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POPIS I OBJAŠNJENJE KRATICA KORIŠTENIH U RADU:

ASCR = engl. all service conception rate,  indeks osjemenjivanja stada
DOFS =  engl. days open to first service,  dani od teljenja do prvog osjemenjivanja
DOP = engl. days open to pregnancy,  dani od teljenja do gravidnosti
FSCR = engl. first service conception rate,  postotak koncepcije nakon prvog osjemenjivanja
RPG = engl. relative procent of gravidity,  relativan postotak gravidnosti  
UVOD

Budućnost uspješna govedarstva, kako u svijetu, tako i u Republici Hrvatskoj, temelji se na kontinuiranom i pravilnom rasplođivanju životinja. 

Za rasplodnu sposobnost krava odgovorno je najčešće genetsko nasljeđe, okolišni čimbenici, menadžment te zdravstveno stanje stada. Ne radi se samo o medicinskom, već i o velikim ekonomskim problemima. Kako su životinje pod stalnim stresom zbog rasplodnih procesa i želje vlasnika da se poboljša njihova reproduktivnost, organizam se nije u stanju u kratkom vremenu prilagoditi prvobitnom fiziološkom stanju. Glede toga dolazi do raznih patoloških promjena. Glavnina posljedica očituje se na reproduktivnom sustavu. Bolesti koje se posljedično javljaju, a umanjuju plodnost su: metritisi, endometritisi, ketoze, mastitisi kao i bolesti papaka te hipokalcemije i zaostajanje posteljice. Puerperalne bolesti podrazumijevaju patološka stanja rodilje koja su u direktnoj ili indirektnoj vezi s porođajem te se klinički manifestiraju najviše u puerperiju. To su primarno bolesti porođajnih organa, različite deficitarne bolesti te različita infektivna stanja (OKLJEŠA, 1957.). Endometritisi su upale sluznice maternice (endometrija). Upala pri tome uglavnom ne prodire u dublje slojeve maternice. Nastanak uzrokuju bakterije poput stafilokoka, streptokoka, gljivica ili mikoplazmi. Njihov ulazak je ascendentan kroz otvoren cerviks pri porođaju ili tijekom puerperija. Najvažniji uzrok endometritisa je zaostajanje posteljice. Ostali predisponirajući faktori su: težak porođaj, pobačaj, ketoze, hipokalcemije, manjak selena ili vitamina E (SHELDON, 1999.). Liječenje endometritisa ovisi o razvoju bolesti, a treba biti usmjereno ka poboljšanju plodnosti, pri tome cilj terapije je ukloniti uzročnike iz maternice uz što kraću karenciju. Uspješnost terapije bazirati će se na eliminaciji sadržaja iz maternice, osjetljivosti uzročnika na primjenu i koncentraciju lijeka te izloženosti endometrija tom lijeku (ROBERTS, 1986., NOAKES i sur., 2001.). Terapija se temelji primarno na lokalnoj aplikaciji antibiotskih pripravaka, a odabir antibiotika podrazumijeva poznavanje njegova spektra djelovanja. Uz antibiotsku terapiju primjenjuje se i terapija prostaglandinima i uporaba antiseptičkih sredstava, poput otopine lotagena. Lotagen djeluje antiseptički, selektivno koagulacijski i adstrigentno s ciljem obnavljanja sluznice endometrija (TOMAŠKOVIĆ i sur., 2007.). 
Ukoliko dođe do pojave komplikacija tj. općeg infekcioznog sindroma i inapetence, životinje se terapiraju parenteralno s visokom dozom antibiotika i potpornom terapijom. Izgledi oporavka tada nisu povoljni, pogotovo ako bolest ima kroničan tijek pa se često takve životinje izlučuju iz proizvodnje (TOMAŠKOVIĆ i sur., 2007.). Svi navedeni čimbenici znatno utječu na servis period i produžuju međutelidbeno razdoblje. Stoga je rana kontrola puerperija u stadima goveda od velike važnosti kako bi se prevenirala pojava patoloških stanja.

Navedena problematika neminovno vodi k ekonomski negativnom trendu. Kako bi se taj trend umanjio moderan menadžment reprodukcije i porodništva pokušava  prevenirati bolesna stanja. 

Uz brojne preventivne mjere pokušava se i terapija alternativnim pripravcima pr. ozonom, koji ima germicidna i fungicidna svojstva. Ozon je moćan oksidans s brzo djelujućim svojstvima. Prva primjena ozona služila je za dezinfekciju kože. Nakon toga uslijedile su i terapije direktnom aplikacijom ozona intravenozno, intrauterino i intramuskularno za terapiju različitih patoloških stanja, pr. tumori. Germicidni i fungicidni učinci posljedica su oksidativnih svojstava ozona i peroksida koji razaraju kapsule patogena. Lipohidroperoksidi su sličnog učinka, a također stimuliraju i obrambeni sustav. 
Endometritise i metritise krava se terapira uspješno u Italiji već 15-ak godina s raznim oblicima pjenušavih preparata i vaginaleta koje sadrže ozon kao aktivnu tvar (SCROLLAVEZZA i sur., 1997., MARUSI i sur., 1999., MARUSI i sur., 2000.). Posebnost ozonskih pripravaka je u tome, što za razliku od antibiotske terapije, ne stvaraju rezidue u namirnicama poput mesa i mlijeka. Različita im je apsorpcija te posjeduju multiplu interakciju duž čitave maternice (PAISLEY i sur., 1986., DRILLICH i sur., 2006.). 

Budući da u Hrvatskoj do sada nisu registrirani pripravci ozona za primjenu kod krava u puerperiju, cilj ovog istraživanja bio je provjeriti utjecaj preventivne intrauterine aplikacije ozona na rasplodnu sposobnost mliječne pasmine krava u tipu Simentalca. 


OPĆI I SPECIFIČNI CILJEVI RADA

Cilj ovog rada je poboljšati reproduktivnu sposobnost krava Simentalske pasmine tijekom ranog puerperija, budući da ozon ne stvara rezistenciju i rezidue kao njegova bitna svojstva. S toga je cilj našeg istraživanja istražiti učinkovitost intrauterine aplikacije dva različita ozonska pripravka. Procjena njihove učinkovitosti biti će određivana na osnovi sljedećih parametara:

· dani od teljenja do prvog osjemenjivanja (engl. days open to first service, DOFS),

· dani od teljenja do gravidnosti (engl. days open to pregnancy, DOP),

· relativan postotak gravidnosti (engl. relative procent of gravidity,  RPG, %),

· postotak koncepcije nakon prvog osjemenjivanja (engl. first service conception rate (FSCR,%),

· indeks osjemenjivanja stada (all service conception rate (engl. ASCR,%).

MATERIJALI I METODE

Životinje

Istraživanje je provedeno na 30 krava Simentalske pasmine koje borave u dvije farme namijenjene mliječnoj proizvodnji u sjeverozapadnoj Hrvatskoj. Krave su bile približnog gojnog stanja, u dobi od 2-8 godina, držane i hranjene pod istim uvjetima. Bile su držane slobodno u stajama u kojima se nalazila stelja napravljena od piljevine i slame. Sve su životinje bile podijeljene u tri skupine (A, B i C), a bile su u fazi fiziološkog puerperija. Tijekom pokusa bile su umjetno osjemenjene sjemenom bika (WINNOR, Hb 7849). 

Istraživanje i prikupljanje podataka

Skupinu krava – A (n=10), obradili smo ozonskim vaginaletama Ripromed ovuli O3® (Novagen, Italija), koje smo sve odjednom intrauterino aplicirali. Skupinu B tretirali smo ozonskim sprejom, Riger sprej® (Novagen, Italija), koju smo jednokratno aplicirali u tijelo maternice kroz 5 sekundi. C skupina životinja je bila kontrolna skupina (netretirana) također s istim brojem krava (n=10). Pokusne životinje tretirane su  pripravcima ozona u roku od 24 do 48 sati nakon teljenja. Sve krave su pregledane, uključujući vaginalnu i transrektalnu uterinu palpaciju te s ultrazvučnom linearnom sondom (5MHz; SonoVet 2000),  35 do 48 sati po porođaju i 45 dana nakon umjetnog osjemenjivanja, do utvrđivanja gravidnosti. Nakon prvog pregleda, krave s utvrđenom patologijom (endometritisima, cistama na jajniku, anestrijama, atrofijom jajnika) su bile tretirane hormonskim pripravcima, sustavnom terapijom ili ih se isključilo iz studije. 
Nakon navedenih  ginekoloških pretraga (posebno je u obzir uzeto prisustvo vaginalne sluzi), životinje su osjemenjene na vlasnikov poziv. Osjemenjivanje je radio iskusni veterinar, a osjemenjene su duboko smrznutom/odmrznutom spermom. 
[image: image1.emf]
Slika 1. Umjetno osjemenjivanje krava (Tomašković i sur., 2007.)
Tijekom istraživanja reproduktivne sposobnosti krava Simentalske pasmine tijekom ranog puerperija praćeni su sljedeći podaci:

	vremenski period od teljenja do prvog osjemenjivanja (engl. days open to first service, DOFS)
	dani

	vremenski period od teljenja do gravidnosti (engl. days open to pregnancy, DOP)
	dani

	relativan postotak gravidnosti (engl. relative procent of gravidity, RPG)
	%

	postotak koncepcije nakon prvog osjemenjivanja (engl. first service conception rate, FSCR)
	%

	indeks osjemenjivanja stada (engl. all service conception rate, ASCR)
	%

	utjecaj na laktaciju
	kg mlijeka/305 dana


Statistička analiza
Statistička analiza dobivenih podataka je napravljena programskim softverom SAS 9.1.3. (SAS Institute Inc., 2002-2003). Za analizu reproduktivnih parametara krava (period od teljenja do prvog osjemenjivanja – DOFS; period od teljenja do gravidnosti – DOP) korištena je analiza preživljavanja. Neparametrijski, log-rank test i Wilcoxon test jednakosti po grupama (PROC LIFETEST) je rađen za svaku kategoričku varijablu posebno. Za izračun medijan dana od teljenja do prvog osjemenjivanja ili gravidnosti programski su korišteni parametri kao oblik Kaplan-Meier krivulja i procjena preživljavanja. Kako bi se testirao mogući utjecaj na skupinu u analizu modela uključene su sljedeće kovarijable: laktacija, broj utrošenih doza sjemena i paritet. 

REZULTATI

Krave skupine A, kojima su aplicirane ozonske vaginalete u maternicu nakon teljenja, imale su  kraći prosječni period od teljenja do prvog osjemenjivanja (110,5 dana) u odnosu na krave iz skupine B i C (117,5 i 124,5 dana). Također i krave skupine A i B kojima je apliciran ozon u spreju, odnosno ozonske vaginalete u maternicu nakon teljenja, prosječni period od teljenja do gravidnosti (131,5 i 130,5 dana) bio je kraći za razliku od krava iz skupine C (144,5 dana) (Grafikon 1.).
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Grafikon 1. Prikaz perioda (medijan) od teljenja do prvog osjemenjivanja (DOFS) i do gravidnosti (DOP) između skupina. 
Nakon 110,5 dana (medijan DOFS skupine A) procijenjeni postotak krava koje su ušle u estrus i bile prvi puta osjemenjene bio je 50 %, dok je procijenjeni postotak takvih krava u skupini B i C bio 40 %. Nakon 134 dana postotak krava u skupini A koje su bile prvi puta osjemenjene bio je 100 %, dok je kod skupine B i C na isti dan bio za 10 % manji. Poslije 130,5 dana (medijan DOP skupine B) procijenjeni postotak gravidnih krava u skupini A i B bio je 50 %, a skupine C 40 %. 
Poslije 171 dana sve krave skupine A bile su  gravidne, dok je postotak gravidnih krava skupine B bio za 10 % manji, a skupine C za 20 % manji.
Na grafikonu 2. vidljiv je odnos između procjene funkcije preživljavanja i dana od teljenja do gravidnosti (DOP) za krave iz skupine A, B i C.  Za izračun tih odnosa uključene su i kovarijable poput laktacije, pariteta i broj doza sjemena, koje utječu na servis period (DOP). Tako je prosječna laktacija krava skupine A bila 5790 litara, s prosječno 2,6 teljenja, a zato je prosjek utroška sjemena iznosio 1,8 doza po kravi. 

Prosječna laktacija krave skupine B iznosila je 5840 litara, s prosječno 2,5 teljenja, zato je prosjek utroška sjemena bio 2,1 doza po kravi.  

Dok je prosječna laktacija krava skupine C iznosila 5760 litara, s prosječno 2,3 teljenja, a njen  utrošak sjemena bio je 2,7 doza po kravi.

Iz prikaza grafikona 2. vidljivo je  da je  nakon unošenja nekih kovarijabli koje utječu na trajanje servis perioda došlo daleko brže do graviditeta krava skupine A (tretirane ozonskim vaginaletama intrauterino) u odnosu na krave skupine B,  a posebno skupine C. 
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Grafikon 2.  Krivulje preživljavanja, odnos procjene funkcije preživljavanja i DOP za skupinu

A, B i C.
RASPRAVA
Prvo istraživanje o pozitivnom učinku ozona na zdravim Holstein kravama u fiziološkom puerperiju u Republici Hrvatskoj, provedeno je na farmi Čepelovac u okolici Đurđevca (ĐURIČIĆ i sur., 2012.). 
Prema podacima istraživanja učinka ozona na trajanje perioda od teljenja do prvog osjemenjivanja u Holstein krava (Cilek, 2009.) dobiveni su rezultati od 111,55 ± 3,73 dana, koji su sukladni rezultatima našeg istraživanja (skupina A). Rezultati naše kontrolne skupine C za period od teljenja do gravidnosti bio je identičan s rezultatima istraživanja Cilek (2009.) kod Holstein krava i iznosio je 149,60 ± 4,36 dana.

Vremenski raspon od prvog teljenja do osjemenjivanja u skupini B (tretirana intrauterino Riger sprejom) u odnosu na skupinu A (tretirana intrauterino Ripromed vaginaletama) bio je duži za 5,5 do 7 dana. Preventivna terapija s pjenom obogaćenom ozonom provođenoj kod skupine B skratila je period od teljenja do gravidnosti u usporedbi s kontrolnom skupinom C  za 12, odnosno 17 dana. 

Gergovska (2009.) je utvrdila, također kod Holstein pasmine krava, da okolišni i genetski čimbenici utječu na  prosječno trajanje servis perioda od 169,9 dana te prosječnu laktaciju od 4311,89 kg (305 dana laktacije). Našim istraživanjem utvrđen je pozitivan učinak na laktaciju krava koje su sudjelovale u pokusu (razlika između skupine B i kontrolne skupine C iznosila 47 litara mlijeka), a u usporedbi s količinom mlijeka iz prethodno navedene studije naše krave su dale više mlijeka tijekom laktacije. 
Laktacija može utjecati na reproduktivne parametre u krava, na pr. prerana laktacija rezultirala je smanjenjem reproduktivne učinkovitosti (Maizon i sur., 2004.). Komplikacije nakon poroda kao na primjer ovarijalne ciste, endometritisi, ketoze, dislokacija sirišta, također utječu na smanjenje plodnosti u mliječnih krava (Correa i sur., 1993., Gautam i sur., 2009.). 

Kritični period za nastanak puerperalne patologije je prijelazno razdoblje (Prandi i sur., 1999.) te smo zbog toga odabrali da krave nakon teljenja preventivno tretiramo s ozonskim pripravcima.
Krave skupine B tretirane s Riger sprejom (aktivna pjena), 24-48 sati nakon teljenja, ušle su u gravidnost  ranije i imale su bolji postotak koncepcije. 

Općenito, preventivna intrauterina aplikacija ozona u našem istraživanju imala je pozitivne učinke na reprodukciju u mliječnih krava. Pretpostavlja se da su oblici ozonskih pripravaka i količina aktivne tvari bili odlučujući. 

Ovim radom težili smo dokazati djelotvornost ozonskih preparata u intrauterinoj terapiji, a ujedno i sam rad približiti veterinarskoj struci na terenu.
ZAKLJUČCI
Intrauterina, preventivna aplikacija ozonskih pripravaka u periodu ranog puerperija poboljšala je reproduktivnu učinkovitost krava Simentalske pasmine što se očitovalo poboljšanjem sljedećih pokazatelja u krava tretiranih ozonskim pripravcima: razdoblje od teljenja do prvog osjemenjivanja (DOFS), teljenja do gravidnosti (DOP), relativan postotak gravidnosti (RPG,%), postotak koncepcije nakon prvog osjemenjivanja (FSCR,%) te indeks osjemenjivanja stada (ASCR,%). 

Ozon u pjenušavom pripravku pokazao se učinkovitijim u poboljšanju reproduktivne sposobnosti kod ispitivanih krava od pripravka ozona u obliku vaginaleta.

Učinkovitost i djelotvornost pripravaka ozona je vidljiva i u povećanju laktacije što je s ekonomskog stajališta pozitivno, a nešto viša cijena ozonskih pripravaka, kao eventualni nedostatak je u odnosu na ekonomičnost i spomenute prednosti i značenje zanemariva. 
Naši rezultati učinaka ozona mogli bi biti osnova za istraživanja moguće zamjenske terapije puerperalnih infekcija antibioticima, što je u skladu s težnjama moderne farmakologije kao i smjernicama EU u cilju smanjivanja primjene antibiotika zbog razvoja rezistencije i rezidua.
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SAŽETAK
Lena Iva Švaganović

UTJECAJ PREVENTIVNE INTRAUTERINE UPOTREBE OZONA NA RASPLODNU SPOSOBNOST KRAVA SIMENTALSKE PASMINE
U istraživanju je utvrđen utjecaj preventivne primjene dva različita pripravka ozona na reproduktivnu učinkovitost u krava Simentalske pasmine tijekom fiziološkog puerperija. Istraživanje je bilo provedeno na 30 krava navedene pasmine smještenih na obiteljsko-poljoprivrednom gospodarstvu u sjeverozapadnoj Hrvatskoj, podijeljenih u 3 skupine. Skupina (A) bila je tretirana sa 6 ozonskih vaginaleta, apliciranih istovremeno intrauterino. Skupinu (B) tretirali smo ozonskim sprejom (pjena) koji smo aplicirali u tijelo maternice u vremenu od 5 sekundi. Kontrolnu skupinu krava - C nismo tretirali. Jednokratnu primjenu pripravaka ozona započeli smo 24-48 sati nakon porođaja te smo obavljali rektalnu i ultrazvučnu pretragu tijekom čitava puerperija. Procjenu reproduktivne učinkovitost Simentalki temeljili smo na podatcima o trajanju perioda od teljenja do prvog osjemenjivanja (DOFS), od teljenja do graviditeta (DOF), o relativnom postotku gravidnosti, o postotku koncepcije nakon prvog osjemenjivanja te o indeksu osjemenjivanja stada (ASCR). DOFS je za skupinu A iznosio 110,5 -, skupinu B 117,5- dok u je u skupini C bio 124,5 dana. Intervali od teljenja do graviditeta iznosili su 131,5 dana za skupinu A, za skupinu B 130,5 - i 144,5 dana u kontrolnoj skupini. Prosječna laktacija u skupini A bila je 5790 (kg mlijeka po laktaciji - 305 dana), 5840 skupina B i 5760 skupina C, dok je postotak koncepcije iznosio 2,6 % u skupini A, skupini B 2,5 % i 2,3 % za skupinu C. Učinkovitije u tretiranju krava bile su ozonske vaginalete (skupina A), što se vidjelo boljim parametrima ASCR, DOFS i DOF u odnosu na primjenu ozonskog spreja (skupina B).

Ključne riječi: Simentalska pasmina krava, pripravci ozona, servis-period

SUMMARY

Lena Iva Švaganović
INFLUENCE OF PREVENTIVE ITRAUTERINE OZONE APPLICATION ON REPRODUCTIVE PREFORMANCE IN SIMMENTAL COWS
The aim of the research was to determine the influence of preventive application of two different ozone preparations on reproductive efficiency in dairy cows with physiological puerperium. The research was conducted on 30 Simmental cows aged 2-8 years divided in three groups and placed on family-farm in northwestern Croatia. The A group consisted of cows treated using 6 intrauterine ozone pearls at once. The B group, consisted of cows treated with ozone foam spray which was applied in the body of uterus for 5 seconds, and the C group was the control group, untreated animals. Cows from the first two groups were observed and treated during early puerperium, 24 to 48 hours after parturition. To assess the reproductive performance of Simmental cows, interval from calving to first insemination (days open to first service, DOFS), interval from calving to pregnancy (days open to pregnancy, DOP), and all service conception rate (ASCR, %) were measured. DOFS for the A group of cows was 110,5, in the B group 117,5 an in control (C) group 124,5 days. Intervals from calving to pregnancy (in days) were 131,5 in A group, 130,5 in B group and 144,5 in control (C) group. Average milk yield in the A group was 5790 (kg of milk per lactation (305 days), 5840 in B group and 5760 in control (C) group. Conception rate was 2,6 in A group, 2,5 in B group and 2,3 in C group. Cows treated with intrauterine ozone pearls (A group) became pregnant earlier and had better ASCR, DOFS and DOP in relation to the application of ozone spray (group B). 
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