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SAZETAK

USPOREDBA UCINKA RAZLICITIH INDUKCIJSKIH POSTUPAKA NA
RASPLOPIVANJE MLIJECNIH KRAVA

Cilj kontroliranog rasplodivanja je poboljSanje plodnosti. Danasnja razina razumijevanja
folikularne dinamike rezultirala je razvojem sustava kontroliranog rasplodivanja s fiksnim
vremenom osjemenjivanja i resinkronizacijom plotkinja koje nisu koncipirale, uz pomo¢
farmakoloskih metoda indukcije folikulogeneze, luteolize i luteogeneze te ranom ultrazvu¢nom
dijagnostikom graviditeta. Ovsynch protokol je rutina u poslijeporodnom rasplodivanju te
programu resinkronizacije koji se koriste za poboljSanje ucinkovitosti i skraenje trajanja
ponovnih inseminacija. Kako se najveéi postotak koncepcije postigne ako se s protokolom
zapo¢ne sredinom ciklusa, najbolji nain za postizanje tog cilja jest primjena
presinkronizacijkih protokola koji prethode Ovsynchu, a za bolju sinkronizaciju faza ciklusa.
Istrazivanjem je bilo obuhvaceno 60 visokomlije¢nih krava podijeljenih u tri jednake skupine.
Prva skupina je primila presinkronizaciju sa GnRH i PGF 9 i 2 dana prije pocetka Ovsyncha,
druga samo PGF 2 dana prije Ovsyncha, a treca skupina je bila kontrolna i primila je samo
Ovsynch. 23 dana po UO sve krave su primile GnRH a sedam dana kasnije su ultrazvukom
pregledane na gravidnost. Plotkinjama koje nisu koncipirale je nastavljena resinkronizacija
Ovsynchom. Postotak koncepcije se znacajno razlikovao u fazi sinkronizacije, i krave koje nisu
bile presinkronizirane su imale najslabiju koncepciju. U fazi resinkronizacije sve tri grupe su
imale podjednaku stopu gravidnosti. Nesumnjivo je da protokoli koji se baziraju na Ovsynchu
predstavljaju velik korak u shvacanju 1 koriStenju reprodukcije. Njihov cilj je kontrola rasta,
funkcije i trajanja dominantnog folikula kako bi se poboljsala plodnost. U konacnici, dolazi i
do poboljsanja mlijecnosti, Smanjenja stopa pobola i izluenja i stvaranja dovoljnog broja

zamjenskih junica.

Kljucne rije¢i: mlije¢ne krave; Ovsynch, presinkronizacija, resinkronizacija, GnRH, PGF,

koncepcija



EXTENDED SUMMARY

COMPARISON OF DIFFERENT INDUCTION PROTOCOL EFFECTS ON
FERTILITY OF DAIRY COWS

Aim: The aim of controled reproduction is enhanced fertility. Knowledge of the factors and
mechanisms involved in folliculogenesis and luteogenesis has resulted in development of
controled reproduction system with timed artificial insemination, resynchronization of cows
that did not concieve at first Al, and strategies for better embryo survival rate. This is achieved
through pharmacologicaly induced methods of folliculogenesis, luteolysis and luteogenesis
and resynchronization in due time, with the main goal of enhancing fertility and preventing
subfertility. Ovsynch is a routine procedure in postpartal insemination programs and in
resynchronization programs, which are used to shorten the period between inseminations. Since
the middluteal phase of oestrous cycle is desired time to start the protocol, the best way to
achieve this is to apply presynchronization protocols. This induction protocols precede
Ovsynch, and thanks to them, better cycle synchronization is achieved.

Methodology: The research was conduceted on one dairy farm in Croatia, on 60 cows
divided in three equal groups, each comprised of 20 animals. The first group A was
presynchronized with GnRh and PGF nine and two days before startin Ovsynch. The second
group B was presynchronized with just one application of PGF two days before Ovsynch. The
third group C served as control, and was not subjected to presynchronization. All cows were
artificially inseminated at fixed time. 23 days after TAIl, GnRH was applied to all cows, as a
start of Ovsynch in resynchronization. Seven days later, all cows were checked on pregnancy
with ultrasound. Those diagnosed as non-pregnant continued with Ovsynch and TAI. Blood
samples were collected for analysis of hormones (progesteron, estradiol, luteinizing hormone)
and several metabolic parameters (urea, creatinin, cholesterol, total protein, glucosis, ALT,
AST, GGT). Also, body condition score, parity and lactation was analysed for all cows.

Results: The results indicate that cows recieving presynchronisation had better pregnancy
rate compared to cows that recieved Ovsynch only (A 29,41 %, B 47,37 % and C 21,05 %). In
resynchronization, conception rate did not differ among groups, and was around 30 %.
However, BCS, parity and lactation did not have any effect on pregnancy rate. Analysis of
luteinizing hormone showed that all cows had ovulated. Progesteron concentration differed

significantly between group C and groups A and B (p<0,001) on the start of Ovsynch in



synchronization, thus indicating that combined protocols are more effective due to better
homogenization of folliculogenesis and synchronization of ovulation.

Conclusion: There is no doubt that the protocols that are based on Ovsynch (simple, and
modified, but combined) represent a major step in understanding and managing the
reproduction. The philosophy of this aspect is controlled induction of a new follicular wave and
induction of ovulation synchronization. This is only a phase of research, one of which goals is
a control of growth, function and duration of the dominant follicle, all in order to enhance
fertility. Finally that would enhance milk production, reduce the morbidity and culling rate,
and create a sufficient number of replacement heifers. Both of these two combined
synchronization protocols used in this research are original, and they have not been previously
used on dairy cow farms. Therefore, they are not found in up-to date literature. Due to good

results, their application should be furtherly evaluated.

Key words: dairy cows, Ovsynch, presynchronization, resynchronization, GnRH, PGF,

conception
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1. UvoD

Plodnost je glavni ¢imbenik ekonomic¢nosti mlijecnog govedarstva. U posljednja tri
desetljeca je opazen trend smanjivanja plodnosti s istovremenim porastom mlije¢nosti.
Visokoproduktivne mlije¢ne krave u jacoj su ili slabijoj mjeri subfertilne, zbog niza razloga:
uvjeta zivota, visoke proizvodnje, stresa, hranidbe. U peripartalnom razdoblju one zbog
negativnog energetskog balansa nisu kadre sintetizirati dostatnu energiju i proteine, zbog ¢ega
dolazi do metabolickih poremecaji koji negativno utje¢u na hormonalni status a posljedi¢no i
na plodnost, te je u porastu incidencija postpartalnih anestrusa, abnormalnih ciklusa i
prolongiranih lutealnih faza u visokomlije¢nih krava. Cilj kontroliranog rasplodivanja je
poboljsanje plodnosti. Danasnja razina razumijevanja ¢imbenika i upravljackih mehanizama
folikulogeneze 1 luteogeneze rezultirala je dinami¢nim razvojem sustava kontroliranog
rasplodivanja sa fiksnim vremenom osjemenjivanja, resinkronizacijom u plotkinja koje nisu
koncipirale kao i strategijom poboljsanja prezivljavanja embrija, ¢imbenika poboljSanja
plodnosti i ekonomske probitacnosti. To se postize farmakoloskim metodama indukcije
folikulogeneze, luteolize i luteogeneze (Ovsynch) te pravovremenom resinkronizacijom sa
ciljem povecanja efikasnosti rasplodivanja te prevencije subfertilnosti. Protokol je danas rutina
poslijeporodnih rasplodivanja kao i1 programa reinseminacije koji se koriste za poboljSanje
ucinkovitosti 1 skracenje trajanja ponovnih inseminacija u krava koje nisu koncipirale. Obzirom
da je postotak koncepcije najveci kad protokol zapocne sredinom ciklusa, najbolji nacin za
postizanje tog cilja jest primjena presinkronizacijkih protokola, tj. indukcijskih postupaka koji
prethode Ovsynch-u, a kojima se postize bolja sinkronizacija faza ciklusa, zbog opetovanih
aplikacija hormona. Smisao presinkronizacije je priprema faze ciklusa za primjenu Ovsyncha,
tj. sinkronizacija sredine ciklusa. Poanta je u odrzavanju lutealne razine progesterona, odnosno
njegova arteficijalna suplementacija sve do inducirane regresije CL, buduéi su sublutealne
razine progesterona sinonim sniZzene plodnosti. Naravno, najbolji je ucinak kada je u vrijeme
prve injekcije GnRH prisutan dominantni folikul, a posebno je ucinkovit u anovulacijskih

krava.

Cilj ovog istrazivanja je usporediti uspjeh dvaju presinkronizacijskih protokola sa
Ovsynchom, uz analizu ¢imbenika koji mogu utjecati na sam uspjeh koncepcije (tjelesna
kondicija, paritet, mlije€nost). Nadalje, istrazit ¢e se uspjeh resinkronizacije ovisno o
koriStenom presinkronizacijskom protokolu a analizirat ¢e se 1 metabolicki status krava i njegov

utjecaj na rasplodivanje.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. Spolni ciklus krave

Krava je poliestri¢na, najéeS¢e monoovulatorna, vrsta Zivotinje, kod koje tjeranje traje
tijekom cijele godine, uz blago naglasenu sezonost. Spolni ciklus se sastoji od 4 faze: proestrus,
estrus, metestrus i diestrus, a spolna aktivnost se prekida samo u vrijeme graviditeta ili bolesti.
Pubertet u junica nastupa sa oko 16 mjeseci. Spolni ciklus traje 21 dan (18 do 24, ovisno o broju
folikularnih valova), samo tjeranje traje prosjecno 18 h (4 do 24) a ovulacija se javlja oko 30 h
nakon pocetka vanjskih znakova tjeranja (GAVERICK i SMITH, 1993.; GAVERICK i LUCY,
2002.) Estrusni ciklus se moze podijeliti u dvije razli¢ite faze: folikularnu (od 19 dana pa do
estrusa) i lutealnu (od dana 1 do dana 18); ili u Cetiri razli¢ita razdoblja: estrus (dan 0), metestrus
(dan 1 do 3), diestrus (dan 4 do 18) i proestrus (dan 19 pa do pojave znakova estrusa). Sam
estrus je karakteriziran pasivnim aktom opasivanja, uz rast folikula i pripremu za ovulaciju; u
metestrusu dolazi do finalnog zrenja folikula 1 ovulacije, formacije mladog Zutog tijela i pocetka
luCenja progesterona, koji kulminira u diestrusu. Razgradnjom Zutog tijela ponovno pocinje

folikularna faza i novi ciklus (HANSEN, 1985.; CROWE, 2002.; WALKER i sur., 1996.).

2.2. Regulacija spolnog ciklusa

Regulacija spolnog ciklusa je odredena sloZenim odnosima srediSnjeg Ziv€anog sustava,
sekretornih i ciljnih tkiva te odredenim hormonima. Glavnu osovinu ¢ini sustav hipotalamus-
hipofiza- jajnik. Naime, vanjski podrazaji razli¢itog podrijetla (mirisni, slu$ni, zvucni, taktilni)
se u srediSnjem ziv€anom sustavu preko hipotalamus-hipofiza-jajnik osovine pretvaraju u
informacije bitne za reprodukciju (DAY 1 ANDERSON, 1998.). Na poticaj iz srediSnjeg
ziv€anog sustava, endokrini neuroni hipotalamusa stvaraju gonadotropne releasnig hormone
(GnRH). Zahvaljuju¢i bliskom smjestaju hipotalamusa i hipofize, GnRH hipotalamo-
hipofiznim portalnim krvotokom dolaze do adenohipofize i utje¢u na lucenje gonadotropnih

hormona: folikulostimuliraju¢eg hormona (FSH) i luteiniziraju¢eg hormona (LH). Lucenje svih



navedenih hormona je pulzatorne prirode, i upravo su promjene amplitude i frekvencije lu¢enja
GnRH odgovorne za promjene lucenja hipofize. Mnogi vanjski (fotoperiod, feromoni,
hranidbeni 1 metabolicki status jedinke) i unutarnji (povratni mehanizam gonada) ¢imbenici
svoj utjecaj na spolnu aktivnost jedinke iskazuju putem moduliranja lu¢enja GnRH. Pulzatorna
sekrecija LH 1z adenohipofize usko prati pulzatorno lu¢enje GnRH iz hipotalamusa, koji potice
i biosintezu 1 lucenje LH te obnavljanje njegovih izvora u hipofizi. Na biosintezu FSH djeluju
i razliciti ¢imbenici od strane gonada, iako je GnRH nezamjenjiv u njegovu odrzavanju.
Hipofizne zalihe FSH su malene i ne nadmasuju njegovu sekreciju, za razliku od zaliha LH,
koje su 1 deseterostruko vec¢e nego hipofizne zalithe FSH. Na nivou jajnika, FSH potice rast
folikula. Pod njegovim utjecajem u granuloza stanicama dolazi do aromatizacije testosterona u
estradiol -178. Estradiol putem pozitivne povratne sprege na hipotalamus i hipofizu potice
lu¢enje GnRH. Nakon $to estradiol prede odredeni prag, hipotalamus odgovori vrhuncem
GnRH koji rezultira lu¢enjem LH. Uloga LH jest stimulacija maturacije folikula, produkcije
estradiola i u konacnici ovulacije, a utjece i na formiranje i rano odrzavanje zutog tijela (corpus
luteum, CL) (HANSEL i CONVEY, 1983.; LUCY i sur., 1992.; GARVERICK i SMITH,
1993.). Osim estradiola, granuloza stanice proizvode 1 inhibin, koji vr$i negativnu povratnu
spregu na otpustanje FSH iz hipofize i time kontrolira razvoj folikula. Nakon ovulacije, ostaci
folikula se pod djelovanjem LH remodeliraju u Zuto tijelo, Supljina folikula se ispunja krvnim
zilama, granuloza stanice se povecaju 1 dolazi do lucenja progesterona 1 oksitocina (KARSCH,
1984.). Progesteron je hormon odgovoran za normalnost ciklusa u krave, i nakon koncepcije,
primarno je odgovoran za odrzavanje graviditeta. Smanjuje lu¢enje GnRH i time sprje€ava nove
ovulacije. Nadalje, progesteron priprema maternicu za primanje embrija u smislu zadebljanja
endometrija 1 sprjeCavanja mogucih kontrakcija miometrija a koje bi mogle smetati nidaciji.
Ukoliko po ovulaciji ne dode do oplodnje i posljedi¢no nema prepoznavanja graviditeta, onda
endometrij negravidne maternice luc¢i prostaglandin F2a (PGF2a). PGF2a potice luteolizu
djelovanjem na velike lutealne stanice CL kao i na suzavanje krvnih Zila koje opskrbljuju CL.
Oksitocin koji se izluCuje iz CL se veze na receptore na negravidnoj maternici i stimulira lucenje
PGF2a. Po razgradnji CL dolazi do pada koncentracije progesterona, a time i do prestanka
blokade na hipotalamus i opet pocinje pulzatorno luc¢enje GnRH te nova folikularna faza sa
zrenjem folikula, estrusom i ovulacijom (GAVERICK | LUCY, 2002.; NOAKES, 2009.;
PTASZYNSKA, 2009.)



2.3. Endokrinoloska razdoblja spolnog ciklusa

Kako bi se lakSe opisala hormonalna interakcija za vrijeme spolnog ciklusa, STEVENSON
(2007.) 1sti dijeli na tri endokrinoloska razdoblja: pregonadotropni vrhunac, postgonadotropni

vrhunac i lutealno razdoblje.

2.3.1. Razdoblje pregonadotropnog vrhunca

Razdoblje pregonadotropnog vrhunca pocinje prestankom funkcije Zutog tijela a zavrSava
preovulatornim valom FSH i LH, koji izazivaju ovulaciju zrelog folikula za 24 do 30 h kasnije.
Dolazi do rapidnog pada koncentracije progesterona, istovremenog porasta koncentracije
estradiola i ubrzanog rasta preovulatornih folikula. Padom koncentracije progesterona dolazi
do porasta bazalne koncentracije LH na jedan puls po satu, ali sa niskim amplitudama. Uigrani
porast lu¢enja LH i estradiola u kona¢nici rezultira pojavom estrusa, gdje je estradiol odgovoran
i za inicijaciju estrusnog ponasanja i za preovulatorni LH val. Cini se da estradiol potice
frekventniju pulzaciju GnRH od strane hipotalamusa i potice osjetljivost hipofize na pulseve
GnRH. Preovulatorni val FSH i LH traje 8 do 10 sati, a prestaje kad hipofiza postaje refrakterna
na GnRH pulseve (tzv. “down regulation” zbog smanjenja broja receptora za GnRH i praZnjenja
zaliha za LH). Smanjena koncentracija estradiola kao i povecana koncentracija progesterona
mogu imati negativan utjecaj na lu¢enje GnRH te u konacnici blokirati preovulatorni FSH i LH

val (HANSEL i CONVEY, 1983.; FORTUNE, 1994.).

2.3.2. Razdoblje postgonadotropnog vrhunca

Postgonadotropni vrhunac karakterizira pad koncentracije estradiola poslije nastupa estrusa,
zbog luteinizacije folikula. Mehanizmi ovulacije su sli¢ni onima kod upale, a proces rupture
folikula je reguliran mnostvom intrafolikularnih medijatora. Dolazi do naglog pada estadiola u

folikularnom sadrzaju i do porasta progesterona, jer se i teka 1 granuloza stanice diferenciraju



u lutealne stanice za vrijeme formacije Zutog tijela. Teka stanice se diferenciraju u male, a
granuloza u velike lutealne stanice. Ostatak metestrusa karakteriziraju niske koncentracije LH,
estradiola i progesterona u krvi. Cesto neposredno prije ovulacije ili 23 do 30 h po pocetku
preovulatornog vrhunca dolazi do sekundarnog porasta FSH koji je kritican za regrutaciju
novog folikularnog vala. Taj sekundarni FSH val je najvjerojatnije posljedica nestanka
produkcije inhibina od strane folikula za vrijeme ovulacije (HANSEL i CONVEY, 1983.;
ESPEY, 1994.; WOOD, 1999.; NISWENDER, 2000.).

2.3.3. Lutealna faza

Lutealna faza pocinje sa lucenjem znacajne koncentracije progesterona od strane Zutog
tijela, koja nakon 4 do 5 dana ciklusa prelazi 1ng/ml u krvi. S uspostavom progesteronske
dominantne negativne povratne sprege modificira se i lu¢enje LH ponovno na manju
frekvenciju i ve¢u amplitudu. Osmog do desetog dana progesteron dosize svoj vrhunac, koji se
podudara sa maksimalnom teZinom nastalog Zutog tijela. Za lu¢enje progesterona su odgovorne
i male (15% lucenja) i velike lutealne stanice (85%), s time da male imaju gotovo sve receptore
za LH, a velike za PFE2 1 PGF2a. lako su koncentracija i sposobnost vezanja receptora za
PGF2a jednake na dane 2, 4, 6 1 10 spolnog ciklusa, nije jasno zasto je CL prije petog dana
refrakteran na djelovanje PGF2a. Velike lutealne stanice proizvode i neurofizin i oksitocin,
identicne onima lu¢enima od hipotalamusa a pohranjenima u neurohipofizi. Za vrijeme
graviditeta u ranoj fazi, oko 20 dana velike lutealne stanice nestaju, a dio malih lutealnih poveca
svoj promjer. Nakon 14 dana dominacije progesterona endometrij pocinje luéiti PGF2a u
pulsevima od kojih svaki traje do 6 sati, a ukupno traju oko 36 sati. Pod djelovanjem PGF2a
dolazi do regresije ili smrti Zutog tijela, naglog pada koncentracije progesterona i oksitocina na
bazalne koncentracije u perifernoj krvi i u sadrzaju CL unutar 6 do 10 sati. PGF2a luéen od
materni¢nog roga ipsilateralnog jajniku sa aktivnim CL iz venske krvi materni¢nih vena prelazi
aktivnim transportom u ovarijalne arterije. DosadaSnje spoznaje ukazuju da PGF2a svoj
luteoliticki ucinak postize djelomi¢no direktnim u€inkom na lutealne stanice a djelomi¢no
indirektno smanjenjem protoka krvi kroz CL. Nije dokazano je li to vazokonstrikcijsko
djelovanje PGF2a uzrok ili posljedica same luteolize (STEVENSON, 2007.; NOAKES, 2009.).
Sve se viSe vaznosti daje utjecaju oksitocina na luteolizu. Naime, raspadanjem CL dolazi do

otpustanja oksitocina koji djeluje na endometrij i pojacava lucenje PGF2a. Za sam pocetak



luteolize je odgovoran porast koncentracije estradiola kojeg lu¢i dominantni folikul nastao
kasnije u ciklusu. Estradiol inducira oksitocinske receptore na endometriju, koji, kad se na njih
veze oksitocin, aktiviraju fosfolipazu A2 1 otpustanje arahidonske kiseline Sto, kaskadnim
nizom reakcija, rezultira nastankom PGF2a i eventualnom luteolizom. Luteoliticki pulsevi
PGF2a se podudaraju sa istovremenim porastom koncentracije estradiola i padom koncentracije

progesterona (NISWENDER, 2000.).

2.4. Dvostani¢no dvogonadotropinska teorija

Optimalna sinteza estrogena u jajnicima je ovisna o suradnji dvaju gonadotropina i dvaju
tipova stanica (FSH 1 LH, te teka i granuloza stanica; dvostani¢no dvogonadotropinski model);
dok je biosinteza progesterona ovisna primarno o LH u granuloza luteiniziranim stanicama
(FORTUNE, 1994.; NISWENDER, 2000.). Sazrijevanje folikula omogucéuje koordinirana
akcija FSH i LH preko receptora u teka i granuloza stanicama. LH se veze na receptore u teka
stanicama i, stimulacijom aktivnost 17a-hidroksilaze, stimulira produkciju androgena iz
kolesterola u pregnenolon i androstenedion koji kroz bazalnu membranu difundira u granuloza
stanice gdje se konvergira u testosteron. PoviSena razina testosterona aktivira enzim aromatazu
pod ¢ijim djelovanjem se testosteron konvergira u estradiol, koji se potom prelazi u folikularnu
tekucinu ili kroz bazalnu membranu ulazi u cirkulaciju, na taj nacin povisujuci koncentraciju
estradiola, koja opet, inhibira sintezu progesterona iz pregnenolona §to se naziva dvostani¢no

dvogonadotropnim modelom (FORTUNE, 1994.).

2.5. Folikularna dinamika

2.5.1. Folikularna dinamika prije puberteta

U vremenu prije puberteta dolazi do razvoja grupa folikula u pravilnim vremenskim
intervalima pocevsi od drugog tjedna Zivota (ADAMS, 1994.; HAFEZ 1 HAFEZ, 2008.;
NOAKES, 2009.). Sa odrastanjem jedinke se povec¢ava promjer dominantnog folikula ali i broj

folikula po valu, §to govori o uskladivanju funkcije hipofize i jajnika. Dakle, hipotalamusna
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neaktivnost, odnosno nedostatno lu¢enje GnRH u hipotalamo-hipofizni krvotok, je odgovorna
za prepubertalni status. Naime, prema gonadostatskoj teoriji puberteta (DAY i ANDERSON,
1998.; STEVENSON, 2007.) estradiol blokira lu¢enje LH i GnRH zbog njihove visoke
osjetljivosti na negativnu spregu estradiola. Sukladno tome, nadolaskom puberteta povecava se
prag podrazljivosti hipotalamusa na estrogene, $to znaci da hipotalamus postaje manje osjetljiv
na estradiolovu negativno povratnu spregu. Time se smanjuje i inihbitorni udinak na
moduliranje lu¢enja GnRH i LH kojima raste frekvencija lucenja. Sam ulaz u pubertet
karakterizira daljnji porast frekvencije lu¢enja LH i pojava ovulacije, s posljedi¢nim porastom
progesterona u krvi. Nakon toga slijedi normalna uspostava estrusnog ciklusa koja je u krava

prekinuta samo za vrijeme gravidnosti ili teze poremetnje hranidbenog statusa zivotinje.

2.5.2. Folikularna dinamika za vrijeme spolnog ciklusa

Kod monoovulatornih vrsta, rast folikula na jajnicima se odvija periodickm valovima
razvoja folikula, tzv. folikularnim valom. Folikularni valovi se javljaju tokom cijelog estrusnog
ciklusa u krava. Najucestaliji je ciklus sa dva vala razvoja folikula, a moguca su i tri do Cetiri
vala. Svaki folikularni val karakterizira rast folikula promjera vec¢eg od 4 mm koji se u pravilu
ustanovljuje retrogradno, po odabiru dominantnog folikula (FORTUNE i sur. 1988.; GINTHER
i sur., 1996a., 2001.; MIHM i sur., 2002.; HAFEZ i HAFEZ, 2008.). Svaki val se sastoji od
kohorte folikula promjera 1-2 mm koji pocinju rasti u promjeru (faza odabira), a najveci od njih
postaje dominantan i nastavlja rast (faza selekcije), dok ostali degeneriraju i atreziraju.
GINTHER 1 sur. (2000.) navodi kako se kod goveda, nakon $§to folikuli dosegnu 8,5 mm u
promjeru, u pravilu izdvoji jedan, dominantni folikul iz kohorte rastuc¢ih folikula, i to naziva
folikularnom devijacijom. Nakon devijacije, dominantni folikul nastavlja svoj rast, dok
subordinantnim folikulima brzina rasta opada i eventualno se pocinju smanjivati. Poznato je da
ulogu u koordinaciji rasta i razvoja folikula imaju FSH, LH i porodica inzulinu nalik ¢imbenika
rasta (IGF- I). WILTBANK i sur. (2011a.) opisuju su dva vala lu¢enja FSH u periovulatornom
periodu, regulirana od strane hipotalamusa preko GnRH te inhibirana ¢imbenicima od strane
jajnika, napose estradiolom i inhibinom. Estradiol je odgovoran za preovulatorni GnRH val koji
razultira otpustanjem 1 FSH 1 LH, a njihov preovulatorni porast slijedi i drugi val FSH, koji se
povezuje sa pojavom i rastom prvog folikularnog vala u ciklusu. Taj val FSH je vezan za
privremeni pad koncentracije inhibina A i smanjenu koncentraciju estradiola zbog LH vala.



Koncentracija FSH opada negdje u vrijeme devijacije folikula, koja je privremeno vezana sa
porastom LH receptora u granuloza stanicama i prijemljivoséu na LH u vecini provedenih
studija. Naime, dokazano je da je razvoj prijemljivosti na LH povezan sa devijacijom bitan za
stjecanje ovulatorne sposobnosti, dok su dominantni folikuli razvijani u stanjima smanjenog
lucenja LH bili manje veli¢ine, §to govori o zatajivanju selekcijskog mehanizma. Dakle, uloga
LH u rastu folikula nakon devijacije se pokazuje sve vaznijom, vjerojatno zbog nastajanja LH

receptora na granuloza stanicama dominantnog folikula.

Jednom kad postane dominantan, folikul nastavlja tri faze razvoja: rast, za vrijeme kojeg
mu se povecava promjer kroz 6 dana; zatim staza rasta (2-3 dana) u koji mu se promjer ne
mijenja te naposljetku regresija, kad dolazi do smanjenja promjera i atrezije samog folikula
(ukoliko je pod progesteronskom dominacijom suprimirano lucenje LH). Bez obzira koliko
valova bilo u ciklusu, prvi uvijek poc¢inje oko prvog dana ciklusa (STEVENSON, 2007.), dok
se drugi, treéi i Cetvrti javljaju u varijabilna vremena, ovisno o duljini ciklusa. Krave sa duljim
ciklusom imaju veéi broj folikularnih valova. Neki autori navode kako kod krava najcesce
postoje tri vala razvoja folikula tokom jednog estrusnog ciklusa (PIERSON i GINTHER, 1984.;
FORTUNE i sur., 1988.; SAVIO i sur. 1988.): prvi val se javlja rano u ciklusu i odgovoran je
za porast estradiola 6 dana ciklusa (GLENCROSS i sur., 1973.); drugi val se javlja 15 do 1709
dana ciklusa i1 vazan je za pocetak luteolize (HUGHES 1 sur., 1987.; FOGWELL i sur., 1985.).
Tre¢i val se javlja za vrijeme proestrusa i rezultira ovulatornim folikulom. COLAZO i
MAPLETOFT (2014.) navode kako se prvi val javlja na dan ovulacije, tj. Dan poslije estrusa
(dan 0). u ciklusu sa dva vala, drugi val se javlja na dan 9 ili 10, dok u ciklusu sa tri vala drugi
val nastupa osmog ili devetog dana, a tre¢i val 15. ili 16.0g dana ciklusa. Prvi folikularni val je
posljedica sekundarnog porasta FSH poslije preovulatornog vrhunca. Jedan do dva dana prije
svakog slijedeceg vala folikula dolazi do kratkotrajnog porasta koncentracije FSH. Neposredno
po prelasku najveceg folikula u kohorti u dominantni folikul, dolazi i do porasta u koncentraciji
estradiola. Najveci folikul dominira nad ostalim folikulima u kohorti lu¢enjem razlicitih tvari,
ukljucujuéi inhibin (TAYA i sur., 1996.). Obzirom na fino reguliranu pojavnost folikularnih
valova, u svakoj fazi ciklusa je na jednom jajniku prisutan barem jedan dominantni folikul. To
oteZava tocnu dijagnostiku faze spolnog ciklusa samo na temelju rektalne palpacije jajnika

(STEVENSON, 2007.).



2.5.3. Folikularna dinamika u postpartalnom razdoblju

FSH valovi se javljaju tijekom cijelog graviditeta u krava, s time da su na pocetku folikuli
veci a koncentracija FSH niza (u 4. mjesecu promjer je 11,1 mm a koncentracija 0,79 ng/mL),
a prema kraju graviditeta stanje se mijenja, tj. koncentracija raste a folikuli su sve manji (u 9.
mjesecu promjer je 8,5 mm a koncentracija 1,01 ng/mL). Prvi postpartalni FSH val se javlja
izmedu drugog i sedmog dana (GINTHER i sur., 1996b.; WILLIAMS i sur., 1996.), a samo
razdoblje od poroda do prve postpartalne ovulacije ovisi koji ¢e val rezultirati ovulacijom.
Dakle, prvi dominantni folikul iz prvog postpartalnog folikularnog vala moze atrezirati,
ovulirati ili postati veliki anovulatorni folikul, npr. cista. SAVIO i sur. (1990.) navode kako je
dominantni folikul prvog vala ovulirao u 74 % krava, dok se kod 21% krava pretvorio u cistu.
BUTLER i sur. (2006.) imaju nesto drugacije rezultate: samo 31 % krava je ovuliralo, kod 44
% krava je doSlo do atrezije dominantnog folikula zbog niske koncentracije estradiola. Kod
ostatka je doSlo do nastanka velikog anovulatornog folikula koji je postao cista u 15 %
slucajeva, a kod preostalih 11 % krava je lucio velike koncentracije estradiola ali bez ovuliranja.
Pulzatorno lu¢enje LH za vrijeme dominantne faze folikularnog vala je vjerojatno glavni
pokreta¢ rasta i produkcije estradiola od strane dominantnog folikula. Stoga je nedostatno
luenje LH vjerojatno limitirajuci faktor koji rezultira nedovoljnom produkcijom estradiola 1
posljedi¢énom atrezijom dominantnog folikula iz prvog postpartalnog folikularnog vala
(CROWE, 2008.). Razvoj anovulatornih cista koje produciraju enormne koli¢ine estradiola jos
nije razjasnjen. Vjerojatno je u pozadini sublutealna koncentracija progesterona koja nastaje
kao posljedica otpustanja progesterona iz masnog tkiva prilikom gubitka tjelesne teZine u ranom
postpartalnom periodu, a koja onemogucuje pozitivnu spregu estradiola na hipotalamus, tj. ne
dolazi do GnRH/LH vala potaknutog estradiolom (GUMEN i WILTBANK., 2002., 2005.;
HATLER i sur., 2003.; RODRIGUES i sur. 2011.). I sljede¢i valovi podlijezu istoj sudbini kao
1 prvi postpartalni. Temeljeno na brojnim pokazateljima, kao $to su estrusna aktivnost, pracenje
ovulacije i koncentracije progesterona u mlijeku, STEVENSON i sur. (1997.) su pokazali kako
kod 95 % krava u prva Cetiri tjedna po teljenju dolazi do normalne cikli¢ne aktivnosti na
jajnicima, dok se otprilike 20 do 25 % krava poslije 60 dana postpartalno (trajanje volunteer

waiting period-a) nalazi u anestrusu.

lako se prvi folikularni val javlja 4 do 12 dana postpartalno, prva ovulacija nastupa u
prosjeku 33,3+ 2,1 dan kod americkog holStajna. Taj kasniji nastup ovulacije je povezan sa
negativnom energetskim balansom u ranom postpartalnom razdoblju i redukcijom u pulzaciji
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LH, koja je potrebna za stimulaciju finalnih stadija rasta folikula i produkcije estradiola.
Medutim kasniji nastup ovulacije nije povezan sa poveéanom mlije¢nos¢u. ERB (1984.) je
pokazao kako vec¢a mlije¢nost nije uzrokovala anovulaciju ali kako su anovulatorne krave imale
bolju mlije¢nost. Anovulacija se javljala kod krava sa tjelesnom kondicijom ispod 2,5 boda i
malim promjerom folikula; dok je ve¢ina anovulatornih krava imala odgovarajucu tjelesnu
kondiciju i1 folikule ve¢e od 20 mm, a samo 20 % anovulatornih krava je imalo tjelesnu

kondiciju iznad 3,25 boda.

2.5.4. Osobitosti folikularne dinamike u visokomlije¢nih krava

Fiziologija reprodukcije je donekle promijenjena u mlije¢nih krava, i u kontroli folikularne
dinamike na umu treba imati nekoliko posebitosti: kao prvo, mlije¢ne krave imaju sniZzenu
razinu cirkulirajuéeg estradiola obzirom na veli¢inu dominantnog folikula; mozda zbog
ubrzanog metabolizma estradiola kod krava sa velikim folikulima (SANGSRITAVONG i sur.,
2002.), Opazen je i pad cirkulirajuceg estradiola sa porastom mlije¢nosti (LUCY i sur., 1992.;
LOPEZ i sur., 2005.). Obzirom da to utjece i na smanjenje ekspresije estrusa, programi koji
koriste umjetno osjemenjivanje u fiksno vrijeme (timed artificial insemination, TAI) se mogu
optimizirati sa umjetnim osjemenjivanjem u vrijeme ovulacije, dok kod onih bez TAI period
do ovulacije moZe biti jako varijabilan. Nadalje, kod visokoproduktivnih mlije¢nih krava koje
se osjemenjuju na estrus, dolazi do porasta promjera folikula usporedo sa rastom mlijecnosti
(WILTBANK i sur., 2006.). Medutim, zbog ve¢ spomenute nize razine estradiola, sama
ovulacija moze kasniti zbog nedostatka pokretanja GnRH/LH vala, Sto moZe objasniti smanjenu
plodnost kod krava osjemenjivanih na estrus (SANTOS i sur., 2010.). Kao trece, kod mlije¢nih
krava je visok postotak anovulacije, bilo kao posljedica veceg folikula (a ipak manjeg od
veli¢ine za cistu) koji se moze rjesiti TAI programima jer je u njegovoj etiologiji neosjetljivost
hipotalamusa na estradiolovu pozitivnu povratnu spregu. Medutim, anovulatorne ili krave sa
niskom razinom progesterona na pocetku Ovsynch protokola ¢esto imaju slabiju plodnost nego
one sa viSom razinom progesterona (GUMEN i sur. 2003.; BISINOTTO i sur., 2010.). Zadnja
posebnost mlije¢nih krava jest povecana ucestalost dvostrukih ovulacija vezano sa porastom
mlijecnosti (LOPEZ 1 sur., 2005.).

Visoka mlije¢nost je povezana sa promjenama u fiziologiji reprodukcije koje mogu biti u

pozadini smanjene reproduktivne ucinkovitosti (WILTBANK 1 sur., 2006.). Krave u laktaciji
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imaju kraci estrus, slabije stope koncepcije (20-40 %) i veci postotak embrionalne smrtnosti u
odnosu na junice. Druge patologija kojima uzrok moze biti povezan sa pove¢anom mlijecnoscu
su: promjena vremena do prve ovulacije, prerana luteoliza, kratki ciklusi, zakasnjela luteoliza
ili perzistentni CL, produljeni interlutealni intervali, nastanak folikularnih cista i anovulacija,
te promjene u folikularnoj dinamici, morfologiji jajnika, duljini estrusa i koncentraciji hormona.
Neke od ovih promjena su povezane sa mlijecnos¢u dok kod drugih veza nije utvrdena
(WILTBANK i sur., 2006.). Naime, povetana mlije¢nost je povezana sa ubrzanim
metabolizmom steroidnih hormona i njihovom brzom razgradnjom, koja moze imati utjecaja
na normalne aspekte reprodukcije, obzirom da steroidni hormoni, napose progesteron, imaju

centralnu ulogu u gotovo svim aspektima reprodukcije (XU, 2002.).

2.6. Upravljanje spolnim ciklusom

Kako bi se kravama omogucio oporavak od negativnog energetskog balansa te potpuna
involucija maternice poslije poroda, s umjetnim osjemenjivanjem se ne pocinje do odredenog
postpartalnog razdoblja, unato¢ mogucim vidljivim estrusima (CHEBEL, 2008.). Rijec je 0 tzv.
voluntary waiting periodu (VWP) koji je specifican za svako stado, no kod mlije¢nih krava se
kre¢e izmedu 45 1 60 dana po porodu (CHEBEL, 2008., INCHAISRI i sur., 2008.). Medutim,
problematika lose ekspresije estrusa kod visokomlije¢nih krava rezultira i puno kasnijim
osjemenjivanjem. Krave koje ne zabredaju u za to optimalno vrijeme ostaju u stadu iako im je
mlije¢nost snizena, i, ako zabredaju, to se desi ve¢ pred kraj laktacije te ¢e u tranzicijski period
uci predebele, a poznato je da neoptimalna tjelesna kondicija u tranziciji i za vrijeme teljenja
rezultira ve¢im negativnom energetskim balansom i posljedi¢nim problemima u reprodukciji
(CHEBEL, 2008.; ROCHE i sur., 2009.). Ukoliko se VWP produlji na 50 do 75, odnosno 75
do 100 dana postpartalno, postotak koncepcije mora biti visi kako bi se postigao isti postotak
gravidnih krava kao 1 kod VWP kraceg trajanja (CHEBEL, 2008). INCHAISRI 1 sur. (2008.)
su analizirali optimlno trajanje VWP. Sa ekonomskog gledista, svaki VWP dulji od 6 tjedana
je urokovao gubitke. Prema procjenama, VWP u trajanju od 6 tjedana rezultira medutelidbenim
razdobljem od 391 dan, umjetnim osjemenjivanjem na 11 tjedan postpartalno, prosjecnom
mlijec¢nos¢u od 8200 kg mlijeka i prosjecnim brojem teladi od 0,93. Produljenjem VWP sa 6
na 10 tjedna postpartalno, medutelidbeno razbolje se produljilo na 406 dana, mlijecnost se

smanjila na 8135 kg, kao i broj teladi na 0,90, ali indeks osjemenjivanja je pao s 1,98 na 1,76.
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Optimalno trajanje VWP se razlikovalo medu kravama, te je kod 37 % krava iznosilo 6 tjedana,
a kod 63 % krava je optimalno trajalo do 8 tjedana, s time da se nakon Sestog tjedna smanjivao
postotak krava koje su ulazile u optimalni VWP, te je nakon 9 tjedana samo 10 % krava bilo u
optimalnom razdoblju. VWP dulji od 10 tjedana se preporuca za primipare krave koje se tele
zimi, sa niskom mlije¢nos$¢u ali visoke perzistencije, sa kasnijim postpartalnim ovulacijama i
postpartalnom patologijom. No, ponekad treba imati na umu da, iako je kra¢i VWP ekonomski
pozeljniji, produljeni medutelidbeni intervali mogu biti profitabilniji. Uvodenje
sinkronizacijskih programa sa fiksnim vremenom osjemenjivanja u managment reprodukcije

mlijecnih krava je smanjilo servis period za otprilike 17 dana (CHEBEL, 2008).

2.6.1. Sinkronizacija estrusa

Sinkronizacija estrusa u krava, pa tako i1 u drugih vrsta, vuce korijene jo$ iz 1960. godina, i
jos je uvijek u razvoju (XU, 2002.; PETERS i PURSLEY, 2002.; VAN EERDENBURG i sur.,
2002.; MACMILLAN i sur., 2003.; DOBSON i sur., 2008.). Kod krava, razlozi za koristenje
programa sinkronizacije su raznoliki: od smanjenja troSkova vezanih za detekciju estrusa,
poboljSavanja upravljanja farmom zbog efikasnijeg uocljavanja Zivotinja koje se tjeraju,
povecavanja broja jedinki koje ¢e koncipiratu u isto vrijeme kako bi se lakSe organizirao nadzor
i skrb nad teljenjem, te za olakSavanje metoda multiple ovulacije i embriotransfera
(THATCHER i sur., 1989.; XU, 2002.) Neophodna je primjena reproduktivnog managementa
u svrhu rjeSavanja rasplodne neucinkovitosti. Zato su razvijeni razli€iti sustavi sinkronizacije
ovulacije 1 primjene umjetnog osjemenjivanja. Kriticne tocke tih programa su ucinkovita
regulacija trajanja zutog tijela i folikula, te osiguravanje odgovaraju¢eg hormonalnog miljea
(WILTBANK i sur., 2011b.). Naime, od svih hormona uklju¢enih u regulaciju spolnog ciklusa,
progesteron se smatra glavnim dirigentom (XU, 2002.) i stoga upravljanje njegovom
koncentracijom ima za posljedicu kontrolu estrusa. Kontrola se postize ili artificijelnim
produljenjem lutealne faze koristenjem egzogenog progesterona ili gestagena, ili skra¢enjem
lutealne faze uz pomo¢ prostaglandina F2a ili njegovih analoga. Kako je razvoj folikula
odgovoran za regulaciju aktivnosti zutog tijela, farmakoloSka manipulacija folikularnom

dinamikom bi mogla utjecati na njegov vijek (THATCHER i sur., 1989.).

Kad je rije¢ o koriStenju progesterona, cilj je oponaSanje lutealne faze, umetanjem

intavaginalnih ili subkutanih pripravaka progesterona (MACMILLAN i PETERSON, 1993.;
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CHENAULT i sur., 2003.) Postupak traje 9-14 dana, a estrus uslijedi 2 do 3 dana po uklanjanju
pripravka egzogenog progesterona. Kravama sa zutim tijelom progesteron prevenira spontanu
luteolizu. Ako je pripravak primijenjen u ranoj fazi ciklusa (prvih pet dana) on koci formiranje
novog CL ili ograniCava trajanje zivota novonastalom CL. U oba slucaja, uklanjanjem umetka,
u roku tri dana nastupa novi estrus. Zbog tehnickih razloga aplikacije, razvijeni su sustavi sa
depo pripravcima progesterona (PRID; CIDR). Medutim, iako su doze progesterona u ovim
sustavima uspjeSne u supresiji estrusa i ovulacije, nisu uspjeSne u spre¢avanju nastanka
perzistentnog dominantnog folikula, koji nastaje zbog nepostojanja funkcionalnog Zutog tijela,
te je posljedicno plodnost smanjena unato¢ sinkroniziranom estrusu. Stoga su programi
sinkronizacije estrusa bazirani na suplementaciji progesterona nadopunjeni primjenom PGF2a,

Ovsynchom (XU i sur., 1997.; XU, 2002.; STEVENSON i sur., 2006.).

S druge strane, postoji nekoliko pripravaka i analoga prostaglandina koji se mogu koristiti
u sinkronizaciji estrusa (FETROW i BLANCHARD, 1987.; PURSLEY i sur., 1995.). Ovisno
o hormonalnom okruZenju i regresiji zutog tijela, svaki dominantni folikul moze sazrijeti i
ovulirati. Aplikacija prostaglandina inducira ovulaciju (naravno ako je apliciran u fazi zrelog
folikula) i nastanak novog dominantnog folikula iz novog folikularnog vala, $to rezultira duljom
folikularnom fazom. Jednokratna aplikacija prostaglandina izmedu sedmog i 17.0g dana ciklusa
¢e uspjesno razgraditi postojece zuto tijelo, te ¢e inducirati estrus. Medutim, mlado Zuto tijelo
(6. i 7. dan ciklusa) nije senzibilizirano na prostaglandine, i zato nakon jedne aplikacije
prostaglandina svega dvije tre¢ine tretiranih jednki reagira novim estrusom tijekom naredna 72
sata (XU, 2002.). Kako bi se postigla Sto veca sinkronost estrusa, razvijen je sustav sa dvije
uzastopne aplikacije prostaglandina u razmaku 11 do 14 dana uz inseminaciju po detektiranom
estrusu. Time se osigurava postojanje zutog tijela kod druge aplikacije. Problem je ponovno u
vremenu inseminacije (STEVENSON i sur., 1987.). Kod junica do estrusa nastupa unutar 7
dana, s tim da je najviSe tjeranja izmedu 48. 1 72. sata poslije drugog prostaglandina. Kod starijih
krava je jaca disperzija i stoga su nesto bolji sa 14-dnevnim razmakom izmedu dvije aplikacije
(SENGER, 1994.; XU i sur., 1997.; BORMAN i sur., 2003.). Najbolji je nacin da se krave,
nakon druge injekcije prostaglandina nisu imale estrus, jo§ jedanput (tre¢i puta) tretotraju sa
PGF2a, nakon ¢ega se inseminiraju uz fiksno vrijeme, obi¢no 56-72 sata (,, Targeted Breeding*;
LEBLANC 1 sur., 1998.; XU, 2002.; PTASZYNSKA, 2009.). Mozda je i bolja metoda
kombinacija dvokratnog prostaglandinskog protokola sa Ovsynchom jer se postize najbolja
homogenizacija folikula, budu¢i Ovsynch pocinje u optimalnoj fazi (LEBLANC i sur., 1998.;
NEBEL i JOBST, 1998.; STEVENSON i sur., 1999.).
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2.6.2. Sinkronizacija ovulacije

Skraceni vremenski okvir i lakSe otkrivanje plotkinja u estrusu je svakako prednost
koriStenja sinkronizacije estrusa, no i dalje ostaju problemi upravljanja velikim brojem zivotinja
1 otkrivanja pravog trenutka za inseminaciju. Osim uspjeSnog sinkroniziranja estrusa i
ovulacije, sinkronizacijski programi moraju uzrokovati ovulaciju rastu¢eg dominantnog
folikula, kako bi pospjesili plodnost (AHMAD 1 sur., 1995.). RjeSenje se nalazi u koriStenju
programa koji omogucavaju umjetno osjemenjivanje u to¢no odredeno vrijeme (TAI), a koji su
sastavni dio protokola sinkronizacije ovulacije (XU, 2002.; WILTBANK i sur., 2011c.).
Visokoproduktivne krave imaju slabije izrazen estrus nego niskoproduktivne, pa bi programi
koji se koriste sa TAI trebali rezultirati ve¢om plodnosc¢u nego programi koji koriste umjetno
osjemenjivanje na detektirani estrus. Plodnost bi se mogla povecati optimiziranjem rasta
folikula za vrijeme programa sinkronizacije ovulacije, kojoj bi se trebalo i prilagoditi vrijeme
osjemenjivanja. To bi sve trebalo rezultirati poboljSanjem ucinkovitosti upravljanja i plodnosti.
Hormonalni milje i trajanje rasta folikula su glavni ¢imbenici za optimiziranje plodnosti u
programima sa fiksnim umjetnim osjemenjivanjem, jer mogu utjecati na plodnost mijenjajuci
funkciju jajne stanice, broj i/ili funkciju granuloza/teka stanica, stanje u jajovodu i/ili maternici

te na druge reproduktivne parametre.

Kako bi programi sinkronizacije ovulacije bili S$to uspjesniji, paznju treba posvetiti
postizanju optimalne veli¢ine 1 kvalitete folikula jer je poznato da folikuli vece a tako 1 manje
ovulatorne veli¢ine negativno utjeu na plodnost (WILTBANK i sur., 2011c.). Neophodno je
pod kontrolom drZati rast dominantnog folikula u svrhu postizanja optimalnog promjera
ovulatornog folikula, koji ¢e kasnije osigurati adekvatnu produkciju estradiola u vrijeme oko
umjetnog osjemenjivanja te kasniju formaciju zZutog tijela koji ¢e luciti progesteron u dovoljnoj
koncentraciji za potporu razvoja embrija bez kompromitiranja sazrijevanja oocite. Kritican
trenutak jest sinkronizacija novog folikularnog vala na pocetku programa, a koja povlaci za
sobom odstranjenje funkcionalnog dominantnog folikula, bilo fizikalnom destrukcijom bilo
hormonalnom inhibicijom gonadotropina i regresijom folikula (BODENSTEINER i sur.,
1996.). Sve metode sinkronizacije rasta folikula su ucinkovite jedino kad uspiju odstraniti

dominantni folikul, tj. kad on ovulira na primjenu GnRH ili gonadotropina.

Jedan od programa sinkronizacije ovulacije se bazira na kombinaciji estradiola i

progesterona (WILTBANK i sur., 2011.), no zbog direktive EU o nekoristenju estradiola kod
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nas nije primjenjiv. Kravama se istovremeno sa aplikacijom estradiol benzoata intravaginalno
postavlja depo pripravak progesterona. Porast razine cirkulirajueg estradiola uz visoku
koncentraciju progesterona uzrokuje regresiju postojecih folikula i pokretanje novog vala 3 do
5 dana kasnije. Sedmog dana plotkinjama se daje prostaglandin koji ¢e razgraditi eventualno
postojece zuto tijelo, a dan kasnije kravama se aplicira estradiol cipionat i vadi se intravaginalni
progesteronski implatant. Posljedicni polagani porast estradiola u okruzenju niske
koncentracije progesterona rezultira sinkronizacijom ovulacije 1 omogucuje umjetno

osjemenjivanje u fiksno vrijeme (SOUZA i sur., 2005.)

U praksi se dominantni folikul rjeSava naj¢es¢e uzrokovanjem ovulacije pomo¢u GnRH.
Program sinkronizacije ovulacije baziran na aplikacijama GnRH i prostaglandina, najcesce
koriSten kod mlije¢nih krava jest tzv. ,,Ovsynch®, kojeg su opisali PURSLEY i sur. jo§ 1995.
godine. Rije¢ je o dvijema aplikacijama GnRH sedam i dva dana poslije prostaglandina, i

umjetnim osjemenjivanjem 16 do 24 sata poslije drugog GnRH.

,»Cosynch* je modifikacija Ovsyncha koja se koristi viSe u managmentu reprodukcije tovnih
pasmina goveda. Od Ovsyncha se razlikuje u tome §to se plotkinje umjetno osjemenjuju
istovremeno sa drugom aplikacijom GnRH, te se tako smanjuje broj manipulacija stokom
(COLAZO i MAPLETOFT, 2014.). Druga aplikacija GnRH se daje od 48 do 72 sata poslije
prostaglandina. ,,Select-synch* je modifikacija u kojoj nema druge aplikacije GnRH, nego se

krave osjemenjuju na opaZeni estrus u razdoblju od 5 dana poslije prostaglandina.

2.7. Ovsynch

Reducirana reproduktivna ucinkovitost u mlijeénih krava je temelj za razvoj razli€itih
strategija kontroliranog rasplodivanja u sustavu umjetnog osjemenjivanja za poboljSanje
uspjesnosti koncepcije mlije¢nih krava (THATCHER i sur., 2006.). Jedan od najcesce
koristenih protokola za sinkronizaciju ovulacije je Ovsynch (PURSLEY, 1995.). Rije€ je o
metodi gdje se kombiniranjem GnRH sedam dana prije i dva dana poslije prostaglandina
sinkronizira ovulacija omogucuju¢i vremenski tocno umjetno osjemenjivanje. Naime,
aplikacija GnRH inducira LH i FSH val sa vrhuncom otprilike 2 h poslije davanja, i povratkom
na bazalne koncentracije otprilike 4 h nakon davanja. Ukoliko taj val gonadotropina rezultira

ovulacijom, otprilike 24 h nakon davanja dolazi do novog vala FSH sa pojavom novog
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folikularnog vala (BODENSTEINER i sur., 1996.). Takoder, rezultirat ¢e nastankom zutog
tijela koje Ce biti osjetljivo na prostaglandine u trenutku njihove aplikacije. Nakon razaranja
zutog tijela 1 posljedicnog smanjenja razine progesterona, stvaraju se povoljni uvjeti za
ovulaciju dominantnog folikula nastalog posljedi¢no na prvi GnRH, a druga aplikacija GnRH
uzrokuje njegovu ovulaciju. Najveca stopa graviditeta se postize kad je umjetno osjemenjivanje
dovrseno 16 h po aplikaciji drugog GnRH (PURSLEY i sur., 1998.). lako ovulacija na prvi
GnRH nije obvezatan zahtjev za uspjesSnu koncepciju, opazena je slabija stopa koncepcije u
krava koje nisu ovulirale nakon prve injekcije GnRH (THATCHER i sur., 2002.; GALVAO i
SANTOS, 2010.; VASCONCELOS i sur., 1999.). Uspjeh koncepcije varira od 35 do 65 %, i

ne razlikuje se od uspjeha prvog postpartalnog osjemenjavanja pri detektiranom estrusu.

Postotak krava koje owvuliraju ovisi o fazi ciklusa. Dobar ovulatorni odgovor na prvu
aplikaciju GnRH u Ovsynch protokolu ima pozitivan utjecaj na sinkronizaciju i stopu
gravidnosti kod mlije¢nih krava (VASCONCELOS 1 sur., 1999.). Naime, najveéi postotak
ovulacije poslije druge injekcije GnRH (89 %) je ostvaren kod krava koje su imale najvisu stopu
ovulacije nakon prve aplikacije GnRH (96 %), u vremenu izmedu petog i devetog dana ciklusa,
dok su postoci za ranije i kasnije faze folikulogeneze slabiji (BELLO i sur., 2006.;
VASCONCELOS 1 sur. 1999.; MOREIRA 1 sur., 2000a.). NajniZi je postotak ovulacije (do
23%) je ukoliko se sa Ovsynchom poc¢ne u prva 4 dana ciklusa, zbog nepostojanja LH receptora
pocetkom folikulogeneze (CHENAULT i sur., 1975.; VASCONCELOS i sur., 1999.).
Medutim, krave u ranoj fazi ciklusa imaju bolji postotak sinkronizacije nego krajem ciklusa,
vjerojatno zato Sto nije bilo ovulacije prije aplikacije GnRH, te je progesteron u vrijeme
aplikacije prostaglandina, ali i za vrijeme trajanja cijelog protokola, bio visok, $to je blokiralo
ekspresiju LH hormona. S druge strane, krave u kojih je Ovsynch zapoceo kasnije 1 koje su
ovulirale prije GnRH, imale su fizioloSku luteolizu prije aplikacije prostaglandina. Stoga je
moguce da je anovulatorni folikul (u vrijeme prvog GnRH), postao ovulatorni u vrijeme drugog
GnRH. lako je postotak steonosti (broj steonih u prvom servisu) kod Ovsyncha jednak kao i
kod krava osjemenjenih uz detektirani estrus, postotak koncepcije (broj steonih/broj
osjemenjenih) je obi¢no niZi, iz razloga S§to sinkronizacija ovulacije podbaci kod otprilike
treine krava. Ocito je da krave koje ne ovuliraju nakon druge aplikacije GnRH 1 nemaju veliku
Sansu koncipirati. One koje ovuliraju mogu ovulirati sa malim folikulom (manji odoptimalne
veli¢ine: 14 do 19 mm), ¢ak 42,4 %. Ovulacija folikulakoji veli¢inom odstupaju od optimalne,
za posljedicu ima snizenu plodnost ili zbog nezrelih oocita te posljedicno smanjene

koncentracije progesterona (SOUZA i sur., 2007.).
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COLAZO i sur. (2009.) navode kako je postotak sinkronizacije kod Ovsyncha bio samo 68
%, jer je kod 11 % krava ovulacija nastupila prije umjetnog osjemenjivanja, 15 % krava nije
reagiralo na PGF luteolizom, a kod 9 % krava nije uslijedila ovulacija nakon druge injekcije
GnRH. VASCONCELOS i sur. (1999.) tvrdi da je uspjeh sinkronizacije 87 do 100 %, ali je

postotak steonosti svega 32 - 42 %, ovisno o fazi ciklusa u kojoj je zapoceo Ovsynch.

Prije tridesetak godina je dokazana veza izmedu cirkulirajue razine progesterona prije
umjetnog osjemenjivanja i posljedi¢ne plodnosti. Naime, za svaki porast koncentracije za
1ng/ml u razdoblju prije osjemenjavanja, plodnost raste 10 % (FONSECA i sur., 1983.).
Pokazano je da porast koncentracije progesterona smanjuje frekvenciju LH valova (STUMPF i
sur., 1993.). Predovulatorni folikuli u krava sa niskim progesteronom jace su pod utjecajem LH
1 postaju perzistentni folikuli, Sto je najvjerojatnije bitan etiopatogenetski razlogo sniZzene
plodnosti, zbog ovulacije perzistentnih folikula ¢ime se bitno ugrozava mogucnost
prezivljavanja embrija (CERRI 1 sur., 2009.). Stoga postupci kojima se skracuje trajanje
dominacije poboljSavaju plodnost (smanjuje se razdoblje izmedu prvog GnRH i prostaglandina,
a povecava od aplikacije prostaglandina do druge injekcije GnRH). Protokoli sa skracenjem
vremena dominacije folikula i produljenim trajanjem proestrusa vjerojatno stimuliraju
plodnost, uz uvjet potpune regresije zZutog tijela, jer sublutealne razine progesterona ugrozavaju
plodnost (SOUZA i sur., 2007.). Osim progesterona, bitna je i koncentracija estradiola, ¢ija se
rastu¢a koncentracija veze za optimizaciju preovulatornog hormonalnog okruZenja u
protokolima sa umjetnim osjemenjivanjem, barem po pitanju Zeljenog promjera folikula, ¢ime
se moze poboljsati plodnost u krava podvrgnutih programima s umjetn im osjemenjivanjem
(PANCARCI i sur., 2002.; BORMAN i sur., 2003.).

Iako je povecanje plodnosti uoc¢ljivo u odnosu na osjemenjivanje na vidljivi estrus,
metaanaliza iz 2005. je pokazala da nema poboljSanja plodnosti kod usporedbe Ovsyncha sa
drugim protokolima (RABIEE i sur., 2005.). Svaka metoda koja sinkronizira estrus ¢e
sinkronizirati i vrijeme ovulacije, no to ¢esto nije dovoljno za postizanje dobrog uspjeha pri
umjetnom osjemenjivanju. Prethodna sinkronizacija funkcije jajnika bi mogla omoguéiti vecu
plodnost sa programima sinkronizacije ovulacije. Povecanje razine progesterona kod krava sa
niskom razinom progesterona prije sinkronizacije prostaglandinima povecava postotak
gravidnih krava pri slijede¢em osjemenjivanju. Stoga se mnogi presinkronizacijski protokoli

baziraju na povecanju koncentracije progesterona u razdoblju prije osjemenjivanja.
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2.8. Presinkronizacija

Jedna od metoda jest tzv. Presynch-Ovsynch: dvostruka aplikacija prostaglandina u
razmaku od 14 dana, nakon ¢ega se krece sa Ovsynchom protokolom bilo 11 d (GALVAO i
sur., 2007.), 12 d (MOREIRA i sur., 2001.) ili 14 d (NAVANUKRAW i sur., 2004.) poslije
druge aplikacije PGF. Cilj je opetovanim aplikacijama prostaglandina dovesti plotkinje u fazu
ciklusa izmedu petog i 12.dana ciklusa, kad ¢e imati najbolji odgovor na Ovsynch (COLAZO i
MAPLETOFT, 2014.). Ovisno o autorima, ova metoda u usporedbi sa samim Ovsynchom
znacajno poboljsava postotak graviditeta u svih (NAVANUKRAW i sur., 2004.; GALVAO i
sur., 2007;) ili samo u cikli¢nih krava (MOREIRA 1 sur., 2001.). Postotak steonosti kod
presinkronizacije je iznosio 49 % (MOREIRA i sur., 2001.) i 47 % (EL ZARKOUNY i sur.,
2004.) u odnosu 38 % steonosti kod samog Ovsyncha. lako su isti autori pokazali kako je
razdoblje od 12 dana izmedu zadnjeg prostaglandina 1 pocetka Ovsyncha rezlutiralo
povecanjem postotka gravidnosti za 10 do 12 %, zbog prakti¢nosti se u mlijecnom govedarstvu
usvojio interval od 14 dana, tako da sve aplikacije padaju na isti dan u tjednu, iako su GALVAO
i sur. (2007.) ustanovili pad postotka steonosti sa 41 na 34 %. MOREIRA i sur. (2001.) navode
kako ova metoda nije bila uspjeSna u indukciji ovulacije za anovulatorne krave, dok GUMEN
i sur. (2003.), primjenjujuci ovu metodu presinkronizacije, navode visok postotak ovulacije u
anovulatornih krava nakon prve aplikacije GnRH iz Ovsyncha, iako ovisno o stanju
folikularnog vala u vrijeme aplikacije navedenog hormona. Medutim plodnost nakon TAI je
ipak bila jako sniZena u anovulatornih krava. Stoga je kod njih mozda bolje koristiti
presinkronizacijske metode koje induciraju nastanak zutog tijela prije pocetka Ovsynch
protokola. Tako bazirani presinkronizacijski protokoli bi trebali poboljsati plodnost i kod

anovulatornih krava (HERLIHY i sur., 2012.).

Na tom se principu temelji Double-Ovsynch (SOUZA i sur., 2008.; WILTBANK i sur.,
2011b.). Dakle, koriste se uzastopno dva Ovsynch protokola, tako da je razmak izmedu trece i
Cetvrte aplikacije GnRH sedam dana. Prvi Ovsynch ima zadacu presinkronizirati i inducirati
ciklicnost 1 ovulaciju na tre¢i GnRH, kako bi u slijede¢oj fazi omogucio Sto vecu uspjesnost
osjemenjivanja, zbog poviSene razine progesterona prije aplikacije prostaglandina
(WILTBANK i sur., 2011b.). Pokazalo se da je Double Ovsynch imao ve¢i postotak graviditeta
u donosu na Presynch- Ovsynch, ali samo kod primiparih krava (65 % i 45 %), dok kod

multiparih to nije bilo opaZeno, te se postotak gravidnih kretao oko 40 % (SOUZA 1 sur., 2008.).
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Osim gore navedenih programa presinkronizacije, BELLO i sur. (2006.) opisuju
presinkronizaciju primjenom prvo prostaglandina a dva dana kasnije i GnRH, sa ciljem
povecanja broja zivotinja koje ¢e u vrijeme prvog GnRH u Ovsynchu imati folikul ovulatorne
veli¢ine. Ovsynch je zapo¢iman 4, 5, 1 6 dana nakon GnRH. Autori su ustanovili kako je na prvi
GnRH u Ovsynchu ovuliralo najvise krava kojima je Ovsynch poceo 5 ili 6 dana iza
presinkronizacijskog GnRH (67 1 85 %), dok je postotak koncepcije bio znacajno visi u krava
sa intervalom od 6 dana izmedu presinkronizacije i Ovsyncha (50 %) nego kod samog
Ovsyncha (27 %). Nadalje, RIBEIRO i sur. (2011.) opisuju presinkronizaciju sa
prostaglandinom te tri dana kasnije GnRH 1 za Sest dana sinkronizacija Cosynchom. Postotak
koncepcije je bio sli¢an kao i kod BELLO i sur. (2006.) i nije bio bolji nego kod krava kod
kojih se koristio program Presynch-Ovsynch.

Osim presinkroniziranja faze ciklusa na bazi prostaglandina i GnRH, moguce je i koriStenje
progesterona ili progestina. Poznato je da progesteron suprimira estrus i sprijecava ovulaciju
blokirajuéi otpustanje LH, te tako uzrokuje smanjeni rast dominantnog folikula. Medutim
progesteron ne utjece na lucenje FSH 1 stoga dolazi do razvoja folikularnih valova za vrijeme
trajanja funkcionalnog zutog tijela. Ukoliko se u kontroli spolnog ciklusa koriste prirodni ili
sintetski derivati progesterona u trajanju duljem od prirodnog vijeka zutog tijela, prestankom
njihovog djelovanja dolazi do sinkronog estrusa ali sa niskom plodnoS¢u (COLAZO 1
MAPLETOFT, 2014.). Naime, progestini imaju manji supresijski u¢inak na LH, i pod njihovim
djelovanjem dolazi do kontinuiranog rasta dominantnog folikula koji, zbog izloZenosti
ucestalim niskim LH pulsevima, postaje perzistentan (SAVIO i sur., 1993.; XU, 2002.). Zbog
poveéavanja pulzatorne aktivnosti LH progestini se koriste u presinkronizaciji krava u
postpartalnom razdoblju te u junica (COLAZO i MAPLETOFT, 2014.). Poznato je da tre¢ina
tretiranih krava me odreagira na Ovsynch, djelomice i zbog preuranjenih ovulacija. Kako bi se
one sprijecile, moze se koristiti modificirani Ovsynch sa dodatkom progesterona u trajanju
sedam dana, izmedu aplikacija prvog GnRH 1 prostaglandina. Dokaz njegove uspjeSnosti su
viSe stope steonosti u odnosu na sami Ovsynch. Tako EL ZARKOUNY i sur. (2004.) navode
uspjeh od 59 % kod protokola sa progesteronom, dok je uspjeh kod samog Ovsyncha bio 36 %.
Ovaj sustav je napose dobar kod anovulatornih krava, kod kojih je postotak steonosti (64 %)
bio gotovo duplo visi nego u samom Ovsynchu (32 %). Kod cikli¢nih krava nema razlike u
postotku graviditeta (EL ZARKOUNY i sur., 2004.) lako suplementacija progesterona u
Ovsynchu rezultira povec¢anjem postotka steonih krava sa 22 na 35 %, uspjeh koncepcije je i

dalje ovisan o pozitivhom ovulatornom odgovoru na prvi GnRH, jer kod krava koje nisu
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ovulirale na prvi GnRH postotak gravidnosti iznosi 9 (sa progesteronom) odnosno 4 % (bez
progesterona). Stoga je upitna i korist automatskog dodavanja progesterona u Ovsynch kod
sinkronizacije acikli¢nih krava (COLAZO i MAPLETOFT, 2014.), dok su isti autori pokazali

njegovu korist prilikom resinkronizacije i aplikacijom 32 dana po umjetnom osjemenjivanju.

2.9. Resinkronizacija

Temelj implementaciji programa resinkronizacije jest skracenje vremenskog intervala
izmedu prvog i drugog umjetnog osjemenjivanja (BARTOLOME i sur., 2005a). Zbog smanjene
ekspresije estrusa i samim time njegove detekcije u visokomlije¢nih krava, resinkronizaciju
estrusa je potrebno kombinirati sa resinkronizacijom ovulacije i fiksnim vremenom
osjemenjivanja (LOPEZ i sur., 2004.). Ti programi se mogu Kkoristiti samo nakon detekcije
negravidnih plotkinja, obzirom da ukljucuju luteolizu (GALVAO i sur., 2007.) Dosadasnji
resinkronizacijski protokoli su se bazirali na odredivanju faze spolnog ciklusa nakon pregleda
negravidne plotkinje rektalnom palpacijom maternice i pronalaska zutog tijela na jajnicima sa
ili bez ultrazvu¢nog pregleda u trenutku dijagnostike gravidnosti, te se metoda resinkronizacije
birala ovisno o postojanju zutog tijela (BARTOLOME i sur., 2002., 2005a.). Drugi princip se
oslanjao na spontanu resinkronizaciju poslije prethodnih osjemenjivanja primjenom skracenih
protokola sa prostaglandinama za indukciju luteolize i potom GnRH za indukciju ovulacije
(STEVENSON i sur., 2003.). Prema rezultatima istrazivanja od BARTOLOME i sur. (2005b.),
kod najveceg dijela krava (64,3 %) do prvog estrusa poslije osjemenjivanja dolazi u periodu
izmedu 17 1 24 dana, 22 % krava estrus pokazuje iza 25 dana a samo 13,7 % prije 17 dana
poslije umjetnog osjemenjivanja, dok 55 % krava u istrazivanju 30.-0g dana poslije prethodnog
umjetnog osjemenjivanja (na dan ultrazvuc¢ne dijagnostike steonosti) nije bilo u diestrusu, tj.
fazi pogodnoj za pocetak sinkronizacije Ovsynchom. Kako navode odredeni autori
(MOREIRA i sur., 2000b.; CHEBEL i sur., 2003.; FRICKE i sur., 2003.) primjena ultrazvuka
u dijagnostici steonosti je omogucila zapo¢imanje resinkronizacijskih protokola Ovsynchom 7
dana prije same dijagnostike, kako bi na sam dan pregleda negravidne plotkinje mogle dobiti
injekciju prostaglandina. Aplikacija GnRH sedam dana prije same dijagnostike bi trebala
povecati postotak krava prijemljivih na prostaglandine na dan njihove moguce aplikacije u
sluc¢aju negativne dijagnoze steonosti (BARTOLOME i sur., 2005b., 2005c¢.). Aplikacija GnRH

sedam dana prije dijagnostike steonosti moze ubrzati period do reinseminacija pod uvjetom da
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ne suprimira pojavu estrusa (CHEBEL 1 sur., 2003.) ili ne utjece na prezivljavanje embrija na
resinkroniziranom umjetnom osjemenjivanju (FRICKE i sur., 2003.). Medutim, bez obzira na
protokole koriStene u resinkronizaciji, uspjeh koncepcije se nije bitno razlikovao (GALVAO i
sur., 2007.; BARTOLOME 1 sur., 2005a.). GALVAO 1 sur. (2007.) su istrazivali ucinke tri
resinkronizacijska programa bazirana na dodatku progesterona i sinkronizaciji sa GnRH,
prostaglandinima 1 estradiol cipionatom, u razli¢itim intervalima od prethodnog umjetnog
osjemenjivanja. Uspjeh koncepcije se nije razlikovao obzirom na primijenjenu metodu, te se
nakon 31 dan se kretao oko 38 %, odnosno oko 34 % nakon 61 dana. BARTOLOME i sur.
(2005a.) su usporedivali uspjeh koncepcije poslije resinkronizacije Ovsynchom i Heatsynchom.
Programe su poc¢imali 27.0g dana poslije prethodne inseminacije, na dan ultrazvuéne
dijagnostike gravidnosti. Istraazivanje je pokazalo kako se postotak gravidnih plotkinja u
resinkronizaciji nije razlikovao izmedu primijenjenih protokola, te je iznosio 25,2 % u
Ovsynchu 1 25,8 % u Heatsynchu 27 dana nakon umjetnog osjemenjivanja. U slijede¢em
itrazivanju, isti autori (BARTOLOME i sur., 2005b.) su usporedivali protokole sinkronizacije
ovulacije ovisno o fazi ciklusa s pocetkom 30 dana poslije prethodnog umjetnog
osjemenjivanja, te je Ovsynch rezultirao prihvatljivim postotkom koncepcije kod krava (34,4
% u diestrusu i 30,1 % u proestrusu, 24,1 % u metestrusu). Zakljucuju kako bi se trebale
koristiti razli¢ite strategije sinkronizacije folikularnog vala prije samo dijagnostike steonosti
kako bi se povecao postotak krava u diestrusu u vrijeme planirane aplikacije prostaglandina.
BARTOLOME i sur. (2005¢.) u tre¢em istrazivanju su ispitivali uspjeh koncepcije ukoliko se
23 dana nakon prethodnog umjetnog osjemenjivanja, tj. sedam dana prije ultrazvucne
dijagnostike svim kravama aplicira GnRH, a prilikom negativne dijagnoze steonosti im se
primijeni sinkronizacijski program ovisno o nalazu faze ciklusa. Postotak gravidnih krave
kojima je resinkronizacija Ovsynchom zapoceta u diestrusu je nakon 30 dana iznosio 27,5 %.
Takoder, kod krava koje nisu bile podvrgnute resinrkonizaciji, interval izmedu dva umjetna
osjemenjivanja je bio 20 dana duzi nego kod krava sa Zutim tijelom na dan 30 i podvrgnutima
dvama brzim resinkronizacijskim protokolima. Aplikacija GnRH 21 dan poslije umjetnog
osjemenjvanja nije smanjila postotak gravidnosti u ve¢ osjemenjenih plotkinja, a rezultirala je
postotokom steonosti usporedivim sa uspjehom ostvarenim sa po¢imanjem Ovsyncha 28. og
dana po dijagnostici steonosti (CHEBEL 1 sur., 2003.). Pomicanje aplikacije GnRH blize
prethodnom osjemenjivanju, na dan 19, takoder ne utjee na mogucu gravidnost vec
osjemenjenih krava, medutim, u usporedbi sa Ovsynchom pocetim 26 ili 33 dana poslije

umjetnog osjemenjivanja, rezultira slabijim postotkom koncepcije, sa 34 odnosno 38 % na 23
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% (FRICKE i sur.,, 2003.). Rana resinkronizacija 27 do 29 dana poslije umjetnog
osjemenjivanja skracuje servis period za 22-23 dana (STEVENSON i sur., 2003.).

2.10. Ostali faktori koji utjecu na plodnost

Obzirom da je plodnost kompleksan pojam vezan je i za mnoge faktore, ukljuCujuci
infekcije maternice, negativni energetski balans, koncentraciju ureje u krvi, vitaminski status

zivotinje, plodnost muZzjaka, to¢nost detekcije estrusa, tehniku osjemenjivanja i sl.

2.10.1. Postpartalni anestrus

Jedan od razloga za koristenje sinkronizacijskih programa jest veliki broj krava u anestrusu
koji se krec¢e od 8 do 56% (EL ZARKOUNY i sur., 2004.; SILVA i sur., 2007.), a koji je glavni
doprinositelj neplodnosti krava (EL ZARKOUNY i sur., 2011.). Kako nedostatak ili jako slabo
vidljivi znakovi estrusa oteZavaju detekciju krava za umjetno osjemenjivanje, produljuju se
servis period 1 vrijeme do prvog osjemenjavanja. STEVENSON i sur. (1997.) utvrduju kako
anestrus moze biti povezan sa bolestima, slabim unosom suhe tvari, negativnim energetskim i
loSom tjelesnom kondicijom. Stoga bi odredeni metaboli¢ki markeri mogli doprinijeti boljem
razumijevanju uzroka i povezanosti razliCitih ucinaka sa produljenom anovulacijom (EL
ZARKOUNY i sur., 2011.). Reproduktivna uspjesnost je uvjetovana ¢imbenicima koji opet
uvjetuju uspostavljanje gestacije, kao npr. proteini u hrani (ELROD i BUTLER, 1993.; ELROD
i sur., 1993.), mlijecnost (LABEN 1 sur., 1982.) i energetski balans (HARESING, 1981.).
Poznato je da hrana bogata proteinima moze imati detrimentalan ucinak na ekspresiju estrusa
(ORIHUELA, 2000.). Povecan unos proteina ¢e rezultirati pove¢anom mlije¢no$¢u, medutim
ukoliko nije popracen adekvatnim unosom energije, nastane negativni energetski balans, koji
opet povecava rizik produljenog razdoblja anestrusa (FERGUSON, 1991.) zbog smanjenog
razvoja folikula, smanjene produkcije estradiola i posljedi¢ne ekspresije estrusa. Retrogradnom
analizom je ustanovljeno da su anovulatorne krave, koje su usle u protokole sinkronizacije,
imale smanjenu plodnost 1 vece gubitke graviditeta od cikli¢nih krava (STERRY 1 sur., 2006.).
Medutim, primjena GnRH u anovulatornih krava 5 dana nakon umjetnog osjemenjavanja je

poboljsala njihovu plodnost. Obzirom da se broj anovulatornih krava u stadu kreé¢e od 16,2 %
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(CARTMILL i sur., 2001.) do 20,2 % (GUMEN i sur., 2003.), smatra se da bi bilo najbolje
identificirati anovulatorne krave i tretirati ih prije ili poslije osjemenjavanja u svrhu izlijeenje
anovulacije, bez nepotrebnog utjecaja na cikli¢ne krave (SILVA i sur., 2007.). Stoga je potrebno

poraditi na takvim strategijama.

2.10.2. Mlijecnost

Postotak koncepcije i embrionalna smrtnost su dva pokazatelja plodnosti sa direktnim
ekonomskim implikacijama u mlijeénom govedarstvu. WASHBURN i sur. (2002.) SU
analizom dvadesetgodiSnjeg razdoblja od 1976. do 1999. dosao do podataka o padu koncepcije
sa oko 55 na 35 % uz istovremeni porast mlijenost, a podatci o njithovoj medusobnoj uzrocno
posljedi¢noj povezanosti su kontradiktorni kod razli¢itih autora. Neovisno o mlijecnosti, jasno
je da krave u laktaciji imaju slabije postotke koncepcije od junica. Nadalje, iako je pocetni
postotak fertilizacije sli¢an, kvaliteta embrija kod junica je osjetno bolja nego kod krava, dok
je kod krava izlozenih toplinskom stresu smanjen i uspjeh fertilizacije kao i kvaliteta embrija
(SARTORI I SUR., 2002). Dakle, mlijecnost moZe imati utjecaj na reproduktivne parametre za
vrijeme toplinskog stresa, jer je kod krava sa visokom produkcijom mlijeka porast tjelesne

temperature ve¢i nego kod krava sa manjom produkcijom u istim uvjetima toplinskog stresa.

2.10.3. Tjelesna kondicija i negativni energetski balans

Tjelesna kondicija je vazan faktor u managmentu mlije¢nih krava. lako postoje razli€iti
sustavi ocjenjivanja tjelesne kondicije (body condition score, BCS), svima je zajednicko da
niske vrijednosti obiljezavaju mrSavost, a viSe vrijednosti pretilost zivotinja. lako je svim
sisavcima zajedniCka karakteristika lipolize 1 katabolizma miSi¢a za prehranu mladuncadi, kod
krava se selekcijom na visoku mlije¢nost u zadnjih pedesetak godina postigla jo§ veca
mobilizacija tjelesnih rezervi, koja za posljedicu ima mnoge promjene u fiziologiji. Naime,
krave selektirane na visoku mlije¢nosti imaju i vrlo snizenu kondiciju u trenutku njene najnize
vrijednosti. Neoptimalna tjelesna kondicija u vrijeme teljenja rezultira ve¢im gubitkom mase i
posljedi¢nim negativnom energetskom balansom (ROCHE i sur., 2009.). Dokumentiran je

odnos izmedu energetskog balansa i plodnosti, a napose ucinka tjelesne kondicije za vrijeme
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teljenja i pripusta te trajanja negativnog energetskog balansa postpartalno na plodnost
(CHAGAS i sur., 2007.). Promjene tjelesne kondicije gotovo zrcalno prate profil mlijecnosti
krava izmedu dva teljenja, te su sliéne obrnuto okrenutoj krivulji laktacije (ROCHE 1 sur.,
2009.). Krave mrsave u prvih 50 do 100 dana poslije teljenja zbog genetskih uvjetovanih
promjena u somatotropnoj osovini, osjetljivosti perifernih tkiva na inzulin te homeostatske
regulacije lipolize u masnom tkivu. Sve do uspostave normalne somatotropne osovine i
prolaska rezistencije na inzulin sama hranidba nema utjecaja na promjene tjelesne kondicije
krava u prva Cetiri tjedna po teljenju. Stoga su vrijednosti tjelesne kondicije u vrijeme teljenja,
njena najniza vrijednosti postpartalno i razlika izmedu njih povezani sa mlije¢noscu, zdravljem
i reprodukcijom. Opazena je i veza izmedu tjelesne kondicije i postpartalnog anestrusa, servis
perioda i uspjeSnosti koncepcije. Preniska tjelesna kondicija za vrijeme rane laktacije je
povezana sa sporijom uspostavom jajni¢ke aktivnosti, smanjenjem frekvencije pulseva LH,
slabim odgovorom folikula na gonadotropine i smanjenom funkcionalnoséu folikula
(CHAGAS i sur., 2007.). Zbog genetski uvjetovane velike mlijenosti, rezistencija tkiva na
inzulin rezultira troSenjem glukoze iskljucivo za sintezu mlijeka, a poznato je da inzulin i IGF-
| imaju direktan utjecaj na jajnike. Stoga je moguce da su oni medijatori utjecaja energetskog
balansa i tjelesne kondicije na reproduktivne sposobnosti krava (CHAGAS i sur., 2007.). Za
vrijeme negativnog energetskog balansa dolazi do supresije lu¢enja LH 1 razvoja dominantnih
folikula sa smanjenom produkcijom estradiola neophodnog za indukciju preovulatornog vala
gonadotropina. TeZina negativnog energetskog balansa je povezana sa vremenom potrebnim za
uspostavljanje normalne jajnic¢ke aktivnosti postpartalno, a za odrZanje plodnosti na normalnom
nivou, krave moraju imati normalne estruse u periodu od 30 do 45 dana po porodu, te metode
detekcije estrusa moraju biti uspjesne (ROCHE 1 sur., 2000.). Medutim, utjecaj negativnog
energetskog balansa se proteZe u postpartalno razdoblje i nakon §to krave po¢nu vracati svoju
tezinu, a oCituje se u tzv. ,carry-over” u¢inku negativnog energetskog balansa na kvalitetu

folikula u trajanju dva do tri mjeseca (PTASZYNSKA, 2009.).

2.11. Metabolicki profil krava

Kako bi se procijenio zdravstveni imetaboli¢ki status krave, rutinski krvni profili
podrazumijevaju analizu parametara metabolizma bjelancevina 1 energije (ukupne

bjelancevine, albumini, globulini, ureja, keatinin, glukoza, trigliceridi i NEFA), enzima i
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markera jetrenog statusa (alanin aminotransferaza- ALT, aspartat aminotransferaza- AST,
alkalna fosfataza- ALP, gama glutamil transferaza- GGT, laktat dehidrogenaza, kreatini kinaza,
kolesterol te ukupni i vezani bilirubin) i na koncu minerala (kalcij, fosfor, magnezij, natrij, kalij
i klor) (COZZl i sur., 2011.). Krave u tranzicijskom periodu pokazuju akutni upalni odgovor
vezano za steonost i laktaciju, Cak bez prisutnosti istovremene bakterijske infekcije ili druge
patologije. Posljedi¢no dolazi do metabolickog stresa koji kompromitira imuni sustav domacina
(TREVISI i sur., 2012.). Jacina, ozbiljnost i moguce posljedice tog upalnog odgovora se mogu
karakterizirati indeksom funkcionalnosti jetre (BERTONI i sur., 2006.), koji gore navedeno
stanje definira na temelju proteina negativne akutne faze tijekom prvog mjeseca laktacije
(albumini, kolesterol i bilirubin). Krave sa visokom funkcionalnos$¢u jetre u prvom mjesecu
laktacije imaju brzi porast albumina i kolesterola, te manji porast bilirubina. Povecane
koncentracije AST ukazuju na postojanje odredene patologije (STENGARDE i sur., 2010.).
Odredena fizioloSka stanja takoder mijenjaju vrijednosti parametara, dok su varijacije drugih
limitirane utjecajem homeostatskih kontrolnih mehanizama (COZZI i sur., 2011). Tako paritet
utjece na koncentraciju ukupnih bjelanéevina, globulina, kreatinina, ALP, GGT, kratinin kinaze
1 fosfora, te su ukupne bjelancevine i glubulini viSe u starijih krava i ljeti. Isto tako, stadij
laktacije utje¢e na koncentracije NEFAe, AST, GGT, kreatinin kinaze i kolesterola. Nadalje,
sezona utjeCe na koncentracije ukupnih bjelancevina, globulina, kreatinina, ALP, fosfora,
natrija i klora. Koncentracija glukoze zbog homeostatske regulacije i nije optimalan pokazatelj
energetskog statusa krava (HERDT, 2000.), dok povisene koncentracije GGT ukazuju na
ostecenje jetre (MOORE, 1997.), medutim kod zdravih krava mozZze biti i posljedica ucestalije
1zloZenosti stresu kod starijih krava. Sa progresom laktacije dolazi 1 do povisenja koncetracije
odredenih enzima 1 jetrenih markera u krvi. Porast kolesterola se objasnjava promjenama
koncentracije serumskog lipoproteina tijekom laktacije (RAPHAEL i sur., 1973.), dok za sada
u literaturi nema objasnjenja glede porasta koncentracija GGT 1 AST skupa sa progresom

laktacije (COZZI i sur., 2011.).
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3. OBRAZLOZENJE TEME

Cilj uspjesnog mlije¢nog gospodarstva je krava koja oteli jedno tele godiSnje i ima
zadovoljavajuéu laktaciju od 305 dana. Medutim, selekcija na visoku mlije¢nost ima negativne
uc¢inke na plodnost. Danasnja razina razumijevanja ¢imbenika i upravljackih mehanizama
folikularne dinamike rezultirala je razvojem sustava kontroliranog rasplodivanja sa fiksnim
vremenom osjemenjivanja i resinkronizacijom u plotkinja koje nisu koncipirale, sve u svrhu
povecanja efikasnosti rasplodivanja te prevencije subfertilnosti. To se postize farmakoloskim
metodama indukcije folikulogeneze, luteolize i Iluteogeneze te pravovremenom
resinkronizacijom. PURSLEY i sur.,. (1995) su osmislili protokol Ovsynch sa umjetnim
osjemenjivanjem bez detekcije estrusa. Rije¢ je 0 kombiniranoj primjeni sintetskih analoga
gonadotropnog releasnig hormona (GnRH) i prostaglandina F2a (PGF2a) (GnRH-7d PGF2a-
2d GnRH- 24h UO), koji uzrokuju redom: ovulaciju postoje¢eg dominantnog folikula i
sinkronizaciju novog folikularog vala (GnRH)., potom razgradnju Zutog tijela (PGF) ¢ime se
omogucuje ovulacija dominantnog folikula iz novog folikularnog vala (GnRH) za 24 do 32h
zbog poticanja porasta predovulacijske razine LH. Ovaj postupak rezultira sinkroniziranom
ovulacijom uz TAI, 17-24 sata nakon druge injekcije GnRH, a postao je rutinskim protokolom
poslijeporodnih rasplodivanja 1 programa reinseminacije. Medutim, ukoliko u vrijeme
aplikacije prvog GnRH nije prisutan dominantni folikul, do¢i ¢e atrezije nezrelih folikula, pa
¢e novi folikularni val nastati unutar tri dana, 1 rezultirat ¢e razvojem dominantnog folikula
tijekom sljedecih sedam dana, a ve¢ postojece zuto tijelo ¢e onemoguciti spontanu ovulaciju
prije druge aplikacije GnRH. Obzirom da je ustanovljeno kako je najveci postotak uspjesnosti
ostvaren kad se sa protokolom zapo¢ne sredinom ciklusa, najbolji nacin za postizanje tog cilja
jest primjena presinkronizacijkih protokola, tj. indukcijskih postupaka koji prethode Ovsynch-
u, a kojima se postize bolja sinkronizacija faza ciklusa, zbog opetovanih aplikacija hormona.
Smisao presinkronizacije je priprema faze ciklusa za primjenu Ovsyncha, tj. sinkronizacija
sredine ciklusa. Zbog boljih rezultata rasplodivanja, kao i ekonomicnosti, tj. minimaliziranja
trajanja razdoblja do detekcije steonosti i novog postupka rasplodivanja, plotkinje koje nisu
koncipirale po prethodnom UO potrebno je resinkronizirati. Aplikacija GnRH sedam dana prije
detekcije steonosti nema negativan utjecaj na inicijalnu stopu graviditeta i prekid steonosti u
plotkinja, a skracuje trajanje reindukcije pa se reinseminacija obavlja ve¢ 32. dan nakon
prethodnog osjemenjavanja. Istrazivanjima je ustanovljeno kako je u vec¢ine krava interestrusni

interval 22 dana. Temeljem tih odrednica, preporuka je GnRH aplicirati 22-23 dana po UO, tj.
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sedam dana prije UZV dijagnostike graviditeta (30. dana), kako bi se sinkronizirao folikularni
val 1 osiguralo aktivnho CL osjetljivo na PGF 30 dana po UO. Time se skracuje period do

sljedece reinseminacije.

Cilj ovog istrazivanja jest:

1. istraziti u¢inkovitost dva presinkronizacijska protokola u kontroliranom rasplodivanju,

medusobno i u odnosu na klasi¢ni Ovsynch.,

2. istraziti koji je od dva protokola ucinkovitiji u kombinaciji sa resinkronizacijskim

postupcima opetovane inseminacije.,
3. temeljem pracenja razine hormona odrediti optimalno vrijeme za TAL.,
4. istraziti pozitivnu korelaciju izabranog postupka i bolje plodnosti.,

5. ustanoviti ucinkovit indukcijski protokol koji bi postao obrazac za rutinski rad u

kontroliranom rasplodivanju u Hrvatskoj.

Standardizacijom postupka poboljsali bi se reprodukcijski, zdravstveni i proizvodni

pokazatelji, Sto podrazumijeva ekonomski boljitak 1 poboljSanje plodnosti mlije¢nih krava.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Zivotinje

Istrazivanje je provedeno na farmi mlije¢nih krava ,,Zdenacka farma d.o.0.”“ u Velikim
Zdencima, a u okviru projekta ,,Smanjena plodnost mlije¢nih krava“ Ministarstva znanosti,
obrazovanje i sporta. U istrazivanju je sudjelovalo 56 krava Holstajn- frizijske pasmine u dobi
od 2 do 5 godina. Ovisno o dnevnoj proizvodnji mlijeka, krave su hranjene mjeSavinom
koncentrata da zadovolji i nadide dnevne potrebe (Tablice 1. i 2.). Krave su bile smjestene na

dubokoj stelji, dijelom u objektima sa otvorenom sunc¢anom stranom, a do izmuzista su isle po

za to predvidenim koridorima (Slika 1.).

Slika 1. Smjestaj krava

Na muznju su prvo iSle krave sa najve¢om mlije¢nos¢u, a zadnje one u karenci. Po
izmuzivanju krave iz istrazivanja su se odvajale i upucivale u stojnice gdje im se, po potrebi
uzimala krv, aplicirali hormoni i radila ultrazvu¢na pretraga. Umjetno osjemenjivanje se

obavljalo ili u stojnicama ili na hranidbenom hodniku gdje su krave bile fiksirane

28



uglavljivanjem (Slika 2. i 3.). Za sve krave su zabiljezeni podaci o tjelesnoj kondiciji, paritetu

i mlije¢nosti u prvih 100 i u 305 dana laktacije, te koliko je dana proslo od poroda do ulaska u

protokol.

Tablica 1. Primjer obroka za proizvodnju od 35L

Sirovina Udio Sirovina Udio Sirovina Udio

(kg) (kg) (kg)
Kukuruzna 25 Kukuruzna 24 Kukuruzna 30
silaza 1 silaza ) silaza 1
Slama g Sijeno lucerke 17 Sijeno lucerke )
PSenic¢ne posije 0,22 PSenicCne posije 0,15 PSenic¢ne posije 0,06
Kalcii- Kalcii- Kalcii-

alcij 0.05 alcij 0.03 alcij 0.03

karbonat karbonat karbonat

5 5 75
Stoc¢na sol Stoc¢na sol Stoc¢na sol

1,5 3 1,8
Smjesa g- zitar Smjesa g-zitar Smjesa g-zitar
20% 01 20% 01 21% 0,05
Soja 005 | upp 01 UDP 0,05
Vit (antimast) 0.2 Vit (antimast) 0.2 Sme bovi top 0.3
Energin 0,05 Energin 0.2 Rindamin gm 0.5
Glicerin 2 Glicerin 3 Glicerin 5
Soda 4 Soda 2 Soda 4
Grasak Sjenaza ljulja Repa
Svijezi  repin GraSak GraSak
rezanac

47,17 41,48 51,94
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Tablica 2: primjeri obroka za proizvodnju od 22 L

Sirovina Udio Sirovina Udio Sirovina Udio

(kg) (kg) (kg)
Kukuruzna 20 Kukuruzna 25 Kukuruzna 22,5
silaza 1 silaza 1 silaza 1
Slama g Sijeno lucerke ) Sijeno lucerke 05
PSenicne posije 0,22 PSenicne posije 0.1 Slama 9
Kalcij- 0.05 Kalcij- 0.03 PSeni¢ne posije 0.05
karbonat karbonat Kalcii-

1 5 J 0,03
Sto¢na sol Sto¢na sol karbonat

15 1 52
Smjesa g- zitar Smjesa g-zitar Sto¢na sol
20% 0,1 20% 0,1 1,2

Smjesa g-zitar

Soja 0,05 | upp 01 21% 0,05
Vit (antimast) 0.2 Vit (antimast) 01 UDP 015
Energin 0,05 Energin 5 Sme bovi top 5
Glicerin 2 Soda 4 Soda 5
Soda 4 Repa Repa
Grasak Grasak Grasak
Svijezi  repin
rezanac

38,17 43,43 42,68
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Slika 2. Krave pripremljenje za umjetno osjemenjivanje fiksirane uglavljivanjem

4.2. Sinkronizacijski protokoli

Vecem broju krava u istrazivanju je ovo bilo prvo postpartalno osjemenjivanje, dok je za
ostale pro§lo minimalno 30 dana od aplikacije zadnjeg hormona prije ulaska u istraZivanje.
Krave su slu¢ajnim odabirom podijeljene u 3 grupe po 20 Zivotinja, ali su tokom pokusa iz
grupe A, $to zbog bolesti a §to zbog osjemenjivanja van protokola, izbacene 4 zivotinje, pa je
ukupan broj krava koji je zavrSio cijeli pokus 56. Skupine A i B su bile podvrgnute
presinkronizacijskim protokolima, dok je skupina C bila kontrolna, i bila je podvrgnuta
standardnom sinkronizacijskom protokolu Ovsynch (PURSLEY i sur., 1995.ste). Standardni
Ovsynch protokol se sastoji od aplikacije sintetskog analoga GnRH dan 0, sintetskog analoza
PGF2a dan 7, sintetskog analoga GnRH dan 9, te dvokratnog umjetnog osjemenjivanja, 6 1 24
h po zadnjoj aplikaciji GnRH. U prvoj skupini (A) se primjenjivala presinkronizacija
aplikacijom sintetskog analoga GnRH -9. dana (nulti dan se smatra dan kada pocinje Ovsynch
protokol), potom sintetskog analoga PGF2a -2. dan 1 0. dan se pocelo sa standardnim Ovsynch
protokolom. U drugoj skupini (B) se koristila presinkronizacija jednokratnom aplikacijom
sintetskog analoga PGF2a -2. dan 1 0 dan se poc¢eo standardnim Ovsynch protokolom. Sve krave
su bile osjemenjene dvokratno, 6 i 24 h nakon druge aplikacije sintetskog analoga GnRH u
Ovsynch protokolu duboko smrznutim sjemenom bika odabranog od strane upravitelja farme.
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Dvadesetitri dana potom (33. dan istrazivanja) sve su krave primile sintetski analog GnRH.
Sedam dana kasnije (40. dan istrazivanja) plotkinje su transrektalnom ultrazvu¢nom metodom
(UZV) pregledane na graviditet. Za krave za koje se ustvrdilo da nisu gravidne nastavio se
protokol resinkronizacije Ovsynch protokolom: 40. dana istrazivanja aplikacija sintetskog
analoga PGF2a, a za 2 dana ponovno (42. dan istrazivanja) sintetskog analoga GnRH te U.O.
za 6 1 24 h potom (Grafikon 1). Umjetno osjemenjivanje bimanualnom metodom sa fiksacijom
cerviksa je provodio jedan doktor veterinarske medicine, a koriSteno je duboko smrznuto sjeme
bikova po odabiru voditelja farme. Trideset dana po umjetnom osjemenjivanju je i kravama iz
resinkronizacije napravljena ultrazvucna dijagnostika graviditeta, a krave kojima je potvrdena

gravidnost su jo$ 30 dana kasnije bile podvrgnute dijagnostici gravidnosti rektalnom i

ultrazvuénom pretragom.

Slika 3. Umjetno osjemenjivanje krava u stojnicama
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SINKRONIZACUA

RESINKRONIZACIJA

A GnRrH PGF  GnRH PGF  GnRH GnRH PGF GnRH
+UO uo DGUzv  +UO uo
I [
I L I
dan -9 =2 0 7 9 10 33 40 42 43
B PGF  GnRH PGF  GnRH GnRH PGF GnRH
+UO uo UzvDG +UO UO
I | 1 | I I
I | I | T
dan -9 =2, 0 7 9 10 33 40 42 43
C GnRH PGF GnRH GnRH PGF GnRH
+U0 U0 uzvDG +UO UO
I - I I 1 |
I I b | b
dan -9 2 0 7 9 10 33 40 42 43

Slika 4. Shematski prikaz aplikacije hormona po grupama (A i B- presinkronizacijske
grupe., C- kontrolna grupa).

Unutar svake skupine je slu¢ajnim odabirom izdvojeno pet krava kojima se nakon aplikacije
drugog GnRH u Ovsynchu krv vadila svaka 4 sata u narednih 32 sata za analizu koncentracije
luteiniziraju¢eg hormona (LH), 1 jajnici su se gledali ultrazvu¢no 12, 24 1 28 h po aplikaciji

GnRH, sve do ustanovljavanja ovulacije, te je mjeren promjer dominantnog folikula i strana

ovulacije.

U svrhu upravljanja ciklusom su koristeni hormonski preparati gonadorelin, sintetski analog

gonadotropnog releasing hormona (Gonavet Veyx®, Veyx-Pharma GmbH, Schwarzenborn,

Njemacka, 1 mL i/m po Zivotinji) i kloprostenol, sintetski analog prostaglandina F2a (PGF

Veyx®, Veyx-Pharma GmbH, Schwarzenborn, Njemacka, 0,5 mg/Zivotinji i/m).
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4.3. Uzorkovanje krvi

Svim kravama je na dane aplikacije hormona, bez obzira na grupu, pocevsi s danom pocetka
protokola u skupini A, bila vadena krv za naknadnu analizu steroidnih hormona progesterona
(P4) i estradiola (E2), dok je slu¢ajnim izborom odabrano po 10 Zivotinja po grupi za analizu
biokemijskih parametara (Slika 5.). Krv za analizu LH je vadena u razmacima od 4 sata
odabranim zivotinjama, pet krava po svakom protokolu, po¢evsi od druge aplikacije sintetskog
analoga GnRH u sinkronizacijskom dijelu protokola pa kroz narednih 32 h, tj. sve dok nastanak

ovulacije nije bio potvrden ultrazvu¢nom pretragom jajnika (Slika 6.).

+ + + + +

* * * * * * * *

I | I I I | | | [
dan -9 2 0 7 9 10 33 40 42 43

Slika 5. Uzorkovanje krvi za steroidne hormone (*) i biokemijske parametre (+).

Krv je vadena venepunkcijom repne vene u biokemijske epruvete sa dodatkom
aktivatora ugruska (Venosafe® plastic tube: Serum VF- 076SP, 7mL, Terumo Europe N. V.,
Belgija), uvijek u isto vrijeme po zavrSetku muznje. Nakon vadenja, krv je neko vrijeme (do 3
sata) stajala na sobnoj temperaturi i potom je centrifugirana 10 minuta na 3500 okretaja. Potom

je serum odliven i spremljen u ependorf kivete na -20°C do daljnje analize.

h o 4 8 12 16 20 24 28 32

d9 GnRH uo uzv uo+uzv uUzv = uzv*

Slika 6. Uzorkovanje krvi za LH 1 ultrazvuc¢no pracenje ovulatornog odgovora po satima
(*- na 32. sat UZV se pratila samo jedna krava jer je svima na 28h ultrazvu¢no potvrdena

ovulacija pa se prestalo i sa uzorkovanjem krvi za LH)
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4.4. Ultrazvucna dijagnostika

Ultrazvuéna dijagnostika je provodena aparatom Medison SonoVet 2000 sa transrektalnom
linearnom sondom frekvencije 5MHz (Slika 7.), a mjerenje promjera folikula je obavljeno

njegovim kaliperom.

Slika 7. Oprema za ultrazvucénu dijagnostiku (Medison SonoVet 2000 sa transrektalnom

linearnom sondom od 5 MHz)

Folikularna dinamika je ultrazvu¢no prac¢ena na kravama kojima se uzimala krv za
analizu LH, i to 12, 24 a po potrebi i 28 h od aplikacije drugog GnRH u sinkronizacijskom
dijelu protokola. Nakon fiksacije jajnika za vrijeme rektalne pretrage, sonda se uvodila
transrektalno 1 polagala nad jajnik te se, na temelju anehogenog podrucja trazio folikul ili Zuto
tijelo na temelju ograni¢enog hipoehogenog podrucja. Po pronalasku folikula, slika bi se smrzla
1 ugradenim kaliperom se mjerio promjer folikula preko mjerenja dvaju najSirih polova

folikularne Supljine (Slika 8.). Kao rezultat je uzet promjer vece Sirine.
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Slika 8. Ultrazvuéni prikaz folikula bez (lijevo) 1 sa mjerenjem promjera (desno)

Dijagnostika graviditeta se provodila 30 dana nakon UQ, a nalaz graviditeta se temeljio na
pronalasku ploda unutar anehogene Supljine u lumenu maternice, po postavljanju sonde nad
maternicu za vrijeme rektalne pretrage. Dijagnostika gravidnosti rektalnom palpacijom 60 dana

po UO se temeljila na pronalasku asimetri¢nosti rogova maternice.

4.5. Ocjena tjelesne kondicije

Na dan pocetka istraZivanja, svim kravama je odredena je tjelesna kondicija (BCS) u skladu
sa sustavom osjenjivanja od 1 od 5 bodova i porastom od 0,25. Ocjena 1 predstavlja izrazito
mrsave a ocjena 5 predebele krave. BCS je odredivan prema EDMONSON i sur.,. (1989.)
inspekcijom i palpacijom podrucja korijena repa, zdjelice, sjednih i bo¢nih kvrga, ispunjenosti
slabinskog dijela kraljeSnice, izraZenosti trnastih i poprec¢nih kraljeSaka te izraZenosti rebara.
Inspekcija se obavlja sa straznje 1 desne strane plotkinje, a palpacija po moguénosti uvijek istom
rukom. PolaziSne tocke za ocjenjivanje kondicije su masne nakupine repnih jama te
zamascéenost 1 misiéni sloj sjednih kvrga, a potom masno i misSi¢no tkivo na bo¢nim kvrgama i
pobo¢nim nastavcima slabinskih kraljezaka. Kona¢na ocjena ovisi o te dvije: ukoliko su iste, to
je ujedno 1 konacna ocjena, a ukoliko se druga ocjena razlikuje od prve, onda se kona¢na ocjena
umanjuje ili uveéava za 0,5 od prve ocjene, ovisno o razlici. Za potrebe analize podataka, krave

su podijeljene u dvije skupine: visoki BCS ukoliko je bio iznad 2,5, a niski ukoliko je bio ispod
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ili jednak 2,5. Ocjena 2,5 je odabrana kao grani¢na jer predstavlja minimalnu potrebnu
kondiciju za krave na vrhuncu laktacije, 30 do 100 dana postpartalno, koja je preduvijet za
uspjesan fertilitet (CARVALHO | SUR., 2014.).

4.6. Odredivanje koncentracije hormona (luteiniziraju¢i hormon, progesteron i

estradiol)

Analiza luteiniziraju¢eg hormona (LH) je izradena metodom ELISA (engl. Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) s dvostrukim antitijelima (sandwich tehnika), a koristen je kit LH
Detect Bovine (ReproPharm SAS, INRA centre de Tours- PRC, Nouzilly, Francuska). Rije¢ je
o imunoenzimatskoj metodi gdje se enzimatska aktivnost otkriva uz pomo¢ kromogenog
substrata, a intenzitet reakcije je proporcionalan koncentraciji LH u ispitivanom uzorku. Po
diluciji ispitivanog seruma u omjeru 1:10, inkubaciji i dodatku antitijela, dodan je kromogeni
substrat tetrametilbenzidin (TMB) i reakcija je zaustavljena nakon 15 min. Intenzitet reakcije
se mjeri spektrofotometrijski na ¢itacu mikrotitarskih plocica (BioTek Instruments, Vermont,
USA) na 450 nm. Koncentracija LH u uzorcima odredena je pomocu kalibracijske krivulje
izradene pomocu programa CurveExpert 1.4. Analiza je izradena na Zavodu za kemiju 1

biokemiju Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

Koncentracija progesterona u serumu je odredena standardnim komercijanim paketom
reagensa (Access Progesterone, Beckman Coluter Inc., Ireland) na analizatoru UniCel DxI 600
(Beckman Coulter, Tokyo, Japan). Access Progesterone je imunokemijska analiza za
kvantitativno odredivanje koncentracije progesterona u serumu. To je kemiluminiscentna
imunokemijska analiza kompetetivnog vezanja. Uzorak se dodaje u reakcisjku posudu sa ze¢jim
antitijelima na progesteron, konjugatom progesteron-alkalna-fosfataza i paramagnetskim
Cesticama obloZenim sa kozjim antitijelima protiv ze¢jih antitijela. Progesteron se natjece s
konjugatom progesteron-alkalna-fosfataza za vezna mjesta na ogranicenoj koli¢ini specifi¢nih
antitijela anti-progesteron. Dobiveni antigen:antitijelo kompleksi se vezu na vezana antitijela
na krutoj fazi. Nakon inkubacije u reakcijskoj posudi, materijali vezani uz krutu fazu se drze u
magnetskom polju dok se nevezani materijali ispiru. Zatim se dodaje kemiluminiscentni
supstrat Lumi-Phos 530 u reakcijsku posudu, a zbog reakcije nastalo svjetlo se mijeri
luminometrom. Proizvodnja svjetla je obrnuto proporcionalna koncentraciji progesterona u

uzorku. Koncentracija analita u uzorku se odreduje iz pohranjene, kalibracijske krivulje koja se
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sastoji od Sest toCaka. Minimalna koncentracija koje se moze odrediti ovim testom je 0,08

ng/mL (0,25nmol/L).

Koncentracija estradiola u serumu je odredena standardnim komercijanim paketom
reagensa (Access Estradiol, Beckman Coluter Inc., Ireland) na analizatoru UniCel DxI 600
(Beckman Coulter, Tokyo, Japan). Access Estradiol je imunokemijska analiza za kvantitativno
odredivanje koncentracije estradiola u serumu. To je kemiluminiscentna imunokemijska
analiza kompetetivnog vezanja. Uzorak se dodaje u reakcijsku posudu zajedno s
paramagnetskim Cesticama obloZzenim s kozjim antitijelima protiv zecjih., zecja antitijela na
estradiol i TRIS- puferirana otopina proteina. Nakon 20 minuta dodaje se konjugat estradiol-
alkalna-fosfataza. Estradiol se u uzroku natjece s konjugatom estradiol-alkalna-fosfataza za
vezna mjesta na ograni¢enoj koliini specificnih antitijela na estradiol. Dobiveni
antigen:antitijelo kompleksi se vezu na vezana antitijela na krutoj fazi. Nakon inkubacije u
reakcijskoj posudi, materijali vezani uz krutu fazu se drze u magnetskom polju dok se nevezani
materijali ispiru. Zatim se dodaje kemiluminiscentni supstrat Lumi-Phos 530 u reakcijsku
posudu, a zbog reakcije nastalo svjetlo se mjeri luminometrom. Proizvodnja svjetla je obrnuto
proporcionalna koncentraciji estradiola u uzorku. Koncentracija analita u uzorku se odreduje iz
pohranjene, kalibracijske krivulje koja se sastoji od Sest tocaka. Minimalna koncentracija koje

se moze odrediti ovim testom je 20 pg/mL (73 pmol/L)

Koncentracije progesterona i estradiola su izmjerene u Klinickom zavodu za laboratorijsku

dijagnostiku u Klinickoj bolnici Dubrava u Zagrebu.

4.7. Odredivanje biokemijskih parametara

Biokemijski parametri (koncentracija ukupnog kolesterola, glukoze, ureje, kreatinina,
bilirubina, totalnih proteina, albumina, Na, K i Cl, te aktivnosti AST, ALT 1 GGT) odredivani
su standardnim komercijalnim paketima reagensa (Beckman Coulterd., Irska) na bikemijskom
analizatoru Beckman Coulter AU 680 u Klinickom zavodu za medicinsku biokemiju i

laboratorijsku medicinu Klini¢ke bolnice Merkur u Zagrebu.

Aktivnost paraoksonaze (PON1) odredena je spektrofotometrijskom metodom hidrolize
paraoksona (O,O-dietil-O-p-nitrofenilfosfat., Sigma Chemical Co, London, UK) kontinuiranim

mjerenjem oslobadanja p-nitrofenola. Apsorbanciju nastalog p-nitrofenola se mjerilo
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bikromatski na 410/480nm pri 37°C na automatskom analizatoru Beckman Coulter AU 680 u
Klinickom zavodu za medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu Klinicke bolnice Merkur
u Zagrebu. Aktivnost PON1 izraZena je u internacionalnim jedinicama (U/L), a predstavlja
aktivnost enzima koja hidrolizira 1 pmol supstrata u jednoj minuti u jednoj litri seruma

(umolmin™/L).

4.8. Statisticka analiza podataka

Statisticka analiza podataka nacdinjena je pomocu programskog paketa SAS (Statistical

Analysis Software) 9.3. (2002-2008 by SAS Institute Inc., Cary, SAD).

Deskriptivna statistika (broj podataka, minimalne i maksimalne vrijednosti, srednja
vrijednost, standardna devijacija) nacinjena je pomoc¢u SAS modula PROC MEANS i PROC
FREQ.

Normalna distribucija podataka testirana je pomocu modula PROC UNIVARIATE, a
homogenost/heterogenost varijanci podataka izmedu skupina analizirana je Levene testom
pomo¢u GLM modula (PROC GLM) i opcije HOVTEST. Ponekad je distribucija podataka i
homogenost/heterogenost varijanci testirana statistickom aplikacijom SAS-a ,,Interactive Data
Analysis“. Kada su pretpostavke normalne distribucije analiziranih zavisnih varijabli bile
naruSene te kod heterogenosti varijanci razli¢itih grupa nacinjena je transformacija varijabli.
Od transformacija koristili smo logaritamsku transformaciju na bazi 10. Zakljucci dobiveni
testiranjem hipoteze na transformiranim podatcima u ovoj disertaciji odnose se i na originalne

podatke.

Rezultati su izraZeni kao srednje vrijednosti 1 95 %-tni interval pouzdanosti, a izraCunati su
metodom najmanjih kvadrata (eng. LSM, least squares means) koriStenjem LSMEANS naredbe
i opcija PDIFF i CL. Za usporedbu srednjih vrijednosti koriStena je Tukey-Kramer-ova metoda
viSestrukih usporedbi na razini statistiCke signifikantnosti P<0,05. Ponekad je u modelu
usporedbe srednjih vrijednosti najmanjih kvadrata koristena opcija SLICE kada je bilo potrebno

specificirati interakcije pojedinih fiksnih efeketa.

Generalni linearni mjeSoviti model (PROC GLIMMIX) se koristio za analizu uspjeha
koncepcije u ovisnosti o koncentracijama progesterona i metabolickih parametara. Statisticki

model je ukljuc¢ivao fiksne efekte protokola, tjelesne kondicije, dana postpartalno i mlije¢nosti,
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te njihovih medusobnih krizanja. U model je ukljucen i identifikacijski broj (ID) krave sa
ponavljaju¢im mjerenjima tokom vremena pomocu naredbe RANDOM i opcije RESIDUAL.
Odluka o tome Kkoji tip strukture varijanca-kovarijanca ¢e biti upotrijebljen u analizi donesena
je na osnovu SAS-ovih kriterija za evaluaciju najboljeg modela (AIC i BIC). Rezultati su nakon
analize, ukoliko su podatci bili transformirani, obrnutom transformacijom vraceni na originalne
vrijednosti (srednja vrijednost i 95 %-tni interval pouzdanosti) i kao takve prikazane u tekstu
ili tablicama.

Neke binarne varijable, poput uspjeha koncepcije i finalne stope steonosti izmedu grupa su
analizirane GENMODE procedurom s funkcijom log link i binomijalnom distribucijom kako

bi se izra¢unao relativni rizik (RR).

Pearson-ov koeficijent korelacije izracunat je izmedu razlicitih parametara (progesteron,
estradiol, tjelesna kondicija, laktacija, mlije¢nost) korisStenjem CORR modula SAS-a (PROC
CORR). Koeficijent korelacije smo interpretirali prema PETZ (2004.), aproksimacija visine
povezanosti — koeficijenta korelacije: od + 0,00 do +0,20 nikakva ili neznatna povezanost, od
+ 0,20 do £ 0,40 laka povezanost, od + 0,40 do + 0,70 znacajna povezanost i od + 0,70 do +

1,00 visoka ili vrlo visoka povezanost.

Grafikoni su izradeni pomoc¢u modula SAS/GRAPH, postupkom PROC GPLOT. Izlazni
format grafikona bio je jpeg (Joint Photographic Experts Group) u rezoluciji od 600 dpi (Dots
Per Inch).
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5. REZULTATI

U istrazivanju je sudjelovalo 55 krava holstein- frizijske pasmine, podijeljeno u tri skupine
za primjenu presinkronizacijskih protokola: grupa A (n=17), B (n=19) i C (n=19). Na samom
pocetku istrazivanja je bilo 20 zivotinja po svakoj grupi, no zbog pokazivanja znakova tjeranja

1 umjetnog osjemenjivanja van predvidenog protokola pet zivotinja je izaslo iz pokusa.

5.1. Servis-period

Krave u istrazivanju su bile minimalno 55, a maksimalno 190 dana po porodu. Grupa A je
imala najvecu disperziju u postpartalnim danima te je veéina krava ve¢ prije bile osjemenjivana,
no bez uspjeha. Za te krave je od vremena zadnjeg osjemenjavanja pa do ulaska u protokol

proslo najmanje 40 dana.

Tablica 3. Dani postpartalno do ulaska u protokol

Protokol Srednja Standardna Minimum Maksimum
vrijednost devijacija

A 113.65 45.56 65 190

B 64.49 6.7 55 81

C 64.44 4.64 55 71

Za potrebe statistic¢ke obrade smo krave podijelili u dvije grupe, ovisno o tome je li im prva
aplikacija GnRH u sinkronizacijskom dijelu protokola (dan 0) bila prije ili poslije 65 dana

postpartalno.
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Tablica 4. Broj i postotak krava manje ili viSe od 65 dana postpartalno na dan pocetka

sinkronizacijskog dijela protokola

A (n=17) B (n=19) C (n=19) ukupno (n=55)
n (%) n (%) n (%) n (%)
<65dpp 2 (11,76) 11 (57,89) 10 (52,63) 23 (41,28)
>65d pp  15(88,24) 8 (42,11) 9 (47,37) 32 58,18)

5.2. Ocjena tjelesne kondicije (BCS)

Sve su krave bile u dobroj tjelesnoj kondiciji za rasplodivanje, a ocjena se kretala od

najnizih 2,5 pa do 3,25.

Tablica 5. Ocjena tjelesne kondicije (BCS)

Srednja Standardna
Protokol vrijednost devijacija Minimum Maksimum
A 2.69 0.2 2.5 3
B 2.76 0.19 2.5 3
C 2.86 0.22 2.5 3.25

Zbog procjene utjecaja BCS na uspjesnost koncepcije, krave smo ovisno o ocjeni tjelesne
kondicije podijelili na one sa niskim BCS-om (BCS<2,5) i na one sa visokim BCS-om
(BCS>2,5).
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Tablica 6. Ocjena tjelesne kondicije (niska BCS<2,5 i visoka BCS>2,5)

Tjelesna A (n=17) B (n=19) C (n=19) ukupno (n=55)
kondicija n (%) n (%) n (%) n (%)

Niska 8 (47,06) 5 (26,32) 3(15,79) 16 (29,09)
Visoka 9 (52,94) 14 (73,68) 16 (84,21) 39 (70,91)

5.3. Laktacija

Vecini krava u istrazivanju je ovo bila prva laktacija (61,82%), a jednoj kravi je ovo bila

Cetvrta laktacija, $to je ujedno i maksimalan broj telenja kravama obuhvacéenim istrazivanjem.

Tablica 7. Prikaz Zivotinja po laktaciji

A (n=17) B (n=19) C (n=19) ukupno (n=55)
laktacija n (%) n (%) n (%) n (%)

1 14(8235)  8(42,11) 12 (63,16) 34 (61,82)

2 0(0) 9 (47,37) 6 (31,58) 15 (27,27)

3 3 (17,65) 1(5,26) 1(5,26) 5 (9,09)

4 0(0) 1 (5,26) 0(0) 1(1,82)

Za potrebe statistiCke obrade, krave smo, obzirom na redni broj laktacije, podijelili na

primipare (prva laktacija) i multipare (viSe od jedne laktacije).
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Tablica 8. Podjela krava prema paritetu

A (n=17) B (n=19) C (n=19) ukupno (n=55)
paritet n (%) n (%) n (%) n (%)
primipare 14 (82,35) 8 (42,11) 12 (63,16) 34 (61,82)
multipare 3 (17,65) 11 (57,89) 7 (36,84) 21 (38,18)

5.4. Mlijecnost

Za sve krave u protokolu smo iz programa “DairyPlan C21” provjerili podatke o mlije¢nosti

(L) u prvih 100 dana laktacije (Tablica 9.) te u punih 305 dana laktacije (Tablica 10.).

Tablica 9. Mlije¢nost (L) u prvih 100 dana laktacija

Srednja  Standardna

protokol vrijednost devijacija Minimum Maksimum

A 2796.49 357.23 2042 3558
B 3017.04 548.22 1801 3988
C 2755.91 535.54 1972 4193

Tablica 10. Mlijecnost (L) u punih 305 dana laktacije

Srednja  Standardna

protokol vrijednost devijacija Minimum Maksimum

A 7837.3 941.93 6281 9479
B 8201.63 1235.29 6930 10913
C 7351.85 1424.25 5558 10925
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5.5. Uspjeh koncepcije

Tablica 11. pokazuje uspjeh koncepcije u sinkronizacijskom (CR1) i resinkronizacijskom

(CR2) dijelu protokola, ustanovljen ultrazvu¢nom pretragom 30 dana po osjemenjivanju.

1z tablice je vidljivo da je postotak koncepcije najveci za protokol B i iznosi 47,37%, slijedi
protokol A sa 29,41% dok je nesto slabiji kontrolni protokol C sa 21,05%. Sukladno tome,
postoji tendencija statisticki znacajnoj razlici (p=0,0941) u postotcima koncepcije u
sinkronizacijskom dijelu protokola izmedu grupa B i1 C, te krave iz protokola B imaju 3,37 puta
bolju koncepciju od krava u protokolu C. Medutim, iako izmedu protokola A i B te A i C nema
signifikantne razlike, krave iz protokola B imaju 2,16 puta bolju koncepciju od krava iz
protokola A, a krave iz protokola A imaju 1,56 puta bolju koncepciju od krava iz protokola C.

Tablica 11. Uspjeh koncepcije u sinkronizacijskom (CR1) i resinkronizacijskom (CR2)

dijelu protokola (postotci obiljezeni istim slovima pokazuju tendenciju znacajnoj razlici,

p=0,0941)

A (n=17) B (n=19) C (n=19) ukupno (n=55)
n (%) n (%) n (%) n (%)
CRL 0 12(7059) 10 (52,63) 15 (78,95) 37 (67,27)
1 5 (29,41) 9 (47,37 4 (21,05 18 (32,73)
A (n=12) B (n=10) C (n=15) ukupno (n=37)
n (%) n (%) n (%) n (%)
CR2 0 8 (66,67) 7 (70,00) 10 (66,67) 25 (67,57)
1 4 (33,33) 3 (30,00) 5 (33,33) 12 (32,43)

U resinkronizacijskom dijelu protokola postotak koncepcije izmedu razlicitih protokola je

dosta ujednacen 1 iznosi oko 30% (33,33% za protokole A 1 C, te 30% za protokol B). Sukladno
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tome, krave iz protokola A i C imaju medusobno jednaku koncepciju, dok im je, u odnosu na

protokol B, koncepcija 1,67 puta bolja.

5.6. Embrionalna smrtnost

U tablici 12. su prikazani podaci o embrionalnoj smrtnosti poslije koncepcije u

sinkronizacijskom (ES1) i resinkronizacijskom (ES2) dijelu protokola.

NajviSe zivotinja sa embrionalnom smrtnoS¢u je bilo u protokolu B (33,33% poslije

koncepcije i u sinkronizacijskom i u resinkronizacijskom dijelu protokola). Slijedi protokol C

sa smrtnos¢u od 25% samo u sinkronizacijskom dijelu protokola, dok kod Zivotinja iz protokola

A embrionalna smrtnost nije zabiljezena.

Tablica 12. Postotak embrionalne smrtnosti poslije koncepcije u sinkronizacijskom (ES1) i

resinkronizacijskom (ES2) dijelu protokola

A (n=5) B (n=9) C (n=4) ukupno (n=18)
n (%) n (%) n (%) n (%)
EST 0 5 (100) 6 (66,67) 3 (75,00) 14 (77,78)
1 0(0) 3(33,33) 1(25,00) 4(22,22)
A (n=4) B (n=3) C (n=5) ukupno (n=12)
n (%) n (%) n (%) n (%)
ES2 0 4 (100) 2 (66,67) 5 (100) 11 (91,67)
1 0(0) 1(33,33) 0(0) 1(8,33)
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5.7. Kona¢ni postotak gravidnih Zivotinja

Obzirom da su sve plotkinje dva puta pregledane na gravidnost, prvi put ultrazvu¢nom
dijagnostikom 30 dana po umjetnom osjemenjivanju i drugi put 60 dana poslije UO-a
ultrazvukom i rektalnom palpacijom genitalnih organa, konaé¢ni postotak gravidnih Zivotinja je
prikazan u tablici 13. Konac¢ni postotak je dobiven na nacin da se od broja zivotinja gravidnih
nakon 30 dana oduzeo broj onih koje su nakon 60. dana dijagnosticirane kao negravidne i
sumnja se da su imale embrionalnu smrtnost, te su tako dobivene one plotkinje koje su bile

pozitivne na obe dijagnostike gravidnosti.

Uspjeh koncepcije u prvoj, sinkronizacijskoj fazi pokusa, za protokol A iznosi 29,41 %, za
protokol B 31,58 % i za protokol C 15,79 %. lako izmedu protokola nema statisticki znacajne
razlike u postotku, krave iz protokola B imaju 1,10 puta bolju koncepciju od krava iz protokola
A'i 2,46 puta bolju od krava iz protokola C, dok je koncepcija kod krava iz protokola A 2,22

puta bolja nego kod krava iz protokola C.

Dok je postotak gravidnih krava u drugoj resinkronizacijskoj fazi pokusa jednak za krave
protokola A i C i iznosi 33,33 %, nesto je niZi u krava iz protokola B 1 iznosi 20 %. Iako nema
statistiCki znacajne razlike izmedu protokola, krave iz protokola A i C imaju 2 puta bolju

koncepciju nego krave iz protokola B.
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Tablica 13. Konacni postotak gravidnih krava

A B C

N (ukupno) 17 19 19

CR1 (n) 5 9 4

ES1 (n) 0 3 1

PR1 (n, (%)) 5(29,41) 6 (31,58) 3(15,79)
A B C

N (ukupno) 12 10 15

CR2 (n) 4 3 5

ES2 (n) 0 1 0

PR2 (n, (%0)) 4 (33,33) 2 (20) 5(33,33)

5.8. Koncentracija progesterona

U Tablici 14. i na Slici 9. vidimo koncentraciju progesterona u krvi (ng/mL) na dane analize,
prikazanu po protokolu. 1z Tablice se vidi da je koncentracija progesterona ujednacena i bez

razlik po ispitivanim protokolima, osim na nulti dan.

Na dan 0, koncentracija progesterona je najvisa kod krava u protokolu C (2,73 ng/mL) te se
statisticki znacajno razlikuje (p=0,0002) od krava protokola A (0,19 ng/mL), ali i od krava u
protokolu B (0,47 ng/mL, p=0,0008).
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Tablica 14. Koncentracija progesterona u ng/mL na dane vadenja krvi, izrazena kao srednja
vrijednost (Mean), standardna devijacija (Sd), najniza (Min) i najvisa (Max) vrijednost (srednje
vrijednosti obiljezene istim slovima se medusobno statisticki znacajno razlikuju, a=0,0002,

b=0,0008)

Progesteron -9 -2 0 7 9 33 40 42
A Mean 2.77 2.78 0.192 2.38 0.71 2.99 3.85 0.49
Sd 3.75 3.04 0.31 1.18 1.49 3.76 4.27 0.73
Min 0.08 0.08 0.08 0.98 0.08 0.08 0.08 0.08
Max 12.86 10.64 141 5.54 6.17 12.82 14.23 2.24
B Mean 2.11 3.03 0.47° 2.99 0.37 3.63 4.48 0.33
Sd 1.94 3.13 1.14 2.67 0.44 2.94 3.61 0.27
Min 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.1
Max 6.25 9.39 5.05 12.09 1.66 7.3 11.56 0.82
C Mean 3.17 2.67 2.73%® 3.27 0.51 2.44 5.33 1.29
Sd 2.87 2.97 2.83 2.87 0.97 2.58 2.95 2.43
Min 0.08 0.08 0.08 0.24 0.08 0.08 0.26 0.08
Max 8.44 9.1 7.85 10.39 4.38 8.29 10.53 7.2
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Koncentracija progesterona u krvi na dane aplikacije hormona po protokolu = Mean(P4)

O W s O

i
TOM010Yd

koncentracija progesterona (ng/mlL) (srednja vrijednost +/- CL)

O =t W s OV O =N W ROy

9 20 b | | 33 40 42
dan aplikacije hormona

Slika 9. Kretanje koncentracije progesterona u krvi na dane aplikacije hormona po

protokolu (vrijednosti obiljeZene istim slovima se znac¢ajno razlikuju, a p=0,0002., b p=0,0008)
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5.9. Koncentracija estradiola

Tablica 15. i slika 10. prikazuju koncentraciju estradiola (pg/mL) u krvi na dane analize, po

ispitivanim protokolima.

Tablica 15. Koncentracija estradiola u pg/mL na dane vadenja krvi, izrazena kao srednja
vrijednost (Mean), standardna devijacija (Sd), najniza (Min) i najviSa (Max) vrijednost
(vrijednosti obiljezene istim slovima imaju tendenciju (a, b) ili se statisticki znacajno razlikuju

(c, d, e)., a=0,0603., b=0,0695., ¢=0,022., d=0,0220., e=0,0181)

Estradiol -9 -2 0 7 9 33 40 42

A Mean 17.92% 15.99%¢ 17.43 13.78 1595 14.69 14.02 11.92¢
Sd 5.96 8 7.15 6.24 7.57 6.92 5.32 6.12
Min 8.72 2.72 5.99 4.36 5.72 5.17 4.36 2.18

Max 32.96 3159 3242 23.97 28.6 26.69 22.06 19.61

B Mean 12.97% 9.27¢ 13.99 17.1° 17.7 15.86 11.06 31.63°
Sd 4.99 6.15 5.99 5.59 8.31 6.62 8.48 11.18
Min 5.72 0 6.54 5.17 4.35 2.45 0.82 0

Max 26.42 2097 2424 25.33 35.14 2724 25.87 61.29

C Mean 16.76 9.35° 18.18 12.4° 1565 19.34 11.75 19.03
Sd 8 7.37 7.71 7.23 6.26 9.34 6.45 7.74
Min 3.81 0.82 4.36 1.63 4.63 2.45 0.27 191

Max 31.05 32.14  38.95 26.97 3051 4222 22.06 33.23

Za dan -9 postoji tendencija statisti¢koj znacajnosti za vrijednost koncentracije estradiola
izmedu protokola A i B (p=0,0603), i njegova vrijednost u protokolu A je 17,92 pg/mL, a u
protokolu B je niza i iznosi 12,92 pg/mL. Na dan -2 u protokolu A je njegova koncentracija
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znacajno visa nego u protokolu B (15,99 vs. 9,27 pg/mL, p=0,0225) i u protokolu C (15,99 vs.
9,35 pg/mL p=0,0220). Za dan 7 postoji tendencija statistickoj znacajnosti za vrijednost
koncentracije estradiola izmedu protokola B i C (17,1 vs. 12,4 pg/mL, p=0,0695). Na dan 42
protokol A se znacajno razlikuje od protokola B (11,92 vs. 31,63 pg/mL, p=0,0181).

koncentracija estradiola (pg/mL) na dane aplikacije hormona — Mean(ESTRAD)
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Slika 10. Kretanje koncentracije estradiola (pg/mL) u krvi na dane aplikacije hormona,
prikazana po ispitivanim protokolima (vrijednosti obiljezene istim slovima imaju tendenciju (a,
b) ili se statisticki znacajno razlikuju (c, d, e)., a=0,0603., b=0,0695., ¢=0,022., d=0,0220.,
e=0,0181)
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5.10. Koncentracija LH

U svakoj grupi smo nasumi¢nim odabirom odabrali pet krava kojima se vadila krv svaka 4
sata unutar razdoblja od 32h, pocevsi sa drugom aplikacijom GnRH (0Oh). Slijede¢i grafovi
prikazuju kretanje koncentracija LH vala i trenutak LH vrhunca. Ravna linija prikazuje
referentnu liniju za dokaz vrhunca LH vala (izraCunata kao bazalna razina LH plus dvije
standardne devijacije, prema ROELOFS i sur.,., 2004). Iz grafova je vidljivo kako je kod vecine
krava LH vrhunac nastupio 4 h po aplikaciji GnRH. Kod pet krava (id= 716, 724, 809, 810 i
952) je ve¢ na nulti sat vadenja krvi koncentracija LH nadmasivala bazalnu za viSe od dvije SD,
upucujuéi na vrhunac. Medutim, kod krava 716, 756, 757, 796 1 810 LH koncentracija pokazuje

bifazi¢an peak.

Krivulje LH kod krave u protokolu B pokazuju najveéu pravilnost, dok je u protokolu A

najveci broj krava sa dvostrukim peakovima, u pravilu 4 i 12 sati po aplikaciji GnRH.

Analiza korelacije izmedu najvise vrijednosti LH i promjera dominantnog folikula nije
pokazala statisicku znacajnost, jednako kao ni korelacija promjera dominantog folikula 1
koncetracija estradiola u krvi, dok je koncentracija progesterona u krvi grani¢no znatno
povezana (r=0,40) sa promjerom dominantnog folikula, ali samo sa tedencijom signifikantnosti
(p=0,0839).
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5.10.1. Protokol A

kone LH {Mean}

- N W REO® @D

0 4 8 2 ©s 20 24 28 32
uzotkovanje krvi za LH

ID *** 755

Slika 11. Kretanje koncentracije LH za kravu 755 (A)

Iz Slike 11. je vidljivo kako je kod krave 755 vrhunac LH vala nastupio 4 sata po aplikaciji
GnRH, da bi poslije 8 sati pao ispod bazalne vrijednosti 1 zatim ju ponovno preSao na 12 sati
po aplikaciji GnRH. Ultrazvu¢nom pretragom jajnika je 12 sati po aplikaciji GnRH pronaden

dominantni folikul promjera 17 mm na desnom jajniku, koji je 12 kasnije ve¢ bio ovulirao.
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kone LH {Mean)
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Slika 12. Kretanje koncentracije LH za kravu 756 (A)

Iz Slike 12. je vidljivo kako kod krave 756 koncentracija LH ima sli¢an porast kao i u
prethodne krave, sa poviSenjima iznad minimalne vrijednosti za vrhunac LH vala 4 i 12 sati po
aplikaciji GnRH. Ultrazvu¢nom pretragom jajnika je 12 sati po aplikaciji GnRH pronaden
dominantni folikul promjera 21 mm na lijevom jajniku, koji je 12 sati kasnije poveéao promjer

na 23 mm, te je 4 sata kasnije, ukupno 28 sati po aplikaciji GhnRH ovulirao..
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Slika 13. Kretanje koncentracije LH za kravu 123 (A)

Na slici 13. vidimo kako je kod krave 123 vrhunac LH vala nastupio 4 sata po aplikaciji
GnRH, ali je jos na 12 sati po aplikaciji dosegao granicu koncentracije koja obiljezava vrhunac
lucenja. Ultrazvuénom pretragom jajnika je 12 sati po aplikaciji GnRH pronaden dominantni

folikul promjera 19 mm na desnom jajniku, koji je 12 kasnije ve¢ bio ovulirao.
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Slika 14. Kretanje koncentracije LH za kravu 757 (A)

Na slici 14. vidimo kretanje koncentracije LH kod krave 757. jednako kao i kod druge dvije
krave iz ove skupine (7551 756), LH pokazuje bifazi¢an vrhunac, 4 i 12 sati po aplikaciji GnRH.
Ultrazvu¢nom pretragom jajnika je 12 sati po aplikaciji GnRH pronaden dominantni folikul

promjera 16 mm na lijevom jajniku, koji je 12 sati kasnije ovulirao..
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Slika 15. Kretanje koncentracije LH za kravu 759 (A)

Iz Slike 15. je vidljivo kako je kod krave 759 vrhunac LH vala nastupio 4 sata po aplikaciji
GnRH. Ultrazvuénom pretragom jajnika je 12 sati po aplikaciji GnRH pronaden folikul
promjera 15 mm na desnom jajniku, a 12 sati potom na lijevom jajniku folikul promjeral8 mm:
ultrazvuénom kontrolom za 4 sata (28 sati po aplikaciji GnRH) smo utvrdili kako je ovulirao

folikul na lijevom jajniku.
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5.10.2. Protokol B

kone LH {Mean)
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Slika 16. Kretanje koncentracije LH za kravu 807 (B)

Iz Slike 16. je vidljivo kako je kod krave 807 vrhunac LH vala nastupio 4 sata po aplikaciji
GnRH. Ultrazvu¢nom pretragom jajnika je 12 sati po aplikaciji GnRH pronaden dominantni

folikul promjera 25 mm na lijevom jajniku, koji je 12 kasnije ve¢ bio ovulirao.
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Slika 17. Kretanje koncentracije LH za kravu 809 (B)

Na Slici 17. vidimo da je kod krave 809 vrhunac LH vala nastupio 4 sata po aplikaciji
GnRH. Ultrazvuénom pretragom jajnika je 12 sati po aplikaciji GnRH pronaden dominantni

folikul promjera 27 mm na lijevom jajniku, koji je 12 kasnije ve¢ bio ovulirao.
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Slika 18. Kretanje koncentracije LH za kravu 472 (B)

Iz Slike 18. se vidi kako je kod krave 472 vrhunac LH vala nastupio 4 sata po aplikaciji
GnRH, ali je jo$ na 20 sati po aplikaciji dosegao donju granicu koncentracije za vrhunac lu¢enja.
Ultrazvuénom pretragom jajnika je 12 sati po aplikaciji GnRH pronaden dominantni folikul

promjera 27 mm na desnom jajniku, koji je 12 kasnije ve¢ bio ovulirao.
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Slika 19. Kretanje koncentracije LH za kravu 77 (B)

Na Slici 19. je vidljivo kako je kod krave 77 vrhunac LH vala nastupio 4 sata po aplikaciji
GnRH. Ultrazvu¢nom pretragom jajnika je 12 sati po aplikaciji GnRH pronaden dominantni

folikul promjera 33 mm na lijevom jajniku, koji je 12 kasnije ve¢ bio ovulirao.
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Slika 20. Kretanje koncentracije LH za kravu 529 (B)

Iz Slike 20. je vidljivo kako je kod krave 529 vrhunac LH vala takoder nastupio 4 sata po
aplikaciji GnRH. Ultrazvu¢nom pretragom jajnika je 12 sati po aplikaciji GnRH pronaden

dominantni folikul promjera 25 mm na desnom jajniku, koji je 12 sati kasnije ve¢ bio ovulirao.
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5.10.3. Protokol C

kone LH (Mean)
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uzorkovanje krvi za LH

D * 76

Slika 21. Kretanje koncentracije LH za kravu 716 (C)

1z slike 21. je vidljivo kako je kod krave 716 koncentracija LH ve¢ na nulti sat upucivala na
vrhunac lucenja, no na 24 sata po aplikaciji GnRH LH ponovno prelazi izracCunatu referentnu
vrijednost za vrhunac luc¢enja. Ultrazvu¢nom pretragom jajnika je 12 sati po aplikaciji GnRH
pronaden folikul promjera 39 mm na desnom jajniku, koji je 12 sati kasnije bio nepromijenjen,

te je najvjerojatnije rije¢ o cisti.
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Slika 22. Kretanje koncentracije LH za kravu 724 (C)

Na Slici 22. kod krave 724 val lu€enja LH koji ¢e rezultirati peakom bio prisutan ve¢ nulti
sat aplikacije GnRH i rastao je do 4 sata po aplikaciji, nakon Cega pada na bazalnu
koncentraciju. Ultrazvuénom pretragom jajnika je 12 sati po aplikaciji GnRH pronaden

dominantni folikul promjera 31 mm na desnom jajniku, koji je 12 kasnije ve¢ bio ovulirao.
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Slika 23. Kretanje koncentracije LH za kravu 810 (C)

Iz Slike 23. vidimo da je kod krave 810 vrhunac LH vala bio prisutan ve¢ pri aplikaciji
GnRH. Osam sati poslije aplikacije pada ispod referentne vrijednosti, te ju ponovno prelazi
nakon osam sati (16h poslije GnRH) i to poviSenje traje do 12 sati, tj. do 28 sati po aplokaciji
GnRH kad se LH ponovno spusta na bazalne vrijednosti. Ultrazvu¢nom pretragom jajnika je
12 sati po aplikaciji GnRH pronaden dominantni folikul promjera 20 mm na desnom jajniku,

koji je 12 kasnije ve¢ bio ovulirao.
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Slika 24. Kretanje koncentracije LH za kravu 813 (C)

1z slike 24. je vidljivo kako je kod krave 813 vrhunac LH vala nastupio 4 sata po aplikaciji
GnRH. Ultrazvuénom pretragom jajnika je 12 sati po aplikaciji GnRH pronaden dominantni

folikul promjera 22 mm na desnom jajniku, koji je 12 kasnije ve¢ bio ovulirao.
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Slika 25. Kretanje koncentracije LH za kravu 952 (C)

Iz Slike 25. je vidljivo kako je kod krave 952 vrhunac LH vala nastupio prije aplikacije
GnRH, te je osam sati po aplikaciji pao ispod referentne vrijednosti. Ultrazvu¢nom pretragom
jajnika je 12 sati po aplikaciji GnRH pronaden dominantni folikul promjera 29 mm na desnom

jajniku, koji je 12 kasnije ve¢ bio ovulirao.
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S == / 48/83/16
PoRODNISTIO )5-9/ 14:58:21

21 Next 31 Dir 41 Capture 51 Del 61 Del All

Su2aea I 5 _/ 7om 48/83/17
PORODNISTUO P L(U)5-9/68 / Gen #3:14:88

11 Prev 21 Next 31 Dir 41 Capture 51 Del 61 Del All

(b)

Slika 26. Ultrazvucna snimka folikula kod krave 755 (protokol A) 12sati (a) i 24 sata (b) po
drugoj aplikaciji GnRH

Na Slici26a je vidljiv dominantni folikul 17 mm u promjeru, dok ista slika pod b prikazuje

isti jajnik 12sati poslije. Uoc€ljiva je luteinizacija ovuliranog folikula.
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musono281 1] #i24 / 7m 48/18/86
PORODNISTUO : L(U)5-9/68 / Gen 85:12:43

11 Prev 21 Hext 31 Dir 4] Capture 51 Del 61 Del All

(b)

Slika 27. Ultrazvuéna snimka folikula krave 529, 12 i 24 sata po drugoj aplikaciji GnRH

Na Slici 27a je vidljiv dominantni folikul 25 mm u promjeru, dok Slika 27b prikazuje isti

jajnik 12 sati poslije. Uoc€ljiv je pocetak luteinizacije ovuliranog folikula.

70



mysonoZ#1
PORODNISTUO
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#26 / Tom 48/18/86
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=

31 Dir 4] Capture 51 Del 61 Del All

Slika 28. Ultrazvuéni snimka folikula kod krave 716, 32 sata po drugoj aplikaciji GnRH

(sumnja na cistu)

Na Slici 28 je vidljiv snimak folikula kod krave 716, 32 sata poslije druge aplikacije GnRH.

Velicina folikula se nije mijenjala tokom Cetiri uzastopna ultrazvucna pregleda unutar 32 sata.
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5.11. Korelacijski odnosi

5.11.1. Korelacijski odnosi izmedu tjelesne kondicije, laktacije i mlije¢nosti u prvih

100 dana laktacije za krave u istraZivanju

Tablica 16. Pearson-ov koeficijent korelacije i statisticka znacajnost izmedu varijabli

tjelesne kondicije, laktacije i mlijecnosti u prvih 100 dana laktacije za krave u istrazivanju

BCS Laktacija Mlijecnost
BCS 0,349 0,247
<0,0001 0,0032
Laktacija 0,349 0,434
<0,0001 <0,0001
Mlijecnost 0,247 0,434
0,0032 <0,0001

Iz tablice 16. je vidljivo kako su korelacije izmedu sve tri varijable statisti¢ki znacajne:
tjelesna kondicija 1 redni broj laktacije su medusobno lako povezane (r= 0,349) sa visokom
statistiCkom znacajnos¢u (p<0,0001). Takoder, redni broj laktacije je znacCajno povezan
(r=0,434) sa mlije¢nos¢u u prvih 100 dana laktacije, takoder sa visokom statistickom
znacajnoscu (p<0,0001). Mlijecnost u prvih 100 dana laktacije je lako povezana sa tjelesnom
kondicijom (r=0,247), sa visokom statistickom znacajnos$¢u (p=0,0032). Dakle, krave u drugoj

1 tre¢oj laktaciji imaju bolju tjelesnu kondiciju 1 ve¢u mlijecnost.
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5.11.2. Korelacijski odnosi izmedu vrijednosti koncentracija progesterona i estradiola

u krvi po danima pokusa

Tablica 17. Pearson-ov koeficijent korelacije i statisticka znacajnost izmedu vrijednosti

koncentracija progesterona i estradiola u krvi po danima pokusa

-9 -2 0 7 9 33 40 42
A n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
B r o058 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. -0.64 n.s.
0.0869
0.0084
C n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s

Iz Tablice 17. se vidi kako je koncentracija estradiola 1 progesterona zna¢ajno povezana
(r=0,58) na dan -9 u skupini B sa visokom statistickom znac¢ajnos¢u, (p=0,0084), dok je jaka
negativna poveznost (r=-0,64) za istu grupu izraZzena na dan 40 ali sa tendencijom statisticke

znacajnosti (p=0,0869).

Tablica 18. prikazuje korelacijske odnose tjelesne kondicije, rednog broja laktacije i
mlijecnosti sa koncentracijama progesterona i estradiola na dane pokusa za protokol A. Iz
tablice 18. se vidi kako tjelesna kondicija i laktacija nisu znacajno korelirane sa koncentracijom
progesterona i estradiola. Medutim, mlije¢nost je na dan 0 znacajno negativno povezana sa
koncentracijom progesterona (r=-0,56) u skupini A sa visokom statistickom znacajnoscu,
(p=0,0156), dok je jaka negativna poveznost (r=-0,74) za istu grupu izrazena na dan 42, sa
statistickom znacajnosscéu (p=0,0375). Mlijecnost je pozitivno znacajno povezana (r=0,46) sa

estradiolom na dan 9 pokusa u protokolu A, sa tendencijom statisticke znacajnosti (p=0,0692).
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Tablica 18. Pearson-ov koeficijent korelacije i statisticka znacajnost izmedu vrijednosti
koncentracija progesterona i estradiola u krvi te tjelesne kondicije, laktacije i mlije¢nosti u prvih

100 dana laktacije po danima pokusa za protokol A

dan -9 0 9 42

hormon P4 E2 P4 E2 P4 E2 P4 E2

BCS n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Laktacija n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

mlije¢nost n.s. n.s. -0,56 n.s. n.s. 0,46 -0,74 n.s.
0,0156 0,0692 0,0375

Tablica 19. prikazuje korelacijske odnose tjelesne kondicije, rednog broja laktacije i
mlije¢nosti sa koncentracijama progesterona i estradiola na dane pokusa za protokol B. Iz
Tablice 19. vidimo kako je tjelesna kondicija na dan -9 znacajno povezana (r=0,49) sa
koncentracijom progesterona i to sa statistiCkom znacajno$cu (p=0,0319), dok znacajna
povezanost sa estradiolom (r=0,42) ima tendenciju znacajnosti (p=0,0756). Znacajna
poveznost (r=0,49) sa statisticki znacajnom vrijednosti (p=0,0339) postoji izmedu estradiola i
tjelesne kondicije na dan 0, dok je korelacija sa mlije¢noS¢u takoder signifikantna (p=0,0438) 1
negativno znacajno povezana (r=0,47). Laktacija je pozitivno lako povezana (r=0,38) sa
progesteronom na dan 9 pokusa u protokolu B, sa tendencijom statisticke znacajnosti
(p=0,0923).
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Tablica 19. Pearson-ov koeficijent korelacije i statisticka znacajnost izmedu vrijednosti
koncentracija progesterona i estradiola u krvi te tjelesne kondicije, laktacije i mlije¢nosti u prvih

100 dana laktacije po danima pokusa za protokol B

dan -9 0 9 42
hormon P4 E2 P4 E2 P4 E2 P4 E2
BCS 0,49 0,42 n.s. 0,49 n.s. n.s. n.s. n.s.
0,0319 0,0756 0,0339
Laktacija n.s. n.s. n.s. 0,38 n.s. n.s. n.s.
0,0923
Mlije€nost n.s. n.s. n.s. -0,47 n.s. n.s. n.s. n.s.
0,0438

Tablica 20. Pearson-ov koeficijent korelacije i statisticka znacajnost izmedu vrijednosti
koncentracija progesterona i estradiola u krvi te tjelesne kondicije, laktacije 1 mlije€nosti u prvih

100 dana laktacije po danima pokusa za protokol C

dan -9 0 9 42
hormon P4 E2 P4 E2 P4 E2 P4 E2
BCS n.s. n.s. n.s. n.s. 0,41 n.s. n.s. n.s.
0,0776
Laktacija n.s. n.s. 0,57 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
0,0104
Mlije¢nost n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0,67 n.s.
0,0091
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Tablica 20. prikazuje korelacijske odnose tjelesne kondicije, rednog broja laktacije i
mlijecnosti sa koncentracijama progesterona i estradiola na dane pokusa za protokol C. Iz
Tablice 20. vidimo da je koncentracija progesterona na dan 0 znacajno povezana (r=0,57) u
skupini C sa laktacijom i to sa statistickom znac¢ajno$¢u (p=0,0104). Na dan 9 postoji znacajna
povezanost progesterona i tjelesne kondicije (=0,41) sa tendencijom znacajnosti (p=0,0776).
Znacajno jaka poveznost (r=0,67) sa statisticki znacajnom vrijednosti (p=0,0091) postoji

izmedu progesterona i mlijecnosti na dan 42.

5.12. Utjecaj vrijednosti progesterona na dane pokusa na uspjeSnost koncepcije

izmedu protokola

5.12.1. CR1

U Tablici 21. je prikazana procijenjena vrijednost koncentracije progesterona prikazana kao
srednja vrijednost najmanjih kvadrata (least square means, LSM) i 95 % intervali pouzdanosti

(confidence limits, CL) na dan 0 pokusa po protokolu ovisno o uspjehu koncepcije.

Tablica 21. Procijenjena vrijednost koncentracije progesterona (LSM +CL) na dan 0 pokusa
po protokolu i uspjehu koncepcije (vrijednosti obiljezene istim slovima se statisti¢ki znacajno

razlikuju., a=0,0004., b=0,0530, c=0,0063., d=0,0372)

Protokol CR1 P4 (LSM) 95% CL

A 0 0,1709° -0,8884 1,2301
B 0 0,6642° -0,4962 1,8245
C 0 2,7623% 1,8148 3,7097
A 1 0,09434° -1,5466 1,7353
B 1 0,1789¢ -1,0442 1,4020
C 1 2,5244 0,6897 4,3590
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Iz Tablice 21. je vidljivo kako je na dan 0 pokusa opaZena statisticki znacajna razlika u
koncentraciji progesterona kod krava koje nisu koncipirale u protokolu A i u protokolu C
(p=0,0004), te u protokolu B i protokolu C (p=0,0063). Kod krava koje su koncipirale izmedu
protokola B i1 C postoji statisticki znacajna razlika (p=0,0372) dok izmedu protokola A 1 C
postoji velika tendencija statisticki znacajnoj razlici (p=0,0530). Vrijednost progesterona je visa
kod krava koje nisu koncipirale od vrijednosti u krava koje su koncipirale, neovisno o
ispitivanom protokolu. Medutim, od tri ispitivana protokola, protokol C ima najviSu vrijednost

progesterona, neovisno o koncepciji.

Tablica 22. Procijenjena vrijednost koncentracije progesterona (LSM +CL) na dan 7 pokusa
po protokolu i uspjehu koncepcije (vrijednosti obiljezene istim slovima se statisticki znacajno

razlikuju ili pokazuju tendenciju., a=0,0573., b=0,0701, ¢c=0,0513)

Protokol CR1 P4 (LSM) 95% CL

A 0 2,6523 1,3196 3,9849
B 0 3,9192° 2,4593 5,3790
C 0 2,8910 1,6990 4,0829
A 1 1,71572 -0,3488 3,7803
B 1 1,9602° 0,4214 3,4990
C 1 4,7186% 2,4103 7,0268

U Tablici 22. je prikazana procijenjena vrijednost koncentracije progesterona (LSM £CL)
na dan 7 pokusa po protokolu i uspjehu koncepcije. Kod krava u protokolu B je koncentracija
progesterona znacajno viSa kod krava koje nisu koncipirale (3,992 vs. 1,9602 ng/mL.,
p=0,0701). Izmedu krave koje su koncipirale u protokolu B i C postoji velika tendencija
statistickoj znacajnosti (p=0,0513), jednako kao i izmedu krava u protokolima A i C
(p=0,0573), te je ponovno vrijednost progesterona najvisa kod krava u protokolu C (4,7186
ng/mL), a vrlo sli¢na u protokolima A i B (1,7157 i 1,9602 ng/mL).
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Sukladno podacima iz Tablice 23, na dan pokusa 9 , razlika u koncentraciji progesterona
izmedu krava u protokolu C, obzirom na uspjeh koncepcije, je znacajna (p=0,0485) i visi je u
krava koje su koncipirale (1,3915 vs. 0,2650 ng/mL). Takoder, znacajno se razlikuje
koncentracija progesterona kod krava koje su koncipirale u protokolu B od onih u protokolu C
(0,1426 vs. 1,3915 ng/mL., p=0,0406). Medutim, krave iz protokola A imaju tendenciju
razlikovati se od krava u protokolu C po koncentraciji progesterona bez obzira na koncepciju.
Tako je kod krava koje jesu koncipirale vrijednost progesterona u protokolu A manja nego u
protokolu C (0,1415 vs. 1,3915 ngmL., p=0,0661), dok je u skupini koje nisu koncipirale odnos
obrnut, te je koncentracija progesterona niza u protokolu C (0,9685 vs. 0,2650., p=0,0802).

Na dane pokusa -9 i -2 nije opaZena statisti¢ki znacajna razlika u vrijednosti progesterona

po protokolu ovisno o uspjehu koncepcije

Tablica 23. Procijenjena vrijednost koncentracije progesterona (LSM =CL) na dan 9 pokusa
po protokolu i1 uspjehu koncepcije (vrijednosti obiljezene istim slovima se statisticki znacajno

razlikuju ili pokazuju tendenciju.,a=0,0802, b=0,0661., c=0,0406, d=0,0485)

Protokol CR1 P4 (LSM) 95% CL

A 0 0,9685° 0,3694 1,5675
B 0 0,5415 -0,0873 1,1703
C 0 0,2650% -0,2485 0,7784
A 1 0,1415° -0,7478 1,0308
B 1 0,1426° -0,5203 0,8054
C 1 1,3915P 0,3972 2,3858
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5.12.2. CR2

U Tablici 24. je prikazana procijenjena vrijednost koncentracije progesterona (LSM +CL)

na dan 33 pokusa po protokolu i uspjehu koncepcije.

Iz Tablice 24. je vidljivo kako je na dan 33 pokusa opazena statistiCki znacajna razlika u
koncentraciji progesterona kod krava koje nisu koncipirale izmedu protokola A i B (p=0,0079),
te B 1 C (p=0,0071). Krave protokola B imaju najviSe vrijednosti progesterona (A 0,2034., B
3,37991 C 0,4626 ng/mL). Kod krava koje su koncipirale vrijednost progesterona je najniza u
protokolu A (1,7461 ng/mL) i postoji tendencija statisticki znacajnoj razlici (p=0,075) od
protokola C (4,0572 ng/mL). Koncentracija progesterona u protokolu C se znacajno razlikuje
(p=0,0011) ovisno o uspjehu koncepcije. Tako kod onih koje nisu koncipirale iznosi 0,4626

ng/mL, dok je kod krava koje su koncipirale koncentracija visa, 4,0572 ng/mL.

Tablica 24. Procijenjena vrijednost koncentracije progesterona (LSM +CL) na dan 33
pokusa po protokolu i uspjehu koncepcije (vrijednosti obiljezene istim slovima se statisticki

znacajno razlikuju., a=0,0079, b=0,0071, ¢=0,075, d=0,0011)

Protokol CR2 P4 (LSM) 95% CL

A 0 0,2034° -1,3506 1,7573
B 0 3,3799% 1,6776 5,0821
C 0 0,4626 -0,7411 1,6663
A 1 1,7461° -0,1571 3,6492
B 1 3,0115 0,8139 5,2091
C 1 4,0572% 2,3550 5,7595
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Tablica 25. Procijenjena vrijednost koncentracije progesterona (LSM +CL) na dan 40

pokusa po protokolu i uspjehu koncepcije (vrijednosti obiljezene istim slovima se statisticki

znacajno razlikuju., a=0,0188, b=0,0180)

Protokol CR2 P4 (LSM) 95% CL

A 0 1,8181% -0,8273 4,4636
B 0 2,7914 -0,4375 6,0204
C 0 5,9760° 3,8196 8,1323
A 1 6,87742 3,6373 10,1174
B 1 6,8375 3,0963 10,5788
C 1 3,9648 1,0668 6,8628

Iz Tablice 25. je vidljivo kako je na dan 40 pokusa opaZena statisticki znacajna razlika u

koncentraciji progesterona kod krava koje nisu koncipirale u protokolu A i u protokolu C

(p=0,0188), gdje krave protokola A imaju znatno niZu koncentraciju (1,8181 vs. 5,9760

ng/mL). Takoder, u protokolu A, ovisno o uspjehu koncepcije postoji statisti¢ki znacajna

razlika (p=0,018) u vrijednostima koncentracije progesterona, koja kod krava koje nisu

koncipirale iznosi 1,8181 ng/mL dok je kod krava koje su koncipirale visa, 6,8774 ng/mL.
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Tablica 26. Procijenjena vrijednost koncentracije progesterona (LSM +CL) na dan 42
pokusa po protokolu i uspjehu koncepcije (vrijednosti obiljezene istim slovima se statisticki

znacajno razlikuju., a=0,0715)

Protokol CR2 P4 (LSM) 95% CL

A 0 0,6220 -0,9273 2,1714
B 0 0,3327 -1,2211 1,8865
C 0 1,9238? 0,7676 3,0799
A 1 0,0764 -1,9209 2,0737
B 1 0,3522 -1,6537 2,3581
C 1 0,14842 -1,4053 1,7022

Tablica 26. prikazuje koncentraciju progesterona na 42 dan pokusa po protokolu. Vidljiva
je tendencija statisticki znacajne razlike u vrijednosti progesterona kod krava u protokolu C
ovisno o uspjehu koncepcije (p=0,0715), te je ona niza u krava koje su koncipirale (1,9238 vs.

0,1484 ng/mL).

5.13. Uspjeh koncepcije ovisno o vrijednosti koncentracije progesterona na dane
pocetka protokola (-9, 33) i dane osjemenjivanja (9, 42) u pre- i resinkronizacijskom dijelu
pokusa

5.13.1. CR1

Na prvi dan pokusa, dan -9, krave smo podijelili u dvije skupine, ovisno o koncentraciji
progesterona u krvi: skupina sa nizom razinom ispod 0,5 ng/mL i skupina sa viSom razinom
iznad 0,5 ng/mL. Uspjeh koncepcije se nije razlikovao izmedu skupina krava sa koncentracijom

progesterona manjom ili ve¢om od 0,5 ng/mL na dan -9 pokusa.
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Vrijednost progesterona u krvi na dan 9 u prvom, sinkronizacijskom dijelu protokola smo
podijelili u dvije grupe: grupa sa niskom razinom progesterona (ispod 1ng/mL u krvi), te grupa
sa visokom razinom progesterona u krvi (iznad 1ng/mL). lako su na uspjeh koncepcije znacajno
utjecali mlije¢nost u 100 dana (p=0,054), BCS (p=0,053) te interakcija protokola i grupe P4
(p=0,04), nije bilo znacajne razlike u koncepciji izmedu grupa. Medutim, postoji razlika
izmedu krava sa niskim i visokim progesteronom za protokol C, gdje su krave u skupini sa
visokim progesteronom imale bolju koncepciju (p=0,0456). Nadalje, kod krava sa visokim
progesteronom postoji znacajna razlika u koncepciji izmedu protokola B 1 C (p=0,033), u korist

protokola C.

5.13.2. CR2

Vrijednost progesterona u krvi na dan 33 u drugom, resinkronizacijskom dijelu protokola
smo podijelili u tri grupe: grupa sa niskom razinom progesterona (ispod 1ng/mL u krvi), grupa
sa srednjom razinom progesterona u krvi (1ng/mL < p4 < 4ng/mL) te grupa sa visokom razinom
progesterona u krvi (iznad 4ng/mL). Tako prikazana razina progesterona je znacajno utjecala
na uspjeh koncepcije (p=0,003). Tendencija znacajnoj razlici u koncepciji postoji izmedu grupa
A 1B (p=0,08), dok je znacajna razlika u uspjehu koncepcije pronadena u krava iz protokola A
sa visokom i niskom razinom progesterona (p=0,0469), u korist krava sa visokom razinom.
Takoder, u protokolu C izmedu krava sa visokom i niskom razinom progesterona postoji

znacajna razlika u uspjehu koncepcije (p=0,010), u korist krava sa visokom razinom.

Obzirom da je u protokolu B kod svih krava na dan 42 koncentracije progesterona bila
manja od 1ng/mL, nije moguce na gore prikazani nacin ispitati utjecaj koncentracije na uspjeh
koncepcije. Medutim, promatrajuc¢i progesteron kao kontinuiranu varijablu i1 usporedujuci
vrijednosti na dan 33 i dan 42 izmedu protokola, ovisno o koncepciji (Tablica 27.), vidljiva je
statisticki znacajna razlika kod krava iz protokola C koje su koncipirale (p=0,0005) te je
progesteron izrazito visi na dan 33 (16,080 vs. 0,011 ng/mL). U protokolu B kod krava koje
nisu koncipirale postoji tendencija statistickoj znacajnosti (p=0,0610) te je takoder progesteron
vi$i na dan 33 (1,610 vs, 0,038 ng/mL).

82



Tablica 27. Vrijednost koncentracije progesterona LSM + 95% CL) na dane 33 i 42
(vrijednosti obiljezene istim slovima pokazuju statisticki znacajne razlike, a=0,0005., ili pak

tendenciju znacajnosti., b=0,0610)

Protokol Dan pokusa CR2 P4 (LSM) CL

A 33 0 0,012 0,001 0,2114
A 33 1 0,861 0,0331 22,3357
A 42 0 0,068 0,0045 1,0314
A 42 1 0,017 0,0005 0,5706
B 33 0 1,610° 0,0875 29,635
B 33 1 1,794 0,04177 77,037
B 42 0 0,038° 0,0025 0,5705
B 42 1 0,049 0,0015 1,652

C 33 0 0,027 0,0034 0,2077
C 33 1 16,080° 0,87439 296,074
C 42 0 0,174 0,0228 0,757

C 42 1 0,0112 0,0007 0,1626

5.14. Usporedba vrijednosti koncentracije progesterona u dane po aplikaciji GnRH i

analoga PGF, ovisno o uspjehu koncepcije

Kako bismo i na hormonalnoj razini provjerili uspjeh sinkronizacije, analizirali smo moguce
razlike u koncentraciji progesterona na dane -2 i 7, tjedan dana nakon aplikacije GnRH
hormona, te na dane 0 1 9, dva dana poslije aplikacije analoga PGF. Progesteron je prikazan kao
LSM = CL vrijednosti varijable koja je bila transformirana i potom odlogaritmirana na bazi 10

(log10).
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Iz Tablice 28. je vidljivo kako u skupini C postoji tendencija statisti¢koj znacajnosti u
koncentraciji progesterona izmedu -2 i 7 dana pokusa kod krava koje nisu (p=0,0643) i kod
krava koje jesu koncipirale (p=0,0645). U oba slucaja vrijednost progesterona je visa na dan 7
(0,549 vs. 4,209 ng/mL za dane -2 i 7 kod krava koje nisu, te 0,518 vs. 26,70 ng/mL za krave
koje jesu koncipirale). Razlika nije iznenadujuca, obzirom da su krave u protokolu C tek na dan

0 primile prvu aplikaciju GnRH, bez prethodne presinkronizacije.

Tablica 28. Vrijednost koncentracije progesterona LSM + 95% CL) na dane -2 i 7, sedam
dana poslije aplikacije GnRH (vrijednosti obiljeZene istim slovima pokazuju tendenciju

statisticki znacajne razlike., a=0,0643., b=0,0645)

Protokol Dan pokusa CR1 P4 (LSM) CL

A -2 0 1,075 0,02 11,452
A -2 1 5,139 0,131 200,86
A 7 0 7,374 2,269 23,949
A 7 1 3,406 0,549 21,13
B -2 0 1,231 0,081 18,646
B -2 1 0,774 0,043 13,807
B 7 0 9,943 2,735 36,132
B 7 1 1,999 0,513 7,791
C -2 0 0,549 0,066 4,556
C -2 1 0,518° 0,008 31,225
C 7 0 4,209 1,468 12,072
C 7 1 26,700° 3,471 205,494

Tablica 29. prikazuje vrijednost koncentracije progesterona (LSM + 95% CL) dva dana

poslije aplikacije analoga PGF, na dane 0 1 9. Statisticki znacajna razlika je opazena kod krava
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koje nisu koncipirale u protokolu A i u protokolu C. Kad je rije¢ o protokolu A, vrijednost

progesterona je znacajno visa (p=0,0073) na dan 9, poslije druge aplikacije PGF, nego na dan

0, poslije prve (0,007 vs. 0,137 ng/mL). U protokolu C, sukladno ocekivanjima, na dan 9 je

progesteron znacajno nizi (p=0,0002) nego na dan 0 (0,775 vs. 0,022 ng/mL).

Tablica 29. Vrijednost koncentracije progesterona (LSM + 95% CL) na dane 0 1 9, dva

dana poslije aplikacije PGF (vrijednosti obiljezene istim slovima pokazuju tendenciju statisti¢ki

znacajne razlike., a=0,0073., b=0,0002)

protokol Dan pokusa CR1 P4 (LSM) CL

A 0 0 0,0072 0,001 0,0487
A 0 1 0,005 0,0002 0,09

A 9 0 0,1372 0,033 0,575
A 9 1 0,009 0,001 0,083
B 0 0 0,032 0,004 0,242
B 0 1 0,007 0,001 0,066
B 9 0 0,078 0,017 0,351
B 9 1 0,011 0,002 0,052
C 0 0 0,775° 0,148 4,062
C 0 1 0,560 0,023 13,867
C 9 0 0,022° 0,006 0,076
C 9 1 0,300 0,027 3,258
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5.15. Razlika u koncentraciji progesterona na dan osjemenjivanja kod krava koje su

koncipirale u pre- i resinkronizacijskom dijelu pokusa

Statisticka analiza usporedbe vrijednosti progesterona na dan 9 kod krava koje su
koncipirale u presinkronizacijskom dijelu pokusa sa vrijednos¢u progesterona na dan 42 kod
krava koje su koncipirale u resinkronizacijskom dijelu pokusa nije pokazala znacajnost po

protokolu.
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Tablica 30. Srednja vrijednost ispitivanih parametara prikazana kao LSM i 95 % CL, uz

referentne vrijednosti ispitivanih parametara (vrijednosti obiljezene istim slovima se statisticki

znacajno razlikuju., a=0,0306., b=0,0065., c=0,0371)

PARAMETAR  PROTOKOL LSM Eguz da?{gti interval Cﬁfjeergﬂgs‘fl jedinica
BILIRUBIN A 4.68 2.59 6.76 8.60 umol/L
B 2.86 0.66 5.06 8.60 umol/L
c 3.69 1.49 5.88 8.60 umol/L
KOLESTEROL A 4.27% 3.27 5.27 2.30 4.70 mmol/L
B 3.40° 2.27 452 2.30 4.70 mmol/L
c 6.03 5.0 7.05 2.30 4.70 mmol/L
GLUKOZA A 351 3.20 3.81 2.50 4.20 mmol/L
B 3.52 3.18 3.86 2.50 4.20 mmol/L
c 3.58 3.27 3.89 2.50 4.20 mmol/L
UREJA A 5.64 4.70 6.59 4.10 5.80 mmol/L
B 5.61 452 6.70 4.10 5.80 mmol/L
C 6.66 5.67 7.64 4.10 5.80 mmol/L
KREATININ A 8234 62.79 101.88 133.00  pmol/L
B 64.23 4233 86.13 133.00  pmol/L
c 7329 5282 93.76 133.00  pmol/L
TP A 8416  77.32 91.00  60.00  80.00 gL
B 7931 7162 8700  60.00  80.00 gL
c 84.66 7761 91.70 6000 8000 gL
ALBUMINI A 3493 3171 3816 3000 3600 gL
B 3368  30.09 3727 3000 3600 gL
c 3477 3143 3810 3000 3600 gL
AST A 108.14  78.29 137.99 12300 UL
B 107.09  73.40 140.77 12300 UL
c 139.13  108.57 169.69 123.00 UL
ALT A 35.79°  28.12 43.47 2500 UL
B 4154 3301 50.07 2500 UL
c 48.49°  40.66 56.32 2500 UL
GGT A 3058  16.56 44.60 3800 UL
B 3017 14.18 46.16 3800 UL
c 38.65  24.18 53.13 3800 UL
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5.16. Analiza biokemijskih parametara

U Tablici 30. su prikazane srednje vrijednosti ispitivanih parametara (kao LSM i 95 %
interval pouzdanosti) za svaki protokol, uz referentne vrijednosti sukladno Laboratoriju Klinike

za unutarnje bolesti Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

5.16.1. Parametri energetskog i metabolizma bjelancevina (ukupne bjelancevine,

albumini, ureja, kreatinin i glukoza)

Vrijednosti koncentracija pokazatelja energetskog i metabolizma bjelancevina u krvi krava
nisu medusobno statistiCki znacajno razli¢ite izmedu protokola. Tablica 31. prikazuje
koncentraciju ukupnih bjelancevina 1 albumina u krvi (izraZzenu kao LSM uz 95% intervale
pouzdanosti). Iz Tablice 31. je vidljivo kako je statisticki znacajna razlika u koncentraciji
ukupnih bjelanéevina izmedu krava sa tjelesnom kondicijom ispod 2,5 od onih sa iznad 2,5
(p=0,0492), te kako krave ¢ija je tjelesna kondicija ispod 2,5 imaju povisenu vrijednost ukupnih
bjelancevina (>80 g/L). Isto vrijedi i za multipare u odnosu na primipare, s napomenom da
razlika u koncentraciji ima tendenciju statisticke znacajnosti (p=0,0656). Multiparnim kravama

koncentracija ukupnih bjelancevina takoder prelazi referentnu gornju vrijednost od 80 g/L.

Tablica 31. Koncentracija ukupnih bjelanc¢evina i albumina u krvi (g/L) krava prikazana kao
LSM 195% CL (vrijednosti oznacene istim slovima se statisti¢ki znacajno razlikuju., a=0,0492.,

b=0,0656., c=0,0005., d=0,0170)

UKUPNE BJELANCEVINE ALBUMINI

LSM CL LSM CL
BCS<2,5 85,03° 79,94-90,30 33,00° 30,81-35,19
BCS>2,5 80,392 76,94-83,83 35,92 34,10-37,74
Multipare 84,94° 79,76-90,11 33,544 31,37-35-72
Primipare 80,48° 76,78-84,17 35,37¢ 33,51-37,24
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Donja referentna linija Gornja referentna linija

PROTOKOL
w
®

55 60 65 70 75 80 85 90 95
UKUPNI PROTEINI (g/L)

Slika 29. Koncentracija ukupnih bjelan¢evina u krvi (g/L) prikazana kao LSM 1 95%
interval pouzdanosti.

Iz slike 29. je vidljivo kako kod krava u protokolima A i C vrijednost ukupnih bjelanc¢evina
u krvi prelazi gornju granicu fizioloskih vrijednosti, dok se kod krava u protokolu B ta

vrijednost nalazi u fizioloskim okvirima ali neposredno ispod gornje granice.
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Donja referentna linija

Gornja referentna linija

PROTOKOL
w

32

33

34
ALBUMINI (g/L)

35

36

37

38

Slika 30. Koncentracija albumina u krvi (g/L) prikazana kao LSM i 95% interval

pouzdanosti.

Slika 30. prikazuje koncentraciju albumina u krvi. Vrijednosti albumina u svim grupama su

unutar fizioloSkih granica.
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Donja referentna linija Gornja referentna linija

PROTOKOL
w
[ ]

38 4.0 42 44 46 48 5.0 5.2 54 56 58 6.0 6.2 6.4 6.6 68 7.0 72 7.4 76 78
UREJA (mmolil)

Slika 31. Koncentracija ureje u krvi (mmol/L) prikazana kao LSM i 95% interval

pouzdanosti.

Na Slici 31. je prikazana koncentracija ureje u krvi (mmol/L). lako vrijednost ureje u

protokolu C premasuje gornju fiziolosku granicu, nema znacajne razlike medu grupama.
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Gornja referentna linija

PROTOKOL
w
®

40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140
KREATININ (umoliL)

Slika 32. Koncentracija kreatinina u krvi (umol/L) prikazana kao LSM 1 95% interval

pouzdanosti.

Na Slici 32. vidimo srednju vrijednost koncentracije kreatinina (pmol/L) u krvi. Vrijednost

se za sve tri skupine krava krece unutar fizioloskog raspona.
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Donja referentna linija Gornja referentna linija

PROTOKOL
w
[ ]

23 2.4 25 26 27 28 289 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4.0 41 42 43 44
GLUKOZA (mmolil)

Slika 33. Koncentracija glukoze u krvi (mmol/L) prikazana kao LSM i 95% interval

pouzdanosti.

Slika 33. prikazuje koncentraciju glukoze u krvi. Vrijednosti glukoze je unutar fizioloskih

granica u sve tri skupine krava.
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Kad je rije¢ o koncentraciji albumina u krvi (Tablica 311.) razlika koncentracije ispitivanog
parametra je statisticki znacajno niza u krava sa tjelesnom kondicijom manjo od 2,5 (33,00 vs.
35,92 g¢/L., p=0,0005) te u multiparih krava (33,54 vs. 35,37 g/L., p=0,0170). lako je
koncentracija albumina u krvi viSa kod krava sa boljom tjelesnom kondicijom i u primiparih

krava, nalazi se u fizioloSkom rasponu vrijedosti koncentracije albumina za krave (30 do 36

g/L).

Tablica 32. prikazuje koncentraciju glukoze u krvi (mmol/L), prikazanu kao LSM i 95%
interval pouzdanosti (CL). Koncentracija se ne razlikuje znacajno izmedu krava sa tjelesnom
kondicijom manjom i ve¢om od 2,5, te ovisno o paritetu. Kod svih skupina krava se kre¢e u

fizioloskim granicama od 2,5 do 4,2 mmol/L.

Tablica 32. Koncentracija glukoze u krvi (mmol/L) prikazana kao LSM i 95% CL

GLUKOZA

LSM CL
BCS<2,5 3.49 3,24-3,74
BCS> 2,5 3.58 3,43-3,72
Multipare 3.56 3,32-3,80
Primipare 3.5 3,34-3,66

Tablica 33. prikazuje koncentraciju ureje i kreatinina u krvi (izraZzenu kao LSM uz 95%
intervale pouzdanosti). Iz tablice je vidljivo kako nema statisticki znacajne razlike kod
koncentracija ureje, medutim kod krava sa tjelesnom kondicijom ispod 2,5 te multiparih krava
vrijednost ureje je poviSena (iznad 5,80 mmol/L). Nadalje, Tablica 31. pokazuje kako je
koncentracija kreatinina znacajno niZa kod krava sa slabijom tjelesnom kondicijom (69,22 vs.
77,36 umol/L., p=0,0196). Medutim, vrijednost koncentracije je unutar fizioloskih granica (do
133 pmol/L).
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Tablica 33. Koncentracija ureje (mmol/L) 1 kreatinina u krvi (umol/L) krava prikazana kao

LSM 195% CL (vrijednosti oznacene istim slovima se statisticki znacajno razlikuju., a=0,0196)

UREJA KREATININ

LSM CL LSM CL
BCS<2,5 6.26 5,46-7,07 69,222 56,40-82,04
BCS>2,5 5.67 5,24-6,09 77,362 65,90-88,81
Multipare 6.29 5,50-7,07 74.52 61,78-87,26
Primipare 5.64 5,16-6,13 72.05 60,44-83,66

5.16.2. Enzimi i jetreni markeri (bilirubin, kolesterol, ALT, AST i GGT)

Rezultati dobiveni analizom kolesterola iz krvi krava pokazuju kako se koncentracija

kolesterola kod krava (Tablica 30.) iz protokola C se znacajno razlikuje od krava u protokolu

B (p=0,0065) i protokolu A (p=0,0306) (A 4,27 mmol/L., B 3,40 mmol/L., C 6,03 mmol/L).

Nadalje, kolesterol je zna¢ajno visi u primiparih nego multiparih krava (5,17 vs. 3,96 mmol/L.,

p=0,004), kao $to je vidljivo u Tablici 34. Kod primiparih krava je koncentracije kolesterola

povisena i prelazi gornju fiziolosku granicu od 4,7 mmol/L. Koncentracija bilirubina je unutar

fizioloskog raspona za krave i nema razlike u vrijednosti izmedu protokola, a znacajno je visi

kod krava sa slabijom od krava sa boljom tjelesnom kondicijom (3,95 vs. 3,53 pumol/L.,

p=0,0199).
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Tablica 34. Koncentracija kolesterola (mmol/L) i bilirubina u krvi (umol/L) krava prikazana

kao LSM i 95% CL (vrijednosti oznacene istim slovima se statisticki znacajno razlikuju.,

a=0,004.,b=0,0199)

KOLESTEROL BILIRUBIN

LSM CL LSM CL
BCS<2,5 4.48 3,69-5,28 3,95 2,68-5,23
BCS>2,5 4.65 4,16-5,13 3,53 2,29-4,76
Multipare 3,96° 3,18-4,74 3.64 2,37-4,90
Primipare 5172 4,64-5,70 3.88 2,60-5,09
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Gornja referentna linija

PROTOKOL
w
[ ]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
BILIRUBIN (umoliL)

Slika 34. Koncentracija bilirubina u krvi (umol/L) prikazana kao LSM 1 95% interval

pouzdanosti.

Na slici 34. je prikazana koncentracija bilirubina u krvi, i vidljivo je kako je kod svih

skupina ta vrijednost unutar fizioloskog raspona.
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Donja referentna linija Gornja referentna linija

PROTOKOL
@
®

15 20 25 30 35 40 4.5 5.0 55 6.0 6.5 7.0 7i5
KOLESTEROL (mmoliL)
Slika 35. Koncentracija kolesterola u krvi (nmol/L) prikazana kao LSM i 95% interval

pouzdanosti (grupe obiljezene istim simbolima se statisiticki medusobno razlikuju, *

p=0,0306., + p=0,0065)

Na slici 35. je prikazana vrijednost kolesterola u krvi. Kravama iz protokola C koncetracija
kolesterola prelazi gornju fizioloSku granicu, te se znacajno razlikuje od koncentracije
kolesterola u krava u skupini A (p=0,0306) te od krava u skupini B (p=0,0065).Izmedu krava u
skupinama A i B nema razlike.
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Gornja referentna linija

PROTOKOL
@

23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47

ALT (UIL)

Slika 36. Koncentracija ALT u krvi (U/L) prikazana kao LSM i 95% interval pouzdanosti
(* oznacava grupe koje se statisticki znac¢ajno razlikuju, p=0,0371)

Naslici 36. je vidljivo kako je koncentracija enzima alanin aminotransferaze poviSena u sve

tri skupine zivotinja. Nadalje, skupina C se znacajno razlikuje od skupine A (p=0,0371).
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Gornja referentna linija

PROTOKOL
w
®

70 75 80 85 90 95 700 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175
AST (UIL)

Slika 37. Koncentracija AST u krvi (U/L) prikazana kao LSM i 95% interval pouzdanosti

Slika 37. prikazuje vrijednosti enzima aspartat aminotransferaze u krvi. Na slici je vidljivo
kako je u skupinama A i B ta vrijednost unutar fiziloSkog raspona, dok kod krava u skupini C

vrijednost prelazi fiziolosku granicu.
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Gornja referentna linija

PROTOKOL
w
®

14 16 18 20 2 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 45 48 50 52 54
GGT (UIL)

Slika 38. Koncentracija GGT u krvi (U/L) prikazana kao LSM i 95% interval pouzdanosti.

Iz slike 38. je vidljivo kako je koncentracija gama-glutamil transferaze kod krava u
protokolika A i1 B unutar fizioloskih granica, dok je kod protokola C samo blago povisSena.

Nema znacajne razlike u njenoj koncetraciji izmedu ispitivanih skupina krava.
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Kad je rije¢ o vrijednosti ispitivanih jetrenih enzima, dobiveni podaci ne pokazuju razliku
u koncentraciji AST i GGT u krvi izmedu protokola, dok se koncentracija ALT u krvi kod krava
iz protokola C znacajno razlikuje od krava u protokolu A (p=0,0371 (A 35,79 U/L, B 41,54
U/L, C 48,49 U/L).

Tablica 35. prikazuje vrijednosti enzima AST, ALT i GGT u krvi (LSM i 95% interval
pouzdanosti). 1z tablice 35. je vidljivo kako se vrijednost AST i GGT ne razlikuju ovisno o
paritetu ili tjelesnoj kondiciji, te su unutar fizioloskih granica (Tablica 30.), dok je vrijednost
ALT povisena 1 kod svih prelazi 25 U/L. Nadalje, koncentracija ALT je viSa u krava sa
tjelesnom kondicijom iznad 2,5 i pokazuje tendenciju statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na

krave ¢ija je tjelesna kondicija ispod 2,5 (44,17 vs. 39,72 U/L., p=0,0893).

Tablica 35. Koncentracija enzima AST, ALT i GGT (U/L) u krvi krava prikazana kao LSM
1 95% CL (vrijednosti oznacene istim slovima pokazuju tendenciju statisti¢ki znacajne razlike.,

a=0,0893)

AST ALT GGT

LSM CL LSM CL LSM CL
BCS<2,5 113.48 88,91-138,05 39,72* 33,84-45,62 31.76 20,01-43,52
BCS>25 122.76 109,11-136,41  44,17* 40,34-47,97 345 28,17-40,83

Multipare 115.36 91,38-139,33 41.08 35,32-46,86 34.43 22,97-45,90

Primipare 120.88 105,55-136,22 42.79 38,68-46,90 31.83 24,65-39,01
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6. RASPRAVA

Povijesno gledano, niski postotak koncepcije rezultirale su velikim pomacima u
reprodukcijskom menadzmentu u mlijeénom govedarstvu na cjelokupnoj svjetskoj razini. Sva
nastojanja poboljSanja reprodukcijskih rezultata dovela su do efikasnijih postupaka
sinkroniziranog rasplodivanja, sa inseminacijom nakon detekcije estrusa, ali i jo§ modernijih,
sa fiksnim vremenom osjemenjavanja (LUCY i sur., 1986.; ARCHIBALD i sur., 1992;
GERES, 2001., 2003.). Reprodukcija predstavlja najvazniji aspekt uspje$nog mlijeénog
govedarstva. Sve je usmjereno poveéanju proizvodnje kao najvaznijoj komponenti profita, pri
¢emu se nerijetko zaboravlja da upravo reprodukcija najdirektnije utjece na mlije¢nost. Logicno
da je cilj Sto ranije posti¢i novu steonost jer ¢e to povecati ukupno trajanje laktacije ali ne i
medutelidbenog razdoblja. Skratiti razdoblje prije pocetka rasplodivanja osnovni je preduvjet
profitabilnosti. Kako bi se to postiglo neophodna je primjena sinkronizacijskih programa.
Prosjecna vrijednost nove steonosti je 278 USA$ (DE VRIES, 2006.). Optimalno
medutelidbeno razdoblje je 13 mjeseci i u obrnutoj je korelaciji sa prosje¢nim trajanjem
laktacije. Spolni ciklus predstavlja niz zbivanja koja prethode gestaciji, pa je tako i kontrolirano
rasplodivanje sloZen niz postupaka kojima se mora voditi ra¢una o svim fazama 1 interakcijama.
lako je puno protokola u sinkronizaciji estrusa i ovulacije izbor najboljega nije uvijek
jednostavan (GERES i sur., 2012; SPOLJARIC i sur., 2013.). Sinkronizaciju estrusa valja
shvatiti kao manipulaciju procesima reprodukcije kako bi krave bile fertilne, u prihvatljivom
terminu i u planiranom razdoblju. Time se ujedno reducira rad potreban za detekciju estrusa i
djeluje po rasporedu. Ukoliko glavnina stada moZe uspjeSno biti inducirana farmer moZe
planirati umjetno osjemenjivanje u fiksno vrijeme. Naravno ti protokoli nisu za svakog farmera
ve¢ za §kolovanog i u bliskoj suradnji sa veterinarom, stru¢njakom za reprodukciju (GERES,

2004., ZOBEL i sur., 2008., 2013., GERES i sur., 2014.).

Zbog sve nezadovoljavaju¢ih reprodukcijskih rezultata kontrolirano rasplodivanje se
nametnulo kao nezaobilazni dio reprodukcijskog i1 uzgojnog menadzmenta. Kako bi se
reprodukcijska ucinkovitost unaprijedila, sve viSe se primijenjuju protokoli kojima se
sinkronizira folikularna dinamika, regresija zutog tijela, ovulacija i fiksno vrijeme inseminacije
jer je sve manje krava sa detektabilnim estrusima (COLAZO i AMBROSE, 2013.).
Reproduktivna ucinkovitost je klju¢ uspjeha buduéi sustavi menadzmenta dulji od 13-14
mjeseci nisu profitabilni (LARSON i BALL, 1992.; NEBEL i JOBST, 1998.; GERES, 2004.).
Produljeno vrijeme uspostave poslijeporodne ciklicke aktivnosti, loSa detekcija esrusa,
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nemanifestni  estrusi, pogreSno vrijeme osjemenjavanja kao 1 premecaji tijekom
poslijeporodnog razdoblja, nesumnjivo snizavaju ucinkovitost (LUCY, 2001.). | zbog
fiziologije, a posebice zbog nabrojenih kolateralnih razloga, prilicno su koSmarni uvjeti u
razdoblju od telenja do naredne koncepcije (THATCHER i sur., 2002.; WILTBANK i sur.,
2002.). Reproduktivne performance uvjetuju profitabilnost mlijenog govedarstva jer
najdirektnije uvjetuju proizvodnju mlijeka, izlu¢enja, medutelidbenog razdoblja, bududi je
proizvodni kapacitet (proizvodnja) mlije¢ne krave zadovoljavajuci pod uvjetom da su im uvjeti
dobri. Veza izmedu menadzmenta i reprodukcije je izravna jer su reproduktivni rezultati i profit
samo pozitivan odgovor na kvalitetno poslijeporodno razdoblje, a tome doprinse i postupci
kontroliranog rasplodivanja, tj. rutinske primjene farmakoloskih procedura u pojedinac¢nih, a

posebice u skupina plotkinja (BRITT, 1985.).

Istrazivanje predstavlja, u naSim uvjetima najslozeniji pristup indukcijskim
(sinkronizacijskim) protokolima. Presinkronizacijski protokoli jo§ nisu opceprihvaéena
metoda. Upravo stoga bilo je izazovno provijeriti i usporediti rezultate naseg istrazivanja sa
podacima iz literature. Svakako, valja naglasiti i u naSem okruZenju dokazati kako postojei
efikasniji sustavi od temeljnog Ovsyncha. Opravdanje je nesumnjivo ne samo u rezultatima
nego 1 ¢injenici da se predprotokolima, koji prethode Ovsynchu, puno efikasnije, to¢nije 1 uz
manju pogreSku sinkroniziraju faze spolnog ciklusa ¢ime se, naravno, poboljSava plodnost.
Intencija je dokazati kako su slozeni protokoli efikasniji te kako postoji potreba njihovog
uvodenja (MOREIRA i sur., 2001.; GERES i sur., 2014.). Istrazivanje je izvedeno na
komercijalnoj farmi gdje su se ucinci dva modificirana slozena (presinkronizacijska) protokola
komparirali sa u¢inkom standardnog Ovsyncha (PURSLEY i sur., 1995.). Skupine A i B su bile
podvrgnute presinkronizacijskim protokolima, dok je skupina C bila kontrolna, i tretirana
standardnim sinkronizacijskim protokolom Ovsynch. Ovsynch protokol ima sljedece faze: a)
aplikacija sintetskog analoga GnRH dana 0., sintetskog analoga PGF2a dana 7., sintetskog
analoga GnRH dana 9., te dvokratnog umjetnog osjemenjivanja u fiksno vrijeme, 6 i 24 h po
zadnjoj aplikaciji GnRH. Vecina protokola koji koriste umjetno osjemenjivane u fiksno vrijeme
rezultiraju slabijim postotkom koncepcije. Stoga autori sugeriraju dvokratno umjetno
osjemenjanje $to je i prakticirano u recentnom istrazivanju (CHEBEL i sur., 2003.; FRICKE i
sur., 2003.; NOAKES, 2009.; SPOLJARIC i sur., 2013.). U prvoj skupini (A) se primjenjivala
presinkronizacija aplikacijom sintetskog analoga GnRH -9. dana (nulti dan se smatra dan kada
pocinje Ovsynch protokol), potom sintetskog analoga PGF2a -2. dan i 0. dan se pocelo sa

standardnim Ovsynch protokolom. U drugoj skupini (B) se koristila presinkronizacija
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jednokratnom aplikacijom sintetskog analoga PGF2a -2. dan i 0 dan se po¢eo standardnim
Ovsynch protokolom. Sve krave su bile osjemenjene dvokratno, 6 i 24 h nakon druge aplikacije
sintetskog analoga GnRH u Ovsynch protokolu duboko smrznutim sjemenom bika odabranog
od strane upravitelja farme. Prema GALVAO i sur. (2007.) kraéi sloZeni protokoli su efikasniji
od duljih. U recentnom istrazivanju to je potvrdeno jer je iz Tablice 11. vidljivo da je postotak
koncepcije visi kod primjene protokola B (47,37 %), nego protokola A (29,41 %), Sto tezi
statisticki znacajnoj razlici (p=0,0941), ali koncepcija je u oba protokola visa nego kod Ovsynch
protokola (C, 21,05 %) Sto je ocit dokaz da su sloZeni protokoli efikasniji NAVANUKRAW i
sur., 2004.). U naSem istrazivanju krave iz skupine A su imale 1,56 puta bolju koncepciju od

krava u skupini C, dok je koncepcija u krava skupine B bila ¢ak 3,37 puta veca.

Istrazivanje GUMEN 1 sur. (2005.) dokazalo je da se u slozenim protokolima u kojima se
krave tretiraju sa GnRH sedam dana nakon posljednje injekcije prostaglandina postiZe jako
stimuliraju¢e djelovanje u smislu indukcije ovulacije. To je ujedno dokaz i da je fertilitet
(postotak koncepcije) kod Ovsyncha nizi jer se jednokratnim postupkom puno neujednacenije
sinkronizira ovulacija nego u postupcima gdje se faze indukcije repetiraju, pa je rezultat visa
homogenizacija stupnja folikulogeneze, odnosno sinkronizacije ovulacije. To je logi¢no jer
krave koje ovuliraju nakon prve injekcije u Ovsynchu imaju visi postotak koncepcije nego one
koje nisu ovulirale. Logi¢no je prema tome da ¢e krave u slozenim protokolima imati bolji
postotak koncepcije jer postoji dodatna prilika, odnosno dodatna aplikacija (GnRH) kojom se
folikulogeneza uspjesnije homogenizira (VASCONCELOS i sur., 1999.; CERRI i sur., 2005.;
BELLO isur., 2006.; CHEBEL i sur., 2006.). U prilog tome govori i statisticki znacajna razlika
koncentracije progesterona u krvi nultog dana izmedu Ovsyncha 1 protokola A (p=0,0002) te
Ovsyncha i protokola B (p=0,0008). Upravo 1,56 puta veci postotak koncepcije u skupini A 1
3,37 puta u skupini B u odnosu na krave iz skupine C ukazuje da su losiji rezultati skupine C
posljedica terapije zapocete u razliCitim, znaci 1 u neadekvatnim razdobljima folikulogeneze
odnosno spolnog ciklusa (SOUZA i sur., 2008.; CHEBEL i sur., 2003).. U prilog tome govore
I Tablica 21. gdje se vidi znacajna razlika u koncentraciji progesterona nultog dana izmedu
presinkroniziranih skupina A i B te kontrolne skupine C. lako smo, sukladno navedenom,
inicijalno ocekivali bolji uspjeh koncepcije u skupini A, postoji nekoliko razloga za dobiveni
rezultat. Naime, skupinu A ¢ine najvise krave u prvoj laktaciji (>80 %) 1 to od 65 do 190 dana
postpartalno. Oc¢igledno je da su neke od njih ve¢ bile izlozene nekom vidu sinkronizacije, ali
bez uspjesne koncepcije. Takoder, nasa analiza LH 1 prac¢enje vrhunca njegovog izlu¢ivanja je

u skupini A pokazalo karakteristi¢nu bifazi¢nu krivulju. Rijec¢ je o krivulji sa dva prelazanja
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referentne granice za vrhunac luc¢enja, Cetiri i 12 sati po aplikaciji drugog GnRH u Ovsynchu.
Moguce je da je i vrijeme umjetnog osjemenjivanja 6 i 24 sata poslije GnRH trebalo, za ovu
skupinu, pomaknuti osam sati kasnije. Tim viSe, §to je u ostalim skupinama predovulatorni
vrhunac lucenja LH bio zabiljezen Cetiri (skupina B), a u nekih krava ve¢ 1 nulti sat (skupina C)

po aplikaciji GnRH.

Aplikacija GnRH uzrokuje otpusStanje LH iz hipofize. Porast koncentracije LH rezultira
ovulacijom ili luteinizacijom dominantnog folikula. Novi ,,sinkronizirani* folikularni val
nastupa 2-3 dana kasnije. Budu¢i GnRH stimulira razvoj lutealnog tkiva na mjestu dominantnog
folikula, vecina krava ima dovoljno lutealnog tkiva za odgovor na primjenu prostaglandina
sedam dana kasnije. Ta injekcija sinkronizira lutealnu regresiju. Ukoliko aplicirani GnRH ne
uzrokuje luteinizaciju folikula, injekcija prostaglandina ¢e ujedno sprijeciti manifestaciju
estrusa koji bi se fizioloski dogodio. U 5-10 % krava javit ¢e se u tom slu¢aju manifestni estrus
6-7 dana kasnije (FERNANDEZ i sur., 1996.; GEARY i sur., 1998.), a takve krave u kojih se

javio spontani estrus valja osjemeniti.

Posebna paznja posvecena je ucinku progesterona tijekom protokola sa fiksnim vremenom
osjemenjavanja u mlijeCnih krava. Razina cirkuliraju¢eg progesterona uvjetovana je
ravnotezom produkcije progesterona primarno od zutog tijela ali i metabolizmom progesterona
iz jetre. Kapacitet lutealnog tkiva u mlije¢nih krava prvenstveno je odgovoran za sintezu
progesterona, ali nedostatna razina moze biti posljedica pojacanog jetrenog metabolizma
progesterona, npr. u vrijeme negativnog energetskog balansa. Za vrijeme protokola sa fiksnim
vremenom osjemenjavanja porast progesterona nacelno je rezultat ovulacije. Snazni porast
razine progesterona prije umjetnog osjemenjivanja, u tijeku presinkronizacije povisuje fertilitet,
dok slabasna koncentracija moZe dramati¢no sniziti plodnost, uz neadekvatnu luteolizu unato¢
injekciji prostaglandina. U naSem istraZzivanju je koncentracija progesterona na dane 0, 71 9
uvijek viSa kod krava koje kasnije nisu koncipirale, nego kod krava koje su koncipirale (Tablice
21., 22. 1 23.). Cirkulirajuéi progesteron je nakon osjemenjavanja odlucujuéi za opstanak
graviditeta (WILTBANK i sur., 2011c.). Nedostatna razina progesterona nakon umjetnog
osjemenjivanja ozbiljno moze reducirati plodnost i velik je problem ne samo kontrolirane
reprodukcije u sustavima sa fiksnim vremenom osjemenjavanja ve¢ i kod detektiranih estrusa
(SOUZA 1 sur., 2007.). To je narocito izraZzeno kod Ovsynch protokola gdje je izuzetno visok
postotak krava koje nemaju kompletnu regresiju Zutog tijela nakon aplikacije prostaglandina
(GUMEN i sur., 2003.; SOUZA i sur.; 2007., BRUSVEEN i sur., 2009.; MARTINS i sur.,
2011.).
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lako u 90 % tretiranih plotkinja ovulacija nastupi nakon druge injekcije GnRH, nemala je
mogucénost da ¢e to rezultirati nastankom slabije potentnog Zutog tijela nego nakon spontane
ovulacije. Naime, aplicirani GnRH inducira otpusStanje LH ali je trajanje njegovog vrhunca
svega 4-5 sati, dakle, nekoliko sati kra¢e nego kod spontane ovulacije (CHENAULT i sur.,
1975.; COLAZO i sur., 2008.). Razlog je u niskoj koncentraciji progesterona. Autori su
aplicirali estradiol jer on inducira otpustanje LH kroz deset sati, $to je kompatibilno trajanju
otpustanja endogenog LH (CHENAULT i sur., 1975.; BO i sur., 1994.). Zbog propisa EU i
etickih razloga, ovu modifikaciju Ovsyncha nismo koristili. Niska koncentracija estradiola prije
UO (dakle, slaba ekspresija estrusa) naglasena je kod primjene Ovsyncha. To je donekle

uspjesno prevenirano injekcijama estradiola (SOUZA 1 sur., 2007.).

PokusSaji poviSenja koncentracije LH prije ovulacije sa svinjskim LH donekle su pospjesili
postotak ovulacija nakon prve aplikacije GnRH, ali, suprotno ocekivanjima nisu uzrokovali
povisenje razine progesterona (COLAZO i sur., 2009.) $to ukazuje na ¢injenicu da je za lutealnu
funkciju odgovoran i neki drugi mehanizam. Reducirana veli¢ina folikula, snizena
koncentracija estradiola u plazmi i sniZzena lutealna funkcija nesumnjivo su razlozi

subfertilnosti (AMBROSE i sur., 2008.).

Visoka koncentracija progesterona sedmog dana (posebice razina visa od 3 ng/ml) u vrijeme
aplikacije prostaglandina bila je u korelaciji sa viSom homogenizacijom (uinkovitijom
sinkronizacijom) na prvu aplikaciju GnRH u Ovsynchu. Slicno, DENICOL 1 sur. (2012.)
zakljucuju da sinkronizacija estrusa i ovulacije mora rezultirati rastom folikula uz koncentraciju
progesterona visu od 2 ng/ml. Visi postotak koncepcije pri protokolu A 1 B moZe se objasniti
upravo ¢injenicom da je Ovsynch njihov sastavni dio. Dakle upravo Ovsynch nakon pripremne
faze povecava broj krava koje ovuliraju u optimalno vrijeme, osigurava poviSen postotak
plodnosti ali i ujednaceniju disperzivnost razine progesterona nultog dana (BELLO i sur.,
2006.; SOUZA i sur., 2007.), a $to je u suglasju sa istrazivanjem CHEBEL i sur. (2006.), koji
takoder tvrde da je razina progesterona u korelaciji sa plodnoscu jer krave sa zutim tijelom na
jajniku 0. dana su imale bolju plodnost od onih koje nisu imale Zuto tijelo. Isto tako, rezultati
istrazivanja u podudarnosti su sa istrazivanjem BELLO i sur. (2006.) koji su ustanovili da razina
progesterona u vrijeme injekcije prostaglandina u sva tri protokola osjetno raste i da je to
prognosticki dobar pokazatelj plodnosti. Sveukupno to je podudarno i sa zakljuckom SOUZA
i sur. (2008.) koji tvrde da je fertilitet u svih protokola koji se baziraju na Ovsynchu i/ili na
kompleksnim protokolima u mlijecnih krava uvjetovan primarnom razinom progesterona prije

sinkronizirane ovulacije uz fiksno vrijeme osjemenjavanja, postotkom ovulacije nakon
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aplikacije GnRH te poviSenom razinom progesterona za vrijeme protokola. Upravo je
perzistencija sublutealnih razina progesterona (manjih od 2 ng/ml) razlog smanjenoj plodnosti
jer uzrokuje perzistenciju dominantnog folikula (produljen Zivot) i takav folikul teze ovulira u
odnosu na mladi, aktivniji, mo¢niji. Pretpostavka je da se to dogada zbog hormonskog
okruzenja koje pogoduje perzistenciji (ADAMS i sur., 1992.; MIHM i sur., 1994.; REVAH i
BUTLER, 1996.; BRIDGES i FORTUNE, 2003.). Takav folikul protrahiranog zivotnog vijeka,
odrzava visoku produkciju estradiola koja utjee na hormonsko okruzenje u jajovodima,
folikulima 1 maternici i1 ugrozava prezivljavanje i razvoj embrija. Zbog toga je produljeno
vrijeme ubrzane pulzacije ali i otezan nastup povisene razine LH (KOJIMA i sur., 2003.). Takva
stara oocita je prezrela, Sto rezultira snizenim postotkom fertilizacije i/ili visokim postotkom
raniih embrionalnih uginuc¢a (SAVIO i sur., 1993.; CUPP i sur., 1993.; AHMAD i sur., 1995.;
MIHM i sur., 1999.). Upravo tim fenomenom objasnjavamo visok postotak koncepcije u
skupini B. Nadalje, time se moze objasniti i najveca stopa embrionalne smrtnosi u protokolu B
(Tablica 12.), koja u prvom dijelu pokusa iznosi 33 %, dok je kod krava sinkroniziranih
Ovsynchom u skupini C taj postotak nizi, 25 %. Kod krava u skupini A embrionalna uginuc¢a
nisu zabiljeZena. Osim toga, na snimci ultrazvu¢nog pregleda jajnika (Slika 28) je dobro uo¢ena
opisana situacija. Kod krave 716, ¢ak 32 sata nakon druge aplikacije GnRH (u Ovsynchu)
veli¢ina folikula ostala je nepromijenjena. Ve¢ ovdje uocava se glavni ogranicavajuci ¢imbenik
Ovsyncha, a to je varijabilnost, neujednacenost sinkronizacijskih faza, zbog cega u vise od 30
% tretiranih krava sinkronizacija ne uspijeva, §to je u¢inak sli¢an onome kada se osjemenjuju
krave u neodgovarajuce vrijeme. To se vidi 1 u Tablici 14., gdje je odstupanje od srednje
vrijednosti progesterona (standardna devijacija) kod skupine C nultog dana pokusa vece nego
kod skupina A i B, koje su primjenama presinkronizacijskih protokola (GnRH i prostaglandini)

dovedene u ujednacenije hormonalno okruZenje.

Najvaznija je faza estrusa u kojoj postupak zapocinje, buduci je vjerojatnost koncepcije
puno visa u krava u kojih je postupak zapoceo sredinom ciklusa zbog prisutnosti funkcionalnog
zutog tijela koje takvo ostaje kroz sedmodnevni period izmedu prve injekcije GnRH 1
prostaglandina (DE JARNETTE i sur., 2001.; PETERS i PURSLEY, 2003.). Ovulacija
dominantnog folikula nakon prvog GnRH producira novi folikularni val, a dominantni folikul
iz tog vala postaje ovulatorni folikul. Nazoc¢nost funkcionalnog zutog tijela pri injekciji
prostaglandina reducira pojavu spontane ovulacije prije druge injekcije GnRH
(VASCONCELOS i sur., 1999.).
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Zbog limitiranosti Ovsynch protokola stvorene su prosirene strategije, presinkronizacijski
protokoli, koji kontroliraju jajnicku funkciju prije primjene samog Ovsyncha (PETERS i
PURSLEY, 2003.; DE JARNETTE i MARSHALL, 2003.; LEBLANC i LESLIE, 2003.; EL-
ZARKOUNY i sur., 2004.; NAVANUKRAW i sur., 2004.). Najée$¢e su u svijetu postupci
bazirani na aplikaciji prostaglandina kao presinkronizacijskih postupaka. Najve¢a im je mana
§to se ne moze precizno odrediti vrijeme ovulacijskog odgovora, a frekvencija primjene
ograniCena je vijekom zutog tijela. Drugi postupci, temeljeni na prethodnoj aplikaciji GnRH
dozivjeli su brojne modifikacije. Tako su i1 protokoli u nasem istrazivanju modifikacija
klasi¢nog Presynch protokola i Double Ovsynch protokola u kojem, de facto Ovsynch prethodi
Ovsynchu (MOREIRA i sur., 2001.; SOUZA i sur., 2008.).

Medutim, u resinkronizacijskom dijelu protokola postotak koncepcije izmedu razli¢itih
protokola je dosta ujednacen te nije statisticki zna€ajno razli€it 1 iznosi oko 30 % (33,33 % za
protokole A i C, te 30 % za protokol B) (Tablica 11.). To je lakSe objasniti jer je u pocetku
sinkronizacijskog protokola homogenizirana folikulogeneza (PURSLEY i sur.,, 1997.;
CHEBEL i sur., 2003.). Od ukupno 60 krava u pokusu, 55 ih je zavrSilo cijeli postupak.
Postupku resinkronizacije prethodila je aplikacija GnRH 23. dana poslije umjetnog
osjemenjivanja, kao prva faza potencijalnog resinkronizacijskog protokola za koji se odlucilo
temeljem ginekoloske i ultrazvu¢ne dijagnostike steonosti. Injekcija GnRH 23. dana poslije
umjetnog osjemenjivanja nije mogla utjecati na postotak gravidnosti. Nakon prve injekcije,
postupak je nastavljen i kompletni Ovsynch protokol je dovrSen 43. dana nakon prvog umjetnog
osjemenjivanja. Resinkronizacijski postupak polucio je po skupinama podjednak rezultat. To
se u potpunosti slaze sa rezultatima istrazivanja CHEBELA i sur. (2003.) te BARTOLOME i

sur. (2005a., 2005bh., 2005¢.) i vrlo ocigledno dokazuje homogeniziranost folikularnih valova.

SniZena razina progesterona tijekom sinkronizacije utje€e na koncentraciju estradiola i
folikularnu dinamiku 1 rezultira eventualno snizenom fertilizacijom te manjom kvalitetom
embrija (CERRI i sur., 2011a., 2011b.). Razina cirkuliraju¢eg progesterona je u nasem
istrazivanju na dane 0., 7. 1 9. bila niza kod krava koje nisu koncipirale nego kod onih koje jesu
(Tablica 21., 22. 1 23.). Stoga 1 ne ¢udi da postotak koncepcije poslije sinkronizacije bio ispod
30 % (Tablica 11.) u protokolima A i C. Sto se ti¢e postotka koncepcije u skupini B, ideja nije
bila ovim protokolom posti¢i dobar rezultat. Naime, metode sa jednokratnom aplikacijom
prostaglandina smatraju se anakronima i prakticki ne koriste jer je protokol u¢inkovit samo ako
je u vrijeme aplikacije prostaglandina Zuto tijelo funkcionalno (RIBEIRO i sur., 2012.). Ova

skupina je stoga trebala posluziti kao drugi pol u istrazivanju, kontraargument tezi. To ipak nije
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dostatno uvjerljiva ¢injenica u odnosu na zakljucke CORDOBA 1 FRICKE (2001.). Oni su
istrazivali rezultate primjene dva protokola: Ovsyncha i protokola u kojem jednokratna
aplikacija prostaglandina prethodi Ovsynchu 12 dana. Metoda sa prethodnom aplikacijom
prostaglandina, u postotku koncepcije, sinkronizacije ili steonosti polucila je podjednake
rezultate kao klasiéni Ovsynch protokol. Efikasnost dvostrukog ili jednostrukog
prostaglandinskog protokola uz fiksno vrijeme inseminacije rezultira slabijim rezultatom u
odnosu na isti protokol sa inseminacijom pri detektiranom estrusu, a Sto je objasnjivo loSijom
ili neucinkovitom indukcijom luteolize ali i prisutstvom niske razine progesterona
(STEVENSON 1 sur., 1987.). To sugerira zakljucak da je sniZen postotak koncepcije nakon
injekcije prostaglandina uz fiksno vrijeme umjetnog osjemenjavanja vjerojatnije primarno
uzrokovan pogre$snim vremenom inseminacije obzirom na fazu estrusa. Da niske koncentracije
progesterona mogu reducirati sposobnost estrogena (endogenog i egzogenog) u indukciji
predovulatornog porasta LH i1 ovulacije, dokazali su HATLER 1 sur. (2008.) koji su ciklickim
kravama u laktaciji, tijekom lutealne faze suplementirali niske, sublutealne doze progesterona
(CIDR) s namjerom da blokiraju porast LH i ovulaciju. Dan nakon uklanjanja vaginalnih
umetaka inducirana je luteoliza dvjema injekcijama prostaglandina u razmaku od 12 sati i dva
dana kasnije aplicirali su estradiol cipionat kako bi potaknuli porast LH. Nakon luteolize,
opstale su sublutealne koncentracije, nesto viSe u krava u kojih je implantat bio dulje u vagini,
a porast LH nakon aplikacije estradiola nije bio potpun i, naravno slabiji u krava u kojih je
postupak dulje trajao. Poneki dobri rezultati sa jednokratnom aplikacijom prostaglandina
potjecu uglavnom iz starijih vremena, kada je 1 opseg subfertilnosti bio manji. Tako primjerice
LUCY i sur. (1986.) opisuju prili¢cno dobre rezultate jednokratne primjene prostaglandina u
skracenju prvog servisa i medutelidbenog razdoblja. Estrus su sinkronizirali sa
prostaglandinima 1 potom krave osjemenjivali 80 sati kasnije. Prvi servis je skracen za Sest
dana, ali je postotak koncepcije bio nizi zbog fiksnog vremena inseminacije. Cak 13 % krava
nije reagiralo i u serumu je opstala relativno visoka razina progesterona (1 ng/ml), a 15 % krava
nije reagiralo zbog preniske razine progesterona. IstraZivanje je u biti potvrdilo da je postotak
krava koje reagiraju luteolizom visok, medutim zadovoljavajuca koncepcija je potignuta samo
u krava koje su osjemenjene nakon detektiranog estrusa, iz ¢ega autori zakljucuju da je
jednokratna aplikacija luteolitika rezultirala iskljucivo skracenjem prvog servisa, ali ne i boljom
koncepcijom. Mnogi autori (LUCY i sur., 1986.; STEVENSON i sur., 1987.; ARCHIBALD i
sur., 1992.) su vrlo kriti¢ni prema jednostrukom prostaglandinskom protokolu. Tvrde da on

drasti¢no reducira postotak koncepcije, posebice uz fiksno vrijeme osjemenjavanja jer potrebna
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je preciznija sinkronizacija estrusa sa fiksnim vremenom inseminacije za zadovoljavajuci

postotak koncepcije.

Medutim prednosti dvokratne aplikacije prostaglandina valja takoder promatrati uz oprez.
Naime rezultati protokola sa fiksnim vremenom inseminacije nakon injekcija prostaglandina su
problemati¢ni zbog nepreciznog trenutka inseminacije u odnosu na fazu estrusa, ali i zbog
izostanka anticipirane lutealne funkcije u vrijeme druge injekcije prostaglandina, uz posljedi¢nu
anestriju i anovulciju (STEVENSON i sur., 1987.). U prilog tome govori istrazivanje BRITT i
GASKA (1998.) koji su u istrazivanju usporedili u¢inke dva sinkronizacijska protokola.
Analizirali su postotak steonosti, sezonski ucinak, ekonomski ucinak u krava tretiranih
Ovsynchom i Presynchom. Krave u Ovsynchu tretirane su bez obzira na fazu ciklusa, a krave
tretirane dvostrukim prostaglandinskim protokolom izabrane su temeljem nalaza Zutog tijela.
Krave iz Ovsyncha su osjemenjene u fiksno vrijeme, a krave iz prostaglandinske skupine nakon
detekcije estrusa. Postotci koncepcije i steonosti su bili bolji u skupine inducirane Ovsynchom,

¢ak 1 onih osjemenjenih u fiksno vrijeme.

Reprodukcijski programi sa sinkronizacijama ovulacije imaju cilj skratiti servis period
nakon pocetka rasplodivanja, pa je reinseminacija nakon resinkronizacije izuzetno vazna,
posebice u uvjetima mlije¢nog govedarstva gdje je koncepcija zabrinjavajuce niska. U naSem
radu postupak resinkronizacije zapocet je 23. dana, $to je u skladu s preporukama da prva
injekcija GnRH u prvoj fazi resinkronizacijskog Ovsyncha zapocne 22. ili 23. dana, dakle kada
bi se trebali pojaviti novi estrusi, a s druge strane, termin ultrazvu¢ne dijagnostike gravidnosti
bit ¢e u spektru 100%-tne to¢nosti (CHEBEL i sur., 2003.; SANTOS i sur., 2003.). Istrazivanje
dokazuje da inicijalna injekcija GnRH prije ultrazvu¢ne detekcije steonosti nije naskodila
plodnosti. S druge strane, injekcija GnRH stimulira jaku sekreciju LH, i utjee na prolazni
porast estradiola. Ta zbivanja mogla bi stimulirati sekreciju prostaglandina §to bi rezultiralo
luteolizom 1 prekidom graviditeta, ali rezultati istrazivanja pokazuju da primjena injekcije

GnRH 21.-28. dana nakon umjetnog osjemenjvanja ne ugrozava steonost (STEVENSON i sur.,
1993.).

Cinjenica da je bio visok je postotak krava sa visokom koncentracijom progesterona (> 2,5
ng/ml) 33. dana, premda je kasnija ultrazvu¢na detekcija (40. dana) pokazala da je koncepcija
bila svega oko 30 %, sugerira da je razina progesterona u te dvije faze nepouzdan pokazatelj,
odnosno da razina progesterona ima nisku specifi¢nost (pouzdanost) kao prediktor gestacije.
To nije u opreci sa ¢injenicom da aplikacija GnRH 5. 1 12. dan nakon umjetnog osjemenjivanja
povisuje postotak steonosti (VASCONCELOS i sur., 1999.). Prema MOREIRI i sur., (2000a.)
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visoka razina progesterona u plazmi u vrijeme prostaglandina rezultira viSim postotkom
steonosti, ali isto vrijedi i za krave pri prvoj injekciji Ovsyncha (GnRH) koje su ovulirale, a u
odnosu na one koje nisu ovulirale (VASCONCELOS i sur., 1999.), a to je vjerojatno u korelaciji
sa stanjem folikula na dan osjemenjavanja. Naime, kada krava reagira na prvu injekciju GnRH
u Ovsynchu, budi se novi folikularni val sa novim dominantnim folikulom koji sazrijeva u
vrijeme drugog GnRH. U suprotnom dominantni folikul ée biti prestar $to ugrozava plodnost

(AUSTIN i sur., 1999.).

Dakle, kao rezime, aplikacija GnRH 23. dana nakon umjetnog osjemenjavanja u krava sa
nepoznatim graviditetnim statusom rezultirala je solidnim postotkom steonih krava, $to je u
skladu sa rezultatima iz recentne literature. Resinkronizacija sa po¢etkom Ovsyncha 23. dana
nakon umjetnog osjemenjivanja i prije detekcije steonosti, ne ugrozava plodnost krava u
laktaciji i skracuje interval izmedu negativne ultrazvucne dijagnoze i sljede¢eg osjemenjavanja
sukladno istrazivanjima brojnih autora (FRICKE i sur., 2003.; CHEBEL i sur., 2003.;
BARTOLOME i sur., 2005a., 2005b., 2005c.).

Nesumnjivo je da protokoli koji se baziraju na Ovsynchu (i jednokratni, i modificirani, ali i
sloZzeni) predstavljaju velik korak u shvacanju i moguénostima manipulacije u reprodukciji
mlijecnih krava. Filozofija tog vida kontrolirane reprodukcije jest indukcija novog folikularnog
vala i indukcija sinkronizacije ovulacije, no bez bitnog utjecaja na razvoj i kvalitetu folikula
(PURSLEY 1 BELLO, 2007.). Naime, folikulogeneza, tj. razvoj folikula, posebice u mlije¢nih
krava ima dinamiku sekvenci u formi nadolaze¢ih valova, upravljano neurohormonalnom
regulacijom. Svaki val je sinkronizirani razvoj kohorte folikula promjera 4-5 mm, od kojih
opstaje dominantni folikul. Kako ciklus podrazumijeva dva ili tri folikularna vala, to znaci da
¢e u slucaju ciklusa sa tri vala, prvi zapoceti 0. dana ciklusa, drugi 9. 1 tre¢i 16. dana. Kako su
velike varijacije u odnosima tipova ciklusa, bitne su varijacije i u vremenu nastupa novog vala,
Sto podrazumijeva da brojni ¢imbenici, posebice nasljedni 1 okoliSni mogu utjecati na svaku
pojedinac¢nu folikularnu dinamiku, §to bitno otezava dobar rezultat postupaka kontrolirane
reprodukcije (TAYLOR i RAJAMEHENDRAN, 1991.; WOLFENSON i sur., 1994.; BEAM i
BUTLER, 1998.). Poseban su problem poslijeporodne krave u kojih nastup prvog ovulatornog
ciklusa moze varirati izmedu 15-100 dana poslijeporodno, kako zbog rastezljivog perioda od
regresije gravidnog zutog tijela do prve ovulacije, tako i zbog brojnih drugih uzroka smjestenih
u razdoblje negativnog energetskog balansa i van njega (kondicija, hranidba, pasmina,
proizvodnja, dob, sezona, patoloSka 1 fizioloSka stanja maternice, kroni¢ne bolesti

(MURUGAVEL i sur., 2003.; YANIZ i sur., 2004.; LOPEZ-GATIUS i sur., 2004.). To je tek
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faza istrazivanja ¢iji je jedan od ciljeva kontrola rasta, funkcije 1 trajanja dominantnog folikula
kako bi se poboljsala plodnost, ¢ime bi se stimulirala i mlijecnost, smanjio postotak pobola i
izluCenja i stvarao dovoljan broj zamjenskih junica. U konacnici, valja voditi rauna i o tome
da ¢e konacni ishod sinkronizacije biti rezultat dva razliCita pristupa koja se temelje na
prolongaciji lutealne faze (arteficijalni progesteron) ili skracenju ciklusa primjenom
prostaglandina, pri ¢emu je primjena hormona samo alat u vrlo sofisticiranom procesu

(WOLFENSON i sur., 1994.; DISKIN i SREENAN, 2000.).
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7. ZAKLJUCCI

Istrazivanje je u slucaju presinkronizacijskog protokola PGF-Ovsynch dokazalo
signifikantnu prednost slozenog protokola u odnosu na jednostruki (Ovsynch).
Presinkronizacijski protokol GnRH-PGF-Ovsynch nije bio znacajno bolji, ali je ipak bolji od
Ovsyncha, §to u oba slucaja dokazuje da su slozeni sustavi kontrolirane reprodukcije bolji od
jednostrukih i sugeriraju potrebu njihove vece prihvaéenosti. Medutim, u resinkronizacijskom
dijelu protokola postotak koncepcije izmedu razli¢itih protokola je dosta ujednacen, bez
znacajnih razlika, u zanemarivom rasponu. Rezultat je logian. Naime, nakon uvodnog
postupka 1 UO u to¢no odredeno vrijeme, u svih krava postupak resinkronizacije zapocet je
istog, 23.dana nakon inseminacije pa su rezultati potvrda ocekivanja, tj. ujednacene folikularne
dinamike u svih plotkinja, bez obzira koji je presinkronizacijski protokol primijenjen. Vaznost
primjene resinkronizacije jednaka je vaznosti primjene slozenih protokola i sugerira njenu

neophodnost jer je to mozda i najvazniji nacin poboljSanja reprodukcijskih rezultata.

Istrazivanje je snazno potvrdilo opravdanost kontrolirane reprodukcije. U krava iz skupine
B gdje je primijenjena presinkronizacija GnRH-PGF vrhunac LH hormona nastupio je u
oc¢ekivano vrijeme, nakon Cetiri sata od aplikacije, Sto znaci da je protokol optimalno slijedio
fizioloSki reprodukcijski ritam. U skupini A javljala se bifazi¢nost peaka Sto ukazuje 1 na

bifazi¢nost folikulskog vala, a §to se ocitovalo slabijim rezultatom koncepcije.

Analiza korelacije izmedu najviSe vrijednosti LH i promjera dominantnog folikula nije
pokazala statisicku znacajnost. Ujednacena veli¢ina folikula dokaz je ujednacenosti
hormonskog statusa. Registrirano dulje trajanje Zivota folikula dokaz je zakasnjele ovulacije ili
anovulacije 1 tipicno je za krave iz skupine C u kojih postupak nije zapoceo na vrijeme, tocnije
injekcija GnRH aplicirana je u preranoj fazi ciklusa, prije 4-5 dana, uslijed Cega je nastupilo

zastarijevanje folikula i neuspjeSne koncepcije ili koncepcije sa embrionalnim uginu¢em.

Na kraju valja naglasiti da su u istrazivanju oba sinkronizacijska slozena protokola bila
originalna, do sada neprimijenjena u praksi i nezabiljeZena u stru¢noj i znanstvenoj literaturi.
Zbog dobrog rezultata ovaj model valjalo bi istrazivati u neposrednoj buduénosti, i budu li

rezultati potvrdeni valjalo bi razmisliti o etabliranju ovog sustava.
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