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SAZETAK

Cilj ovoga istrazivanja je utvrditi da li se aktivhost enzima i hormona
StitnjaCe u krvi ovaca i janjadi moze uzeti kao pouzdan kriterij u procjeni nji-
hove opskrbljenosti selenom. Istrazivanje je provedeno na 30 negravidnih
ovaca i 30 janjadi dubrovacke rude, tijekom lietne sezone hranidbe. Kon-
trolna skupina ovaca konzumirala je pasu, sijeno i krmnu smjesu (200 g/dan),
dok je kontrolna skupina janjadi jela smjesu ad libitum. Pokusnim skupinama
ovaca i janjadi je u krmnu smjesu dodan anorganski (natrij selenit) ili organski
izvor (Sel-Plex) selena u koli¢ini od 0.03% suhe tvari. Nije utvrdeno
znacajnije odstupanje aktivnosti veéine enzima u krvi ovaca i janjadi ovisno o
skupini, ali je vidljiv trend povecéanja aktivnosti enzima u kontrolnoj skupini u
odnosu na pokusne skupine. Statisticki zna€ajno (P<0.01) viSa aktivnost
GSH-Px u punoj krvi utvrdena je u ovaca koje su konzumirale krmnu smjesu
s dodatkom organskog i anorganskog selena u odnosu na kontrolnu skupinu
te u janjadi koja je konzumirala smjesu s dodatkom organskog selena u
odnosu na druge dvije skupine. Utvrdena je statisticki znacajno (P<0.05) niza
aktivnost T4 u krvi ovaca koje su konzumirale dodani selen u odnosu na ovce
kontrolne skupine. Ove promjene aktivhosti GSH-Px ukazuju na bolje
iskoriStenje organskog u odnosu na anorganski oblik selena. Znacajno viSa
(P<0.05) aktivhost ALT i LDH (na gornoj granici fizioloSkih vrijednosti)
utvrdena je u krvi kontrolne skupine janjadi u odnosu na skupinu koja je kon-
zumirala smjesu s dodatkom organskog selena. Navedene promjene aktiv-
nosti enzima i hormona &titnjae u krvi ovaca i janjadi ukazuju na oprav-
danost dodavanja selena, osobito organskog selena u hranu janjadi, s
obzirom na povecéane potrebe za selenom u brojnim metaboli¢kim procesima
koji prate njihov intenzivan porast. Aktivnost enzima i hormona stitnjace u krvi
ovaca i janjadi moze se uzeti kao pouzdan kriterij u procjeni njihove
opskrbljenosti selenom.
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uvoD

Istrazivanja opskrbljenosti zivotinja selenom vrlo
su vazna i Cesto provodena posljednjih godina
(Gupta i Gupta, 2000; White i Reweel, 2007; Slavik i
sur., 2008). Medutim, u nasoj zemlji malo je istra-
Zivanja posvecenih ovoj problematici. Selen je esen-
cijalni mikroelement i opskrbljenost organizma Zivoti-
nja njime ovisna je o unosu hranom. Istovremeno,
unos selena ogranicen je i njegovim sadrzajem u tlu.
Postoje predjeli u svijetu gdje su tla deficitarna u
pogledu sadrzaja selena (Gupta i Gupta, 2000). U
Republici Hrvatskoj takoder postoje podruc¢ja koja
imaju manjak selena u tlu (Gavrilovi¢, 1982.; Antuno-
vi¢ i sur., 2005). Ovca je prezivac¢ u Cijem obroku
veliki udio imaju voluminozna krmiva, a time i op-
skrbljenost biljaka selenom znacajno ovisi o njego-
vom sadrzaju u tlu (Antunovi¢ i sur., 2005). S ciliem
uravnotezenja obroka, u hranidbi ovaca koriste se
razliCiti dodatci selena, bilo da su anorganskog ili
organskog podrijetla. Dobar pokazatelj opskrbljenosti
ovaca selenom je koncentracija selena u krvi ili dru-
gim tkivima (mesu, vuni). Za potpuniju sliku opskrb-
lienosti ovaca selenom prate se i drugi metaboliti u
krvi, a najceS¢e je pracenje aktivhosti enzima GSH-
Px (Gaal, 1998). Malo je radova koji ukljuCuju i dru-
ge biokemijske indikatore u utvrdivanju opskrbljeno-
sti ovaca selenom. U dostupnoj literaturi vidljivo je
ukljuCivanje aktivnosti odredenih enzima (Boyd,
1988.; Sobiech i Kuleta, 2002; Erman i sur., 2003;
White i Reweel, 2007) i hormona Stitnjace (Ates-
sahin i sur., 2002, Kozat, 2007; Antunovic¢ i sur.,
2008) u krvi pri praéenju opskrbljenosti ovaca
selenom.

Cilj ovoga istrazivanja je utvrditi da li se aktivnost
enzima i hormona S&titnjate u krvi ovaca i janjadi
moze uzeti kao pouzdan kriterij u procjeni njihove
opskrbljenosti selenom.

MATERIJAL | METODE

IstraZivanje je provedeno na 30 ovaca i 30 ja-
njadi dubrovacke rude, u obiteljskim gospodarstvima
na podrucju Dubrovacko-neretvanske zupanije. Ovce
nisu bile negravidne a prosjeCna dobkretalase u
rasponu od 3 do 5 godina. IstraZivanje je provedeno

tijekom ljetne sezone hranidbe kada su ovce tijekom
dana boravile na ispasi, a navecer se vracale u staju
i konzumirale krmnu smjesu (200 g/dan) i sijeno po
volji. Janjad je zajedno s ovcama boravila na ispasi,
a po povratku konzumirala krmnu smjesu, istog
sastava, po volji. Ovisno o skupini ovaca i janjadi, u
krmnu smjesu je prilikom mijeSanja dodan i drugadiji
izvor selena. Kontrolna skupina ovaca i janjadi kon-
zumirala je samo pasu i sijeno, a pokusnim sku-
pinama je u krmnu smjesu dodan anorganski ili
organski izvor selena u istoj koli€ini (0.03% suhe
tvari). Anorganski izvor selena bio je natrij selenit,
dok je organski izvor selena bio selenom obogaceni
kvasac (SeI-PIexTM, Alltech, Inc.).

Uzorci krvi (10 ml) za utvrdivanje aktivnosti en-
zima i hormona §titnjaCe uzeti su iz jugularne vene
ujutro, prije odlaska ovaca i janjadi na ispasu, u
sterilne vakum tube Venoject® (Leuven, Belgium), a
za mjerenje aktivnosti GSH-Px (5 ml) u epruvete s
antikoagulansom EDTA (etilen diamin tetraoctena
kiselina). Aktivnosti enzima (ALT-alanin aminotrans-
feraza, AST-aspartat aminotransferaza, CK-kreatin
kinaza, ALP- alkalna fosfataza, GGT-y-glutamil
transferaza i LDH-laktat dehidrogenaza) utvrdene su
u krvnom serumu ovaca i janjadi na aparatu Olym-
pus AU640. Aktivnost GSH-Px utvrdena je u punoj
krvi ovaca i janjadi s komercijalnim ,Ransel“ kitom
(Randox Laboratories Ltd, London, UK). Metoda
odredivanja GSH-Px bazira se na katalizi reakcije
oksidacije glutationa pomoc¢u kumen hidroksiperok-
sida, a za ocitavanje je koristen spektrofotometar
UV/VIS JENWAY 6305.

Koncentracije hormona $titnjace trijodtironina (T3)
i tiroksina (T,) utvrdene su u krvnom serumu ovaca i
janjadi metodom radioimunizacije na automatskom
imunoanalizatoru IMX- ABBOTT.

Rezultati istraZivanja obradeni su Duncano-ovim
multiple range testom programskim sustavom STA-
TISTICA (StatSoft, Inc. 2008).

REZULTATI | RASPRAVA

Na tablici 1 prikazana je aktivnost enzima u krvi
ovaca hranjenih obrocima s dodatkom razli¢itih iz-
vora selena i bez dodatka selena.
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Tablica1. Aktivnost enzima u krvi ovaca (U/L)
Table 1.

Enzyme activity in the blood of sheep (U/L)

Enzimi Skupine - Groups
Enzymes Anorganski Se - Inorganic Se Organski Se - Organic Se Kontrola - Control
Mean £ s Mean £ s Mean £ s

ALT 18,80 £ 4,03 17,60 £ 3,78 20,40 £ 2,70
AST 128,40 + 40,93 104,00 + 42,24 131,00 + 11,60
CK 242,14 + 58,72 210,78 £ 42,06 264,26 + 67,64
ALP 270,20 + 80,68 311,40 £ 88,75 220,80 + 101,34
LDH 473,40 + 25,32 416,80 + 124,37 497,00 + 93,84
GGT 64,20 £ 12,24 66,20 + 9,73 72,20 £ 9,42
GSH-Px 18175,93 + 4068,38° 19920,82 + 4640,53° 12795 + 2107,15"

AB_P<0.01; s — standardna devijacija

Tablica 2. Aktivhost hormona stitnjace u krvi ovaca (nmol/L)

Table 2.

Thyroid hormone activity in the blood of sheep (nmol/L)

Hormoni &titnjace

Skupine - Groups

Thyroid hormones Anorganski Se - Inorganic Se

Organski Se - Organic Se

Kontrola - Control

Mean £ s Mean + s Mean s
T3 1,07 £ 0,31 0,81 +0,19 1,33+0,78
Ts 67,67 £9,21° 66,29 + 8,182 82,88 + 15,12°
T3lTs 0,016 £ 0,004 0,012 £ 0,004 0,015 + 0,007

2 P<0.05; s — standardna devijacija

Nije utvrdeno znaclajnije odstupanje aktivnosti
vecine enzima u krvi ovaca ovisno o skupini, ali je
vidljivo da je vecina aktivnosti enzima bila najvisa u
kontrolne skupine ovaca, a najniza u skupine koja je
konzumirala krmnu smjesu s dodatkom organskog
selena. Jedino je aktivnost enzima GSH-Px pokazala
znacCajna odstupanja, ovisno o obroku ovaca. Sta-
tisticki znacajno (P<0.01) viSa aktivnhost GSH-Px u
punoj krvi utvrdena je u ovaca koje su konzumirale
organski i anorganski selen u odnosu na ovce
kontrolne skupine. Do sliénih zakljuCaka za vecinu
enzima, osim aktivnosti GSH-Px, dosli su Juniper i
sur. (2006) u hranidbi krava bez dodatka selena te s
dodatkom organskog ili anorganskog selena. U
istrazivanju Slavik i sur. (2008) utvrden je isti trend
aktivnosti enzima (CK, AST i GSH-Px) u krvi krava s
dodatkom u hrani organskog i anorganskog selena ili
bez dodatka selena.

Aktivnost hormona $titnjace i njihov odnos vidljivi
su iz tablice 2. U krvi ovaca kontrolne skupine utvr-
dena je najviSa aktivnost hormona T3 i T4 u uspo-
redbi sa skupinama ovaca koje su konzumirale
obrok s dodatkom organskog ili anorganskog selena.
Utvrdena je statisticki znaCajno (P<0.05) niza
aktivnost T4 u krvi ovaca koje su konzumirale dodani
selen u odnosu na kontrolne skupine. U istraZivanju
Awadeh i sur. (1998) nisu utvrdene znacajne pro-
mjene aktivnosti hormona S§titnjate u krvi krava
hranjenih s razli¢itim dodacima selena.

Navedeni pokazatelji pokazuju da nije bilo zna-
¢ajnileg manjka selena u ovaca koje nisu konzu-
mirale krmnu smjesu s dodatkom selena te nije bilo
ni znacajnijih odstupanja veéine enzima u krvi ovaca.
To govori o zadovoljavaju¢im koncentracijama sele-
na u hrani ovaca. U prilog tome su i istraZivanja
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Boyd i sur. (1988) koji su zakljucili da je porast
aktivnosti enzima u krvi vrlo dobar pokazatelj oste-
¢enja tkiva koje se moze utvrditi prije negoli se uoce
druge klinicke ili patoloSke promijene. Primjerice,
bolesti bijelih miSia mogu se prepoznati po
znaCajnom padu aktivnosti enzima GSH-Px, bolesti
jetre i bubrega po znacajnom porastu aktivnosti alfa-
amilaze, bolesti kostiju po padu aktivhosti ALP, a
bolesti zuci i jetre uzrokovane invadiranosti orga-
nizma razli€itim jetreno-Zuénim parazitima, po po-
i miokardu znak je miSi¢ne distrofije i miopatije, a kod
pojave masne jetre uoCen je porast aktivnosti AST.
Price i Stevens (2003) su, takoder, istaknuli da
aktivnost enzima u krvi moze ukazati na razliCite
bolesti u organizmu Zivotinja. Medutim, znacenje
selena je u tome S$to je on integralni dio enzima
glutation peroksidaze (GSH-Px) koji &titi stanice od
unutarstani¢nih radikala i peroksida nastalih dis-
anjem ili drugim metaboli¢kim procesima (Milad i
Kovac, 1998). U istrazivanju Smith i sur. (1994)
utvrdena aktivnost enzima (AST, CK, ALT, LDH i
aldolaze) bila je iznad gornjih granica fizioloskih vri-
jednosti u krvnoj plazmi ovaca koje su oboljele od
hranidbene miopatije.

Na tablici 3 prikazana je aktivnost enzima u Krvi
janjadi hranjenih obrocima s dodatkom organskog i
anorganskog selena ili bez dodatka selena. Zna-
¢ajno (P<0.01) visa aktivnost enzima GSH-Px utvr-
dena je u janjadi koja je konzumirala smjesu s do-
datkom organskog i anorganskog selena u odnosu

Tablica 3. Aktivnost enzima u krvi janjadi (U/L)

na skupinu bez dodatka selena, kao i znaajno
(P<0.01) viSa aktivnost navedenog enzima u skupine
janjadi koja je konzumirala smjesu s organskim
selenom u odnosu na onu s anorganskim selenom.
Ove promjene aktivnosti GSH-Px ukazuju na bolje
iskoriStenje organskog u odnosu na anorganski oblik
selena. Do sli¢nih rezultata doSli su Hadrys i sur.
(2007), Faixova i sur. (2007), Qin i sur. (2007) i
Kopi€ i sur. (2007). Znacajno viSa (P<0.05) aktivnost
ALT i LDH utvrdena je u krvi kontrolne skupine
janjadi u odnosu na skupinu koja je konzumirala
smjesu s dodatkom organskog selena. Porast aktiv-
nosti navedenih enzima, koje su bile na gornjoj
granici fiziolo8kih vrijednosti, moZe biti pokazatelj
umjerene disfunkcije misicnih membrana i njihovog
propustanja, $to dovodi do manjih misiénih oste-
¢enja. Bickhardt i sur. (1999) te White i Rewell
(2007) su zakljucili da su gornje fizioloSke granice
aktivnosti enzima za uoCavanje odredenih patoloskih
stanja u organizmu ovaca za CK > 300 U/L, a za
AST > 150 U/L. Gornja fizioloSka granica za aktiv-
nost ALT je 20 U/l, a za aktivnost LDH 440 U/L
(Kaneko i sur., 1997). U istrazivanju Whanger i sur.
(1977), Sobiech i Kuleta (2002) i Erman i sur. (2003)
utvrdene su znacajno (P<0.01) viSe aktivnosti vecéine
enzima (CK, LDH, AST) u krvi janjadi oboljele od
nutritivne degeneracije miSica u odnosu na zdravu
janjad. Do sliénih rezultata doSli su Abutabush i
Radostits (2003). Medutim, Stevens i sur. (1985) su
naveli da manjak selena u hrani ne mora obvezno
dovesti i do porasta aktivnosti enzima AST.

Table 3. Enzyme activity in the blood of lambs (U/L)
Enzimi Skupine - Groups
Anorganski Se - Inorganic Se Organski Se - Organic Se Kontrola- Control
Enzymes
Mean t s Mean £ s Mean £ s

ALT 14,60 + 3,85% 10,80 + 2,28° 17,80 + 5,81°
AST 106,00 + 13,47 98,80 £ 9,94 119,80 + 30,24
CK 234,27 £ 32,10 207,47 + 39,42 287,11 £ 44,13
ALP 502,80 + 77,32 439,80 + 159,77 432,20 + 208,36
LDH 511,00 + 38,98% 388,00 + 86,777 607,40 + 177,57°
GGT 89,60 + 5,90 86,20 + 12,36 97,60 + 34,09
GSH-Px 20284,34 + 7881,12" 42604,38 + 7489,54° 15558,59 + 5295,11"

2P p<(.05; *®-P<0.01; s - standardna devijacija
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Tablica 4. Aktivhost hormona stitnjace enzima u krvi janjadi (nmol/L)

Table 4.

Thyroid hormone activity in the blood of lambs (nmol/L)

Hormoni &titnjace

Skupine - Groups

) Anorganski Se - Inorganic Se Organski Se - Organic Se Kontrola - Control
Thyroid hormones
Mean = s Mean = s Mean + s
T3 1,99 + 0,49 1,95+ 0,30 1,71 10,28
T4 103,78 + 15,53 135,96 + 37,77 136,50 + 30,85
Ta/Ts 0,019 + 0,003 0,015 + 0,002° 0,013 £ 0,001°

AB_P<0.01; s - standardna devijacija

NajviSa aktivhost T, i najniza aktivnost T; utvr-
dena je u kontrolne skupine janjadi u odnosu na
skupine janjadi koje su konzumirale smjese s do-
datkom selena, ali razlike nisu bile znac¢ajne
(P>0.05). Znacajno (P<0.01) nizi odnos T3/T, utvrden
je u krvi janjadi kontrolne skupine u odnosu na
skupine koje su konzumirale smjese s dodatkom
selena. Arthur i sur. (1988) su utvrdili da u teladi kod
koje je uocen deficit selena dolazi do porasta T, i
odnosa T,4/T; te pada T;. Do sli¢nih rezultata u krvi
ovaca dosli su Donald i sur. (1994), a u krvi janjadi
Kozat i sur. (2007). ViSu aktivnost T3 i T4 u teladi
hranjenoj s dodatkom Sel-Plex-a u odnosu na selenit
utvrdili su Awadeh i sur. (1998). Dodatak selena u
obroke janjadi doveo je do porasta aktivnosti Tj i
pada aktivnosti T, (Bik, 2003). Znacenje selena u
metabolizmu hormona §titnjace, s obzirom na kon-
verziju T4 u viSe aktivni T3 putem enzima tipa | dejo-
dinaze, istaknuli su Beckett i sur. (1987). Ova istra-
Zivanja takoder potvrduju naSe rezultate koji ukazuju
na manji deficit selena u hrani janjadi kontrolne
skupine.

Navedene promjene aktivnhosti enzima i hormona
StitnjaCe u krvi janjadi ukazuju na opravdanost do-
davanja selena, osobito organskog selena u hranu, s
obzirom na povecane potrebe za selenom u brojnim
metaboliCkim procesima koji prate njihov intenzivan
porast.

ZAKLJUCAK
Navedene promjene aktivnosti enzima i hormona

StitnjaCe u krvi ovaca i janjadi ukazuju na oprav-
danost dodavanja selena, osobito organskog selena

u hranu janjadi, s obzirom na povecane potrebe za
selenom u brojnim metaboli¢kim procesima koji pra-
te njihov intenzivan porast. Aktivnost enzima i hor-
mona S§titnjaCe u krvi ovaca i janjadi mozZe se uzeti
kao pouzdan kriterij u procjeni njihove opskrbljenosti
selenom.
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SUMMARY

The aim of this investigation is to determine whether the activity of
enzymes and thyroid hormones in the blood of sheep and lamb can be
used as a reliable criterion in assessing their supply with selenium. The
research was conducted on 30 nongravid sheep and 30 lambs Dubrovnik
sheep, during the summer season of nutrition. The control group of sheep
consumed pasture, hay and forage mixture (200 g/day), while the control
group of lambs consumed the mixture ad libitum. In the experimental group
of sheep and lambs in a mixture of fodder inorganic (sodium selenite) or
organic source (Sel-Plex) of selenium was added in the amount of 0.03%
dry matter. It is not found significant deviation in the activities of most
enzymes in the blood of sheep and lamb, depending on the group, but it is
visible trend of increasing activity of enzymes in the control group
compared to the experimental group. Statistically significant ((P<001)
higher activity of GSH-PX in blood was found in sheep that consumed
fodder mixture with the addition of organic and inorganic selenium
compared to the control group and the lambs, which had consumed the
mixture with the addition of organic selenium in relation to the other two
groups. Statistically significant (P< 0.05) lower activity of T4 was
determined in the blood of sheep that consumed added selenium in relation
to the control group of sheep. These changes in GSH-PX activity suggest
better use of organic in comparison to the inorganic form of selenium.
Significantly higher (P<0.05) activity of ALT and LDH (on upper limit
physiological values) was found in the blood of the control group lamb in
relation to the group that had consumed the mixture with the addition of
organic selenium. Mentioned changes activity of enzymes and thyroid
hormones in the blood of sheep and lambs showed the justification of
adding selenium, especially organic selenium in food lambs, with regard to
increased need for selenium in many metabolic processes that follow their
intensive growth. The activity of enzymes and thyroid hormones in the
blood of sheep and lambs can be taken as a reliable criterion in assessing
their supply with selenium.
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