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UTICAJ STEPENA LIPOMOBILIZACIJE NA REZULTATE
TESTA OPTERECENJA GLUKOZOM KOD MLECNIH KRAVA

U TOPLOTNOM STRESU*

EFFECT OF DEGREE OF LIPOMOBILIZATION ON RESULTS OF

GLUCOSE TEST IN DAIRY COWS IN HEAT STRESS

M. R. Cincovié¢, Branislava Beli¢, M. Stevancevi¢, B. Toholj, B. Lako,

A. Potkonjak™

*

Krave izloZene toplotnom stresu pokazuju umanjenu sposobnost
mobilizacije lipida zbog povecane osetljivosti na insulin, sto se ogleda
u sniZenoj koncetraciji neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA).
Medutim, pojedine krave mogu da ocuvaju nivo lipidne mobilizacije i
posle adaptacije na toplotni stres. Pretpostavili smo da su krave koje
imaju o¢uvanu sposobnost da mobilisu lipide manje osetljive na insulin
i da slabije toleriSu glukozu. Cilj ovog rada bio je da se uporede rezul-
tati intravenskog testa optere¢enja glukozom, kod krava koje su u pro-
longiranom toplotnom stresu pokazale snizenu (NEFA, <0,20 mmol/l) ili
ocuvanu (NEFA>0,30 mmol/l) sposobnost lipidne mobilizacije.
Merena je koncentracija glukoze i koncentracija NEFA posle intraven-
ske aplikacije glukoze. Srednja vrednost glikemije nije bila statistiCki
znacajno razlicita izmedu dve grupe krava u 10, 15. i 20. minutu posle
aplikacije glukoze (p>0,05), ali je u 10. i 15. minutu postojala tenden-
cija da glikemija bude visa kod krava sa o¢uvanom lipomobilizacijom
(p<0,1). U 30, 60. i 90. minutu posle aplikacije glukoze, glikemija je
bila statistiCki znacajno visa (p<0,01; p<0,05 i p<0,05) u grupi krava
sa ocuvanom lipimobilizacijom. Vrednosti glikemije su bile sledece:
30. minut —9,91+0,21: 9,23+0.41; 60. minut — 5,41+0,5: 4,67+0,33 i
90. minut 4,31+0,39: 3,47+0,37 mmol/l. Srednja vrednost koncentra-
cije NEFA u uzorcima koji poticu od dve ogledne grupe krava nije se
statisti¢ki znaCajno razlikovala posle aplikacije glukoze. Koncentracija
NEFA je bila visa kod krava sa o¢uvanom lipidnom mobilizacijom u od-
nosu na Krave sa snizenom lipomobilizacijom u 20. i 30. minutu posle
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aplikacije glukoze (p<0,1). Posle intravenskog testa opterec¢enja glu-
kozom, koncentracija NEFA i glukoze je u znacajnoj negativnoj korela-
ciji, koja je izraZenija kod krava sa smanjenom lipomobilizacijom. Krave
sa ocuvanom lipomobilizacijom slabije tolerisu glukozu u odnosu na
krave sa umanjenom lipomobilizacijom tokom toplotnog stresa.

Kljune reci: krave, toplotni stres, intravenski test optere¢enja
glukozom, glikemija, NEFA

Uvod / Introduction

Toplotni stres kod mle¢nih krava predstavlja veliki ekonomski i zdrav-
stveni problem. Globalno zagrevanje i Sirenje toplog klimatskog pojasa imaju
negativan uticaj na proizvodnju i kvalitet mleka kod mle¢nih krava u Srbiji (Cin-
covi¢ i sar., 2009). Raniji rezultati ukazuju na fiziCke znake reakcija na toplotni
stres, a to su: poviSena rektalna temperatura, poviSen nivo respiracije i smanjen
unos suve materije hrane (Beli¢ i sar., 2010; Cincovi¢ i sar., 2011a). Promene u
koliCini i kvalitetu mleka, porast rektalne temperature i porast respiracije pred-
stavljaju znac¢ajne elemente kratkotrajne aklimatizacije, a u vezi su sa smanjenim
unosom suve materije hrane (Horowitz, 2002). Krave izloZene visokoj temperaturi
u znatno manjoj meri unose suvu materiju hrane zbog njenog kalorigenog efekta,
zbog €ega organizam troSi sopstvene rezerve i povecava se lipidna mobilizacija
(Beede i Colier, 1986). NaSa istrazivanja na kravama koje su hranjene ad libitum,
pokazala su da tokom toplotnog stresa postoji diurnalno variranje NEFA, tako da
je koncentracija masnih kiselina najviSa u toku najtoplijeg dela dana (Cincovi¢ i
sar., 2010a).

Kasnija istrazivanja u kojima su krave kontinuirano vise dana izlagane
toplotnom stresu pokazuju da je karakteristi¢an nalaz zapravo smanjena koncen-
tracija glukoze i neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA) u krvi (Bernabucci i sar.,
2010; O'Brieni sar., 2010; Cincovi¢ i sar., 2010b). To ukazuje na umanjenu lipomo-
bilizaciju. Ovaj adaptacioni mehanizam nastaje posle nekoliko dana, a objasnjen
je pove¢anom osetljivo$éu na insulin kod krava u toplotnom stresu. Insulin ima
antilipoliti¢ki efekat i pospesuje iskoriS§¢avanje glukoze u ¢elijama (Randle, 1998),
8to je dobar adaptacioni mehanizam, jer se sagorevanjem jednog grama masti
dobija znatno veca koli€ina toplotne energije. PoviSena koncentracija NEFA
povezana je sa smanjenom osetljivoS¢u na insulin (Leblanc, 2010). Shodno nave-
denom, postavljena je hipoteza da krave koje imaju oCuvanu sposobnost lipomo-
bilizacije pokazuju manju osetljivost na insulin i da slabije toleriSu glukozu.

Cilj ovog rada bio je da se uporede rezultati intravenskog testa op-
tere¢enja glukozom kod krava koje su pokazale snizenu ili oGuvanu sposobnost
lipidne mobilizacije u prolongiranom toplotnom stresu.
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Materijal i metode / Material and methods

Organizacija ogleda: Ogled je obavljen na 20 krava holstajn-fizijske
rase koje su bile u drugom i tre¢em paritetu i u sredini laktacije. Krave su drzane u
slobodnom sistemu i hranjene obro€no 2 puta dnevno. Ishrana je bazirana na
silazi i koncentrovanom delu, shodno potrebama krava. Krave su izmuzane dva
puta dnevno u izmuzistima tipa riblja kost sa zatvorenim vakuumskim sistemom.
Objekat je imao duboku prostirku, a mikroklimat je kondicioniran ventilatorima.

Ambijentalni uslovi: U svrhu izvodenja ogleda krave su tokom 7 sunca-
nih, letnjih dana drzane isklju€ivo u ispustu u periodu izmedu dve muze (od 7 do
19 h). Bile su zasti¢ene od direktnog suncevog zracenja. Temperatura i vlaznost
vazduha u ispustu mereni su 3 puta dnevno (10 h, 14 h, 18 h) i izraunavan je in-
deks toplotnog stresa (THI — temperature humidity index). THI je izracunavan
prema formuli mTHI = 0.8 x mAT + (mRH x (MAT - 14.4) + 46.4 (mTHI - srednja
vrednost THI, mAT - srednja atmosferska temperatura (°C), mRH - srednja rela-
tivna vlaznost u decimalama).

TrijaZiranje: Rektalna telesna temperatura, sréana frekvenca i frek-
venca respiracije merene su svakodnevno u periodu od 13 do 15 ¢asova po dva
puta.

Mileénost: Proizvodnja mleka merena je svakodnevno od nultog dana
ogleda u obe muze.

Intravenski test optere¢enja glukozom i metaboliti: Sedam dana nakon
izlaganja sun¢evom zracenju izvrSen je kod svih krava intravenski test opterece-
nja glukozom (0,3 g/kg telesne mase). Sedam dana je potrebno da se u potpu-
nosti ispolji metaboli¢ka aklimatizacija na toplotni stres (O'Brieni sar., 2010), $to je
uslovilo duzinu pripremnog perioda. Glukoza je aplikovana kao sterilni 50%
vodeni ratvor. Posle aplikacije glukoze, krv je uzimana 10, 15, 20, 30, 60, 90.i 120.
minuta. U uzetoj krvi je odredivana koncentracija glukoze (GOT, Point science,
USA) i NEFA (enzimski kineticki metod, Randox, UK) pomocu spektrofotomet-
rijskog analizatora Rayto-RT1904C.

Ogledne grupe i statistika. Na osnovu bazalne koncentracije NEFA do-
bijene od 1. do 7. dana pripremnog perioda formirane su dve grupe krava — grupa
krava sa snizenom lipomobilizacijom (12 krava, bazalna koncentracija NEFA<
0,20 mmol/l) i grupa krava sa o€uvanom lipomobilizacijom (8 krava, bazalna kon-
centracija NEFA>0,30 mmol/l). Ispitivana je statistiCki znaCajna razlika (t-test)
izmedu prosecnih vrednosti koncentracije glukoze i NEFA kod dve eksperimen-
talne grupe krava posle aplikacije glukoze. Ispitivan je znacCaj koeficijenta korela-
cije izmedu glukoze i NEFA kod dve eksperimentalne grupe krava. Koris¢en je
XLSTAT-2010 statisticki paket.
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Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Indeks temperature i vlaznosti vazduha (THI, Temperature Humidity
Index) ukazuju na blag do umeren toplotni stres (grafikon 1). Znaci adaptacije na
toplotni stres su brojni — porast rektalne temperature, porast frekvence respiracije,
porast pa pad sr€ane frekvence i pad proizvodnje mleka. Ove promene se nisu
razlikovale u funkciji koncentracije NEFA, pa su predstavljene kao prosecne vred-
nosti za obe ogledne grupe krava (tabela 1).
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Grafikon 1. Vrednost THI u pripremnom periodu (1-7) i na dan izvodenja testa opterec¢enja
glukozom (8) /
Graph 1. THI values at preparatory period (1-7) and on day of glucose tolerance test (8)

Tabela 1. Frekvenca respiracije i sréane kontrakcije, rektalna temperatura i proizvodnja
mleka u pripremnom periodu (1-7) i na dan izvodenja testa opterecenja glukozom (8) /

Table 1. Frequency of respiration and heart contractions, rectal temperature, and milk production in preparatory
period (1-7) and on day of glucose tolerance test (8)

Rektalna temperatura | Koli¢ina mleka / Respiracija / Sréana frekvenca /
Rectal temperature Milk yield_ L) Respiration, (/min) | Heart rate, (/min)
1 38,75 21,8 56 52
2 38,91 21,5 61 59
3 39 20,64 63 58
4 39,04 20,12 67 57
5 39,05 19,8 68 55
6 39,23 19,9 68 50
7 39,3 19,5 69 53
8 39,07 20 65 56
Utli)ig dana/ <0,01 <0,05 <0,05 NS




Vet. glasnik 66 (1-2) 3 - 11 (2012) M. R. Cincovi¢ i sar.: Uticaj stepena lipomobilizacije na
rezultate testa optere¢enja glukozom kod mlec¢nih krava u toplotnom stresu

Srednja vrednost glikemije (tabela 2) nije bila statistiCki znacajno
razliCita u 10, 15. i 20. minutu posle aplikacije glukoze (p>0,05), ali je u 10. i 15.
minutu postojala tendencija da glikemija bude viSa kod krava sa o¢uvanom lipo-
mobilizacijom (p<0,1). U 30. minutu posle aplikacije, glikemija je bila statistiCki
znacajno visa kod krava sa o¢uvanom lipidnom mobilizacijom u odnosu na krave
sa umanjenom lipomobilizacijom (9,91 = 0,21: 9,23 = 0.41 mmol/l; p<0,01).
Krave sa oGuvanom lipidnom mobilizacijom su pokazale zna¢ajno visu glikemiju u
60. (5,41 = 0,5:4,67 = 0,33 mmol/l; p<0,05) i 90. minutu (4,31 = 0,39: 3,47 =
0,37 mmol/l; p<0,05) posle aplikacije glukoze.

Tabela 2. Koncentracija glukoze u krvi (mmol/l) posle aplikacije glukoze |
Table 2. Glucose concentration in blood (mmol/l) following glucose application

Koncetracija glukoze (mmol/l) /
Vreme posle aplikacije Glucose _concentration (mmol/])
glukoze (minuti) / Krave sa o8uvanom Krave sa snizenom P
ﬂme ‘qﬂﬂ g]ycose lipidnom mobilizacijom / | lipidnom mobilizacijom /
application (minutes) Cows with preserved lipid | Cows with decreased lipid
mobilization mobilization
0 2,4+0.45 2,6+0.51 NS
10 8,85+0.29 8,4+0.58 NS (<0,1)
15 8,99+0.22 8,66+0.41 NS (<0,1)
20 9,21+0.19 9,02+0.12 NS
30 9,91+0.21 9,23+0.41 <0,01
60 5,41+0.5 4,67+0.33 <0,05
90 4,31+0.39 3,47+0.37 <0,05
120 3,3+0.52 2,8+0.55 NS

Srednja vrednost koncentracije NEFA u uzorcima koji poti¢u od dve
ogledne grupe krava (tabela 3) nije se statistiCki znacajno razlikovala posle aplika-
cije glukoze. Koncentracija NEFA je pokazivala tendenciju da bude visa kod krava
sa ocuvanom lipidnom mobilizacijom u odnosu na krave sa snizenom lipomobili-
zacijom u 20. i 30. minutu posle aplikacije glukoze (p<0,1).

Korelacija izmedu koncentracije glukoze i NEFA posle optereéenja
glukozom je negativna u obe grupe krava, ali je izraZzenija kod krava sa smanje-
nom lipidnom mobilizacijom (-0,541 : -0,612). Ovaj nalaz nije statistiCki znacajan.

Opseg kretanje glikemije i koncentracije NEFA u krvi posle intraven-
skog testa opterecenja glukozom odgovara prethodno dobijenim rezultatima bro-
jnih istrazivac¢a (Jaakson i sar., 2010; Samanc i sar., 2009; Itoh i sar., 1998). Ovo
govori u prilog Cinjenici da krave tokom toplotnog stresa imaju oCuvan sistem za
odrzavanje homeostaze glikemije.
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Tabela 3. Koncentracija NEFA u krvi (mmol/l) posle aplikacije glukoze /
Table 3. NEFA concentration in blood (mmol/l) following glucose application

o Koncetracija NEFA / NEFA concentration (mmol/l)
Vreme posle aplikacije N -
glukoze (minuti) / Krave sa oGuvanom Krave sa snizenom
Time after glicose lipidnom mobilizacijom / lipidnom mobilizacijom / P
application (minutes) Cows with preserved lipid Cows with decreased lipid
mobilization mobilization
Signifikantno po
uslovu ogleda /
0 0,31 0,18 Significant per ex-
eriment conditions
10 0,25+0.09 0,17+0.1 NS
15 0,17+0.09 0,15+0.05 NS
20 0,14+0.05 0,11+0.08 NS (<0,1)
30 0,13+0.07 0,10+0.05 NS (<0,1)
60 0,12+0.04 0,11+0.05 NS
90 0,2+0.025 0,18+0.03 NS
120 0,22+0.05 0,17+0.031 NS

Najveéi broj rezultata ukazuje na to da tokom toplotnog stresa dolazi
do pada koncentracije NEFA i glukoze, bez obzira na uslove ogleda (Ronchi,
1999; Wheelock i sar., 2010). Snizena koncentracija glukoze, uz povisSen klirens
glukoze tokom toplotnog stresa nastaju kao rezultat endokrinih izmena, a pre
svega zbog porasta koncentracije insulina (Itoh i sar., 1998; O'Brien i sar., 2010).
Organizam krava sa o¢uvanom lipomobilizacijom postaje manje tolerantan na
glukozu tokom toplotnog stresa, $to se ogleda u znatno viSoj koncentraciji glu-
koze u 30, 60. i 90. minutu posle testa optere¢enja.

Poznato je da poviSena vrednost NEFA ukazuje na rezistenciju na in-
sulin (Leblanc, 2010; Le Marchan-Brustel i sar., 2003), ¢ime se moze objasniti
smanjeni klirens glukoze kod krava sa vis§im vrednostima NEFA tokom toplotnog
stresa. Medutim, rezultati kod gojaznih krava koje su izlozene toplotnom stresu
pokazuju da ove krave imaju znacajno viSu koncetraciju NEFA, ali znacajno nizu
glikemiju (Cincovi¢ i sar., 2011b), §to je iznenadujuci nalaz ako se uzme u obzir da
su gojazne krave viSe rezistentne nainsulin. Relacija izmedu iskori§¢avanja masti i
glukoze za odrzavanje energetskih potreba kod krava u toplotnom stresu zahteva
dalje istrazivanije.

Zakljucak / Conclusion

Krave sa o¢uvanom lipomobilizacijom slabije toleriSu glukozu u od-
nosu na krave sa umanjenom lipomobilizacijom tokom toplotnog stresa. Posle in-
travenskog testa optereéenja glukozom koncentracija NEFA i glukoze je u znacaj-
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noj negativnoj korelaciji, a ta korelacija je izraZzenija kod krava sa smanjenom lipo-
mobilizacijom.
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ENGLISH

EFFECT OF DEGREE OF LIPOMOBILIZATION ON RESULTS OF GLUCOSE TEST
IN DAIRY COWS IN HEAT STRESS

M. R. Cincovi¢, Branislava Beli¢, M. Stevancevi¢, B. Toholj, B. Lako, A. Potkonjak

Cows exposed to heat stress exhibit a decreased ability to mobilize lipids due
to increased sensitivity to insulin, which is expressed in a decreased concentration of
NEFA. However, certain cows can preserve the level of lipid mobilization after adapting to
heat stress. We assumed that cows that have a preserved ability to mobilize lipids are less
sensitive to insulin and that they have a lower tolerance for glucose. The aim of this work
was to compare the results of an intravenous glucose tolerance test in cows that exhibited,
in prolonged heat stress, a decreased (NEFA<0.20 mmol/l) or preserved (NEFA>0.30
mmol/l) ability for lipid mobilization. Glucose concentration and NEFA concentration were
measured following intravenous application of glucose. The mean glycaemic index value
did not differ statistically significantly between the two groups of cows at 10, 15 and 20 min-
utes after glucose application (p>0.05), but there was a tendency at 10 and 15 minutes for
the glycaemia to be higher in cows with preserved lipomobilization (p<0.1). At 30, 60 and
90 minutes after glucose application, glycaemia was statistically significantly higher
(p<0.01; p<0.05 and p<0.05) in the group of cows with preserved lipomobilization. The
glycaemic index values (mmol/l) shown in the same order (30, 60 and 90 minutes) were as
follows 9.91+0.21: 9.23+0.41; 5.41=0.5: 4.67+0.33 and 4.31=0.39: 3.47=0.37. The
mean value for NEFA concentration in samples originating from the two experimental
groups of cows did not differ statistically significantly following glucose application. The
NEFA concentration showed a tendency to be higher in cows with preserved lipid mobiliza-
tion in comparison with cows with decreased lipomobilization at 20 and 30 minutes after
glucose application (p<0.1). Following the intravenous glucose tolerance test, NEFA and
glucose concentrations were in a significant negative correlation, and that correlation was
more expressed in cows with decreased lipomobilization. Cows with preserved lipomobili-
zation have a lower tolerance for glucose than cows with a decreased lipomobilization dur-
ing heat stress.

Key words: cows, heat stress, intravenous glucose tolerance test, glycaemia, NEFA

10



Vet. glasnik 66 (1-2) 3 - 11 (2012) M. R. Cincovi¢ i sar.: Uticaj stepena lipomobilizacije na
rezultate testa optere¢enja glukozom kod mlec¢nih krava u toplotnom stresu

PYCCKUN

BJIMAHUE CTENEHW JINMOMOBWUJINSALIMN HA PE3YJIbTATbI TECTA HATPY3KHU
rNIOKO30M Y MONIOYHUX KOPOB B TEMJIOBOM CTPACCE

M. P. UuHuoBu4, BpaHucnasa benuy, M. CteBaH4yeBud, b. Toxonb, B. Jlako,
A. NMoTKoHAK

KopoBbl, NogBeprHyTbie TEnmoBOM CTPECCY MNOKa3blBAOT YMEHbLUEHHYHO
CMOCO6HOCTb MOOMMN3aLMM NTMMONA0B U3-3a YBENNYEHHON HYyBCTBUTENbHOCTM HA UHCY-
JIVH, YTO MOMEPSETCHA CUIaMn B MOHKEHHOW KOHUeHTpauun HEDA. Mexay Tem, Heko-
TOpble KOPOBbI MOTYT COXPaHUTb YPOBEHb NTMMMAHON MO6UAM3auum 1 nocne agantauyum
Ha Tennosou cTpecc. NpeanonoXXeHo Hamm, YTO KOPOBbI, UMEIOLME COXPAHEHHYIO CMO-
COBHOCTb MOBUNN3NPOBATbL NNMUAbLI MEHbLLE YYBCTBUTENbHbIE HA MHCYIWH 1 cnabee oT-
HOCATCS TepnuUMO rNtoKo3y. Lienb aTor paboTbl 6bina cpaBHUTL pe3ynibTaTbl BHYTPUBEH-
HOW T/IOKO3bl TOMEpaHC TecTa Yy KOpPOB, KOTOPble B MPOSIOHTMPOBAHHOM TEMNSIOBOM
cTpecce nokasanu noHwkeHHyto (HEDA<0,20 mmon/n) wnu coxpaHeHHyto (HEDA>
0,30 Mmon/n) cnocobHOCTb NIUNUAHOM MObunMaauunn. MepeHa KOHLEHTPaLUS rTOKO3bl U
KOoHueHTpaunsa HE®A nocrne BHyTPMBEHHOW anninkaumm rioko3sbl. CpegHAs CTOMMOCTb
rINKEMUN He bbina CTaTUCTUYECKU 3HAYMTENbHO pasnnmyHas cpegun ABYX rpynn KOpoB B
10,15 1 20 MmHyTe Nocne annnukauum riokosbl (p>0,05), Ho B 10 1 15 MUHYTe cyLwlecTBO-
Basia TeHAEeHUMs, 4TO rMnkemus 6yaeTt 66nblue y KOPOB C COXPaHEHHOW NMnomMobunmaa-
umen (p<0,1). B 30, 60 n 90 MMHyTe Nocne annnukaumm riokKo3abl, rnkemns oina crta-
TUCTUYECKM 3HaUUTENBHO 60nbLe (p<0,01; p<0,05 n p<0,05) B rpynne KOPOB C COXPaHEH-
HoW niunomo6bunmsaymen. CTOMMOCTY FMMKeMUM (MMOJ1/IT) NOKasaHbl TaKNM >XXe NOPsiAKOM
(30, 60 n 90 muHyTa) 6bINM cnepytowme: 9,91+0,21; 9,23+0,41; 5,41+0,5; 4,67+0,33 un
4,31£0,39; 3,47+0,37. CpefHsaa CTOMMOCTb KOHUeHTpauum HEDA B obpasymnkax, npuc-
XOAsLWmMe U3 ABYX OMbITHbLIX FPYNN KOPOB HE CTATUCTUYECKN 3HAYUTENBHO pasnuyanach
nocne annnvkauum rnoko3bl. KoHuyeHTpauma HEDA nokasbiBana TeHAeHUmo, 4To 6yaeT
6onee 60MblUasA y KOPOB C COXPaHEHHON NUNUAHON MOOMM3aLMen B OTHOLLIEHMN KOPOB C
NMOHWXEHHOW Nnnomobunuaauuert B 20 n 30 MMHyTe Nocne annaMkaumm ritoko3el (p<0,1).
Mocne BHYTPMBEHHON FNIOKO3bl TOMepaHc TecTa KoHueHTpauusa HEDA v rmiokosbl B
3HaYUTENbHON OTpULaTENBHON KOppensauum, a aTa koppenauus 6onee BbipasuTenbHas
Yy KOPOB C MOHWXEHHOW NMnomobunmaauuen. KopoBbl COXpaHEHHOW nMnomobunmsauyum
cnabee OTHOCATCSA TEPNUMO FOKO3Y B OTHOLLEHWUN KOPOB C YMEHbLUEHHOW NTMNoMOo6buIm-
3aumen B Te4eHme TEnoBOro cTpecca.

KntodeBble crioBa: KOPOBbI, TEMSIOBON CTPECC, BHYTPMBEHHASA MHOK03a, TONepaHc TeCT,
rnnkemusi, HEOA
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