivnosti zbog
smanjene osetljivost jajnika na gonadotropine (FSH 1 LH). Sa druge strane, nadeno je da FSH

na granuloza ¢elijama folikula stimuliSe razvoj receptora za insulin i IGF-I, Sto dalje

omogucava gonadotropinima da uti¢u na razvoj ovarijalnih folikula.'®*'*>!'%!¥7 prolongirana
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hiperketonemija kod krava u ranoj laktaciji negativho utice na ovarijalnu aktivnost kod
krava.'®® Kortizol, kao hormon stresa ima veliku ulogu u nastanku disfunkcionalnog jajnika
usled razvoja ovarijalnih cista. Naime, tokom stresa usled delovanja ACTH raste
koncentracija kortizola ali i progesterona. Progesteron iz nadbubrega koci odavanje
gonadotropnih hormona iz hipotalamusa, a kortizol smanjuje broj receptora za luteinizirajuci
hormon na jajniku i sekreciju 17B-estradiola(E2) iz antralnog folikula. Tako je povratna sprega
jajnika 1 hipotalamusa oslabljena 1 izostaje preovulatorni pik LH, ¢ime je ovulacija blokirana a
jajnik ostaje sa nerazvijenim folikulom iz koga nastaje cista.”' Pored navedenog, ovarijalna
aktivnost 1 ulazak u ponovni estrusni ciklus posle partusa kod krava zavisi 1 od teZine porodaja 1

Metabolicke izmene u smislu

distokija, involucije uterusa 1 pojave metritisa u ranoj laktaciji.
poviSene koncentracije NEFA 1 BHB i sniZzene glikemije umanjuje kapacitet maturacije oocita, a
utice negativno 1 na koncentraciju estradiola i progesterona, $to negativno uti¢e na fertilnost
prilikom osemenjavanja te produzava servis-period.wo’191

Pored uticaja NEFA i1 BHB na reproduktivnu efikasnost krava, mnogi autori su
pokazali da promena u koncentraciji holesterola, triglicerida, uree, kalcijuma i fosfora tokom
peripartalnog perioda ima uticaja na reproduktivnu efikasnost. Ovi metaboliti su bitni
prekursori polnih hormona, pokazuju funkcionalni status jetre koja je bitna za metabolisanje
polnih hormona ili su na drugi na¢in ukljuceni u funkcionalne procese koji su u vezi sa polnih
hormonima i1 promenama na polnim organima, ¢ime se objaSnjava njihova veza sa
reproduktivnom efikasnog¢u krava,'*>!"*1%*

Krave koje ovuliraju imaju manju koncentraciju triglicerida u jetri i proporciju NEFA
u odnosu na krave koje ne ovuliraju.'”” Razli¢ite endotoksi¢ne infekcije praéene produkcijom
citokina (mastitis 1 metritis) menjaju endokrini profil krava i prolongira vreme prve postpartalne
ovulacije, uzrokuju¢i anovulatorne ciste.! 1%

Reproduktivna efikasnost zavisi od stepena optere¢enosti metabolickim stresom, pa ¢e

u ovom ogledu biti ispitanja njihova medusobna relacija.
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Relacija izmedu energetskog bilansa, metabolickog stresa, telesne kondicije i fertiliteta

krava prikazan je na Grafikonu 2.
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Grafikon 2: Energija, energetski metabolizam, telesna kondicija i fertilitet

kod krava tokom laktacije.
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Metaboli¢ke adaptacije koje se javljaju kao posledica negativnog energetskog bilansa i
metabolickog stresa mogu biti takve da uslovljavaju pojavu razliCitih zdravstvenih
poremecaja tokom rane laktacije. Pojava ovih oboljenja ukazuje na loSu adaptaciju krava na
peripartalni metabolicki stres. Zbog toga je pracenje metabolickog profila znacajno u proceni

opterecenosti metabolickim stresom.

Sema 1: Negativni energetski bilans, funkcionalne izmene i peripartalne bolesti kod
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b)

d)

3.HIPOTEZA

Na osnovu ¢injenica navedenih u pregledu literature mozemo izneti slede¢e hipoteze:
PatofizioloSka procena peripartalnog metaboli¢kog stresa kod krava u ranoj laktaciji
moze zavisi od odnosa vrednosti anabolickih indikatora (insulin i IGF-I, ¢ija vrednost
opada) i katabolic¢kih indikatora (NEFA i kortizol, ¢ija vrednost raste) u prvoj nedelji
posle teljenja.

Uzajamna veza katabolickih 1 anabolic¢kih indikatora moZe se dokazati testiranjem i
najintenzivnija je u prvoj nedelji posle teljenja.

Klasifikacija krava prema kriterijjumu vrednosti indikatora metaboli¢kog stresa (bilo
da se radi o pojedinacnom ili kombinovanom uticaju indikatora) u prvoj nedelji posle
teljenja daje znaCajne razlike u vrednostima metaboli¢kog profila, krvne slike,
imunoloskih i celularnih adaptacija, proizvodnje mleka i reproduktivne efikasnosti u
ranoj laktaciji.

Cetiri indikatora metaboli¢kog stresa imaju visok udeo u ukupnoj varijabilnosti
ishodnih varijabli.

Moguce je odrediti grani¢ne vrednosti odabranih indikatora metabolickog stresa u
prvoj nedelji laktacije koji sa odredenim rizikom vrSe odvajanje (diskriminaciju) krava
koje ¢e u prvim nedeljama posle teljenja imati vrednosti metabolickog profila i krvne

slike izvan referentnih vrednosti, kao i krave koje ¢e proizvoditi manje mleka u
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odnosu na predhodnu laktaciju i krave koje ¢e imati umanjenu reproduktivnu
efikasnost.

f) Ukoliko se dokazu predhodne hipoteze moguce je ponuditi novi patofizioloski model
za procenu metabolickog stresa, ukupnog metabolickog statusa, proizvodnosti i
reproduktivnosti krava u ranoj laktaciji koji se zasniva na medusobnom odnosu

anaboli¢kih i1 kataboli¢kih indikatora stersa.
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4.MATERIJAL I METODE

4.1.0pSsti uslovi eksperimenta — krave, ishrana i nega

Ogled je izvrSen na 50 krava Holstajn-frizijske rase u drugoj i trecoj laktaciji, koje
nisu pokazale nikakve znake poremecaja zdravlja u predhodnoj laktaciji, a imale su
proizvodnju mleka oko 7000 litara. Krave su gajene u slobodnom sistemu, na dubokoj
prostirci, ali se u tranzicionom periodu bile u porodiliSu, gde je postojao vezani sistem.
Ishrana krava je obroc¢na, dok je u porodilistu posle partusa bila po volji.

Krave su hranjene miksovanim obrokom kojim se zadovoljavaju kompletne potrebe
krava. Krave uzimaju vodu ad libidum. Pojilice su automatske, tako da uvek postoji dovoljno
sveze vode. Obrok sadrzi: kukuruznu silazu (oko 20-25kg), seno lucerke (oko 5 kg), reprine
rezance (3-5kg), koncentrat (5-7kg) i druge dodatke. Obrok za krave u ranoj laktaciji se pravi
da zadovolji slede¢e standarde: proteine (17,5-19,5% SM sirovih proteina, 30-33%
razgradivih proteina od ukupnih, 35-40% nerazgradivih proteina od ukupnih); ugljene hidrate
(ADF minimum 17-21%, NDF minimum 28-31%, NDF iz kabaste hrane minimum 18-23%,
nestrukturni ugljeni hidrati 35-42%, nivo suve materije iz kabaste hrane minimum 40-45%);
energija (NEL 7-7,4 MJ/kg suve materije obroka) i masti u obroku 5-7%.

Muza se odvijala dva puta dnevno. Postojao je sistem za izmuzanje tipa riblja kost.
Izmedu $tale i objekta za muzu postoji hodnik sa obezbedenim podom za prolaz krava i dez-

barijerom za dezinfekciju papaka. Vime se pravilno pralo, dezinfikovalo i pripremalo za
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muzu. Muza se vrSila u zatvorenom vakumskom sistemu, a mleko je zatvorenim vodovima
odlazilo u sabirnu cisternu, gde se temperiralo i ¢uvalo do transporta.

Sprovodene su preventivne mera propisane Zakonom i Pravilnikom o utvrdivanju
programa mera zdravstvene zastite Zivotinja. Obrada papaka vrSena je u takvoj dinamici da u
toku 6-8 meseci svim kravama budu sredeni papci. Povremeno je vrSeno ceSagijanje koze
krava, kako bi se sa nje skinuo visak dlaka i prasine.

Objekti su posedovali ventilatore za rashladivanje i sistem prskalica. Ci§éenje
hranidbenog hodnika je vrSeno svakodnevno. Na ulazu i izlazu uz Stale postojale su
dezbarijere koje se ne mogu zaobici.

Krave su opservirane u prvoj, drugoj, cetvrtoj i osmoj nedelji posle partusa, ali i

kasnije u cilju praéenje reproduktivne efikasnosti krava.

4.2.Uzimanje uzoraka krvi

Uzorci krvi su uzimani u prvoj, drugoj, ¢etvrtoj i osmoj nedelji posle partusa. VrSena
je venepunkcija vene jugularis kod krava u periodu od 11-14 ¢asova kako bi se izbega uticaj
muze i prandijalni efekat na metabolite kod krava. Krv je uzimana uz minimalno izazivanje
stresa kod krava, tako da od momenta pristupa kravi do momenta uzimanja krvi ne prode vise
od 2-3 minuta. Ovo je vrlo vazno da bi se izbegao akutni stres i pobudivanje nadbubrezne
zlezde. Uzorci krvi su uzimani u vakutajnere (serumske epruvete) i stavljani u prirucni
frizider. Duzina perioda od momenta uzimanja uzoraka krvi do njene obrade u laboratoriji
(odvajanje seruma) bila je oko 3 sata. Uzorci krvi su odmah koris¢eni za hematolosku i
biohemijsku analizu, a po potrebi serum je bio zamrzavan na -20°C za odredene analize na

koje je trebalo cekati.
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4.3. Endokrinoloska ispitivanja

Endokrinoloska ispitivanja podrazumevaju ispitivanje koncentracije insulina, IGF-I,
kortizola i hormona rasta (STH) u svim nedeljama ogleda za svih 50 krava. Koncentracija
hormona je odredena ELISA metodom prema standardnim instrukcijama proizvodaca.
Koris¢en je cita¢ mikrotitar plo¢a marke Rayto. Ocitavanje je vrSeno na 450+2 nm.
Standardne krive su odredene merenjem absorbance standarda i njenim poredenjem sa
koncentracijom standarda, a formirana je linearna i/ili polinomalna kriva, kako bi se postigla
veca preciznost. Svi reagensi su se prazljivo pripremljeni po uputstvu proizovodaca. Posle
dodavanja enzima formirala se kolorimetrijska reakcija koja daje plavu boju, a koja se menja
u zutu posle dodavanja stop rastvora. Kontrolisanje boje u mikrotitar plocama je znacajno pre
ocitavanja koncnentracije hormona. Ispiranje se vrSilo pravilno, a posle dodavanja
komponenti znacajnih za inkubaciju vrSilo se i lagano meSanje plocCe, prema preporuci
proizvodaca.

Insulin — Odredivanje koncentracije insulina vr$i se pomoc¢u sendvi¢ ELISA metode.
Mikrotitar ploca je prekrivena slojem sa inkorporiranim antitelima specifiénim za insulin.
Standard i uzorci su pipetirani u polja mikrotitar ploce koja se inkubirala 2 sata na 37°C, a
potom se odlivao visak tecnosti iz svakog polja bez ispiranja. Zatim su se u svako polje
dodavala biotinom obeleZena antitela i inkubacija je trajala 1 sat na 37°C. Po isteku vremena
vr§ila se aspiracija 1 ispiranje tri puta. Dodavan je enzim HRP-avidin (Horseradish
Peroxidase) i vrSena je inkubacija 1 sat na 37°C. Potom je vrSena aspiracija i pranje 5 puta.
Dodavan je TMB (tetrametilbenzidin) supstrat i inkubiran 15-30 minuta na 37°C. U ovom
periodu ploCa je zaSticena od svetlosti, zbog razvoja kolorimetrijske reakcije. Potom je
dodavan stop rastvor (kiselina) i vrSeno je ocitavanje. Intenzitet boje zavisi od koli¢ine

insulina koja se vezala za antitela tokom inicijalnih koraka, te obelezenih antitela koja su se
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potom vezala za insulin. Oc¢itavanje je vrSeno tokom 5 minuta. Standardna koncentracija koja
se detektuje je od 16.5-1000 nIU/ml. Proizvoda¢ kita je Cusabio.

Insulinu slican faktor rasta I (IGF-I) — Odredivanje IGF-I vr$i se pomoc¢u kompetitivne
ELISA-e. Monoklonska antitela specifi¢na za IGF-I nalaze se u mikroplocama. Dodati su
standardi i1 uzorci u polja mikrotitar ploce. Dodata su antitela za IGF-I koja su konjigovana sa
HRP, meSana i inkubirana 2 sata na 37°C. Ispiranje polja je vrSeno tri puta. Dodat je supstrat i
inkubacija je vrSena 15 minuta na 37°C. U ovom periodu ploca se mora zastiti od svetlosti, jer
se razvija kolorimetrijska reakcija. Dodat je stop rastvor i vrSieno je ocitavanje tokom 10
minuta. Standardna koncentracija koja se detektuje je 2,4-60 ng/ml. Proizvodal kita je
Cusabio.

Kortizol — Odredivanje kortizola vrs$i se pomoc¢u kompetitivne ELISA-e. Monoklonska
antitela specifi¢na za kortizol nalaze se u mikroplocama. Dodat je standard i uzorci u svako
polje mikrotitar plo¢e. Dodat je detekcioni reagens A, promeSane su mikroploce i inkubirane
1 sat na 37°C. Potom je izvrSeno ispiranje tri puta. Dodat je reagens B i ponovo je vrseno
inkubiranje 30 minuta na 37°C. Nakon inkubacije izvrSeno je ispiranje pet puta. Potom je
dodat supstrat i inkubacija je trajala 15-25 minuta na 37°C. Mikroplo¢a mora biti zaSti¢ena od
svetlosti. Potom je dodat stop rastvor i odmah izvrSeno oc€itavanje. Standardna koncentracija
koja se detektuje je 12,35-1000 ng/ml. Proizvodac kita je Uscn — Life Science.

Hormon rasta (STH) — Odredivanje STH vrsi se pomoc¢u sendvi¢c ELISA metode. U
¢vrstoj podlozi mokrotitar ploce nalaze se monoklonska antitela. Posle dodavanje standarda 1
uzoraka dodat je reagens sa enzimom koji se mesao pazljivo tokom 30 minuta i inkubirao na
18-25°C tokom 3 sata. Potom je ispirana inkubaciona mikstura pet puta. Dodat je TMB
rastvor 1 izvrSena je inkubacija u trajanju od 20 minuta. Mikrotitar ploca je bila zasti¢ena od

svetlosti. Zatim je dodat stop rastvor da bi se formirala Zuta boja od postojece plave i vrSeno

56



Created by Simpo PDF Creator Pro (unregistered version)

http://www.simpopdf.com
Marko R. Cincovié Doktorska disertacija

je ocitavanje na 450nm. Standardna koncentracija koja se detektuje je 1,25-20 ng/ml.
Proizvodac kita je Endocrine technologies.

Svi hormoni bi¢e predstavljeni u jedinici ng/ml. Radi lakSeg poredenja sa literaturom
treba napomenuti faktore konverzije njithovih vrednosti: insulin 1mIU/L=0,042ng/ml (insulin

¢e biti predstavljen u ng/ml, kao 1 ostali hormoni); kortizol 1ng/ml x = 2,76 nmol/l.

4.4.Ispitivanje metabolickog profila

Metabolicki profil krava odredivan je u svakoj nedelji uzorkovanja krvi. Kori$¢ene su
fotometrijske reakcije i fotometar proizvodaca Rayto (RT1904c). Fotometriranje je vrSeno na
talasnoj duzini i u vremenskom intervalu prema specifikaciji proizvodaca. Pre upotrebe
svakog novog kita formirana je kalibraciona kriva, prema specifikaciji proizvodaca. KoriS¢eni
su standardni kitovi porizvodaca Randox (UK) 1/ili Pointe scientific (USA). U kitovima su
obezbedene preciscene i standardizovane hemikalije znacajne za odvijanje reakcija, koje su
opisane u pasusima koji slede. Ostale hemikalije koje su bile potrebne, a nisu uklju¢ene u
kitove su bile od proizovdaca Sigma Aldrich.

Za procenu energetskog statusa krava vrSeno je ispitivanje koncentracije NEFA, BHB
i glukoze. Metabolizam proteina procenjen je kroz koncentraciju ukupnih proteina, albumina,
uree i amonijaka. Hepati¢ni profil podrazumeva odredivanje holesterol, trigliceridi, ukupni
bilirubin, AST, ALT, GGT i AP. Oksidativni stres odreden je ispitivanjem aktivnosti SOD i
MDA. Profil jona je ispitan merenjem koncentracije Ca, P i Mg.

NEFA — Koncentracija NEFA odredivana je kolorimetrijskom reakcijom koja se
zasniva na acilaciji koenzima A od strane masnih kiselina u prisustvu dodane acil-CoA
sintetaze kao katalizatora. Acil-CoA se oksidiSe pod dejstvom dodate acil-CoA oksidaze uz

proizovdnju vodonik perioksida. Vodonik peroksid u prisustvu peroksidaze dozvoljava
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oksidativnu kondenzaciju 3-methi-N-etil-N(B-hidroksietil)-anilina (MEFA) sa
4-aminoantipirinom, §to daje ljubicastu boju.

BHB - Odredivanje BHB se bazira na njegovoj oksidaciji do acetoacetata pomocu
enzima 3-hidroksibutirat dehidrogenaze. Istovremeno sa ovim kofaktor NAD" se redukuje do
NADH, sto dovodi do razvoja boje.

Glukoza — Odredivanje glukoze vrsi se posle njene enzimatske oksidacije u prisustvu
glukoza-oksidaze. Dobijeni vodonik-peroksid u ovoj reakciji dalje reaguje sa 4-
aminofenazonom 1 fenolom u prisustvu peroksidaze kao katalizatora. Dobija se crveno-
ljubicasta boja ¢iji se intenzitet meri.

Ukupni proteini — Proteini u serumu reaguju sa bakarnim jonom i u alkalnom rastvoru
daju ljubicasti bojeni kompleks. Intenzitet ljubicaste boje je proporcionalan koncentraciji
proteina.

Albumini — Albumini vezani za bromkrezol zeleno daju intenzivno zeleno bojenje
proporcionalno koncentraciji albumina.

Urea — Urea u vodi pod dejstvom ureaze daje amonijum jon i ugljenik-Cetiri oksid.
Amonijum jon reaguje sa salicilatom i hipohloritom dajué¢i kompleks zelene boje.

Holesterol — Holesterol se odreduje posle enzimatske hidrolize holesterol estera pod
dejstvom holesterol esteraze, kada se dobija holesterol i masne kiseline. I1zdvojeni holesterol
se oksidiSe pod dejstvom dodate holesterol-oksidaze, kada se formira vodonik-peroksid.
Vodonik peroksid reaguje sa fenolom i 4-aminoantipirinom pod dejstvom peroksidaze dajuc¢i
obojeni kvinoneimin.

Trigliceridi — Trigiliceridi se odreduju enzimatskom reakcijom. Trigliceridi pod
dejstvom lipaza daju glicerol 1 masne kiseline. Dobijeni glicerol sa ATP-om pod uticajem

glicerol kinaze daje glicerol-3-fosfat, koji dalje oksidiSe pod dejstvom dodate glicerol-3-fosfat
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oksidaze. Produkt ove reakcije je vodonik peroksid koji sa 4-aminofenazonom i 4-
hlorofenolom pod dejstvom peroksidaze daje obojeni kvinoneimin.

Ukupni bilirubin — Bilirubin vezan za proteine se najpre odvoji pod delovanjem
deterdzenata. Ukupni bilirubin reaguje sa 2,4-dihloroanilin-om u prisustvu hidrohlorne
kiseline, dajuéi obojeni azobilirubin.

AST — AST je enzim koji katalizuje transfer amino-grupe sa L-aspartata na o-
ketoglutarat, kada se dobija L-glutamat i oksalacetat.Oksalacetat sa NADH i H pod dejstvom
malat-dehidrogenaze kao katalizatora daje obojeni L-malat i NAD".

ALT — ALT je enzim koji katalizuje transfer amino-grupe sa L-alanina na a-
oksoglutarat, kada se dobija L-glutamat i piruvat. Piruvat sa NADH i H pod dejstvom laktat-
dehidrogenaze kao katalizatora daje obojeni L-laktat i NAD".

GGT - Gama-glutamiltransferaza je enzim koji katalizuje reakciju izmedu L-y-
glutamil-3-karboksi-4-nitroanilidin-a i glicilglicina, kada se dobija obojeni S5-amino-2-
nitrobenzoat.

AP — Alkalna fosfataza katalizuje hidrolizu p-nitrofenil fosfata, kada se dobija fosfat i
p-nitrofenol, koji daje bojenu reakciju.

SOD - Superoksid-dismutaza se odreduje zahvaljujuci njegovoj sposobnosti da ubrza
dismutaciju superoksidnih radikala. Ksantin pod dejstvom ksantin oksidaze daje urat i
superoksidni radikal, pod ¢ijim dejstvom 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolium
hlorid (skracenica I.N.T.) formira crveno obojeni formazan. Aktivnost SOD se potom meri
kao stepen inhibicije navedene reakcije. SOD je odredivan iz lizata eritrocita. 0,5 ml pune krvi
se centrifugira 10 minuta na 3000 obrtaja/min, potom se plazma aspirira i eritrociti se ispiraju
tri puta sa 3 ml 0,9% NaCl i ponovi se centrifugiranje. Po zavr§enom centrifugiranju dodaje
se 2 ml hladne redestilovane vode, mesa se i ostavlja na +4°C tokom 15 minuta (frizider).

Lizat se razdeduje sa 0.01 mol/l fosfatnim puferom pH 7,0. Procenat inhibicije iznosi 30-60%.
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Razredenje koje se preporucuje kod uzoraka dobijenih od goveda je 50 puta, tako da je
finalni dilucioni faktor = 200. Broj jedinica SOD se moze predstaviti po mililitru cele krvi
(dobijena vrednost pomnozena sa dilucionim faktorom) ili po gramu hemoglobina (vrednost
po mililitru podeljenja sa vredno$¢u hemoglobina g/ml).

Malondialdehid (MDA) — MDA se kvantifikuje u kontrolisanoj kolorimetrijskoj
reakciji sa tiobarbiturnom kiselinom, kada se formira obojeni kompleks.

Kalcijum (Ca) — Kalcijumov jon daje ljubicasti kompleks sa O-krezolftalein
komplekosn-om u alkalnoj sredini, na ¢emu se zasniva reakcija.

Fosfor (P) — Neorganski fosfor reaguje sa amonijum molibdatom u prisustvu
sulfuri¢ne kiseline i formira obojeni fosfomolibdat kompleks, kada se meri kolorimetrijska
reakcija.

Magnezijum (Mg) — Magnezijumov jon reaguje sa ksilidin-plavim u alkalnoj sredini i
formira purpurno crveni helat. Treba napomenuti da se kalcijum iz reakcije iskljucuje

delovanjem EGTA sa kojim stvara kompleks.

4.5.Hematoloska ispitivanja

Hematoloska ispitivanja vrSena su u svim nedeljama ogleda i podrazumevala su:

odredivanje broja eritrocita, odredivanje koncentracije hemoglobina, odredivanje ukupnog

broja leukocita, diferencijalne bele loze i odnosa neutrofila i limfocita. Sve hematoloske

analize vrSene su na hematoloSkom analajzeru Hemavet 950 sa softverom za goveda.
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4.6. Vijabilnost leukocita

Vijabilnost leukocita se ispituje posle bojenja sa tripan plavim (eng., trypan blue), koja
je diazo boja. Zbog selektivne propustljivosti membrane, zZive Celije se ne prebojavaju ovom
bojom. Medutim, kod mrtvih ¢elija i ¢elija sa oSte¢enom membranom ova broja prolazi
prebojavajuéi cCeliju plavo. Koris¢ena je boja od proizvodaca Sigma Aldrich, koja je
namenjena mikroskopskom posmatranju i brojanju ¢éelija.

Odredena zapremina 0,4% rastvora boje se pomeSa sa istom zapreminom leukocita i
potom se pazljivo stavlja u hemocitometar. Napunjen hemocitometar se inkubira 1-2 minuta
na sobnoj temperaturi, i potom se vrSi brojanje. Procenat vijabilnosti se izracunava po

formuli: % vijabilnosti = [1.00 — (broj plavih ¢elija / ukupan broj ¢elija)] x 100.

4.7.Koncentracija Hsp70

Za potrebe analize celularne adaptacije na peripartalni metabolicki stres odredena je
serumska koncentracija Hsp70. KoriS¢ena je metoda kompetitivne inhibicione ELISA-e. U
mikroplocama se nalazi sloj oblozen antitelima specificnim za Hsp70. Dodaje se standard 1
uzorak u propisane bazenci¢e mikroploce. Potom se dodaje konjugat (osim u slepu probu).
Prekriva se 1 inkubira 1 sat na 37°C. Svako polje se aspirira i ispira tri puta. Potom se dodaje
HRP-avidin i inkubira 30 minuta na 37°C. Potom se vrsi aspiracija i ispiranje tri puta. Vrsi se
dodavanje supstrata i inkubira 15 minuta na 37°C. Temperatura mora biti stabilna, a
mikroploca se ne sme izlagati svetlosti. Potom se dodaje stop rastvor i pazljivo mesa, da
razvijena boja postane uniformna. Boja iz plave prelazi u Zutu, a pojava zelenih nijansi znaci
da se meSanje mora obaviti. O¢itavanje opticke gustine se izvrsi u toku 30 minuta. Cita¢

mikroplo¢e mora biti podeSen na 450 nm. Formirana je standardna kriva, linearna i/ili

61



Created by Simpo PDF Creator Pro (unregistered version)
http://www.simpopdf.com
Marko R. Cincovié¢ Doktorska disertacija

polinomalna. Detekcioni limit je od 1,25-20,0 ng/ml. Kori$¢en je standardni kit proizvodaca

Cusabio.

4.8.Merenje telesne kondicije krava

Odredivanje telesne kondicije krava vrSeno je svake nedelje tokom 8 nedelja ogleda.
Upotrebljavan je skor od 1 do 5. Koris¢ene su preporuke iz vodi¢a Elanco Animal Health
Buletin Al 8478 (Rev.9/96), kao i preporuke Edmonson-a i saradnika.'®’

Merenje je vrSeno adpsekcijom krava i1 palpacijom istaknutih koStanih delova.
Posmatrane su anatomske regije i ocenjene po navedenoj tabeli i slikama. Najmanja jedinica

ocene je bila 0,25.

Slika 1: Orijentaciona ocena telesne kondicije pogled sa strane

Linija od sedne kvrge, preo sapi ka kuku u obliku slova U (kondicija 3,25-4)
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Linija od sedne kvrge, preo sapi ka kuku ravna (kondicija 4)

Sema 3: Detaljna ocena telesne kondicije na osnovu adspekcije i palpacije (A-trnasti
1zdanci, B-od trnastih ka bo¢nim izdancima, C-slabinski bo¢ni izdanci, D-istaknutost izdanaka
preko gladne jame, E- kukovi i sedne kvrge, F-izmedu sednih kvrga i kukova, G-izmedu

kukova, H-izmedu korena repa i sednih kvrga).
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4.9.Ispitivanje mlec¢nosti krava

Mle¢nost krava ispitivana je analizom mle¢nog kartona. Odredena je prosecna

nedeljna proizvodnja mleka (L) po kravi u prvoj, ¢etvrtoj i osmoj nedelji laktacije.

4.10.Ispitivanje reproduktivne efikasnosti krava

Reproduktivna efikasnost je ispitana pracenjem reprodutivnog kartona. Za poterbe
ogleda pracen je broj dana od partusa do ispoljavanja prvog vidljivog estrusa i broj dana od
partusa do fertilnog osemenjavanja. Ispitan je procenat krava koji je ispoljio estrus do i posle

40. dana laktacije i kod kojih je doslo do fertilnog osemenjavanja do i posle 90. dana laktacije.

4.11.0pis modela i statisticka obrada podataka

Odabrani indikatori metabolickog stresa su: insulin i IGF-I (pokazatelji anabolizma) i
kortizol 1 NEFA (pokazatelji katabolizma). Ispituje se njihov uticaj na opisane ishodne
varijable i1 to: metabolic¢ki profil, krvnu sliku, vijabilnost leukocita, celularnu adaptaciju,
telesnu kondiciju, proizvodnju mleka i reproduktivnu efikasnost krava.

Najpre ¢e biti ispitan uticaj teljenja na vrednosti odabranih parametara, tako $to ¢e se
koristiti ANOVA analiza (repeated analiza, gde je nedelja uzeta kao ponavljajuci efekat) u
ispitivanju statisticke znacajnosti razlike izmedu vrednosti indikatora i ishodnih varijabli u

prvoj, drugoj, cetvrtoj i osmoj nedelji posle partusa.
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Potom ¢e biti odredena vrednosti medijane (Me) za insulin, IGF-1, kortizol i NEFA u
prvoj nedelji posle teljenja.

Krave ¢e biti klasifikovane prema vrednostima medijane na sledeée grupe: insulin™®:
insulin™®"; IGF-IM*: IGF-IM*"; NEFAM: NEFAM®" i kortizo®: kortizol™®". Razlika u
vrednostima ova odabrana Cetiri indikatora uporedena je izmedu svake Me- 1 Me+ grupe u
svakoj ispitanoj nedelji. KoriS§¢ena opsti linearni model i ANOVA analiza (posthock LSD
test).

Na osnovu dobijenih rezultata o odnosu anabolickih i1 katabolickih indikatora
metabolickog stresa krave ¢e biti klasifikovane na dva nacina, u zavisnosti da li ispitujemo
uticaj jednog ili viSe parametara.

Krave je moguce klasifikovati na osnovu vrednosti svakog pojedinacnog indikatora
metabolickog stresa na 4 grupe:

1) insulin™®: insulin™*";

2) IGE-IV®: IGF-IM;

3) NEFAM®: NEFAM' §

4) kortizoI™®": kortizol™".

U drugom slucaju krave mozemo klasifikovati na osnovu kombinacije anabolickih i
katabolickih faktora i to:

1) insulin+NEFA,

2) insulintkortizol,

3) IGF-I+NEFA i

4) IGF-I+kortizol.

U ovom slucaju ¢emo porediti krave potencijalno opterecene metabolickim stresom
(kod kojih je vrednost anabolickih parametara ispod medijane, a kataboli¢ki iznad medijane)

sa kravama koje bi trebale manje da pate od metabolickog stresa (kod kojih je vrednost
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anaboli¢kih parametara iznad medijane, a katabolicki ispod medijane). Na taj nacin ispitujemo
uticaj kombinacije parametara, ali je mana Sto se odredeni broj Zivotinja iz ogleda gubi. Taj
broj nije veliki obzirom na postojanje inverznog odnosa vrednosti anabolickih 1 katabolickih
parametara. Ipak, prednost ovakvog formiranja kriterijuma je moguénost uporedivanja sa
individualnim kriterijjumima.

U slede¢em koraku ¢e metodom glavne komponente biti ispitano koje su to
komponente koje utiCu na varijabilnost svih ispitivanih varijabli i da li te komponente sadrze
neki od 4 odabrana indikatora metabolickog stresa. Od posebnog znacaja je da se utvrdi
koliko je udeo svake komponente u ukupnoj varijaciji svih varijabli, te da li 1 u kojoj meri
glavne komponente koreliraju sa 4 odabrana indikatora metabolickog stresa. Za ovu svrhu
¢emo koristiti faktorsku analizu. Broj faktora bie odredene skri metodom skri-testa (eng.,
scree), a opterecenost faktora bi¢e odredena pomocu VIRIMAX ortogonalne rotacije matrice.

Na posletku ¢e biti ispitan klini¢ki znacaj odabranih indikatora metabolickog stresa
kod krava. Najc¢es¢i nalazi kod krava u ranoj laktaciji koji moze ukazati na poremecaj zdravlja
su: hipoglikemija, hipokalcemija, hiperbilirubinemija, hipoalbuminemija, anemija, stres
leukogram, gubitak telesne kondicije za vise od 0,5 jedinica, ispoljavanje prvog estrusa posle
40 dana od teljenja i fertilno osemenjavanje posle 90 dana od teljenja. Da bi odredili da li
koncentracija insulina, IGF-I, kortizola i NEFA u prvoj nedelji posle teljenja ima prediktivni
uticaj na nastanak navedenih promena treba izvrSiti frakcionisanje vrednosti ova Cetiri
indikatora. Za svaku koncentraciju ova Cetiri indikatora treba odrediti sa kojom senzitivnoséu
i specificnos¢u dele krave sa navedenim promenama od krava bez navedenih promena. Za tu
potrebu se radi ROC (eng., Receiver Operating Characteristic) analiza formiranje ROC krive,
koja se dobija od tac¢aka koje oznacavaju specificnost i senzitivnost na dve ose kordinatnog
sistema. Ako je vrednosti povrsine ispod ROC krive preko 0,5 onda ispitivani indikator ima

znacajnu determinacionu mo¢. Ako je ta vrednost od 0,7-0,9 postoji veoma znacajna
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determinaciona mo¢, a ako je vrednost 1, onda je ona savrSena. U drugom koraku se odreduje
optimalna vrednost indikatora (vrednost indikatora sa najve¢om specificnosc¢u i senzitivnoséu)
koja determiniSe krave sa izmenjenim varijablama od krava koje te promene ne pokazuju.
Vrednost indikatora treba izracunati i za 90% specificnosti. ROC kriva se formira na osnovu
dobijenih 200 tacaka (50 krava x 4 nedelje uzorkovanja). Vrsi se sparivanje vrednosti varijabli
u svakoj ispitanoj nedelji sa vrednostima indikatora u prvoj nedelji posle teljenja. Na ovaj
nacin ¢emo utvrditi koji od Cetiri indikatora metabolickog stresa pokazuje znacajan uticaj na
varijable 1 koja vrednost indikatora stresa implicira nastanak znacajnih promena u
vrednostima varijabli u tom nivou da ukazuju na loSu adaptaciju krava na peripartalni stres.
Svi statisticki proracuni i izrada tabela i1 histograma bi¢e izvedeni u programu
Microsoft Excel za tabele i histograme, Statgraphic centurion za generalni linearni model i

ostala statistiCka ispitivanja i MedCalc za ROC analizu.
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S.REZULTATI

5.1.Vrednost ispitivanih parametara u periodu posle teljenja

Kod krava u prvim nedeljama laktacije postoje znacajne promene u vrednostima
ispitivanih parametara Sto se moZe pripisati uticaju teljenja, kao bioloskog ¢ina koji pokrece
brojne adaptacione procese i inicira metabolicki stres. Zbog toga je uticaj vremena (nedelje) u
kom je vrSeno merenje odabranih parametara statisticki znacajan (p<0,01 ili p<0,05) za sve
ispitane parametre.

5.1.1. Indikatori metabolickog stresa — Koncentracija insulina i IGF-I je zna¢ajno niza
u prvoj i drugoj nedelji posle partusa u odnosu na cetvrtu i osmu nedelju. Koncentracija
kortizola je statisticki znacajno viSa u prvoj nedelji posle partusa u odnosu na drugu, Cetvrtu i
osmu. Koncentracija NEFA je znacajno visa u prvoj i drugoj nedelji posle partusa u odnosu
na Cetvrtu i osmu. Odabrani indikatori anabolizma i katabolizma su u znac¢ajnoj inverziji u

prvoj nedelji posle teljenja. Pogledati Grafikon 3-6.
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Grafikon 3-6: Koncentracija insulina, IGF-I, NEFA i kortizola tokom eksperimentalnog

perioda (srednja vrednost+SD)

5.1.2. Metabolicki profil — Koncentracija hormona rasta je najviSa u prvoj nedelji
posle partusa, da bi lagano opadala do osme. Koncentracija STH je znacajno viSa u prvoj
nedelji posle partusa u odnosu na osmu, dok u ostalim nedeljama nema razlike. Energetski
metabolizam kod krava je znaCajno izmenjen u ranoj laktaciji, tako da je nadena niza
koncentracija glukoze i visa koncentracija BHB u prve dve nedelje posle partusa. Ovakav
nalaz ukazuje na prisustvo negativnhog energetskog bilansa 1 izrazenu ketogenezu.
Metabolizam proteina je takode izmenjen tako da je koncentracija ukupnih proteina, albumina
1 uree najniza u prvoj nedelji posle partusa, da bi potom lagano rasla. Ovakvo stanje nastaje
kao posledica nedovoljne konzumacije hrane, ali i opterecenja funkcije jetre i redukcije
njenog sintetskog kapaciteta. To potvrduje hepati¢ni profil, jer je aktivnosti enzima AST,

ALT, GGT, AP i bilirubina znacajno visa u ili prvoj i drugoj nedelji posle partusa.
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Koncentracija holesterola 1 triglicerida u krvi je znacajno niza u prvoj i drugoj nedelji posle
partusa, u odnosu na Cetvrtu i osmu. Oksidativno optereéenje krava u ranoj laktaciji je
potvrdeno time Sto je koncentracija MDA znacajno visa u prvoj i drugoj nedelji posle partusa,
a aktivnost SOD znacajno niza u istom periodu. Koncentracijea Ca, P i Mg je znacajno niza u

prvoj nedelji posle partusa, da bi postepeno rasla. Pogledati Grafikon 7-25.
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Grafikon 7-25: Koncentracija metabolickih pokazatelja energetskog bilansa,
metabolizma proteina, funkcionalnog statusa jetre, oksidativnog statusa i mineralnog profila

kod krava u tokom eksperimentalnog perioda (srednja vrednost+SD)

5.1.3. Krvna slika — Parametri krvni slike takode zavise od vremena uzimanja uzoraka
krvi, tako da je broj eritrocita i koncentrcija hemoglobina niZza u prvim nedeljama posle
partusa. Ovo ukazuje na sklonost ka anemiji u ranoj laktaciji. Broj leukocita je znacajno veci
u prvim nedeljama posel partusa i raste na ustrb neurofila, pa je zato i odnos neutrofila prema
limfoctiima veéi u nedeljama neposledno posle partusa. Broj monocita je visi, a broj
eozinofila nizi u prvim nedeljama posle partusa. Ovakav nalaz ukazuje na tipiCan stres

leukogram. Pogledati Grafikon 26-33.
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Grafikon 26-33: Krvna slika krava u oglednom periodu (eritrociti, hemoglonim,

leukociti, diferencijalna bela loza i odnos N:L)

5.1.4. Vijabilnost leukocita — Vijabilnost leukocita je znaCajno niza u prvoj i drugoj

nedelji posle partusa u odnosu na cetvrtu i osmu. Pogledati Grafikon 34.
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Grafikon 34. Vijabilnost leukocita u oglednom periodu
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5.1.5. Hsp70 — Koncentracija serumskog Hsp70 je znaCajno niza u prvoj i drugoj
nedelji u odnosu na Cetvrtu i osmu. Kod dve od 50 krava koncentracija Hsp70 u prvoj nedelji

posle partusa je bila ispod detekcionog limita. Pogledati Grafikon 35.
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o
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Grafikon 35: Koncentracija Hsp70 u oglednom periodu

5.1.6. Telesna kondicija — Telesna kondicija krava opada posle porosaja pa sve do
osme nedelje posle partusa tako da kumulativno krave izgube oko 0,55 jedinica telesne
kondicije posle osam nedelja. Vrednost ocene telesne kondicije je statisticki znacajno niza u
osmoj nedelji u odnosu na ostale, a znacajan pad kondicije (za prosecno 0,3 jedinice) se opaza
veoma rano, u drugoj nedelji pa teljenju. Takode je ispitan ukupan gutitak telesne kondicije

krava. Pogledati Grafikon 36-37.
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Grafikon 36-37: Telesna kondicija krava u oglednom periodu
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5.1.7. Proizvodnja mleka — Proizvodnja mleka (L/krava/dan) raste kod svih krava u
ispitivanom periodu. Rana laktacija je period intenzivnog rasta proizvodnje mleka koja pri
kraju prvog ili tokom drugog meseca doseze svoje najvise vrednosti, da bi se potom ustalila i

lagano opadala do zasusenja. Pogledati Grafikon 38.
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Grafikon 38: Proizvodnja mleka (L/dan/krava) u oglednom periodu

5.1.8. Reproduktivna efikasnost — Reproduktivne perofrmanse krava bice
predstavljene kao distribucija frekvencija krava u funkciji momenta pojave prvog vidljivog
estrusa i momenta fertilnog osemenjavanja. Prvi vidljivi estrus se moze primetiti do 20 dana
kod 3 krave (6%), od 20-30 dana kod 18 krava (36%), od 30-40 dana kod 15 krava (30%),
dok je posle 40 dana prvi estrus detektovan kod 14 krava (28%). Drugi znacajan pokazatelj
reproduktivne efikasnosti je momenat od teljenja do fertilnog osemenjavanja. Dve krave (4%)
su bile fertilno osemenjavanje u periodu 60-70 dana posle teljenja, 17 krava (34%) je
osemenjeno u periodu 70-80 dana, 18 krava (36%) u periodu 80-90 dana, dok se kod 13 krava
(26%) nije doslo do fertilnog osemenjavanja do 90 dana posle teljenja. Pogledati Grafikon 39-

40.
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Grafikon 39-40: Reproduktivna efikasnost krava tokom oglednog perioda
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5.2.Ispitivanje odnosa izmedu odabranih indikatora metaboli¢kog stresa —

ocena modela Kklasifikacije krava

Kao indikatore metabolickog stresa odabrali smo insulin i IGF-I, kao pokazatelje
anabolizma, odnosno NEFA i kortziol kao pokazatelje katabolizma. Obzirom da ovi
metaboliti ucestvuju u fizioloski suprotnim procesima ocekujemo da ¢e njihova odnos
njihovih vrednosti biti inverzan. Ako bi se pogledale vrednosti ovih parametara dobijenih
tokom osam oglednih nedelja moZemo zakljuciti da postoji inverzija, jer je u prvim nedeljama
posle teljenja vrednost kataboli¢kih indikatora visa, a anabolickih indikatora niza u odnosu na
kasniji period. Ovo ukazuje na znacajno katabolicko opterecenje i postojanje metabolickog
stresa u ranoj laktaciji. Predpostavka je da ovako inverzan odnos izmedu anabolickih i
kataboli¢kih parametara postoji i u okviru svake nedelje. Da bismo to odredili izvrSili smo
klasifikaciju krava prema medijalnim vrednostima insulina, IGF-I, NEFA i kortizola.

IzraCunate medijalne vrednosti date su Tabeli 2. IzraCunate medijalne vrednosti su
priblizne srednjim vrednostima, Sto ukazuje da je postojala simetri¢na distribucija frekvencije

parametara i ujednacenost podataka.

Tabela 2: Vrednosti medijane za odabrane indikatore metabolickog stresa

Indikator/Nedelja 1 2 4 8
Insulin (ng/ml) 0,37 0,4 0,82 0,81
IGF-I (ng/ml) 0,32 0,3 0,48 0,57
NEFA (mmol/l) 0,66 0,47 0,33 0,29
Kortizol (ng/ml) 16,01 7,4 7 7,1
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Najintenzivnije promene u metabolizmu krava se deSavaju u prvoj nedelji posle
teljenja. Zbog toga je od najveceg znacCaja odrediti odnos izmedu indikatora metabolickog
stresa u prvoj nedelji posle teljenja. U prvoj nedelji posle partusa postoji znacajno opterecenje
krava katabolizmom S$to se vidi na osnovu rezultata datih u Tabeli 3. Tako kod krava koje
imaju vrednost insulina i IGF-I ispod medijane postoji znafajno visa koncentracija
katabolickih parametara (kortizola i NEFA), kao 1 vice versa. Ovo ukazuje da je odabir
indikatora i klasifikacija koja je izvrSena dobra, te da bi mogla biti potencijalno upotrebljiva

za procenu celokupnog metabolickog stresa u ranoj laktaciji.

Tabela 3: Odnos izmedu indikatora metaboli¢kog stresa u prvoj nedelji posle teljenja

Ispitivani Indikator na Kako utice

indikator koji utice P Mot Me.
Insulin IGF-1 <0,01 ) !
Me' 23 NEFA <0,01 ! 1
Me 27 Kortizol <0,05 ! 1
IGF-1 Insulin <0,01 ) !
Me’ 24 NEFA <0,01 ! 1
Me’ 26 Kortizol <0,05 ! 1
NEFA Insulin <0,01 ! )
Me" 28 IGF-1 <0,01 ! 1
Me 22 Kortizol <0,05 1 !
Kortizol Insulin <0,05 l 1
Me" 26 IGF-1 <0,05 ! 1
Me™ 24 NEFA <0,05 1 !
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Na osnovu navedenih kriterijuma krave se moze se izvrsiti nekoliko klasifikacija krava
u oglednoj grupi. Krave je moguce klasifikovati na osnovu vrednosti svakog pojedinacnog
indikatora metaboli¢kog stresa na 4 grupe: 1) insulin™®: insulin™**; 2) IGF-I": IGF-IM*";
3) NEFAM®: NEFAM®" i 4) kortizol™®: kortizoI™*".

U drugom slucaju krave mozemo klasifikovati na osnovu kombinacije anabolickih i
katabolickih faktora i to: 1) insulintNEFA, 2) insulintkortizol, 3) IGF-I+NEFA i
4) IGF-I+kortizol. U ovom sluc¢aju ¢emo porediti krave potencijalno optere¢ene metabolickim
stresom (kod kojih je vrednost anaboli¢kih parametara ispod medijane, a kataboli¢ki iznad
medijane) sa kravama koje bi trebale manje da pate od metabolickog stresa (kod kojih je
vrednost anabolickih parametara iznad medijane, a kataboli¢ki ispod medijane). Broj krava

¢ije ¢emo vrednosti porediti prema ovom, kombinovanom kriterijumu dat je u 7abeli 4.

Tabela 4: Broj krava koje ulaze u ispitivanje na osnovu procene opterecenosti

metabolickim stresom upoterbom dva kriterijuma

NEFA™ NEFAM® Kortizol™" | Kortizol"™
Insulin“'®" LA™ 22 P CMIg
Insulin™ [ ARG G E
IGF-I"™ T B™20 . D™ 19
IGF-I™ [ BRI D A

Kat . - ' ; - :
“-opterecene katabolizmom, ana-neopterecene, A-D kombinacije koje se porede

ZakljuCujemo da ¢emo vrSiti uporedivanje varijabli kod krava prema zadatim
klasifikacijama, tako da ¢emo uporedivati krave za koje ocekujemo da su opterecene
katabolizmom - stresom (indikatori anabolizma M : indikatori katabolizma ") i krave koje
sluze kao kontrola, odnosno za koje ocekujemo da su u manjoj meri pogodene katabolizmom

i stresom (indikatori anabolizma ™°": indikatori katabolizma ).
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5.3.Procena metabolickog stresa na osnovu klasifikacije krava prema odabranim

indikatorima stresa u okviru razli¢itih modela

Testiranje u razlici izmedu ispitanih varijabli u cilju procene metabolickog stresa
izvrSen je za sve indikatore i modele. Opsti rezultati o uticaju klasifikacije krava na
formiranje razlike u vrednosti ispitanih varijabli u okviru razli¢itih modela dat je u Tabeli 5, a

detaljan uticaj klasifikacija 1 modela prikazan je u poglavljima koje slede.

Tabela 5: Uticaj modela za procenu stresa na vrednost ispitivanih varijabli

Insulin IGF-1 NEFA Kortizol | Insulin IGF-1 Insulin IGF-1
+ + + +
NEFA NEFA kortizol | kortizol

STH <0,01 <0,01 <0,01 NS <0,01 <0,01 NS NS
Glukoza NS <0,01 <0,05 <0,01 NS <0,05 NS NS
BHB <0,01 <0,01 <0,01 <0,05 <0,01 <0,01 NS NS
Uk.prot. NS <0,05 <0,05 NS NS <0,01 NS NS
Albumini NS <0,05 <0,01 NS NS <0,01 NS NS
Urea NS NS <0,05 <0,05 NS NS NS NS
AST NS NS <0,01 NS NS <0,01 NS NS
ALT NS NS <0,01 NS NS <0,01 NS NS
GGT NS NS <0,05 NS NS <0,01 NS NS
AP NS NS <0,01 NS NS <0,01 NS NS
Bilirubin NS NS <0,01 NS NS <0,01 NS NS
Holesterol <0,01 <0,01 <0,01 NS <0,01 <0,01 NS NS
Trigliceridi | <0,01 <0,01 <0,01 NS <0,05 <0,01 NS NS
MDA NS NS <0,01 NS NS NS NS NS
SOD NS NS <0,01 <0,05 NS NS NS NS
Ca NS NS <0,01 <0,01 NS NS NS NS
P NS NS NS NS <0,01 NS NS NS
Mg NS NS <0,05 <0,05 NS NS NS NS
Eritrociti NS NS <0,05 NS NS NS NS NS
Hemoglobin | NS NS <0,05 NS NS NS NS NS
Leukociti NS NS <0,01 NS NS NS NS NS
Neutrofili NS NS <0,01 <0,01 NS NS NS NS
Limfociti NS NS NS <0,01 NS NS NS NS
Monociti NS NS NS <0,01 NS NS NS NS
Eozinofili NS NS NS <0,01 NS NS NS NS
N:L odnos NS NS <0,01 <0,01 NS NS NS NS
Vijalbilnost NS NS <0,01 <0,01 NS NS NS NS
leukocita

Hsp70 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,05 <0,05 NS NS
Tel.kond. <0,01 <0,01 <0,01 NS <0,05 <0,05 NS NS
Mleko <0,01 NS <0,01 <0,01 <0,05 <0,05 <0,05 NS
Prvi estrus NS <0,01 <0,01 NS NS 0,05 NS NS
Fertilno V.O. | NS <0,01 <0,01 NS NS 0,05 NS NS
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5.3.1. Metabolicki profil kod krava klasifikovanih prema indikatorima stresa

Hormon rasta (STH) — Klasifikacija krava prema kriterijumu zasnovanom na
pojedina¢nim kriterijumima pokazuje znacajan uticaj na vrednosti hormona rasta, tako da
krave u grupi koja je opterecena katabolizmom (insulin™®, IGF-I" i NEFAM®") imaju
znacajno visu koncentraciju STH u prvoj i drugoj nedelji posle partusa (Grafikon 41-42). Ako
bi posmatrali koncentraciju STH kod krava kod kojih je metabolicki stres definisan sa dva
indikatora zaklju¢ujemo da viSa koncentracija STH postoji kod krava optereéenih
metabolickim stresom u grupi insulin¥*+NEFAM®" i IGF-IM*+NEFAM®" u istom periodu.
Interesantan je nalaz da krave u grupi insulin¥*+NEFAM®" imaju zna&ajno viu koncentraciju
STH u prvoj nedelji posle teljenja u odnosu na grupu insulin™®" (Grafikon 43-44). Ovakav
nalaz bi mogao biti objaSnjen ¢injenicom da STH i NEFA znacajno pozitivno koreliraju u
ranoj laktaciji. Kortizol nije pokazao znacajan uticaj. Odabrani indikatori metabolickog stresa
mogu biti upotrebljivi u proceni vrednosti STH. Krave optereCene metabolickim stresom
pokazuju viSu vrednosti STH. Ovakav nalaz se slaze sa fizioloskim delovanjem STH koji u
ranoj laktaciji utie pozitivno na proizvodnju mleka, ali tako Sto omogucuje katabolizam i

troSenje telesnih rezervi za potrebe mlecne Zlezde.
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15 1 . ---0-- - InsulinMe- 15 - * —=&— KortizolMe-
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£ 14,9 =
> S 149
€ 14,85 | = .
I
1484 T = ~Peee----
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Grafikon 41-42: Pojediniacni uticaj indikatora metabolickog stresa na vrednost STH
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Grafikon 43-44: Kombinovani uticaj indikatora metabolickog stresa na STH

Glukoza — Energetski metabolizam krava takode moze biti procenjen na osnovu
odabranih indikatora metabolickog stresa. Koncentracija glukoze je znacajno niza kod krava
koje su opterecene katabolizmom, tako da je glikemija u prvoj i drugoj nedelji niza kod krava
u IGF-I™ i NEFAM®" grupi. Vrednost insulinemije nije pokazala znalajan uticaj na
koncentraciju glukoze. Medutim, rezultati istrazivanja pokazuju da je glikemija u prvoj i
drugoj nedelji laktacije visa kod krava sa visom koncentracijom kortizola - kortizol™" grupa
(Grafikon 45-46). Ovim se potvrduje da kortizol ima velikog znacaja u regulisanju glikemije
u prvim danima laktacije. Kada se radi o uticaju dva indikatora anabolizma 1 katabolizma
nadena je znacajno niza vrednost glikemije u prvoj, drugoj i cetvrtoj nedelji kod krava u grupi
IGF-I""+NEFAM®" (Grafikon 47-48). Ostale kombinacije nisu dale statisticki zna¢ajnu
razliku. Odabrani indikatori metabolickog stresa mogu biti korisni u proceni glikemije kod

krava, posebno u ranoj laktaciji.
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Grafikon 45-46: Pojediniacni uticaj indikatora
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Grafikon 47-48: Kombinovani uticaj indikatora metaboli¢kog stresa na vrednost glikemije

BHB - Klasifikovanje krava na osnovu indikatora stresa moze pomo¢i u pracenju

vrednosti BHB. Tako kod krava optereéenih metabolickim stresom (insulin™®, IGF-IM i

NEFAM) imaju veéu vrednost BHB u nedeljama posle teljenja. Interesantan nalaz je da

krave koje pripadaju grupi kortizol™®, iako spadaju u grupu krava koje prema kriterijumu

kortizola nisu optere¢ene metaboli¢kim stresom, imaju znacajno viSu koncentraciju BHB u

prvoj, drugoj i Cetvrtoj nedelji posle teljenja (Grafikon 49-50). Ovakav rezultat se moze

objasniti ¢injenicom da nedostatak kortizola onemogucujuje adekvatnu glukoneogenezu, pa

manjak glukoze dodatno povecava ketogenezu. Sa druge strane prekurzor kortizola je

holesterol, a koncentracija proteinskih nosaca holesterola se smanjuje u ranoj laktaciji upravo

zbog smanjene funkcionalnosti jetre koja moze biti u vezi sa povecanom akumulacijom

triglicerida 1 BHB u hepatocitima. Kada krave klasifikujemo na osnovu kombinacije
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anaboli¢kih 1 katabolickih indikatora metabolickog stresa dobijamo da krave opterecene
katabolizmom imaju viSu vrednost BHB i to krave u grupi IGF-I+NEFA i insulintNEFA.
Klasifikacija sa kortizolom nije pokazala statisticki znacajnu razliku (Grafikon 51-52).
Indikator IGF-I je posebno znacajan jer se proizvodi u jetri, a smanjena proizvodnja IGF-I

moZe biti u vezi opterecenja jetre ketonima odnosno BHB.
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Grafikon 49-50: Pojediniacni uticaj indikatora metaboli¢kog stresa na vrednost BHB
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Grafikon 51-52: Kombinovani uticaj indikatora metaboli¢kog stresa na vrednost BHB

85



Created by Simpo PDF Creator Pro (unregistered version)
http://www.simpopdf.com
Marko R. Cincovié¢ Doktorska disertacija

Ukupni proteini i albumini — Koncentracija ukupnih proteina i albumina je znacajno
niza u prvoj i drugoj nedelji posle partusa u grupi krava koja je opterecena katabolizmom
(IGF-I NEFAM" i IGE-IM*+NEFAM®") (Grafikon 53-54 i 57-58). Klasifikacija na osnovu
NEFA, IGF-1 i NEFA+IGF-I je pokazala statistiCku znacajnost (Grafikon 55-56 i 59-60).
Uporedivanje vrednosti prema ostalim kasifikacijama nije dala statisticki znaCajne rezultate.
Nedovoljan unos hrane (koji dovodi do oaktiviranja lipomobilizacije i pove¢ane vrednosti

NEFA), ali i smanjen biosintetski kapacitet jetre (IGF-I) mogu biti razlozi za ovakav nalaz.
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Grafikon 53-54: Pojediniacni uticaj indikatora metaboliCkog stresa na vrednost
ukupnih proteina
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Grafikon 55-56: Kombinovani uticaj indikatora metaboli¢kog stresa

na vrednost ukupnih proteina
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Grafikon 57-58: Pojedinia¢ni uticaj indikatora metabolickog stresa na vrednost albumina
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Grafikon 59-60: Kombinovani uticaj indikatora metabolickog stresa na vrednost albumina
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Urea — Odabrani indikatori metabolickog stresa, osim NEFA, nemaju znacaja u
proceni koncentracije uree. Krave optere¢ene metabolickim stresom (NEFAM),
klasifikovane prema vrednosti NEFA, pokazuju nizu koncentraciju uree u prvoj i drugoj
nedelji posle teljenja u odnosu na grupu NEFAM®". Ostali indikatori ni kombinacije nisu dale
statisticki znacajne razlike (Grafikon 61-62 i 63-64). Ovakav nalaz ukazuje da visoke
vrednosti NEFA mogu nepovoljno uticati na iskoriS¢avanje proteina iz telesnih depoa u
procesu glukoneogeneze, $to dodatno produbljuje metabolicki stres zbog nemoguénosti

obezbedivanja glukoze/energije iz neSecernih izvora.
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Grafikon 61-62: Pojediniacni uticaj indikatora metaboliCkog stresa na vrednost uree
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Grafikon 63-64: Kombinovani uticaj indikatora metabolickog stresa na vrednost uree
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osnovu indikatora metabolickog stresa. Krave klasifikovane prema modelima NEFA, IGF-I i
NEFA+IGF-I pokazuju znacajan uticaj, tako da krave koje u optereéene katabolizmom
(NEFAM®" i IGF-IM*+NEFAM®") imaju zna¢ajno vi$u aktivnost ovih enzima u prvoj i/ili
drugoj nedelji posle teljenja (Grafikon 65-68, prikazani samo grafikoni sa signifikantnim
razlikama). PoviSena koncentracija NEFA dovodi do pove¢anog nagomilavanja ketonskih tela
u jetri koji mogu opteretiti hepatocite. U prilog optere¢enju funkcionalnog statusa jetre govori

1 snizena vrednost IGF-I koji u kombinaciji sa NEFA predstavlja znacajan faktor koji utice na

aktivnost enzima.
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Jetrini enzimi — Jetrini enzimi i njihova aktivnost u serumu mogu se predvideti na
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Grafikon 65-68: Srednja vrednost enzima kod krava klasifikovanih prema modelima

znacajnih indikatora NEFA, NEFA+IGF-I
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Bilirubin — Pored jetrinih enzima, bilirubin je znacajan pokazatelj funkcionalnog
statusa jetre kod krava. Krave klasifikovane prema modelima NEFA i NEFA+IGF-I pokazuju
znadajan uticaj, tako da krave koje su opteretene katabolizmom (NEFAM®" i IGF-IM®
+NEFAM®") imaju znagajno visu vrednost bilirubina u prvoj i drugoj nedelji posle teljenja

(Grafikon 69).
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Grafikon 69: Vrednost bilirubina kod krava klasifikovanih prema signifikantnim indikatorima
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Holesterol — Koncentracija holesterola zavisi od NEFA, IGF-I i insulina, dok uticaj

kortizola nije bio signifikantan. Kod krava opterecenih metabolickim stersom postoji znac¢ajno

niza koncentracija holesterola (grupe insulin™®, IGF-I*" i NEFAM®") u prvoj i drugoj nedelji

posle teljenja (Grafikon 70-71). Ovakav uticaj pojedinih indikatora stresa postoji i kada se

krave klasifikuju prema modelima sa dva indikatora, pa u grupi krava insulin¥*+NEFAM" i

IGF-I""+NEFAM" postoji nize koncentracija holesterola (Grafikon 72).
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Grafikon 70-71: Uticaj pojedina¢nih indikatora metabolickog stresa
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Grafikon 72: Kombinovani uticaj indikatora metaboli¢kog stresa

na koncentraciju holesterola
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na koncentraciju holesterola
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Trigliceridi — Koncentracija triglicerida u krvi opada u ranoj laktaciji. Stepen opadanja
zavisi od stepena njegovog zadrzavanja u hepatocitima, a ova dva procesa su u obrnutoj
proporciji. Svi navedeni indikatori stresa, osim kortizola, imaju znacajan uticaj na
koncentraciju triglicerida u krvnom serumu krava, bilo da se radi o klasifikaciji krava
upotrebom jednom ili dva kriterijuma. Tako krave optereene metaboliCkim stresom -
katabolizmom (grupe insulin™®, IGF-I", NEFAM®, insulin*+NEFAM®", IGF-IM+
NEFAM®)) imaju znaajno nizu koncentraciju triglicerida u prvoj, drugoj ili &etvrtoj nedelji

posle partusa u zavisnosti od tipa klasifikacije Zivotinja (Grafikon 73-75).
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Grafikon 73-75: Prose¢na vrednost koncentracije triglicerida u krvnom serumu krava na

osnovu klasifikacije krava prema indikatorima metabolickog stresa
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Oksidativni status krava — Vrednost MDA je ve¢a u grupi NEFAM*" u prvoj i drugoj
nedelji posle teljenja, dok klasifikacija krava prema ostalim kriterijumima nije dala znacajne

rezultate (Grafikon 76). Vrednost SOD je zna¢ajno niza kod krava u grupi NEFAM" i

IM et

kortizol™" u prve dve nedelje laktacije (Grafikon 77). Poveéana lipidna mobilizacija i opsta

stresna reakcija Ciji je reprezent kortizol uti¢e na lipidnu peroksidaciju, odnosno smanjenje

antioksidativne aktivnosti kod krava u ranoj laktaciji.
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Grafikon 76. Prosecna vrednost kod krava klasifikovanih prema NEFA
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Grafikon 77: Prosecna vrednost SOD kod krava klasifikovanih prema NEFA i kortizolu
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Minerali — Ispitani indikatori metabolickog profila pokazuju uticaj na vrednost
koncentracije Ca, P 1 Mg u prvoj nedelji laktacije. Koncentracija ovih jona je znacajno niza
kod krava opterecenih metabolickim stresom, tako da je razlika u koncentraciji vidljiva kod
krava klasifikovanih prema vrednosti NEFA 1 kortizola (za Ca i Mg) (Grafikon 78-79)

odnosno prema insulintNEFA klasifikaciji (za P) (Grafikon 80).
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Grafikon 78-79: Srednja vrednost Ca i Mg kod krava klasifikovanih prema kriterijumu

NEFA 1 kortizol
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Grafikon 80: Srednja vrednost P kod krava klasifikovanih prema kriterijumu insulintNEFA

94



Created by Simpo PDF Creator Pro (unregistered version)
http://www.simpopdf.com
Marko R. Cincovié¢ Doktorska disertacija

5.3.2. Krvna slika krava klasifikovanih prema indikatorima stresa

U ispitivanju uticaja indikatora metabolickog stresa na vrednost parametara krvne
slike nadeno je da klasifikacija krava prema vrednostima NEFA 1 kortizola daje signifikantne
razlike u crvenoj i beloj krvnoj lozi. Krave koje pripadaju NEFAM®" grupi pokazuju manji broj
erirtocita (Grafikon 81), nizu koncentraciju hemoglobina (Grafikon 82), manji broj leukocita
(Grafikon 83), ve¢i broj neutrofila (Grafik 84) i veéi odnos N:L (Grafikon 85) u provoj i
drugoj nedelji posle partusa u odnosu na krave NEFAM® grupe. Krave koje pripadaju
kortizol™*" grupi pokazuju tipi¢an stresni leukogram u prvoj nedelji posle teljenja, pa one
imaju veci broj neutrofila (Grafikon 84), manji broj limfocita, manji broj eozinofila i ve¢i broj
monocita (Grafikon 86-88), kao 1 ve¢i N:L odnos (Grafikon 85). Klasifikacija prema

kombinovanom uticaju anaboli¢kih i katabolickih indikatora stresa nije dala signifikantne

razlike.
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Grafikon 81: Prose€an broj eritrocita kod krava klasifikovanih prema NEFA kriterijumu
Grafikon 82: Prose¢na koncentracija hemoglobina kod krava klasifikovanih prema NEFA

kriterijumu
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Grafikon 83: Prose€an broj leukocita kod krava klasifikovanih prema NEFA kriterijumu
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Grafikon 84-85: ProsecCan % neutrofila i vrednost odnosa N:L kod krava klasifikovanih prema

kriterijjumima NEFA i kortizol
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Grafikon 86-88: Prosecna % zasutpljenost limfocita, eozinofila i monocita kod krava

klasifikovanih prema kriterijumu kortizol

5.3.3. Vijabilnost leukocita kod krava klasifikovanih prema indikatorima stresa

Pored signifikantnog uticaja NEFA 1 kortizola na krvnu sliku i diferencijalnu belu

lozu, isti uticaj postoji i kada je u pitanju vijabilnost leukocita. Kod krava optereéenih

metabolickim stresom (NEFAM®" i kortizol™®") postoji niza vijabilnost leukocita u prvoj i

drugoj nedelji posle teljenja u odnosu na krave iz grupe NEFAM® i kortizol™® (Grafikon 89).
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Grafikon 89: Prosec¢na vijabilnost leukocita (%) kod krava klasifikovanih

prema kriterijjumu NEFA i kortizol
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5.3.4. Koncentracija Hsp70 kod krava klasifikovanih prema indikatorima stresa

Ispitivanje koncentracije Hsp70 kod krava pokazuje da koncentracija Hsp zavisi od
odabranih indikatora metabolickog stresa. Tako je nadeno da krave opterecene stresom (grupe
insulin™®", IGE-IM®, NEFAM®" i kortizol™®") imaju vi$u koncentraciju Hsp70 u prvoj, drugoj
i/ili Cetvrtoj nedelji posle teljenja osim za kortizol gde je razlika postojala samo u prvoj
nedelji (Grafikon 90-91). Podela krava prema kriterijumu zajednickog uticaja anabolickih i
katabolickih indikatora metabolickog stresa pokazuje ista svojstva kao i klasifikacija prema
jednom indikatoru u grupama insulin™*+ NEFAM®" i IGF-IM*+NEFAM®" (Grafikon 92).
Upotreba odabranih indikatora metabolickog stresa moze biti od znacaja za procenu

celularnog odgovora na stres kod krava.
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Grafikon 90-91: Pojedinac¢ni uticaj indikatora stersa na koncentraciju serumskog Hsp70
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Grafikon 92: Kombinovani uticaj indikatora stresa na koncentraciju serumskog Hsp70

5.3.5. Telesna kondicija kod krava klasifikovnaih prema indikatorima stresa

Gubitak telesne kondicije u ranoj laktaciji je fizioloSka pojava, koja nastaje kao
posledica negativnog energetskog bilansa usled velike proizvodnje mleka i usled stresa
izazvanog teljenjem. Na metabolickom nivou postoji znacajan uticaj klasifikacije krava prema
vrednosti insulina, IGF-I i NEFA. Telesna kondicija znacajnije opada kod krava u
metabolickom stresu koje su izloZene katabolizmu, odnosno kod krava u grupi insulin™®i
IGF-I™ (Grafikon 93), NEFAM" (Grafikon 94), insulin™*+ NEFAM®" | IGF-IM*+NEFAM*
(Grafikon 95). Razlika u oceni telesne kondicije je nadena u drugoj, ¢etvrtoj i osmoj nedelji

laktacije, odnosno cetvrtoj i osmoj za krave podeljene po kriterijumu IGF-I.
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Grafikon 93 i 94: Srednja ocena telesne kondicije kod krava podeljenih

prema kriterijjumu insulin, IGF-I i NEFA
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Grafikon 95: Srednja ocena telesne kondicije kod krava podeljenih

prema kriterijumu insulintNEFA 1 IGF-I+NEFA
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U grupi krava koje su izgubile 0,4-0,5 jedinica telesne kondicije za osam pospartalnih
nedelja dominiraju krave koje se nalaze u grupi koja je opterecena metabolickim stresom
(12/18, ~67%). Kod krava krava koje su izgubile vise od 0,5 jedinica telesne kondicije njih
87,5% (7/8) pripada grupi koja je opterecena stresom. Sa druge strane krave koje su gubile do
0,4 jedinice telesne kondicije za osam nedelja najviSe pripadaju grupi krava koje nisu
opterecene stersom (20/24, ~83%). Krave optereCene metabolickim stresom, bilo da su
podeljenje prema jednom ili dva kriterijuma za procenu metaboli¢kog stresa, znatno vise gube
na telesnoj kondiciji u ranoj laktaciji. Upotreba odabranih indikatora metaboli¢kog stresa

mozZe biti od koristi u proceni telesne kondicije krava i njenog kretanja u ranoj laktaciji.

5.3.6. Proizvodnja mleka kod krava klasifikovanih prema indikatorima stresa

Proizvodnja mleka i zapocinjanje laktacije predstavlja glavni pokretac svih
metabolickim izmena koje nastaju u peripartalnom periodu i ranoj laktaciji. Predstavnici
anabolicke ose organizma opadaju u svojoj koncentraciji, kako bi se omogucio katabolicki
efekat kortizola i hormona rasta i usmeravanje tako dobijenih elementarnih hranljivih materija
ka vimenu. Tako je nadeno da krave koje pripadaju grupi ¢iji je metabolizam opterecen i pod
stresom (insulin™® grupa) daju veéu koli¢inu mleka u Getvrtoj i osmoj nedelji laktacije,
odnosno ako se radi o kortizol™®" grupi u prvoj éetvroj i osmoj nedelji (Grafikon 96-97).
Klasifikacija prema kriterijumu insulin+kortizol pokazuje da krave u insulin*+kortizol™*"
daju znacajno vecu koli¢inu mleka u svim ispitivanim nedeljama (Grafikon 98). Ovaj rezultat
je u ezi sa Cinjenicom da nedostatak insulina omogucuje kretanje hraniljivih materija
(glukoze) ka vimenu, a kortizol znacajno pomaze u njegovom dalje koriSéenju u mlecnoj
zlezdi krava. Klasifikacija krava prema kriterijumima NEFA i IGF-I nije pokazala statisticki

znacajne razlike. Klasifikacija prema kriterijumu insulintNEFA pokazuje da krave u grupi
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insulin™*+ NEFAM®" daju manju koli¢inu mleka u ranoj laktaciji (tokom prve dve nedelje)
(Grafikon 99). Dakle, izrazena insulinska rezistencija (smanjen funkcioanlni status beta-celija
pankreasa) i jaca lipoliza mogu negativno uticati na ranu proizvodnju mleka. Ovakav rezultat
moze dovesti u pitanje misljenja da proizvodnja mleka u ranoj laktaciji zavisi iskljuc¢ivo od
mobilizacije telesnih rezervi, uzimajuéi u obzir da se insulinska rezistencija deSava zbog

smanjenog unosa energije i suve materije hrane. Za razumevanje ovih rezultata potebna su

dodatna istrazivanja.
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Grafikon 96-97: Prosecna proizvodnja mleka kod krava klasifikovanih

prema kriterijumu insulin i kortizol
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Grafikon 98: Prosecna proizvodnja mleka kod krava klasifikovanih

prema kriterijumu insulintkortizol
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Grafikon 99: Prosecna proizvodnja mleka kod krava klasifikovanih

prema kriterijjumu insulintNEFA

5.3.7. Reproduktivna efikasnost kod krava klasifikovanih prema indikatorima stresa

Reproduktivna efikasnost krava posmatra se kroz mnogobrojne parametre, a za nase
istrazivanje odabrana su dva najkarakteristiCnija: 1) rano reuspostavljanje ovarijalne
aktivnosti i pojava prvog vidljivog estrusa i 2) vreme od teljenja do fertilnog osemenjavanja
(servis period). Kod krava kod kojih je dijagnostikovan prvi vidljivi estrus do 40-og dana
posle teljenja koncentracija NEFA je znafajno niza, a koncentracija IGF-I znaajno viSa u
prvoj, drugoj i Cetvrtoj nedelji posle teljenja (Grafikon 100-101). Isti rezultat je pronaden kod
krava koje su fertilno osemenjene do 90-og dana posle teljenja (Grafikon 102-103).
Koncentracija NEFA se nalazi ispod generalnog proseka ispitivanih krava, dok se
koncentracija IGF-I nalazi ispod generalnog proseka ispitivanih krava. Ovo ukazuje da krave
koje su manje opterec¢ene metabolickim stresom imaju bolju reproduktivnu efikasnost.

Postavlja se pitanje da li klasifikacija krava prema kriterijumima koje smo odredili

moze biti u vezi sa reproduktivnom efikasnos¢éu krava. Rezultati pokazuju da u grupi krava
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¢ija je reproduktivna efikasnost bolja (prvi vidljivi estrus pre 40. dana, fertilno osemenjavanje
pre 90. dana) postoji znatajno veca proporcija krava koje pripadaju NEFAM® i IGF-IM*"
grupi, kao i IGF-I"":NEFAM®. Takode, kod krava koje su imale slabiju reproduktivnu
efikasnost postoji suprotan nalaz. Kada se ovakav rezultat primeni u 2x2 tabeli kontigencije i
izracuna se Hi-kvadrat test moZemo zakljuc€iti da postoji signifikantna veza izmedu
reproduktivne efikasnosti i odabranih indikatora metabolickog stresa kod krava (Tabela 6 i 7).

Klasifikacija krava prema vrednostima NEFA i IGF-I daje znacajne razlike u

reproduktivnoj efikasnosti, pa zaklju¢ujemo da su ovi indikatori metabolickog stresa korisni u

proceni reproduktivne efikasnosti krava.
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Grafikon 100-101: Koncentracija IGF-I i NEFA kod krava sa vidljivim estrusom

do 40. dana posle teljenja i potom
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Grafikon 102-103: Koncentracija IGF-I i NEFA kod krava koje su fertilno osemenjene do 90.

dana posle teljenja i nakon tog perioda

Tabela 6: Razlika u zastupljenosti krava (klasifikovanih prema kriterijjumu NEFA, IGF-I i

NEFA+IGF-I) prema momentu ispoljavanja prvog vidljivog estrusa

Estrus Do 40.dana | Preko 40.dana Hi kvadrat (p)
NEFA+ 8 20 <0,01

NEFA - 17 5

IGF-1+ 18 6 <0,01

1GF-I- 6 20

NEFA+IGF-1I- |7 15 <0,05
NEFA-IGF-I+ | 13 7

Tabela 7: Razlika u zastupljenosti krava (klasifikovanih prema kriterijjumu NEFA, IGF-I i

NEFA+IGF-I) prema momentu fertilnog osemenjavanja

Fertilno v.o. Do 90.dana | Preko 90. dana | Hikvadrat (p)
NEFA+ 9 19 <0,01

NEFA - 17 5

IGF-1+ 19 5 <0,01

IGF-I- 8 18

NEFASIGF-I- |9 13 ~0,05
NEFA-IGF-I+ | 14 6
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5.4.Faktorska analiza — ekstrakcija informacija o peripartalnom metaboli¢kom stresu

U ovom radu vrseno je poredenje velikog broja podataka, a njihov pojedinacno
poredenje, ispitivanje korelacija i interpretacija medusobnih odnosa je prili¢no sloZen proces.
Zbog toga je potrebno izvrsiti ekstrahovanje informacija iz ovako velike baze podataka, kako
bi dobili setove srodnih varijabli ili kako bi se odredila jedna kompozitna mera koja
predstavlja Citav set srodnih varijabli. Na ovaj nacin ¢emo pokuSati da bolje razumemo
strukturu podataka i pokuSa¢emo da simplifikujemo sve analize varijabli koje smo koristili u
korist zaminskih kompozitnih varijabli.

Rezultati istrazivanja pokazuju da se moZze izdvojiti tri faktora, posle izracunavanja
latentnih korenova, metodom glavne komponente. Upotebom tri navedena faktora se moze
objasniti 88,9% variranja svih varijabli (Grafikon 104). Ovi faktori imaju svojstvene
vrednosti, koje su odvojene od vrednosti drugih faktora. Obzirom da je nicijalna faktorska
matrica (nije prikazana) pokazala faktorsko optere¢enje da velikim brojem varijabli izvr§eno
je pojednostavljenje Varimax rotacijom. Posle rotacije dobijamo precizniju preraspodelu

faktorskih opterecenja i jednostavnije tumacenje faktora (7abela §).

Latentni koren

>
>
L 4

*
L 4
4
)
>
)

Faktori

Grafikon 104: Faktori i njihovo uce$¢e u varijaciji posle Scree testa
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Tabela 8: Opterecenje faktora posle Varimax rotacije

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3
61,7% 20,2% 7%

Insulin 0,987

IGF-1 0,931

NEFA 0,969

STH 0,982

Glukoza 0,939

BHB 0,963

AST 0,952

Trigliceridi 0,912

Holesterol 0,899

Proizvodnja 0,966

mleka

Dobijena tri faktora omogucuju bolje razumevanje peripartalnog metabolizma i

razvoja metabolickog stresa kod krava. Faktor 1 daje objasnjenje 61,7% varijacije i on visoko

korelira sa vrednostima insulina, IGF-I, STH, NEFA i glukoze. Faktor 2 objasnjava 20,2%

varijacije 1 on visoko korelira sa BHB, AST, trigliceridima i holesterolom. Faktor 3 koji

objasnjava 7% varijacije varijabli korelira sa proizvodnjom mleka kod krava.
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5.5.Patofizioloski i klinicki znac¢aj odabranih indikatora metaboli¢kog stresa

Prikazali smo da odabrani indikatori metabolickog stresa mogu biti upotrebljeni u
proceni metabolickog stresa (na osnovu uticaja indikatora na parametre metabolickog profila,
krvne slike, imunoloske i celularne adaptacije) i bioloSkih osobina koje su za njega vezane
(telesna kondicija krava, proizvodnja mleka, reproduktivna efikasnost i dr.).

U svakodnevnom radu na farmi vrsi se uzorkovanje krvi i analiza metabolickog profila
i krvne slike, ocenjuje telesna kondicija, prati proizvodnja mleka i reproduktivna efikasnost
krava u ranoj laktaciji. Kod krava u ovom periodu cesto se mogu dobiti rezultati koji ukazuju
na znacajno opterecenje metabolizma i produktivnosti krava kao $to su: hipoglikemija,
hiperketonemija, hipoalbuminemija, hipokalcemija, hiperbilirubinemija, anemija, stresni
leukogram, gubitak telesne kondicije preko 0,5 jedinica u prvih nekoliko nedelja,
nekonzistentna laktaciona kriva i projektovana manja proizvodnja mleka u laktaciji koja sledi
u odnosu na predhodnu (posebno ako su krave u prvih 5 laktacija), slaba ispoljenost estrusa i
dug servis period krava. Cilj ovog dela istrazivanja je da se ispita da li je nastanak navedenih
promena u metabolizu i produktivnosti krava u vezi sa vrednostima odabranih indikatorima
metabolickog stresa u prvoj nedelji posle partusa i da li se na osnovu vrednosti odabranih
indikatora metaboli¢kog stresa moze odrediti rizik da se kod krava ispolji neka od navedenih
promena. Tako ¢e biti ispitano da li odabrana Cetiri kriterijuma peripartalnog metaboli¢kog
stresa (insulin, IGF-I, NEFA i kortizol) imaju dijagnosticki znacaj u proceni buduceg
metabolickog statusa i produktivnsoti krava.

Na osnovu vrednosti odabranih indikatora metabolickog stresa u prvoj nedelji posle
teljenja moguce je razdvojiti krave koje imaju znacajne promene u metabolickom profilu i
produktivnosti od onih koje imaju ocuvanu adaptacionu sposobnost. Klini¢ki znacaj

odabranih indikatora u proceni metabolickog stresa kod krava prikazana je u Tabeli 9, 101 11.
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U tabelama je prikazana vrednost povrsine ispod ROC krive (eng., area under curve, AUC) i
optimalna koncentracija indikatora koja deli krave sa metabolickim i produktivnim
promenama od onih koje te promene nemaju. Tumacenje rezultata se vrsi na slede¢i nacin:
ako bi slucajno odabrali hipoglikemi¢nu kravu u 95% slucajeva (prema AUC 0,95) ta krava
bi imala vrednost NEFA preko 0,65 mmol/l u prvoj nedelji laktacije. U interpretaciji rezultata
treba uzeti u obzir da Sto je povrSina ispod ROC krive (AUC) veca, veéa je i diskriminatorna
mo¢ testa. Drugi podatak koji treba uzeti u razmatranje je vrednosti indikatora metabolickog
stresa koja optimalno diskriminiSe krave. Tako npr. nastanak hipoglikemije, hiperketonemije
ili hiperibilirubinemije u ranoj laktaciji je mogu¢ kada postoji uobi¢ajna vrednost NEFA za taj
period u odnosu na grani¢ne vrednosti za nastanak anemije ili hipoalbuminemije koje su
prilicno visoke. Na taj nacin mozemo da shvatimo kojom dinamikom fizioloski mehanizmi
ulaze u dekompenzaciju sa porastom stepena katabolizma i intenziteta metaboliCkog stresa.
Poredenjem izmedu dve ROC krive mozemo odrediti koji testovi daju najbolju diskriminaciju
krava koje su pod rizikom. Rezultati pokazuju da najbolju diskriminacionu sposobnost ima
NEFA (kod pojedinih promena samo NEFA pokazuje signifikantnu AUC), a signifikantno
ve¢i znaCaj ima kada je u pitanju diskriminacija krava sa hiperketonemijom,
hiperbilirubinemijom i krava kod kojih nije vidljiv estrus do 40. dana posle teljenja (izgled
ROC krive u ovim slucajevima prikazan na Grafikonu 105-107). U poslednjem koraku treba
ispitati koliko puta ceS¢e su vrednosti indikatora veée/manje od izracunatih grani¢nih
vrednosti kod krava sa poremecajem metabolizma i produktivnosti u odnosu na krave koje ne
pokazuju takve nalaze. Tako je prikazano da kod krava sa poremecajima u metabolizmu i
produktivnosti najées¢e postoji visa koncentracija NEFA u odnosu na izradinatu grani¢nu
vrednost, ali je rizik veéi od 1 kada su u pitanju i vrednosti ostalih parametara (7abela 12).

Na osnovu analize ROC krive zaklju€ujemo da odabrani indikatori metaboli¢kog

stresa mereni u prvoj nedelji posle teljenja mogu ukazati na rizik da kod krava nastanu

109



Created by Simpo PDF Creator Pro (unregistered version)
http://www.simpopdf.com
Marko R. Cincovié Doktorska disertacija

znacajne promene u metaboliCkom profilu i produktivnosti kao posledica dekompenzacije
fizioloskih procesa, ¢ime potvrdujemo klini¢ki znacaj odabranih indikatora za procenu

metabolickog stresa kod krava u ranoj laktaciji.

Tabela 9: Optimalna koncentracija indikatora metabolita i povrSina ispod ROC krive (AUC)

koja izdvaja (diskriminiSe) krave ¢ije su vrednosti metabolickog profila izvan referentnih

Insulin< IGF-I< NEFA> Kortizol>
Hipoglikemija
AUC 0,9 0,87 0,93 NS
Koncentracija 0,25 27,3 0,65 NS
Hiperketonemija (preko 1 nmol/l)
AUC 0,86 0,82 0,94* NS
Koncentracija 0,28 28,1 0,57 NS
Hipoalbuminemija
AUC NS 0,78 0,76 NS
Koncentracija NS 0,2 0,77 NS
Hipokalcemija
AUC NS NS 0,69 NS
Koncentracija NS NS 0,62 NS
Hiperbilirubinemija
AUC 0,7 0,86 0,93* NS
Koncentracija 0,31 0,3 0,57 NS
Anemija
AUC NS NS 0,82 NS
Koncentracija NS NS 0,7 NS
N:L>1
AUC NS NS 0,81 0,94
Koncentracija NS NS 0,57 16,1

*-pogledati ROC krivu, grafik 105 1 106
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Tabela 10: Optimalna koncentracija indikatora metabolita i povrSina ispod ROC krive (AUC)

koja diskriminiSe krave sa znacajnim gubitkom telesne kondicije

Insulin< IGF-I< NEFA> Kortizol>
Gubitak telesne kondicije preko 0,5 jedinica
AUC 0,77 0,82 0,89 NS
Koncentracija 0,3 0,36 0,52 NS

Tabela 11: Optimalna koncentracija indikatora metabolita i povrSina ispod ROC krive (AUC)

koja diskriminiSe krave sa umanjenim produktivnim karakteristikama

Insulin< IGF-I< NEFA> Kortizol>
Manja proizvodnja mleka nego u predhodnoj laktaciji
AUC 0,73 NS 0,88 NS
Koncentracija 0,36 NS 0,7 NS
Uspastavljanje estrusa posle 40. dana od teljenja
AUC NS 0,83 0,9% NS
Koncentracija NS 0,31 0,68 NS
Fertilno osemenjavanje posle 90. dana od teljenja
AUC NS 0,79 0,83 NS
Koncentracija NS 0,25 0,73 NS

*-pogledati ROC krivu, grafik 107
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Grafikon 105-107: ROC kriva za diskriminacioni zna¢aj NEFA u nastanku hiperketonemije,

hiperbilirubinemije i reuspostavljanja estrusnog ciklusa do 40. dana posle teljenja
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Tabela 12: Odnos verovatnoca da ¢e se na¢i pomenute granicne vrednosti kod krava koje

imaju poremecaj metabolizma i produktivnosti nego kod onih koje nemaju takve osobine

Insulin IGF-1I NEFA Kortizol
Hipoglikemija
LR+ / / 3,1 /
Hiperketonemija (preko 1 nmol/l)
LR+ 1,5 1,7 3,5 /
Hipoalbuminemija
LR+ / 1,6 1,8 /
Hipokalcemija
LR+ / / 1,6 /
Hiperbilirubinemija
LR+ 1,8 1,5 2.9 /
Anemija
LR+ / / 1,4 /
N:L>1
LR+ / / 2,2 2,6
Gubitak telesne kondicije preko 0,5 jedinica
LR+ 1,6 1,8 2 /

Manja proizvodnja mleka nego u predhodnoj laktaciji

LR+ 1,6 / 1,3 /

Uspastavljanje estrusa posle 40. dana od teljenja

LR+ / 1,9 2,6 /

Fertilno osemenjavanje posle 90. dana od teljenja

LR+ / 1,5 1,6 /
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6.DISKUSIJA

6.1.Vrednosti indikatora metaboli¢kog stresa u periodu posle teljenja

Teljenje i pocetak laktacije dovodi do niza promena u metabolickom profilu, krvnoj
slici, telesnoj kondiciji i1 produktivnosti. Metabolicke promene u ranoj laktaciji su od
posebnog znacaja, jer od njih zavise i produktivne osobine krava u ranoj laktaciji i kasnije.

Posle partusa krave su izloZene metabolickom stresu. U prilog ovome govori nalaz u
vezi sa odabranim indikatorima metaboli¢kog stresa. U ranoj laktaciji dolazi do smanjenja
koncentracije insulina i IGF-I i poveéanja koncentracije kortizola i NEFA, $§to je slika koja
pokazuje dominaciju kataboli¢ke ose organizma nad anabolickom.

Koncentracija insulina je niza u prvoj i drugoj nedelji posle teljenja u odnosu na
cetvrtu 1 osmu nedelju (0,35 1 0,48 prema 0,79 i1 0,8 ng/ml). Koncentracija insulina zna¢ajno
zavisi od dana laktacije. Ovakav rezultat je potvrden od strane drugih autora kroz linearni
model koji dokazuje da postoji znacajno opadanje insulina koji se odrzava na niskom nivou u
prve &etiri nedelje posle teljenja, da bi posle &etvrte nedelje koncentracija insulina rasla.'®®
Nazi rezultati su u skladu sa dobijenim vrednostima vecine istrazivaca, mada vrednost
insulinemije kod krava u ranoj laktaciji znadajno varira od 0,38 do 1,38 ng/ml.’ Stariji
rezultati pokazuju da je prosecna vrednost insulina kod mle¢nih krava 14,58 mIU/L (oko 0,58

198

ng/ml) Sto se slaze sa nasim dobijenim opstim prosekom. = Kod negativnog energetskog

bilansa nivo insulina je gotovo bez izuzetka bio nizi od 12 mIU/L (0,5 ng/ml), medutim kod
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krava sa pozitivnim bilansom energije koncentracija insulina varira od 6-50 mIU/L (0,25-2,1
ng/ml)."”’

Koncentracija IGF-I je niza u prve dve nedelje posle teljenja u odnosu na Cetvrtu i
osmu nedelju (30,5 1 31,2 prema 50 i 58 ng/ml). Niza koncentracija IGF-I je dobro
dokumentovana u radovima velikog broja istrazivaca, a formiran je i linearni model koji

opisuje uticaj momenta posle teljenja na vrednost IGF-I kod krava.'®®

U istrazivanjima kod
goveda nadena je razli¢ita koncentracija IGF-I. Tako kod krava u ranoj laktaciji postoji
koncentracija IGF-I na nivou oko 39 ng/ml, dok je kod tovnih junica u porastu ta
koncentracija oko 157 ng/ml, a koncentracija kod bikova simentalske rase je oko 516 ng/ml.
Koncentracija IGF-I kod mle¢nih krava iznosi oko 45 ng/ml posle partusa, da bi potom lagano
rasla u udvostrucila se pri kraju laktacije i nastavila rast tokom perioda zasusenosti (~110
ng/mL).'%**%**"! Navedeni rezultati se slazu sa rezultatima koje smo dobili.

Koncentracija NEFA je veéa u prvoj i drugoj nedelji posle teljenja u odnosu na ¢etvrtu
1 osmu nedelju (0,65 10,45 prema 0,29 1 0,21 mmol/L). Rezultati pokazuju da postoji umerena
do jaka lipidna mobilizacija u ranoj laktaciji (NEFA preko 0,3-0,7 mmol/L) u odnosu na
kasniji period kada je lipidna mobilizacija bila u okviru fizioloskih vrednosti (NEFA ispod 0,3
mmol/L). Ovakav nalaz je dobro dokumentovan kod velikog broja istrazivac¢a. Koncentracija
NEFA pocinje da raste u nedeljama pre partusa, da bi u prvoj i drugoj nedelji posle partusa ta
vrednost bila najveca i potom opada na pocetni nivo. Tako je napravljen regresioni model gde
je koncentracija NEFA ispitana u odnosu na moment kada se uzorkuje krv kod krava.'®®
Koncentracija NEFA znacajno raste u periodu posle teljenja, a vrerdnost NEFA u populaciji

68,202,203

pokazuje skretanje u desno. Koncentracija NEFA zavisi od nivoa lipidne mobilizacije 1

stresne optere¢enosti u ranoj laktaciji, a smatra se da vrednost NEFA preko 0,5 mmol/L

povecava rizik za nastanak peripartalnih bolesti.**8*84
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Koncentracija kortizola je znacajno viSa u prvoj nedelji posle teljenja (15 ng/ml), da bi
potom znacajno opala i odrzavala se na niskom nivou (oko 5 ng/ml). Luéenje kortizola prati
lu¢enje ACTH, sa jednim ¢asom zakasnjenja. ACTH raste kao posledica porodajnog stesa. U
ranoj laktaciji kortziol veoma brzo raste i vraca se na bazalni nivo, a smatra se da umanjena
koncentracija kortizola dovodi do razvoja ketoze, verovatno zbog njegovog znacaja u
odrzavanju glikemije.”® Koncentracija kortizola u krvnoj plazmi kod krava se kre¢e u vrlo
sirokom rasponu: od 3,1 nmol/l do 43,5 nmol/1.*****> Koncentracija kortizola nakon teljenja
kreée se u rasponu od 10,48 do 34,59 nmol/1.>*% Interesantno je napomenuti da su nadene
koncentracije kortizola u ranijim radovima niZe u odnosu na koncentraciju koju su nalazili
autori u novije vreme, Sto se moze povezati sa dugogodiSnjom selekcijom krava na
proizvodnju mleka, koja je u znacajnoj korelaciji sa vrednostima kortizola. Vrednost
koncentracije kortizola zavisi od starosti zivotinja, tako da je kortizolemija najniza kod

. - 20
junadi.*"’

6.2. Vrednost ishodnih varijabli u periodu posle teljenja

Metabolicki profil — Koncentracija STH kretala se od 14,97+0,15 ng/ml u prvoj nedelji
posle teljenja, da bi potom opadala i u osmoj nedelji iznosila 14,76+0,12 ng/ml. Ovi rezultati
su u duhu ranije dobijenih, ali su vrednosti STH viSe u odnosu na istrazivace koji su dobijali
vrednosti na nivou oko 10 ng/ml u prvim danima laktacije.**®

Vrednosti glikemije su nize u prvim danima laktacije da bi sa vremenom rasle. Ove
vrednosti su u skladu sa predhodno dobijenim rezultatima i ukazuju na metaboli¢ki stres u
ranoj laktaciji. Koncentracija glukoze u krvi prezivara je relativno niza nego kod

monogastricnih Zivotinja i kre¢e se u rasponu od 2,2 do 3,3 mmol/L. Utvrdeno je da glikemija
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prosecno iznosi 2,71 mmol/L na 10 do 15 dana do teljenja, 2,40 mmol/L do 10 dana posle
teljenja, 2,60 mmol/L u drugom mesecu laktacije i 2,70 mmol/L. u petom mesecu laktacije.
Glikemija kod zdravih krava varira izmedu 2,3 i 3,3 mmol/L. Kod subklini¢kih ketoznih
stanja glikemija se kre¢e od 1,7 do 2,7 mmol/L, a kod krava sa klini¢kim simptomima bolesti
je redovno manja od 1,9 mmol/L. Odredeni procenat uzoraka pokazao je vrednosti glukoze
ispod referentnih, a taj procenat je opadao u kasnijim nedeljama posle teljenja.””'?%>%

Koncentracija BHB je drugi znacajan pokazatelj energetskog bilansa i njegova
koncentracija je varirala od 0,8+0,14 mmol/l u prvoj nedelji do 0,39+0,16 mmol/l u osmoj
nedelji ispitivanja. PoviSena koncentracija BHB u ranoj laktaciji nastaje kao posledica
povecane upotrebe masti u energetske svrhe, kada se dobija visak acetil koenzima-A ¢ijim
spajanjem nastaju ketonska tela, a medu njima i BHB. BHB je veoma znacajan indikator i
koristi se za dijagnostiku ketoze kod krava. Ketoza je jedno od najznacajnijih
dekompenzovanih stanja metabolizma u ranoj laktaciji. Obzirom da je optimalna granica za

postavljanje subklinitke ketoze 1,2 mmol/l *'°

, mozemo reci da je populacija krava u ogledu
bila zdrava, mada je nekoliko krava (tri) kratkorocno u drugoj nedlji laktacije pokazao
koncetraciju BHB u rasponu 1,35 do 1,45 mmol/l. Interesantno je da najvece odstupanje
vrednosti BHB nije u prvoj nedelji posle partusa, Sto se primecuje kod vecéine drugih
biohemijskih parametara. Ovaj podatak se slaZe sa rezultatima drugih autora®' i moze
objasniti ¢injenicom da vrednost BHB u krvi raste tek onda kada se akumulira dovoljno acetil
koenzima A u hepatocitima i tkivima.

Metabolicki profil koji ukazuje na metabolizam proteina govori u prilog smanjenom
unosu hrane i1 povecanoj glukoneogenezi, kao i smanjenom kapacitetu jetre da proizvede
proteine. Zbog toga je kod krava u ranoj laktaciji koncetracija proteina, albumina i uree

zna¢ajno niza u odnosu na osmu nedelju laktacije. Ispitivana je koncentracija ukupnih

proteina i proteinskih frakcija u krvnom serumu krava u visokom graviditetu i puerperijumu.
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Najnize vrednosti koncentracija krvnih proteina nadene su neposredno pre porodaja (70,09
g/l) 1 4. do 9. dana posle porodaja (68,90 g/l), dok su izmedu 38. i 40. dana posle porodaja
vrednosti bile vece i prosecno iznosile 72,30 g/l. Autori su zakljucili da su najnize vrednosti
koncentracija ukupnih proteina u periodu oko teljenja verovatno posledica aktivnosti mle¢ne
zlezde u pripremanju kolostruma za nastupajucu laktaciju. Pri tome, ukazuju na ¢injenicu da
puerperalni poremecaji, kao npr. endometritis, ne prouzrokuju znaajnije promene u
koncentracijama ukupnih proteina, osim §to je kod bolesnih krava zapazena tendencija porasta
gamaglobulina. Prema podacima, prosecna vrednost koncentracije ukupnih proteina u krvi
zasuSenih krava je 79,0 g/l, krava u puerperijumu 79,0 g/, u drugom mesecu laktacije 80,0 g/1
i u petom mesecu laktacije 80,30 g/l. Sa ovim podacima se slazu i naSi rezultati.
Koncentracija ureje u periodu oko teljenja krece u rasponu od 2,0 do 5,0 mmol/l, a tokom
laktacije uremija moze da dostigne i neSto vecu vrednost (6,0 mmol/l). Ustanovljeno je da
prosec¢na vrednost koncentracije ureje u krvi na 10 do 15 dana pred teljenje iznosi 3,1 mmol/l,
u ranom puerperijumu 2,4 mmol/l, u drugom mesecu laktacije 2,9 mmol/l 1 u petom mesecu
laktacije 3,1 mmol/l. Autori nisu utvrdili znacajnije razlike u prose¢nim vrednostima uremije
kod krava u zasusenju, ranom puerperijumu i laktaciji (4,86: 4,68: 4,04 mmol/l). Medutim,
znacajne razlike postoje izmedu pojedinih kategorija krava sa razli¢itih farmi. Tako je
utvrdeno, da je uremija poviSena u onim slucajevima kada postoji relativan suficit proteina u
obroku u odnosu na koli¢inu energije. U takvim slucajevima koncentracija ureje u krvi je
najcesce na gornjoj fizioloskoj granici ili preko te granice (preko 5 mmol/l). Autori na osnovu
rezultata zakljucuju da je visoka uremija posledica suficita proteina i deficita energije ili
suficita proteina i suficita energije u obrocima krava. Pojava ekstremno visokih vrednosti uree
ukazuju na oStecenje bubrega, a znaCajno smanjenje vrednosti ukazuje na deficit proteina.
Pojedinacne niske vrednosti uremije kod ispitivanja metaboli¢kog profila ukazuju na to da

PR . . — 212213214
kod tih Zivotinja postoji smanjeno uzimanje hrane.” =~
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Postoji veliki broj parametara koji ukazuju na metabolicko opterecenje i
hepatocelularno ostecenje jetre u ranoj laktaciji. PoviSena koncetracija bilirubina i akitivnost
AP u prvoj nedelji laktacije ukazuje na optere¢enje Zucnih puteva kod krava, dok na
hepatocelularnu nekrozu i metabolicke izmene na nivou metabolita ukazuju povisene
vrednosti transaminaza. Ove promene nastaju kao posledica akumulacije lipida u
hepatocitima. Akumulacija lipida nastaje usled pove¢ane upotrebe masti u energetske svrhe
tokom peripartalnog metabolickog stresa, a navedena promena se laboratorijski ispoljava
snizenom koncentracijom holesterola i triglicerida u serumu krava. Jetra je glavni organ koji
ucestvuje u adaptaciji na metabolicki stres kod krava, pa izmenjene vrednosti ovih indikatora
ukazuje na metaboli¢ko optereéenje krava.” Vrednosti ispitanih parametara je u okviru dosada
dobijenih vrednosti.”* Koncentracija ukupnog bilirubina u krvnom serumu predstavlja veoma
znaCajan parametar za ocenu metabolickog profila krava. Navodi se da odredivanje
koncentracije bilirubina u krvi krava predstavlja nezaobilazan test za ispitivanje
funkcionalnog stanja jetre. Vrednosti bilirubinemije do 6,84 pmol/l se nalaze kod krava za
vreme gladovanja ili u periodu oko teljenja kada se pojavljuje blagi oblik masne infiltracije
hepatocita. Ovaj autor daje kao gornju fizioloSku vrednost koncentraciju bilirubina od 5,58
umol/l, a vrednosti preko 8,55 umol/l smatra da su patoloSke. Drugi autori, koji su se bavili
ovom problematikom, saglasni su da izmedu nivoa bilirubinemije i razli¢itih patoloskih stanja

19721 Utyrdeno je da proseéne vrednosti bilirubinemije kod

u jetri postoje korelativne veze.
krava 10 do 15 dana pre teljenja iznose 4,7 pmol/l, do 10. dana posle teljenja su nesto vece
(5,4 pmol/l), u drugom mesecu laktacije (4,0 pmol/l), i u petom mesecu laktacije (3,9 pmol/l)

2% Kod prvotelkinja Holstajn rase u puerperijumu ustanovljena

pokazuju tendenciju opadanja.
je veéa prosecna koncentracija ukupnog bilirubina u krvnom serumu (6,59 pmol/l) nego $to je

bila u poslednjoj nedelji graviditeta (4,85 pmol/l).?'” U nekim slutajevima vrednosti

bilirubinemije su se kretale i do 20,4 umol/l. Drugi zna€ajan znak koji ukazuje na infiltraciju
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hepatocita mastima je sniZzena koncetracija triglicerida i holesterola u krvi. Kao $to je receno
koncetracija ovih lipidnih frakcija opada jer opada sposobnost jerte da stvara proteine nosace
za transportne forme lipoproteina. Koncetracija i dinamika kretanja vrednosti triglicerida i
holesterola bila je u saglasnosti sa ranijim rezultatima.”'®*"® Akumulacija lipida u ranoj
laktaciji opterecuje hepatocite Sto menja njihovu ultrastrukturu, pa laksSe otpustaju enzime u

krvotok, tako da koncentracija hepati¢nih enzima raste sa porastom optereéena hepatocita.”*

Oksidativni stres krava u ranoj laktaciji prati opSte metabolicke promene. Tako u prvoj
nedelji laktaciji postoji poviSena vrednost MDA i snizena vrednosti SOD, koji je antioksidans.
Nadena koncetracija MDA kod krava u ranoj laktaciji iznosi od zdravlja krava 1 vrste ishrane,
a njene vrdnosti variraju od 0,5 do preko 20 umol/l §to se slaZe sa nasim rezultatima.”'> SOD
je znacajan redoks-marker, pa snizene vrednosti ukazuju na oksidativni stres. Aktivnost SOD
pocinje da raste u nedeljama pred partus, da bi posle porodaja naglo opala. Aktivnost SOD

. J v . e 112
koju smo dobili slaze se rezultatima vodecih autora.

U okviru ispitivanja metabolickog profila odredena je koncetracija jona Ca, P i Mg.
Rezultati pokazuju znacajno nizu kalcemiju, magnezemiju i fosfatemiju u prvoj nedelji posle
teljenja, da bi te vrednosti u drugoj nedelji rasle i na tom nivou se odrzavale do kraja ogleda.
Proporcija zivotinja sa hipokalcemijom je bila najve¢a u prvoj nedelji posle teljenja, da bi
vremenom opadala. Koncetracija Ca, P i Mg je u medusobnoj korelaciji i zavisi od
metabolizma kostiju i aktivnosti PTH, kao i kvaliteta ishrane i odnosa dijetarnih anjona i
katjona. Kretanje vrednosti jona je u skladu sa ranije dobijenim rezultatima.''’-**"***

Krvna slika — Crvena krvna loza krava u ranoj laktaciji odlikuje se hipohromnim
promenama u eritrocitima i smanjenim brojem eritrocita. Snizena koncentracija hemoglobina
se dovodi u vezu sa proizvodnjom mleka, obzirom da je kod junica (koje prirodno nisu u

laktaciji) nadena veca koncentracija hemoglobina. Broj neutrofila bio je najveéi u prvoj

nedelji posle partusa, dok je broj limfocita bio najnizi u istom periodu, tako da je indeks
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neutrofili:limfociti bio najvisi upravo u ovom periodu. Broj eozinofila je blago rastao tokom
oglednog perioda, dok je broj monocita bio najveéi u prvoj nedelji da bi potom opadao.
Ovakve promene u diferencijalnoj beloj lozi nastaju kao posledica delovanja akutnog stresa i
naglog skoka koncentracije kortizola koji je pokazao svoj uticaj na imune ¢elije. Drugi bitan
faktor je u vezi sa velikim izmenama u uterusu i vimenu koje se deSavaju posle partusa i u
ranoj laktaciji, gde imunoloske celije odlaze kako bi zastitile ove vrlo osetljive organe.
Rezultati krvne slike su u skladu sa ranije dobijenim rezultatima.'**"*>!%

Vijabilnost leukocita — Vijabilnost leukocita je bila smanjena u prvim nedeljama i
iznosi 92+2,9 % u prvoj nedelji odnosno 96+3,3 % u drugoj nedelji, da bi se u ¢etvrtoj 1 o0smoj
nedelji taj procenat je porastao na oko 97%. Vrednosti za vijabilnost leukocita u prvoj nedelji
su nesto nize od normalnih vrednosti koje bi trebale da budu preko 95%. Ovakav nalaz se
moze dovesti u vezu sa povecanom koncentracijom NEFA u ranoj laktaciji, jer je nadena

146

dozno-zavisna vijabilnost leukocita u odnosu na koncentraciju NEFA.™ Postoji pozitivan

trend vrednosti leukocitne vijabilnosti posle porodaja. Ovakav rezultat se slaze sa ranijim

223 ve g . . . . “ e .
Promene u vijabilnosti leukocita su posebno izrazene na modelu ispitivanja

rezultatima.
polimorfonukleara u mleku, kada je kod multiparih krava vijabilnost leukocita u mleku bila
znacajno niza u prvim danima posle teljenja. Ovaj nalaz potvrduje da se vijabilnost u ranoj
laktaciji menja, §to je u duhu rezultata koji smo dobili.**?

Koncentracija Hsp70 — Celularna adaptacija na peripartalni metabolicki stres kod
krava ogleda se u promenjenoj koncentraciji ¢aperona Hsp70 u serumu krava. Koncentracija
Hsp70 iznosila je 3,2+0,93 ng/ml u prvoj nedelji, odnosno 3,7+0,88 u drugoj nedelji, da bi u
cetvrtoj 1 osmoj nedelji bila oko 5,5 ng/ml. Ove vrednosti kao i njihov trend slazu se sa
vrednostima i trendom ranijih istraziva¢a.'> Nesto vise vrednosti dobili su Kristensen i sar.'>2,

koji su potvrdili da period laktacije ima uticaj na koncentraciju Hsp70. Medutim, ovi autori su

kao ranu laktaciju definisali mnogo Siri vremenski okvir i krv su uzimali tokom prvog
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trimestra laktacije, pa su samim tim 1 rezultati vi$i u odnosu na ranu laktaciju u uzem smislu

koja podrazumeva prvih nekoliko nedelja.

Telesna kondicija — Slede¢na bitna ishodna varijabla koja pokazuje stepen metabolicke
opterecenosti je telesna kondicija krava u ranoj laktaciji. U ovom ogledu du koris¢ene krave
ujednacene telesne kondicije. Ujednacenost kondicije je bio preduslov za izvodenje ogleda,
jer je poznato da gojazne krave pokazuju intenzivniju lipidnu mobilizaciju i prolongiranu
ketogenezu u ranoj laktaciji, Sto je povezano sa brojnim zdravstvenim rizicima, dok
metabolizam hranljivih materija kod mrSavih krava moze biti znacajno kompromitovan
partusom i pocetkom lucenja mleka. Ujednacenost telesne kondicije se vidi iz opsteg proseka
telesne kondicije koja je bila na nivou 3,5+0,15. Telesna kondicija je vcemenom opadala, §to
je uslovljeno smanjenim unosom hrane, metabolickim stresom i povecanim lu¢enjem mleka,
tako da je u osmoj nedelji bila 3,1+0,2. Prosecan pad telesne kondicije bio je 0,5 jedinica, a
krave su i dalje pokazivale odlicnu kondiciju za kategorije muznih krava. Pad vrednosti
telesne kondicije preko 0,5 jedinica je naden kod osam od pedeset krava, Sto se smatra
znaGajnim gubitkom telesne kondicije.'”* Rezultati ispitivanja govore da se radi o zdravim
kravama sa umerenom lipomobilizacijom.

Proizvodnja mleka — Proizvodnja mleka kod krava se odvijala u skladu do sada
poznatih modela laktacionih krivi*** i iznosila je od 21+6 litara dnevno u prvoj nedelji do
27+7 litara u Cetvrtoj odnosno osmoj nedelji laktacije. O¢uvanje laktacione krive ukazuje na

dobar odabir krava za potrebe ovog ogleda, a to su zdrave visokoproduktivne krave.

Reproduktivna efikasnost — Reproduktivna efikasnost pored proizvodnje mleka je
jedna od prakticnih ishodnih varijabli koja pokazuje upotrebljivost naSeg modela u
svakodnevnom radu. Reprodkutivna efikasnost krava se meri pomocu razli¢itih parametara, a
za potrebe naSeg ogleda odabrali smo one koji su najlak§e merljivi pa samim tim i najvise

upotrebljivi u svakodnevnom klinickom radu i to: momenat prvog detektovanog estrusa posle
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teljenja i momenat fertilnog osemenjavanja (izrazen u danima posle teljenja). Ako uporedimo
optimalne vrednosti reproduktivnih parametara i vrednosti koje smo dobili kod oglednih
krava mozemo zakljuciti da krave u ogledu pokazuju nesto slabiju reproduktivnu efikasnost u
ranoj laktaciji koja je u vezi sa izmenama u reuspostavljanju ovarijalne aktivnosti.'”® Prose¢an
broj dana do prvog primecenog estrusa je 42, a optimalna vrednost je ispod 40 dana po
teljenju. Optimalno bi bilo da do 60. dana posle teljenja kod viSe od 90% krava bude otkriven
prvi estrus, a u naSem ogledu je estrus otkriven kod nesto vise od 70% krava. Ipak, servis
period kod krava je bio u okviru optimalne vrednosti (85-110 dana). Smanjena fertilnost koja
se iskazuje u smanjenom ispoljavanju prvog postpartalnog estrusa je detaljno ispitana, kako bi
se iskljucile infekcije uterusa i druge promene koje mogu znacajno uticati na krvne parametre.
Pokazalo se da veliki broj krava ima aplasticne i glatke jajnike, nedovoljnu razvijenost
dominantnog folikula, kod nekoliko krava su nadene ciste koje su tretirane i kod nekoliko
krava su nadene blaze serozne upale uterusa sa dilatacijom cerviksa. Optimalan servis period
koji postoji kod ovih krava u vezi je sa ¢injenicom da na farmi postoji dobro seme, dobra

tehnika osemenjavanja i izostanak povadanja.
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6.3. Uticaj razli¢itih modela za procenu metaboli¢kog stresa

na vrednosti ishodnih varijabli

Metabolicki profil

STH i modeli za porcenu stresa — Rezultati pokazuju da postoji viSa koncentracija
STH u grupi krava koje su optere¢ene metabolickim stresom. Izmedu vrednosti STH i1 IGF-I
postoji negativna povratna sprega, tako da snizene vrednosti IGF-I objasnjavaju povisene
vrednosti STH u grupi krava optereéenih katabolizmom (gde je vrednost IGF-I niza).***!
Posebno je interesantan odnos insulina i STH. Insulin i STH se mogu smatrati
kontraregulatornim hormonima, jer je po svojoj prirodi insulin anaboli¢kih i homeostatski
hormon a STH u potpunosti ispunjava uslove homeoretskog hormona (stimuliSe proizvodnju
mleka, stimuliSe lipolizu itd.). Ovaj inverzan odnos se javlja i zato §to umanjene vrednosti
insulina u ranoj laktaciji dovode do smanjena receptora za STH i1 smanjenja koncentracije
IGF-1, pa izostaje negativha povratna sprega. Ovi adaptacioni procesi zavise od perioda

239

laktacije. Veoma S$irok raspon insulina i STH nalazimo kod krava sa visokom

proizvodnjom mleka i kod krava kod kojih je naroCito izrazen energetski deficit u ranoj
laktaciji.*** NEFA kao kataboli¢ki indikator je upravo proporcionalan koncentraciji STH.
Ovakav nalaz je logian, obzirom da je napomenuto da STH potencira lipolizu. U jednom
ogledu krave su kontinuirano tratirane sa STH 1 pracene su karakteristike metabolickog
odgovora kada se aplikuju insulin i epinefrin. Nadeno je da posle tokom aplikacije STH
postoji veca koncentracija NEFA 1 niza koncentracija glukoze. Odgovor na epinefrin je bio
uvecan, pa je rasla koncentracija NEFA, dok je odgovor na insulin bio umanjen §to se

manifestovalo u manjem padu vrednosti NEFA posle aplikacije insulina. Vrednosti glikemije

se nisu menjale kod krava tretiranih sa STH u odnosu na kontrolnu netretiranu grupu. Tako je
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zaklju¢eno da STH ometa homestatske signale koji se odnose na metabolizam lipida.**'

Negativni energetski bilans i metaboli¢ki stres poveéavaju koncentraciju STH.*** Selekcija
krava na visoku proizvodnju mleka dovela je do povecanja je koncentracije STH ali i do
prolongiranja  postpartalne redukcije koncentracije IGF-I **, §to ukazuje da
visokoproduktivne krave, koje su koriS¢ene i1 u nasem ispitivanju, imaju izrazeniju homeorezu
i viSe su opterecene metabolickim stresom.

Energetski, proteinski, lipidni status, funkcija hepatocita i modeli za procenu
metabolickog stresa — Tumacenje metabolickih izmena kod krava u ranoj laktaciji kroz
odvojeno pracenje energetskog, proteinskog i lipidnog metabolizma je izuzetno teSko, zbog
homeoreze 1 prestrojavanja metabolizma u ranoj laktaciji. Ova prestrojavanja se vrse u cilju
podrzavanja laktacije, a centar metabolicke adaptacije u ranoj laktaciji je jetra, pa ¢e zajedno
sa metabolickim profilom biti prodiskutovan i funckionalni status hepatocita.

Glikemija akutno opada u ranoj laktaciji, dok vrednost BHB raste. Pad vrednosti
glikemije nastaje kao posledica smanjenog unosa hrane i iskoriS¢avanja glukoze u mlecnoj
zlezdi, Sto je insulin-nezavisan proces. Potenciranje insulin-nezavisnog iskoriS¢avanja
glukoze nastaje i kao posledica smanjene osetljivosti organizma na insulin, pa se glukoza
usmerava na mleénu zlezdu. Ostatak organizma je prinuden da svoje energetske potrebe
zadovolji sagorevanjem masti, pa tako raste koncentracija NEFA, ¢ijom neadekvatnom
oksidacijom nastaje BHB kao meduprodukt.” Zato je koncentracija glukoze zna¢ajno niza, a
koncentracija BHB znacajno viSa kod krava koje su optere¢ene metabolickim stresom. Niza
vrednost glukoze u IGF-I grupi moZe se objasniti &injenicom da vrednost insulina, koji
reguliSe stvaranje IGF-I u jetri opada. Izostanak IGF-I gasi povratnu spregu sa STH, cija
koncentracija raste, $to dodatno uti¢e na proizvodnju mleka i potrosnju glukoze. To bi mogao
biti razlog pojave znacajno uticaja IGF-I kao indikatora stresa, ali ne i insulina na

koncentraciju glukoze. Veza izmedu insulina i STH je dobro poznata i sluzi kao zajednicki
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imenitelj u izu¢avanju dijabetesa kod ljudi i metabolickog stresa kod krava u ranoj laktaciji.***
Izostanak uticaja insulina na glikemiju kod krava mogao bi se objasniti pojavom da je kod
krava korelacija izmedu insulinemije i glikemije niska u ranoj laktaciji (0,34 kod zdravih
krava i 0,014 kod krava u ketozi — krave koje su pod zna¢ajnim metaboli¢kim stresom).**

Povecana koncentracija kortizola predstavlja klasic¢an stresni odgovor. Medutim, kod
krava u ranoj laktaciji kortizol ima znacajnu ulogu u regulisanju glikemije i koncentracije
BHB. U ranoj laktaciji glukoza se troSi za proces stvaranja laktoze, odnosno za potrebe
laktacije, a nedostatak glukoze je potrebno nadoknaditi procesom glukoneogeneze.
Glukoneogeneza se odvija pod dejstvom glukokortikoida koji omoguéuju odrzavanje nivoa
glikemije, ali u slucaju insuficijencije nadbubrega, iscrpljivanja stresom ili pove¢ang odlaska
kortizola u mlecnu Zzlezdu, vrednost kortizola opada, Cesto ispod detektabilnog nivoa, pa
izostaje glukoneogenetski efekat. Tada se povecano trose masti, a povecana upoterba masnih
kiselina u energetske svrhe dovodi do gomilanja BHB tj. ketonskih tela. Kada koncentracija
ketonskih tela prede fizioloske granice nastaje ketoza kod krava, sa brojnim negativnim
posledicama na zdravlje i produktivnost u laktaciji koja sledi. Postoji veliki broj rezultata koji
pokazuju vezu izmedu nastanka ketoze i hipokorticizma u ranoj laktaciji.’* >*° Ovakva uloga
kortizola objasnjava pojavu da krave u grupi kortizol™*" imaju vi$u vrednost glikemije i manji
stepen ketogeneze iako je poviSena koncentracija kortizola klasicna stresna reakcija.
Poredenje rezultata iz naSeg modela sa patogenskim osnovama ketoze kod krava ima smisla,
jer se u ketozi krava deSava upravo ono Sto se deSava kod krava optere¢enih metabolickim
stresom u naSem modelu, a to je snizena vrednost IGF-I, snizena vrednost insulina i poviSena
vrednost NEFA.'® %

Proteinski status kod krava u ranoj laktaciji zavisi od odabranih indikatora
metabolickog stresa i to NEFA 1 IGF-I. SniZzene vrednosti proteinemije, albuminemije i

koncentracije uree nastaju kao posledica nedovoljnog unosa hrane (koji je u vezi sa viSom
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koncentracijom NEFA) i smanjenog biosintetskog kapaciteta jetre (niza vrednost IGF-I).
Kada je urea u pitanju znacajan uticaj je imala samo vrednost NEFA. Ovi rezultati su u skladu
sa ranije dobijenim rezultatima, gde je nadeno da kod krava sa izrazenom lipidnom

mobilizacijom postoji niza koncentracija ukupnih proteina, albumina i uree.'”’*!

Detaljne
proteomiks analize hepatocita na dvodimenzionalnoj elektroforezi koju su izveli Xu i sar. daju
objasnjenje Sta se deSava u hepatocitima kod krava koje se nalaze u metaboliCkom stresu
tokom ketoze, a nadeno je da kod krava sa klinickom formom ketoze postoji smanjena
proizvodnja proteina jer nedostaju faktori za elongaciju proteina iz aminokiselina.>*® Uticaj
IGF-I na sintezu proteina je dobro ispitan kada su u pitanju proteini muskulature, gde je
nadeno da IGF-I utie pozitivho na sintezu proteina u ovim tkivima ¢ak i posle njegove
jednokratne aplikacije.**” Koncentracija uree u krvi je znadajan pokazatelj sposobnosti jetre
da detoksikuje organizam od amonijaka, koji je indirektni pokazatelj nivoa glukoneogeneze
(zbog deaminacije aminokiselina). Snizena koncentracija uree kod krava opterecenih
metaboli¢kim stresom (NEFAM") govori da jetra ima umanjenu sposobnost detoksikacije
organizma 1/ili da je nivo glukoneogeneze umanjen. Ovakvo tumacenje se slaze sa rezultatima
Li-a i sar. koji su pokazali da visoka koncentracija NEFA inhibira glukoneogenezu u
hepatocitima.”®’ U ranoj laktaciji koncentracija amonijaka pozitivno korelira sa stepenom
masne degeneracije hepatocita. Amonijak smanjuje sposobnost jetre da konvertuje propionat
u glukozu, §to je veza izmedu akumulacije lipida u jetri i glukoneogeneze.”'*** Visoka
koncentracija amonijaka smanjuje stepen ureageneze u masno infiltriranim hepatocitima ako
oni nisu opskrbljeni dovoljnim koli¢inama aminokiselina. Ukoliko su hepatociti obskrbljeni
dovoljnim koli¢inama aminokiselina ukida se uticaj akumulacije triglicerida na ureagenezu
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cak 1 kada postoje visoke koncentracije amonijaka. Detoksikacija amonijaka zavisi od

prisustva aminokiselina u hepatocitima, Sto je limitirano stepenom masne infiltracije
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hepatocita i ishranom. Smanjen unos hrane, $to fizioloski prati ranu laktaciju dovodi do pada
koncentracije uree kod krava bez obzira na period laktacije.”

Funkcionalni status hepatocita u ranoj laktaciji je u tesnoj vezi sa lipidnom profilom,
pa se ova dva parametra ne mogu odvojeno posmatrati. U ranoj laktaciji krave ulaze u
negativni energetski bilans, $to za posledicu ima troSenje sopstvenih energetskih potencijala i
izmenu metabolizma. Organizam najpre trosi rezerve glikogena (Ciji je depo jetra), zatim
masti, a nakon toga i proteina. Mobilizacija masti iz telesnih depoa je naznacajniji proces
kojim se kompenzuje nedostatak energije u organizmu, $to se vidi iz podataka da krave u
ranoj laktaciji iz telesnih tkiva oslobode oko 40g proteina, 120g vode i 840g masti.*® Visoka
mobilizacija lipida moze premaSiti sposobnosti jetre da izvr$i njihovu oksidaciju i
transportovanje, kada se javlja taloZenje lipida u hepatocitima u vidu triglicerida. Na osnovu
procentualne zastpljenosti triglicerida u jetri, masna jetra moze biti blaga (<5%,
centrolobularna infiltracija hepatocita), umerena (5-10%, masna infiltracija u svim
hepatocitima) i izrazena (>10%, nekroza, gubitak strukture), a normalne vrednosti su ispod
1%. Dobijeni rezultati pokazuju da u ranoj laktaciji umeren stepen infiltracije hepatocita
pokazuje 30-40% krava, a da 5-10% krava ima izrazenu akumulaciju triglicerida.”>® Medutim
i krave sa blagom i umerenom akumulacijom triglicerida u hepatocitima mogu pokazati
promene u vrednostima metabolita u ranoj laktaciji.*>’

PoviSena koncentracija triglicerida u hepatocitima dovodi do slede¢ih promena u
metabolickom profilu krvi: povecana koncentracija bilirubina (kao posledica zastoja u
protoku Zzuci), snizena koncentracija triglicerida i holesterola (kao posledica smanjene
produkcije transportnih proteina koji ulaze u sastav VLDL i LDL lipoproteina, odnosno
smanjene stabilnosti transpornih vezikula), poviSena aktivnost jetrinih enzima (kao posledica

100,258,259,260,261

oStecenja hepatocita). Rezultati koje smo dobili u ranoj laktaciji, tokom prve

dve nedelje u odnosu na ¢etvrtu i osmu nedelju posle teljenja, su u duhu predhodno navedenih
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rezultata. Iako u naSem ogledu nije merena koncentracija triglicerida u hepatocitima, dobijeni
rezultati kao 1 ¢injenica da se kod velikog broja visokoproduktivnih krava javlja zamaséenje
hepatocita sa posledi¢nim metabolickim izmenama omogucéava da lipidni profil i funkcionalni
status hepatocita protumac¢imo sa aspekta patofiziologije masne jetre u ranoj laktaciji. To
potvrduju i rezultati o uticaju indikatora metabolickog stresa na lipidni profil i parametre
funkcionalnog statusa hepatocita. Rezultati pokazuju da krave sa viSim vrednostima NEFA,
nizim vrednostima insulina i nizin vrednostima IGF-I imaju nizu koncentraciju holesterola i u
prvoj i drugoj nedelji posle teljenja i nizu vrednost triglicerida u krvi u drugoj i1 Cetvrtoj
nedelji. Koncentracija bilirubina i aktivnost jetrinih enzima je veéa kod krava sa viSim
vrednostima NEFA 1 nizim vrednosptima IGF-I. Ovakav nalaz je u skladu sa dosada$njim
saznanjima o nastanku masne iniltracije hepatocita u ranoj laktaciji. Koncentracija NEFA je
viSa, a koncentracija insulina i IGF-I niza kod krava sa masnom infiltracijom
hepatocita.”****%**% Smanjene vrednosti insulinemije uz smanjenu glikemiju u ranoj laktaciji
dovode do povecane upoterbe lipida u metaboli¢ke svrhe i pova¢anu akumulaciju lipida u
hepatocitima. Pored navedenog bitan je 1 uticaj STH. NaSi rezultati pokazuju da krave
optere¢ene metabolickim stresom imaju i viSu vrednost STH, koji pomaze lipolizu, a znak
izostanka pozitivhog anabolickog i povecanog lipolitickog delovanja STH ogleda se u
snizenoj koncentraciji IGF-I. Vrednost STH je povisena kod krava sa masnom jetrom.>*> Zbog
pada klirensa hormona u hepatocitima opterecenih trigliceridima, mogli bi ocekivati da
koncentracija hormona raste, ali koncentracija hormona je niza, pa mozemo re¢i da je
smanjena produkcija hormona odnosno njihova koncentracija u patofizioloSkoj osnovi
opterecenja hepatocita. Ovakav nalaz potvrduje da su indikatori kao $to je insulin ili IGF-I u
krvi dobar pokazatelj opterecena hepatocita u ranoj laktaciji.

Oksidativni status krava — Kod krava sa povecanom lipidnom mobilizacijom i

povecanim vrednostima NEFA postoji visa vrednost malinildialdehida (MDA).
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Antioksidativna aktivnost superoksid-dizmutaze, ona je niza kod krava sa vi§im vrednostima
NEFA i kortizola. MDA se koristi kao opsti pokazatelj metabolickog stresa u ogledima, dok

264 Akutni stres i

je SOD pokazatelj zastite organizma od povecane oksidativne aktivnosti.
poveéanje koncentracije kortizola zna¢ajno uti¢e na koncentraciju pro-oksidanasa.”®> U ogledu
sa akutnim stresom koji je izazvan estrusom aplikacija antioksidanasa doslo je do smanjenja
koncentracije kortizola i poveéanja koncentracije SOD.**® Smanjen unos hrane i negativni
energetski bilans (koji se prirodno javlja u ranoj laktaciji) uticu na pojavu oksidativnog

stresa.267

Kod krava u peripartalnom periodu raste koncenracije pro-oksidativnih materija i
pada koncentracije antioksidanasa, Sto je u vezi sa stepenom lipidne mobilizacije. Tako je
nadeno da NEFA negativno korelira sa aktivno$¢u SOD i pozitivno sa TBARS (koji je u vezi
sa MDA).""? Pove¢ana koncetracija NEFA sa poveéanom akumulacijom triglicerida u
hepatocitima u ranoj laktaciji dovodi do nastanka masne jetre. Kod krava sa masnom jetrom
postoji visa koncentracija MDA i niza koncentracija alfa-tokoferola.”*® Sve potvrduje da krave
opterecene metabolickim stresom lako ulaze u oksidativni stres, sa kojim je u medusobnoj
vezi.

Metabolizam minerala — Kod krava koje su optere¢ene metabolickim stresom postoji
niza koncentracija Ca, Mg i P u prvoj nedelji posle teljenja. Indikatori metabolickog stresa
koji su pokazali znacajan uticaj su NEFA i kortizol za Ca i Mg, odnosno kombinovani uticaj
insulin i NEFA za P. Ovakvi nalazi se slazu sa rezultatima predhodnih istrazivanja. Kod krava
u ranoj laktaciji koje su bile hipokalcemi¢ne postojala je visa koncentracija kortizola.
Indukovana hipokalcemija u drugom ogledu dovela je do porasta koncentracije kortizola. U
tre¢em eksperimentu je dat egzogeni kortizol, a zivotinje su slabije odgovarale na vestacki
izazvanu hipokalcemiju i brZe su se vracale u normokalcemicno stanje, §to su autori pripisali

hipofosfatemi¢nom efektu kortizola. Ovi rezultati pokazuju da postoji uzro€no-posledicna

veza izmedu Ca i kortizola kod prezivara.”® Hipokalcemi¢ne zdrave krave u ranoj laktaciji
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imaju vecu koncentraciju kortizola u odnosu na krave sa normalnom kalcemijom, §to se slaze

270

sa naSm rezultatima.”” Kod krava sa koncentracijom Ca preko 2 mmol/l postoji niza

koncentracija NEFA u ranoj laktaciji, §to pokazuju rezultati dobijeni u nagem modelu.””'
Snizena koncentracija Ca uz poviSene vrednosti NEFA u ranoj laktaciji povecavaju rizik da
krave budu iskljudene iz proizvodnje u laktaciji koja sledi.*” Hipokalcemija kod krava
povecava odgovor paratireoidne zlezde, a snizene vrednosti Mg umanjuju njihovu povratnu
spregu. Kosti nisu dobar izvor Mg u organizmu krava pa se manjak Mg pre svega vezuje za
smanjen unos hrane.''® Koncentracija neorganskog fosfora je nadena kod krava sa nizom
koncentracijom insulina i viSom koncentracijom NEFA. Ovakav nalaz postoji kod ketoti¢nih
krava, gde posle testa opterecenja propionatom postoji znacajno slabiji odgovor endokrinog
pankreasa, a koncentracija fosfora je znacajno niza.”> Kod ljudi sa hipofosfatemijom postoji
smanjena osetljivost na insulin posle oralnog glukoza tolerans testa. Ove promene nastaju
zbog Cinjenice da neorganski fosfor ima znacajnu ulogu u iskoriS¢avanju glukoze u
éelijama.”’>*"* Takode, postoje rezultati koji ukazuju na pojavu da poveéana potrosnja fosfata
smanjuje sekreciju insulina iz pankreasnih ostrvaca.’’* Smanjena osetljivost na insulin kod
krava ogleda se u njegovoj smanjenoj koncentraciji i smanjenom odgovoru na insulin-
stimuliSu¢e materije u ranoj laktaciji, pa se na§ model koji pokazuje da viSa koncentracija

NEFA i niza koncentracija insulina vezuje za niZzu koncentraciju P slaze sa rezultatima

predhodnih autora.

Krvna slika i vijabilnost leukocita

Rezultati istrazivanja pokazuju da katabolicki indikatori stresa kao Sto su kortizola i

NEFA uticu na hematoloske vrednosti i vijabilnost leukocita. Krave sa vi§im vrednostima

NEFA imaju manji broj eritrocita i nizu koncentraciju hemoglobina u prve dve nedelje posle
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teljenja. Kod krava u ranoj laktaciji kortizol ima znac¢ajnu ulogu u zapocinjanju laktacije, a
viSa koncentracije NEFA je u vezi sa smanjenim unosom hrane. Mlecnost krava je u
inverznom odnosu prema vrednostima hemoglobina i hematokrita. U peripartalnom periodu,
posebno na sam dan porodaja i u prvim danima laktacije krave imaju manji broj eritrocita i

o . . 126,127,128,129
nizu kocnentraciju hemoglobina.'**!*"12%

Uhranjenost krava (telesna kondicija) u
peripartalnom periodu pozitivno korelira sa vrednostima hemoglobina, MVC, MCH i
hematokrita.”” Uticaj lu¢enja mleka i smanjen unos hrane u ranoj laktaciji mogu biti u vezi sa
smanjenim brojem eritrocita i koncentracijom hemoglobina.

Kod bele loze NEFA kao indikator metaboli¢kog stresa dovodi do pada ukupnog broja
leukocita, a krave klasifikovane prema kriterijumu NEFA 1 kriterijumu kortizola pokazuju
povecan procenat neutrofila, smanjen procenat limfocita, povean N:L odnos, smanjen
procenat eozinofila i povecan procenat monocita. Uticaj kortizola na parametre krvne slike
samo u prvoj nedelji nastaje jer koncentracija kortizola naglo poraste, a potom i naglo opadne
u prvih nekoliko dana po teljenju, dok se koncentracija NEFA penje lagano i Cesto je
perzistentna u prvim nedeljama laktacije, Sto ukazuje na negativni energetski bilans.
Glukokortikoidi dovode do tipicnog stresnog leukograma tako S$to izazivaju umanjenu
blastogenezu leukocita, povecan broj neutrofila preko L-selektina i f2-integrina, Sto smanjuje
mogucénost neutrofila da napuste cirkulaciju ili dovode do povecanog slanja neutrofila iz
kostne srzi u krvotok."””  Negativni energetski bilans menja genetitke karakteristike
imunoloskih ¢elija dovodeé¢i do brojnih izmena u ekspresiji gena koji umanjuju njihov

276

funkcionalni status.””” Kod krava sa metritisom neutrofili imaju manju koncentraciju

glikogena, $to se takode moze povezati sa negativnim energetskim bilansom i metaboli¢kim

stresom &iji su indikatori u nagem modelu NEFA i kortizol*”’

Metabolicki stes u ranoj
laktaciji se karakteriSe smanjenom koncentracijom insulina i IGF-I. Izlaganje neutrofila ovim

. , .o . v 278 . s w
hormonima poveéava njihovu kompetencu i u¢inak.*” Insulin uti¢e na transportere za glukozu
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u leukocitima, pa tokom infekcije moze pomoc¢i da se glukoza usmeri ka energetskim
potrebama leukocita, §to omoguéuje da imunoloske éelije prezive.””” Smanjen unos hrane,
koji je u vezi sa peripartalnim metaboli¢kim stresom i predhodi mu takode kompromituje
funkciju neutrofila. Kao posledica negativnog energetskog bilansa raste koncentracija NEFA,
a u in vivo eksperimenu utvrdeno je da koncentracija NEFA preko 0,5 mmol/l smanjuje
fagocitnu i oksidativnu aktivnost neutrofila."*® Ovoj koncentraciji odgovara i koncentracija
medijalne vrednosti NEFA u naSem modelu, Sto dodatno objasnjava da je vijabilnost
leukocita, kao generalni pokazatelj funkcionalnog statusa umanjena u ranoj laktaciji tokom
prve dve postpartalne nedelje. Tokom rane laktacije u krvi krava postoji znac¢ajno veci broj
polimorfonukleara koji su u apoptozi u odnosu na srednji stadijum laktacije, dok se procenat
nekroti¢nih polimorfonukleara ne razlikuje u po¢etku i na sredini laktacije.”® Ovakav nalaz se

vezuje za nizi procenat vijabilnih leukocita u ranoj laktaciji dobijenih u naSem ogledu.

Celularna adaptacija i Hsp70

Rezultati istraZivanja pokazuju da krave optere¢ene metabolickim stresom imaju visu
koncentraciju Hsp70 u krvnom serumu u prvoj drugoj i ¢etvroj nedelji posle teljenja, a svi
odabrani indikatori metabolickog stresa imaju znacajan uticaj. Hsp70 i mehanizam njeogog
delovanja je dobro izucen na intracelularnom nivou. Poznato je da izlaganje razli¢itim
vrstama stresa dovodi do porasta koncentracije Hsp70. Nema puno podataka koji govore o
koncentraciji Hsp70 kod krava u ranoj laktaciji. Koncenrtacija Hsp70 je niza kod krava u prve
dve nedelje posle teljenja u odnosu na kasniji period laktacije, Sto ukazuju i nasi rezultati, bez
obzira na model stresne opterecenosti. Iz ovog rezultata se moze zakljuciti da metabolicki
stres u ranoj laktaciji dovodi do pada koncentracije Hsp72 u serumu krava. Medutim, krave

opterecene metaboliCkim stresom imaju viSu koncentraciju Hsp70 u drugoj, ¢etvrtoj i osmoj
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nedelji posle teljenja. Hsp70 u serumu potice iz ¢elija koje vrse aktivno luenje ovog Caperona
u krvotok, ali i pasivno iz nekroti¢nih ¢elija. Jo§ uvek nema pouzdanih rezultata koji bi rekli
koji je to udeo Hsp70 koji poti¢e od aktivnog ili pasivnog mehanizma.'*’

Smanjena vrednost Hsp70 u krvnom serumu bi se mogla dovesti u vezu sa smanjenim
unosom hrane kod krava. Rezultati istrazivanja pokazuju da smanjen unos kalorija dovodi do
smanjene ekspresije mRNA za Hsp70 u somatskim ¢elijama mleka, ali da nema znacajnih
promena u leukocitima krvi.*®' Imunologke ¢elije su znadajan izvor ekstracelularne Hsp70,
bilo da se radi o aktivnom ili pasivnom putu njihovog ulaska u krvotok.”™ Nasi rezultati su
pokazali da krave optere¢ene metabolickim stresom imaju manji procenat vijabilnih leukocita
u ranoj laktaciji, pa bi ovakav nalaz mogao biti u vezi sa negativnim trendom Hsp70 u istom
periodu. Smanjena koncentracija Hsp70 u peripartalnom periodu moze biti u vezi sa
nastankom insulinske rezistencije, §to je potvrdeno na modelu diabetesa. Medutim, kod
dijabetesa tipa 2 postoji povecana koncentracija ekstracelularnog Hsp70. Ovakav nalaz je
izrazen kod gojaznih pacijenata, a u vezi je sa proinflamatornom ulogom masnog tkiva i

283

upotrebom masnog tkiva u energetskom metabolizmu.” Dostupnost glukoze ¢elijama moze

uticati na koncentraciju Hsp70, tako da prisustvo glukoze smanjuje odgovor Hsp70 na

284
stres.

Kod krava u ranoj laktaciji opada koncentracija glukoze i posledicno koncentracija
insulina, uz poveéanu lipidnu mobilizaciju. Glukoza odlazi u mle¢nu Zlezdu 1 koristi se za
proizvodnju mleka, u ¢emu zna€ajnu ulogu igra kortizol. Izmena metabolizma glukoze bi
mogla da objasni zasto krave optere¢ene metabolitkim stresom (insulin™®, NEFAM®" i
kortizol™*") imaju visu koncentraciju Hsp70 u ranoj laktaciji uprkos negativnom trendu
vrednosti Hsp70 u ovom periodu. Povecane vrednosti Hsp70 bi mogle biti u vezi sa
funkcijom hepatocita i indirektno IGF-I. Naime, kod zivotinja gde je pomocu toplotnog stresa

indukovana proizvodnja intracelularnog Hsp70 dolazi do ublazavanja insulinske rezistencije i

. .. .. .. 285 , “ v . .
smanjene akumulacije lipida u hepatocitima.”™ Povecano uceS¢e masti u metabolizmu
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hepatocita indukuje stvaranje Hsp70.*® Krave opterec¢ene metabolickim stresom pokazuju
negativni trend koncentracije serumskog Hsp70 kao i krave koje prema naSoj klasifikaciji ne
spadaju u stresom opterecenu grupu, ali je njegova koncentrcija veca kod stresom opterecenih
krava §to je svojevrsni kompenzatorni, verovatno protektivni, celularni odgovor na nastalu

stresnu reakciju u peripartalnom periodu.

Telesna kondicija

Ocena telesne kondicije u ranoj laktaciji je u funkciji vrednosti indikatora
metaboli¢kog stresa, tako da krave optereéene metabolickim stresom (insulin™®, IGF-I M,
NEFAM®") imaju nizu telesnu kondiciju u drugoj, &etvrtoj i osmoj nedelji posle teljenja, bez
obzira da li se radi o klasifikaciji krava prema pojedinacnom ili kombinovanum uticaju
indikatora stresa. Kod krava opterecenih metabolickim stresom dominiraju krave koje su u
posmatranom periodu izgubile vise od 0,5 jedinica telesne kondicije, Sto se smatra kritickom
vrednoS¢u za nastanak razliCitih peripartalnih oboljenja kod krava i kompromituje
reproduktivnu efikasnost i produktivnost krava. Ovi rezultati su u najdirektnijoj vezi sa

metaboli¢kim stresom i katabolizmom masti u peripartalnom priodu.'®

Kao posledica
smanjenog unosa hrane, smanjene osetljivosti na insulin i poveéanih energetskih potreba kod
krava dolazi do prestrojavanja metabolizma kada organizam krava pocinje da trosi sopstvene
rezerve 1 to pre svega masti. Usled katabolizma masnog tkiva dolazi do povecanja
koncentracije neesterifikovanih masnih kiselina. Ova poznata patogeneza metabolickog stresa
u ranoj laktaciji objasnjava zasto krave koje su u grupi insulin™®" i NEFAM®" gube znacajnije
telesnu kondiciju u prvim nedeljama laktacije. Insulin je antagonista lipolitickog efekta

hormona rasta, a lipoliticki efekat STH zavisi od odnosa koncentracije STH:insulin. U ranoj

laktaciji opada koncentracija insulina i raste STH, $to povecava lipolizu masnog tkiva.
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Kataboli¢ko dejstvo je potvrdeno i naSim modelom, jer kod krava sa ve¢om koncentracijom
NEFA postoji i ve¢a koncentracija STH, kao 1 niza vrednost insulina. [zostajanje anaboli¢kog
efekta STH vidi se na osnovu smanjene koncentracije IGF-I, obzirom da IGF-I nastaje kao
posedica anabolickog dejstva STH na jetru. Ovakav podatak objasnjava zasto kod krava sa
nizim vrednostima IGF-I (IGF-I M) postoji znacajniji gubitak telesne kondicije. Ova jaka
patogenska veza koja je po prirodi i funkcionalna i kauzalna objas$njava zaSto u slucaju
kombinovanja dva indikatora metabolickog stresa nalazimo intenzivniji pad telesne kondicije
kod krava u metabolickom stresu.

Telesna kondicija se ocenjuje na osnovu adspekcije regije kuka, leda i repa, kao Sto je
ve¢ opisano u materijalu i metodama. Ultrazvuénim merenjem lednog potkoznog masnog
tkiva prikazano je da se masti iz ove regije troSe u periodu posle teljenja i nadeno je smanjenje
debljine za preko 10mm u prvih dva meseca laktacije.’* Odredivanje telesne kondicije
metodom bodovanja i adspekcijom je korisno i u funckiji je katabolizma masti, §to dodatno
objaSnjava znacaj naseg modela za procenu stresa koji je pokazao znaCajan uticaj na kretanje
telesne kondicije krava posle teljenja. Metabolicki indikatori u ranoj laktaciji su u relaciji sa
primenom telesne kondicije. Koncentracija IGF-I i insulina pozitivno korelira sa vrednostima
telesne kondicije, dok signifikantna korelacija sa vrednostima NEFA izostaje.'®® Kod krava
koje znacajno gube telesnu kondiciju (preko 0,5 jedinica) postoji znacajno visa koncentracija
NEFA i niza koncentracija insulina, a sa opadanjem vrednosti telesne kondicije opada i
vrednosti IGF-1.'°'2*7%% Svi ovi rezultati se slazu sa rezultatima dobijenim upotrebom naseg

stresnog modela na osnovu vrednosti indikatora u prvoj nedelji posle teljenja.
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Proizvodnja mleka

Rezultati u proizvodnji mleka pokazuju da indikatori homeoreze u ranoj laktaciji vrse
homeorezu kako bi odrzali nadolaze¢u laktaciju. Tako krave sa niZim vrednosti insulina
(insulin™®) i vi§im vrednostima kortizola (kortizol™") imaju veéu proizvodnju mleka. Postoji
negativna korelacija izmedu koncentracije insulina 1 proizvodnje mleka, dok takav rezultat

nije pronaden za vrednosti NEFA.'®

Obzirom da su ove krave prema klasifikaciji one koje su
optere¢ene metabolickim stresom, ovim rezultatom se potvrduje da metaboli¢ki stres nastaje
kao odgovor na zapocinjanje laktacije. Kada se krave klasifikuju prema parametrima NEFA i
insulin, rezultat pokazuje da krave optere¢ene metabolickim stresom imaju nizu proizvodnju
mleka u prve dve nedelje posle teljenja. Rezultat ukazuje da odnos laktacije i nastanak
metabolickog stresa nije jednosmeran, tj. da metabolicki stres nastaje kao posledica adaptacije
na zapoCinjanje laktacije, ali i da efikasnost u proizvodnji mleka zavisi od intenziteta
metabolickog stresa krava. Sa druge strane nadeno je da koncentracija NEFA >0.5 odnosno
0.7mEq/L (mmol/I) uti¢e negativno na proizvodnju mleka u ranoj laktaciji.'”® Ovakvi rezultati
su u vezi sa rezultatima dobijenim u na$im modelima. Kod krava sa viSom proizvodnjom
mleka odgovor insulina na intravensku aplikaciju glukoze je nizi u odnosu na manje
produktivne krave ili junice van laktacije.”®” Stresni odgovor krava i metaboli¢ka adaptacija
na smanjen unos hrane u razliitim periodima laktacije upravo zavisi od koli¢ine
proizvedenog mleka.'® Smanjena koncentracija insulina u ranoj laktaciji omogucuje da mle¢na
zlezda kao insulin-nezavisno tkivo iskoristi glukozu iz krvi za nastanak laktoze, koja direktno
utice na proizvodnju mleka. Preuzimanje glukoze iz krvi u mle¢nu Zlezdu korelira sa
stepenom vezivanja kortizola u mle¢noj zlezdi, pa se moze reci da visa koncentracija kortizola
omogucuje bolje iskoris¢avanje glukoze u mleénoj Zlezdi. Glavna funkcija kortizola u

mle¢noj zlezdi je indukcija alveolarnog sistema mlecne Zzlezde i obezbedivanje uticaja
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prolaktina. On obezbeduje sekreciju proteina u mleku (kazeina i laktoalbumina).®**' Ovi

rezultati objas$njavaju zasto krave sa viSom koncentracijom kortizola imaju veéu proizvodnju mleka.

Reproduktivna efikasnost

Kod krava sa zadovoljavaju¢om reproduktivnom efikasnos¢u (ispoljen estrus do 40.
dana i fertilno osemenjene do 90. dana posle teljenja) postoji viSa koncentracija IGF-I i niza
koncentracija NEFA u prvoj, drugoj i Cetvrtoj nedelji posle teljenja. Hi-kvadrat testom je
pokazana veza izmedu vrednosti NEFA i IGF-I i navedena dva pokazatelja reproduktivne
efikasnosti. Proporcija krava koje su ispoljile vidljiv estrus do 40. dana posle teljenja znacajno
je veéau IGF-IM®" i NEFAM® grupi, a isto vazi i za prvo fertilno oselenajvanje. Signifikanta
vrednost Hi-kvadrat testa nadena je i kombinovanjem ova dva faktora. Ovi rezultati su u duhu
ranije dobijenih rezultata. U toku rane laktacije dolazi do rezistencije na insulin i opadanja
vrednosti ovog hormona. IGF-I u jetri nastaje upravo pod dejstvom insulina. Visoke vrednosti

33,292

insulina i IGF-I su u vezi sa nastankom ovulacije na jajniku. IGF-I iz jetre je odraz

zadovoljenja energetske potrebe kod krava, a ima ulogu u razvoju dominantnog folikula u
prvom ovatijalnom ciklusu posle teljenja. CirkuliSu¢a IGF-I je znacajno visa kod krava koje
ovuliraju u prvom ovarijalnom talasu posle teljenja, dok je kod anovulatornih krava

185,293,294

koncentracija IGF-I niza bez obzira na ciklus po redu. Najnoviji rezultati pokazuju da

krave koje su ovulirale do 45. dana posle teljenja i koje su fertilno osmenjene do 100. dana

3 Krave koje znacajno gube telesnu

posle teljenja imaju znacajno viSu koncentraciju IGF-I.
kondiciju $to je u vezi sa metabolickim stresom i pove¢anom mobilizacijom lipida imaju
znacajno manji stepen koncepcije od jednog osemenjavanja i povecani rizik za gubitak
embriona i povadanje posle osemenjavanja.””® Koncentracija NEFA u krvi kao indikator

metabolickog stresa i zdravlja krava moZe pomoéi u proceni rane reproduktivne efikasnosti.*”’
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Kod krava sa vrednostima NEFA preko 0,7 mmol/l procenat fertilnog osemenjavanje je manji
za 16%. Procenat gravidnih krava posle osemenjavanja opada za 0,9% u zapatima kod kojih u
vise od 15% uzoraka krvnog seruma (odnosno krava) postoji koncentracije NEFA >0,7

81,171
13117

mmol/ Navedeni rezultati potvrduju zasto su indikatori metabolickog stresa kao §to su

NEFA i IGF-I dobri indikatori reproduktivne efikasnosti kod krava u ranoj laktaciji.

6.4. Ocena razlicitih modela za procenu peripartalnog metabolickog stresa kod krava

Adaptacioni procesi u organizmu krava u poslednjoj fazi graviditeta, tokom partusa i u
ranoj laktaciji su izuzetno kompleksni i ukljucuju veliki broj mehanizama za odrzavanje
homeostaze. Zbog toga se u literaturi sre¢e izuzetno veliki broj Cinilaca koji se koriste u
proceni zdravlja metabolizma krava u ranoj laktaciji. Ipak, razvoj metodologije je pokazao
koji su to indikatori najvazniji za procenu peripartalnog metabolickog stresa i kako njihove
vrednosti dobijene u ranoj laktaciji upotrebiti u proceni kompenzatornog kapaciteta
metabolickih i drugih aktivnosti, kao i u proceni buduceg zdravlja i produktivnosti krava u
laktaciji koja sledi. Veliki broj modela je tokom poslednjih godina nastao, a razvoj statistike u
biomedicini omogucio je da se kvalitetno ispitaju najznacajniji parametri.

Uticaj perioda laktacije i distribucija frekvence parametara u proceni metabolickog
stresa — Metabolicki profil kod krava ustanovljen je pre Cetrdesetak godina kao laboratorijska
metodologija za ispitivanje uhranjenosti krava i njihove sklonosti ka produktivnim bolestima.
Ovaj test se nazivao Komptonov metabolicki test.”” Najpre je bilo neophodno odrediti
referentne vrednosti za mle¢ne krave, obzirom da se i tada znalo da je laktacija izvestan
stresogen kod krava. Tako je u prve metabolicke analize uzet period laktacije kao model za
odredivanje vrednosti metabolita. Tako je nadeno da kod krava u ranoj laktaciji postoji

povecana koncentracija NEFA, BHB 1 bilirubina, a snizena koncentracija glukoze, proteina,
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albumina 1 Ca. Hepati¢ni profil pokazuje povecane vrednosti bilirubina, ALT i AST $to
ukazuje na hepatocelularnu nekrozu i sindrom bilijarne retencije. Izradeni su i linearni modeli
gde je koncentracija metabolita mogla da se odredi u zavisnosti od dana laktacije.'®® Pored
poviSenih srednjih vrednosti ispitivanje distribucije frekvencije krava prema vrednostima
metabolita pokazuje da veliki broj krava ima metabolicke vrednosti izvan referentnih upravo
za navedene parametre.’”® Dalja ispitivanja metabolickog profila podrazumevala su ispitivanje
osobina distribucije frekvencije vrednosti metabolita, kako bi se preciznim utvrdivanjem
normalnosti 1 drugih osobina distribucije utvrdile moguénosti statisticke obrade dobijenih
podataka te dinamika kretanja metabolita u ranoj laktaciji. Nadeno je da metaboliti u ranoj
laktaciji pokazuju normalnu raspodelu, osim za magnezijum, aspartat aminotransferazu i
kreatin fosfokinazu, S$to omogucuje primenu statistickih modela procene za normalne
distribucije tokom ispitavanja, a za navedena tri parametra se uvek mora proveriti normalnost
distribucije tokom rada. Ovo je bitno za procenu vrednosti u populaciji krava i1 za sve vrste
istrazivatkog rada.**> Ocena simetri¢nosti distribucije je od posebnog zna¢aja za procenu
populacije, posebno kada se distribucija poredi sa zadatom srednjom vrednos$cu, koja zapravo
predstavlja srednju referentnu vrednost. Tako skretanje u desno podrazumeva da veci broj
jedinki ima vrednosti ispod srednje referentne, odnosno iznad ako je skretanje u levo. U
okviru ispitivanja distribucije frekvence znacajno je bilo odrediti procenat krava koje imaju
vrednosti izvan referentnih. Nadeno je da u grupi krava koje su sklone ka produktivnim
bolestima u ranoj laktaciji postoji znaCajno veci procenat krava ¢ije su vrednosti izvan
referentnih. Ispitivanja distribucije frekvencije krava prema vrednostima metabolita posluzila
je da se detektuju populacije krava koje su pod rizikom za nastanak peripartalnih bolesti.
Ovakve rizi¢ne populacije zahtevaju detaljnije ispitivanja svake pojedinaéne krave.'”'**°

Medusobna povezanost metabolita i njihova veza sa drugim bioloskim osobinama

krava — Medusobni odnos metabolita moze se opisati kroz ispitivanje medusobne korelacije i

140



Created by Simpo PDF Creator Pro (unregistered version)

http://www.simpopdf.com
Marko R. Cincovié Doktorska disertacija

regresije. Veza izmedu metabolita u zdravlju i bolesti moZe pomo¢i u razjaSnjenju odredenih
procesa. Tako je nadeno da koncetracije NEFA, BHB, glukoze, uree i bilirubina i jetrinih
enzima zna¢ajno koreliraju sa stepenom infiltracije hepatocita mastima u ranoj laktaciji.'*”**!
Njihova medusobna veza kod zdravih i ketoti¢nih krava se razlikuje. Pozitivna korelacija
izmedu NEFA 1 triglicerida moZe se naci kod zdravih krava, dok kod ketoticnih krava ta
korelacija postaje negativna zbog poveéane akumulacije lipida u jetri.*'” Model koji ukljuéuje
medusobni odnos metabolita je vrlo koristan i klini¢kom radu i iznalaZenju novih relacija.
Pozitivna odnosno negativna korelacija izmedu metabolita je prili¢no stabilna tokom laktacije
i retko kada jedna vrsta veze prelazi u drugi. Jednom uspostavljene veze izmedu metabolita su
prili¢no stabilne tokom laktacije. Ipak, kod multiparih krava statistiCka znacajnost pojedinih

168 y/rednost metabolita

veza (insulin:IGF-I) se umanjuje ili potpuno izostaje sa vremenom.
kao pokazatelja metabolickog stresa se ispituje i u funkciji proizvodnje mleka. Ovakvi nalazi
su posebno interesantni kada se analizira razlika izmedu visokoproduktivnih krava i krava sa

. .. 167,230
manjom produkcijom.'®”

U model se moze ukljuciti i ocena telesne kondicije krava, gde je
nadeno da veca telesna kondicija i veci gubitak telesne kondicije u ranoj laktaciji dovodi do
znacajnih izmena u koncentraciji NEFA, BHB, glukoze, bilirubina i insulina.'®' Ispitivanja
hipofizo-adrenalne ose kao glavne komponente u stresu i adaptaciji, u vezi sa metabolic¢kim
profilom, proizvodnjom mleka i energetskim bilansom takode su dali novi pogled na
modeliranje peripartalnog metaboli¢kog stresa kod krava.”” Ispitivanje metabolickog profila u
funkciji negativnog energetskog bilansa takode daje interesantne modele za procenu
metabolickog stresa. Medutim, pokazano je da promene u metabolickom profilu kod
negativnog energetskog bilansa zavise od perioda laktacije, tako da su najintenzivine tokom

peripartalnog perioda, Sto treba uzeti u obzir kada se modelira metabolicki stres pomocu ovog

indikatora.®’
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Obzirom da se uticaj vremena uzimanja krvi pokazao znacajnim, postavilo se pitanje
da li se pomoc¢u koncentracije metabolita dobijenih u jednom momentu moZe proceniti
njihova koncentracija u narednom i da 1li postoji veza izmedu pojedinih metabolita.
Slosarkova 1 sar. su pronasli visok determinacijski indeks modela kojim se odreduje
koncentracije NEFA i BHB desetog dana posle teljenja pomo¢u koncentracije NEFA, BHB,
holesterola i Ca prvog dana posle teljenja.””’

Veza izmedu metabolita se moze ispitati i klasterskom analizom. Klasterska analiza
nam omogucava da odredimo koji su to metaboliti koji po svom karakteru cine jednu
grupaciju svrstanu u jedan klaster. To su metaboliti izmedu kojih postoji jedan odreden tip
konekcije ¢iju prirodu treba objasniti Nadeno je da period laktacije, telesna kondicija,
koncentracija NEFA, glukoze, pH urina i energetski bilans pripadaju istoj konekcionoj
grupi.”*® Ta konekcija izmedu njih zapravo jeste metaboli¢ki stres u ranoj laktaciji kod krava.

Model faktorske analize je joS jedan znacajan model koji se koristi da opiSe relaciju
izmedu metabolita. Faktorska analiza od velikog broja metabolita izvlaci nekoliko
najznacajnijih faktora koji koreliraju sa jednim ili viSe metabolita. Umesto da se koristi veliki
broj metabolita u proceni zdravlja moze se koristiti manji broj optimalno odabranih faktora.
Faktorska analiza omogucava da se utvrdi da li odredeni metabolit pokazuje grupni efekat ili
individualni u grupi Zivotinja koje se ispituju, $to ima veliki prakti¢ni znacaj. Naime, ako
vr§imo grupnu dijagnostiku i ocenu rizika da odredeni metabolicki stres prede u metabolicko
opterecenje koristicemo samo one metabolite koji pokazuju grupni efekat, Sto smanjuje
nedoumice u odlu¢ivanju.****’

Modeli u vezi sa osetljivos¢u na insulin — Rezultati dugogodis$njih ispitivanja kod
mle¢nih krava doveli su do otkrivanja osnovnih patofizioloskih mehanizama koji dovode do

razvoja metabolickog stresa. Tako je nadeno da smanjena osetljivost na insulin i posledi¢no

povecana lipoliza i1 ketogeneza predstavljaju osnovne mehanizme preko kojih se razvija
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metabolicki stres kod krava u ranoj laktaciji. Insulin ima ulogu u iskoris¢avanju glukoze u
perifernom tkivu i reguliSe proces glukoneogeneze u jetri. Pored navedenog insulin ima ulogu
u lipidnoj mobilizaciji, ketogenezi i iskoriS¢avanju ovih metabolita u perifernom tkivu Kod
prezivara u ranoj laktaciji glukoza je neophodna za proizvodnju mleka, a mlecna Zlezda ima
prioritet kada je u pitanju potrosnja glukoze i ona je insulinski nezavisna. Odlazak glukoze u
mlec¢nu zlezdu dovodi do pada koncentracije glukoze i potom insulina. Koncentracija insulina
je dozno zavisna prema glukozi. Tako se razvija insulinska rezistencija koja podrazumeva
smanjen odgovor insulina posle stimulacije glukozom i inhibiciju stepena glukoneogeneze. U
tom periodu krave brzo odgovaraju pojatanom lipidnom mobilizacijom i ketogenezom. Na
osnovu ove fizioloske pojave razvijeno je vise modela koji su se pokazali interesantnim za
procenu metabolickog stresa 1 to su: intravenski glukoza-tolerans test (IVGTT) i test
kvantitativne insulinske senzitivnosti kod ruminata (RQUICKI). Posle intravenske aplikacije
glukoze kod krava i sukcesivnog uzimanja uzoraka krvi posle aplikacije glukoze mozZe se
primetiti porast koncentracije glukoze, insulina i smanjena koncentracija NEFA. Magnituda
promene koncentracije ova tri metabolita daju informaciju o proizvodnje insulina u
pankreasu, iskoriS¢avanju glukoze i insulinski zavisna depresija koncentracije NEFA. Ovi
parametri koje se dobijaju tokom izvodenja IVGTT se stavljaju u funkciju koncentracijem
drugih metabolita ili ekspresije gena za regulaciju metabolizma ¢ime se dokazuje metabolicki

stres kod krava.?3*?%

Drugi test koji se koristi je RQUICKI test, koji je koristan jer se ne vrsi
stimulacija glukozom i1 ne mora se sukcesivno uzimati krv, ve¢ se iz postoje¢eg uzorka racuna
senzitivnost na insulin prema formuli: RQUICKI= 1/ [log (Glucose (mg/dL)) +
log (Insulin (uU/mL) + log (NEFA (mmol/L))]. Odredivanje ovog indeksa je korisno u
proceni metabolickom disbalansa usled smanjenog unosa hrane, posebno ako se zna da

62,234

njegova vrednost korelira sa telesnom kondicijom kod krava. Medusobnim poredenjem
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ova dva testa, istraziva¢i su do$li do odredenih korelacija izmedu parametara dobijenih u
IVGTT i RQUICKI, mada rezultati nisu konzistentni kroz razli¢ita istrazivanja.”***°

Modeli zasnovani na lipolizi i ketogenezi — 1z svega navedenog moze se zakljuciti da u
organizmu krava postoje anaboli¢ki i katabolicki parametri u ranoj laktaciji. Anabolicki
parametri su insulin, IGF-I, STH i gradivni elementi iz hrane, dok bi katabolicki pokazatelji
bili NEFA, BHB, gubitak telesne kondicije, kortizol, epinefrin i dr.

Klasican stresni odgovor u ranoj laktaciji koji podrazumeva aktivaciju hipotalamo-
nadbubrezne osovine moze pomoc¢i u modeliranju metabolickog stresa kod krava. Kortizol
ispoljava kataboli¢ki efekat i na masti u organizmu dovodie¢i do lipolize uz sprecavanje
sinteze masti.”! Kortizol igra zna¢ajnu ulogu u prestrojavanju metabolizma ka mastima u
ranoj laktaciji. Povecane vrednosti kortizola tokom IVGTT dovode do manjeg opadanja
koncentracije NEFA u odnosu na krave kod kojih nisu nadene vece koncentracije kortizola.
Sa druge strane poviSene vrednosti kortizola smanjuju stepen masne infiltracije lipida
hepatocita i smanjuju rizik za nastanak ketoze.’ Postoji veliki broj ogleda gde se posle
aplikacije deksametazona procenjuje metabolicki profil, imuna funkcija, reaktivnost na stres i
drugo.

Ketonska tela su dobar indikator individualne adaptacije krava na peripartalni
metabolicki stres. Hiperketonemija kod krava u zavisnosti od koncentracije i dinamike
kretanja BHB moze da se klasifikuje kao: rana hiperketonemija u prvoj nedelji posle teljenja,
kasna hiperketonemija kada posle normoketonemi¢nog perioda koncentracija BHB raste u
cetvrtoj ili petoj nedelji posle teljenja, povremena hiperketonemija 1 prolongirana
hiperketonemija. Kao granica za hiperketonemiju uzeta je koncentracije BHB od 1 mmol/l
Pokazano je da krave sa prolongiranom hiperketonemijom imaju viSu koncentraciju NEFA,
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kao 1 snizenu koncentraciju glukoze, insulina, IGF-I i tireoidnih hormona. ™ U odvojenom

ogledu gde je koncentracija BHB od 1 mmol/l takode uzeta kao granica, pokazano je da
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hiperketonemi¢ne krave proizvode manje mleka, sa manje mleCne masti i proteina, uz
znacajniji gubitak telesne mase, nizu glikemiju i1 nizu koncentraciju IGF-I, dok je
koncentracija NEFA i aktivnost jetrinih enzima bila visa kod hiperketonemi¢nih krava.*
Ovim je potvrdeno da je koncentracija BHB moze koristiti kao odlian indikator individualne
adaptabilnosti krava na peripartalni metabolicki stres.

Hachenberg i sar’* su predlozili model za procenu metabolickog stresa koji
podrazumeva medusobni uticaj anabolickih i katabolickih faktora na imunoloSke parametre.
Krave su klasifikovane kao one koje su opterecene stresom i one koje nisu opterecene
stresom, a na osnovu koncentracije NEFA, BHB, IGF-I, leptina kao i na osnovu vrednosti
telesne kondicije. U obzir je uzeta vrednost odabranih parametara u periodu posle teljenja, kao
1 magnituda promena vrednosti navedenih parametara u odnosu na period pre teljenja. Kao
ishodne varijable odabrani su koncenrtacija haptoglobina, progesterona, broj leukocita, broj
polimorfonukleara i aktivhost GLDH. Pored pojedina¢nog uticaja odabranih indikatora stresa
ispitano je i kombinovano delovanje indikatora. Rezultati su pokazali da su uticaj NEFA,
IGF-I i NEFA+IGF-I najbolji pokazatelji metabolickog stresa jer daje signifikantne razlike u
vrednostima ishodnih varijabli. Ovo je jedan od kompleksnijih modela za procenu
metabolickog stresa.

Klinicki modeli — Veliki broj analiza i spoznaja patofizioloSkog mehanizma
peripartalnog metabolickog stresa izdvojio je nekoliko metabolita ¢ija je upotrebljivost velika
prilikom klinickog rada. Poznato je da koncentracija NEFA, albumina, proteina i jona
pokazuje malu varijabilnost i ima veliki dijagnosticki znacaj. Srednji dijagnosticki znacaj ima
BHB, glukoza, urea, holesterol, a enzimi zbog svoje varijabilnosti imaju mali dijagnosticki
znacaj.'" Dijagnostika bolesti se u klasiénom smislu zasniva na nalazu u kom je vrednost
odredenih metabolita izvan referentnih vrednosti. Medutim, ovakva vrsta dijagnostike je

moguca kada se bolest ve¢ pojavi. Moderna dijagnostika i mlecnom govedarstvu
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podrazumeva da se izvrsi procena rizika za nastanak peripartalnih bolesti i kompromitovanja
proizvodnje kod krava na osnovu vrednosti koncentracije metabolita u periodu neposredno
pre ili posle teljenja, a svakako $to ranije na pocetku laktacije. Rezultati brojnih autora
pokazuju da se NEFA, BHB i glukoza mogu prilicno pouzdano koristiti u proceni zdravlja,
produktivnosti i metabolicke kompromitovanosti krava u ranoj laktaciji.*"***** U klini¢kim
modelima vrsi se odredivanje senzitivnosti i specifi¢nosti upotrebe odredenog indikatora u
dijagnostickom postupku, a odreduju se i grani¢ne vrednosti indikatora zdravlja kod
pacijenata koji obavezno ukazuju na prisustvo bolesti.

Nas model i njegove specificnosti— Veé smo rekli da je model Hachenberg-a i sar.*
jedan od kvalitetnijih modela koji ukljucuje veliki broj indikatora stresa, u Sirokom
vremenskom periodu (pre i posle teljenja). Ovaj model je bio motiv da formiramo sopstveni
model za procenu peripartalnog metabolickog stresa. Specifi¢nost naseg modela ogleda se u
tome $to su za pokazatelje anabolickog dela metabolizma uzeti su insulin 1 IGF-I, dok su kao
katabolicki faktori uzeti NEFA 1 kortizol. Model je zasnovan na vrednostima navedenih
indikatora stresa u prvoj nedelji posle teljenja, dok su ishodne varijable pradene u Cetiri
vremenske tacke, tj., prve, druge, Cetvrte i osme nedelje po teljenju. Na taj nac¢in smo hteli da
ispitamo 1 mogucnost predvidanja metabolickog statusa i produktivnosti krava na osnovu §to
ranije dobijenih uzoraka. Insulin je uklju¢en u model zbog teorije insulinske rezistencije koja
je u vezi sa metabolickim stresom kod krava, IGF-I ukazuje na zdravstveno stanje hepatocita,
govori o delovanju STH na periferna tkiva i u vezi je sa reproduktivnom efikasnos¢u krava.
Kao katabolicki pokazatelji uzeti su kortizol i NEFA. Koncentracija kortizola znacajno raste u
momentu porodaja Sto je deo klasicnog stresnog odgovora kod svih Zivotinja. Poznato je da
povisene koncentracije kortizola u stresu mogu imati dugotrajne negativne posledice na
organizam. Sa druge strane veliko trosenje kortizola iz nadbubrega neposledno posle partusa

dovodi do insuficijencije nadbubrega sa posledi¢nim izostankom glukoneogeneze i rizikom za
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nastanak ketoze i masne jetre. U dosadaS$njim istrazivanjima NEFA se pokazao kao
najznacajniji indikator katabolizma, obzirom da porast masnih kiselina predstavlja ishodni
odgovor na metabolicku adaptaciju u ranoj laktaciji. Navedeni indikatori anabolizma i
katabolizma su odabrani na osnovu njihovog fizioloSkog delovanja kod krava u ranoj
laktaciji, ali je njihova kontraregulatorna veza morala da bude potvrdena ispitivanjem kroz hi-
kvadrat test, kako bi u startu dobili najoptimalniju kombinaciju anabolic¢kih i1 katabolickih
pokazatelja.

Druga specificnost naSeg modela je Sto je testiran isklju¢ivo na osnovu vrednosti ova
cetiri indikatora stresa u prvoj nedelji laktacije (dakle dovoljno je jedno uzimanje uzoraka
krvi), kako bi vrlo rano mogli da predvidimo kretanje metabolizma i produktivnosti kod
krava.

Treca specificnost je u tome §to smo uzeli veliki broj ishodnih varijabli, kako
metabolickih tako i1 hematoloskih 1 zdravstveno-produktivnih kako bi videli u kojim
okolnostima su odabrani indikatori metaboli¢kog stresa primenljivi. Klasifikacija krava
kombinovanjem dva kriterijuma (anabolickog i1 katabolickog) daje slicne rezultate u razlici
ishodnih varijabli kao i prilikom delovanja jednog kriterijjuma. Za procenu energetskog,
proteinskog i lipidnog statusa, celularnog odgovora, telesne kondicije, pojave prvog estrusa i
fertilnog osemenjavanja uputno je koristiti i katabolicke i anabolicke indikatore, jer oni
pojedinacno i u kombinaciji znacajno uticu na ove ishodne varijable. Oksidativno opterecenje
krava, jonski status, hepaticni profil i krvna slika prevashodno zavise od katabolickih
indikatora stresa. Razlike u vrednosti ishodnih varijabli postaju vidljive ukoliko se snizena
vrednost anaboli¢kih indikatora kombinuje sa poviSenim vrednostima katabolic¢kih indikatora,
pre svega NEFA, pa zakljucujemo da nedostatak anabolickih indikatora ne znaci nuzno i
nastanak metabolickog stresa, ukoliko taj nedostatak nije izazvao katabolicke procese u

organizmu koji se ogledaju u vis§im vrednostima NEFA.
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Cetvrta specifiénost lezi u dodatnim ispitivanjima koja smo vrsili kako bi potvrdili da
se neki od ova cCetiri indikatora mogu prakti¢no koristiti. U dodatna istrazivanja spadaju
istrazivanja na polju faktorske analize podataka kako bi se pokazalo da li odabrana Cetiri
indikatora imaju opsti efekat na metabolizam kod krava ili bi taj efekat mogao da se svede
pod parcijalan i pojedina¢ni. Na osnovu faktorske analize zakljuCujemo da u analizi
peripartalnog metabolickog stresa moramo uzeti tri znacajna faktora: 1) katabolicko
opterecenje (koga reprezentuje Faktor 1 i on korelira sa odabranim indikatorima metabolickog
stresa daju¢i najvece uceSCe u variranju parametara), 2) funkcionalni status jetre (koga
reprezentuje Faktor 2) i 3) proizvodnju mleka (koga reprezentuje Faktor 3). Tako smo iz
velikog broja parametara izdvojili tri najznacajnija faktora kojima se moZe objasniti
celokupan peripartalni metabolicki stres. Zakljucujemo da je najznacajniji aspekt
peripartalnog metabolickog stresa zapravo vezan za katabolicko opterecenje i indikatore koje
smo modelom odabrali. U daljoj analizi metabolickog stresa kod krava moze se koristiti
odabranih 10 varijabli sadrzanih u sva tri faktora (insulin, NEFA, IGF-I, STH, glukoza, BHB,
AST, trigliceridi, holesterol, proizvodnja mleka). Na ovaj nacin smo pokazali da su odabrani
endokrini 1 metabolicki indikatori sadrzani u faktoru koji ima najveci znacaja u celokupnoj
proceni peripartalnog metabolickog stresa kod krava, $to potvrduje njihovu upotrebljivost.
Klini¢ki znacaj odabranih indikatora metaboli¢kog stresa podrazumeva odredivanje grani¢nih
vrednosti indikatora metaboli¢kog stresa u prvoj nedelji posle teljenja iznad/ispod kojih
nastaju znacajne promene u metabolickom profilu, krvnoj slici i produktivnosti. Odredivanje
optimalne koncentracije ovih indikatora, daje jedinstvenu broj¢anu vrednost koja omogucuje
precizno detektovanje krava ¢iji je metabolizam i produktivnost pod rizikom usled delovanja
peripartalnog metabolickog stresa. Ovi rezultati pokazuju da je NEFA najbolji indikator
metabolickog stresa. Takode, rezultati pokazuju da odredene metabolicke promene nastaju pri

nizim vrednostima NEFA (hiperketonemija, hipoglikemija, odnos N:L>1, gubitak telesne
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kondicije preko 0,5 jeidnica), a neke pri viSim (hipoalbuminemija, anemija, smanjenje
proizvodnje mleka i slabija reproduktivna efikasnost), pa je moguce utvrditi kauzalnu i
hijerarhijsku vezu izmedu adaptacionih procesa u organizmu, $to zahteva dodatna ispitivanja.

Upotrebom opsteg linearnog modela (GLM) sa naknadnom (posthock) ANOVA
analizom ispoStovani su svi uzusi reproducibilnog statistickog modeliranja, $to je znacajno
kako bi se izbegle greske u zaklju¢ivanju i omogucilo ponavljanje ogleda. Upotreba
specifi¢nih statistickih modela za ponovljena merenja objasnjena je u radu Littell-a i sar. koji
je objavljen u vode¢em svetskom casopisu i Cija se primena moZze smatrati zlatnim
standardom u statistickom modelovanju.**®

Navedeni rezultati objaSnjavaju da odabrani model za procenu peripartalnog
metabolickog stresa omogucuje da veoma rano tokom laktacije steknemo uvid u metabolicki

status krava i njihovu buducu produktivnost i reproduktivnost, §to je veoma znacajno sa

aspekta racionalne farmske proizvodnje i preventivnog veterinarskog delovanja.
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7.ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata mozemo izvu¢i sledece zakljucke:

1. Patofizioloska procena peripartalnog metabolickog stresa kod krava u ranoj laktaciji
ogleda se u odnosu anabolickih (insulin i IGF-I) i katabolickih (NEFA 1 kortizol)
indikatora metaboli¢lkog stresa u prvoj nedelji posle teljenja.

2. Teljenje pokazuje znacajan uticaj na odabrane indikatore metabolickog stresa, tako da
indikatori katabolizma imaju viSu vrednost, dok anabolic¢ki indikatori imaju nizu
vrednost u prvom nedeljama posle teljenja u odnosu na kasniji period. Njihova
uzajamna veza potvrdena je testom, pa su odabrani indikatori korisni u formiranju
modela.

3. Teljenje pokazuje znacajan uticaj na sve ishodne varijable (metabolicki profil, krvna
slika, imunoloski status, celularni odgovor, telesna kondicija i produktivna svojstva) u
ranoj laktaciji. Ishodne varijable su dobro odabrane.

4. Ishodne varijable pokazuju znacajno variranje u vrednosti posle klasifikacije na
osnovu anabolickih i katabolickih indikatora metaboli¢kog stresa.

5. Klasifikacija krava prema kriterijumu insulina pokazuje da krave opterecene
metabolickim stresom (krave sa nizm vrednostima insulina u prvoj nedelji po teljenju)
imaju visSu koncentraciju STH, BHB, Hsp70, nizu koncentraciju glukoze, holesterola i

triglicerida, znac€ajniji pad telesne kondicije i nizu proizvodnju mleka.
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6. Klasifikacija krava prema kriterijjumu IGF-I pokazuje da krave opterecene
metabolickim stresom (krave sa nizim vrednostima IGF-I u prvoj nedelji po teljenju)
imaju visu koncentraciju STH, BHB 1 Hsp70 1 nizu koncentraciju glukoze, ukupnih
proteina, albumina, telesna kondicija znacajnije opada, a reproduktivna efikasnost je
slabija.

7. Klasifikacija krava prema kriterijumu kortizola pokazuje da krave opterecene
metabolickim stresom imaju nizu koncentraciju uree, SOD, Ca i Mg uz stresni
leukogram, smanjenu vijabilnost leukocita, dok je povecana koncentracija Hsp70.
Krave optere¢ene metabolickim stresom — sa viSim koncentracijama kortizola imaju
viSu glikemiju i manju koncentraciju BHB, §to najstaje kao posledica delovanja
kortizola na proces glukonegeneze. Iz istog razloga kortizol pozitivno uti¢e na
proizvodnju mleka.

8. Klasifikacija krava prema kriterijumu NEFA pokazuje da krave opterecene
metabolickim stresom (krave sa viSim vrednostima NEFA u prvoj nedelji po teljenju)
imaju visSu koncentraciju STH, BHB, AST, ALT, GGT, AP, bilirubina, MDA, Hsp70,
a nizu koncentraciju ukupnih proteina, albumina, uree, holesterola, triglicerida, SOD,
Ca, P, Mg, uz znake anemije, stres leukogram i smanjenu vijabilnost leukocita. Krave
sa viSim vrednostima NEFA gube znacajnije na telesnoj kondiciji, proizvode manje
mleka i imaju slabiju reproduktivnu efikasnost.

9. Klasifikacija krava kombinovanjem dva kriterijuma (anaboli¢kog i kataboli¢kog) daje
slicne rezultate u kretanju ishodnih varijabli kao i prilikom delovanja jednog
kriterijjuma. Za procenu energetskog, proteinskog 1 lipidnog statusa, celularnog
odgovora, telesne kondicije, pojave prvog estrusa i fertilnog osemenjavanja uputno je
koristiti i kataboli¢ke i1 anabolicke indikatore, jer oni pojedinacno i u kombinaciji

znacajno uticu na ove ishodne varijable. Oksidativno optereéenje krava, jonski status,
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10.

11.

hepati¢ni profil i krvna slika prevashodno zavise od katabolickih indikatora stresa.
Ako je klasifikacija krava vr§ena samo prema anabolickim indikatorima stresa Cesto
nisu dobijene znacajne razlike u vrednostima ishodnih varijabli izmedu krava
optere¢enih metabolickim stresom i onih koje to nisu. Razlike u vrednosti ishodnih
varijabli postaju vidljive ukoliko se snizena vrednost anabolickih indikatora
kombinuje sa poviSenim vrednostima kataboli¢kih indikatora, pre svega NEFA, pa
zaklju€ujemo da nedostatak anaboli¢kih indikatora ne zna¢i nuzno i nastanak
adaptacije u metabolizmu, proizvodnji i produktivnosti krava, posebno ukoliko njihov
nedostatak nije izazvao katabolicke procese u organizmu koji se ogledaju u viSim
vrednostima NEFA.

Faktorska analiza omogucuje izdvajanje tri glavna faktora kojim se moze objasniti
88,9% variranja svih ispitanih parametara. Prvi faktor objaS$njava 61,7% varijacije i on
visoko korelira sa vrednostima insulina, IGF-I i NEFA, $to potvrduje znacajan uticaj
odabranih indikatora stresa na ishodne varijable i favorizuje njihovu upoterbu u
proceni peripartalnog metabolizma, zdravlja i produktivnosti krava umesto velikog
broja pokazatelja, ¢ime bi se mogo pojednostaviti i pojeftiniti laboratorijski skrining
zdravlja krava u ranoj laktaciji. Tri izdvojena faktora se mogu okarakterisati kao:
faktori metabolickog stresa, faktor funckionalnog statusa hepatocita i1 faktor
proizvodnje mleka.

Odabrani  indikatori metabolickog stresa mogu dovesti do znacajnih
suficitarnih/deficitarnih stanja u uzorcima krvi, kao i do smanjene reproduktivne
efikasnosti i proizvodnje mleka ukoliko se prede odredeni prag njihove koncentracije.
Ove grani¢ne vrednosti indikatora metabolickog stresa u prvoj nedelji posle teljenja

pomazu da vrlo rano posle teljenja detektujemo krave €iji metabolizam ili proizvodnja
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12.

13.

mogu biti pod znacajnim rizikom. Najvecu diskriminacionu sposobnost ima
koncentracija NEFA.

Upotreba cetiri odabrana indikatora metabolickog stresa (insulin, IGF-I, NEFA i
kortizol) u prvoj nedelji posle teljenja moze pomo¢i u analizi metabolickog stresa i
produktivnosti krava, §to se zakljucuje na osnovu delovanja indikatora stresa na
metabolicki profil, krvnu sliku, imunoloske i celularne parametre, telesnu kondiciju,
proizvodnju mleka i reproduktivnu efikasnost krava. Vrednosti anabolickih i
kataboli¢kih indokatora se mogu koristiti samostalno ili u kombinaciji, a najbolju
mogucénost procene daje upotreba NEFA bilo da se radi o pojedinacnoj ili
kombinovanoj upotrebi indikatora.

Na osnovu navedenog preporu¢ujemo novi patofizioloski model za procenu
peripartalnog metabolickog stresa, proizvodnje mleka i reproduktivne efikasnosti
krava koji se zasniva na odredivanju koncentracije insulina, IGF-I, NEFA 1 kortizola u

prvoj nedelji posle teljenja.
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