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Ouausepa Banuuh, U. b. JoBanosuh, Cetsiana Munanosuh, Musban Bennuxosuh, /1. I'sozauh!

E®EKAT JOJABAIBA CEJIEHA (Promtselen®) HA KOHUEHTPALIMJY
MDA N YYECTAJIOCT 3AOCTAJAIBA ITOCTE/BUIE KOl KPABA
KOJUMA JE HHAYKOBAH ITAPTYC

Kparak cagpaxaj

Bpeme oko nmapTyca Kox MIICYHHX KpaBa CMaTpa Ce HajOCETJbHBH]HUM IIEPHOIOM ca BHINE acrekaTa, Mehy
KOjIMa ce MOCce0HO HMCTHYY IpecTpojaBambe METa0oNM3Ma y MpaBlly JIaKTalMje W MOCIeIudHO MmoBehame
OKCHIATHBHOT cTpeca opranu3zma. Ocum Tora, mHAyKuHja nopohaja y3 momoh PGF,, momarHo nosehasa
Y4ECTaJIOCT PETEHLU]e IOCTEJbULIE.

VY cucrem oxbpaHe 0] OKCHIATHBHOI CTpeca YKIbYYCHH Cy HeeH3UMCKH Mojekyiu (Butamuuu C u E u
TJIyTATHOH) W CH3UMH: CYIIEPOKCH IMCMyTa3a, Katajasa i [IyTaTHOH nepokcuaasa. CeleHOeH3UM Iy TaTH-
OH MEePOKCHAa3a PeayKyje HacTaae XHAPOIEPOKCHAS MACHHUX KHCEIHHA, YMME TPEKHAa JaHYaHy PeaKLHjy
omrrehema numuaa henujcke membpane. Manonananaexun (MDA), HacTa0 HEEH3UMCKUM IETIambeM JIUIHA-
HHX XHJPOIEPOKCH/Ia, MOXKE YHAKPCHO JIa Ce BEXkKE 3a JApyre OHOJOIIKE MOJICKYJIS, YUME JOBOH 10 LIUTOTOK-
cuaHOCTH U MyTarenoctr. Konrentparmja MDA y KpBHO]j IUTa3MH TIpeICTaBiba H00ap MHIMKATOD CTETeHA
OKCHAATHBHOT omITehierha JINIHAA Y OPraHu3My.

[wsb Hamer pana je 610 Ja yCTaHOBHUMO IpoMeHe KoHleHTpanuje MDA y KpBHOj IJ1a3MU TOKOM TeJbeHha
1 y TIepUIapTaaIHOM Iepruoay, 12 caTi Ipe ¥ HaKOH IapTyca, Kao U YCIEITHOCT H30anuBamba MOCTEIBHIIE KO
KpaBa 4HjH je Topohaj HHAYKOBaH MPOCTATIaHIHHOM.

Ornen je wu3BpiIeH Ha KpaBama XOJIUTajH-QPU3MjCKE pace MOACEHUM Yy Tpu rpyme: 1)
HecyIUIeMEeHTHpaHa KOHTpoiHa rpyna (n=9), 2) rpymna tperupana ca 20 ml (n=11) u 3) ca 40 ml (n=13)
Promtselena® 30 mana npe napryca. Konnenrpannja MDA y kpBu je onpehusana ciekTpohoTOMETpH]jCKH.

Konuentpanuje MDA y mna3mu kpaBa cyruieMenTupanux ca 20 ml Promtselena 12 gacoBa mpe mopobhaja
(4,59 + 1,20), rokom nopobhaja (4,44 + 0,68) u 12 yacoBa HakoH nopohaja (4,67 + 0,80), Guie cy 3HaUajHO
HIDKE Y OJIHOCY Ha KOHTpOJHY Tpymy. ['pyma Tpetupana ca 40 ml Promtselena je o1 cBHX mocMaTpaHHX JKH-
BOTHIbA UMaJla Haju3pasuTuje cMameme BpeaHoctn MDA y mmasmu 12 catu npe napryca. Tpermanu ca 20
ml u 40 ml Promtselena® pesynrtupanm Cy 3Ha4ajHAM CMambEHEM YUYECTAIOCTH PETEHIHjE IOCTEJBUIIE
(38,2% u 30,8%) y ogHOCY Ha HeTpeTupaHy rpymy (66,67%).

Moxemo 3aksbyunt aa armrkandja 20 ml u 40 ml Promtselena 30 nana npe unaykiuje nopohaja pesyn-
THpa CTATUCTHUYKH 3HAYajHUM cMambeteM MDA y mia3Mu TOKOM TIEPUITAPTaIHOT IEPHOJIA, KA0 U 3HAYAJHHUM
CMAFbEHEM YUECTATIOCTH 320CTajarba MOCTEIBHIIE.

Kuwyune peuu: kpase, pemenyuja nocmeswuye, MDA.

! ®akysrer BetepuHapcke MeauIuHe, YHuBep3uteT y Beorpamy, Cpouja.
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EFFECTS OF SELENIUM SUPPLEMENTATION (Promtselen®) ON MDA CONCENTRATION
AND FREQUENCY OF RETAIND PLACENTA IN COWS WITH INDUCED CALVING

Abstract

The time close to calving in dairy cows is considered as the most sensitive period from more aspects,
among which most relevant are the metabolic shift due to lactation and subsequently increased oxidative stre-
ss. Besides, PGF,,, induction of delivery additionally increases the incidence of retained placenta. The oxida-
tive stress defense mechanisms consist of nonenzymatic molecules (vitamins C and E, glutathione) and enzy-
mes: superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase.

The selenoenzyme glutathione peroxidase reduces the formed fatty acids hydroperoxides, thus interruptting
the chain reaction of damage to the cell membrane lipids. Malondialdehyde (MDA), formed by nonenzymatic
fission can cross link to other biological molecules which results in cytotoxicity and mutations. The
concentration of MDA in blood plasma is a good indicator of the degree of oxidative damage in the organism.

The aim of this study was to determine changes in MDA concentration in the blood plasma during
calving and in the peripartal period, 12h before and after calving, as well as the success rate in the expulsion
of the placenta in cows with prostaglandin induced delivery.

The experiment was done on dairy Holstein Friesian cows allotted into 3 groups: 1) not supplemented
control group (n=9), 2) group treated with 20 mL (n=11) and 3) with 40 mL (n=13) Promtselen® 30 days be-
fore calving. MDA plasma concentration was measured spectrophotometrically.

Plasma MDA concentrations in cows supplemented with 20 mL Promtselen® 12h before calving were
(4.59 £ 1.20), at calving (4.44 £ 0.68) and 12h after delivery (4.67 + 0.80), were significantly lower compared
to the control group. The group treated with 40 mL Promtselen® had the lowest MDA results of all groups at
12h after calving. Treatments with 20 mL and 40 mL Promtselen® resulted in a significant decrease in pla-
centa retention (38.2% and 30.8%) compared with the control group (66.67%).

It can be concluded that application of 20 and 40 mL Promtselen® 30 days before induction of calving re-
sulted in a statistically significant reduction of plasma MDA concentrations during the peripartal period, as

well as with a significant reduction in retained placenta.

Key words: dairy cows, placenta retention, MDA.
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UvOD

Peripartalni period kod mle¢nih krava se smatra
medu kojima se posebno istiu prestrojavanje meta-
bolizma u pravcu laktacije, adaptacija mikroflore bu-
raga na promenjeni dijetarni rezim i odrzavanje efi-
kasnog imunskog sistema. Ovakve fiziololoske pro-
mene rezultiraju posledi¢nim povecanjem oksidativ-
nog stresa. Cinjenica je da je u¢estalost metabolickih
i infektivnih oboljenja znatno povecana kada su os-
tranzicioni period je u intervalu od tri nedelje pre
partusa do 2-3 nedelje nakon istog (Drackley,
1999). Naime, tokom ovog perioda dolazi do pre-
laska iz graviditeta i zasuSenja u negravidno stanje i
laktaciju. Tokom ovog perioda, pored pojacanog ok-
sidativnog stresa, znacajan je i pad urodenog i ste-
¢enog imuniteta (Mallard i sar., 1998).

Zaostajanje posteljice je jedinstvena pojava kod
krava i bivolica i javlja se u intervalu od 3% do 39%
partusa (Kimura i sar., 2002). Patologija graviditeta i
partusa je slozena i ¢esto se uzrocnici, kao i nastale
posledice, prepli¢u. Emanuelson i sar. (1993) su pot-
vrdili da otezan partus i retencija posteljice imaju
kao ¢estu posledicu pojavu endometritisa, koji rezul-
tira poremecajima na nivou jajnika i tihog estrusa. Iz
svega navedenog, oCigledno je da pojava zaostale
posteljice predstavlja uzrok velikih ekonomskih gu-
bitaka na farmama mle¢nih krava.

Mnogobrojni objavljeni radovi sugerisu da ne-
adekvatan sadrzaj antioksidansa u obrocima dodatno
povecava stepen oksidativnog stresa, kao i ucestalost
zaostajanja posteljice kod mle¢nih krava. Intenzivna
istrazivanja koja su se vodila tokom prethodnih de-
cenija potvrdila su da je suplementacija selenom efi-
kasna mera u smanjivanju ucestalosti pojave zaosta-
le posteljice (Harrison i Hencock, 1999). Eager i sar.
(1985) su, tokom trogodisnje studije sprovedene na
preko 600 visokomle¢nih krava, ustanovili da je in-
tramuskularna aplikacija Se signifikantno smanjila
ucestalost zaostajanja posteljice, kako kod prvotelki,
tako 1 kod visetelki. Jakowski (1987) je ispitivao sta-
tus selena na 102 krave. Grla koja su imala prosecan
sadrzaj Se u krvi ispod 30 ng/mL su u 21,5% sluca-
jeva imale zaostajanje posteljice nakon partusa, dok
su krave koje su imale prosecan sadrzaj Se u krvi
iznad 30 ng/mL razvile retenciju u svega 5,6% slu-
Cajeva. Wentink i sar. (1988) su postigli skoro

istovetne rezultate kod 110 krava ispitivanih na
podrucju Holandije.

Selen ispoljava svoju biohemijsku aktivnost pre-
ko enzima glutation peroksidaze (GSH-Px) i dejodi-
naza (ID1, ID2 i ID3). Aktivnost GSH-Px zavisi od
statusa Se zivotinje i definisana je logaritamskom
jednacdinom.

GSH-Px je jedan od klju¢nih enzima u odbrani
¢elije od oksidativnog stresa. Njen efekat se ogleda u
prekidanju kaskadne reakcije peroksidacije lipida
time §to redukuje nastale hidroperokside masnih
kiselina u odgovarajué¢e manje toksi¢ne alkohole.

Toksiéni malondialdehid (MDA) koji nastaje ne-
enzimskim cepanjem lipidnih hidroperoksida moze
unakrsno da se veze za druge bioloske molekule, ¢ime
dovodi do citotoksi¢nosti 1 mutagenosti. Koncen-
tracija MDA u krvnoj plazmi predstavlja dobar in-
dikator stepena oksidativnog oStecenja lipida u orga-
nizmu. Interesantni su radovi Brzezinske-Slobo-
dzinske i sar. (1994) i Kankofer (2001), koje navode
da sa priblizavanjem termina teljenja dolazi do porasta
koncentracije MDA u posteljici visokomle¢nih krava.
Bouncuore i sar. (1994) su uocili i uticaj partusa
(prirodni vs. carski rez) na stepen oksidativnog stresa
majke 1 mladunceta. Ahmet i sar. (2009) su potvrdili
signifikantno veée vrednosti MDA (p<0,05) u krvi
bivolica sa zaostalom posteljicom.

Cilj naseg rada je bio da ustanovimo promene
koncentracije MDA u krvnoj plazmi tokom teljenja i
u peripartalnom periodu, 12h pre i nakon partusa
krava suplementiranih razli¢itim dozama Se (Promt-
selen®), kao i uspeSnost izbacivanja posteljice kod

krava ¢iji je porodaj indukovan prostaglandinom
PgF2a.

MATERIJAL I METODE

Ogled je izvrSen na ukupno 33 mle¢ne krave
Holstajn-frizijske rase podeljene u tri grupe: 1) ne-
suplementirana kontrolna grupa (n=9): 2) grupa
tretirana sa 20 ml (n=11) i 3) sa 40 ml (n=13) Promt-
selena® 30 dana pre indukcije partusa. Sastav pre-
parata Promtselen® je: vitamin A-palmitat 50.000
ij./ml, holekalciferol 25000 1ij./ml, RRR-a-to-
koferilacetat 20 mg/ml, natrijum-selenit, pentahidrat
0,5 mg/ml.

Porodaj je indukovan aplikacijom preparata pro-
staglandina PgF2 o.. Uzorci krvi su uzimani venepun-
keijom u heparinisane epruvete 12 Casova pre partusa,
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tokom partusa i 12 ¢asova nakon teljenja. Klinickim
pregledom je utvrden status posteljice nakon teljenja.
Tokom ogleda krave su drzane i hranjene u skladu sa
standardnom tehnoloskom i zootehni¢kom procedurom
koja se primenjuje na farmi. Zdrastveno stanje svih
eksperimentalnih Zivotinja je svakodnevno praéeno.

Uzorci pune krvi su centrifugovani na 1500xg
tokom 20 minuta nakon Cega je izdvojena plazma
odlivena u minitube. Uzorku od 0,30 ml nehemoli-
zovane plazme je dodato 3,0 ml ortofosforne
kiseline (1%), 1 ml rastvora 2-tiobarbiturne kiseline
(0,6%) 1 0,10 ml rastvora FeSO, (28mg FeSO, x
7H,0 u 10 ml vode). Uzorci sa svim dodatim rea-
gensima su inkubirani 60 minuta u vodenom ku-
patilu sa kljuéalom vodom. Nakon hladenja dodato
je 4,0 ml n-butanola. Uzorci su zatim centrifugovani
na 4000 obrtaja/min. tokom 15 minuta. Izdvojeni
butanolni sloj je pazljivo propipetom odvajan u pret-
hodno obelezene epruvete. Merena je spektrofoto-
metrijski apsorbansa butanolnog sloja na 535 nm
(Eo). Nulta proba je bio rastvor n-butanola. Koli¢ina
MDA (TBK broj) u plazmi je izra¢unata iz formule:

MDA (umol/L)= Eo x 85,47

REZULTATI

Zaostala posteljica nakon teljenja je ustanovljena
kod krava kontrolne netretirane grupe u 66,67% slu-
Cajeva (6/9). Krave tretirane 30 dana pre teljenja sa
20 ml Promtselena imale su zaostalu posteljicu u
36,36% slucajeva (4/11). Najniza ucestalost, 30,79%
zaostajanja posteljice, bila je kod krava tretiranih sa
40 ml Promtselena (4/13).

Vrednosti koncentracije MDA (pumol/l) u krvnoj
plazmi mle¢nih krava (tabela 1) su odredivane 12
Casova pre partusa, tokom partusa i 12 ¢asova nakon
partusa. Koncentracija MDA u plazmi krava
suplementiranih sa 20 ml Promtselena 12 ¢asova pre
porodaja bile su 4,60+1,21 pmol/l. Vrednosti MDA
tokom porodaja (4,45+0,71 pmol/l) 1 12 casova
nakon porodaja (4,67+0,80 pmol/l) bile su statisticki
znacajno nize u odnosu na odgovarajucu kontrolnu
grupu. Grupa tretirana sa 40 ml Promtselena je od
svih posmatranih Zivotinja imala najizrazitije
smanjenje vrednosti MDA u plazmi 12 ¢asova pre
partusa (grafikoni 1, 2. i 3).

Tabela 1. Vrednosti koncentracije MDA (umol/l) u krvnoj plazmi mlecnih krava

Xsr+SD CV%
12 h pre partusa

Kontrola 5,66+0,95 16,74

20 ml Promtselen 4,60+1,21 26,33
40 ml Promtselen 4,40+1,20" 27,33

Pri partusu

Kontrola 5,76+0,98 17,05

20 ml Promtselen 4,45+0,71" 16,06
40 ml Promtselen 5,29+0,89 16,66

12 h nakon partusa

Kontrola 5,74+0,91 15,80

20 ml Promtselen 4,67+0,80 17,14
40 ml Promtselen 6,00+0,44 7,25

#p<0,05, **p<0,01
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Grafikon 1. Vrednosti koncentracije MDA (umol/l) u krvnoj plazmi mlecnih krava 12 casova pre partusa

Koncentracija MDA 12h pre partusa

MDA (mol/L)

Kontrola 20 ml Promtselen 40 ml Promtselen
*p<0,05

Grafikon 2. Vrednosti koncentracije MDA (umol/l)u krvnoj plazmi mlecnih krava tokom partusa
Koncentracija MDA pri partusu
# 3k

MDA (umol/L)

Kontrola 20 ml Promtselen 40 ml Promtselen

#%p<0,01

Grafikon 3. Vrednosti koncentracije MDA (umol/)u krvnoj plazmi mlecnih kraval2 ¢asova nakon partusa

Koncentracija MDA 12h posle partusa

Kontrola 20 ml Promtselen 40 ml Promtselen

#p<0,05
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DISKUSIJA

Finklestein i sar. (1992) su eksperimentalnim
putem na preko 50 Holstajn krava ustanovili da isto-
vremena aplikacija 50 mg natrijum selenita i 600 pg
vitamina E dovodi do smanjenja ucestalosti pojave
zaostajanja posteljice za 7%, vremena involucije ute-
rusa za 23% i skracivanja servis perioda za 16,3 da-
na. Ove vrednosti su znatno niZze od onih koje je
prethodno objavio Ivandija (1987), koji navodi zna-
¢ajno smanjenje retencije sa 51,2% na 8,8% nakon
peroralne aplikacije 0,1 mg/kg preparata selena i vi-
tamina E (1g/grlu). Nasi rezultati su izmedu navede-
nih literaturnih podataka. Zaostala posteljica nakon
teljenja je ustanovljena kod krava kontrolne netreti-
rane grupe u 66,67% slucajeva (6/9). Krave tretirane
30 dana pre teljenja sa 20 ml Promtselena imale su
zaostalu posteljicu u 36,36% (4/11) slucajeva. Najni-
za ucestalost, 30,79% zaostajanja posteljice, bila je
kod krava tretiranih sa 40 ml Promtselena (4/13).
Ocigledan je trend smanjenja ucestalosti pojave za-
ostajanja posteljice sa porastom koli¢ine suplementi-
ranog selena.

Medutim, dvogodi$nja studija koju su sproveli
Schingoethe i sar. (1982) jasno ukazuje na to da
efekti suplementacije selenom na ucestalost zaosta-
janja posteljice zavise od statusa selena kod krava,
tako da suplementacija data kravama koje su bile
adekvatno snabdevene ovim mikroelementom nije
proizvela efekte na promenu ucestalosti retencije.

Neznatne promene koncentracije MDA u plazmi
krava koje su suplementirane sa 40 ml Promtselena
u odnosu na 20 ml Promtselena su verovatno posle-
dica postignutog platoa aktivnosti GSH-Px (EC 1.
11. 1. 9) 1 njene antioksidativne zastite. Erisir i sar.
(20006) ispitivali su promene koncentracije MDA u
krvnoj plazmi krava koje su se otelile prirodnim pu-
tem ili carskim rezom, kao i u slucajevima prolap-
susa uterusa i retencije posteljice. Autori su ustano-
vili statisticki znacajan porast (p<0,001) koncentra-
cije MDA (nmol/ml) u krvnoj plazmi krava koje su
oteljene carskim rezom (5,47 + 0,30) ili bolovale od
prolapsusa uterusa (5,10 + 0,25) u odnosu na kon-
trolnu grupu (3,81 + 0,21). Interesantno je da nave-
dena grupa autora nije ustanovila statisticki znac¢ajnu
promenu koncentracije MDA u krvnoj plazmi krava
sa zaostalom posteljicom (3,33 + 0,17).

Rezultati ogleda koji smo izveli na ukupno 33
krave Holstajn-frizijske rase ukazuju na to da se
tokom peripartalnog i partalnog perioda (12 ¢asova

pre teljenja, tokom teljenja i 12 Casova nakon te-
ljenja), prosecne vrednosti koncentracije MDA u krv-
noj plazmi krava kontrolne grupe i krava suplemen-
tiranih sa 20 ml Promtselena ne menjaju, §to je u
skladu sa nalazima Erisira i sar. (2006). Medutim, uo-
¢ljivo je da su netretirane krave u nasem ogledu imale
vece prosecne vrednosti MDA (tabela 1), §to je po-
sledica manje antioksidativne zastite i intenzivnije
peroksidacije lipida.

Kankofer (2001) je ispitivala direktni sadrzaj
MDA u placentomima posteljice i ustanovila pove-
¢anje koncentracije metabolita peroksidacije lipida u
placenti krava sa retencijom posteljice. Stavise, de-
taljnija istrazivanja su potvrdila da je tokom peripar-
talnog perioda aktivnost GSH-Px u placenti signifi-
kantno visa kod krava sa retencijom. Navedena ispi-
tivanja su ukazala na to da se eventualni disbalans
izmedu proizvodnje 1 neutralizacije reaktivnih
kiseoni¢nih radikala javlja oko termina porodaja.

ZAKLJUCCI
Navedeni rezultati upucuju na sledece zakljucke:

1. Suplementacija mle¢nih krava sa 20 ml i 40 ml
preparata Promtselen® dovodi do znacajnog
smanjenja ucestalosti pojave retencije posteljice
kod krava kojima je indukovan porodaj aplikaci-
jom PgF2o.

2. Aplikacija Promtselena® 30 dana pre partusa
dovodi do smanjenja koncentracije MDA u krv-
noj plazmi. Ovo smanjenje je signifikantno
(p<0,05) za dozu od 40 ml 12 sati pre porodaja.

3. Aplikacija 20 ml Promtselena® 30 dana pre par-
tusa je rezultirala signifikantnim smanjenjem
koncentracije MDA u plazmi na porodaju
(p<0,01) i 12 sati nakon porodaja (0,05).

Ovaj rad je podrzan od strane Ministarstva za
nauku i tehnoloski razvoj Srbije, projekti TR 31050 i
TR 31003.
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