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Ispitivanje parametara efikasnosti reprodukcije visokomlecnih

krava nakon sinhronizacije estrusa i stimulacije lutealne funkcije

Rezime

Rani embrionalni razvoj kod krava moZe biti negativno pogoden nedovoljnom lutealnom
proizvodnjom progesterona (P4). Cilj naseg istraZivanja bio je da ispitamo moguéi uticaj tretmana
gonadotropnim oslobadaju¢im hormonom (GnRH) i/ili humanim horionskim gonadotropinom (hCG),
nakon indukcije estrusa tretmanom prostaglandinom F2a, na poviseno lucenje P4 i rezultate steonosti
krava. Ogled je sproveden na kravama Simentalske rase (n = 110), izmedu 3-5 laktacije, sa prose¢nom
proizvodnjom mleka od 6500L/305 dana, 40-80 dana posle partusa i to na Cetiri ogledne grupe: 1) krave
sa spontanim estrusom (C: kontrolna grupa), 2) GnRH tretman u vreme ve$tackog osemenjavanja (VO)
(grupa 0O), 3) GNRH + hCG tretman 7 dana nakon VO (OP grupa), i 4) hCG tretman 7. dana posle VO (P
grupa). Sve Zivotinje su dvostruko osemenjene (u vreme otkrivanja estrusa i posle 12+2h). Uzorci seruma
i mleka krvi sakupljeni su u estrusu, 14, 21. i 28. dana nakon VO. Serumski P4 i estradiol-17p (E2) su
odredivani komercijalnim radioimunoloskim testom (RIA), a nivo P4 u mleku je odredivan pomocu
enzimoimunoloskig testa (EIA). Dijagnostika steonosti je vrSena ultrazvukom izmedu 28. i 35. dana
nakon VO. Statisticka znacajnost razlike vrednosti P4 i E2 u serumu, kao i P4 u mleku, kao i procentu
steonih krava utvrdene su pomoc¢u Dunn’s Multiple Comparison test i Z testa za poredenje proporcija.

Koncentracija P4 u krvnom serumu bila je statisticki znac¢ajno povisena 14, 21. i 28. dana nakon
VO kod zivotinja tretiranih sa hCG-om (14 dan, P:C, P:O, p<0.001; OP:C, p<0.05; 21 dan, P:C, P:O,
p<0.001; P:OP, p<0.05; 28 dan, P:C, P:0O, p<0.001; P:OP, p<0.05) §to ukazuje na povecanu aktivnost
lutealnog tkiva, sa slicnom tendencijom u vrednostima P4 u mleku. Vrednosti E2 u krvnom serumu nisu
dale jasne podatke za procenu funkcije jajnika. Tretman sa hCG-om tokom rane lutealne faze takode je
doveo do povecanja procenta steonih krava Simentalske rase (P:C i (P+OP+P):C, p<0.05).

Klju¢ne reci: progesteron, estradiol, efikasnost reprodukcije, sinhronizacija estrusa, lutealna

funkcija, visokomle¢ne krave.
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Reproduction eficiency in high-yielding dairy cows after estrus synchronization and
luteal function stimulation

Summary

Early embryonic development may be negatively affected by insufficient progesterone
(P4) production therefore the aim of our study was to increase it by gonadotropin-releasing
hormone (GnRH) and/or human chorionic gonadotropin (hCG) treatments after inducing of
oestrus by prostaglandin treatment. Lactating Simmental dairy cows (n=110), between 3 to 5
lactations, with average milk production of 6500L/305 days, at 40-80 days postpartum were used
and grouped as follows: 1) spontaneous oestrus (C: control group), 2) GnRH treatment at Al (O
group), 3) GnRH at Al + hCG treatment at Day 7 after Al (OP group), and 4) hCG treatment at
Day 7 after Al (P group). All animals were double inseminated (at the time of oestrus detection
and after 12+2h). Blood serum and milk samples were collected at oestrus, 14, 21. and 28. days
after Al. Serum P4 and estradiol-173 (E2) were determined using a commercial
radioimmunoassay (RIA) test, and milk P4 was determined using enzyme-linked immunoassay
(EIA) test. Pregnancy status was confirmed by means of ultrasonography between Days 28. and
35. after Al. Differences of serum or milk P4 and E2 medians, and pregnancy rate were
determined using Dunn’s Multiple Comparison Tests and Z test, respectively.

Serum P4 medians were significantly higher at Days 14, 21. and 28. after Al in the hCG
treated animals (Day 14, P:C, P:O, p<0.001; OP:C, p<0.05; Day 21, P:C, P:0O, p<0.001; P:OP,
p<0.05; Day 28, P:C, P:0O, p<0.001; P:OP, p<0.05), indicating increased luteal activity, with the
similar tendency in whole milk P4 values. Blood serum E2 values were unconclusive for the
ovarian function estimation. Treatment with hCG during the early luteal phase also induced
increased pregnancy rate in the Simmental dairy cows (P:C and (P+OP+P):C, p<0.05).

Key words: Progesterone, estradiol, oestrus synchronization, pregnancy rate, Simmental
dairy cows.

Scientific field: Veterinary medicine

Narrower scientific field: Pathophysiology, Reproduction physiology
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1. UvoD

Optimalna reprodukcija predstavlja jedan od osnovnih uslova za efikasnu
intenzivnu govedarsku proizvodnju. U klasi¢noj postavci o uspeSnosti reprodukcije
visokomle¢nih krava najc¢esce se polazi od zahteva “jedno tele godiSnje”, ali savremeni
uzgoj koji se bazira na ekonomskim pokazateljima dovodi u pitanje njegovu odrzivost.
Idealan slucaj je da visokoproduktivna mle¢na krava ostaje steona u vremenskom intervalu
tako da se maksimalno koriste njene proizvodne sposobnosti. U stvarnosti se deSava da se
vecina mlec¢nih krava osemenjava u odredeno vreme nakon partusa, a trajanje perioda
“Cekanja” zavisi od ekonomskih zahteva sistema uzgoja. U vecini sistema uzgoja se krave
osemenjavaju po isteku fiksnog vremenskog perioda posle partusa (“voluntary waiting
period”, eng.) i to u spontanom estrusu. Ukoliko nakon tog perioda estrus izostane (ili
izostane njegovo blagovremeno detektovanje i pracenje) krave se proglasavaju
anestri¢nim, $to ih kvalifikuje za sprovodenje nekog od programa kontrole reprodukcije.

Agresivniji pristup problemu reprodukcije na farmi podrazumeva da se programom
kontrole obuhvataju sve zivotinje na farmi. Programi kontrole reprodukcije bazirani su na
primeni hormona i imaju za cilj da se kontroliSe vreme prvog osemenjavanja, vreme
osemenjavanja krava koje nisu ostale steone, kao i da se vr$i tretman anestri¢nih krava.
Potpuna optimizacija reprodukcije trebalo bi da bude 100% efikasna. PoboljSanje
postojece efikasnosti moze se posti¢i optimizacijom primenjenog sistema sinhronizacije
estrusa, ili alternativno dodatnim tretmanima koji pobosljavaju rezultate osemenjavanja
nakon sinhronizacije (primena sintetskog prostaglandina F2a, PGF2a; gonadotropnog
rilizing hormona, GnRH; progesterona i sl.).

Program kontrole reprodukcije na farmi visokomle¢nih krava ima za cilj da se
reproduktivni parametri stada usklade sa proizvodnjom a da se pri tome ocuvaju svi
standardi dobrobiti kad je re¢ o pojedina¢nim Zivotinjama. Definisanje metoda za
sprovodenje programa kontrole reprodukcije i njihovo sistematsko sprovodenje je jedan od
klju¢nih zahteva koji se mora ispuniti u rukovodenju na farmi mle¢nih krava.

Reproduktivna biotehnologija ili asistirana reprodukcija, kako se u novije vreme
naziva, je oblast koja se u veterinarskoj medicine intenzivno razvijala u proslom veku i
koja joS uvek napreduje. Ona je u stvari najbolji dokaz kako se bazi¢na nauc¢na istrazivanja

mogu preneti u rutinsku veterinarsku praksu. Postoje vise metoda reproduktivne
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biotehnologije koje se danas upotrebljavaju i sve se mogu hronoloSki podeliti u 4
generacije. Prva 1 najstarija metoda asistirane reprodukcije je svakako vestacko
osemenjavanje, sledeca se razvila generacija metoda embriotransfera (,,Multiple Ovulation
and Embryo Transfer, MOET), treca generacija predstavlja metode In vitro fertilizacije,
a kao najnovija je prisutna generacija Transgeneze — kloniranje, upotreba embrionalnih
STEM i GERM c¢elija, kao i genetskih markera u selekciji (,,marker-assisted selection;
Thibier, 2005; Bertolini i sar., 2009).

Posle vestackog osemenjavanja, koja pored toga Sto je najstarija metoda asistirane
reprodukcije, ujedno predstavlja 1 najmasovniju biotehnicku metodu u govedarstvu (vise
od 100 miliona godis$nje), druga po masovnosti primene je sinhronizacija estrusa kod
krava. Postoji veéi broj protokola koje se danas upotrebljavaju u tu svrhu, ali su svi
bazirani na dva osnovna principa: skra¢ivanje estrusnog ciklusa (lutealne faze) ili njegovo
produzavanje. Uglavnom se primenjuju hormonski preparati: prirodni ili sintetski analozi
prostaglandina, progestagena, gonadotropnih i gonadorilizing hormona, samostalno ili u
odgovaraju¢oj kombinacija (Moore i Thatcher, 2006). Pored hormonalnih postoje i
nehormonalne metode, koje su su najces¢e upotrebljavalju kod vrsta sa sezonskim
karakterom razmnozavanja (mali prezivari, ekvidi) 1 to na osnovu manipulacije svetlosnim
rezimom.

Primena prostaglandina (PGF2a) je osnovni metod za sinhronizaciju estrusa krava
1 bazirao se inicijalno na vestini veterinara da rektalnim putem palpira Zuto telo (CL).
Osetljivost zutog tela na prostaglandinski (PG) nadrazaj/stimulus traje 11-12 dana (od 5-6
do 17-18 dana ciklusa) i zavisi od postojanja receptora za njegovo vezivanje.
Refraktarnost CL na aplikaciju PG je prisutna od 17. dana prethodnog do 5. dana narednog
ciklusa. Vrlo vazan preduslov je da zivotinja ima redovan estrusni ciklus t.j. funkcionalno
zuto telo 1 da je negravidna. Njen nedostatak je $to je obavezna detekcija estrusa koji se
pojavljuje u Sirokom intervalu od 2 do 5 dana od tretmana prostaglandinima, u zavisnosti
od faze rasta folikulinskih talasa (regrutacija, selekcija, dominacija, regresija).

Postoje viSe metoda koji su zasnivani na produZivanje progestagenske faze
estrusnog ciklusa, odnosno odrzavanje visokog nivoa progesterona ¢ak i posle regresije
zutog tela. Estrus se javlja 2-5 dana posle prestanka tretmana koji moZe da traje od 7-14
dana. Administracija progestagena moze biti peroralna primenom sintetskog progesterona
(Melengesterol Acetate, MGA), intravaginalnom aplikacijom progestagena (Controlled
Internal Drug Release, CIDR, Zoetis; Progesterone-Releasing Intravaginal Device, PRID-

Delta, Ceva Animal Health) ili aplikacijom putem subkutanog implantata (usni implant,
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Synchro-Mate B, Crestar metod). Peroralna aplikacija progestagena (0.5 mg MGA/dan)
traje po pravilu 14 dana i moze se kombinovati sa primenom PG i GnRH (Brown 1 sar.,
1988). Metode koje se baziraju na intravaginalnoj i subkutanoj aplikaciji progestagenskih
implantanta traju krace (7-11 dana) i podrazumevaju primenu estrogenih hormona na
pocetku i ekvinog horionskog gonadotropina (eCG) na kraju tretmana. Upotreba estrogena
je neophodna zbog prekida funkcionalnosti dominantnog folikula i iniciranje novog talasa
folikulinskog rasta.

U veterinarskoj praksi se takode primenjivala subkutana aplikacija sintetskog
progestagena (norgestomet, ranije bio poznat kao Synchro-Mate B ili Crestar metod).
Silikonski implant impregniran norgestomet-om aplikuje se subkutano sa spoljasnje strane
uha krave, a istovremeno se daje i/m injekcija estradiola. Visoka doza progestagena koja
se 9-10 dana kontinuirano oslobada u krv pacijenta imitira lutealnu fazu estrusnog ciklusa.
Na dan vadenja implanta aplikuje se 400-600 1J eCG-a, da bi izvrSili osemenjavanje 48-56
sati kasnije. Kod mle¢nih krava neophodna je i aplikacija prostaglandina 48 sati pre
zavrsetka progestagenskog tretmana.

Prve rezultate primene takozvanog GPG programa (GnRH-PG-GnRH) saopstili su
Pursley i sar. (1995). Kasnije je ovaj program poznat kao OvSynch, primenjen sa brojnim
modifikacijama i poznat je pod nazivom PreSynch, COSynch, Select Synch, Hybrid
Synch, Heat Synch. SuStina protokola je da se na pocetku aplicira inicijalna doza GnRH
koja dovodi do luteinizacije ili atrezije dominantnog folikula. U tom trenutku pocinje novi
talas folikulinskog rasta, tj. regrutacije novih folikula, a istovremeno se stvara i Zuto telo,
odnosno ovaj hormon pojacava njegovu funkciju. Sedam do osam dana kasnije aplicira se
jedna doza prostaglandina koji dovodi do luteolize i prekida funkcije Zutog tela, u trenutku
kada je na jajniku prisutan dominantni folikul koji lu¢i estradiol 1 brzo finalizira svoj rast u
predovulatorni folikul. Dopunska injekcija GnRH-a daje se 48 sati nakon aplikacije
prostaglandina da bi se osigurala ovulacija i izr$ili vestacko osemenjavanje u toku slede¢ih
8-20 sati, s najboljim rezultatima koncepcije oko 16 sati nakon poslednje injekcije
gonarilizing hormona.

Progesteron je steroidni hormon koga proizvodi Zuto telo (CL) i neophodan je za
normalno uspostavljanje graviditeta i ono $to je u reproduktivnoj biologiji poznato kao
materinsko prepoznavanje graviditeta (“maternal recognition of pregnancy”, engl.)
(Spencer 1 sar., 2004). Visoka proizvodnja mleka i povisen metabolicki klirens je povezan
sa snizenim nivoom progesterona u krvnoj plazmi krava (Sangsritavong i sar., 2002), sa

mogu¢im negativnim efektom na rezultate oplodnje. Nadoknadivanje progesterona tokom
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perioda ranog embrionalnog razvoja dovodi do snizenja stepena embrionalnog uginuca
kod visokomle¢nih krava (Lopez-Gatius i sar., 2004). Prisustvo dodatnih Zutih tela moze
delovati preventivno na pojavu ranog fetalnog mortaliteta (Lopez-Gatius i sar., 2002;
Lopez-Gatius i sar., 2004; Garcia-Ispierto i sar., 2006). StaviSe, uspesna gestacija moZe se
dovesti u pozitivnu korelaciju sa koncentracijom progesterona u krvnoj plazmi krava
tokom prvih pet nedelja graviditeta (Starbuck i sar., 2004). Suplementacija progesterona
tokom ranog postinseminacionog perioda dovodi do cevorostrukog porasta duzine
trofoblasta i1 Sestostrukog porasta koncentracije interferona tau u uterusu krava (Mann i
sar., 2006). Jedna od mogucih strategija koja bi dovela do porasta koncentracije
progesterona je primena humanog horionskog gonadotropina (hCG) nakon veStackog
osemenjavanja krava. Horionski gonadotropin ima aktivnost sli¢cnu luteiniziraju¢em
hormonu i nakon njegovog vezivanja za receptore za LH dovodi do povisene proizvodnje
progesterona iz malih lutealnih ¢elija (Stevenson i sar., 2007). Postoje podaci da su GnRH
i hCG podjednako efikasni u izazivanju pojave akcesornih zutih tela, Sto je praceno
poviSenom koncentracijom progesterona u krvnoj plazmi tretiranih zivotinja (Schmitt i
sar., 1996).

U uslovima proizvodnje zastupljenim na farmama visokomle¢nih krava na naSem
prostoru, efikasna reprodukcija predstavlja jedan od kljucnih faktora koji utiCe na
optimalne proizvodne rezultate. Smatramo da je potrebno definisati program kontrole
reprodukcije kojim se moze obuhvatiti veliki broj Zivotinja 1 koji se moze uskladiti sa

potrebom odrZavanja standarda dobrobiti na farmama visokomle¢nih krava.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Reproduktivni ciklus visoko-mle¢nih krava

Zivotni ciklus krava sastoji se od &etiri glavna perioda: fetalni, prepubertetski,
reproduktivni 1 senilni period (Stanci¢ i sar., 2002). Polaze¢i od osnovnog razloga drzanja
krava svakako je najznacajniji reproduktivni period. Nakon zavrSetka puberteta junice
ulaze u reproduktivni period zivota pojavom prvih estrusnih ciklusa. Nakon prvog
uspesnog osemenjavanja dolazi do graviditeta, teljenja 1 prve laktacije. Cilj uzgajivaca
jeste da svaka reproduktivno sposobna krava daje §to vecu koli¢inu mleka i da se od krave
dobije jedno tele godiSnje. Efikasnost reprodukcije krava je maksimalna u pocetku
reproduktivnog perioda i obi¢no se zadrzava na visokom nivou tokom nekoliko godina
zivota, da bi doslo do njenog postepenog pada sve do potpunog gubitka reproduktivne
funkcije. Tako je vek iskoriStavanja visokomle¢nih krava u uslovima intenzivnog uzgoja
prosecno 5 godina, dok su glavni razlozi njihovog iskljucivanja iz stada nedovoljna
proizvodnja mleka, neplodnost, mastitis i bolesti lokomotornog  sistema
(http://www.epa.gov/ agriculture/ ag101/dairyphases.html, 2015).

Krave su poliestri¢ne Zivotinje i najveci deo reproduktivnog perioda plodnih polno
zrelih Zenki protiCe u fazi anestrije, koja je u fizioloSkim uslovima prouzrokavana
graviditetom (gestaciona anestrija) ili puerperijumom (involucija uterusa, laktaciona
anestrija). I pored toga, najvise paznje se posveCuje onim jedinkama koje se nalaze u
estrusu, koji predstavlja najkraci deo estrusnog ciklusa. Razlog za to leZi u €injenici da se
u tom relativno kratkom periodu postupcima drzalaca i stru¢nih lica moZe znacajno uticati
na reprodukciju zivotinja. Estrusni ciklus kod krava se sastoji od folikularne i lutealne
faze. Za vreme folikularne faze estrusnog ciklusa na jajnicima dolazi do zavrSnih etapa
razvoja zrelih folikula i njihove ovulacije. U toku lutealne faze dominantna struktura na
jajnicima je zuto telo (corpus luteum), koje se formira na mestu ovuliranog folikula. U
tabeli 2.1. su prikazani duzina estrusnog ciklusa, trajanje estrusa i1 vreme nastanka
ovulacije.

Tabela 2.1. Duzina estrusnog ciklusa, trajanje njegovih faza i vreme nastanka ovulacije
kod krava (Hafez, 1987)

Vrsta (rasa) Duzina ciklusa Trajanje estrusa Vreme ovulacije
Krava 21-22 dana 18-19 sati 35-45 sati od

pocetka estrusa



http://www.epa.gov/%20agriculture/%20ag101/dairyphases.html

2.1.1. Folikularna faza ciklusa

Folikularna faza estrusnog ciklusa se deli na period proestrusa i estrusa. Naglo
snizenje koncentracije progesterona (P4) koje nastaje nakon luteolize uklanja njegov
inhibitorni uticaj na "pulsni generator sekrecije GnRH™" u hipotalamusu (Clarke i sar.,
2005) 1 tako omogucava porast ucestalosti sekrecije gonadotropnog oslobadajuceg-
hormona (GnRH), a time i luteiniziraju¢eg hormona (LH) iz adenohipofize. Porast
periodi¢ne sekrecije LH stimuliSe razvoj folikula i sekreciju 17f3-estradiola (E2), koji
pozitivnom povratnom spregom izaziva i preovulatorni maksimum sekrecije LH.
Preovulatorni maksimum sekrecije LH, sa svoje strane, dovodi do finalnog porasta
sekreciju estradiola i indukuje ovulaciju zrelih folikula koji podlezu luteinizaciji, tako da
zapocCinje sledeci ciklus (Hafez, 1987; Sanger, 2005; Noakes i sar., 2008; Reames i sar.,
2011).

Mada folikularna faza obuhvata tek oko 20% ciklusa proces folikularnog rasta i
degeneracije (tzv. ,folikularna dinamika*) odvija se kontinuirano tokom ¢itavog perioda
estrusnog ciklusa (Senger, 2005). Folikulostimuliraju¢i hormon (FSH) tokom ciklusa
stimuliSe razvoj folikula, tako da na jajnicima uvek postoje folikuli spremni da udu u
zavr$nu etapu razvoja ukoliko dode do porasta sekrecije LH, Sto se javlja u folikularnoj
fazi ciklusa (Gomez-Leon i sar., 2019). Ovakav odnos je zasnovan na negativnoj povratnoj
sprezi izmedu folikula i hipofize, ¢iju osnovu ¢ini proteinski hormon inhibin, kojeg
produkuju ¢elije granuloznog sloja rastuéih folikula. Ukoliko se uklone preantralni folikuli
nivo FSH raste i stimuliSe razvoj novih folikula sve dok njegova sekrecija ponovo ne bude
smanjena lu¢enjem inhibina iz velikih folikula (Ireland i sar., 2000). Kod mle¢nih krava se
u toku estrusnog ciklusa pojavljuje izmedu 2-3 tzv. ,talasa“ razvoja i regresije folikula
(Roche i sar.,1998; Adams, 1999; Ginther, 2000; Ireland i sar., 2000; Fortune i sar., 2001).
Folikularni talasi se pojavljuju oko 2-og i 11-0og dana, ako se radi o ciklusu sa dva talasa,
ili oko 2-0g, 9-0g i 16-0g dana kod jedinki sa tri talasa razvoja folikula tokom estrusnog
ciklusa (Sirois i sar., 1988).

Izgleda da nema jasne povezanosti izmedu rasne pripadnosti i1 starosti (pariteta)
krava na jednoj 1 broja folikularnih talasa na drugoj strani. Medutim, pojedina istrazivanja
ukazala su da krave HolStajn rase tokom laktacije imaju tendenciju ka pojavi dva
folikularna talasa tokom estrusnog ciklusa (Taylor i sar., 1991; Townson i sar., 2002), dok
junice mlecnih i tovnih rasa krava imaju bilo dva ili tri talasa po jednom estrusnom ciklusu

(Savio i sar., 1988; Sirois i sar., 1988; Ginther i sar., 1989c). Postoje indikacije da jedinke
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koje imaju dva folikularna talasa po estrusnom ciklusu imaju tendenciju ka pojavi krac¢ih
ciklusa, ovuliraju vece i starije folikule i da su manje plodne u odnosu na jedinke sa tri
folikularna talasa po jednom estrusnom ciklusu (Townson i sar., 2002).

Klju¢ni dogadaj tokom estrusnog ciklusa mlec¢nih krava je ovulacija dominantnog
folikula (DF), pracena dobro izrazenim klinickim znacima estrusa, Sto omogucava
uspesno osemenjavanje i graviditet. Da bi smo bolje razumeli hormonalne metode
manipulacije estrusnog ciklusa i kontrole reprodukcije potrebno je dobro poznavanje
razvoja folikula kod mlecnih krava. Proces razvoja folikula koji prethodi njihovom
odabiru, selekciji i dominaciji koje se odigravaju tokom folikularne faze estrusnog ciklusa,
traje oko 30 dana. Ispitivanja Lussier i sar., (1987) pokazala su da je potrebno oko 40 dana
za razvoj antralnog folikula do njegove faze dominantnog folikula u estrusnom ciklusu.
Ekstrapolacijom ovih podataka dolazi se do saznanja da je za razvoj folikula od pocetka
njegove preantralne faze (pul primordijalnih folikula) do faze DF potrebno najmanje 60-80
dana (Britt, 1992). Period preantralnog rasta folikula je nezavistan od dejstva
gonadotropnih  hormona, dok se rast antralnih folikula odigrava pod dejstvom
gonadotropina (FSH i LH) odigrava brzinom od 1-2 mm/dan (Adams, 1999; Ginther,
2000). U fazi rasta i razvoja folikula koja je pod kontrolom gonadotropnih hormona
moguce je primeniti tehniku ultrasonografije kako bi se pratile promene na jajnicima i
rezultati razli¢itih metoda za manipulaciju estrusnog ciklusa 1 kontrolu reprodukecije.

Vec¢ je istaknuto da visoko mlecne krave tokom jednog estrusnog ciklusa obi¢no
imaju 2-3 tzv. “folikularna talasa” (Roche i sar.,1998; Adams, 1999; Ginther, 2000;
Ireland i sar., 2000; Fortune i sar., 2001). Jedan folikularni talas sastoji se od tri faze: 1)
odabir antralnih folikula (tzv. “regrutacija”), sa pojavom 4-8 folikula ¢iji je pre¢nik manji
od 5 mm, 2) selekcija folikula kada samo jedan od odabranih folikula nastavlja da raste i
razvija se, dok ostali odabrani folikuli podleZzu procesu tzv. “atrezije” i postepeno
iSCezavaju, 1 3) faza dominantnog folikula (DF), pracena inhibicijom procesa odabira i
selekcije. Jedino DF poreklom iz poslednjeg folikularnog talasa dostize finalnu fazu
razvoja sa potencijalom da dode do njegove ovulacije 1 oslobadanja zrele jajne celije.
Dominantni folikuli poreklom iz prvog (ili iz prvog i drugog folikularnog talasa, ukoliko
ih ima tri tokom jednog ciklusa) podleci ¢e procesu atrezije pre nego Sto dostignu finalnu
fazu rasta 1 razvoja. Atrezija DF utie na porast sekrecije FSH, budu¢i da rastu¢i folikuli
luce tkivni hormon inhibin koji ima ulogu da vrsi supresiju sekrecije FSH. Okida¢ za
finalni razvoj i maturaciju DF je regresija CL i naglo sniZenje koncentracije P4 u

cirkulaciji. Porast i maturacija DF dovodi do povecanja sekrecije E2 $to predstavlja signal
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za pojavu preovulatornog maksimuma sekrecije LH, indukujuci istovremeno klinicki
manifestne znakove estrusa i dovode¢i do ovulacije (Grafikon 2.1; Lucy i sar., 2004;

Sanger, 2005; Ptaszynska, 2006).
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Grafikon 2.1. Folikularni talasi, razvoj i regresija zutog tela; EC — estrusni ciklus; FSH —
folikulostimuliraju¢i hormon; LH — Luteiniziraju¢i hormon; PGFa -
prostaglandin F,a (Modifikovano prema Ptaszynska, 2006).

Estrus je period u kome Zenka ispoljava zelju za parenjem i u kome je sposobna za
oplodnju. Jedna od osnovnih spoljasnjih i vidljivih karakteristika estrusa je promena
ponasanja krava tako da Zenka dozvoljava parenje ukoliko postoji moguénost tzv.
,prirodnog” pripusta, Sto danas predstavlja pravu retkost (slobodni nain drzanja goveda
sa prisutnim plodnim bikovima). U uslovima intenzivne govedarske proizvodnje kada se
krave drZe grupisane i imaju mogucénost slobodnog kretanja kao karakteristika ponaSanja
krava u estrusu ona dozvoljava da bude zaskocena od strane druge zivotinje (ili ¢ak ona
sama skace na druge krave iz grupe). Ova promena ponasanja naziva se ,,refleks stajanja”
(,,standing estrus”, engl.). U spoljasnje i vidljive znakove estrusa kod krava spadaju
takode pojava edema i hiperemije vulve, prisustvo sluzavogi prozirnog iscetka iz vagine,
uznemirenost, poviSenje telesne temperature, pad apetita, ceS¢e oglasavanje i smanjenje

mlec¢nosti (Hafez, 1987; Peters i sar., 1987; Stanci¢ 1 sar., 2002; Noakes 1 sar., 2008).



Trajanje estrusa kod krava varira od 3-28h i zavisi od niza faktora kao $to su
starost 1 rasa goveda, ishrana, uslovi drzanja, ali se kod vecine rasa krava kao podatak o
trajanju estrusa uzima vreme od 12-16h (Allrich, 1994). Ovulacija zrelih folikula se
odigrava od 10-12h posle zavrSetka perioda estrusa, tj. nakon prestanka znakova tzv.
“standing “estrusa. Razli¢iti stresni faktori mogu dovesti do odlaganja estrusa, njegovog
skracenja i potpune inhibicije pojave estrusa, ¢ak i ako u telesnoj cirkulaciji postoje visoke
koncentracije estrogena. Stres kod krave moze izazvati povecanje koncentracije
progesterona u telesnoj cirkulaciji, koji je poreklom iz kore nadbubrega, Sto ima za

posledicu supresiju manifestacije znakova estrusa (Nanda i sar., 1990).
2.1.2. Lutealna faza ciklusa

Zuto telo (corpus luteum, lat., CL) je neka vrsta "bioloskog Easovnika" ("zeitgeber"
ili "pelvic clock") koji kontrolise ne samo duzinu estrusnog ciklusa, vec¢ i razvoj folikula u
folikularnoj fazi ciklusa, a klju¢na uloga progesterona je istaknuta i u tom prvom modelu
kontrole estrusa i ovulacije kod ovaca. Ovaj model, iznet od strane Robinson-a (1959), pre
otkriéa radioimunoloSke metode (radioimmunoassay, engl., RIA), za odredivanje
koncentracije hormona precizno je predvideo da je klju¢ni dogadaj u nastanku ovulacije 1
estrusa iS¢ezavanje Zutog tela.

Lutealna faza estrusnog ciklusa se deli na period metestrusa (pocéetni period
razvoja zutog tela) i diestrusa (vreme maksimalne lutealne aktivnosti). Zuto telo tokom
lutealne faze luc¢i progesteron koji ima vec¢i broj znafajnih dejstava u toku estrusnog
ciklusa. On priprema centre u mozgu koji reguliSu ponaSanje tako da moZze do¢i do
manifestacije znakova estrusa nakon porasta E2 u toku folikularne faze. Prvi postpartalni
estrus je najceSce tzv. “tihi estrus”, sa ucestano$¢u do 94%. Teorija 0 pojavi prvog
“tihog” estrusa ukazuje da je hipotalamus postao refraktaran na visoke koncentracije
estrogena na kraju prethodne laktacije (King i sar., 1974; Stellflung, 1978; Kyle i sar.,
1992). Tokom prve lutealne faze, pod dejstvom progesterone dolazi do eliminacije
refraktarnosti i naredni estrus je naj¢eSc¢e pracen sa izraZzenim estrusnim znacima (Carrick i
sar., 1996; Kyle i sar., 1992).

Progesteron takode modulira razvoj folikula tako da slede¢i maksimum sekrecije
LH dovodi do nastanka normalnog Zzutog tela. Porast koncentracije progesterona u prvoj
tre¢ini lutealne faze "programira" uterus za oslobadanje prostaglandina F2a, koji deluje

kao lokalni luteolitik pred kraj lutealne faze (Silvia i sar., 1991). Na kraju, progesteron



inhibira periodi¢nu sekreciju LH vrSe¢i supresiju luc¢enja GnRH iz hipotalamusa, tako da
je nivo LH nizak tokom lutealne faze. Ako nije doslo do oplodnje pred kraj lutealne faze
nastaje porast sekrecije PG iz endometrijuma $to izaziva luteolizu i pad koncentracije
progesterona (Hafez, 1987; Allrich, 1994; Stancic i sar., 2002; Noakes i sar., 2008;).

Zuto telo sinteti$e tokom prvih 5-7 dana ciklusa sve viSe progesterona da bi se oko
15-17 dana ciklusa dostigao maksimum u sintezi progesterona (Diaz i sar., 1986; Nyman i
sar., 2014). U toku lutealne faze progesteron ima ulogu da blokira lu¢enja LH, dok se
siteza 1 sekrecija FSH odvija gotovo neometano, izuzimajuéi inhibirno dejstvo hormona
inhibina. Na taj nacin se stvaraju uslovi da tokom lutealne faze estrusnog ciklusa dode do
pojave selekcije i rasta folikula, ali izostaje njihovo sazrevanje i veéina folikula podleze
procesu atrezije (Sanger, 2005). Ako ne dode do graviditeta, vezivanjem lutealnog
oksitocina za receptore na endometrijumu, pokrece se luteoliticki hormon PG i razgraduje
se Zuto telo. Tada nastupa nova faza u sintezi FSH 1 LH,dolazi do zavr$ne faze sazrevanja
folikula koji ¢e u toku sledeceg estrusa ovulirati. Ako dode do graviditeta, trofoblast
nastalog embriona pocinje da produkuje interferon-t (INF-t), koji inhibira transkripciju i
sintezu estrogenih receptora na ¢elijama endometrijuma. Interferon-t se sintetiSe ve¢ od
sedmog dana razvica embriona, kada je on u fazi blastule (blastocista) 1 blokira sintezu
PG, tako da zuta tela koja sintetiSu progesteron ostaju aktivna (Spencer i sar., 1996; Szenci
i sar., 1998; Sanger, 2005; Wiltbank i sar., 2014).

Ako Zivotinja ostane gravidna, proizvodnja PG u materici je blokirana dejstvom
INF-t na materici. Kod krava, oksitocinski receptori u endometrijumu inhibirani su
sekrecijom INF-t od strane trofodektoderma od 12. do 25. dana (Farin i sar., 1990). Kod
krava se CL povecava tokom 2 do 3 meseca gestacije, onda regresira tokom narednih 4 do
6 meseci. Nakon toga, ono ostaje relativno konstantne veliCine do teljenja, kada se
degenerise tokom prve nedelje post partum (Sanger, 2005).

Zuto telo je privremena endokrina stuktura na jnicima koja se formira na mestu
ovuliranog DF. Primenom ultrazvucne tehnologije moguce je razlikovati CL of ostatka
tkiva jajnika kao ehogene sferi¢ne ili elipsoidne strukture. U pocetnoj fazi razvoja CL je
ispunjeno krvnim koagulumom i nosi naziv corpus luteum hemorrhagicum seu rubrum.
Uloga CL je sinteza i1 lucenje P4, ¢ija koncentracija u krvi raste preko 1 ng/mL pocevsi od
priblizno 5-0g dana nakon ovulacije. CL nastavlja dalje da raste i razvija se, i moze dostici
pre¢nik od preko 25 mm, sa maksimalnim lucenjem P4 oko 12 dana od ovulacije.
Luteoliza je proces u toku koga dolazi do relativno brze razgradnje periodi¢nog CL

(corpus luteumperiodicum) i ona nastupa izmedu 17-19 dana estrusnog ciklusa ukoliko u
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prethodnom estrusu nije doSlo do uspes$nog osemenjavanja i koncepcije. Klju¢ni faktor
koji je odgovoran za pojavu luteolize je povisena sekrecija lokalno aktivnog luteolitickog
hormona prostaglandina poreklom iz endometrijuma ipsilateralnog materiénog roga.
Istovremeno je ovaj hormona najces¢e koriS¢en aktivni princip u razli¢itim protokolima
kontrole reprodukcije visoko mle¢nih krava (Lucy i sar., 2004; Sanger, 2005; Ptaszynska,
2006; Dovenski i sar., 2013).

Snizenje koncentracije P4 nakon pocetka luteolize kod negravidnih krava odvija se
brze u odnosu na morfoloske promene u samom CL, §to moze dovesti do gresaka kod
ultrazvucnog pregleda jajnika. Odredivanje koncentracije P4 u krvi/mleku ukazalo je da
izmedu 23-39% krava koje su rektalnim pregledom klasifikovane da imaju CL imaju
veoma niske vrednosti P4 u krvi. Sta vise, izmedu 15-21% krava klasifikovanih da imaju
nefunkcionalno CL mogu imati relativno visoke koncentracije P4 u krvi (Senger, 2005).
Ultrazvuénim pregledom jajnika ne retko se moze prona¢i CL sa centralnom Supljinom
ispunjenom te¢nosScu, koja se pogreSno naziva “cisticno” CL. IstraZivanja su potvrdila da
se ne radi ni o kakvoj patoloskoj strukturi, ve¢ se radi o potpuno normalnom CL koje se
moze naci i kod gravidnih krava (Kastelic i sar., 1990; Grygar i sar., 1997; Dovenski,
1997).

2.1.3. Neuroendokrina regulacija estrusnog ciklusa

Promene koje nastaju u toku estrusnog ciklusa su posledica sloZene interakcije
nervnog i endokrinog sistema, odredenih tkivnih hormona i njihovih ciljnih tkiva.
Centralno mesto u regulaciji estrusnog ciklusa ima osovina hipotalamus-adenohipofiza-
gonade (Sanger, 2005; Clarke i sar., 2005; Noakes i sar., 2008). Hipotalamus i
adenohipofiza nisu samo mesta gde se sintetiSu i sekretuju brojni regulatorni faktori
(hormoni), ve¢ predstavljaju i ciljne organe za razliCite nervne i humoralne signale sa
perifernih tkiva. Razli¢iti delovi ove osovine su medusobno povezani mehanizmom
povratne sprege, koja je u vecini slucajeva negativna, tako da hormoni ovim putem
reguliSu intenzitet sopstvene sekrecije.  Na slici 2.1. je predstavljen relativno
pojednostavljen mehanizam regulacije estrusnog ciklusa sa elementima i medusobnim

vezama.
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Slika 2.1. Mehanizam neuroendokrine kontrole estrusnog ciklusa krava (Modifikovno
prema Ptaszynska, 2006).

Hipotalamus je mesto gde se nervni impulsi registrovani putem razli¢itih receptora
sa perifernih tkiva i obradeni u CNS-u konvertuju u hormonalni signal koji se dalje
prosleduje ka adenohipofizi. Osnovni hormon hipotalamusa koji pokrece funkciju gonada
je GnRH, koji stimuliSe oslobadanje FSH i LH iz adenohipofize, da bi se krajnji efekat
gonadostimulina ostvario na nivou jajnika (Clarke i sar., 2005). Delovanjem na rast i
razvoj preovulatornog folikula, FSH i posebno LH, dovode do porasta sekrecije estradiola
1 promena u ponaSanju Zivotinje i genitalnom traktu koje su karakteristicne za estrus.
Porast sekrecije estradiola iz zrelog folikula doves¢e, medutim, putem pozitivne povratne
sprege do izrazitog porasta sekrecije GnRH, a zatim do preovulatornog maksimuma
sekrecije LH. U isto vreme se javlja inhibicija lu¢enja FSH zbog dejstva hormona
inhibina, koji se sintetiSe u granuloza ¢elijama rastu¢ih folikula i putem krvi dospeva do
adenohipofize. Ovulacija nastaje pod uticajem maksimalne sekrecije LH, a na mestu
ovuliranog folikula se formira Zuto telo, koje luci progesteron. On deluje na smanjenje
lu¢enja GnRH (a time 1 LH), inhibira kontrakcije miometrijuma 1 priprema endometrijum
za nidaciju oplodene jajne Celije (ukoliko je u estrusu doslo do parenja/V.O. i oplodnje).
Ako u toku estrusa nije doSlo do oplodnje iz endometrijuma se, pred kraj lutealne faze,
oslobada lokalno aktivni luteolitik (PG) dovodeci do regresije i1 lize Zutog tela. Time se
stvaraju uslovi za novi porast sekrecije GnRH, lu¢enje FSH i LH, i Zivotinja ulazi u novi
ciklus (Stanci¢ i sar., 2002; Evans, 2003; Sanger, 2005; Clarke i sar., 2005; Noakes 1i sar.,
2008).
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2.2. Parametri reprodukcije u intenzivnom uzgoju

Uspesna reprodukcija znacajno uti¢e na nivo proizvodnje u zapatima krava sa
intenzivnom proizvodnjom mleka, kako u naturalnom, tako i u ekonomskom pogledu
(Stanci¢ 1 sar., 2007; Gvozdi¢ i sar., 2011). Ocena efikasnosti reprodukcije na naSim
farmama mle¢nih krava vrsi se Cesto na osnovu vrednosti parametara kao Sto su: interval
teljenja (broj dana/meseci izmedu dva uzastopna partusa) i servis period (broj dana od
partusa do uspeSnog osemenjavanja), indeks osemenjavanja (broj osemenjavanja po
gravidnoj kravi), kao i interval od partusa do prvog osemenjavanja, i tzv. ,,non-return
rate” (procenat zivotinja koje nakon osemenjavanja nisu zahtevale reinseminaciju —
izostanak povadanja, obi¢no se racuna vreme do 56. dana nakon v.0.) (Gvozdi¢ i sar.,
2011b). Maksimalna produkcija mleka i teladi po kravi godisnje se postize ako je
medutelidbeni interval od 12-13 meseci (Stevenson i sar., 1977). Medutim, u praksi
intenzivne proizvodnjena farmama mlec¢nih krava medutelidbeni interval Cesto traje i
preko 14 meseci. Buduéi da je trajanje graviditeta bioloSka konstanta (275-295 dana kod
goveda, prose¢no 285 dana), to na ovaj period znacajno utiCe trajanje perioda od teljenja
do uspostavljanja slede¢e uspeSne koncepcije, odnosno trajanje servis perioda. Vazniji
parametri, kojima se meri efikasnost reprodukcije visoko mle¢nih krava, prikazani su u

tabeli 2.2.

Tabela 2.2. NajceS¢i parametri efikasnosti reprodukcije u zapatima visokomle¢nih krava 1
njihove preporucene vrednosti za efikasnu reprodukciju (Ptazynska, 2006).

Parametar Preporucena vrednost
Servis period <90 dana
(vreme od teljenja do uspesne koncepcije)

Period od teljenja do 1-og v.o. < 70 dana
Medutelidbeni interval 12-13 meseci
Procenat uspe$nosti 1-0g V.0. > 60%
Indeks osemenjavanja <15
(broj v.o. potreban za uspesnu koncepciju)

Procenat abortusa <3%
(qubitak ploda u periodu od 45-265 dana gestacije)

Iskljucenje krava iz zapata zbog reproduktivnih problema <5%
Starost junica na teljenju 24 meseca
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2.2.1. Efikasnost reprodukcije visoko-mle¢nih krava

U stadima visoko-mle¢nih krava tokom poslednjih nekoliko decenija moze se
jasno uociti postepeni pad efikasnosti reprodukcije (Roche, 2000;Lucy, 2001; Dobson i
sar., 2007; Royal i sar., 2008). Opadanje reproduktivne efikasnosti se ogleda u produzenoj
postpartalnoj anestriji (Thacher i1 sar., 2006), koja se javlja kao posledica veceg broja
faktora kao $to su: odloZena luteoliza u prvom ili slede¢im estrusnim ciklusima post
partum (Royal i sar., 2000), povecanje broja krava sa tihim estrusom i/ili nepravilnim
trajanjem estrusnog ciklusa posle teljenja (Darwash i sar., 1997), smanjenje broja uspesnih
koncepcija posle prvog osemenjavanja (Lucy, 2001), kao i povecanje broja krava sa
abnormalnim ranim embrionalnim razvojem, razli¢itim oboljenjima materice, embriona i
fetusa, te povecanim stepenom intrauterinog mortaliteta embriona i fetusa (Diskin, 1987;
Fourchon i sar., 2000; Bousquet i sar., 2004; Lucy, 2007). Krajnji rezultat je smanjenje
reproduktivne efikasnosti, sa poveéanjem indeksa osemenjavanja tj. broja inseminacija
potrebnih za uspes$nu koncepciju (Sheldon i sar., 2003). U periodu izmedu 1990-2000
godine, stepen uspesne koncepcije posle prvog osemenjavanja, u veéini evropskih zemalja
je smanjen sa 55% na 45% (Bousquet i sar., 2004). Drugi autori izveStavaju da je trend
uSpesne koncepcije posle prvog osemenjavanja od 65% u 1951godini pao na 40% u 1996,
Sto je za oko 0,5% godisnje (Butler, 1998). Istorijski gledano, konzumiranje hrane i
laktacioni stres su se povecavali kao rezultat potrebe za vecom proizvodnjom mleka, $to se
negativno odrazilo na reproduktivnu fiziologiju (Lucy, 2001).

Ovakva situacija je imala direktan uticaj na povecanje indeksa osemenjavanja.
Tako je sredinom proslog veka ovaj indeks iznosio prose¢no 1,75 inseminacija, dok je u
poslednjih nekoliko godina porastao na viSe od 3 (Lucy, 2001). Ovo je vazan parametar
reproduktivne efikasnosti, jer direktno uti¢e na produZavanje trajanja servis perioda
(Esslemont i sar., 2000).

Istrazivanja sprovedena u novije vreme u Republici Srbiji takode pokazuju da su
parametri reproduktivne performanse dosta niski 1 u naSim zapatima visoko mle¢nih krava.
Tako su ispitivanja u naSim zapatima visoko mlecnih krava ukazala na znacajno
pogorSanje vrednosti parametara reproduktivne efikasnosti, kako kod krava bez
evidentiranih zdravstvenih problema u toku i nakon partusa tako i kod onih sa

dijagnostikovanim poremecajima zdravlja (tabela 2.3; Savovi¢, 2010).
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Tabela 2.3. Reproduktivni parametri visoko mle¢nih krava u jednom vojvodanskom
zapatu (Savovic i sar., 2011).

Kategorija krava

Parametar efikasnosti reprodukcije Sa poremecajem Bez poremecaja

zdravlja zdravlja
Broj krava (n / %) 1.252/59,4 583/41,6
Krave sa estrusom otkrivenim unutar 210 320
prvih 60 dana post partum (%) ' '
Krave sa estrusom otkrivenim unutar
prvih 90 dana post partum (%) 54.0 720
Prosecan interval od prvog VO - fertilnog
VO (dani) 106 52
Prosecano trajanje servis perioda (dani) 195 142
Prosecan indeks osemenjavanja 3.6 2.7

2.3. Postpartalna anestrija

Smanjenje efikasnosti reprodukcije visokomle¢nih krava ima veliki uticaj na
profitabilnost proizvodnje mleka. Postoji veliki broj etioloskih faktora koji dovode do
smanjenja efikasnosti reprodukcije visoko mleénih krava. Maksimalna proizvodnja mleka
kod visoko mle¢nih krava postize se u periodu izmedu 40 1 75 dana laktacije (Stanci¢ i
sar., 2002). Sta vie, gotovo polovina ukupne koli¢ine mleka koja se proizvede u toku
proseéne laktacije u trajanju od 305 dana, proizvede se u toku prvih sto dana laktacije.
Budu¢i da je kod visokomle¢nih krava osnovni proizvodni cilj maksimalna proizvodnja
meka, a pri tome je ustanovljeno da je proizvodnja najveca ukoliko laktacija prosecno traje
305 dana, proizilazi da bi medutelidbeni interval trebalo da iznosi 0ko 12 meseci. Ovakva
situacija namece potrebu osemenjavanja krava u periodu koji se poklapa sa periodom
najvise mlecnosti, §to znaci da optimalan servis period treba da bude izmedu 55-85 dana.
Verovatno da najozbiljniji problem za postizanje ovog proizvodnog zahteva u uslovima
intenzivnog uzgoja mlecnih krava predstavlja negativni energetski bilans (NEB) koji je
najizrazeniji toku rane laktacije (Jorritsma, 2003). Postpartalna anestrija je najuocljivija
klinicka manifestacija hipofunkcije jajnika visokomle¢nih krava, i po pravilu se se
pojavljuje kod veceg broja grla (oko 30%) do 55. dana posle teljenja (Noakes i sar., 2008;
Peter i sar., 2009).

Anestrus je stanje kada se kod krava ne javljaju klinic¢ki znaci estrusa i moze da se
klasifikuje kao fizioloski ili patoloSki proces (Gvozdi¢ i sar., 2004). FizioloSka anestrija
postoji kod prepubertetnih zivotinja, kao i kod gravidnih krava. Junice pre puberteta tek

treba da produ kroz period polnog sazrevanja, dok je kod gravidnih krava visok nivo
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progesterona taj koji blokira pojavu estrusa. Patoloski anestrus moze imati jednu ili vise
bitnih karakteristika: a) jajnici su ¢esto neaktivni (minimalni razvoj folikula, anovulacija
i/ili nepostojanje zutog tela), b) obi¢no je pracen tzv. “tthom” ovulacijom (ovulacija bez
ispoljavanja klinicki uocljivih znakova estrusa), c) javlja se hipofunkcija jajnika
(perzistentni dominantni folikul); d) javlja se cisti¢na degeneracija jajnika (folikularna ili
luteinizirana folikularna cista) i e¢) postoji tzv. “perzistentno” zuto telo (izostanak lize
zutog tela) (Mwaanga 1 sar., 2000). U novije vreme anestrus se sve ¢eS¢e klasifikuje na
osnovu dinamike razvoja folikula i Zutog tela (Wiltbank i sar., 2002). Razvoj folikularnog
talasa obuhvata tri glavna dogadaja: regrutovanje, selekciju tj. odabir folikula i

dominaciju, Sto na kraju moze dovesti do ovulacije (slika 2.2, Sanger, 2005).

Ovulatorni
Atrezija Atrezija Atrezija folikul

® @
!

<@_> v 5> = LP) =
& » - (K(”*Tr’ ( ), |

W = 4

Pul

ovarijalnih Mali folikuli Srednji folikuli Veliki folikuli
folikula

E, il E; E,

Regrutovanje [ Selekcija Dominacija

Slika 2.2. Kljuéni procesi u razvoju i sazrevanju folikula (E; — estradiol-17(;
modifikovano prema Sanger, 2005).

Vec u toku prve nedelje posle teljenja dolazi do povisenog lucenja FSH u trajanju
od 2 do 3 dana, Sto rezultira pojavom prvog folikularnog talasa (sa 3 do 5 folikula) ve¢
tokom 14 dana posle partusa (Rajamahendran i sar., 1990). Sa daljim opadanjem
koncentracije FSH jedan folikul se odabira, tj. od njega nastaje dominantni folikul.
Pretpostavlja se da dominantni folikul (lu¢enjem inhibina i estradiola) koc¢i lucenje FSH, a
time i stvaranje novog folikularnog talasa. Rast i sposobnost ovulacije dominantnog

folikula zavisi od dostupnosti brojnih faktora rasta unutar samog folikula (insulinu sli¢ni
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faktori rasta - IGF-1 i njihovi transportni proteini, npr.) (Beam i sar., 1999). Dominantni
folikul koji ne ovulira podleze atreziji ili prerasta u cistu. Kod krava kod kojih dominantni
folikul atrezira dolazi do razvoja novih folikularnih talasa i selekcije i rasta novih
dominantnih folikula (grafikon 2.3, Sanger 2005).

0 = Regrutacija
= Selekcija
Q = Dominacija

A = Atrezija

Preénik folikula (mm)

(@) O
5] O%OOOO Y00
00~ 00000 0O s
METESTRUS |
5

Dani estrusnog ciklusa krava

Grafikon 2.3. Talasi razvoja folukula na jajnicima kod krava; P4 — progesteron,
(Modifikovano prema Sanger, 2005).

Tokom puerperijuma dolazi do involucije uterusa i postepenog ponovnog
uspostavljanja cikli¢ne aktivnosti osovine hipotalamus-hipofiza-jajnici. U normalnom
puerperijumu ovi se procesi odigraju unutar 6 nedelja od teljenja, i do 90 posto krava (sa
normalnom tokom purperijuma) ovulira unutar ovog perioda (Peter i sar., 1986), mada ima
miSljenja da pojava prve ovulacije unutar 9 nedelja posle teljenja moze smatrati
fizioloSkom (Ambrose i sar., 2007).

Supklinicka i klinicka oboljenja uterusa imaju veliki uticaj na aktivnost jajnika.
Postpartalna kontaminacija lumena uterusa gotovo je neizbezna, a prisustvo patogenih
bakterija dovodi do nastanka klinicki manifestnog oblika oboljenja u najveéem broju
slucajeva. Pretpostavlja se da oboljenja uterusa suprimiraju uspostavljanje ciklicne
aktivnosti jajnika. Negativni uticaj infekcija uterusa na reproduktivni trakt obuhvata
inflamatorni odgovor. Naime, visoka koncentracija PG u cirkulaciji, u prve tri nedelje
posle partusa sluzi kao signal uterusu i koci prerano uspostavljanje cikli¢ne ovarijalne
aktivnosti sve dok se infekcija (makar u ve¢em delu) ne eliminise (Sheldon i sar., 2002;

Mateus 1 sar., 2003). U tom pogledu od velikog je znacaja za uterus krava, da bude
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slobodan od infekcije kako bi se omogucilo nesmetano funkcionisanje jajnika. Stoga je
jasno da produzeno lucenje PG od strane uterusa obolelih krava ima za posledicu

produzenje trajanja postpartalnog anestrusa (LeBlanc, 2012).
2.3.1. Bilans energije i reprodukcija u postpartalnom periodu

Energetski bilans predstavlja razliku izmedu koli¢ine energije unete obrokom i
energije koja je utroSena za odrzavanje normalnog funkcionisanja organizma 1 za
proizvodnju mleka. Pod wuobicajenim uslovima ishrane u prepartalnom periodu
visokomle¢ne krave vrlo retko ulaze u stanje negativnog bilansa energije (NEB) pre
teljenja. Posle teljenja potrebe u hranljivim materijama se vrlo brzo povecavaju (pocetak
proizvodnje mleka) i tada sve visoko mlecne krave ulaze u stanje NEB. Krave u NEB
preusmeravaju najveci deo potrosnje energije u proizvodnju mleka, zbog ¢ega dolazi do
ograni¢avanja pojave folukularnih talasa, poremecaja razvoja dominantnog folikula i slabo
manifestnog estrusa. Kod krava u NEB ovulacija je odloZena inhibicijom lu¢enja LH, a uz
to 1 znatno nizim koncentracijama glukoze, insulina i IGF-1 koji dovode do smanjene
proizvodnje estrogena u dominantnom folikulu (Butler, 2000). Pored deficita energije, na
ovo stanje nadovezuje se povecani unos hrane koji koci reprodukciju pojacavanjem
metabolizma steroidnih hormona. Povecani unos hrane dovodi do povecanja perfuzije krvi
kroz jetru i znacajnog odstranjivanja estradiola i progesterona, Sto moze dovesti do
anovulacije, slabljenja funkcije Zutog tela i1 odlaganja regresije Zutog tela i1 to
najverovatnije  posredstvom razvoja estrogen inaktivnih  dominantnih  folikula
(Sangsritavong i sar., 2002). Ovo za rezultat moze imati nedovoljnu proizvodnju PGF2a
od strane endometrijuma. Sta vie, hraniva koja sadrze preko 16 posto proteina ispoljavaju
pozitivan uticaj na mle¢nost, ali negativan na reproduktivne performanse, zbog povisenih
koncentracija ureje u krvi, a time i u uterusu, Sto rezultira promenom pH i izmenom

materi¢nog miljea (Tamminga, 2006).
2.3.2. Tipovi postpartalne anestrije

Anestrus je relativno uopSten termin koji se koristi za opisivanje izostanka
uocljivih estrusnih znakova i1 pored efikasne detekcije estrusa. Visokomlecne krave se
karakteriSu nasledno slabijim ispoljavanjem spoljaSnjih manifestacija estrusa, a to je
najizrazenije u toku ranog postpartalnog perioda (Lucy, 2007). Zbog toga ne iznenaduje

Cinjenica da vrlo Cesto ovulaciji ne prethode jasni znaci estrusa, a pojava postpartalne
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anestrije se se dodatno komplikuje problemom efikasnosti detekcije estrusa na modernim
farmama visokomlec¢nih krava koja moze biti veoma niska (Ambrose i sar., 2007). Jasno
uocljiv estrus se detektuje kod 37% krava, ali se detekcija estrusa moze povecati do 75%
ako se krave observiraju dva puta dnevno u trajanju po 30 minuta (Van Viliet and Van
Erdenburg, 1996). Tihi estrusi i neuo¢eni estrusi (tzv. “organizacioni” sterilitet) mogu u
velikoj meri doprineti loSoj plodnosti stada.

Procena rasta ovarijalnih folikula transrektalnom ultrasonografijom u kombinaciji
sa odredivanjem koncentracije reproduktivnih hormona je omogudila definisanje tri
funkcionalno kriticna dijametra u rastu folikula: odabir (~4mm), selekcija (~9 mm) i1
dominacija (10-20 mm). Klasifikovanje anestrusa na osnovu ove tri napred pomenute

kriti¢ne tacke je logi¢no, tako Peter i sar. (2009) danas navode Cetiri tipa anestrusa ¢iji je

Sematski pregled dat u slici 2.3.

Nastupa ovulacija ali je .
produzeno trajanje Zutog tela Tlp IV

|zostaje ovulacija - veliki perzistentni TI “|
folikul (folikularna ili luteinska cista) p

Pul folikula

Rast folikula koji sledi atrezija I Tlp “

Izostaje cikl. odabir

Tip |

| Pojava HCikI. odabirH Rast H Ovulacija = ICLI

Slika 2.3. Tipovi postpartalne anestrije definisani na osnovu razvoja folikula i aktivnosti
Zutog tela (modifikovano prema Peter i sar. 2009).

Tip | postpartalne anestrije. Karakteristicno za ovaj tip anestrije jeste da se rast

folikula zaustavlja na pocetnom stadijumu (~4mm) bez daljeg rasta ili razvoja
dominantnog folikula. Patofiziologija ovog tipa anestrusa nije do kraja razjaSnjena ali se
pretpostavlja da je ovo stanje posledica pothranjenosti krava tj. velikog deficita energije.

Usled ovog stanja dolazi do smanjenja frekvencije pulseva lu¢enja luteinizuju¢eg hormona
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(LH) koji treba da pomogne razvoj dominantnog folikula (Jolly i sar., 1995). Jajnici krava
koje se svrstavaju u ovaj tip anestrusa mogu se najbolje opisati terminom "glatki jajnici”.
Dva ultrazvu¢na pregleda krava u razmaku od 7 dana koja ne utvrde da je doslo do
znacajnih strukturnih promena na jajnicima, koje uz to prati i odsustvo zutog tela (corpus
luteum, CL) ili cisti¢nih ovarijalnih struktura, jasno ukazuju na ovaj tip poremecaja
(Markusfeld, 1987). Ovaj tip anestrusa se u normalnim uslovima javlja kod <10 posto
krava u postpartalnom periodu.

Tip 1l postpartalne anestrije. U toku ovog tipa anestrije dolazi do razvoja

folikula vec¢ih od pocetnog stadijuma (ve¢i od 4 mm) ali je njihova dalja sudbina atrezija
ili regresija. U pojedinim slu¢ajevima atrezija i regresija mogu nastati i kod folikula koji
ulaze u fazu dominanacije. Ukoliko dode do regresije ovog folikula to ¢e rezultirati u
pojavi novog folikularnog talasa u roku od 2-3 dana. Kod ovog tipa anestrusa ne postoje
kontinuirani folikularni talasi pre prve ovulacije, koja moze biti odloZzena za duzi
vremenski period. Neki od folikula rastu i podlezu regresiji pre ovulacije (McDougall i
sar., 1995). Ove krave imaju vrlo nisku frekvenciju LH pulseva (<1 puls LH na svakih 3
do 4 casa). Dominantni folikuli krava kod ovog tipa anestrusa proizvode vrlo niske
koncentracije estradiola. Slede¢i folikularni talasi nastaju za 1 do 2 dana po regresiji
dominantnog folikula. Sta vise, ¢ak i do 9 talasa folikularnog rasta moZe nastati pre nego
Sto nastupi prva ovulacija (McDougall i sar., 1995).

Tip 111 postpartalne anestrije. Treéi tip anestrije se odlikuje pojavom selekcije,

rasta i razvoja dominantnog folikula, ali on ne uspeva da ovulira i postaje perzistentna
struktura — folikularna cista. Ovo stanje moze nastati usled neosetljivosti hipotalamusa na
pozitivan feed-back efekat estradiola ili usled izmenjenog odgovora na gonadotropin koji
se odvija preko medijatora (insulinu sli¢ni faktor rasta i insulin) (Beam i sar., 1999).
Perzistentna folikularna struktura moze prerasti u folikularnu cistu ili moze da luteinizira
(luteinska cista). Do luteinizacije ciste obi¢no dolazi kod 10-13 posto slucajeva (Peter,
2004). Folikularne ciste mogu regresirati ili ostati prisutne kao perzistentne anovulatorne
strukture u vremenu nekoliko ciklusa. Zavisno od strukturno/funkcionalnog statusa ove
strukture mogu ali i ne moraju suprimirati razvoj folikularnih talasa za odredeni vremenski
period (Sakaguchi i sar., 2006).

Tip IV_postpartalne anestrije. Ovaj tip postpartalne anestrije nastaje usled

produzene lutealne faze. Krave kod kojih dolazi do ovog tipa anestrije imaju normalan
estrus, ovulaciju i formiranje CL sa produzenom lutealnom funkcijom zbog izostanka

regresije zutog tela. Faktor koji moze jo$ viSe doprineti ovakvom stanju je i nedostatak

20



estrogena poreklom iz dominantnog folikula u vreme regresije zutog tela (Wiltbank i sar.,
2002). Brojni faktori povecavaju rizik od nastajanja ovog tipa anestrusa tj. od produzenja
lutealne faze (Opsomer i sar., 2000) a neki od njih su: paritet teljenja, teSko teljenje,
zdravstveni problemi u prvom mesecu laktacije, toplotni stres i vrlo rana ovulacija (koja
nastupa vrlo rano posle teljenja do 20. dana). Postojanje infekcije uterusa ili piometre

takode moze produziti trajanje Zutog tela (Mateus 1 sar., 2002).
2.4. Metode za kontrolu reprodukcije visokomle¢nih krava

Estrusni ciklus kod mleénih krava ima dve jasno odvojive faze — lutealnu i
folikularnu fazu, sa vrlo razli¢itim privremenim endokrinim strukturama koje dominiraju u
fukciji jajnika. Polazeé¢i od ovih privremenih dominantnih endokrinih struktura mogu se
definisati dva opsta principa u postupcima za kontrolu reprodukcije visoko mle¢nih krava:
1) manipulacija/imitiranje prisistva i funkcije CL-a, i 2) manipulacija razvoja folikulai
njihove ovulacije (Gvozdi¢ i sar., 2013). Najraniji metod manipulacije estrusim ciklusom
(razvijen jo$ 1960-ih) zasniva0 Sse na primeni egzogenih progestagena, §to je
podrazumevalo veStatko produZenje lutealne faze, ¢ime se blokira i odlaze ovulacija
(Robinson, 1959). Medutim, ova metoda je vrlo brzo napustena jer je ustanovljeno da
dovodi do znacajnog smanjenja koncepcije. Tokom 70-ih godina proslog veka doslo je do
otkri¢a da prostaglandin Foa deluje kao lokalno aktivni luteoliticki hormon koji izaziva
regresiju 1 iSCezavanje CL, tako da je ovaj hormon primenjen u kombinaciji sa
progestagenima za manipulaciju estrusnog ciklusa. I pored znacajnog poboljSanja jo§ uvek
je postojao problem sniZenja stepena koncepcije. Tek nakon tehnoloskog napretka koji je
tokom 1980-ih donela primena ultrazvuka u dijagnostici poremecaja fukcije
reproduktivnih organa, znaCajan progres je napravljen otkricem da smanjenje plodnosti

izaziva pojava perzistentnog dominantnog folikula (Lucy i sar., 2004).
2.4.1. Primena prostaglandina

Smatra se da je PGFo koga sekretuju endometrijalne celije glavni endogeni
luteoliti¢ki hormon kod prezivara (McCracken i sar., 1988). Pulzatorna sekrecija PG od
strane uterusa pokre¢e mehanizam pozitivne povratne sprege u kojoj se javlja porast
lu€enja oksitocina od strane CL, koji se veze za receptore na endometrijalnim celijama 1
stimuliSe sekreciju PG u intervalima od oko 6 ¢asova tokom procesa luteolize (Flint i sar.,

1992; Silvia i sar., 1991). Primena prostaglandina (PGF,0; PG) i njegovih sinteti¢kih
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analoga je jedan od osnovnih metoda za sinhronizaciju estrus krava (Macmillan i sar.,
1982; Odde i sar., 1990; Larson i sar., 1992; Xu i sar., 1997). CL je osetljivo na
prostaglandinski (PG) tretman prose¢no 11-12 dana u toku jednog estrusnog ciklusa (od 5-
6 do 17-18 dana) i zavisi od postojanja receptora za njegovo vezivanje. Drugim re¢ima,
CL je refraktarno na dejstvo PG na samom pocetku (od estrusa do 5-6 dana ciklusa) i pred

kraj estrusnog ciklusa (od 17-18 dana tekuceg ciklusa do narednog estrusa, grafikon 2.3).

012 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Dani estralnog ciklusa

Grafikon 2.3. Razvoj Zutog tela tokom estrusnog ciklusa krava i1 period njegove
osetljivosti na prostaglandin (DA) ili refraktarnosti (NE) (Dovenski i sar., 2013).

Vrlo vazan preduslov za njegovo sprovodenje je da zivotinja ima redovan estrusni
ciklus, §to znaci da se na jajniku moZe pronaci CL koje nije refraktarno na dejstvo PG.
Kontraindikacija za primenu PG u sinhronizaciji estrusa jeste ve¢ postojeci graviditet
krave, jer luteoliza dovodi do prekida graviditeta i uginu¢a embriona. Dodatni
ograniCavajuc¢i faktor u primeni ove metode jeste obavezna detekcija estrusa, koji se
pojavljuje u Sirokom intervalu od 2-5 dana od aplikacije PG, u zavisnosti od faze rasta
folikulinskih talasa (regrutacija, selekcija, dominacija, regresija) u trenutku pocetka
tretmana (Gvozdic¢ i sar., 2011; Dovenski i sar., 2013). Budu¢i da se ta¢no vreme ovulacije
kod krava u ovom programu kontrole reprodukcije ne moze tatno odrediti onda je
neizvodljivo primeniti tzv. ,,vremenski-fiksno* vestacko osemenjavanje (,,timed artifitial
insemination, TAI) (Lucy i sar., 2004). Relativno lo$i rezultati ovog programa kontrole
reprodukcije su delimi¢no posledica snizene plodnosti visoko mle¢nih krava za vreme
trajanja perioda NEB (Westwood i sar., 2002).

Najednostavija Sema protokola za kontrolu reprodukcije na osnovu tretmana PG

prikazana je na grafikonu 2.4.
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PGF2a PGF2a

V.0. posle V.0. posle
detekcije estrusa detekcije estrusa >

0. dan 2.dan 7.dan 11. dan 13. dan 18. dan

Grafikon 2.4. Protokol za sinhronizaciju estrusa primenom PG u razmaku od 11 dana;
V.0. — vestacko osemenjavanje (Modifikovano prema Dovenski i sar., 2013).

Nesto slozeniji ali principijelno jednostavan protokol za kontrolu reprodukcije

krava u laktaciji koje imaju estrusni ciklus poznat je kao ,,Targeted Breeding™ Program

(Pharmacia & Upjohn), i zasniva se iskluc¢ivo na primeni PG za sinhronizaciju estrusa

prikazan je na slici 2.4.

Sedmica PO | U SR € PE SU NE
1 PGF | «——BEZVO——

2 PO U SR C PE su NE
«<——BEZVO—>

3 PO | U SR ¢C PE SU NE
PGF | DETEKCIJA ESTRUSA +VO

4 PO U SR C PE su NE
—— BE YO

5 PO U SR € PE SU NE
PGF | DETEKCIJA ESTRUSA
< 80h - Fiksno VO ——

Slika 2.4. Protokol za kontrolu reprodukcije krava u laktaciji koje imaju estrusni ciklus
poznat je kao , Targeted BreedingﬂvI Program* (Pharmacia & Upjohn), PGF —

prostaglandin Fy,; V.O. — vestacko osemenjavanje (Modifikovano prema:
Stevenson, 2001; Nebel i sar., 1998).
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Protokol prikazan na slici 2.4, koji se u praksi jo$ jednostavnije naziva ,,ponedeljak
ujutro* je takav da se svaki drugi ponedeljak aplikuju injekcija PG Zivotinjama koje nusu
osemenjavane (krave koje su sigurno negravidne). U toku prve nedelje nakon PG tretmana
krave se ne osemenjavaju ve¢ se VO sprovodi tek posle uspesne detekcije estrusa nakon
druge injekcije PG. Ukoliko se nakon druge injekcije PG ne detektuje estrus provodi se jos
jedan tretman PG nakon 14 dana i tada se moze primeniti TAI nakon 80 sati od PG
tretmana.

Jedan od faktora koji mogu uticati negativho na rezultate primene programa
kontrole reprodukcije zasnovanih isklju¢ivo na PG jeste potreba da se izvrsi detekcija
estrusa. Problem nastaje onda kada se kod krava javljaju vrlo slabo uocljivi znaci estrusa,
ili postoji organizacioni sterilitet (nedovoljno efikasna detekcija estrusa) (Ambrose i sar.,
2007). Ima podataka da primena PG kod cikli¢nih krava koje su klasifikovane kao da ,,nije
detektovan estrus* nije dovodila do poboljSanja u efikasnosti reprodukcije (McDougall,
2003). Jos$ jedan problem koji uti¢e na losije rezultate primene PG u kontroli reprodukcije

moze biti razli¢ita duzina lutealne faze kod visoko mle¢nih krava (Lucy, 2003).

2.4.2. Prostaglandini i GhnRH

Primenom prostaglandina u kombinaciji sa GnRH se moZe posti¢i sinhronizacija
kako razvoja folikularnog talasa tako i pojave estrusa, na taj nacin $to se prvo aplikuje
GnRH a nakon 7 dana krave se tretiraju sa PG (Diskin i sar., 2002; Thatcher i sar., 2002;
Macmillan i sar., 2003). Aplikacija GnRH ima za cilj da stimuliSe talas razvoja folikula
dok PG dovodi do regresije lutealnog tkiva. Estrus sa ovulacijom novoformiranog DF
nastaje 2-3 dana nakon injekcije PG. U praksi se dogada da se kod oko 10% krava estrus
javlja pre injekcije PG, najverovatnije zato §to izostaje reakcija na tretman sa GnRH, dok
istovremeno u periodu izmedu dva tretmana (GnRH i PG) dolazi do oslobadanja
endogenog PG i regresije postojeceg CL. Jednostavnije receno, tih 10% krava nalaze se u
kasnijoj fazi estrusnog ciklusa i ve¢ imaju DF na pocetku samog tretmana, ali imaju i CL
koje je prijem¢ivo za luteoliticko dejstvo PG (endogenog porekla) (Gvozdié i sar., 2011).

Jedan od naSire prihvacenih protokola za sinhronizaciju ovulacije kod visoko
mlecnih krava je tzv. “GPG” protokol, uveden od strane Pursley i sar. (1995), koji je
kasnije preimenovan i poznat pod nazivom “Ovsynch” ( grafikon 2.4; Pursley i sar., 1997).
Radi se o metodi za indukciju i sinhronizaciju ovulacije koji se sastoji od aplikacije GnRH

na pocetku tretmana, nakon 7 dana aplikuje se PG, a nakon 2 dana ponovo se daje GnRH,
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kako bi se sinhronizovala ovulacija. Vestacko osemenjavanje krava se moze sprovesti u
trenutku aplikacije druge injekcije GnRH (tzv. “COsynch” protokol; grafikon 2.4), ili
nakon 16-24 sata od poslednjeg tretmana sa GnRH. Kao alternativa drugoj aplikaciji
GnRH moze se koristiti injekcija estradiol-ciprocinata i to 24 sata nakon aplikacije PG;
ovaj protokol sinhronizacije ovulacije je poznat i kao “Heatsynch” (grafikon 2.4) i ima
slicne rezultate kao Ovsynch u pogledu stepena koncepcije (Pancarci i sar., 2002).

Sustina Ovsynch protokola je da se na pocetku ciklicnim kravama, za koje ne
moramo znati u kojoj su fazi estrusnog ciklusa, aplikuje inicijalna doza GnRH, koja treba
da dovede do luteinizacije ili atrezije DF. U tom trenutku se otvara prostor za pocetak
razvoja novog folikularnog talasa, tj. regrutaciju novih folikula, ali se istovremeno stvara i
CL, ¢ija je aktivnost stimulisana aplikacijom GnRH. Sedam do osam dana kasnije aplikuje
se jedna doza PG koji dovodi do luteolize i prekida funkcije CL, i oc¢ekuje se da tom
trenutku na jajniku postoji DF koji je sposoban brzo dostigne fazu preovulatornog folikula.
Dopunska injekcija GnRH koja se daje nakon 48. sati od PG tretmana treba da osigura
dovoljan nivo LH da bi doslo do ovulacije, kako bi VO sprovedeno u sledecih 8-20 sati
bilo uspesno (najbolji rezultatima koncepcije su ako je VO oko 16 sati nakon GnRH)
(Pursley i sar., 1995).

Ovsynch -

7 dana

!

Ovulacija /luteinizacija dominantnog luteoliz Indukcija ovulacile novog
folikula - poéetak novog fol. talasa colizd dominantnog folikula

Osemenjavan je (sati) 0] 8 16 24 32
Koncepcija (%) 37 41 45 41 32

Grafikon 2.4. Kombinovana primena prostaglandina i GnRH (Ovsynch) u indukciji

ovulacije kod visoko mle¢nih krava i rezultati koncepcije (Modifikovano prema
Pursley i sar., 1995).

Postoji veliki broj modifikacija Ovsynch protokola koje su poznate pod nazivima:
Pre Synch, CO-Synch, Select Synch, Hybrid Synch, Heat Synch (grafikon 2.5). Dopunski
protokoli su razvijeni da bi se otklonili nedostaci osnovnog Ovsynch protokola, tj. da bi se
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ostvarila bolja sinhronizacija pojave folikularnog talasa i ovulacije. S obzirom da osnovni
protokol (Ovsynch) pocinjemo aplikacijom GnRH u nepoznatoj fazi estrusnog ciklusa,
moze se dogoditi da prvu dozu GnRH damo kravama koje su u metestrusu, u trenutku
kada na jajnicima nema folikula koji bi odgovorili na GnRH-tretman luteinizacijom ili
ovulacijom. Kao reSenje za ovaj problem se nametnula ideja ,,presinhronizacije®, kako bi
se Sto ve¢i broj krava nalazio u istoj fazi estrusnog ciklusa na pocetku sprovodenja
Ovsynch protokola (Diskin i sar., 2002; Lucy i sar., 2004; Dovenski i sar., 2013). Zato je
razvijen PreSynch protokol, koji predvida 2 injekcije PG u razmaku od 14 dana, da bi se
12 dana kasnije sproveo standardni OvSynch protokol. Protokol pod nazivom COSynch je
jos$ jednostavniji i koristi se za masovnu sinhronizaciju estrusa kod krava koje su najmanje
30 dana posle partusa. Razlika izmedu Ovsynch-a i COsynch-a je u tome $to se u vreme
druge aplikacije GnRH istovremeno vrsi vestacko osemenjavanja. Kod protokola pod
nazivom SelectSynch izostavlja se druga aplikacja GnRH, ve¢ se nakon tretmana PG mora
sprovesti detekcija estrusa 1 shodno tim rezultatima izvr$iti VO krava. Varijacija na tu
temu je protokol HybridSynch, s tim razlikom da se krave koje ne pokazuju znakove
estrusa do 3. dana posle PG osemenjavaju upravo tog istog dana (72 sata od PG tretmana)
uz dodatnu aplikaciju GnRH. Takode je razvijen 1 HeatSynch protokol, koji je sli¢an
PreSynch-u, samo §to se umesto druge doze GnRH, 24 sati posle trece aplikacije PG daje
estradiol-ciprocinat (ECP), koji predstavlja esterifikovani oblik estradiola-17p3. Dokazano
je da ovaj preparat uspeSno indukuje ovulaciju kod krava, dovode¢i do oslobadanje

predovulatornog maksimuma sekrecije LH (Lopes i sar., 2000).

Tempirano V.O.
PGF,a P&F.a GnRH PGFa  GnRH a-20h

l4dana | 12dana 7 dana 2 dana -
GNnRH +
GnRH CO-Synch PGF,a Tempirano V.0,
7 dana . 2 dana
GnRH ESESaaciViald ) PGF ,a
{ 7 dana

detekcije estrusa i V.0. T

n Tempirano V.0,
P6F.a  PG6F,a  GnRH PGF.a ECP Yy

‘ 14 dana | 14 dana ‘ 7 dana ‘ 24 h

| =
>

Grafikon 2.5. Protokoli za “presinhronizaciju” kod krava (Modifikovano prema Dovenski
i sar., 2013)
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2.4.3. Progestageni

Najranije metode kontrole reproduktivnog ciklusa kod prezivara (ovaca) bile su
zasnovane na primeni sintetskih progestagena. Tri klju¢ne Cinjenice su uticala na razvoj
hormonalnih tretmana koji obuhvataju primenu progestagenskih preparata u cilju kontrole
estrusa i ovulacije. Prva je da dnevne injekcije progesterona date ovcama u sezoni parenja
efikasno inhibiraju pojavu estrusa i ovulacije (Dutt i sar., 1948). Drugi znacajan napredak
je ostvaren kada je ustanovljeno da injekcija seruma Zdrebnih kobila (SZK, “pregnant
mare serum gonadotropin”, PMSG) neposredno posle progesteronskog tretmana dovodi
do ovulatornog estrusa kod ovaca u toku sezonske anestrije (Dutt, 1953; Robinson, 1954).
I tre¢e, Robinson (1965) je pokazao da se umesto progesterona, koji se morao davati u
velikim dozama, mogu Koristiti sintetski analozi progesterona (fluorogeston acetat - FGA
ili medroksiaceta progesteron - MAP), koji se efikasno aplikuju putem intravaginalnih
sundera (pesarija) impregniranih odgovaraju¢om dozom ovih progestagena.

Progestageni deluju tako S$to inhibiraju sekreciju LH i time indirektno vrSe
supresiju lucenja estradiola (Echternkamp i sar., 1976). Oni takode direktno uti¢u na
odgovor folikula na dejstvo LH (Goodman i sar., 1981), ali deluju i na CNS pripremajuci
nervni sistem za odgovor na porast sekrecije estradiola i pojavu znakova estrusa.

Postoje viSe metoda kntrole reprodukcije kod krava koji su zasnivani na
produZivanje progestagenske faze estralnog ciklusa, odnosno odrZavanje visokog nivoa
progesterona Cak i posle regresije Zutog tela. Estrus se javlja 2-5 dana posle prestanka
tretmana koji moze da traje od 7-14 dana. Administracija progestagena moZe biti
peroralna, kada se u hrani junicama daje preparat melengesterol acetate (MGA® 200,
Zoetis, USA & Canada) (Mallory i sar., 2010), koji blokira estrus sve dok traje unos
progestagena. Peroralna aplikacija progestagena (0.5mg MGA/dan) traje obi¢no 14 dana i
moze se kombinovati sa primenom PG i GnRH (grafikon 2.6; Brown i sar. 1988). Treba
imati na umu da se ovaj metod koristi isklju¢ivo u SAD-u i Kanadi, za kontrolu pojave

estrusa pre svega kod junica tovnih rasa goveda.

GnRH PGF2a

V.0.72. h
detekcije estrusa

14 dana ishrana sa MGA

-31. dan -17. dan -7. dan 0. dan +3. dan

Grafikon 2.6. Modifikovani protokol za sinhroniziju estrusa kod junica tovnih rasa
primenom MGA uz dodatk PG i GnRH (Brown i sar., 1988).
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U novije vreme se kao metoda izbora u nacinu aplikacije progestagena nametnula
aplikacija putem intravaginalnih umetaka koji postepeno oslobadaju progesteron, kao sto
su CIDR (,,Controlled Internal Drug Release®) ili PRID (,,Progesterone-Releasing
Intravaginal Device®) (van Werven i sar., 2013; Doit i sar., 2016; de Graaff i sar., 2018).
Aplikacija progestagena je moguca i putem podkoznih implantata. Na svetskom trziStu
veterinarskih lekova mozemo naci jos uvek preparat Crestar® (MSD Animal Health), koji
je ranije bio poznat pod nazivom ,,Synchro-Mate B*. Preparat se sastojao od silikonskog
implanta koji je impregniran s Norgestomet-om (17a-acetoxy-113-methyl-19-norpregna-
4-en-2.20-dione), i aplikuje se supkutano sa spoljasnje strane uha krave, a istovremeno se
daje i/m injekcija estradiol valerata. Silikonski implant postepeno i kontinuirano otpusta
progestagen, ¢ime se 9 -10 dana imitira lutealna faza estrusnog ciklusa. Na dan vadenja
implanta kravama se aplikuje 400-600 1J ekvinog horionskog gonadotropina (eCG; tabela
2.4), da bi vestacko osemenjavanje sprovelo 48-56 sati kasnije. Kod mle¢nih krava
neophodna je i aplikacija prostaglandina 48 sati pre zavrSetka progestagenskog tretmana.
Postoje podaci da se Crestar® metod moze upotrebljavati 1 kod krava i junica koje nemaju
redovan estralni ciklus, tj. kod jedinki s neaktivnim jajnicima (Dovenski i sar. 2006).
Metode koje se baziraju na intravaginalnoj i supkutanoj aplikaciji progestagenskih
implantanta traju 7-11 dana i podrazumevaju primenu estrogenih hormona na pocetak i
eCG na kraju tretmana. Upotreba estrogena je neophodna zbog prekida funkcionalnost

dominantnog folikula i iniciranje novog talasa folikulinskog rasta.

Tabela 2.4. Generalna Sema primene progestagenskih tretmana prikazana.

Aplikacija L Vadenje implanta i
) Aplikacija PG L
implanta aplikacija eCG
0. dan 7-8 dan 9-10 dan 12-13 dan

*TAI — ,timed artifitial insemination®, vremenski fiksirano vestatko osemenjavanje
Progesteronski tretman intravaginalnom aplikacijom CIDR u principu moze da

traje 7 dana 1 moZe se upotrebiti za sinhronizaciju estrusa neosemenjenih krava ili

resinhronizaciju estrusa kod krava koje su povadale (grafikon 2.7).
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Grafikon 2.7. Protokol za primenu CIDR tretmana u sinhronizaciji i resinhronizaciji
estrusa kod krava

2.4.4.hCG

Davne 1927 godine Ascheim i Zondek prvi su ukazali da se u krvi i urinu
gravidnih Zena nalazi supstanca koja moze da stimuliSe aktivnost jajnika, i ona je kasnije
nazvana humani horionski gonadotropin  (hCG, Lunenfeld, 2004). Humani horionski
gonadotropin u pocetku se sintetiSe od strane embriona u periodu izmedu 2-8 dana nakon
oplodnje, dok ga kasnije u toku gestacije produkuju ¢elije placentalnog sinciciotrofoblasta
(de Medeiros i sar., 2009). Budu¢i da je nivo hCG u urinu relativno visok, on se koristio U
klinicke svrhe. Ekstrakt hCG-a koji se na trziStu nalazi jo§ od 1931 godine, koristi se 1 dan
danas. Humani horionski gonadotropin pripada familiji glikoproteinskih hormona, u koju
spadaju jos i LH, FSH i tireoistimuliraju¢i hormon (TSH) (Stenman i sar., 2006). Kao i svi
hormoni glikoproteinske strukture i hCG se satoji od dve razli¢ite subjedinice — o i B
subjedinica. Aminokiselinski sastav a-subjedinice je zajednicki za sve glikoproteinske
hormone, dok je grada B-subjedinice specificna i1 znaCajna za ispoljavanje bioloske
aktivnosti hormona. Upravo zahvaljuju¢i znacajnom strukturnom poklapanju u gradi -
subjedinice izmedu LH i hCG (80% homologije) moguce je iskoristiti hCG za indukciju
ovulacije kod zena. Vreme poluzivota kod hCG pokazuje dve faze u njegovoj eliminaciji
iz organizma, gde je prva faza brzog “Cis¢enja” iz krvotoka i traje izmedu 5-9 sati da bi
potom usledila faza sporije razgradnje koja traje izmedu 24-33 sata (Rizkallah i sar., 1969;
Stenman i sar., 2006). Intramuskularna aplikacija hCG-a dovodi do ne$to duzeg vremena
poluzivota u odnosu na intravensku aplikaciju (Rizkallah 1 sar., 1969). hCG se koristi kod

domacih Zivotinja jer je njegova LH-aktivnost dugotrajnija u odnosu na sam preparat LH.
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Kod mlecnih krava nivo LH u plazmi se znacajno povecava do 30 sati nakon aplikacije
hCG i ne opada na bazalni nivo sve do 66 sati nakon aplikacije (Schmitt i sar., 1996).
Medutim, ponovljena primena hCG kod goveda moze da dovede do imunskog odgovora i
sinteze antitela koja mogu da neutraliSu hCG i znacajno umanje njegovo vezivanje za
receptore (Sundby i sar., 1978). Isto tako je uoceno kod macaka imunski odgovor na hCG
moze znacajno da varira pa je preporuceno da interval izmedu dva uzastopna tretmana ne
treba da bude kraéi od 4 meseca (Sanson i sar., 1995).

Humani horionski gonadotropin se moze primeniti kao luteiniziraju¢i faktor kod
veceg broja vrsta sisara (de Rensis i sar., 2010). Kod goveda tretman sa hCG-om moze
imati snazan efekat nalik na dejstvo LH koji utice na sledece procese: 1) produzava
aktivnost i zivotni vek CL, stimuliSuci sintezu P4 (Sianangama i sar., 1992); 2) indukuje
ovulaciju u toku estrusnog ciklusa (Price i sar., 1986; Santos i sar., 2001); 3) stimulise
formiranje akcesornih CL kada se aplikuje u toku lutealne faze (Rajamahendran i sar.,
1992); 4) modifikuje dinamiku folikularnih talasa ¢ime povecava broj cestrusnih ciklusa sa
tri talasa razvoja folikula (Diaz i sar., 1998).

hCG izaziva ovulaciju DF i stimuliSe diferentovanje teka i granuloza ¢elija u male i
velike lutealne Celije, kao 1 transformaciju malih u velike lutealne ¢elije (Sianangama i
sar., 1992; Farin 1 sar., 1988). Ovi efekti sa svoje strane dovode do povecanog kapaciteta
za steroidogenezu primarnog CL (Schmitt i sar., 1996a; Diaz i sar., 1998; Veenhuizen i
sar., 1972; Schmitt i sar., 1996a; Fricke i sar., 1993; Machado i sar., 2008; Bruel i sar.,
1990). Folikuli takode mogu da se pretvore u akcesorna CL nakon tretmana sa hCG-om.
Luteinizacija folikula pod dejstvom hCG je zabelezena kod 70% krava tovnih rasa kod
kojih primarno CL uklonjeno 28 dana graviditeta (Bridges i sar., 2000) kao i kod 70%
mle¢nih krava koje su stretirane sa hCG izmedu 4-9 dana od osemenjavanja (Santos i sar.,
2011; Stevenson i sar., 2007). Aplikovanje 1000 IU hCG kod postpartalnih krava tovnih
rasa je dovoljno da dovede do luteinizacije bez obzira na veli¢inu folikula ili njegovu
dominantnost u vreme sprovodenja tretmana (Cooper i sar., 1991). Sta vise, ¢ak i folikuli
koji su manji od 10 mm u pre¢niku mogli su biti pretvoreni u lutealno tkivo pod dejstvom
hCG (Sheffel i sar., 1982).Efikasnost hCG u luteinizaciji folikula moze da varira u
zavisnosti od faze estrusnog ciklusa. Tako je sposobnost hCG da dovede do luteinizacije
folikula i pojave akcesornih CL veca u ranoj lutealnoj fazi estrusnog ciklusa (od 4-7 dana
ciklusa), a manja je izmedu 0-3 dana i u sredini lutealne faze estrusg ciklusa (od 8-12
dana; Price i sar., 1989; Helmer i sar., 1986).
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2.5 Progesteron i uloga u detekciji estrusa

Progesteron je steroidni hormon koji prozvodi zuto telo (corpus luteum, lat.),
privremena endokrina struktura na jajnicima sisara. Osnovna uloga progesterona je
odzavanje graviditeta. Posle estrusa i formiranja Zutog tela visoka koncentracija
progesterona se odrzava prosecno do 16-18 dana posle estrusa u slucaju kada nije doslo do
uspostavljanja gaviditieta. Progesterone se detektuje u krvi, gde je 98% progesterona
vezano za proteine. Takode je prisutan u mleku, gde je zbog svoje steroidne strukture i
hidrofobnosti najve¢im delom vezan za mle¢nu mast (Wadmann i sar., 1999). Relativno
niska koncentracija progesterona u serumu (4.9+0.8 ng/mL) je detektovana sa
radioimunoesejom (RIA) 18. dana od pocetka estrusa i opala je do 21. dana nakon estrusa
(Rajamahendran i sar., 1992). U studiji izvedenoj na 200 krava sa primeno RIA testa za
odredivanje koncentracije progesterona U mleku kod gravidnih krava je utvrdjeno da 1-og
dana od estrusa koncentracija progesterone iznosi 1.5+0.3 ng/mL, 11-og dana od estrusa
11.1+0.5ng/mL, 22-og dana 12+0.4 ng/mL i 28. dana 12.5+0.5 ng/mL. Kod nesteonih
krava koncentracija progesterona je u istim vremenskim intervalima bila 1.2+0.2,
10.3+£0.4, 3.0£0.4 i 6.8+0.6 ng/ml (Zaied i sar., 1979). Merenjem progesterone u plazmi i
mleku primenom enzimo-imunoeseja (enzyme-linked immunoassay, ELISA), i ovulacijom
potvrdjenom sa ultrazvukom, detektovana je koncentracija progesterona u mleku niza od
15 ng/mL na 97£17.8h pre ovlacije, <5 ng/mL na 79.7+11.2h pre ovulacije i <2 ng/mL na
70.7£16.8h pre ovulacije. U krvnoj plazmi je koncentracija progesterona pala ispod 4
ng/mL na 90+19.6h pre ovulacije, do <2 ng/mL na 75£12.2h pre ovulacije (Roelofs i sar.,
2006). Koncentracija progesterona u mleku tokom estrusnog ciklusa prikazana je na slici
2.5.

25

20

Progesteron u mleku (ng/mL)

o

-20 =15 -10 -5

Slika 2.5. Koncentracija progesterona u mleku tokom estrusnog ciklusa bez VO i posle
VO; dan 0 predstavlja dan estrusa i dan VO; potencijalno gravidna krava () ima
visoku koncentraciju progesterone 20 1 viSe dana posle osemenjavanja
(modifikovano prema Bulman i sar., 1978).
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Progesteron nije specifican za graviditet, jer se visoka koncentracija detektuje i kod
gravidnih i negravidnih krava (slika 2.5). Sa druge strane, progesteron je specifican za
odredjivanje estrusa sa niskim koncentracijama koje se detektuju pocevsi od 2 do 3 dana
pre estrusa. Mleko je posebno interesantno za detektovanje progesterona, jer je
koncentracija progesterone u mleku 4 do 5 puta vefa u poredjenju sa njegovom

koncentracijom u krvi (Batra i sar., 1979; Kamboj i sar., 1993).
2.6 Estradiol i uloga u estrusu

Estradiol (17B3-estradiol, E2) je steroidni hormon koji se lu¢i iz rastucih folikula i
on pokrec¢e pojavu znakova estrusa, a time igra vaznu ulogu u otkrivanju pravog vremena
za osemenjavanje (Adams, 1999; Singh i sar., 1999). Estradiol (E2) deluje na hipotalamus
tokom relativnog nedostatka progesterona, funkcioniSu¢i po principu “sve ili niSta”.

Odnosi pojedinih ¢inilaca znacajnih u ispoljavanju znakova estrusa prikazani su na slici

stimulisan lnhlbira\
@ Estradiol - ima

lugi «sve ili nista»
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Slika 2.6. Odnosi pojedinih ¢inilaca znacajnih u ispoljavanju znakova estrusa i koncept
regulacije estrusa kod mle¢nih krava; MBH - medijalni bazalni hipotalamus, CL
- corpus luteum, CRF — kortikotropni oslobadajuc¢i hormon (modifikovano prema
Alrich, 1999).

Kada se dostigne prag u koncentraciji estradiola, dalje produzenje izloZenosti
estradiolu 1 povecavanje koncentracije estradiola nece uticati na intenzitet estrusnog

ponasanja (Coe i sar, 1989; Allrich, 1998). Bitno je naglasiti da progesterone ima uticaj na
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umanjenje dejstva estradiola tj. izrazavanja znakova estrusa (Davidge i sar., 1987; Valies i
sar., 1992). Tokom proestrusa i estrusa koncentracija progesterone mora biti niska zbog
inhibitirnog efekta na estrusno ponasanje. Teorija o inhibitornoj ulozi progesterona tj.

utiSavanju znakova estrusa ukazue da koncentracija progesterone treba dosti¢i prag nakon

(13 2

Cega Ce efekat ““ sve ili niSta ” biti pokrenut i estrusni znaci ¢e biti utiSani. Ovakvo
delovanje progesterone na hipotalamus ukazuje da progesteron ima prioritet u kontroli

pojave estrusa u odnosu na estradiol.
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3. CILJEVI | ZADACI ISTRAZIVANJA

Imajué¢i u vidu navedene literaturne podatke postavili smo sledeée ciljeve i

zadatke:

1.

Da se utvrdi da li aplikacija GnRH u periodu indukovanog estrusa detektovanog
izmedu 40-80 dana od partusa moze dovesti do poboljsanja naknadne lutealne
aktivnosti i efikasnosti reprodukcije visoko-mleénih krava u intenzivnom uzgoju.
Da se utvrdi da li aplikacija GnRH u periodu indukovanog estrusa detektovanog
izmedu 40-80 dana od partusa i hCG u periodu ocekivanog porasta aktivnosti
zutog tela moze dovesti do poboljsanja naknadne lutealne aktivnosti i efikasnosti
reprodukcije visoko-mlec¢ni krava u intenzivnom uzgoju.

Da se utvrdi da 1i aplikacija hCG u periodu ocekivanog porasta aktivnosti Zutog
tela nakon indukovanog estrusa moze dovesti do poboljSanja naknadne lutealne

aktivnosti i efikasnosti reprodukcije visoko-mleéni krava u intenzivnom uzgoju.

Da bi se postigli napred definisani ciljevi odredeni su slede¢i zadaci:

Da se na farmi visoko-mle¢nih krava izvrsi odabir oglednih Zivotinja koje su imale
fizioloski tok partusa i bile bez postpartalnih reproduktivnih poremecaja, sa
utvrdenim postojanjem funkcionalnog zutog tela putem anamneze, rektalnog
pregleda i primenom ultrazvucne dijagnostike reproduktivnog trakta.

Da se metodom slucajnog izbora izvrsi njihovo grupisanje u 4 ogledne grupe.

Da se u kontrolnoj grupi krava u periodu izmedu 40-80 dana nakon partusa izvrsi
detekcija estrusa 1 vestacko osemenjavanje.

Da se u drugoj oglednoj grupi krava izvrsi indukcija i sinhronizacija estrusa
primenom sintetskog prostaglandina, sa detekcijom estrusa, aplikacijom preparata
GnRH 1 vestackim osemenjavanjem.

Da se u tre¢oj oglednoj grupi krava izvrSi indukcija 1 sinhronizacija estrusa
primenom sintetskog prostaglandina, sa detekcijom estrusa, aplikacijom preparata
GnRH 1 vestatkim osemenjavanjem, uz naknadnu stimulaciju lutealne aktivnosti

primenom preparata hCG-a.
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10.

Da se u Cetvrtoj oglednoj grupi krava izvrsi indukcija i sinhronizacija estrusa
primenom sintetskog prostaglandina, sa detekcijom estrusa, uz naknadnu
stimulaciju lutealne aktivnosti primenom preparata hCG-a.

Da se prikupe uzorci mleka i krvnog seruma u periodu estrusa, 14, 21 i 28 dana od
estrusa 1 veStackog osemenjavanja.

Da se izmedu 28-35 dana izvrsi pregled na steonost kod svih oglednih Zivotinja
primenom ultrazvu¢ne dijagnostike.

Da se odredi koncentracija progesterona u uzorcima mleka i krvnog seruma, kao i
koncentracija estradiola u uzorcima krvnog seruma oglednih Zivotinja.

Da se izvr$i statiticka obrada prikupljenih rezultata ispitivanja, njhova analiza 1

donesu odgovarajuci zakljucci.

35



4. MATERIJAL | METODE RADA

4.1. Ogledne grupe i tretmani

Ekperiment je sproveden na farmi mle¢nih krava “Lazar — Blace”, u Blacama,

Republika Srbija, koja je obuhvatala ukupno 1500 krava u slobodnom nacinu uzgoja.

Ogledom je obuhvaceno 110 zdravih krava Simentalske rase, sa prose¢nim brojem od 3-5

laktacija, i prose¢nom proizvodnjom mleka od 6400L u toku 305 dana laktacije, nakon 40

dana od partusa. Parametri efikasnosti reprodukcije koji su zabeleZeni na farmi prikazani

su na tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Parametri efikasnosti reprodukcije na farmi eksperimentalnih Zivotinja.

Laktacija (prosecan broj laktacija) 3+2
Starost kod prve koncepcije (meseci) 17+1.5
Starost na prvom partusu (meseci) 26+1.5
Medutelidbeni interval (meseci) 14+3
Prvi postpartalni estrus (dani) 348
Prvo VO nakon partusa (dani) 62+16
Indeks osemenjavanja (prethodna laktacija) 2+3
Interestrusni period (dani; prethodna laktacija) 21+1
Servis period (prethodna laktacija) 133+£74

Sadrzaj dnevnog obroka koji su dobijale ogledne Zivotinje prikazan je u tabeli 4.2.

Tabela 4.2. Sadrzaj dnevnog obroka koji su dobijale ogledne Zivotinje.

(neutral-detergent fibre, NDF), %SM

Suva materija (SM), kg 23.05
Neto energija laktacije (NEL), MJ 169.89
Sirovih proteina (SP), %SM 16.89
Rumen-nerazradivi protein 35.69
(rumen-undigestible protein, RUP), %SP

Mast, %SM 6.69
Vlakna, %SM 22.99
Vlakna nerastvorljiva u kiselim deterdZentima 31.06
(acid —detergent fibre, ADF), %SM

Vlakna nerastvorljiva u neutralnim deterdzentima 50.08

Sve zivotinje koje su obuhvacene ogledom su bile klinicki zdrave, izmedu 40-80

dana nakon partusa, bez zabelezenih puerperalnih poremecaja zdravlja. Krave su

uklju¢ivane u deo ogleda sa sinhronizacijom estrusa na osnovu sledeceg kriterijjuma: 1)

rektalnim pregledom je ustanovljeno postojanje zutog tela na jajnicima, i 2) rektalnim
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pregledom nije ustanovljen graviditet, niti je u prethodnom estrusu sprovedeno vestacko
osemenjavanje. Kod krava kod kojih je vrSena sinhronizacija estrusa sprovede je tretman
sa prostaglandinom - PG (ESTRUMATE®, Vet Pharma Friesoythe GmbH, Friesoythe,
Germany). Kontrolnu grupu krava predstavljale su zivotinje koje su osemenjavane u
spontanom estrusu. Krave koje su tretirane PG 1 koje su manifestovale klinicke znakove
estrusa su dalje metodom slucajnog izbora ukljuéene u slede¢e ogledne grupe: 1) tretman
sa GnRH (RECEPTAL®, Intervet International GmbH, Unterschleissheim, Germany) u
vreme VO, 2) tretman sa hCG (PREGNYL®, Organon, Oss, The Netherlands) 7. dana
nakon VO, 3) tretman sa GnRH u vreme VO, pracen tretmanom sa hCG 7. dana nakon
VO. Sve ogledne Zivotinje su pregledane na steonost primenom ultrazvucne tehnologije
izmedu 28-35 nakon VO (Easi-Scan™, BCF technology, Bellshill, UK), i prema
rezultatima ultrazvucnog pregleda su klasifikovane kao: gravidne (+) ili negravidne (-)
zivotinje. Za pozitivnu dijagnozu steonosti kriterijum je bio pronalazak u lumenu materice
embrionalne vezikule (tzv. “meSka”) - anehogene ograni¢ene tamne zone u lumenu
uterusa, koja predstavlja alantoisnu tec¢nost. Grupisanje krava po ovom kriterijumu je
sluzilo za kasniju statisticku analizu mogucih efekata sprovedenih tretmana na stepen
koncepcije i razlike u koncentraciji hormona. Protokoli za tretman eksperimentalnih

Zivotinja su prikazani Sematski na tabeli 4.3.

Tabela 4.3. Sematski prikaz protokola za tretman eksperimentalnih Zivotinja.

Grupa n TRETMAN
Kontrolna grupa 26 Bez tretmana + detekcija spontanog estrusa +
(grupa C) dvostruko VO (prvoVO u trenutku detekcije estrusa i
drugo VO nakon 12+2 sati)
GnRH 26 PGF,,, 0.25 mg/mL, 2 mL/kravi, i.m. + detekcija
(grupa O) estrusa nakon 2-5 + GnRH, 0.05 mg/mL, 2 ml/kravi,
I.m. u vreme detekcije estrusa + dvostruko VO
hCG 30 PGF,,, 0.25 mg/mL, 2 mL/kravi, i.m. + detekcija
estrusa nakon 2 -5 dana + dvostruko VO + hCG, 1500
(grupa P) IU/kravi, i.m., 7 dana nakon drugog VO
GnRH/hCG 28 PGF,,, 0.25 mg/mL, 2 mL/kravi, i.m. + detekcija
(grupa OP) estrusa nakon 2-5 dana + GnRH, 0.05 mg/mL, 2

ml/kravi, i.m.u vreme detekcije estrusa + dvostruko
VO + hCG, 1500 IU/kravi, i.m., 7 dana nakon drugog
VO
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Da bi se izbegle moguce greske u detekciji estrusa ili kasnoj ovulaciji sve krave su
u vreme detekcije estrusa i VO pregledane od strane iskusnog veterinara putem rektalne
palpacije, i isklju¢ivo krave sa prisutnim dominantnim folikulom na jajnicima su

dvokratno vestacki osemenjavane.
4.2. Prikupljanje uzoraka krvnog seruma i mleka

Uzorci krvnog seruma i1 mleka prikupljani su od oglednih krava u slede¢im
vremenskim intervalima: na dan VO, 14, 21. i 28. dana nakon VO. Uzorci krvi uzimani su
punkcijom repne vene (v. coccygea) uz koris¢enje vakutajnera (BD Vacutainer® serum
tubes, Demophorius, Cambridge, UK), i u najkraéem moguéem roku transportovani su do
laboratorije. Krvni serum je dobijan nakon spontane koagulacije uzoraka krvi na sobnoj
temperaturi, nakon ¢ega je adekvatno obelezavan, pakovan i ¢uvan na -18°C do izvodenja
analiza.

Uzorci mleka svih oglednih krava prikupljani su istim vremenskim intervalima kao
i uzorci krvnog seruma, za vreme jutarnje muze u koli¢ini od priblizno 8 mL u sterilne
plasti¢ne posude (10 mL, Spectar, Cadak, Srbija). Kao sredstvo za konzervisanje uzoraka
mleka radi transporta i ¢uvanja sluzio je kalijum dihromat u tabletama od 3.3 mg ((Merck,
Darmstadt, Germany), koji je dodavan u svaku posudu sa mlekom. Uzorci mleka su u
najkra¢em moguc¢em vremenu dostavljani u laboratoriju, gde su ¢uvani na temperaturi od

+4°C do trenutka odredivanja koncentracije P4.
4.3. Odredivanje koncentracije progesterona u krvnom serumu

Odredivanje koncentracije progesterona u krvnom serumu oglednih Zivotinja je
sprovedeno koriS¢enjem komercijalnog radioimunoloskog testa (RIA PROGESTERON
(PEG) test, Institut za primenu nuklearne energije - INEP, Zemun, Republika Srbija),
prema uputstvu proizvodaca. Maksimalne vrednosti za koeficijent varijacije unutar testa i
izmedu testova bile su 7.52% 1 9.37%.

4.4. Odredivanje koncentracije progesterona u mleku

Odredivanje koncentracije progesrterona u mleku oglednih zivotinja izvrSeno je
primenom enzimo-imunoeseja (EIA) u laboratoriji Nau¢nog institiuta za Veterinarstvo
Novi Sad, Republika Srbija. Anti-progesteronska antitela, protokol za izvodenje testa i

proizvodnju obelezenog hormona (“horse-redish progesterone”, HRP-P4) su dobijeni od

38



“Laboratory of Theriogenology, Department of Veterinary Medicine, Faculty of
Agriculture, Yamaguchi University, Japan. Substrat za EIA test je proizveden u INEP-
Zemun. Opticka gustina (ekstinkcija) je oCitavana na ¢itacu (Rayto Life and Analytical

Science Co., Ltd, PRC), na talasnoj duzini od 450 nm.
4.5. Odredivanje koncentracije estradiola u krvnom serumu

Odredivanje koncentracije estradiola u krvnom serumu oglednih zivotinja je
sprovedeno koris¢enjem komercijalnog radioimunoloskog testa (RIA ESTRADIOL (CT)
test, Institut za primenu nuklearne energije - INEP, Zemun, Republika Srbija), prema
uputstvu proizvodaca. Maksimalne vrednosti za koeficijent varijacije unutar testa i izmedu

testova bile su 9.72% i 10.25%.
4.6. Ultrazvucna dijagnostika graviditeta

Sve ogledne Zivotinje su pregledane na steonost primenom ultrazvuéne tehnologije
izmedu 28-35 nakon VO, kori¢enjem ultrazvuénog aparata Easi-Scan'™ (BCF
technology, Bellshill, UK) koris¢enjem linearne sonde (4.0-8.5 MHz) sa frekvencom od
5.0 MHz. Za pozitivhu dijagnozu steonosti kriterijum je bio nalaz u lumenu materice
embrionalne vezikule (tzv. “embrionalnog meSka™) - pronalazak ograni¢ene anehogene
tamne zone u lumenu uterusa, koja predstavlja alantoisnu te¢nost. Prema rezultatima
ultrazvuénog pregleda su klasifikovane kao: gravidne (S) ili negravidne (N) zivotinje, i

ovaj kriterijum je dalje sluZio za statisticku analizu.
4.7. StatistiCka analiza rezultata

Statisticka znaajnost razlika vrednosti medijana koncentracije P4 i E2 izmedu
oglednih grupa odredivana je metodom analize varijanse (ANOVA), Kruskal-Wallis i
Dunn’s Multiple Comparison Tests za nivo znacajnosti od p<0.05 koji je smatran
signifikantnim. Za statisticku analizu je koriS¢en statisticki paket GraphPad Prism 5.

Procena klinicke valjanosti progesteronskog testa u krvnom serumu i mleku za

odredivanje steonosti kod krava vrsen je po modelu 2x2 faktora (tabela 4.4; Smith, 1991).
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Tabela 4.4. Osnovi podaci za procenu klinicke valjanosti progesteronskog testa u krvnom
serumu 1 mleku za odredivanje steonosti kod krava (Smith, 1991)

Dijagnoza Gravidne Negravidne

(P4 u serumu/mleku) (P4 u serumu/mleku)
Gravidne a b
(UZ dijagnoza) (taCna pozitivna) (netacna pozitivna)
Negravidne d c
(UZ dijagnoza) (neta¢na negativna) (tana negativna)

Legenda: UZ — ultrazvucna dijagnostika graviditeta 28-35 dana nakon VO; P4 —
koncentracija progesterona u krvnom serumu/mleku.

Osetljivost testa (“sensitivity”, Se) je definisana kao procenat pozitivno
dijagnostikovanih krava u odnosu na broj oteljenih krava (stvarno pozitivnih). Jednacina
kojom se izraCunava osetljivost testa glasi: {a/(at+d)}x100. Specificnost testa
(“specificity”, Sp) se definiSe kao procenat krava koje su dijagnostikovane kao negativne,
a da su stvarno bile negravidne; jednacina za ovaj parametar testa je {c/(ctb)}x100. Pored
osetljivosti 1 specifi¢nosti progesteronskog testa izracunati su jos dva dodatna parametra
njegove valjanosti koja su za veterinare prakticare mozda znac¢ajniji u odnosu na vrednosti
osetljivosti i specifi¢nosti, a radi se o slede¢im pokazateljima: 1) pozitivna prediktivna
vrednost (PV+), koja predstavlja verovatno¢u da su krave koje su dijagnosticki ocenjene
kao gravidne zaista u graviditetu (jednacina glasi: {a/(at+b)}x100), i 2) negativna
prediktivna vrednost (PV-), koja predstavlja verovatno¢u da su krave ocenjene kao
negravidne zaista nesteone (jadnacina glasi: {c/(c+d)}x100) (Hanzen 1 sar., 2000).

Statisticka znacajnost razlika izmedu proporcija gravidnih krava u oglednim
grupama je izracunavana primenom Z testa na nivou znacajnosti od p<0.05 (http://www.

socscistatistics.com/tests/ztest/).
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1. Uticaj tretmana na steonost krava

Steonost oglednih Zivotinja je potvrdivana ultrazvu¢nim pregledom izmedu 28-35
dana nakon VO, kada je pozitivan nalaz predstavljala dijagnoza embrionalne vezikule u
lumenu materice. Prema rezultatima ovog pregleda sve ogledne zivotinje su klasifikovane
kao steone (S) ili nesteone (N) krave, i ovaj kriterijum je sluzio za dalju analizu razlika

izmedu oglednih grupa. Primer ultrazvu¢nog nalaza kod steone jedinke prikazan je na slici

N.

Slika 5.1. Ultrazvuc¢ni nalaz pri pregledu materice kod steone krave iz ogledne

grupe PS izmedu 28-35 dana od VO.

Rezultati uticaja primenjenih tretmana nakon indukcije i sinhronizacije estrusa na

steonost krava prikazani su u tabeli 5.1.
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Tabela 5.1. Proporcija steonih (S) i nesteonih (N) krava u sve cetiri

statisticka znacCajnost razlika.

ogledne grupe 1

Grupa S N Broj krava ISig.
C 8 (31%) 18 (69%) 26 -

O 14 (54%) 12 (46%) 26 NS

OoP 16 (62%) 12 (38%) 28 NS
P 19 (63%) 11 (37%) 30 *

Ukupno
tretiranih krava 49 (52%) 35 (48%) 84 *
(O+OP+P)

Legenda: 'Z test statistitke znaGajnosti izmedu proporcija kontrolne grupe u odnosu na druge

tretmane i ukupan broj tretiranih krava (http://www.socscistatistics.com/tests/ztest/); *-p<0.05.

Podaci prikazani u tabeli 5.1. ukazuju da je statisticki znacajno veéi procenat

uspesne koncepcije zabelezen kod krava iz ogledne grupe P (63%) u odnosu na kontrolnu

grupu krava (C; 31%). Istovremeno je zabeleZena statisticki znacajna razlika u procentu

koncepcije izmedu zbirno prikazanih tretiranih grupa krava (O, P i OP; 52%) u odnosu na

kontrolnu grupu krava (C; 31%).
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5.2. Koncentracija progesterona

5.2.1. Koncentracija progesterona i detekcija estrusa

Rezultati odredivanja koncentracije progesterona u krvnom serumu i mleku u
periodu estrusa i VO kod steonih (S) i nesteonih (N) krava sve cCetiri ogledne grupe su
prikazani u tabeli 5.2.

Tabela 5.2. Koncentracija progesterona u krvnom serumu i mleku u periodu estrusa kod
steonih (S) i nesteonih (N) krava sve ¢etiri ogledne grupe (C, O, OP, P).

Grupa Krvni serum Mleko
S/N | Br. krava | <1.00ngmL | >1.00 ng/mL <1.99 ng/mL 2.00-3.99 ng/ml >4.00 ng/mL
CS 8 8 - 8 - -
CN 18 18 - 13 1 4
0S 14 14 - 14 - -
ON 12 12 - 11 1 -
OPS 16 16 - 16 - -
OPN 12 11 1 10 2 -
PS 19 18 1 18 1 -
PN 11 11 - 9 1 1
Ukupan 110 108 2 99 6 5
br. (%) | (100%) | (98%) (2%) (90%) (6%) (4%)

Legenda: S — steone, N — nesteone; nivo progesterona u mleku <1.99 ng/mL je primenjen
kao grani¢na vrednost za tacnu detekciju estrusa, nivo izmedu 2.00-3.99 ng/mL
smatran je kao suprabazalna (sumnjiva) vrednost, nivo progesterona >4.00
ng/mL je smatran za neta¢nu detekciju estrusa; nivo progesterona u krvnom
serumu preko 1 ng/mL je primenjen kao grani¢na vrednost za netacnu detekciju
estrusa.

Podaci prikazani u tabeli 5.2. ukazuju da se kod 98% krava na dan detekcije
estrusa moze ustanoviti koncentracija progesterona u krvnom serumu niza od 1 ng/mL,
dok je koncentracija progesterona u mleku kod 90% krava niza od 1.99 ng/mL.
Istovremeno se moze uociti da je kod 10% krava zabeleZena sumnjivo visoka vrednost
koncentracije progesterona u mleku, gde je kod 6% krava opseg izmerenih vrednosti bio
izmedu 2.00-3.99 ng/ml, dok je kod 4% krava zabeleZzena vrednost koncentracije

progesterona od preko 4 ng/mL.
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Distribucija individualnih vrednosti koncentracije progesterona u krvnom serumu i

mleku kod steonih 1 nesteonih krava sve cCetiri ogledne grupe prikazana je na grafikonu
5.1.
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Grafikon 5.1. Distribucija individualnih vrednosti koncentracije progesterona u krvnom
serumu i mleku kod steonih (S) i nesteonih (N) krava sve Cetiri ogledne
grupe (C, O, OP i P); isprekidane linije oznacavaju unapred definisane
grani¢ne vrednosti koncentracije progesterona u krvnom serumu (1
ng/mL) i mleku (2-4 ng/mL).

Podaci prikazani na grafikonu 5.1. ukazuju da je veoma mali broj steonih i
nesteonih jedinki u sve cetiri ogledne grupe imao relativno visoku koncentraciju
progesterona u krvnom serumu/mleku na dan detekcije estrusa i VO.

Prosec¢ne vrednosti koncentracije progesterona u krvnom serumu i mleku i broj

Zivotinja sa netacnom detekcijom estrusa prikazan je u tabeli 5.3.

Tabela 5.3. Prosecne vrednosti koncentracije progesterona (ng/mL) u krvnom serumu i
mleku i broj Zivotinja sa netaénom detekcijom estrusa prema unapred izabranim

grani¢nim koncentracijama progesterona.

Krvni serum >1.00 ng/mL - -
Broj krava 2 - -
Prose¢na koncentracija 1.6 0.2* 0.3*
progesterona
Mleko <1.99 ng/mL 2.00-3.99 ng/ml >4.00 ng/mL
Broj krava - 6 5
Prosecna koncentracija 0.4 2.6 8.6
progesterona

Legenda: *-vrednost koncentracije progesterona u krvnom serumu krava sa suprabazalnim
nivoom progesterona (6 krava) i >4.00 ng/mL u mleku (5 krava).
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Podaci prikazani u tabeli 5.3. pokazuju da je postojalo neslaganje izmedu
koncentracije progesterona u mleku i krvnom serumu kod krava sa suprabazalnom ili
visokom koncentracijom progesterona u mleku. Tako je kod 6 krava koje su imale
prosecnu koncentraciju progesterona u mleku 2.6 ng/mL istovremeno zabelezena veoma
niska koncentracija progesterona u krvnom serumu (svega 0.2 ng/mL), dok je kod 5 krava
sa poviSenom koncentracijom progesterona u mleku (prosecno 8.6 ng/mL) zabelezeno

prosecno svega 0.3 ng/mL progesterona u krvnom serumu.

5.2.2. Koncentracija progesterona u krvnom serumu nakon estrusa i

veStackog osemenjavanja

Srednje vrednosti koncentracije progesterona u krvnom serumu kod krava sve

Cetiri ogledne grupe i osnovne statisticke mere varijacije prikazane su na tabeli 5.4.

Tabela 5.4. Srednje vrednosti koncentracije progesterona u krvnom serumu (ng/mL) kod

krava sve Cetiri ogledne grupe i osnovne statistiCke mere varijacije.

Statisti¢ki | Dani nakon Grupa (broj krava)
parametri estrusa C (26) O (26) OP (28) P (30)
14 1.10 1.10 1.70 2.80
X 21 0.56 0.69 1.30 2.50
28 0.63 0.78 1.20 2.80
14 0.84 0.47 1.10 1.60
SD 21 0.53 0.54 1.00 1.40
28 0.54 0.43 1.00 2.10
14 0.16 0.09 0.21 0.28
SE 21 0.10 0.11 0.19 0.25
28 0.11 0.09 0.20 0.39
14 80 44 66 56
CV(%) 21 94 79 77 56
28 86 56 86 76
14 0.07-3.60 0.30-2.10 0.12-5.30 0.18-7.30
v 21 0.05-1.50 0.08-2.10 0.05-3.80 0.17-5.00
28 0.04-1.60 0.10-1.50 0.07-5.30 0.17-8.20

NajviSa srednja vrednost koncentracije progesterona u krvnom serumu je
zabelezena 14. 1 28. dana od estrusa kod krava ogledne grupe P (2.80£1.60 i 2.80+2.10
ng/mL). NajniZe srednje vrednosti koncentracije progesterona u krvnom serumu nakon
estrusa su zabelezene kod krava kontrolne grupe, i to 21. i 28 dana nakon estrusa
(0.56+0.53 1 0.63+0.54 ng/mL). NaviSe apsolutne vrednosti koncentracije progesterona u

krvnom serumu su ustanovljene 28. dana kod krava iz ogledne grupe P (IV=0.17-8.20
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ng/mL), dok su najnize apsolutne vrednosti ustanovljene takode 28 dana kod kontrolne
grupe krava (IV=0.04-1.60 ng/mL).

Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijana koncentracije progesterona u
krvnom serumu kod sve Cetiri ogledne grupe krava 14. dana nakon estrusa i vestackog

osemenjavanja prikazane su na grafikonu 5.2.
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Grafikon 5.2. Vrednosti medijana i statisticka znacajnost razlika koncentracije
progesterona u krvnom serumu (X+interkvartilna razlika, ng/mL) kod sve
Cetiri ogledne grupe krava 14. dana nakon estrusa i veStackog
osemenjavanja; *- p<0.05, ***- p<0.001.

Podaci prikazani na grafikonu 5.2. ukazuju da je statisticki znacajno viSa vrednost
koncentracije progesterona ustanovljena kod krava ogledne grupe P u odnosu na krave
ogledne grupe C i O (P:C i P:O; p<0.001) kao i da je statisticki znacajno visa
koncentracija ustanovljena kod ogledne grupe OP u odnosu na kontrolnu grupu krava
(OP:C, p<0.05). Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijane koncentracije
progesterona u krvnom serumu kod sve Cetiri ogledne grupe krava 21. dana nakon estrusa i

vestackog osemenjavanja prikazane su na grafikonu 5.3.
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Grafikon 5.3. Vrednosti medijana 1 statisticka znacajnost razlika koncentracije
progesterona u krvnom serumu (X+interkvartilna razlika, ng/mL) kod sve
Cetiri ogledne grupe krava 21. dana nakon estrusa i veStackog
osemenjavanja; *- p<0.05, ***- p<0.001.

Podaci prikazani na grafikonu 5.3. pokazuju da je koncentracija progesterona 21.
dana od estrusa kod krava ogledne grupe P statisticki znacajno visa u odnosu na preostale
tri ogledne grupe krava (P:C i P:0O, p<0.001; P:OP, p<0.05). Istovremeno je ustanovljeno
da je koncentracija progesterona kod krava ogledne grupe OP statisti¢ki znacajno viSa u
odnosu na kontrolnu grupu krava (OP:C, p<0.05).

Statisticka znaCajnost razlika vrednosti medijane koncentracije progesterona u
krvnom serumu kod sve cCetiri ogledne grupe krava 28. dana nakon estrusa i veStackog

osemenjavanja prikazane su na grafikonu 5.4.
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Grafikon 5.4. Vrednosti medijana 1 statisticka znacajnost razlika koncentracije
progesterona u krvnom serumu (X+interkvartilna razlika, ng/mL) kod sve

Cetiri ogledne grupe krava 28. dana nakon estrusa i veStackog
osemenjavanja; *- p<0.05, ***- p<0.001.
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Podaci prikazani na grafikonu 5.4. pokazuju da je koncentracija progesterona 28.

dana od estrusa kod krava ogledne grupe P statisticki znacajno visa u odnosu na preostale

tri ogledne grupe krava (P:C i P:O, p<0.001; P:OP, p<0.05).
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5.2.3. Koncentracija progesterona u mleku nakon estrusa i vestackog

osemenjavanja

Srednje vrednosti koncentracije progesterona u mleku kod krava sve Cetiri ogledne

grupe nakon estrusa i vesStackog osemenjavanja i osnovne statisticke mere varijacije

prikazane su na tabeli 5.5.

Tabela 5.5. Srednje vrednosti koncentracije progesterona u mleku (ng/mL) kod krava sve

Cetiri nakon estrusa i veStackog osemenjavanja i osnovne statisticke mere

varijacije.
Statisti¢ki | Dani nakon Grupa (broj krava)
parametri estrusa C (26) O (26) OP (28) P (30)
14 17.00 21.00 19.00 24.00
X 21 7.80 13.00 16.00 18.00
28 11.00 18.00 21.00 19.00
14 9.0 11.0 12.0 11.0
SD 21 9.0 11.0 12.0 11.0
28 7.9 12.0 14.0 12.0
14 1.8 2.2 2.3 2.0
SE 21 1.8 2.1 2.6 1.9
28 1.6 2.3 3.4 2.2
14 53 54 64 46
CV(%) 21 115 83 83 59
28 75 65 81 61
14 1.30-34.00 3.30-50.00 1.20-49.00 5.80-45.00
v 21 0.08-27.00 0.01-38.00 0.24-44.00 0.52-45.00
28 0.03-27.00 0.42-42.00 0.33-49.00 0.35-36.00

Podaci prikazani u tabeli 5.5. pokazju da je najvisa srednja vrednost koncentracije

progesterona u mleku zabelezena 14.dana kod krava ogledne grupe P (24+11 ng/mL).
Najniza srednja vrednost koncentracije progesterona u mleku je zabeleZena 21. dana kod
krava kontrolne grupe (7.80+9.0 ng/mL). Najvise apsolutne vrednosti koncentracije
progesterona u mleku su zabelezene 14. dana kod krava ogledne grupe O (IV=3.30-50.00
ng/mL). Najveca vrednost koeficijenta varijacije za vrednosti koncentracije progesterona u
mleku utvrdena je 21. dana za krave kontrolne grupe (115%), dok je najniza vrednost

utvrdena 14. dana kod krava ogledne grupe P (46%)
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Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijane koncentracije progesterona u

mleku kod sve cCetiri ogledne grupe krava 14. dana nakon estrusa 1 veStackog

osemenjavanja prikazane su na grafikonu 5.5.
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Grafikon 5.5. Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijane koncentracije progesterona

u mleku (X+interkvartilna razlika, ng/mL) kod sve &etiri ogledne grupe
krava 14. dana nakon estrusa i veStackog osemenjavanja.

Podaci prikazani na grafikonu 5.5. ukazuju da nisu utvrdene statisti¢ki znacajne
razlike u koncentraciji progesterona 14. dana od estrusa izmedu oglednih grupa krava.
Statisti¢ka znacajnost razlika vrednosti medijane koncentracije progesterona u mleku kod

sve cetiri ogledne grupe krava 21. dana nakon estrusa i1 veStatkog osemenjavanja
prikazane su na grafikonu 5.6.
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Grafikon 5.6. Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijane koncentracije progesterona

u mleku (X+interkvartilna razlika, ng/mL) kod sve &etiri ogledne grupe
krava 21. dana nakon estrusa i vestackog osemenjavanja; ; *- p<0.05.
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Podaci prikazani na grafikonu 5.6. ukazuju da je koncentracija progesterona u
mleku statistiCki znacajno visa 21. dana kod krava ogledne grupe P u odnosu na kontrolnu
grupu krava (P:C, p<0.05). Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijane koncentracije
progesterona u mleku kod sve cCetiri ogledne grupe krava 28. dana nakon estrusa i

vesStackog osemenjavanja prikazane su na grafikonu 5.7.
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Grafikon 5.7. Statisti¢ka znacajnost razlika vrednosti medijane koncentracije progesterona
u mleku (X+interkvartilna razlika, ng/mL) kod sve &etiri ogledne grupe
krava 28. dana nakon estrusa i vestackog osemenjavanja; *- p<0.05.

Podaci prikazani na grafikonu 5.7. ukazuju da je koncentracija progesterona u
mleku statisticki znacajno viSa 28. dana kod krava ogledne grupe P u odnosu na kontrolnu

grupu krava (P:C, p<0.05).
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5.2.4. Korelacija koncentracije progesterona u krvnom serumu i mleku nakon

estrusa i vestaCkog osemenjavanja

Rezultati statisticke analize stepena korelacije izmedu koncentracije progesterona u

krvnom serumu i mleku 14. dana nakon estrusa i vestackog osemenjavanja prikazani su na

grafikonu 5.8.
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Grafikon 5.8. Korelacija izmedu koncentracije progesterona u krvnom serumu i mleku 14.
dana nakon estrusa i veStackog osemenjavanja.

Podaci prikazani na grafikonu 5.8. pokazuju da je 14. dana od estrusa ustanovljena

pozitivna linearna korelacija srednjeg stepena izmedu koncentracije progesterona u

krvnom serumu i1 mleku ispitivanih Zivotinja (r=0.4273). Rezultati statisticke analize

stepena korelacije izmedu koncentracije progesterona u krvnom serumu i mleku 21. dana

nakon estrusa i veStackog osemenjavanja prikazani su na grafikonu 5.9.
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Grafikon 5.9. Korelacija izmedu koncentracije progesterona u krvnom serumu i mleku 21.
dana nakon estrusa i vestackog osemenjavanja.
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Podaci prikazani na grafikonu 5.9. pokazuju da je 21. dana od estrusa ustanovljena
pozitivna linearna korelacija srednjeg stepena izmedu koncentracije progesterona u
krvnom serumu i mleku ispitivanih zivotinja (r=0.6139). Rezultati statisticke analize
stepena korelacije izmedu koncentracije progesterona u krvnom serumu i mleku 28. dana

nakon estrusa i veStackog osemenjavanja prikazani su na grafikonu 5.10.
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Grafikon 5.10. Korelacija izmedu koncentracije progesterona u krvnom serumu i mleku
28. dana nakon estrusa i vestackog osemenjavanja.

Podaci prikazani na grafikonu 5.10. pokazuju da je 28. dana od estrusa
ustanovljena pozitivna linearna korelacija srednjeg stepena izmedu koncentracije

progesterona u krvnom serumu i mleku ispitivanih Zivotinja (r=0.5615).
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5.2.5. Koncentracija progesterona u krvnom serumu nakon estrusa i

vestaCkog osemenjavanja kod steonih krava

Srednje vrednosti koncentracije progesterona u krvnom serumu kod steonih krava

sve Cetiri ogledne grupe nakon estrusa i vestackog osemenjavanja i osnovne statisticke

mere varijacije prikazane su na tabeli 5.6.

Tabela 5.6. Srednje vrednosti koncentracije progesterona u krvnom serumu (ng/mL) kod

steonih (S) krava sve Cetiri nakon estrusa i vestackog 0semenjavanja i osnovne

statisticke mere varijacije.

Statisti¢ki | Dani nakon Grupa (broj krava)
parametri estrusa CS(8 | 0Ss(14) | OPS(6) | PS(19)
14 1.05 1.11 1.92 3.49
X 21 1.16 0.98 1.90 3.02
28 1.15 1.08 1.77 3.64
14 0.16 0.44 1.10 3.61
SD 21 0.21 0.39 0.76 1.00
28 0.28 0.26 0.99 1.99
14 0.06 0.12 0.28 0.83
SE 21 0.07 0.11 0.19 0.23
28 0.09 0.07 0.25 0.46
14 15 40 57 103
CV(%) 21 18 40 40 33
28 24 24 56 55
14 0.81-1.34 0.49-2.03 0.95-5.33 0.18-16.57
v 21 0.86-1.46 0.45-2.05 1.03-3.84 1.88-5.01
28 0.75-1.55 0.63-1.48 1.01-5.26 0.19-8.15

Podaci prikazani u tabeli 5.6. pokazju da je najvisa srednja vrednost koncentracije
progesterona u krvnom serumu zabelezena 28. dana kod steonih krava ogledne grupe PS
(3.64+1.99 ng/mL). NajniZa srednja vrednost koncentracije progesterona u krvnom serumu
je zabelezena 21. dana kod steonih krava ogledne grupe OS (0.98+0.39 ng/mL). Najvise
apsolutne vrednosti koncentracije progesterona u krvnom srumu su zabelezene 14. dana
kod steonih krava ogledne grupe PS (IV=0.18-16.57 ng/mL). Najveéa vrednost
koeficijenta varijacije za vrednosti koncentracije progesterona u krvnom serumu utvrdena
je 14. dana za krave ogledne grupe PS (103%), dok je najniza vrednost utvrdena 14. dana
kod krava kontrolne grupe (CS; 15%).
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Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijana koncentracije progesterona u
krvnom serumu kod steonih krava sve cetiri ogledne grupe 14. dana nakon estrusa i

vestackog osemenjavanja prikazane su na grafikonu 5.11.
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Grafikon 5.11. Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijane koncentracije
progesterona (X+interkvartilna razlika, ng/mL) kod steonih krava sve

Cetiri ogledne grupe 14. dana nakon estrusa i veStackog osemenjavanja; *-
p<0.05, **- p<0.01.

Podaci prikazani na grafikonu 5.11. ukazuju da je vrednost koncentracije
progesterona utvrdena 14. dana kod steonih krava ogledne grupe PS statisticki znacajno
visa u odnosu na ogledne grupe CS i OPS (PS:CS, p<0.01; PS:OPS, p<0.05). Rezultati
koncentracije progesterona u krvnom serumu i statisticka znaCajnost razlika vrednosti
medijane kod steonih krava 21. dana nakon estrusa 1 veStackog osemenjavanja prikazani

su na grafikonu 5.12.
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Grafikon 5.12. Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijane koncentracije
progesterona (X+interkvartilna razlika, ng/mL) kod steonih krava sve

Cetiri ogledne grupe 21. dana nakon estrusa i veStatkog osemenjavanja;
**-p<0.01, ***- p<0.001.

Podaci prikazani na grafikonu 5.12. pokazuju da je koncentracija progesterona u
krvnom serumu steonih krava 21. dana grupe PS statististicki zna¢ajno visa u odnosu na
vrednosti utvrdene kod steonih krava oglednih grupa CS i OS (PS:CS i PS:0S, p<0.001).
Takode se na grafikonu 5.12. moze primetiti da je koncetracija progesterona kod steonih
krava grupe OPS statisticki znacajno visa u odnosu na vrednosti kod kontrolne grupe
krava (OPS:CS, p<0.01).

Rezultati koncentracije progesterona u krvnom serumu 1 statistiCka znacajnost
razlika vrednosti medijane kod steonih krava 28. dana nakon estrusa i veStackog

osemenjavanja prikazani su na grafikonu 5.13.

56



*k*k

2 **%k%*
6 - r
44
-
£
@ ———
c
24
I ..........
iy B

> > > >
g o oS o
@ o &° P

Grafikon 5.13. Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijane koncentracije
progesterona (X+interkvartilna razlika, ng/mL) kod steonih krava sve
Cetiri ogledne grupe 28. dana nakon estrusa i veStatkog osemenjavanja;

***- p<0.001.

Podaci prikazani na grafikonu 5.13. pokazuju da je koncentracija progesterona u
krvnom serumu steonih krava 28. dana grupe PS statististi¢ki zna¢ajno visa u odnosu na

vrednosti utvrdene kod steonih krava oglednih grupa CS i OS (PS:CS i PS:0OS, p<0.001).
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5.2.6. Koncentracija progesterona u krvnom serumu nakon estrusa i

vestaCkog osemenjavanja kod nesteonih krava

Srednje vrednosti koncentracije progesterona u krvnom serumu kod nesteonih

krava sve cCetiri ogledne grupe nakon estrusa i vesStackog osemenjavanja i osnovne

statistiCke mere varijacije prikazane su na tabeli 5.7.

Tabela 5.7. Srednje vrednosti koncentracije progesterona u krvnom serumu (ng/mL) kod

nesteonih krava sve Cetiri nakon estrusa i vesStackog osemenjavanja i osnovne

statisticke mere varijacije.

Statisticki | Dani nakon Grupa (broj krava)
parametri estrusa CN (18) ON (12) OPN (12) PN (11)
14 1.06 1.03 1.49 2.92
X 21 0.29 0.36 0.51 1.50
28 0.40 0.43 0.46 1.37
14 1.01 0.53 1.14 1.25
SD 21 0.38 0.51 0.68 1.45
28 0.46 0.32 0.51 1.60
14 0.24 0.15 0.33 0.38
SE 21 0.09 0.15 0.20 0.44
28 0.11 0.09 0.15 0.48
14 95 51 77 43
CV(%) 21 131 142 133 97
28 115 74 111 117
14 0.07-3.64 0.30-2.10 0.12-4.37 0.74-5.66
v 21 0.05-1.31 0.08-1.65 0.05-2.35 0.17-4.11
28 0.04-1.57 0.10-0.98 0.07-1.43 0.17-5.09

Podaci prikazani u tabeli 5.7. pokazju da je najviSa srednja vrednost koncentracije
progesterona u krvnom serumu zabeleZena 14. dana kod nesteonih krava ogledne grupe
PN (2.92+1.25 ng/mL). NajniZza srednja vrednost koncentracije progesterona u krvnom
serumu je zabelezena 21. dana kod nesteonih krava kontrolne grupe (CN; 0.29+0.38
ng/mL). Najvise apsolutne vrednosti koncentracije progesterona u krvnom srumu su
zabelezene 14. dana kod nesteonih krava ogledne grupe PN (1V=0.74-5.66ng/mL).
Najveca vrednost koeficijenta varijacije za vrednosti koncentracije progesterona u krvnom
serumu utvrdena je 21. dana za krave ogledne grupe ON (142%), dok je najniza vrednost
utvrdena 14. dana kod krava ogledne grupe PN (43%).

Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijana koncentracije progesterona u
krvnom serumu kod nesteonih krava sve Cetiri ogledne grupe 14. dana nakon estrusa i

vestackog osemenjavanja prikazane su na grafikonu 5.14.
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Grafikon 5.14. Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijane koncentracije
progesterona (X+interkvartilna razlika, ng/mL) kod nesteonih krava sve

Cetiri ogledne grupe 14. dana nakon estrusa i veStatkog osemenjavanja;
**-p<0.01.

Podaci prikazani na grafikonu 5.14. ukazuju da je vrednost koncentracije
progesterona utvrdena 14. dana kod nesteonih krava ogledne grupe PN statisti¢ki znacajno
visa u odnosu na ogledne grupe CN i ON (PN:CN i PN:ON, p<0.01). Rezultati
koncentracije progesterona u krvnom serumu 1 statisticka znaCajnost razlika vrednosti
medijane kod nesteonih krava 21. dana nakon estrusa i veStackog osemenjavanja prikazani

su na grafikonu 5.15.
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Grafikon 5.15. Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijane koncentracije
progesterona (X+interkvartilna razlika, ng/mL) kod nesteonih krava sve
Cetiri ogledne grupe 21. dana nakon estrusa i veStackog 0semenjavanja;
***. p<0.001.
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Podaci prikazani na grafikonu 5.15. ukazuju da je vrednost koncentracije
progesterona utvrdena 21. dana kod nesteonih krava ogledne grupe PN statisticki znac¢ajno
vi$a u odnosu na krave kontrolne grupe (PN:CN, p<0.001).

Rezultati koncentracije progesterona u krvnom serumu i statisticka znacajnost
razlika vrednosti medijane kod nesteonih krava 28. dana nakon estrusa i veStackog

osemenjavanja prikazani su na grafikonu 5.16.
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Grafikon 5.16. Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijane koncentracije
progesterona (X+interkvartilna razlika, ng/mL) kod nesteonih krava sve
cetiri ogledne grupe 28. dana nakon estrusa i veStatkog osemenjavanja.

Podaci prikazani na grafikonu5.16. ukazuju da ne postoji statisticki znacajna
razlika vrednosti koncentracije progesterona utvrdena 28. dana kod nesteonih krava u sve

Cetiri ogledne grupe.
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5.3. Koncentracija estradiola

5.3.1. Koncentracija estradiola u krvnom serumu svih oglednih grupa krava

Srednje vrednosti koncentracije estradiola u krvnom serumu kod krava sve Cetiri

ogledne grupe 1 osnovne statistiCke mere varijacije prikazane su na tabeli 5.8.

Tabela 5.8. Srednje vrednosti koncentracije estradiola u krvnom serumu (ng/mL) kod

krava sve Cetiri ogledne grupe i osnovne statisticke mere varijacije.

Statisticki Dani Grupa (broj krava)
parametri C (26) O (26) OP (28) P (30)
X 0 6.90 10.68 8.35 7.03
21 8.11 11.17 9.74 6.88
SD 0 2.60 3.20 4.00 1.55
21 3.47 3.07 5.07 1.88
SE 0 0.51 0.63 0.76 0.33
21 0.68 0.60 0.97 0.40
CV(%) 0 38 30 48 22
21 43 27 52 27
v 0 4.00-13.71 6.43-19.83 4.18-20.33 4.41-10.31
21 4.54-17.76 5.89-15.62 1.85-21.26 4.44-11.99

Podaci prikazani u tabeli 5.8. pokazju da je najviSa srednja vrednost koncentracije
estradiola u krvnom serumu zabeleZena 21. dana kod krava ogledne grupe O (11.17£3.07
ng/mL). Najniza srednja vrednost koncentracije estradiola u krvnom serumu je zabeleZena
0. dana kod krava kontrolne grupe (C; 6.90+£2.60 ng/mL). NajviSe apsolutne vrednosti
koncentracije estradiola u krvnom srumu su zabeleZene 21. dana kod krava ogledne grupe
OP (IV=1.85-21.26ng/mL). Najveca vrednost koeficijenta varijacije za vrednosti
koncentracije estradiola u krvnom serumu utvrdena je 21. dana za krave ogledne grupe
OP (52%), dok je najniza vrednost utvrdena 0. dana kod krava ogledne grupe OP (22%).

Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijana koncentracije estradiola u krvnom

serumu kod sve Cetiri ogledne grupe krava 0. dana prikazane su na grafikonu 5.17.
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Grafikon 5.17. Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijane koncentracije estradiola

(X+interkvartilna razlika, ng/mL) kod krava sve Cetiri ogledne grupe
0.dana ispitivanja; **- p<0.01, ***- p<0.001.

Podaci prikazani na grafikonu 5.17. ukazuju da je vrednost koncentracije estradiola

utvrdena 0. dana kod krava ogledne grupe O statisticki znacajno visa u odnosu na

vrednosti koncentracije estradiola kod krava sve tri preostale ogledne grupe (O:C,

p<0.001; O:OP i O:P, p<0.01). StatisticCka znacajnost razlika vrednosti medijana

koncentracije estradiola u krvnom serumu kod sve cetiri ogledne grupe krava 21. dana

ispitivanja prikazane su na grafikonu 5.18.
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Grafikon 5.18. Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijane koncentracije estradiola
(X+interkvartilna razlika, ng/mL) kod krava sve &etiri ogledne grupe 21.
dana ispitivanja; **- p<0.01, ***- p<0.001.

Podaci prikazani na grafikonu 5.18. ukazuju da je vrednost koncentracije estradiola

utvrdena 21. dana kod krava ogledne grupe O statisticki znacajno viSa u odnosu na
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vrednosti koncentracije estradiola kod krava oglednih grupa C i P (O:C, p<0.01; O:P,
p<0.001).

5.3.2. Koncentracija estradiola u krvnom serumu steonih krava

Srednje vrednosti koncentracije estradiola u krvnom serumu kod steonih krava sve

cetiri ogledne grupe i osnovne statistiCke mere varijacije prikazane su na tabeli 5.9.

Tabela 5.9. Srednje vrednosti koncentracije estradiola u krvnom serumu (ng/mL) kod

steonih krava sve Cetiri ogledne grupe i osnovne statisticke mere varijacije.

Statisticki Dani Grupa (broj krava)
parametri CS (8) OS (14) OPS (16) PS (19)
X 0 6.44 9.64 8.90 6.86
21 7.71 11.25 9.91 6.71
SD 0 2.32 291 4.24 1.47
21 3.00 3.23 5.33 1.59
SE 0 0.82 0.77 1.06 0.37
21 1.06 0.86 1.33 0.41
CV (%) 0 36 30 48 21
21 39 29 54 24
v 0 4.39-11.41 6.43-17.54 4.17-20.33 4.73-9.45
21 5.04-12.29 5.89-15.34 1.85-21.26 4.44-9.59

Podaci prikazani u tabeli 5.9. pokazju da je najviSa srednja vrednost koncentracije
estradiola u krvnom serumu zabelezena 21. dana kod steonih krava ogledne grupe OS
(11.25+3.23 ng/mL). NajniZa srednja vrednost koncentracije estradiolau krvnom serumu je
zabeleZzena 0. dana kod steonih krava kontrolne grupe (CS; 6.4442.32 ng/mL). Najvise
apsolutne vrednosti koncentracije estradiola u krvnom srumu su zabelezene 21. dana kod
steonih krava ogledne grupe OPS (IV=1.85-21.26 ng/mL). Najveca vrednost koeficijenta
varijacije za vrednosti koncentracije estradiola u krvnom serumu utvrdena je 21. dana za
steonih krave ogledne grupe OPS (54%), dok je najniza vrednost utvrdena 0. dana kod
steonih krava ogledne grupe PS (21%).

Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijana koncentracije estradiola u krvnom

serumu kod steonih krava sve Cetiri ogledne grupe 0. dana prikazane su na grafikonu 5.19.
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Grafikon 5.19. Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijane koncentracije estradiola
(X+interkvartilna razlika, ng/mL) kod steonih krava sve etiri ogledne
grupe 0. dana ispitivanja; *- p<0.05.

Podaci prikazani na grafikonu 5.19. ukazuju da je vrednost koncentracije estradiola
utvrdena 0. dana kod steonih krava ogledne grupe OS statisticki znac¢ajno visa u odnosu na
vrednosti medijane koncentracije estradiola kod krava ogledne grupe CS (OS:CS, p<0.05).
Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijana koncentracije estradiola u krvnom

serumu kod steonih krava sve Cetiri ogledne grupe 21. dana prikazane su na grafikonu

5.20.
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Grafikon 5.20. Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijane koncentracije estradiola
(X+interkvartilna razlika, ng/mL) kod steonih krava sve etiri ogledne
grupe 21. dana ispitivanja; **-p<0.01.
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Podaci prikazani na grafikonu 5.20. ukazuju da je vrednost koncentracije estradiola
utvrdena 21. dana kod steonih krava ogledne grupe OS statisticki znacajno visa u odnosu
na vrednosti medijane koncentracije estradiola kod krava ogledne grupe PS (OS:PS,
p<0.01).

5.3.3. Koncentracija estradiola u krvnom serumu nesteonih krava

Srednje vrednosti koncentracije estradiola u krvnom serumu kod nesteonih krava

sve Cetiri ogledne grupe i osnovne statisticke mere varijacije prikazane su na tabeli 5.10.

Tabela 5.10. Srednje vrednosti koncentracije estradiola u krvnom serumu (ng/mL) kod

nesteonih krava sve Cetiri ogledne grupe 1 osnovne statisticke mere varijacije.

Statisti¢ki Dani Grupa (broj krava)
parametri CN (18) ON (12) OPN (12) PN (11)
X 0 7.64 11.9 7.57 7.35
21 8.29 11.1 9.49 7.21
SD 0 2.67 3.21 3.55 1.78
21 3.74 3.01 4.90 2.50
SE 0 0.63 0.93 1.07 0.67
21 0.88 0.87 1.48 0.95
CV(%) 0 35 27 47 24
21 45 27 52 35
v 0 4.01-12.30 8.10-19.80 4.39-17.10 4.41-10.30
21 4.54-17.80 7.90-15.60 5.53-21.20 4.69-12.00

Podaci prikazani u tabeli 5.10. pokazuju da je najvisa srednja vrednost
koncentracije estradiola u krvnom serumu zabelezena 0. dana kod nesteonih krava ogledne
grupe ON (11.9£3.21 ng/mL). Najniza srednja vrednost koncentracije estradiolau krvnom
serumu je zabelezena 21. dana kod nesteonih krava ogledne grupe PN (7.21+£2.50 ng/mL).
Najvise apsolutne vrednosti koncentracije estradiola u krvnom serumu su zabelezene 21.
dana kod nesteonih krava ogledne grupe OPN (IV=5.53-21.20ng/mL). Najveca vrednost
koeficijenta varijacije za vrednosti koncentracije estradiola u krvnom serumu utvrdena je
21. dana kodnesteonih krave ogledne grupe OPN (52%), dok je najniza vrednost utvrdena
0. dana kod steonih krava ogledne grupe PN (24%).

Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijana koncentracije estradiola u krvnom
serumu kod nesteonih krava sve cCetiri ogledne grupe 0. dana prikazane su na grafikonu

5.21.
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Grafikon 5.21. Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijane koncentracije estradiola
(X+interkvartilna razlika, ng/mL) kod nesteonih krava sve &etiri ogledne
grupe 0. dana ispitivanja; **- p<0.01.

Podaci prikazani na grafikonu 21. ukazuju da je vrednost koncentracije estradiola
utvrdena 0. dana kod nesteonih krava ogledne grupe ON statisticki znacajno visa u odnosu
na vrednosti medijane koncentracije estradiola kod nesteonih krava ogledne grupe CN i
OPN (ON:CN i ON:OPN, p<0.01). Statisticka znaéajnost razlika vrednosti medijana
koncentracije estradiola u krvnom serumu kod nesteonih krava sve Cetiri ogledne grupe

21. dana prikazane su na grafikonu 5.22.
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Grafikon 5.22. Statisticka znacCajnost razlika vrednosti medijane koncentracije estradiola
(X+interkvartilna razlika, ng/mL) kod nesteonih krava sve &etiri ogledne
grupe 21. dana ispitivanja; **- p<0.01.
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Podaci prikazani na grafikonu 5.22. ukazuju da je vrednost koncentracije estradiola
utvrdena 21. dana kod nesteonih krava ogledne grupe ON statistiCki znaCajno visa u
odnosu na vrednosti medijane koncentracije estradiola kod nesteonih krava ogledne grupe
CN i PN (ON:CN i ON:PN, p<0.01).

5.3.4. Koncentracija estradiola u krvnom serumu nesteonih i steonih krava

StatistiCka znacajnost razlika vrednosti medijana koncentracije estradiola u krvnom
serumu nesteonih i steonih krava sve cetiri ogledne grupe 0. dana prikazane su na

grafikonu 5.23.
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Grafikon 5.23. Statisticka znacajnost razlika vrednosti medijana koncentracije estradiola u
krvnom serumu (X+interkvartilna razlika, ng/mL) nesteonih i steonih
krava sve Cetiri ogledne grupe 0. dana ispitivanja; *- p<0.05.

Podaci prikazani na grafikonu 5.23. ukazuju da je vrednost koncentracije estradiola
utvrdena 0. dana kod nesteonih krava ogledne grupe ON statisticki znacajno visa u odnosu
na vrednosti medijane koncentracije estradiola kod steonih krava iste ogledne grupe
(ON:0S, p<0.05).

StatistiCka znacajnost razlika vrednosti medijana koncentracije estradiola u krvnom
serumu nesteonih 1 steonih krava sve Cetiri ogledne grupe 21. dana prikazane su na

grafikonu 5.24.
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Grafikon 5.24. Statisti¢ka znacCajnost razlika vrednosti medijana koncentracije estradiola u
krvnom serumu (X+interkvartilna razlika, ng/mL) nesteonih i steonih

krava sve Cetiri ogledne grupe 21. dana ispitivanja.

Podaci prikazani na grafikonu 5.24. ukazuju da se vrednost koncentracije

estradiola utvrdene 21. dana kod nesteonih i steonih krava unutar svake ogledne grupe

nisu statisti¢ki znacajno razlikovale.

68



6. DISKUSIJA

6.1. Uticaj tretmana na steonost krava

Rezultati nasih ispitivanja pokazali su da tretman koji ukljucuje koris¢enje hCG
dovodi do statisticki znacajnog povisenja procenta gravidnih krava u odnosu na kontrolnu
grupu zivotinja (63%: 31%, P:C, p<0.05). Ovaj rezultat ukazuje da jedan od mogucih
razloga za izostanak uspeSne gestacije kod krava Simentalske rase moze biti nedovoljno
lucenje progesterona od strane zutog tela tokom rane faze embrionalnog razvoja. Tako su
King i sar., (2013) ustanovili da povisena koncentracija progesterona kod junica izmedu 4-
6 dana nakon osemenjavanja moze imati pozitivan efekat na procenat uspesne koncepcije
nakon prvog vestackog osemenjavanja. Rezultati njihovih istrazivanja ukazali su da
postoji statisticki znaCajno veéi procenat gravidnih junica ako je koncentracija
progesterona >2 ng/mL (PR=56-73%), u odnosu na junice ¢ija je koncentracija
progesterona bila izmedu 0-2 ng/mL (PR=43%). Medutim, zanimljivo je da u njihovom
ogledu kod junica kod kojih je sproveden tretman sa hCG-om i kod kojih je nivo
progesterona bio preko >2 ng/mL nije ustanovljen povisen procenat gravidnih Zivotinja
ve¢ je on, StaviSe, bio nizi u odnosu kontrolnu grupu junica (51% vs. 64%; King i sar.,
2013). Ocigledno je da na procenat steonosti moze da uti¢e veliki broj faktora, pa tako
King i sar.,, (2013) navode moguéi uticaj starosti, kvaliteta semena i prisustva
funkcionalnog zutog tela. U nasem protokolu za izvodenje ogleda mi smo pokusali da $to
je vise moguce isklju¢imo uticaj faktora poput neadekvatne detekcije estrusa, izostanka
pojave funkcionalnog zutog tela 1 greSaka u pogledu vremena VO. Nasi rezultati ukazuju
da tretman hCG-om sproveden 7-og dana nakon VO moze imati pozitivan efekat na

procenat steonosti kod krava Simentalske rase.
6.2. Koncentracija progesterona i detekcija estrusa

Pracenje koncentracije P4 u krvi ili mleku mozZe biti korisna metoda za odredivanje
tacnosti metode otkrivanja estrusa na farmama mlecnih krava, budué¢i da je nekoliko
istrazivanja pokazalo da u vise od 50% svih perioda estrusa ne postoji izrazen refleks
stajanja (Heres i sar., 2000; Roelofs i sar., 2005). Tako se zbog greSaka u otkrivanju
estrusa moze ¢ak do 20% krava osemeniti tokom lutealne faze estrusnog ciklusa (Szenci i

sar., 2013), sto direktno ukazuje da je identifikovanje muznih krava koje su u lutealnoj fazi
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estrusnog ciklusa merenjem koncentracije progesterona pre nego Sto se sprovede VO od
velikog znacaja (Szenci i sar., 2010). Medutim, oslanjanje jedino na nisku koncentraciju
progesterona ne znac¢i nuzno da je krava u estrusu. Rektalna palpacija kod krava tokom
estrusa treba da potvrdi prisustvo tvrde, uvijene materice, i treba da postoji i vaginalni
iscedak sa bistrom sluzi (Arthur i sar., 1996). Koriste¢i koncentraciju P4 u krvnom serumu
i/ili punom mleku iznad grani¢nih vrednosti, dobili smo u nas$im istrazivanjima 2-10%
ukupne netacnosti u detekciji estrusa tokom eksperimenta (serum: 2%; mleko, 10%; tabela
5.2), Sto predstavlja podatak na granici za prihvatljiv nivo greSaka u otkrivanju estrusa.
Tacénost dijagnostike estrusa pomocu odredivanja nivoa progesterona u mleku moze biti
¢ak 96% (Shemesh i sar., 1978), ali treba imati na umu da postoje velike individualne
varijacije u vremenu smanjenja koncentracije P4 u odnosu na ovulaciju (Roelofs i sar.,
2006). Sa razvojem automatizovanih mernih sistema u realnom vremenu za pracenje
koncentracija progesterona na dnevnoj bazi u postrojenjima za muzu (Delviche i sar.,
2001; Kappel i sar., 2007), moguce je napraviti preciznu kontrolu mle¢nih krava u estrusu
na bazi refleksa stajanja i dijagnostikovati supfertilne krave nakon partusa (Szenci i sar.,
2013).

Procena tacnosti detekcije estrusa je vazan parametar upravljanja reprodukcijom na
farmi mle¢nih krava. Podaci o greskama u detekciji estrusa u SAD-u pokazuju da u
velikom broju stada procenat greSaka moze biti 10%, dok u nekim stadima taj broj dostize
i do 60% (O'Connor, 2014). To jednostavno zna¢i da su krave osemenjene kada su
koncentracije progesterona visoke. Postoji nekoliko situacija kada je informacija o nivou
progesterona u mleku ili krvi vazna za donoSenje ispravnih odluka u vezi sa pojedinacnim
zivotinjama ili upravljanjem reprodukcijom celokupnog stada. Osnovna ideja je da se
proceni uspeh detekcije estrusa i u tu svrsu potrebno je da ispita 15-20 krava na dan
osemenjavanja. Prema navodu Roelofs i sar., (2010) ako vise od 5% uzoraka ima visok
progesteron, greska detekcije grejanja je previsoka. Veci broj istraZivanja je pokazalo da
5-30% osemenjenih Zivotinja nije stvarno u estrusu (Nebel i sar., 1987; Sturman i sar.,
2000; Cavestani i sar., 1985; Reimers i sar., 1985; Heersche i sar. , 1994). Takode postoji
moguénost da gravidne krave pokazuju znakove estrusa, a procenat takvih zivotinja moze
biti oko 6% (Erb i sar., 1958; Villiamson i sar., 1972). Nasi rezultati predstavljeni u tabeli
5.2 i 5.3. ukazuju da 2-10% mle¢nih krava mogu biti osemenjene u vreme kada je
koncentracija progesterona relativno visoka.

Distribucija individualnih vrednosti koncentracije progesterona u krvnom serumu i

mleku tokom estrusa kod gravidnih i negravidnih zivotinja svih eksperimentalnih grupa
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prikazana je na grafikonu 5.1. Nizak nivo koncentracije progesterona u mleku ili krvnoj
plazmi kori$¢en je za potvrdu estrusa od strane mnogih autora (Plotka i sar., 1967; King i
sar., 1976; Valton i sar., 1986). Praenjem vremenskih intervala od pocetka smanjenja
progesterona u mleku ili krvnoj plazmi do ovulacije Roelofs i sar. (2010) su koristili <2
ng/mL za prag progesterona i nasli da je vreme do ovulacije izmedu 70-75 sati. Ovaj prag
nivoa progesterona u mleku i plazmi je mnogo veé¢i u odnosu na nivoe koji se koriste za
tacnu detekciju estrusa u nasoj studiji. Medutim, maksimalne koncentracije progesterona
kod estrusa mogu biti mnogo nize i varirati u zavisnosti od broja ciklusa nakon partusa
(Rajamahendran i sar., 1990). Nivo progesterona moze biti visi u drugom ciklusu u odnosu
na prvi (3.1£1.2 prema 4.7+£0.8 ng/mL, srednja vrednostxSD, prvi u odnosu na drugi
ciklus, Rajamahendran i sar., 1990). Osim toga, koncentracije progesterona u mleku mogu
biti nize od 1 ng/mL na -2 do +5 dana oko estrusa (dan 0) (King i sar., 1976; Valton i sar.,
1986). U nasem prethodnom istrazivanju pokazali smo da 22,3% problemati¢nih krava u
estrusu ima koncentraciju progesterona u mlieku iznad 2 ng/mL (Gvozdi¢ i sar., 2013).
Medutim, u istoj studiji znatno manji procenat eksperimentalnih zivotinja na dan estrusa
(5,6%) imao je progesteron u mleku iznad vrednosti za neta¢nu detekciju estrusa (> 4 ng /
mL). Nasi dosada$nji rezultati pokazuju da bi pogresna detekcija estrusa mogla biti vazan
uzrok smanjenja efikasnosti reprodukcije, doprinose¢i ukupnoj stopi neusplih gestacija.
Otkrili smo relativno visok procenat neispravne detekcije estrusa koriste¢i suprabazalne i
poviSene nivoe progesterona u mleku (10%) i nizak procenat krava sa visokom
koncentracijom progesterona u krvi (2%). Ovi podaci ukazuju na najmanje dve vazne
stavke: 1) procenat pogresne detekcije estrusa na nasim farmama mogao bi biti iznad 5%, i
2) zivotinje osemenjene estrusom sa suprabazalnom koncentracijom progesterona u mleku
(2-3.99 ng/mL) treba pazljivo posmatrati 19-22 dana nakon VO radi ponovne detekcije

moguceg estrusa.
6.3. Koncentracija progesterona u krvnom serumu i mleku posle estrusa

Ideja da sekrecija P4 iz lutealnog tkiva kod visoko mle¢nih krava moze biti
nedovoljna da uspesno podrzi rani graviditet nije nova i ovaj potencijalni problem je je bio
predmet veceg broja studija (Rizos i sar., 2012; Binversie i sar., 2012; Nascimento i sar.,
2013). Medutim, postoji nedostatak informacija o koncentracijama progesterona u krvnom
serumu i mleku tokom estrusnog ciklusa mlie¢nih krava simentalske rase i njegove uloge u

ranom graviditetu, posebno nakon sinhronizacije estrusa. Nadalje, postoji ponovno
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interesovanje za upotrebu hCG u protokolima sinhronizacije estrusa, sa inkorporacijom
hCG u modifikovani dvostruki Ovsinch protokol (Binversie i sar., 2012).

Posle meta-analize 17 radova Mann i sar. (1999) su zakljudili da je suplementacija
P4 tokom prve sedmice graviditeta rezultirala povecanjem procenta steonosti (PR), dok
tretman u drugoj i trecoj sedmici graviditeta nema efekta na PR. Koncentracija
progesterona na dan 5 nakon estrusa je pozitivno povezana sa embrionalnim razvojem
(Green i sar., 2005). Ovi nalazi sugeriSu da suplementacija progesterona izmedu 5-9 dana
nakon VO ima pozitivniji efekat na materinsko prepoznavanje graviditeta u odnosu na
tretmane u kasnijem periodu (Mann i sar., 2006). Postoji nekoliko metoda za
suplementaciju progesterona tokom ranog graviditeta kod mle¢nih krava, a tretman sa
hCG je posebno interesantan (Szenci, 2016). Nekoliko autora je prijavilo povecanje
koncentracija endogenog progesterona nakon tretmana hCG-om (Schmitt i sar., 1996;
Santos i sar., 2001; Stevenson i sar., 2007 i 2012). Postoji i nekoliko izveStaja o
pozitivnom efektu hCG tretmana na stopu koncepcije (Bruel i sar., 1989; Rajamahendran i
sar., 1992). Medutim, Stevenson i sar. (2007) nisu naisli na pozitivan efekat hCG tretmana
na ishod gestacije kod prvog osemenjavanja, a nekoliko prethodnih izvestaja je takode
potvrdilo ovaj zakljucak (Valton i sar., 1990; Hanlon i sar., 2005). Na§ dosadasnji rad
pokazao je da bi tretman hCG-om kod krava sa reproduktivnim problemima u srednjoj
lutealnoj fazi mogao povecati koncentraciju progesterona u plazmi i poboljSati efikasnost
reprodukcije (Gvozdi¢ i sar., 2013). Ova razlika u rezultatima istrazivanja o efektima hCG
tretmana na stepen koncepcije dovela nas je do ponovnog razmatranja ovog problema,
posebno u situaciji da je simentalska rasa najées¢a na malim mle¢nim farmama u ruralnim
delovima Srbije. Osim toga, mnogi veterinari na terenu ili farmi Kkoriste jednostavni
protokol za sinhronizaciju estrusa zasnovan na jednoj injekciji PGF2a kod zivotinja sa
palpabilnim CL (sa evidencijom o izostanku prethodnih VO), o¢ekujuéi estrus pracen
uspesnom gestacijom nakon osemenjavanja.

Nasi rezultati koncentracije progesterona U Krvnom serumu su nizi u odnosu na
nivo koji je pronaden kod HolStajn Zivotinja stimulisanih hCG-om (Stevenson i sar.,
2012), ali su uporedive sa nalazima nivoa progesterona kod Holstajn-Frizijskih mle¢nih
krava koje su podvrgnute Ovsinch tretmanu (Vukovic¢ i sar. 2016). Stevenson i sar. (2012)
izvestili su da tretman hCG-om (1000 IU) sedam dana nakon VO indukuje nove lutealne
strukture u oko 70% tretiranih zivotinja i povecava nivo progesterona u krvi. Nasi rezultati
takode ukazuju na povecanu aktivnost lutealnog tkiva kod Zivotinja tretiranih sa hCG-om

(tabela 5.4-5.5; grafikon 5.2-5.7), ali je nivo progesterona bio nizi u poredenju sa
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zivotinjama koje su tretirane sa hCG-om koje su prijavili Stevenson i sar. (2012), uprkos
¢injenici da smo koristili 1500 IU hCG. Ova razlika moze poticati u metodologiji za
odredivanje progesterona (razlike u RIA testu i proceduri), ili razlika u prirodnoj
proizvodnji progesterona i njegovom nivouu krvnom serumu kod krava simentalske rase.
Posto je nase odredivanje koncentracije P4 u krvnom serumu kod HolStajn-Frizijskih
krava (Vukovi¢ i sar., 2016) sprovedeno koriste¢i istu metodologiju (RIA test), dalo
rezultate uporedive sa sadasnjim nalazima, razliku koju su objavili Stevenson i sar. (2012)
verovatno poti¢e iz metodologije RIA procedure. Nadalje, Valton i dr. (1989) su nasli
nivoe progesterona kod krava rase HolStajn koje su tretirane hCG-om sli¢nije naSim.
Medutim, i pored moguce razlike u nivou progesterona koja potice od metodologiji
njegovog odredivanja, u nasim rezultatima pokazali smo jasno statisticki znacajno visu
koncentraciju progesterona u krvnom serumu zivotinja koje su tretiran hCG-om nakon

osemenjavanja.
6.4. Korelacija koncentracije progesterona u krvnom serumu i mleku

Koncentracija progesterona u serumu i mleku u naSem eksperimentu pokazala je
relativno nisku korelaciju na dan 14 (r = 0.4273, graf.5.8), sa mnogo ve¢om korelacijom u
kasnijim danima ispitivanja (r = 0.6139 i r = 0.5165, 21 i 28 dana, graf.5.9-10). Pazljivim
odabirom i1 manjim brojem eksperimentalnih Zivotinja moguce je posti¢i viSi nivo
korelacije izmedu vrednosti progesterona krvi i mleka, jer su Dobson i sar. (1975) dobili
koeficijent regresije od r = 0,88 sa samo 4 eksperimentalne Zivotinje. Stavise, isti autor je
izvestio da je jedna od eksperimentalnih Zivotinja imala visoku koncentraciju P4 mleka na
dan estrusa, §to se nije odrazilo na odgovarajuéi uzorak plazme. Testiranje odmah po
uzorkovanju ( tzv. “on-site” ili “side-cow” testovi) verovatno daje bolju korelaciju zbog
toga Sto se uzorak mleka testira na progesteron neposredno nakon uzimanja, ¢ime se
izbegavaju transport i konzerviranje uzoraka. Sa tim se takode izbegava negativan uticaj
separacije mle¢ne masti i sli¢énih posledica zbog odlaganja analize uzoraka, a koji mogu
imati uticaj na kvantifikovanje progesterona u uzorku. Poredenje dva tipa enzimoimuno-
eseja (enzim sa ¢vrstom fazom EIA - SDEIA i Direct EIA - DEIA) i radioimunoeseja
(RIA) za merenje koncentracija progesterona u govedoj plazmi, obranom mleku i punom
mleku Colazo i sar. (2008) su dobili znacajnu korelaciju izmedu RIA i SPEIA (r = 0,60, p
<001) za uzorke za koje se oCekuje da imaju visoku koncentraciju progesterona, sto je

usporedivo s nasim rezultatima za 21 dan nakon VO. Medutim, u istrazivanju Colazo i sar.

73



(2008) je bilo i relativno mali broj zivotinja, tj. samo 6 krava u diestrusu i 6 krava u
estrusu. Imajuéi u vidu da je ukupan broj eksperimentalnih Zivotinja u nasoj studiji bio
110, i da je nase istrazivanje sprovedeno na terenu, nas je misljenje da smo dobili dobru

korelaciju izmedu dve metode odredivanja P4 koje smo koristili u nasem istrazivanju.
6.5. Koncentracija progesterona i dijagnostika graviditeta

Odredivanje koncentracije progesterona u plazmi ili mleku moze da dostigne
tacnost izmedu 75% do 85% u identifikaciji gravidnih krava (Arthur i sar., 1996), sa
gotovo 100% tacnosti u identifikaciji negravidnih krava (Ioungkuist, 1997).
Uporedivanjem osam razli¢itih komercijalnih progesteronskih test kitova na farmi Nebel i
sar. (1989) su izvestili da je osjetljivost testova izmedu 75% - 86%, dok se specifi¢nost
testova kretala izmedu 89% - 99%, respektivno. Za razliku od ovih nalaza, Pieterse i sar.
(1990) je ukazao na relativno visoku ta¢nosti (osetljivost, 93.1%) za dijagnostikovanje
gravidnih krava, i veoma nisku ta¢nost (specificnost, 39.3%) za dijagnostikovanje
negravidnih primenom test paketa za odredivanje progesterona u mleku Ovucheck EIA.

Relativno skoro poredenje Cetiri test sistema za odredivanje nivoa progesterona u
mleku (Karen at al., 2012) je ukazalo na Cinjenicu da se relativno visoka osetljivost moze
dobiti koris¢enjem razlicitih testova (79.2% - 100%). Medutim, postojala je i1 niska
specificnost razli¢itih sistema za testiranje progesterona u mleku (46.3% - 66.6%).
Koriste¢i Ovucheck® Milk progesteron test u ranoj dijagnozi graviditeta, takode smo
dobili vrlo visoku osetljivost 1 relativno nisku specifi¢nost testa za mleko (100% 1 63%, Se
1 Sp, Gvozdi¢ 1 sar., 2011). Specificnost Ovucheck® Milk progesteron testa za ranu
dijagnozu graviditeta je takode bila relativno niska (63%), kao 1 prediktivna vrednost
pozitivnih dijagnoza (53%), jer veliki broj muznih krava koje su identifikovane kao steone
21 dana posle VO nisu potvrdeni 35. dana (Gvozdi¢ i sar., 2011). Na rezultate testa
odredivanja progesterona u mleku U ranoj dijagnozi graviditeta moze uticati koncentracija

masti u mleku ili interakcija mle¢ne masti i dana estrusnog ciklusa (Szenci i sar., 2013).
6.6. Koncentracija estradiola u krvnom serumu

Estrogeni imaju kljuénu ulogu u endokrinoj regulaciji estrusa 1 promenama
ponasanja kod krava u toku estrusa. Estradiol-17 p (E2) ima ulogu da indukuje pojavu
preovulatornog maksimuma sekrecije LH (tzv. ,,pik* LH) po principu deSavanja ,,sve ili

nista®“ (Lymo 1 sar., 2000). Nakon S§to koncentracija estradiola u krvi prede odredeni
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»prag® dolazi do pojave pika sekrecije LH koji ¢e dovesti do ovulacije. Na drugoj strani,
ukoliko pik LH izostane ne dolazi do ovulacije sa svim posledicama koje iz toga proizilaze
(izostanak koncepcije, povadanje itd.). Iako je po pitanju nivoa estradiola i ovulacije
situacija veoma jasna, postoji veoma velika varijabilnost kada se radi o ispoljavanju
znakova estrusa, koji takode zavise od koncentracije estradiola. Prema nalazima Van
Eerdenburg i sar. (2002), koji je dao tabelarni prikaz sa skorom promena koje karakteriSu
estrus, pokazalo se da postoje izuzetno velike varijacije koje zavise od samih jedinki kao i
razlike u odnosu na stado kome pripadaju (Van Vliet i sar., 1996). Veci broj istrazivaca
koji su se bavili koncentracijom estradiola kod krava su sugerisali da je koncentracija E2 u
mleka u pozitivnoj koreliraciji sa nivoom E2 u krvnoj plazmi i izneli misljenje da je nivo
E2 u krvnoj plazmi dobar pokazatelj njegove koncentracije u mleku (Batra i sar., 1980;
Abeiavardene i sar., 1984).

Drugi izveStaji su jasno pokazali povecanje koncentracije estradiola u toku
graviditeta kod krava. Hoffmann i sar. (1997) izvestili su da koncentracije estradiola u
plazmi pocinje da se povecava oko 120 dana graviditeta kod krava; koncentracije
estrogena nastavile su da rastu kako je gestacija napredovala. Patel i sar. (1999) koristili su
ekstrakciju organskim rastvara¢ima, te¢nu hromatografiju i RIA da bi kvantifikovali nivo
slobodnih estrogena u krvnoj plazmi, i ustanovili da se koncentracija estrogena zna¢ajno
raste tokom svakog trimestra.

Istovremeno su viSe istrazivaca u svojim studijama kvantifikovali nivo estrogena
(estron, E1; 17b-estradiol, E2) u mleku tokom graviditeta kod krava (Monk i sar., 1975;
Malekinejad i sar., 2006). Tako Monk i sar. (1975) navode da je koncentracija E2 u prvom
trimestru 85 pg/mL, dok se kasnije javljaju nize koncentracije E2, tako da je u drugom
trimestru zabelezen nivo od 52 pg/mL, 1 49 pg/mL u treCem trimestru gestacije.
Malekinejad i sar. (2006) su u svojoj studiji izvestili da su, koris¢enjem te¢ne
hromatografske masene spektrometrije za detekciju E1 i E2 u mleku od 5 gravidnih krava,
zabelezene koncentracije E1 bile u proseku 9, 57 i 118 pg/mL, a koncentracije E2 u
proseku 10, 20, i 21 pg/mL u 1-om, 2-om i 3-em trimestru. Klju¢ni problem ovih studija
jeste da su za svaki trimestar bile kori$¢ene razlicite Zivotinje, dok je u naSim ispitivanjima
nivo estradiola odredivan kod istih jedinki kao na dan detekcije estrusa tako i 21 dana
nakon estrusa. Rezultati naSih istraZzivanja su pokazali da smo zabelezili vrednosti
koncentracije estradiola koje su u skladu sa podacima koje navode Malekinejad i sar.

(2006), ali 1 nesto vise vrednosti u odnosu na navode Pepe-Zambito i sar., (2008).
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Rezultati nasih istrazivanja su pokazali da je koncentracija estradiola u krvnom
serumu statisti¢ki znacajno visa kod krava ogledne grupe O, kako 0. dana (u odnosu na sve
ostale grupe; grafikon 5.17) tako 21. dana ispitivanja (u odnosu na ogledne grupe C i P;
grafikon 5.18). Kada je izvrSena podela unutar grupa na steone i nesteone krave moze se
primetiti da se obim statistcki znacajnih razlika smanjuje kod steonih krava (grafikon 5.19
1 5.20), dok je nesteonih krava statisticki znacajno visa vrednost estradiola utvrdena kod
krava grupe O u odnosu na grupu C i OPN (grafikon 5.21) i to 0. dana ispitivanja, kao i
kod iste grupe krava u odnosu na grupe CN i PN (grafikon 5.22). Ovakav nalaz ukazuje na
mogucnost da je u oglednoj grupi O sinhronizacija estrusa bila nesto efikasnija u pogledu
razvijenosti folikula i stimulacije ovulacije. Ako se posmatra krajnji efekat programa
kontrole reprodukcije, a to je procenat steonosti kod krava, moze se zapaziti da je ovaj
tretman takode imao uspeha, podiZuci stepen koncepcije za 22% u odnosu na kontrolnu
grupu krava (31% u grupi C, 54% u grupi O; tabela 5.1).

Analizirajuéi vrednosti koncentracije estradiola kod steonih i nesteonih krava 0. i
21. dana ispitivanja uocava se da nije bilo statisticki znacajnih razlika u grupama C, OP i P
(grafikoni 5.23 i 5.24). Zanimljivo je, medutim, da se u oglednoj grupi O pojavljuje
statisticki znacajno visa koncentracija estradiola kod nesteonih krava 0. dana ispitivanja,
§to nije bio océekivani rezultat. Naime, ocekivali smo da se vrednosti koncentracije
estradiola O. dana ispitivanja generalno nec¢e razlikovati izmedu grupa, ali smo isto tako
imali pretpostavku da moze doc¢i do pojave statistickih razlika u vrednostima koncentracije
estradiola u odnosu na kasnije rezultate steonosti. U tom smislu je bilo ocekivano da
vrednosti koncentracije estradiola budu viSe kod krava koje ¢e kasnije biti
dijagnostikovane kao steone. Medutim, rezultati nasih istraZivanja nisu opravdali naSa
ocekivanja, Sto otvara prostor za dalji rad na proveri odredenih nejasnoca u vezi sa

variranjem koncentracije estradiola kod mle¢nih krava.
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7. ZAKLJUCCI

Procenat steonosti je statisti¢ki znacajno povisen kod zbirno prikazanih
tretiranih grupa krava (grupe O, P i OP zbirno; 52%) u odnosu na
kontrolnu grupu Zivotinja (C; 31%). Poveéanje procenta steonosti kod
tretiranih krava u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja kretalo se izmedu
22-32%.

. Najvece povecanje procenta steonosti je zabeleZeno kod krava koje su
sedmog dana nakon vestackog osemenjavanja u indukovanom estrusu
tretirane hCG-om (grupa P, 63%; grupa C, 31%; p<0.05).

Odredivanje progesterona u krvnom serumu i mleku u toku indukovanog
estrusa pokazalo je da izmedu 2-10% krava moZe biti osemenjavano sa
relativno visokim vrednostima koncentracije progesterona.

. NajviSe vrednosti koncentracije progesterona nakon estrusa i veStackog
osemenjavanja su utvrdene u svim vremenskim intervalima ispitivanja
(14, 21. 28. dana) kod ogledne grupe koja je tretirana iskljucivo hCG-om
(grupa P), i bile su statisti¢ki znacajno vise u odnosu na ostale ogledne
grupe.

. Vrednosti koncentracije progesterona kod ogledne grupe tretirane
kombinacijom gonadotropina i hCG-a (grupa OP) su bile statisticki
znacajno povisene 14. i 21 dana od estrusa i ve§tackog osemenjavanja u
odnosu na kontrolnu grupu Zivoetinja.

Vrednosti koncentracije progesterona u mleku su bile statisticki znacajno
poviSene 21. i 28. dana od indukovanog estrusa i veStackog
osemenjavanja kod krava ogledne grupe tretirane iskljucivo hCG-om
(grupa P) u odnosu na kontrolnu grupu krava.

Tretman hCG-om sedmog dana nakon indukovanog estrusa dovodi do
povecane lutealne aktivnosti i veceg procenta steonosti kod krava
simentalske rase.

Odredivanje koncentracije estradiola u krvnom serumu krava

simentalske rase u toku indukovanog estrusa i 21. dana od estrusa nije se
pokazalo kao pouzdan parametar za procenu funkcionalnog stanja

jajnika.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

Apawm B. Wyny6ypuh

lNoTnucaHu-a

Opoj ynuca 2010/5020

UsjaBrbyjem
Aa je 4OKTOpCKa avcepTaumja noa HacrnoBoM

UcnutuBamwe napameTtapa epukacHOCTU penpoayKLumnje BUCOKOMNEYHUX KpaBa
HaKOH CUHXPOHU3aLuMje ecTpyca u cTumynaumje nyreanHe pyHKumje

e pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXXMBaYKor paaa,

e [a npegnoxeHa guceprtauumja y LenvHn HX y enosrmMa Huje 6una npeanoxeHa
3a fobujarne 6unNo koje AunnomMme npema CTyAujCKMM nporpammma Apyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBaA,

e [a Cy pe3ynTaTi KOPEKTHO HaBeAEHU U

e [la HMCaM KpLUMO/Na ayTopcka npaea U KOPUCTUO UHTENEKTYarnHy CBOjUHY APYruX
nuua.

22.05.2019. MoTnuc pokropaHaa

Y beorpagay,




Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Mwme n npesnme aytopa __ Agam B. LUyny6ypuh

Bbpoj ynuca 2010/5020

Ctyanjckn nporpam OAC09

Hacrnoe paga UcnutnBawe napamerapa edMkKacHOCTU  penpoaykuuje
BUCOKOMJIEYHMX KpaBa HaKOH CUHXPOHU3auuje ecTpyca U cTUMynauuje nyreanHe
dyHKUMje

MeHTOp Mpod. ap OparaH 'Bo3auh
MoTnucann

nsjaBroyjeM ga je wTamnaHa Bep3vja MOr OOKTOPCKOr paja MCTOBETHa eNeKTPOHCKO)
Bep3nju Kojy cam npegao/na 3a objaBrbMBakbe Ha noptany  AurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uteTa y beorpany.

[o3sorbaBam ga ce objaBe Moju NUYHK Nogaumn Be3aHu 3a fobunjakbe akagemcKor 3Bata
AOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy uMme 1 npesvmMme, roguHa u mecto pohewa n gatym ogbpaHe

paga.

OBy nNnyHM nogaum mory ce 06jaBuTK Ha MpPEXHUM CTpaHuuama gurutanHe 6ubnuoreke,
y eNeKTPOHCKOM KaTanory ny nyénukaumjama YHusepauteta y beorpagy.

MoTnuc pokTopaHaa

Y beorpaagy, _22.05.2019.




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuepautetcky 6ubnuoteky ,CBetosap Mapkosuh® ga y [AurutanHu
penosuTtopujym YHuBepsuteTa y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nog
HacrnoBoOM:

UcnuTuBawe napameTapa edoMKACHOCTU PENPOAYKLMje BUCOKOMAEYHUX KPpaBA
HOKOH CUHXPOHM3ALMje eCTPYCda U CTUMYAALUje AyTeaAHe DbyHKLUMje

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

[ucepTaumnjy ca cBum npunosvma npegao/na cam y eriekTpoHCKOM ¢popmMaTy NorogHom
3a TpajHO apxmBMparE.

Mojy ookTopcKy aucepTtauujy noxpaweHy y AurmtanHu penosntopujym YHuBepsuteTa y
Beorpagy mory ga kopucte CBW Koju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nunueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyyumo/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTopCTBO - HEKOMepLUmjarnHo

3. AyTopcTBO — HekomepuumjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjarnHo — AenUTU NoA UCTUM YCNoBMMa
5. AytopctBo — 6e3 npepage

6. AyTOopCTBO — O€enuUTu rnog UCTUM ycrioBuma

(Monumo Jda 3aoKpyxuTe camMoO jeoHy of LecT MoHyheHux nuueHuu, Kpatak onuc
nvueHumM 4arT je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc pokropaHaa

Y Bbeorpagy, 22.05.2019.




