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Utjecaj dodatka selena

u prihrani na hematolosku
sliku i biokemijske
pokazatelje u jelena lopatara

(Dama dama L.)

N. Vuksié, I. Budor, M. Didara, M. Pavli¢ i M. Sperandu*

Sazetak

Selen je esencijalni element ukljucen u
brojne fizioloske procese te je potrebno i u
domacdih i u divljih zZivotinja putem hrane
osigurati njegov unos. Oblik selena utjece
na njegovu bioraspolozivost i dostupnost
u sintezi selenoproteina. Upravo je stoga
neophodan, jer kao dio enzimskih sustava
sudjeluje u metabolizmu Sstitaste Zzlijezde,
kljucan je u reprodukciji i dijelom je vaznog
antioksidacijskog sustava. Cilj istraZivanja
bio je ustvrditi utjecaj dodatka organskog
oblika selena (Selplex®, Alltech, SAD) u
krmnu smjesu za jelene u koli¢ini od 0,5 mg/
kg suhe tvari na hematoloske i biokemijske
pokazatelje u jelena lopatara. Istrazivanje je
provedeno na 40 jelena lopatara tijekom dvije
godine istrazivanja, na po dvadeset svake
godine. Zivotinje smo podijelili na mlade
(do 1 godine starosti) i odrasle (2-9 godina).

Uvod

Selen je esencijalni element uklju-
cen u brojne fizioloSke procese te je
potrebno i u domacih i u divljih Zivoti-

Krmna smjesa ponudena je tijekom 60 dana
na kraju ljetnog perioda godine. Utvrden je
trend povecanja ukupnih proteina, globulina
i imunoglobulina G klase u odraslih jedinki
hranjenih s veéim udjelom selena u hrani,
ali bez statisticke znacajnosti. Koncentracija
LDL kolesterola bila je znacajno (P<0,05)
veca u odraslih jelena hranjenih s vecom
koncentracijom selena. Pad koncentracije
Zeljeza u jelena kojima je dodavan selen
znakom je da su Zivotinje uistinu dobile ve¢u
koli¢inu selena u obroku nego prve godine.
S obzirom da nije bilo znacajnih razlika u
rezultatima hematoloskih i biokemijskih
pokazatelja, moguce je preispitati normative
za potrebne koncentracije selena kao dodatka
u krmnu smjesu za jelene.

Kljuéne rijedi: jelen lopatar, organski selen,
hematoloski pokazatelji, biokemijski pokazatelji

nja putem hrane osigurati njegov unos
(Pedrero i Madrid, 2009.). Oblik sele-
na utjece na njegovu bioraspolozivost
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i dostupnost u sintezi selenoproteina
koji u svom sastavu imaju selenizirane
aminokiseline (Rayman, 2008.). U us-
poredbi s anorganskim oblicima sele-
na (natrijevog selenita), organski oblici
(selenocisteina i selenometionina) do-
stupniji su organizmu, jer se lakse re-
sorbiraju i metaboliziraju u strukture
selenoproteina, a u bubrezima se izlu-
¢uju u manjem opsegu (Daniels, 1996.).
Mnogi ¢imbenici, osim kemijskog obli-
ka, mogu utjecati na bioraspoloZivost
i distribuciju selena; primjerice sastav
obroka, rezerve selena u organizmu i
lijekovi (Thomson, 1998.). Stoga se u
hranidbi domacih Zzivotinja prednost
daje uporabi organskog izvora selena
u obliku selenometionina. Koncentra-
cije selena u hrani domacih Zzivotinja
od 0,1 do 0,5 mg/kg ST prihvadene su
kao sigurne u smislu moguce intoksi-
kacije selenom. Simptomi kronicnih i
akutnih trovanja pojavljuju se i opisani
su kod koncentracija od 2 do 5 mg/kg
suhe tvari (Edmondson i sur., 1993.).
Problem prihrane divljih Zivotinja se-
lenom je nemogucnost kontrole ko-
licine koncentriranog obroka koju ce
pojedina Zivotinja pojesti. Na taj nacin
nema mogucénosti kontroliranja hoce li
povecana koli¢ina selena u dijelu pri-
hrane koncentriranim krmivima ima-
ti toksicne posljedice na jelene. Stoga
smo pratili utjecaj dodatka organskog
oblika selena kao dodatka koncentri-
ranom dijelu obroka na hematoloske,
biokemijske i imunosne pokazatelje u
jelena lopatara.

Materijali i metode

Dopunska hranidba uz dodatak selena

Istrazivanje je provedeno u drzav-
nom otvorenom lovistu “Krndija II"
XIV/23 tijekom dvije godine istrazivanja.
Jeleni lopatari prihranjivani su gotovom
krmnom smjesom za jelensku divljac
(Tabela 1). Prve godine istrazivanja zi-

votinje su prihranjivane koncentriranom
smjesom bez dodatka selena, a druge
su godine prihranjivane krmnom smje-
som kojoj je umijeSano 0,5 mg selena po
/kg ST gotove smjese (Selplex®, Alltech,
SAD). Prihrana koncentriranim dijelom
obroka provodila se 60 dana u vegeta-
cijskom periodu od 1. 7. do 1. 9. tijekom
obje godine istrazivanja.

Zivotinje

Tijekom dvije godine istrazivanja,
40 Kklinicki zdravih jelena lopatara
(20 jelena lopatara u prvoj godini
pokusa nakon dopunske hranidbe bez
dodatka selena i 20 jelena lopatara u
drugoj godini pokusa nakon dopunske
hranidbe s dodatkom organskog selena)
odstrijeljeno je u lovistu na podrudju
istoéne Hrvatske. Zivotinje su bile u
dobi od 1 do 9 godina, tjelesne mase
od 20 do 110 kilograma. U mlade smo
ubrojili jelene od 1 godine, a sve ostale
jelene u odrasle. Krv je uzorkovana iz
lijeve pretklijetke srca u roku od 1 do 2
minute nakon odstrjela, za hematoloske
analize u epruvete s dodatkom EDTA te
za biokemijske analize u epruvete bez
antikoagulansa. Krv za hematoloske
analize dostavljena je u laboratorij u
roku 2 sata. Krv u epruvetama bez
antikoagulansa centrifugirana je 15
minuta silom centrifugiranja od 1500
g, odvojen je serum te je do analize
pohranjen na-80 °C. Tijekom istraZivanja
sa zivotinjama se postupalo u skladu
s vazeéim propisima RH i Direktivom
2010/63/EU.

Odredivanje hematoloskih i
biokemijskih pokazatelja

Vrijednosti kompletne krvne slike:
broj leukocita (WBC), broj eritrocita
(RBC),  koncentracija  hemoglobina
(HGB), hematokrit (HCT), prosjecni
volumen eritrocita (MCV), prosje¢na
masa hemoglobina po eritrocitu
(MCH), prosjecna koncentracija
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hemoglobina u eritrocitima (MCHC)
i broj trombocita (PLT) utvrdene su
pomocu veterinarskog hematoloskog
analizatora 100 PochVef Sismex®, Japan.
Razmazi krvi nakon fiksacije na zraku
obojeni su May-Griinwald Giemza
postupkom, a diferencijalna krvna slika
odredena je brojenjem udjela pojedinih
leukocita pomoc¢u mikroskopa Olympus
BX-51%, Japan. U serumu jelena lopatara
utvrdena je koncentracija glukoze, ureje,
ukupnih proteina, albumina, globulina,
triacilglicerola, ukupnog kolesterola,
lipoproteina visoke gusto¢e HDL (engl.
high density lipoprotein), lipoproteina
niske gustoée LDL (engl. low density
lipoprotein) i  zeljeza. Analize su
provedene automatskim biokemijskim
analizatorom Beckman Coulter AU
400 (Beckman Coulter, Njemacka).
Koncentracija imunoglobulina G (IgG)

u uzorcima seruma jelena lopatara

odredena je pomoc¢u komercijalno
dostupnog  kita  Bovine (Cattle)
Imunoglobulin G (IgG) za ELISA

metodu (Cloud-Clone Corp., Houston,
USA). Promjena boje mjerena je
spekrofotometrijski u ¢itacu (iMark™
Microplate Absorbance Reader, Biorad,
Engleska) na 450 nm.

Statisticka analiza

Statisticka analiza podataka obradena
je racunalnim programom Statistica 12
(StatSoft, Inc. 2014.). Utvrdene vrijednosti
hematoloskih i biokemijskih pokazatelja
obradeni su deskriptivhom statistikom
i prikazani kao srednja vrijednost i
standardna pogreska aritmeticke sredine.
Koriste¢i linearni LSD ANOVA model
procijenjen je utjecaj dodatka selena,
dobi Zivotinja i njihova interakcija na

Tabela 1. Kemijski sastav gotove krmne smjese za jelensku divljac

Komponenta (%) Elementi u tragovima e (] Tehnoloski dodatci
(mg) (mg)

Sirove Ze €zo
11,95 [ze jezo sulfat

bjelancevine . 50
monohidrat)

Sirove masti 4 Jod (kalij jodid) 0,2

Sirova sl

Vlaknina 10 (kobalt sulfat 0.2
pentahidrat) '
Bakar

Pepeo 8,5 (bakar sulfat 10
pentahidrat)

. Mangan

Lizin ! (mangan oksid) el

Metionin 0,3 Cil [c!nk suliat 30
monohidrat)

Ca 2 Organski selen 3

P 1,5

Na 0,2

Mg 0,25

Antioksidans

15 000 BHT

Vitamin A 100

Vitamin D, 1500

SASTAV: kukuruz, brasno lucerne, pSenicno krmno brasno, suncokretova pogaca, suncokretova sa¢ma, melasa
Secerne repe, monokalcij fosfat, kalcij karbonat, soja ekstrudirana, zeolit pigozen 801, premiks za jelene, natrij klorid,

vezivo.
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hematoloske i biokemijske pokazatelje.
S obzirom da nije utvrdena znacajna
interakcija, ali su utvrdene znacajne
razlike izmedu srednjih vrijednosti
pojedinih pokazatelja s obzirom na utjecaj
dodatka selena, odnosno dobi Zzivotinja,
napravljen je post hoc Studentov t-test te
su primjereno tome prikazane i srednje
vrijednosti. Ustvrdene razlike znacajnosti
su na razini 95 %.

Rezultati i rasprava

Broj eritrocita i koncentracija hemoglo-
bina bila je veca druge godine, dok je broj
leukocita, hematokrit, prosje¢ni volumen
eritrocita, prosje¢na masa hemoglobina po
eritrocitu, prosjecna koncentracija hemo-
globina u eritrocitima i broj trombocita bio

manji. Udio neutrofila i nesegmentiranih
neutrofila druge godine je bio manji (Ta-
bela 2).

Hematoloski ~ pokazatelji ~ vazni
su za procjenu zdravstvenog stanja i
populacije jelenske divljaci (Fowler i
Miller, 2003.). Vrijednosti hematoloskih
pokazatelja u ovom istraZivanju bile
su u referentnom rasponu utvrdenom
za jelena obi¢nog (Woodbury, 2002.).
U nasem istrazivanju vrijednosti WBC,
RBC, HGB, MCV bile su vece, dok su
vrijednosti MCH i MCHC bile manje od
vrijednosti u odstrijeljenih jelena lopatara
koje su utvrdili Vengust i sur. (2002.).
Udio limfocita bio je numericki vedi, ali
bez statisticke znacajnosti, dok je broj
trombocita nakon dopunske hranidbe uz
dodatak selena statisticki bio znacajno

Tabela 2. Hematoloske vrijednosti u serumu mladih i odraslih jelena lopatara nakon dopunske hranidbe
bez i uz dodatak organskog izvora selena

MLADI ODRASLI MLADI ODRASLI

1. GODINA 2. GODINA
Pokazatelj

WBC, x 107/L 2,35 0,05 7,07
RBC, x 10'?/L 15,2 1,2 12,2
HGB, g/L 160 3.8 163
HCT, L/L 0,59 0,03 0,55
MCV, fL 39,3 1,3 45,1
MCH, pg 10,6 0,6 13,3
MCHC, g/L 270 6,00 295
PLT, x 107/L 928~ 138 1618
Neutrofili, % 40,0 8,00 42,1
Neseg. neutrofili,% 7,00 4,00 5,44
Limfociti, % 49,0 11,0 50,2
Monociti, % 4,00 1,00 1,67
Eozinofili, % 0,01 0,01 0,56
Bazofili, % 0,01 0,01 0,01

2,48 4,90 1,11 3,54 0,37
1,8 14,7 0,9 12,0 0,7
25,3 160 7,3 151 7.2
0,08 0,58 0,02 0,52 0,02
1.1 39,9 0,9 43,5 1,3
0,4 10,9 0,2 12,7 0,6
3,67 275 2,5 291 5,1
52,1 3268 148 2278 70,8
39,0 5,3 4,7 35,2 2,8
4,00 4,67 1,45 3,43 0,87
49,0 57,3 7,7 56,8 2,4
1,00 0,67 0,67 0,29 0,18
0,01 2,00 2,00 4,14 1,92
0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost; standardna pogreska srednje vrijednosti; WBC = broj leukocita, RBC
= broj eritrocita, HGB = koncentracija hemoglobina, HCT = hematokrit, MCV = prosjecni volumen eritrocita, MCH =
prosjecna masa hemoglobina po eritrocitu, MCHC = prosjecna koncentracija hemoglobina u eritrocitima, PLT = broj

trombocita.

A BVrijednosti s razli¢itim eksponentom znacajno se razlikuju na razini P<0,05.
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manji (P<0,01). Uocene promjene mogu
biti i posljedica kontrakcije slezene zbog
otpustanja kateholamina tijekom fizickog
otpora (Hartwig i Hartwig, 1985.).
Kateholamini mogu prouzroditi prolaznu
leukocitozu s neutrofilijom, monocitozu
i limfocitozu, prebacivanjem stanica iz
rezervi u cirkulaciju (Jain, 1993.). Jeleni
su vrsta koja brzo pokazuje znakove
stresa, $to se Cesto vidi u hematoloskim
pokazateljima, odnosno visokim
vrijednostima eritrocita. U jelena u stresu
vrijednosti su znacajno vece u odnosu
na jelene koji odmaraju (Thorn, 2000.).
Diferencijalna krvna slika jelena lopatara
pokazuje povecani broj segmentiranih
(41,73 %) i nesegmentiranih neutrofila
(5,73 %) i monocita (2,09 %) te smanjeni
broj eozinofila (0,45 %), bazofila (0,01 %)
i limfocita (50,00 %) tijekom prve godine
istrazivanja i povecani broj eozinofila
(3,5 %) i limfocita (57,00 %) tijekom

druge godine istraZivanja u odnosu na
istrazivanje koje su proveli Vengust i sur.
(2006.). Limfocitoza je karakteristicna
za jelene, ali visoki broj limfocita
moze biti znakom kroni¢ne upale ili
reaktivnog odgovora limfocita klinicki
zdravih zivotinja. Eozinofiliju tumacimo
prisustvom crijevnih nametnika (Nemi,
1993.). Iako blizu grani¢nih vrijednosti,
nasi jeleni lopatari nisu imali poremecaj
limfocitoze i eozinofilije, no vrlo je
teSko tumaciti razlike izmedu dobnih
skupina s obzirom na broj eozinofila.
Eozinofilija ~moze biti  posljedica
tjelesnog i emocionalnog stresa, Sto je
opisano u laboratorijskih Zivotinja, ali
se moze pripisati i drugim ¢imbenicima
(djelovanje endoparazita) (Jain, 1993.).
Utvrdivanje normalnih biokemi-
jskih vrijednosti u serumu vazno je za
procjenu zdravstvenog stanja organizma
(Aladrovi¢ i sur., 2018.). Iako je koncen-

Tabela 3. Biokemijske vrijednosti u mladih i odraslih jelena lopatara nakon dopunske hranidbe bez i uz
dodatak organskog izvora selena

MLADI ODRASLI MLADI ODRASLI

1. GODINA 2. GODINA
Pokazatelj

BN T T T

Glukoza mmol/ 13,0 8,98
Urea, mmol/L 6,20 0,6 5,94
Ukupni proteini, g/L 51,1 2,1 61,1
Albumini, g/L 30,1 1,0 29,2
Globulini, g/L 20,9 1,4 31,8
rTn”nan'Ll/gL“cero“' 068 020 045
Kolesterol, mmol/L 2,91 0,26 1,50
HDL, mmol/L 1,83 0,13 1,15
LDL, mmol/L 0,064 0,15 0,218
Igr;wl_unoglobulini G, 198 0.11 3,19
Fe, pmol/L 38,0 7,7 22,1

18,3 1,94 8,69 1,25
0,6 6,01 1,81 4,59 0,43
2,7 49,1 1,99 63,2 1,26
1,2 29,0 0,99 30,5 0,95
2,1 20,0 1,59 32,7 1,58
0,10 0,53 0,25 0,28 0,04
0,14 2,02 0,12 1,49 0,09
0,09 1,50 0,08 1,18 0,06
0,07 0,288 0,06 0,245 0,06
0,29 2,25 0,54 3,34 0,50
2,2 31,0 4,19 24,7 2,47

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost; standardna pogreska srednje vrijednosti; HDL = lipoproteini visoke

gustoce, LDL = lipoproteini niske gustoce.

ABVrijednosti s razli¢itim eksponentom znacajno se razlikuju na razini P<0,05.
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tracija albumina u nasem istraZivanju
bila numericki veéa druge godine, a
koncentracija glukoze, ureje, triacil-
glicerola, kolesterola, HDL-a, LDL-a i
Fe bila numericki manja, razlike nisu
bile znacajne (P>0,05; Tabela 3). Kon-
centracija glukoze u nasem istrazivanju
bila je veca od rezultata drugih autora
kod jelena lopatara (Vengust i Bid-
ovec, 2002., Poljicak-Milas i sur., 2004.,
Vengust i sur., 2006.). Razlog tome je sto
su u nasem slucaju zivotinje odstrijeljene
te je u njih nastupio hemoragijski sok, a
poznato je da zbog hemoragijskog Soka
vrijednosti glukoze rastu (Kreutziger
i sur., 2015.). Stres aktivira simpaticki
ziv€ani sustav i nuzbubreznu Zlijezdu,
§to prozroci oslobadanje kateholamina,
adrenalina i noradrenalina u krvotok,
a to dovodi do vede razgradnje gliko-
gena u jetri i povecanja koncentracije
glukoze u krvi (Vellucci, 1997.). Koncen-
tracija ureje u nasem istrazivanju sli¢na
je koncentracijama u jelena lopatara
(Vengust i sur., 2006.) i srnece divljaci
(Zele i Vengust, 2012.), a nesto je niza od
koncentracije u jelena obi¢nog (Poljicak-
Milas i sur., 2006.). Glavna uloga albu-
mina je odrZavanje onkontskog tlaka u
vaskularnom sustavu. Njihova koncen-
tracija manje je ovisna o dobi (Szabo i
sur., 2013.), Sto je suglasno s rezultatima
naseg istrazivanja. Koncentracija al-
bumina sli¢na je koncentraciji u jelena
lopatara koju su ustvrdili Vengust i sur.
(2006.), a nesto je visa od koncentracije u
jelena obicnog (Bari¢ Rafaj i sur., 2011.).
Kolesterol je strogo reguliran i pokazuje
samo blage godiSnje varijacije koje su
povezane s hranidbenim promjenama
(Bartley, 1980.). Koncentracija kolester-
ola bila je znacajno (P<0,05) visa (2,26:
1,49 mmol/L) u mladih jelena lopatara u
odnosu na odrasle tijekom dviju godina
istrazivanja. Kolesterol, kao sastavnica
stani¢ne membrane, integriran je u mor-
folosku i stani¢nu strukturu misi¢a (Ho-
elscher i sur., 1988., Horgan i Kuypers,
1988.). Odgovarajuca razina kolesterola

u krvi nuzna je za postizanje tjelesne
mase u uzgoju zivotinja. Ustvrdena
je znacajno (P<0,05) visa koncentraci-
ja HDL kolesterola (1,66 mmol/L i 1,16
mmol/L) u mladih jelena lopatara. S ob-
zirom na tretman, ustvrdena je znacajno
(P<0,05) niza koncentracija LDL kole-
sterola tijekom prve godine istrazivanja
u mladih jelena u odnosu na mlade je-
lene druge godine. Vrijednosti Fe od 20
pmol/L do 35 umol/L u serumu karak-
teristicne su za jelene lopatare (Kolb i
sur., 1995.). NaSe vrijednosti su u skladu
s navedenim rasponom. U tom rasponu
bila je i koncentracija Fe u srnece divljaci
(Vengust i sur., 2006.). Efikasnost resor-
biranja Zeljeza ovisi o potrebama orga-
nizma i stanju zaliha.

Utvrdene koncentracije  ukupnih
proteina bile su u granicama referentnog
raspona (ukupni proteini = 56,03-69,68
g/L; globulini = 28,84-39,40 g/L) koji
je odreden u plazmi jelena obicnog
(Kucer i sur., 2013.). Prema Thrall-u
(2004.) koncentracija ukupnih proteina
u serumu povecava se sa starosti jelena,
a Kraf i Dirr (1999.) utvrdili su nizu
koncentraciju ukupnih proteina u teladi
u odnosu na odraslu zivotinju. O najnizoj
koncentracija ukupnih proteina (43 g/L) u
krvi uzetoj iz srca odstrijeljene zivotinje
izvjestili su Pav i sur. (1975.). I u naSem
istrazivanju  koncentracija  ukupnih
proteina bila je veca u odraslih jelena
(62,20:50,11 g/L; P<0,05), ali pokusni
model na to nije utjecao. Koncentracija
globulina bila je podjednaka prve i
druge godine istrazivanja. Koncentracija
imunoglobulina G nakon dopunske
hranidbe uz dodatak selena bila je
numericki visa (3,61:2,77 g/L), ali ne
znacajno visa (P>0,05).

Selen je gradivni element brojnih
selenoproteina, izmedu kojih je i
glutation peroksidaza (GPx) koja je
dijelom enzimatskog antioksidativnog
sustava i regulira oksidativni stres kojeg
prouzroce reaktivni kisikovi radikali.
lIako u naSem pokusnom modelu
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primijenjene  koncentracije  dodatka
organskoga selena nisu dovele do
znacajnih promjena u hematoloskim i
biokemijskim pokazateljima, vidljiv je
trend pozitivnog utjecaja, a aktivnost GPx
bila je statisticki znacajno (P<0,05) veca u
drugoj godini istrazivanja (Vuksic¢ i sur.,
2018.), sto se moze pripisati povecanoj
bioraspolozivosti selena zbog dodatka u
hrani.

Zakljucak

Dodatak selena nije utjecao na hema-
toloske i biokemijske pokazatelje, a ni
na humoralni odgovor u jelena lopatara.
Ustvrdene su znacajno vece koncentra-
cije ukupnih proteina, globulina i IgG u
odraslih jelena u odnosu na mlade jelene
lopatare tijekom obje godine istrazivanja.
Stabilno kretanje metabolickih pokazate-
lja ukazuje da dodatak selena nije imao
negativan uc¢inak na energetski metabo-
lizam i zdravlje jelena lopatara. Visoka
koncentracija glukoze odgovor je na stres
zbog odstrijela.
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The influence of the addition of dietary selenium on the
haematological and biochemical parameters in fallow deer

(Dama dama L.)
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Selenium is an essential element that is
involved innumerous physiological processes
and accordingly, its inclusion in the feed of
both domestic and game animals is advised.
The form of selenium affects its bioavailability
and the availability of seleno-aminoacids for
the synthesis of selenoproteins. As part of the
enzymatic system, it participates in thyroid
gland metabolism, and plays an important
role in the functioning of the antioxidation
system. The aim this study was to determine
the influence of organic selenium (Selplex®,
Alltech, USA) in the amount of 0.5 mg/kg
DM in feed mixture on the hematologic and
biochemical indicators of fallow deer. The
study was conducted on 40 deer over a two-
year period. Animals were divided into two
groups: young up to 2 years and adults 2-9
years old. The feed mixture was offered for

60 days at the end of the summer season.
The trend of increasing the total protein,
globulin and immunoglobulin G levels in
adult deer fed with a selenium supplement
was established, but without significance.
The concentration of LDL cholesterol
was significantly (P<0.05) higher in adult
deer fed selenium supplement. The drop
in iron concentrations in the second year
is a sign that animals actually received a
higher amount of selenium than in the first
year. Given that there were no significant
differences in the results of hematological
and biochemical indicators, re-examination
of the normative for the required selenium
concentrations as a supplement in the feed
mixture is recommended.

Key words: fallow deer; organic selenium;
hematological parameters; biochemical parameters
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