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POPIS KRATICA

Ca (lat. calcium) - kalcij

Mg (lat. magnesium) - magnezij

P (lat. phosphorus) - fosfor

Tj. - to jest

TRH (eng. thyrotropin-releasing hormone) - tireotropin oslobadaju¢i hormon

GnRH (eng. gonadotrophin-releasing hormone) - godanotropin oslobadajuc¢i hormon
CRH (eng. corticotrophin-releasing hormone) - kortikotropin oslobadavajuc¢i hormon
GHRH (eng. growth-hormone-releasing hormone) - somatotropin oslobadaju¢i hormon
LH (eng. luteinizing hormone) - luteinizacijski hormon

FSH (eng. follicle-stimulating hormone) - folikulostimulacijski hormon

ACTH (eng. adrenocorticotropic hormone) - adrenokortikotropni hormoni

PTH (eng. parathyroid hormone) - paratireoidni hormon

T ' - vrijednost poluzivota aktivnosti hormona

T max - maksimalna vrijednost aktivnosti hormona

GUK - koncentracija glukoze u krvi

H/L omjer - omjer heterofila i limfocita

IL - 10 (eng. interleukins) - interleukini

HPO.?> (eng. hydrogen phosphate) - hidrogen fosfat

H2POa4 (eng. dihydrogen phosphate) - dihidrogen fosfat

ATP (eng. adenosin triphosphate) - adenozin trifosfat

CAMP (eng. cylic adenosin monophospahate) - ciklicki adenozin monofosfat

SG (lat. Solanum glaucophyllum)
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1. uvOD

Domaca koko$ vodi porijeklo s podruc¢ja Jugoistocne Azije, gdje arheoloski podaci
upu¢uju na domestikaciju koja se odvila prije 3 000 — 3500 godina, u svrhu religioznih i
ritualnih razloga te kasnije koriStenje domace kokosi kao kuénog ljubimca (KRALIK i sur.,
2008.). Tijekom razvoja trgovackih puteva iz Azije, koko$ je prenesena u Europu oko 8.
stoljeca prije Krista. Krajem 19. stolje¢a po€inje intenzivni rast afiniteta za genetikom kokosi
I krizanjem razli¢itih pasmina te uzgoj novih hibrida radi boljeg postizanja proizvodnih
osobina (SENCIC, 2011.).

U danasnjoj intenzivnoj peradarskoj proizvodnji tov i proizvodnja konzumnih jaja dvije
su glavne proizvodne niSe. Za tov se koriste teSke pasmine, dok za proizvodnju konzumnih jaja
tu ulogu imaju lake pasmine kokosi. Hibridne kokosi nesilice i tovni pili¢i ili takozvani linijski
hibridi osnovica su suvremene intenzivne proizvodnje kokosjih jaja i mesa brojlera. Najéesce
se koriste &etverolinijski hibridi koji nastaju parenjem ¢&istih linija. Pod pojmom "CISTE
LINIJE” smatraju se potomci jednog muzjaka istaknutih proizvodnih i eksterijernih osobina
koje se prenose na potomstvo (KRALIK i sur., 2008.). Pozeljne su osobine poput brzeg rasta,
ranijeg spolnog sazrijevanja, boljeg iskoriStavanja hrane, povecanja nesivosti te koli¢ina jaja.
Krizanjem distih linija dobiva se djedovska generacija koja sluzi za proizvodnju rasplodnih jaja
roditeljske generacije, dok se roditelji koriste za proizvodnju rasplodnih jaja krajnjeg proizvoda
krizanja, tovnih piliéa (JOZEF i sur., 1995.). Pasmina Ross 308 koristi se isklju¢ivo za tov
(SENCIC, 2011.).

Za uspjesnost intenzivne proizvodnje konzumnih i rasplodnih jaja uz genetsku
predispoziciju za proizvodnju, vazan ¢imbenik je i hranidba peradi. Uz navedeno, za uspjesnu
proizvodnju potrebno je osigurati pravilne uvjete drzanja, u $to se ubrajaju dimenzija i oprema
nastambe te temperatura, relativna vlaznost, kvaliteta zraka i osvjetljenje nastambe (HPA,
2009.). Nebalansirana hranidba, pogotovo manjka kalcija (Ca) i fosfora (P), uzrokuje velike
gubitke u peradarskoj proizvodnji u vidu smanjene nesivosti te smanjene kvalitete ljuske jaja.
Aktivni metabolit vitamina D ima ulogu u reguliranju homeostaze kalcija i fosfora u organizmu
kao i1 vaznu ulogu u pravilnom razvoju i funkciji tkiva. Smatra se da kod peradi aktivni
metabolit vitamina D ima jaki imunomodulacijski, protuupalni i antioksidativni ucinak te
izrazito veliki utjecaja na ukupni broj i odnos bijelih krvnih stanica (MATTILA i sur., 2003.)
U intenzivnoj proizvodnji osobito je vazno pravodobno pracenje zdravlja peradi, pri ¢emu Su

biokemijske te hematoloske pretrage od iznimnog znacaja.



Cilj ovoga istrazivanja bio je utvrditi utjecaj dodavanja 1,25(OH).Ds-glikozida biljnog
podrijetla u hranu teske linije nesilica Ross 308 na ukupni broj i populaciju bijelih krvnih

stanica te koncentraciju kalcija (Ca), fosfora (P) i magnezija (Mg) u krvi.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNIJIH ISTRAZIVANJA

2.1. PROIZVODNI CIKLUS MATICNOG JATA PASMINA ROSS 308

Pasmine koko$i mozemo podijeliti u pet skupina: ukrasne pasmine, pasmine za borbu,
teSke pasmine, lake te kombinirane pasmine. Za proizvodnju konzumnih jaja koriste se
pasmine lakih nesilica. Svoje podrijetlo vuku s podru¢ja Mediterana. Glavne odlike lakih
pasmina nesilica su visoka proizvodnja te relativno mala tjelesna masa uz lagane kosti.
Dodatno su karakterizirane velikom krijestom i podbradnjakom, Zivahnim temperamentom te
mesom slabije kvalitete (SENCIC, 2011.). Lake pasmine nesilica teze podnose nize
temperature okoliSa, rano-zrele su u dobi od 4 do 5 mjeseci te imaju veliki nagon za sjedenje
na jajima. Nesivost ovih pasmina krece se i preko 300 jaja godi$nje. Tjelesna masa pijetlova je
u prosjeku 3,5 kg, dok se tjelesna masa zenki krece u rasponu od 1,8 do 2 kg. Kada se lake
pasmine drze radi proizvodnje konzumnih jaja, tada se uzgajaju samo zenke, jer za navedenu
proizvodnju jaja ne smiju biti oplodena. Najznacajniji predstavnici lakih pasmina su: Leghorn,
Minorka, Talijanska, Hamburska te Andaluzijska kokoS$. Zajednicka fenotipska oznaka ove
skupine su bijeli podusnjaci na glavi (SENCIC, 2011.). Teske pasmine kokosi svoje podrijetlo
vuku iz Azije. Tjelesna masa koka u prosjeku iznosi 4,5 kg dok pijetlovi dostizu prosjecno 8
kg tjelesne mase. Teske pasmine bolje podnose niSe temperature okolisa, cemu pridonosi
njihovo rastresito perje, flegmati¢nost, a podbradnjak i krijesta su slabo izrazeni. Godi$nje
nesivost iznosi 100 — 120 jaja. Zenke po&inju nesti s osam mjeseci starosti. Teske pasmine
kokosi imaju veliki udio kostura u tijelu i malo mesa slabije kakvoée. Navedene su pasmine
znacajne jer su koriStene u stvaranju pasmina za proizvodnju mesa i kombiniranih pasmina
kokosi. Najpoznatije predstavnici teSke pasmine su: Langshan, Brahma, Cochinchina.

Na kombinirane pasmine, teske pasmine su prenijele oblik tijela, boju perja te tjelesnu
tezinu dok su lake pasmine prenijele vecu nesivost (KRALIK i sur., 2011.). Kombinirane
pasmine kokoS$i obuhvacaju najve¢i broj pasmina koko$i na svijetu. Odlikuju ih dobra
proizvodnja jaja i mesa, rano-zrelost u vremenu od 4. mjeseca starosti te godiSnja nesivost od
140 — 180 jaja. Kombinirane pasmine karakteriziraju slabo izrazen podbradnjak i krijesta, uz
tjelesnu masu koka u prosjeku od 3 kg te pijetlova u prosjeku od 3,5 kg. Najtipi¢niji
predstavnici ove skupine kokosi su: Rhode Island Reds, New Hampshire, Plymouth Rocks,
Australorp, Ferol, Cornish, Hudan, Sussex. Na nasem teritoriju u predstavnike kombiniranih
pasmina ubrajamo Hrvaticu, Stajersku koko$ i Golovratku. Najée$éi teski hibridi kokosi koji

se uzgajaju na na$im prostorima su: Ross, Cobb i Hubbard (SENCIC, 2011.).



Prilikom formiranja mati¢nog jata tesSke pasmine Ross 308, obvezno je dobiti optimalnu
tezinu kod oba spola u svakoj produktivni fazi radi postizanja najboljih rezultata. U razli¢itim
fazama rasta, razvijaju se razlicita tkiva i organi, zbog ¢ega je vazna pravilna prehrana za
postizanje optimalne tezine jedinki. Danas$nji uzgoj mati¢nih jata temelji se na preporuci da se
muske i Zenske jedinke uzgajaju odvojeno, sve do 21. - 24. tjedna kada postizu spolnu zrelost
(ANONYMOUS, 2018.). Prva produktivna faza nesilica traje od 0. do 105. dana starosti, a
zapocinje dolaskom pili¢a na farmu. Prije samog dolaska pili¢a na farmu, objekt u kojem ¢e
biti smjeSteni mora se temeljito ocistiti, dezinficirati poStujuci princip sve unutra, sve van te
imati pravilne mikroklimatske uvijete poput temperature zraka i poda (30 °C), relativne vlage
(60-70%), dubine stelje, distribucije vode i hrane te svjetlosni rezim. Tijekom perioda nakon
28 dana, dolazi do intenzivnog razvoja imunoloskog, krvozilnog, probavnog i kosStanog
sustava.

U opisanom razdoblju moraju se svakodnevno kontrolirati mikroklimatski uvjeti na
farmi, ali i samo ponaSanje jedinki koji mogu ukazivati na razlifite nepozeljne promjene
mikroklimatskih uvjeta. Najznacajniji primjer je previsoka ili preniska temperatura okruzenja
koja se moze vidjeti prema raspodjeli pilica oko toplinskog izvora. Pili¢i koji se kre¢u dalje
od izvora topline, ukazuje na povecanu temperaturu, dok pili¢i koji se skupljaju u hrpama uz
izvore topline, ukazuje na prenisku temperaturu u prostoru (ANONYMOUS, 2018.). Nakon
28. dana starosti, preporucuje se kokoSima ugraditi precke kako bi se potaknuo nagon za
nesenje. Tijekom Citavog uzgoja i proizvodnje, oba spola moraju pro¢i mjerenje tjelesne mase,
radi utvrdivanja koeficijenta varijacije (CV%) i uniformnosti. Koeficijent varijacije predstavlja
vrijednost varijacije tjelesne tezine unutar jata te se pozeljnom vrijednosti smatra oko 8.
Uniformnost je vrijednost koja predstavlja ujednacenost tjelesne tezine unutar jata te se
prikazuje kao postotak. Idealni postotak uniformnosti tjelesne tezine jata iznosi iznad 80%
(ANONYMOUS, 2018.).

Nakon mjerenja, populacija jata razdjeljuje se na tri kategorije: "laka populacija”, koja
predstavlja skupinu jedinki kojima je masa ispod optimalnih vrijednosti i to za 100g ili viSe;
“prosjecna populacija”, ¢ija je vrijednost u optimalnim rasponima mase za dob te "teska
populacija”, ¢ija je vrijednost tjelesne mase iznad 100g od optimalnih raspona. Vrijednosti
tjelesne mase “lake” i "teske” populacije, pomocu odredenih metoda, usmjeravamo prema
optimalnoj tezini do 105. dana. "Laka populacija” korigira se s mjerama U Kojima se duzi
vremenski period koristi starter smjesa koja je nutritivno bogatija. Preporuke za postupanje s
“teskom populacijom” odnose se na reduciranje ili potpuno ukidanje povecanja hranjenja u toj

fazi razvoja. Navedenu fazu rasta karakterizira rapidni rast krvozilnog, imunoloskog i
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probavnog sustava te 90% razvitka skeletnog sustava zavrSava upravo u periodu 80. - 95. dana
zivota (ANONYMOUS, 2018.). Ulaskom u drugu fazu proizvodnje, takozvane “pripreme
nesilica za nesivost”, tjedni monitoring tjelesne mase kao i fotostimulacija buducih nesilica
bitni su za ulazak u period spolne zrelosti. U ovom razdoblju uocava se i razvitak sekundarnih
spolnih obiljeZja, poput razvitka zdjeli¢ne kosti te dobitka boje krijeste i podbradnjaka.

Preporuke za pocetak navedene faze “faze spolne zrelosti” su: selidba u prostore
namijenjene nesilicama, smanjenje gustoce naseljenosti, povecanje hranidbenog prostora te
dodavanje dodatne opreme poput gnijezda (ANONYMOUS, 2018.). Osmosatni svjetlosni
rezim preporucuje Se prije fotostimulacije koja nastupa oko 140. dana starosti nesilica.
Svjetlosni rezim postupno se kroz fotostimulaciju produzuje na period od 11 do 14 sati (LEWIS
i sur., 2010.). Formiranje harema zapocinje postizanjem spolne zrelosti koja je u periodu 7 ili
14 dana nakon uvodenja fotostimulacije. Po¢etni omjer muzjaka i Zenki je 1:12 te se na tjednoj
bazi korigira ovisno o razliitim ¢imbenicima. Vaznost sekundarnih spolnih i drugih
anatomskih obiljezja ocituje se u raspoznavanju spolova. Osnovne karakteristike koje se
promatraju za raspoznavanje spolova su: izgled i veli¢ina krijeste te podbradnjaka, debljina
skocnog zgloba, oblik tijela te veli¢ina, oblik 1 raspored perja na vratu jedinke
(ANONYMOUS, 2018.). Tijekom spajanja oba spola, potrebno je obavezno imati zasebni
hranidbeni sustav te pratiti hranidbeno ponasanje svakodnevno i na tjednoj bazi. Navedena faza
suzivota oba spola traje do dobi 210. dana.

Tre¢a faza proizvodnje, pod nazivom “vrijeme nesivosti” zapo€inje maksimalno 2
tjedna nakon uvodenja fotostimulacije. Bitne stavke u pocetku ove faze su da je voda ponudena
ad libitum, uvodenje vremena hranidbe nakon 30 minuta ili 6 sati nakon paljenja svjetla,
mjerenje zdjelice 1 potkozja radi odredivanja spolne zrelosti, pripreme gnijezda kokoSima uz
mogucnost postavljanja umjetnih jaja kako bi se potaknuo nagon za nesenjem. Vrh nesivosti
se optimalno oc¢ekuje u periodu oko 217. dana starosti. Parametri poput proizvodnje jaja, mase
jaja, tjelesne mase nesilica i temperature prostora moraju se prosudivati i mjeriti na dnevnoj
i/ili tjednoj bazi. U periodu 224. - 231. dana starosti nesilice proizvode jaja najvece mase.
Tijekom perioda deplecije proizvodnje, preporuceno je reducirati unos hrane 5-6 tjedana nakon

vrhunca proizvodnje (ANONYMOUS, 2018.).

2.2. STRES — HORMONALNA | STANICNA OSNOVA

Svaki organizam putem prilagodbenih mehanizama, odgovara na nepovoljne utjecaje

stresnih situacija. Fizioloski stres je reakcija organizma na djelovanje raznih ¢imbenika, tj.
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stresora, tijekom koje dolazi do povisenja metabolicke i neurohormonalne aktivnosti ¢ija je
svrha odrzavanje homeostaze organizma (MIKEC i sur., 1996.). U suvremenoj proizvodnji
perad je izlozena razliCitim oblicima stresora od trenutka kad se izlegne do zavrsetka
proizvodnog ciklusa. Najces¢i oblici stresora su mikroklimatski (temperatura, vlaga te
povecéane koncentracije Stetnih plinova) i socijalni stresori poput (velika gusto¢a naseljenosti,
transport, manipulacija sa zivotinjama) te pomanjkanje pojidbenog i hranidbenog prostora.
Zivotinja moZe na stresor reagirati nespecifi¢no i specifi¢no, §to moze dovesti do energetske
neravnoteze. Permanentni stres moze dovesti do pojave imunosupresije i/ili smrti te se smatra
glavnim uzrokom gospodarske Stete u peradarskoj proizvodnji. Znacajne koristi u intenzivnoj
proizvodnji imaju metode prepoznavanja i predvidanja stresa kod Zivotinja koje nam
omogucuju ublazavanje njegova Stetnog djelovanja tijekom cijelog proizvodnog ciklusa u
peradarstvu (MIKEC i sur., 1996.).

Nakon utjecaja stresora, mehanizam odgovora organizma odvija se putem simpati¢kog
ziv€anog sustava te hipotalamic¢no-hipofizno-nadbubrezne osnove. Pocetak sinteze hormona,
u hipotalami¢no-hipofiznoj osnovi zapocenje lu¢enjem tropnih neurohormona iz hipotalamusa
koji putem hipotalami¢no-hipofiznog portalnog sustava dolaze do stanica hipofize, poti¢u
proizvodnju i lu¢enje hipofiznih hormona (SJAASTAD i sur., 2016.). U hipotalamusu se luce
hormoni koji oslobodaju tireotropin, prolaktin (TRH), gonadotropin (GnRH), kortikotropin
(CRH), hormon rasta (GHRH) te hormoni koji inhibiraju hormon rasta (somatostatin) i
prolaktin (dopamin). Kao odgovor na naurohormone hipotalamusa, prednji rezanj hipofize,
adenohipofiza, sintetizirat ¢e i oslobodati hormon koji potic¢e $titnu Zlijezdu (TSH) na lucenje
hormona trijodtironina i tiroksina (T3 i T4) te prolaktin koji utjece na mlije¢nu Zlijezdu, jajnike
i mozak. Adenohipofiza ¢e na poticaj hipotalamusa stvarati i luciti folikulostimulacijski
hormon (FSH) i luteinizacijski hormon (LH) koje ¢e djelovati na razvoj i funkciju
reproduktivnih organa. Nadalje ¢e adenohipofiza sintetizirati i luciti adrenokortikotropni
hormon (ACTH) koji ¢e u kori nadbubrezne Zzlijezde dovesti do stvaranja kortizola i
kortikosterona. Adenohipofiza ¢e oslobadati hormon rasta ¢ije su primarno ciljno tkivo jetra,
skladistiti ¢e antidiuretski hormon (ADH) i oksitocin (SJAASTAD i sur., 2016.). Tijekom
utjecaja stresora na kokosi, dolazi do povecanja koncentracije kortikosterona ¢iji nastanak u
kori nadbubrezne Zlijezde potice hipofizni hormon ACTH. Jos$ jedan sustav koji se aktivira kao
odgovor na stresna stanja je i simpaticki zivCani sustav, koji takoder utjeCe na tkivo
nadbubrezne zlijezde te poti¢e sintezu i stvaranje katekolamina. Sinteza i izlucivanje

ketakolamina i kortikosterona u krv smatra se primarnim odgovorom organizma na stres, nakon
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Cega slijedi dalje sekundarni odgovor na stresore, koji ukljuéuje regulaciju koncentracije
glukoze u krvi te sr¢anu frekvenciju. Nakon sekundarnog odgovora dolazi tercijarni odgovor
na stres, koji se smatra kao pojava poboljsanja imuniteta, reprodukcije i rasta (SIEGEL, 1987.).

Kapacitet hipofize kokosi za sintezu adrenokortikotropnog hormona, tj. ACTH iznosi
oko 1600 ng, dok je aktivnost u plazmi u rasponu vrijednosti od 20 do 150 pg/mL, ovisno o
vrsti peradi. Vrhunac aktivnosti ACTH u krvi je nakon 5-10 min nakon utjecaja stresora
(COLIN, 2000.). Fizioloski, par nadbubreznih zlijezda smjesten je medijalno i anteriorno u
odnosu na bubrege. Nadbubrezne zlijezde imaju glatku povrSinu, sjeStene Su neposredno u
blizini jednoj drugoj, dok su kod nekih vrsta peradi spojene u jednu Zlijezdu. Arterijsku krv
nadbubreznoj Zlijezdi dovodi kranijalna bubrezna arterija, dok vensku krv odvodi bubrezna
vena koja se ulijeva u kaudalnu Suplju venu. Parenhim nadbubreznih Zlijezda sastoji se od 2
tipa tkiva, adrenokortikalno i kromofinsko. Kromofinsko tkivo sastoji se od 2 tipa stanica,
epinefrinske stanice koje ¢ine oko 70% i norepinefrinske stanice $to ¢ine ostatak (CARSIA i
HARWEY, 2000.).

Adrenokortikotropne-stanice rasporedene su u obliku niti koje se sastoje od 2
nasuprotna niza stanica Cije su jezgre smjestne blizu bazalne lamine. Navedeni oblik niti
radijacijski se Siri od centra sve do kapsule Zlijezde. U literaturi se moze naci dodatna podjela
nadbubreznih Zlijezdi u 2 zone: subkapsularna i unutarnja zona (CARSIA i HARWEY, 2000.).
Subkapsularnu zonu c¢ine 40-60 stanica razliCitih oblika jezgre, glatkog endoplazmatskog
retikuluma, a mitohondriji imaju tubularne kriste. Ova zona ima podudarnosti sa zonom
granulosom kod sisavaca te ¢ini osnovu za sintezu hormona aldosterona koji je
mineralokortikoid.

Aldosteron se manje sintetizira i izlucuje kod odraslih jedinki. Unutarnja zona sastoji
se od stanica Cije su jezgre okrugle, sadrze glatki endoplazmatski retikulum i mitohondrije s
kristama. Navedena zona sli¢na je zoni fascikulati kod sisavaca te je zaduzena za sintezu i
lu¢enje glukokortikoidnog hormona, kortikosterona (CARSIA i HARWEY ., 2000.). Odredeni
udio kortikosterona sluzi za sintezu aldosterona kao prekusorska molekula. Izmjerena
vrijednost poluzivota (T1/2) kortikosterona i aldosterona u organizmu iznosi oko 15 minuta.
Stresori koji utjeCu na povisenje koncentracije mineralokortikoida i glukokortikoida su
smanjeni unos bjelancevina hranom te manipulacija kokoSima tijekom zdravstvenih ili
proizvodnih zahvata (CARSIA i HARWEY, 2000.).

Stres utjece na povecanje koncentracije kortikosterona u krvi, iako povisena vrijednost
kortikosterona u krvi nije najpozdaniji pokazatelj stresne reakcije. Dva najznacajnija stresora

su bioloski u koji spada promjena temperatura od optimalne, gustoca naseljenosti proizvodnog
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sustava te transport, amonijak i endotoksin E. coli, brojcano povecanje izvora svjetlosti te
prehrambeni stresori poput kroni¢no gladovanje, inzulinski inducirana hipoglikemija,
nametnuto mitarenje te post (ALADROVIC, 2018.). Glukokortikoidi se transportiraju do
ciljnih stanica pomocu transportnih proteina u Krvi, transkortina i albumina. Oni imaju razli¢ite
uloge u organizmu, no prvenstveno imaju ulogu u metabolizmu ugljikohidrata, masti i
bjelancevina. Glavni ucinak glukokortikoida na metabolizam ugljikohidrata jest povecanje
glukoneogeneze i glikogeneze u jetri te smanjenje potrosnje glukoze u tkivima ovisnim o
inzulinu. Glukokortikoidi poti¢u 1 mobilizaciju slobodnih masnih kiselina iz adipocita te
pretvorbu u triacilglicerole i ketonska tijela u jetri. Glukokortikoidi smanjuju sintezu
bjelan¢evina i dovode do razgradnje misi¢nih proteina kako bi se aminokiseline koristile u
glukoneogenzi koja se dogada u jetri (ALADROVIC, 2018.).

Aktivnost glukokortikoida u krvi u korelaciji je s heterofilno-limfocitnim omjerom
(H/L). Povecanjem aktivnosti kortikosterona dolazi do smanjenja broja limfocita i poviSenja
broja heterofila, sto dovodi do povecanja H/L omjera. Navodi se da je H/L omjer pouzdaniji
pokazatelj stresa prilikom socijalnih i prehrambenih stresora na jedinku u odnosu na
koncentracije kortikosterona u krvi te je manje varijabilan od ukupnog broja heterofila i
leukocita u krvi. U usporedbi sa sisavcima, eritrociti i trombociti ptica sadrze jezgru te su
trombociti veli¢inom sli¢ni veli¢ini ostalih leukocita. Leukociti koje nalazimo u krvi peradi su
bazofili, heterofili, eozonofili, monociti i limfociti (GROSS i SEIEGEL, 1983.). Eozinofili,
bazofili, limfociti i monociti oblikom i izgledom odgovaraju istovrsnim stanicama u sisavaca.
Heterofili su okrugle stanice sa segmentiranom jezgrom koje u citoplazmi imaju guste,
eozinofilne Stapice. Heterofili su u peradi stanice analogne neutrofilima u sisavaca. Heterofili
su krvne stanice koje imaju ulogu uklanjanja stranih tvari pomoc¢u fagocitoze. Fagocitoza,
jedan od mehanizama nespecifi¢ne ili prirodene imunosti, sposobnost je pojedinih tjelesnih
stanica da mikroorganizme ili neku drugu stranu tvar unesu u svoju citplazmu i razgrade
enzimima. Sposobnost fagocitoze imaju i neutrofilni granulociti, prirodne ubilacke (eng.
natural killer, NK) stanice (KAISER, 2010.), stanice monuklearnog fagocitnog sustava u koje
spadaju tkivni i pokretni makrofagi (QURESHI i sur., 2000.). Osim spomenute razlike
pojavnosti jezgre u nekim krvnim stanicama u odnosu na sisavce, u ptica nalazimo nizu
koncentraciju bjelanc¢evina plazme kao i dvostruko visu koncentraciju glukoze u krvi (GROSS
i SEIEGEL, 1983). Prema MINIASU (2018.), oko 95% bijele krvne slike kod peradi ¢ine
limfociti 1 heterofili. Limfociti imaju glavnu zada¢u u stani¢noj i humuralnoj imunosti. T-
limfociti ¢ine osnovicu stani¢éne imunosti, dok B-limfociti stvaraju 5 primarnih skupina
imunoglobulina (IgA, IgM, IgY (IgG), IgD, IgE). Stresori koji imaju utjecaj na H/L omjer
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povisuju aktivnost glukokortokosteroida u krvi. Neki od njih su: infekcije sojevima bakterije
Salmonella Typhimurium i Enteritidis te endotoksikoza uzrokovana bakterijom Escherichia
coli, temperaturni stres, hranidbena restrikcija, socijalni stresori i transport. U takvim
slu¢ajevima veca je vjerojatnost za pojavom ozljede, buduc¢i da H/L omjer odrazava sposobnost

organizma za borbu protiv infekcija nastale povredom, nego kod op¢ih infekcija.

2.3. ULOGA | HORMONSKA REGULACIJA VITAMINA D

Vitamin D u prirodi predstavlja kompleksni spoj koji je steroidno-liposolubilni
hormon. Vecu znacajnost ima njegovog aktivni metabolit 1,25(OH).Ds, kalcitriol, koji je u
organizmu sisavaca i ptica zasluzen za pravilni razvoj tkiva, ponajvise kostanog i misi¢nog
sustava te homeostazu kalcija i fosfora (WARREN i sur., 2020.). Uz navedene organske
sustave, ima bitnu ulogu i u imunoloskom odgovoru. Posjeduje funkciju imunomodulatora u
kojoj dolazi do porasta broja T-limfocita kod nesilica (GENG i sur., 2018.) te IL-10 u crijevnoj
sluznici brojlera (NUNES i sur., 2020.). U istrazivanjima je utvrden imunomodulatorni,
antioksidativni, antibakterijski, antivirusni, antialargijski te protuupalni u¢inak D vitamina te
je dokazano sudjelovanje u prevenciji stvaranja tumora (KRISHMAN i FELDMAN, 2021.).
Aktivni metabolit vitamina D, 1,25(0OH)2D3, ima mnoge vazne uloge u organizmu ptica i
sisavaca. Ovaj Spoj u organizmu ptica nastaje iz vitamina D3, kolekaciferola, koji pod utjecajem
sunéevog zracenje nastaje u kozi promjenom spoja 7-dehidrokolesterola (STAASTAD i sur.,
2010.) ili vitamina D, ergokalciferola, koji je biljnog podrijetla. Premda vitamini D2 i D3 imaju
slicnu biolosku aktivnost, protein koji veZe vitamin D u plazmi ima vrlo nizak afinitet prema
vitaminu D3 te se on brze razgraduje kod ptica (DACKE i sur., 2015.). Pretvorba vitamina D3
zbiva se u jetri te bubrezima reakcijama hidroksilacije uz pomo¢ enzima 25-hidroksilaza te 1-
alfa-hidroksilaza pa koncentracija 1,25(OH).Ds ovisi 0 unosu i sintezi u organizmu, zdravlju
jetre i bubrega te paratireoidnom hormonu, estrogenima i prostoglandinima koji utjecu na
hidroksilaciju (ZHANG i sur., 2010.).

U literaturi autora DACKE, C.G. (2000.) naznacuje se da aloumini imaju jedno vezno
mjesto za sve metabolite vitamina D, no s razli¢itim rasponom afiniteta za vezanje. Imaju slicni
afinitet za metabolite 25(OH)2Ds i 24,25(0H).Ds, dok je afinitet manji za 1,25(0OH)2Ds.
Nesilice imaju dvostruko vecu koncentraciju albumina, nego muske jedinke i jedinke koje nisu
spolno zrele. Kolekaciferol povezan s albuminom putuje u jetru, u njoj se dogada proces

hidroksilacije s enzima 25-hidroksilaza te nastaje metabolit 25(OH)2D3. Opisani spoj se u



suvisku moze akumulirati u masnom tkivu i kasnije otpustati ako dode do faze manjka vitamina
D. Metabolit vitamina D, 25(0OH).D3, dalje putuje krvotokom do proksimalnih bubreznih
tubula gdje vitamin D ima dva metaboli¢ka puta. U prvom putu dolazi do ponovne reakcije
hidroksilizacije te nastaje najaktivniji metabolit vitamina D pod nazivom Kalcitriol ili
1,25(0OH).D3, no moze nastati i neaktivni oblik vitamina D, 24,25(0OH).D3, koji se samo
izluCuje iz organizma. Kalcitriol se veZe na unutarstani¢ne receptore koji dovode do povecanja
broja prijenosnih bjelan¢evina u stanicama crijeva, bubrega, ljuskovne Zlijezde te imunoloskog
sustava. Kalcitriol utje¢e na koncentarciju kalcija i fosfora u serumu, poti¢uéi crijevnu
resorpciju kalcija i fosfora te poti¢u¢i djelovanje PTH-a na kosti i bubrege. Sintezu kalcitriola
regulira paratireoidni hormon (PTH), estrogen i sam kalcitriol. Zbog pada koncentracije kalcija
u krvi dolazi do povecavanog lu¢enja PTH $to dovodi do poveéanja sinteze i lucenje kalcitriola.
Hipofosfatemija takoder utjece na povecanje sinteze kalcitriola (DACKE, C.G., 2000.).

U intenzivnoj proizvodnji kokosi nesilica, kalcitriol se daje u obliku dodataka hrani. U
slu¢aju povecanog unosa kalcitriola moze do¢i do hiperkalcemije te akumuliranja kalcijevih i
fosfornih soli u mekim tkivima. Kalcitriol se moze umjetno sintetizirati ili Se u organizam unosi
putem biljke Solanum glaucophylium (SG). Sintetski kalcitriol karakteriziraju brza resorpcija i
eliminacija kao i visoka potencija. Stoga je bolji izbor aktivni metabolit iz biljke Solanum
glaucophyllum (BACHANN i sur., 2012.). Ova biljka potjece s prostora Juzne Amerike, bogata
je glikoniziranim aktivnim metabolitom D vitamina. Sastav Solanum glaucophyllum (SG) ¢ine
ugljikohidrati 54.3 %, bjelancevine 24.9 %, minerali 17.1.% i voda 4.1%. Uz navedene spojeve
nadeni su 1 bitni flavonoidi: quercetin (1.11 mg/g ekstrakta biljke), rutin, apinosylorutin te
isoquecetin. Znanstvenici su kod odredenog broja miseva usporedivali vrijednosti T max i T
1/2 nakon aplikacije izmedu sintetskog Kkalcitriola te kalcitriola iz ekstrakta Solanum
glaucopylium. Nadene su znatne razlike izmedu navedenih vrijednosti. Nakon aplikacijje
sintetskog kalcitriola vrijednost T max-a bile su nakon 1 sata, a vrijednost T 1/2 nakon 23 sata
nakon aplikacije. Kod kalcitriola iz SG obadvije vrijednosti su bile vise. Vrijednost T max je
iznosila od 6-12 sati, dok je T 1/2 iznosila 30 sati (BACHANN i sur., 2012.).

2.4. METABOLIZAM KALCHA, FOSFORA | MAGNEZIJA

Homeostaza kalcija, fosfata i magnezija u serumu kokosi regulirana je hormonski
vitaminom D, paratireoidnim hormonom i kalcitoninom. Glavni organski sustavi putem kojih
se regulira koncentracija navedenih minerala su probavni, bubrezni te kostani. FizioloSka

koncentracija kalcija u ptica je iznimno vazna i zbog povecane potrebe tijekom stvaranja ljuske
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jaja. Hormoni koji odrzavaju homeostazu Ca u serumu su kalcitriol, paratireoidni hormon,
paratireoidnom hormonu sli¢ni peptid (PTHrP), prostagladnini te kalcitoninu sli¢ni peptid.
Kalcitonin nema ulogu u kontroli koncentracije kalcijevih iona u serumu ptica (DACKE,
2000.).

Takoder, DACKE (2000.) u literaturi iznosi da paratireiodni hormon (PTH) je
bjelancevinski hormon koji se sastoji od 88 aminokiselina te je sintetiziran u paratireoidnim
zlijezdama. Navedene zlijezde smjestene su kaudalnije nego stitnjaca te se embrionalno
razvijaju iz 3. i 4. branhijalne vrecice koje se povezuju s razvojem timusa. Parenhim Zlijezda
se sastoje od glavnih stanica, dok oksifilne stanice koje su prisutne kod sisavaca, nisu nazo¢ne
kod ptica. Jo$ jedna bitna razlika izmedu ptica i sisavaca je u gradi glavnih stanica, gdje kod
ptica navedene stanice imaju manju koncentraciju citoplazmatskih granula. Koncentracija PTH
ciklicki se mijenja u serumu nesilica. Visoku aktivnost u serumu ima kod kalcifikacije ljuske
jajeta pa dolazi do blagog pada te se ponovno povecava aktivnost hormona 24 sata nakon
ovulacije jajne stanice. Na sekreciju paratireoidnog hormona najvise djeluje hipokalcemija u
krvi uz koncentracije Mg iona. Ptice su izrazito osjetljive na paratireoidni hormon, aplikacijom
kod nesilica postize se u¢inak ve¢ nakon 8 minuta nakon aplikacije (DACKE, 2000.).

Paratireodni hormon veze se s tipom 1 PTH receptora u membrani ciljnih stanica
ponajviSe stanicama koStanog sustava i bubrega. Navedeni hormon posjeduje anaboliticki i
kataboliticki efekt na kostano tkivo. Vezanjem PTH za receptor pokrecu se enzimi fosfolipaza
C i adenilat ciklaza te posljedi¢no dolazi do procesa desforilacije proteina, sinteze i lu¢enja
enzima. Povecanje razine cikli¢kog adenozin-monofosfata (cAMP) dovodi do lucenja kiselina
iz osteoklasta. Ovaj proces potice resorpciju kostiju uz stvaranje kalcitriola u bubrezima te se
moze inhibirati uz aplikaciju estradiola. PTH povecava resorpciju kalcijevih i fosfornih iona iz
kostiju putem dva uc¢inka (GUYTON i HALL, 2012.). Prvi u¢inak zapocinje nakon nekoliko
minuta te aktivacijom ve¢ postojecih kostanih stanica, vec¢inom osteocita. Drugom ucinku
potrebno je nekoliko dana do nekoliko tjedana da se potpuno razvije. Dolazi do proliferacije
osteoklasta posljedi¢ne resorpcije kosti. Paratireoidni hormon i aktivni oblik vitamina D imaju
receptore na osteoblastima i poticu ih na sintezu citokina koji stimuliraju sazrijevanje
osteoklasta. Dogadaju se lizosomalna sekrecija enzima hidroksilaza i kolagenaza iz osteklasta,
aktiviraju se kisela fosfataza, aktiviraju se crpke za vodikove i kalijeve ione, poveéava se
sinteza hijaluronata te se oslobadaju kalcij i fosfat iz kostiju. Kod bubreznog tkiva,
paratireoidni hormon poti¢e povecanje glomerularne filtracije uz povecanje resorpcije
kalcijevih i magnezijevih iona te sekrecije fosfornih iona. Uz opisane uloge, PTH ima ulogu
povecanja aktivnosti 1-a-hidroksilaze u bubrezima (GUYTON i HALL, 2012.).
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Paratireoidnom hormonu sli¢an peptid (PTHrP) bjelancevinski je hormon koji se sastoji
od 139 do 173 aminokiselina. Ovaj peptid luéi ljuskovna Zlijezda te ima ulogu u stimulaciji
bubrezne tubularne reapsorpcije kalcijevih iona, indirektno inhibira lu¢enja PTH-a te modulira
tenziju vaskularnih glatkih misi¢a u ljuskovnoj zlijezdi. Vrhunac koncentracije u serumu je
tijekom prolaska jajeta kroz jajovod, tj. tijekom kalcifikacijskog perioda (DACKE, 2000.).
Kalcitriol u crijevnoj sluznici nesilica ima ulogu u pobolj$enju resorpcije kalcijevih iona u krv
I transport do tkiva reproduktivnog sustava te ima ulogu u mineralizaciji kostanog tkiva u fazi
kalcifikacije ljuske jajeta. Oko 60 % kalcija za sintetiziranje ljuske jajeta proizlazi iz plazme,
dok ostalih 40 % potjece iz matriksa medule kosti (KONIG i sur., 2016.). Matriks medule
kostiju ¢ini oko 65 % cjelokupne tezZine kostiju te je sastavljen prvenstveno od kalcijevih i
fosfornih soli (VIETES i sur., 2018.). Takoder, u istrazivanju KONINGA i sur. (2016.) opisana
je vazna uloga ljuskovne zlijezde koju ima u stvaranju ljuske jajeta te je opisan matabolizam
Ca. Smatra se da je koncentracija Ca u jajetu jednaka 10 % cjelokupnoj rezervi kalcija u
kostima, a vrijednost od 2-2,5 g kalcija. Tijekom kalcifikacije ljuske jajeta, jetra sintetizira i
izlucuje bjelancevine u plazmu sa svrhom vezanja kalcijevih iona. Korelacijski dolazi do
povecéanja koncentracije ukupnog Ca vezanog za bjelancevine. Transport kalcija u prvih 15 sati
tijekom kalcifikacije iz epitalne stanice do lumena jajovoda. U uterusu dolazi do sinteze kristala
karbonatne kiseline koji izgraduju ljusku jajeta (KONING i sur., 2016.).

U literaturi autora GUYTONA i HALLA (2012.), navodi se znacaj hormona pod
nazivom kalcitonu slican peptid koji se sastoji od 37 aminokiselina. Sinteza i izlu¢ivanje
navedenog peptida dogada se unutar srediSnjeg i perifernog Zivcanog sustava ptica. Ponajvise
je istrazivan u retini, lednoj mozdini i Zivcima koji inerviraju kosti. Navodi se parakrina
funkcija u kostanom tkivu u kojem inhibira resorpciju kostiju te je vazan vazodilatator.
Prostaglandini (PGs) koji su derivati masnih kiselina, imaju sli¢nu funkciju kao i PTH.
Stimuliraju osteoklaste tako da poticu sintezu cAMP 1 sekreciju lizosomalnog sadrZaja te
inhibiciju sinteze kolagena te drugi hormoni poput estrogena, glukokortikoida te hormona rasta
utjecu na homeostazu kalcija.

Magnezij je drugi po zastupljenosti unutarstani¢ni ion koji ima uloge u reguliranju
sinteze bjelancevina, aktiviranju enzima, inhibiranju oslobadenja kalcija iz sarkoplazmatske
mrezice te je sastavni dio kosti i zubiju (GUYTON i HALL, 2012.). U kostanom sustavu nalazi
se oko 54 % magnezija, u mekim tkivima oko 45 % te 1 % u izvanstani¢noj tekucini. Takoder,
ima bitnu ulogu u sekreciji paratireoidnog hormona. Transport magnezija u krv oko 55% odvija
se slobodno, dok je ostatak magnezij vezan za serumske bjelancevine, bikabornat, citrat, fosfat.

PTH olaksava reapsorciju magnezija iz debelog kraka Henleove petlje.

12



U stanici, fosfat je u obliku anorgenskih spojeva H,P0s i HPOs* te u organskom
obliku unutar molekula ATP-a, fosfolipida te nukleinskih kiselina. Uz kalcij, fosfat je glavna
komponenta za izgradnju kostiju. Oko 86 % fosfata nalazimo u kostima, oko 14 % u
unutarstani¢noj tekucini i mekim tkivima, dok je 0,03 % u izvanstani¢noj tekuéini. Hormoni
koji imaju ulogu u homeostazi fosfata su kalcitriol, PTH i inzulin (GUYTON i HALL, 2012.).
PTH i kalcitriol imaju ulogu u imobiliziranju iona fosfata iz stanica te inhibiranju reapsorpcije
u distalnim kanali¢ima bubrega, dok inzulin sluzi za mobilizaciju fosfata unutar stanica te
potice reapsorpciju u distalnom kanali¢u. Omjer anorganskog fosfata i kalcija u organizmu je
obrnuto proporcionalan. Kada se vrijednost kalcija smanji, vrijednost fosfata poraste te
obrnuto. Homeostaza ovih dvaju minerala odvija se povezanim kataboli¢kim i anabolickim
uc¢inku nad kostima, povecanjem resorpcije iz tankog crijeva i rasponu reapsorpcije u

bubrezima (GUYTON i HALL, 2012.).
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3. MATERNAL | METODE

Nesilice teske linije Ross 308 u dobi 55.-61. tjedna zivota bile su glavni subjekt
istrazivanja. Istrazivanje je provedeno na sveukupno 10 000 jedinki koje su, na farmi tvrtke
Galivet u Prelogu, bile rasporedene u 2 odvojena objekata po 5 000 Zivotinja. Pokusnoj skupini
nesilica u hranu je umijesan 1,25(OH).Ds-glikozid biljnog podrijetla (Panbonis®, Herbonis,
Svicarska). Doza je bila 100g/t §to osigurava 1 pg 1,25(0OH)2Da/kg hrane uz 3200 1J/kg hrane
kalciferola. Kontrolna skupina je konzumirala komercijalno dostupnu hranu (potpuna krmna
smjesa za teSke pasmine) uz suplementaciju 3200 1J vitamina D3z po kilogramu hrane.
Posebnost hranidbenog rezima obje skupine bila je koncentracija fosfora koja je iznosila 0,32
% te 3,4 % kalcija, dok su ostali sastojci bili identi¢ni i u skladu s pasminom te dobi nesilica

u istrazivanju.

3.1. UZORCI

Za svrhu istrazivanja, uzeti su uzorci venske krvi punkcijom krilne vene (v. ulnaris).
KoriStene su epruvete s litijevim heparinom kao antikoagulansom (BD Vacutainer™ L.i-
Heparin 102 IU) i s gelom (BD Vacutainer® SST™ || Advance). Uzrokovanje krvi provedeno

je 14., 25., 35. dana nakon pocetka suplementiranja vitamina D u hranu nesilica.

3.2. ANALIZE

Iz uzoraka krvi odreden je ukupan broj leukocita direktnom metodom po Nattu i
Herricku brojanjem u Neubauerovom hemocitometru (NATT i HERRICK, 1952.). Krvni
razmaz je napravljen neposredno nakon vadenja krvi bez dodavanja antikoagulansa.
Morfoloski oblici leukocita su diferencirani brojenjem 100 stanica nakon bojenja s May-
Griinwald 1 Giemsa bojama. Izracunat je apsolutni broj pojedinih morfoloskih oblika leukocita
te omjer heterofila i limfocita. U uzorcima seruma odredene su koncentracije kalcija, fosfora i
magnezija na biokemijskom analizatoru Abbott Architect c4000 (Abbott, Illinois, USA) s

Abbottovim reagensima.
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3.3. STATISTICKA ANALIZA

Vrijednost normalnosti distribucije podataka izmjerena je pomocu Shapiro-Wilk’s W
testa. Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). Usporedbe
izmedu uzorkovanja su na¢injene analizom varijance, a zatim Fisherovim LSD testom u slu¢aju
normalne razdiobe i Kruskal-Wallis ANOVA testom i Dunn testom za sve skupine kada je

nulta hipoteza odbacena. Razina p<0,05 smatrana je statisti¢ki znacajnom
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4. REZULTATI

U tablici 1. naveden je udio leukocita (%) u krvi u pokusnoj i kontrolnoj skupini nesilica
14., 25., 35. dan od pocetka suplementiranja vitaminom Ds. Dodavanje 1,25(0OH).Ds-glikozida
u hranu pokusne skupine nesilica dovelo je do promjene u udjelu limfocita, heterofila i
eozinofila u odnosu na kontrolnu skupinu. Dodavanje 1,25(OH).Ds-glikozida pokusnim
nesilicama uzrokovalo je povecéanje postotka limfocita, dok je broj eozinofila znacajno manji
25.1 35. dana od pocetka suplementacije u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,05) (tablica 1).
U skupini kojoj se dodavao 1,25(OH).Ds-glikozid utvrden je znacajno manji postotak
heterofila, kao 1 znacajno veci postotak limfocita 25. dana od pocetka suplemetacije u odnosu
na uzorkovanje 14. dana nakon suplementacije (p<0,05). Dodavanje 1,25(0OH).Ds -glikozida
pokusnim nesilicama nije dovelo do znacajnih promjena u udjelu bazofila i monocita u

usporedbi s kontrolnom skupinom (p>0,05).

Tablica 1. Udio leukocita u krvi kokosi nesilica teSke linije kojima je u hrani dodan prirodni
suplement 1,25(0OH).Dz3-glikozid i kokosi kontrolne skupine 14., 25. i 35. dana od pocetka
dodavanja (%). Statisticke znacajne razlike unutar skupine medu danima oznacene su
razli¢itim velikim slovima abecede (A, B), dok su znacajne razlike izmedu skupina na

pojedine dane oznacene razli¢itim malim slovima abecede (a, b).

Dani dodavanja 1,25(0OH).Ds-glikozida u hranu

14. dan 25. dan 35. dan

DX C Ds Cc D3 C

Heterofili 37.1£7,7A 36,9+10,5 30,6+5,8B  35,7+7,7 34,3£9,7AB  36,5+9,4

Limfociti 61,4488  61,7£10,7 69,246,5Aa 62,1+8,7b 64,7410,2AB 61,5+9,6

Eozinofili  0-8£0,9 08409  05:09a  1,6£1,5b  0,7+lb  1,7+12a

Bazofili 0104  02:04 02404 0306 02404 0,104

Monociti ~ 0.2+04  03+0,6  02+04  0,2+0,4 0,1£0,3 0,104
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Slika 1. prikazuje promjene ukupnog broja heterofila i limfocita u krvi pokusne skupine

nesilica nakon dodavanja 1,25(0OH).Dz-glikozid u usporedbi s kontrolnom skupinom.

Dodavanje 1,25(OH).Ds-glikozida u hranu nesilica dovelo je do znac¢ajno manjeg ukupnog

broja heterofila i limfocita 35 dana od pocetka suplementacije u usporedbi s kontrolnom

skupinom (p<0,05). Znacajno manji broj heterofila utvrden je 25. i 35. dana od pocetka

suplementacije u usporedbi s vrijednostima 14. dana (p<0,05), dok je u broju limfocita ovaj

ucinak prisutan samo 35. dana uzorkovanja (p<0,05) (slika 1.)

16,0
m D3 wmkontrola
14,0
_ A
12,0 A _
10,0 a
=
% 8,0 A .
6,0 1
4,0 - Bb
2,0 Bb
0,0 i
H H H L L L
14 25 35 14 25 35
mD3 4.7 4.0 1,1 8,0 8,5 2,6
kontrola 48 3,8 6,1 8,6 7,4 9,6

Slika 1. Broj heterofila (H) i limfocita (L) u krvi kokosi nesilica teske linije kojima je u hrani

dodan prirodni 1,25(0OH)2Ds-glikozid i kokosi kontrolne skupine 14., 25. 1 35. dana od
pocetka dodavanja (srednja vrijednost + SD x10%L). Statisti¢ki znacajne razlike unutar
skupine medu danima oznacene su razli¢itim velikim slovima abecede (A, B), dok su

znacajne razlike izmedu skupina na pojedine dane oznacene razli¢itim malim slovima

abecede (a,b)
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Slika 2. Broj eozinofila (E), bazofila (B) i monocita (M) u krvi kokosi nesilica teske linije

kojima je u hrani dodan prirodni 1,25(0OH).Dz-glikozid i kokosi kontrolne skupine 14., 25. i

35. dana od pocetka dodavanja (srednja vrijednost + SD x10%L). Statisticki znacajne razlike

izmedu skupina na pojedine dane oznacene su razli¢itim malim slovima abecede (a, b).

Slika 2. prikazuje promjene ukupnog broja eozinofila, bazofila i monocita u krvi

pokusne skupine nesilica nakon dodavanja 1,25(0OH)2Ds-glikozid u usporedbi s kontrolnom

skupinom. Dodavanje 1,25(0OH)2Ds-glikozida u hranu nesilica dovelo je do znac¢ajno manjeg

ukupnog broja eozinofila 35 dana od pocetka suplementacije u usporedbi s kontrolnom

skupinom (p<0,05). Nisu utvrdene znacajne razlike ukupnih brojeva bazofila niti monocita

(p>0.05).
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Slika 3. Omjer heterofila i limfocita u krvi kokosi nesilica teske linije kojima je u hrani dodan
prirodni 1,25(0OH).D3-glikozid i kokosi kontrolne skupine 14., 25. i 35. dana od pocetka
dodavanja. Statisticki znacajne razlike izmedu skupina na pojedine dane oznacene su

razli¢itim malim slovima abecede (a, b).

ZnaCajno manji omjer heterofila 1 limfocita utvrden je 25. dana od pocetka
suplementacije u skupini kokosi kojoj je u hranu dodavan 1,25(OH).D3 -glikozid u usporedbi

s kontrolnom skupinom (p<0,05) (slika 3.).

Tablica 2. Koncentracija kalcija, fosfora i magnezija (srednja vrijednost + SD; mmol/L) u
serumu kokosi nesilica teSke linije kojima je u hrani dodan prirodni 1,25(0OH).Ds-glikozid i
kokosi kontrolne skupine 14. 1 35. dana od pocetka dodavanja suplementa. Statisti¢ki znac¢ajne
razlike unutar skupine medu danima oznacene su razli¢itim velikim slovima abecede (A, B),

dok su znacajne razlike izmedu skupina na pojedine dane oznacene razli¢itim malim slovima

abecede (a, b).

Dani dodavanja 1,25(0OH)2Ds-glikozida u hranu

14. dan 35. dan

Ds Cc D3 C

Kalcij 5,30+1,17 5,15+0,78 5,33+1,20a 4,45+0,78b

Fosfor  3,54+0,55A 3,57+0,53 2,33+0,6B 2,17+0,35

Magnezij 1,27+0,13 1,33+0,17 1,26+0,18a 1,1+0,11b

Koncentracija kalcija i magnezija u skupini koja je primila 1,25(OH).Ds-glikozid u
hrani bila je 35. dan od pocetka suplementacije znacajno visa nego u kontrolnoj skupini
(p<0,05). Takoder, koncentracija kalcija je u pokusnoj skupini 1,25(0OH).Ds do 35. dana
dodatno blago porasla, dok se u kontrolnoj skupini smanjila. U pokusnoj skupini dodavanje
aktivnog metabolita D vitamina dovelo je do znacajnog smanjenja koncentracije fosfora u
odnosu na uzorkovanje 14. dana od pocetka suplementacije (p<0,05). Koncentracija magnezija
je u pokusnoj skupini ostala gotovo nepromijenjena, dok se u kontrolnoj skupini znacajno

smanjila do 35. dana pokusa (p<0,05).
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5. RASPRAVA

U ovom istrazivanju dodavanje aktivnog oblika D vitamina biljnog podrijetla u
hranidbu nesilica teske linije Ross 308 uzrokovalo je pad ukupnog broja heterofila, limfocita i
eozinofila, ukljucuju¢i povecanje postotka limfocita i koncentracije kalcija te odrzavanje
homeostaze magnezija u Krvi.

Vitamin D se u hranu zivotinja moze dodavati u obliku vitamina Dz ili vitamina D, pri
¢emu se vitamin Dy brze razgraduje u ptica (DACKE i sur., 2015.). U istrazivanju se koristio
1,25(0OH).D3-glikozid kao oblik vitamina Ds izoliran iz biljke Solanum glaucophyllum.
Navedeni spoj neposredno nakon resorpcije u probavnom sustavu raspoloziv je u organizmu te
se oko 2-3 puta sporije izlucuje nego sintetski 1,25(OH)2Ds (BACHMANN i sur., 2012.).
ALVES i sur. (2018.) istrazivali su utjecaj na prirast, konverziju hrane i kvalitetu kosti brojlera
nakon dodavanja 1,25(0OH).Ds -glikozida u hranu. Dodavanje 1,25(0OH).Ds -glikozida u hranu
istrazivali su takoder i Nunes i sur. (2020.) te utvrdili u brojlera izlozenih liposaharidima
Escherichia coli povoljan utjecaj na odrzavanje prirasta, bez utjecaja na mineralizaciju kostiju.
KRISHMAN i FELDMAN (2011.) navode ulogu kalcitriola u anti-upalnim djelovanjima
putem supresije prostaglandina i inhibicije signalizacije stres kinaze te posljedi¢no stvaranje
pro-upalnih citokina. Ostali vazni u¢inci ukljuuju supresiju tumorske angiogeneze, invazije i
metastaza.

Limfociti i heterofili su dvije najzastupljenije klase leukocita u ptica, koje su od iznimne
vaznosti u adaptivnoj 1 urodenoj imunosnoj reakciji organizma. U ovom istrazivanju su utvr-
dene prosjecne vrijednosti heterofila od 31% do 37% te limfocita od 61% do 69%. U prva dva
uzrokovanja, ukupne vrijednosti broja heterofila kretale su se u rasponu od 4,0 do 4,7 x10°/L
dok su vrijednosti limfocita bile u rasponu od 8 do 8,5 x10%/L. Navedene vrijednosti bile su
unutar referentnih intervala (BOUNOUS i STEDMAN, 2000.; WEKENELL, 2010.). U radu
je utvrden omjer heterofila i limfocita (H/L), pri ¢emu poviSeni omjer H/L predstavlja
kortikosteronom posredovan odgovor na vanjske stresore 1 dobar je pokazatelj fizioloSkog
stresa (GROSS i SIEGEL, 1983.). U ovom istrazivanju uoceno je Smanjenje omjera H/L nakon
dodavanja 1,25(OH).Dz-glikozida u hranu nesilicama te se moze pretpostaviti da je dodatak
ublazio djelovanje stresa. U peradi se hipotalamohipofizno-adrenokortikalna os sastoji od
hormona koji oslobada kortikotropin 1 argininskog vazotocina koji se oslobadaju iz
hipotalamusa; adrenokortikotropnog hormona koji lu¢i prednji rezanj hipofize; i
glukokortikoidnih hormona, kortikosterona, kojeg sintetiziraju stanice nadbubrezne Zlijezde.

Poznato je kako mnogi stresori kod peradi povecavaju cirkulirajuéu koncentraciju
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kortikosterona. Budu¢i da glukokortikoidi utje¢u na omjer H/L, pod djelovanjem stresa dolazi
do pomaka H/L (SCANES, 2016.). Istrazivanja pokazuju kako se broj heterofila u uzorcima
krvi peradi povecava, a broj limfocita smanjuje kao odgovor na stresore i poveéanje razine
kortikosterona u plazmi (GROSS i SIEGEL, 1983.). U ovom istrazivanju znacajni pad H/L
omjera utvrden je ve¢ nakon 25 dana od pocetka dodavanja 1,25(OH)2Ds-glikozida biljnog
podrijetla u hranu nesilica te bi mogao biti pokazatelj ublazavanja djelovanja stresa na jedinke.

Uz smanjenje omjera H/L, dodatak 1,25(OH).Ds-glikozida ima i povoljni uc¢inak na
kvalitetu jaja, tako $to ¢ini tvorbu ljuske jajeta odrzivijom, poveéava ¢vrstocu ljuske jajeta te
smanjuje negativni utjecaj dobi na kvalitetu ljuske jajeta (GOTTSTEIN i sur., 2022.).
Cimbenici koji su potrebni za kvalitetnu proizvodnju ljuske jajeta su mangan, bakar, cink,
vitamini D te vitamin C, koji sluze kao aktivatori enzima ukljucenih u proizvodnju ljuske
(JOHNSON, 2015.). Nadalje, vazni su i magnezij, fosfor i kalcij koji se odlazu u ljusku u obliku
kalcijevog karbonata, magnezijevog karbonata te trikalcijevog fosfata (JOHNSON, 2015.).
Vrijednost koncentracije kalcija za perad iznosi 7,1 mmol/L (KANEKO i sur, 2008.). U ovom
istrazivanju utvrdene su nize vrijednosti koncentracije kalcija u krvi od spomenutih te su bile
sli¢ne rezultatima KOLLINGA i sur. (1992.) utvrdenim na nesilicama. Dodavanje aktivnog
metabolita D vitamina uzrokovalo je povisenje vrijednosti koncentracija kalcija u krvi kod
pokusne skupine nesilica u odnosu na kontrolnu skupinu. Vitamin D3 povecava resorpciju
kalcija u duodenumu putem aktivnog transporta vezuéi se za receptore u jezgri enterocita te
uzrokuje transkripciju 1 translaciju za barem tri transportne bjelancevine za kalcij (kanali za
kalcij, bjelancevina koja veze kalcij, kalcijeva pumpa) (REECE i sur., 2015.).

U ovom istrazivanju doslo je do porasta koncentracije magnezija u krvi pokusnih
nesilica nakon dodavanja 1,25(OH).Dz-glikozida u hranu. VENGLOVSKA i sur. (2004).
navode kako je koncentracija magnezija povezana s vecom kvalitetom ljuske jajeta i boljom
proizvodnoS§cu jaja. Pozitivan utjecaj magnezija na ¢vrstocu ljuske jajeta pokazuje i istraZivanje
KIM i sur. (2013). Autori navode kako se ¢vrstoc¢a ljuske poboljsala kada se nesilicama davala
hrana s ve¢im udjelom magnezija. FizioloSke koncentracije magnezija u plazmi ovisne su
gotovo u potpunosti 0 opskrbi magnezijem iz hrane te o resorpciji u jejunumu (REECE i sur.,
2015.). U istrazivanju je ustanovljeno da pokusna skupina nesilica nakon dodavanja
1,25(0H).Dz3-glikozida posjeduje vecée vrijednosti koncentracije magnezija u krvi u odnosu na

kontrolnu skupinu.
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6. ZAKLJUCAK

1. Pracenje proizvodnje peradi u intenzivnoj proizvodnji od iznimnog je zna¢enja. Dodaci
prehrani s pozitivnim ucincima na proizvodnju, dobrobit i drzanje Zivotinja mogu Se
pratiti hematoloskim i biokemijskim pokazateljima.

2. Dodatak 1,25(OH).Ds-glikozida u hranu nesilicama nakon 55. tjedna starosti smanjuje
omjer H/L $to ukazuje na ublazavanje djelovanja stresa i manju osjetljivost na stres.

3. Dodatak 1,25(0OH)2D3-glikozida u hranu nesilicama nakon 55. tjedna starosti povecava
koncentraciju kalcija i odrzava koncentraciju magnezija, $to pridonosi proizvodnji

kvalitetnije ljuske jajeta.
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8. SAZETAK

"Diferencijalna krvna slika u kokoSi teSke pasmine hranjene uz dodatak prirodnog

1,25(0OH)2Ds-glikozida”, autora Ivana Losi¢a

Aktivni metabolit vitamina D 1,25(0OH).D3 ima mnoge vazne uloge u organizmu ptica i
sisavaca. U intenzivnoj proizvodnji je vazno pravovremeno pracenje zdravlja peradi, pri cemu
hematoloske i biokemijske pretrage mogu biti od iznimnog znacaja. Cilj ovog istrazivanja bio
je utvrditi utjecaj dodavanja 1,25(0OH)2Ds-glikozida biljnog podrijetla u hranu na ukupan broj
1 populacije leukocita te koncentracije kalcija, fosfora i magnezija u krvi. Istrazivanje je
provedeno na 10000 nesilica kokosi teske linije Ross 308. Pokusnoj skupini nesilica u hranu je
umijesan 1,25(OH).Dz-glikozid biljnog podrijetla, dok je kontrolna skupina konzumirala
komercijalno dostupnu hranu, sukladno preporukama za genetiku. Uzorci venske krvi uzeti su
punkcijom krilne vene u epruvete s litijevim heparinom kao antikoagulansom i u epruvete s
gelom. Krv je uzorkovana 14, 25 1 35 dana od pocetka dodavanja pripravka vitamina D u hranu.
U uzorcima krvi odreden je ukupan broj leukocita te su iz krvnog razmaza diferencirane
morfoloSki populacije leukocita. Izracunat je apsolutni broj pojedinih morfoloskih oblika
leukocita te omjer heterofila i limfocita. U uzorcima seruma odredene su koncentracije kalcija,
fosfora i magnezija. U ovom istrazivanju dodavanje 1,25(OH)2Ds-glikozida biljnog podrijetla
u hranu nesilica dovelo je do smanjenja ukupnog broja heterofila, limfocita i eozinofila uz
povecanje postotka limfocita, te povecanje koncentracije kalcija i magnezija u krvi. Na osnovi
rezultata mozemo zakljuciti kako suplementiranje nesilica 1,25(OH)2D3-glikozidom nakon 55.
tjedna starosti smanjuje omjer H/L ukazuju¢i na manju osjetljivost na stres, te povecava

koncentraciju kalcija u serumu ¢ime je omogucena proizvodnja kvalitetnije ljuske jaja.

Kljuéne rijeci:

1,25(0OH).D3 -glikozid, nesilice, limfociti, heterofili, eozinofili, kalcij, fosfor, magnezij
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9. SUMMARY

"Differential blood cell count in broiler breeder hens fed with addition of 1,25(0OH)2Ds-

glycoside”, author Ivan LoSié¢

The active metabolite of vitamin D, 1,25(0OH).D3, has many important roles in birds and
mammals. In intensive production, timely monitoring of poultry health is important, and
hematological and biochemical tests can be extremely important. The aim of this study was to
determine the effect of adding 1,25(OH).D3-glycosides of plant origin to poultry feed on the
total number and population of leukocytes and the concentration of calcium, phosphorus and
magnesium in the blood. The study was conducted on 10,000 broiler breeder hens of the Ross
308 line. The experimental group of laying hens was fed with 1,25(0OH).Ds-glycoside of plant
origin, while the control group consumed commercially available food, according to genetic
recommendations. Venous blood samples were taken by wing vein puncture in lithium heparin
anticoagulant and in gel tubes. Blood was taken 14, 25 and 35 days after the start of adding
vitamin D supplement into feed. The total number of leukocytes in the blood samples was
determined together with populations of leukocytes differentiated from the blood smear. The
absolute number of individual leukocytes’ populations and the ratio of heterophiles to
lymphocytes were calculated. Concentrations of calcium, phosphorus and magnesium were
determined in serum samples. In this study, the addition of 1,25(OH).D3-glycosides of plant
origin to laying hens led to a decrease in the total number of heterophiles, lymphocytes and
eosinophils with an increase in the percentage of lymphocytes and an increase in blood calcium
and magnesium levels. Based on the results, we can conclude that supplementation of laying
hens with 1,25(0OH).Ds-glycoside after 55 weeks of age temporarily reduces the H/L ratio
indicating lower sensitivity to stress, and increases serum calcium concentration, which allows

the production of better quality egg shells.

Keywords:
1,25(0OH).D3-glycoside, laying hens, lymphocytes, heterophiles, eosinophils, calcium,

phosphorus, magnesium
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10. ZIVOTOPIS
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