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Sazetak

Ova studija je imala za cilj da utvrdi korelaciju izmedu ocene telesne kondicije,
proizvodnih parametara (laktacija i dnevna proizvodnja mleka), kvaliteta vaginalne
sluzi i procenta polimorfonuklearnih ¢elija iz citoloskog razmaza poreklom iz materice
mlecnih krava sa dijagnozom klinickog endometritisa. Ispitivanje je obuhvatilo 14
Holstajn-Frizijskih krava u prvoj i drugoj laktaciji. Procena kvaliteta vaginalne sluzi je
izvr§ena upotrebom Metricheck® instrumenta. Citoloski brisevi iz materice su
uzorkovani upotrebom Cytoprint AI® katetera. Procena kvaliteta vaginalne sluzi i
uzorkovanje citoloskog brisa iz materice je izvrSeno 25. i 26. dana laktacije. Rezultati
ove studije su pokazali da ne postoji znacajna korelacija izmedu procenta
polimorfonuklearnih ¢elija i mlecnosti ili laktacije. Medutim, pronadena je znacajna
negativna korelacija izmedu ocene telesne kondicije i1 kvaliteta vaginalne sluzi, $to
sugeriSe da krave sa visSim ocenama telesne kondicije imaju manji rizik za nastanak
klinickog endometritisa. Rezultati ove studije su u skladu s postojecom literaturom koja
sugeriSe da ocene telesne kondicije moze posluziti kao pokazatelj stepena rizika za
nastanak klinickog endometritisa.

Kljucne reci: dnevna mle¢nost, kvalitet vaginalne sluzi, laktacija, mlecna krava, ocena
telesne kondicije, polimorfonuklearne Celije.

UvOoD
Smenjivanje gestaciono-nelaktacione faze u negestaciono-laktacionu fazu predstavlja
visok faktor rizika za nastanak puerperalnih oboljenja i1 naziva se tranzicioni period
(Contreras i Sordillo, 2011). Tokom ovog perioda deSavaju se fizioloske oscilacije,
primarno u hormonalnim i metabolickim putevima (Maleti¢ i sar., 2024). Neposredno
nakon teljenja, homeoretskim mehanizmima dolazi do preraspodele energije u mlecnu
e —
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zlezdu §to dovodi do negativnog energetskog bilansa (NEB). Sistemska inflamacija
kao i mineralni disbalansi takode predstavljaju procese koji su uobicajena pojava u
ovom periodu. Polovina tek oteljenih krava ne uspe da se adaptira na novonastale
izazove $to za posledicu ima nastanak strukturnih i molekulskih promena na nivou
reproduktivnih organa primarno na nivou materice i jajnika (Serbetci i sar., 2023). Ove
promene se mogu manifestovati u vidu klinickih i supklinickih oboljenja (Maleti¢ i
sar.,, 2024). U ova oboljenja se ubrajaju puerperalna oboljenja materice, metabolicki
disbalansi kao i lokomotorna oboljenja (Vergara i sar., 2014).

Prevalenca puerperalnih oboljenja materice poput puerperalnog metritisa, klinickog
metritisa, klinickog endometritisa (KE) i supklini¢kog endometritisa je 2.8%, 25%,
29% 1 26% respektivno (Vallejo-Timaran i sar.,, 2021). Sve u svemu, prevalenca
postporodajnih oboljenja materice tokom prvih 60 dana nakon teljenja je 51.2%.
Medutim, prevalenca zavisi od tipa farme odnosno nacina drzanja, individualnih
karakteristika krava, dana uzorkovanja i primenjenim grani¢nim vrednostima.
Klini¢ki endometritis predstavlja oboljenje materice koje nastaje nakon 21 dana posle
teljenja (DPT) 1 manifestuje se klini¢ki vidljivim znakovima bolesti, te stoga ne
predstavlja problem u rutinskoj dijagnostici (Sheldon i sar., 2009). Medutim, stepen
ostecenja odnosno inflamacije tokom KE moze da varira. Metode kojima se moze
utvrditi stepen oStec¢enja/inflamacije prouzrokovan sa KE se moze kvantifikovati
upotrebom Metrichecka® (Pleticha i sar., 2009) i odredivanjem stepena inflamacije
endometrijuma upotrebom citoloskih briseva (Milovanovi¢ i sar., 2023).

Cilj ovog rada je da se utvrdi da li postoji veza/korelacija izmedu pojedinih telesnih
faktora (ocena telesne kondicije (OTK)), proizvodnih parametara (laktacija i dnevna
mlecnost), kvaliteta vaginalne sluzi 1 procenta polimorfonuklearnih ¢elija (PMN) kod
krava obolelih od klinickog endometritisa.

MATERIJALI I METODE

Ovaj eksperiment je obuhvatio ukupno n=14 krava Holstajn-Frizijske rase koje su bile
u prvoj 1 drugoj laktaciji. Krave koje su obuhvacene eksperimentom su bile prose¢ne
telesne mase 550+32,4kg. Sve krave su hranjene identicnom ishranom u vidu
kompletnog miksovanog obroka (TMR). Krave su vakcinisane vakcinama Bovilis
BVD® (MSD Animal Health, Wellington, New Zealand), Bovilis IBR Marker live®
(MSD Animal Health, Wellington, New Zealand) i Bravoxin 10® (MSD Animal Health,
Wellington, New Zealand). Upotrebom farmskog softvera DairyComp 305 (Valley
Agricultural Software, Tulare, California) dobijeni su podaci vezani za broj laktacija,
dane u laktaciji i dnevnu mlecnost.

Klini¢ki pregledi krava izvrSeni su 25. i 26. dana nakon teljenja. Neposredno pre
odredivanja kvaliteta vaginalne sluzi i uzorkovanja brisa iz materice izvrSen je vizuelni
pregled krava. Za eksperiment su odabrane samo krave koje su imale patoloski
vaginalni iscedak.
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Ocena telesne kondicije (OTK) izvrSena je po metodi opisanoj od strane (Bauer, 2021)
koja se sastoji od gradacione skale OTK 2-5.

Provera kvaliteta vaginalne sluzi je izvrSena uz pomo¢ Metricheck® instrumenta (Slika
1) (Simcro, New Zealand). Pre uvodenja instrumenta u vaginu, usmine su ocis¢ene
papirnim ubrusom kako bi se sprecila kontaminacija. Nakon toga, instument je uveden
u vaginu i sproveden do fornix vaginae. Rucka instrumenta lagano je podignuta ka
dorzalnoj komisuri vagine i instrument retrahovan kaudalno kako bi se sa ventralnog
zida vaginalnog kanala prikupila vaginalna sluz (Milovanovi¢ 1 sar, 2023).
Odredivanje kvaliteta vaginalne sluzi je izvrSeno vizuelnom metodom opisanom od
strane (Pleticha i sar., 2009), na slede¢i nacin: ocena O=Cista prozirna sluz, ocena
I=sluz sa krpicama gnoja, ocena 2=mukopurulentni iscedak, ocena
3=gnojni/smrdljivi/trulezni iscedak.

Slika 1 Metrichecka® instrument za kvalitativnu analizu kvaliteta vaginalne sluzi
(A-Metrichecka®; A1-kolektor vaginalne sluzi)

Uzorkovanje citolo$kog brisa iz materice je izvrSeno upotrebom Cytoprint AI® katetera
(Slika 2).
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Slika 2 Inseminator i Cytoprint AI® kateter za uzorkovanje citolo§kog brisa
endometrijuma
(A-inseminator za ve$tatko osemenjavanje; B-Cytoprint AI® kateter; B1-vrh Cytoprint
AI® katetera za uzorkovanje citoloskog brisa endometrijuma; C-protektivni tubus
Cytoprint AI® katetera)

Pre uzorkovanja citoloskog brisa, ampula recti je ispraznjena manuelno. Nakon toga,
usmine su obrisane papirnim ubrusom. Cytoprint AI® kateter je stavljen na inseminator
(pistolet). Bimanuelnom metodom, uz rektalno navodenje Cytoprint AI® kateter je
uveden kroz cervix u matericu. Bris je eksponiran povlacenjem protektivnog tubusa ka
rukohvatu inseminatora. Bris sa dorzalnog zida materice je uzorkovan rotiranjem
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inseminatora sa Cytoprint AI® kateterom u smeru kretanja kazaljki na satu. Nakon toga,
protektivni tubus Cytoprint AI® katetera je vracen u pocetni polozaj kranijalno kako bi
se citoloski bris zastitio od kontaminacije prilikom retrahovanja napolje (Milovanovi¢
1 sar,, 2023). Nakon ekstrakcije instrumenta van vagine pristupljeno je pripremanju
citoloskog preparata. Cista mikroskopska plo¢ica (Menzel Gliser, Braunschweig,
Germany) je pripremljena i na nju je nanesen vrh Cytoprint AI® katetera na kome se
nalaze celije poreklom sa endometrijuma. Silikonski vrh katetera je celom duzinom
mikroskopske plocice rotiran kako bi se ¢elije ravnomerno nanele na mikroskopsku
ploc¢icu. Mikroskopska plocica sa citoloskim razmazom je nakon toga ostavljena da se
osusi na sobnoj temperaturi i transportovana do laboratorije.

Priprema citoloskog preparata je izvrSena bojenjem citoloskog razmaza upotrebom
MGG Quick Stain (Bio Optica, Milano, Italy) prema uputstvu od strane proizvodaca.
Citoloski preparati su nakon toga osuseni na vazduhu. Mikroskopska procena preparata
je izvrSena brojanjem minimum 200 c¢elija na uvecanju 400x. Utvrdivanje procenta
polimorfonuklearnih ¢elija (PMN) je izvrSeno uporedivanjem odnosa endometrijalnih
i PMN ¢elija (Slika 3).

Statisticka obrada podataka je uradena u programskom sistemu Prism ver.8 (Graphpad,
USA), a rezultati su prikazani kroz tabele i grafikone u programskom softveru MS
Office Package (Microsoft, USA).

REZULTATI
Na osnovu rezultata dobijenih u ovom istrazivanju uoceno je da je dnevna mlecnost
ispitivanih grla varirala od 13,00 L do 29,70 L mleka, u proseku 22,39 L. Kvalitet
vaginalne sluzi bio je u opsegu izmedu 1 1 3, u proseku 2,88. Ocena telesne kondicije
kretala se u intervalu izmedu 2,5 i 3,25, u proseku 2,85 dok je % PMN u citoloskim
brisevima materice bio u opsegu od 5,39-82,92%. Detaljni rezultati ovih parametara za
svaku kravu pojedinacno su prikazani u Tabeli 1.

Tabela 1 Rezultati proizvodnje mleka, procenta polimorfonuklearnih ¢elija, ocene
telesne kondicije 1 kvaliteta vaginalne sluzi prikazani u pojedinacnim vrednostima za
svaku ispitivanu jedinku

Laktacija . DneYna % PNVIN u Kvalitet
Krava proizvodnja mleka citoloskom OTK . .
/ grupa o . vaginalne sluzi
u litrima brisu

1. 1 29,7 29,16 2,75 2
2. 2 27,1 61,88 3,25 1
3. 1 27,6 82,92 2,75 3
4. 2 22 50,08 2,75 1
5. 2 19 5,39 3 1
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6. 2 26 41,83 2,75 1
7. 2 19 35,23 2,75 2
8. 1 13 69,9 2,75 3
9. 2 21 66,81 3 2
10. 2 23 42,51 3 1
11. 1 25 50,61 2,5 3
12. 1 22 80 1
13. 1 16 65,06 1
14. 1 23 35,89 1
Rezultati statisticke analize su prikazani u Tabeli 2.
Tabela 2 Utvrdene korelacije izmedu ispitivanih parametara
Parametri Laktacija pr]())igizrcllij a % PMN | OTK Metri@;’h
/ grupa . eck
mleka u litrima
Laktacija 1,00 -0,09 -0,37 0,25 -0,40
D“;Y:Eapi"fifrvigf;”a 20,09 1,00 0,08 | -0,15 | 0,06
% PMN -0,37 -0,08 1,00 0,06 0,31
OTK 0,25 -0,15 0,06 1,00 -0,66*
Metrichecka® -0,40 0,06 0,31 -0,66%* 1,00

* statistiCka znacajnost utvrdena na nivou p<0.05

Statisti¢ki znaGajna korelacija je uotena u odnosu OTK i Metricheck® parametara, pri
¢emu je uodeno da krave sa visokim Metricheck® skorom imaju nizu OTK vrednost.
Odnos Metricheck® i OTK rezultata je prikazana na Slici 3.
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Slika 3 Korelativna analiza rezultata parametara Metriheck® i OTK

DISKUSIJA

Nakon teljenja, krave se adaptiraju na promene koje su nastale smenjivanjem gravidno-
nelaktacijone faze u negravidno-laktacionu fazu. U ovom periodu nastaje sistemska
inflamacija koja za cilj ima pripremu reproduktivnih organa za novu oplodnju i
graviditet. Klinicki endometritis nastaje ukoliko se inflamacija materice prolongira
nakon 21 dana posle teljenja uz prisustvo patoloskog vaginalnog iscetka i pove¢anog
%PMN (Pascottini i sar., 2022). Dijagnoza KE se sprovodi upotrebom Metricheck®
uredaja ili manuelno (Pascottini i sar., 2020).

Na osnovu dobijenih rezultata posmatrane grupe krava uocava se da bi u teoriji svako
povecanje OTK za vrednost boda 1 dovelo do smanjenja Metrichecka® vrednosti za
2,933 puta, odnosno, da krave koje imaju loSiju ocenu telesne kondicije imaju veci
faktor rizika za nastanak KE. U praksi to ne znaci da krave treba da budu preuhranjene
ve¢ u adekvatnoj telesnoj kondiciji shodno proizvodno-reproduktivnoj fazi laktacije.
Rezultati dobijeni u ovoj studiji korespondiraju sa rezultatima dobijenim u studijama
koje su za cilj imale utvrdivanje veze izmedu ova dva posmatrana parametra (Bogado
Pascottini i LeBlanc, 2020; Kadivar i sar., 2014; Wathes i sar., 2009).

Ocena telesne kondicije predstavlja metodu kojom se indirektno moze proceniti
energetski status krava (Rearte i sar., 2023). Utvrdeno je da kod krava sa visokim
energetskim deficitom inflamacija materice prolongirana i perzistira nakon 2 nedelje
nakon teljenja za razliku od krava sa umerenim energetskim deficitom (Wathes i sar.,
2009). Energetski deficit ukazuje na maladaptaciju na postpartalni period sa
posledi¢nim nastankom metabolickih oboljenja koja se odlikuju nedostatkom glukoze
(Sordillo i Raphael, 2013). Ispitivanjem biohemijskih parametara iz seruma krava
utvrdeno je da su nivoi neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA), B- hidroksibuterne
kiseline (BHB) znacajno visi kod krava sa KE za razliku od zdravih krava (Bogado
Pascottini i LeBlanc, 2020). Visoki nivoi NEFA i BHB ukazuju na metabolicku
maladaptaciju na postpartalni period. Posledicno tome dolazi do disfunkcije
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polimorfonuklearnih ¢elija jos dok se nalaze u krvnom koritu, odnosno ¢ak i pre nego
S$to udu u matericu. Takode, analizom kompletne krvne slike utvrdeno je da krave koje
se nalaze u visokom energetskom deficitu imaju manje leukocita od krava koje su bile
u umerenom energetskom deficitu (Wathes i sar., 2009). Sa druge strane studija
(Bartolome i sar., 2014) koja je za cilj imala uporedivanje protokola za terapiju KE je
zakljucila da krave koje imaju visu OTK znatno bolje reaguju na terapiju za razliku od
krava sa niskom OTK (Bartolome i sar., 2014). Stoga, korelacija izmedu OTK i
Metricheck® skora (kvaliteta vaginalne sluzi) dobijena u naSoj studiji ukazuje da ovi
parametri mogu biti koristan alat za procenu rizika za nastanak KE.

Korelacija % PMN i laktacije u naSoj studiji nije utvrdena. Pojedine studije sugerisu
da postoji razlika izmedu %PMN shodno broju laktacija, odnosno da prvotelke imaju
znatno visi % PMN od viSetelki (Mehrzad i sar., 2002), odnosno ve¢i broj cirkuliSu¢ih
eozinofila i nezrelih leukocita (Mehrzad i sar., 2002). Od % PMN zavisi odgovor
materice na inflamaciju. Medutim, ukoliko se krava nalazi u stanju energetskog deficita
% PMN ne mora biti reprezentativan pokazatelj zdravlja materice, jer je funkcionalna
sposobnost PMN u tom slu¢aju narusena nedostatkom glukoze. Takode, da bi se
ustanovila veza izmedu %PMN, proizvodnih parametara moZzda je potrebno u analizu
ukljuciti krave sa vise od dve laktacije kao i vece grupe zivotinja nego S$to je to slucaj
u nasoj studiji.

Korelacija % PMN i dnevne mlecnosti u nasoj studiji nije utvrdena. U studiji koja je
za cilj imala utvrdivanje veze izmedu proizvodnih parametara i supklinic¢kog
endometritisa odnosno % PMN i dnevne mle¢nosti je ustanovila pozitivnu korelaciju
izmedu ova dva parametra (Barrio i sar, 2015). Studija Barrio i sar. (2015) je
sprovedena u Spaniji na veéem broju krava. Takode, Spanija ima topliju klimu, a
pojedine studije su dokazale da % PMN zavisi i od klimatskih prilika (Olde Riekerink
i sar., 2007).

ZAKLJUCAK

Ustanovljena je negativna korelacija izmedu OTK i Metricheck® skora (kvaliteta
vaginalne sluzi). Tacnije, svako povecanje OTK za vrednost boda 1 dovela je do
smanjenja Metrichecka® vrednosti za 2,933 puta. Odnosno, krave s viSom ocenom
OTK imaju manji rizik za nastanak klinickog endometritisa. Medutim, to ne znaci da
krave treba da budu preuhranjene, ve¢ da budu u adekvatnoj kondiciji shodno
proizvodno-reproduktivnoj fazi laktacije. Korelacija izmedu ostalih posmatranih
parametara % PMN 1 proizvodnih parametara (laktacija i dnevna mlecnost) nije
utvrdena.

Zahvalnica
Rad je podrzan sredstvima Ministarstva nauke, tehnoloSkog razvoja i inovacija
Republike Srbije (Ugovor br. 451-03-66/2024-03/200030 i 451-03-66/2024-
03/200143).
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