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1. UVOD

Kompjutorska analiza slike (morfometrija) se primjenjuje na razliCitim poljima
dijagnostike u klinickim laboratorijima, omogucujuc¢i numeri¢ku ocjenu i najsuptilnijih promjena
nedostupnih vizualnom pregledu. Baak (1985.) definira morfometriju kao kvantitativni opis
geometrijskih struktura u svim dimenzijama. Numerickom objektivizacijom opazenih struktura
omogucuje se reproducibilnost metode, a od velikog znacenja je Sto se moze koristiti standardno
obradeni materijal (Oberholzer i sur., 1991.). Osim toga, rezultati mjerenja (primarni podaci)
mogu se koristiti za izratun novih podataka (sekundarni podaci), a svi se mogu statisticki
obraditi (Baak, 1985.; Oberholzer i sur., 1991.).

Morfometrijski pokazatelji mogu se podijeliti na: 1. Jednostavne pokazatelje: povrsina,
opseg, promjer, polumjer, najduza i najkraca os objekta (izrazavaju se kao jedinicne
vrijednosti); 2. Faktore oblika (engl. shape factor) koji mjere (ne)pravilnosti objekta, a
izrazavaju se kao nejedini¢ne vrijednosti: faktor zaokruzenosti objekta (FF — engl. form factor)
(Crocker 1 sur., 1983.; Crocker i sur., 1983.a) koji mjeri stupanj zaokruZenosti pojedinacnog
objekta (FF=4n x povrsina/opseg®), ima vrijednost 1 za krug, <1 za elipse te <<1 za jako
nepravilne oblike (nepravilni rubovi ili varijabilnost oblika); faktor izduzenosti objekta (omjer
duzine i $irine); konveksnost ili zakrivljenost povrsine (engl. convex area), definirana kao
povr§ina mnogokutnika opisanog na ispitivanom obliku tangentama na njegovim stranama
(Murata i sur., 2003.; Namyslowski i sur., 2004.) te faktor slican stupnju ispunjenosti (engl.
area/convex area), koji predstavlja omjer povrsine i konveksne povrsine; 3. Kontekstualne
pokazatelje: povrsina nakupine, broj elemenata po nakupini, udaljenost izmedu nakupina, itd.; 4.

Dvofazne pokazatelje: nukleo-citoplazmatski omjer (N/C i, nukleo-nukleolarni omjer (N/N).



Istrazivanja ukazuju na potrebu odredivanja morfometrijskih i morfofunkcionalnih
pokazatelja krvnih stanica u rasvjetljavanju adaptivnih mehanizama, odnosno stani¢nih odgovora
na stres (Renaudeau, 2012.). Tijekom intenzivnog tova izlozenost peradi brojnim stresorima iz
okoline uzrokuje izlu€ivanje stresnih hormona, promjene metabolicke regulacije, intenziteta
oksidacijskih reakcija 1 antioksidacijske zastite, aktivacije komponenti nespecificne i specificne
imunosne obrane organizma Sto ¢e dovesti do razli¢itth promjena i prilagodbi u njihovom
organizmu (Post i sur., 2003.). Koristenjem antimikrobnih promotora rasta djelomi¢no su se
prevenirala takva stanja. Nakon zabrane njihove uporabe u animalnoj hrani od strane Europske
unije 2006. godine zapoceta su intenzivna istrazivanja za adekvatnom zamjenom.

Fitogeni ili fitobiotici (engl. phytobiotic) definiraju se kao komponente dobivene iz
biljaka i uklopljene u hranu s ciljem poboljSavanja proizvodnih svojstava stoke (Lawrence i
Reynolds, 1984.). Imaju sposobnost izazvati zeljeni odgovor u zivotinje, kako u nutritivnom
smislu, tako i promjenom metaboli¢ke funkcije, a posljedi¢no utje¢u na rast same jedinke
(Hashemi i Davoodi, 2010.). Relativno su mlada skupina dodataka hrani koja je zadnjih godina
privukla znaéajnu paznju industrije koja se bavi proizvodnjom hrane za zivotinje (Hashemi I
Davoodi, 2010.). Imaju cijeli niz prednosti jer su prirodni, dokazano manje toksicni, ne stvaraju
rezidue, te su se kao takvi u€inili jako zanimljivi kao zamjena za antibiotske promotore rasta u
hrani (Windisch i sur., 2007.). U fitogene spada veliki broj bilja, za¢ina, kao i proizvoda koji su
od njih dobiveni, koje u najve¢oj mjeri €ine eteri¢na ulja (Hashemi 1 Davoodi, 2010.).

Pozitivan ucinak eteri¢nih ulja 1 njihovih komponenti na osobine rasta 1 zdravlje Zivotinja
posljedica su mnogobrojnih svojstva medu kojima valja istaknuti njihovo protuupalno i
antioksidativno djelovanje, poboljSanje okusa i unosa hrane, poticanje izlu¢ivanja probavnih
enzima, povecanje motiliteta Zeluca 1 crijeva, stimulaciju endokrinog 1 imunosnog sustava, te
antimikrobni, antiviralni i kokcidiostatski uc¢inak, zbog ¢ega ih se sve vise pokusava prikazati
kao prirodne promotore rasta (Kirkpinar i sur, 2010.). Takoder je moguce kombinirati razli¢ita
eteri¢na ulja ili njihove komponente kako bi se postigao sinergisti¢ki uc¢inak i na taj nacin jo$
viSe poboljsala njihova djelotvornost (Yang 1 sur., 2009.). U ovom istrazivanju, u hranu tovnih
piliéa primijesan je XTRACT™ (kombinacija komponenti eteri¢nih ulja karvakrola,
cinamaldehida i kapsaicina) i prirodni zeolit klinoptilolit. Karvakrol je komponenta eteri¢nih ulja
mravinca i timijana, cinamaldehid se nalazi u eteri¢nom ulju cimeta, a kapsaicin je djelatna tvar

etericnog ulja ljute crvene paprike. Zeoliti su prirodni hidratizirani aluminosilikati porozne



strukture koji lako gube i primaju vodu, a da se pri tome njihova struktura ne mijenja (Eleroglu i
Yalgin, 2005.).

Uzevsi u obzir brojna istrazivanja o pozitivnim ucincima eteri¢nih ulja i ¢injenicu da
intenzivan tov narusSava homeostazu organizma, mozemo pretpostaviti da ¢e dodatak etericnih
ulja XTRACT™ prirodnog zeolita u hrani tijekom tova pili¢a rezultirati promjenom
morfometrijskih pokazatelja krvnih stanica, uslijed adaptivnih mehanizama koji su posljedica

stani¢nog odgovora na stres.



2. 0PCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Op¢i cilj ovog istrazivanja je procijeniti dijagnosticki znacaj digitalne analize
morfometrijskih pokazatelja eritrocita, limfocita i monocita u kontrolne skupine i skupine pili¢a
kojima su u hranu dodani fitogeni pripravci sa antioksidativnim i imunomodulacijskim u¢inkom
tijekom intenzivnog tova. Tov kao tehnoloski proces moze narusiti homeostazu organizma pa je

potrebno procijeniti reakciju na stres i adaptivan odgovor stanica krvi.

Specifi¢ni ciljevi:
1. Odrediti morfometrijske znacajke eritrocita, limfocita i monocita pilica u razmazu
periferne krvi.
2. Utvrditi postoje li razlike izmedu morfometrijskih pokazatelja izmedu kontrolne skupine i

skupine zZivotinja kojima su u hranu dodana eteri¢na ulja.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Krvni razmazi

Istrazivanje je provedeno na obojanim krvnim razmazima pilica hibrida Ross 308,
arhiviranim tijekom pokusa organiziranog za izradu doktorske disertacije Brigite Hengl, dr. med.
vet. ,,UTJECAJ ETERICNIH ULJA I PRORODNOG ZEOLITA NA PROIZVODNE I
ZDRAVSTVENE POKAZATELJE PILICA, TE MIKROBIOLOSKU ISPRAVNOST
PILECEG MESA*, Osijek, 2012. Mentori su bili dr. sc. Marcela Speranda, redoviti profesor
Poljoprivrednog fakulteta u Osijeku, te dr. sc. Hrvoje Pavlovi¢, docent Prehrambeno-tehnoloskog
fakulteta u Osijeku. U pokusu provedenom za potrebe navedene doktorske disertacije koriSteni
su brojleri hibrida Ross 308. Uzgoj pili¢a proveo se na farmi tovnih pilica Stefanec, Pipo
Cakovec. Pili¢i su drzani u zidanom objektu sa betonskim podom, automatskom regulacijom
ventilacije, temperature, vlage i osvjetljenja u objektu. Sterilizirana sjeckana slama koristila se
kao stelja, a kavezi za istraZivanje, veli¢ine 1m? bili su izradeni od Zice. Pili¢i su bili podijeljeni
u Cetiri skupine od 16 pili¢a, kontrolnu skupinu 1 (K21), kontrolnu skupinu 2 (K42), pokusnu
skupinu 1 (P21) 1 pokusnu skupinu 2 (P42). Svi pili¢i bili su hranjeni sa starterom do 15. dana
tova, finiSerom-1 do 24. te finiSerom-2 do kraja tova, a pristup hrani i vodi bio je neogranicen.
Pri tome je od prvoga dana tova pokusnim skupinama pilica u standardnu smjesu bila
primije§ana kombinacija komponenti eteri¢nih ulja XTRACT™ u koli¢ini od 100g/t i 2000g/t
prirodnog zeolita klinoptilolita. Uzorkovanje krvi provedeno je 21. te 42. dana tova, a uzorci su
uzimani punkcijom krilne vene u epruvete s podtlakom i heparinom kao antikoagulantnim
sredstvom (BD Vacutainer, LH 102 1. U.). Krvni razmazi ucinjeni su metodom razvlacenja 1
standardno obojeni prema May-Griunwald Giemsi. Za potrebe morfometrijskih mjerenja krvnih
stanica koriSteno je po devet krvnih razmaza od svake pojedine skupine (K21, K42, P21, P42),
na kojima se, pomocu svjetlosnog mikroskopa (Olympus BX 41) pod imerzionim objektivom
povecéanja 100x i visokorezolutne kamere u boji (Donpisha 3CCD) po svakom krvnom razmazu
slikalo najmanje 101 do 130 eritrocita, 101 do 110 limfocita te 20 do 40 monocita (Slike 1 i 2).



3.2. Morfometrijska analiza krvnih stanica

Morfometrija stanica krvi napravljena je na osobnom raCunalu s podrzavajuéim

programom “SFORM” tvrtke VAMSTEC, Zagreb. Granice citoplazme i1 jezgre eritrocita,

limfocita 1 monocita oznacavale su se interaktivno uz ru¢nu korekciju kompjutorskim miSem

(Slike 1 i 2). Za navedene stanice i njihove jezgre odredivali su se slijede¢i pokazatelji: povrSina

i zakrivljenost u kvadratnim mikrometrima (um?), te opseg, minimalni i maksimalni polumijer,

duzina i Sirina u mikrometrima (um). Iz dobivenih podataka za povrSinu jezgre i cijele stanice

eritrocita, limfocita 1 monocita izraCunat je odnos jezgre 1 citoplazme (N/C) (engl —

nuclear/citoplasmic volume ratio). Ukupno je analizirano 12 582 objekata (stanica i jezgara) na

svih 36 krvnih razmaza.
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3.3. Statisti¢ka obrada

Statisticka obrada rezultata izvrSena je uz pomo¢ kompjuterskog programa za analizu
podataka STATISTIKA, 12 (StatSoft, Inc. 2013.). Normalnost raspodjele podataka provjerena je
Kolmogorov-Smirnovim testom. Za svaku kontinuiranu varijablu izra¢unat je medijan (M) kao
mjera centralne tendencije 1 vrijednost koja niz vrijednosti poredan po veli¢ini dijeli na dva
jednaka dijela te donji i gornji kvartil kao mjeru disperzije ili stupnja varijabilnosti. Znacajnost
razlika izmedu pojedinih skupina za opseg, minimalni radijus, zakrivljenost i duzinu eritrocita te
opseg jezgre eritrocita, zatim povrSinu, opseg, minimalni radijus, zakrivljenost i duZinu
monocita te minimalni radijus jezgre monocita provjerena je analizom varijance (ANOVA), dok
je znacajnost razlika izmedu skupina ostalih mjerenih pokazatelja, sa nepravilnom raspodjelom
podataka, analizirana neparametrijskim Kruskal-Wallis testom. Vrijednost p jednaka ili manja od

0,05 smatrala se statisticki zna¢ajnom.



4. REZULTATI

Osnovne morfometrijske karakteristike eritrocita, limfocita i monocita, te njihovih
jezgara prikazane su u tablicama 1 — 3.

Usporedbom morfometrijskih znacajki stanica i jezgri eritrocita u kontrolnim skupinama i
skupini pilica hranjenih uz dodatak eteri¢nih ulja 21. i 42. dana tova (Tablica 1), statisticki
znacajne razlike nadene su u svim istrazivanim varijablama: povrSini, opsegu, minimalnom
radijusu, maksimalnom radijusu, zakrivljenosti, duzini, $irini, te u odnosu jezgre i citoplazme
(N/C). Iz Tablice 1 vidljivo je statisticki znacajno smanjenje maksimalnog polumjera i duzine
eritrocita u kontrolnoj skupini 42. dana tova (K42) u odnosu na kontrolnu skupinu 21. dana tova
(K21), te isto tako znacajno smanjenje navedenih varijabli u pokusnoj skupini 42. dana (P42) u
odnosu na 21. dan (P21). Maksimalni polumjer i duzina nisu se mijenjali tijekom tova izmedu
K21 1 P21 te K42 i P42 skupine, a znacajno smanjenje vidljivo je 42. dana u pokusnoj skupini
naspram kontrolne skupine 21. dana tova. Znacajno smanjenje minimalnog polumjera i Sirine
eritrocita zabiljezeno je u K42 i P21 skupni u odnosu na K21 skupinu, dok su vrijednosti za iste
varijable u pokusnoj skupni 42. dana tova znacajno porasle s obzirom na kontrolne skupine 1
pokusnu skupinu 21. dana tova. Slicnim nadinom mijenjale su se vrijednosti povrSine i
zakrivljenosti eritrocita, pri ¢emu je statisticki zna¢ajno smanjenje uoc¢eno u K42 i P21 skupini u
odnosu na K21 skupinu. Medutim, u pokusnoj skupini 42. dana doslo je do znacajnog porasta
naspram K42 i P21 skupine, dok su vrijednosti povrSine i zakrivljenosti eritrocita ostale
nepromijenjene izmedu K21 i P42 skupine. Zna¢ajno smanjenje opsega eritrocita zabiljeZeno je
u kontrolnoj skupini 42. i pokusnoj 21. dana tova u odnosu na K21 skupinu. Promjene vrijednosti
opsega vidljive su u pokusnoj skupini 42. dana kada je doslo do njegova znaajnog porasta u
odnosu na K42 skupinu, smanjenja naspram K21 skupine, a ostao je nepromijenjen u odnosu na
P21 skupinu.

Takoder, iz Tablice 1 vidljive su promjene morfometrijskih pokazatelja jezgri eritrocita.
Vrijednost minimalnog polumjera 1 Sirine jezgre eritrocita nije se mijenjala izmedu K21 1 K42
skupine, dok je statisticki znac¢ajno smanjenje zabiljeZeno u P21 skupini naspram kontrole 21.
dana tova. Do statisticki znacajnog porasta navedenih varijabli doslo je 42. dana tova s obzirom
na K21, K42, i P21 skupinu. PovrSina 1 zakrivljenost jezgri eritrocita zna¢ajno se smanjila u

kontrolnoj skupini 42., te pokusnoj skupini 21. dana u odnosu na K21 skupinu. Statisticki



znacajan porast istih varijabli uo¢avamo usporedujuci pokusnu skupinu 42. dana sa K42 i P21
skupinom, a vrijednosti su ostale nepromijenjene s obzirom na kontrolnu skupinu 21. dana.
Opseg jezgre eritrocita znacajno se smanjio u K42 i P21 skupini naspram K21 skupine, a njegov
znacajan porast zabiljezen je tek 42. dana tova u P42 skupini u odnosu na K42 i P21 skupinu,
iako se nije mijenjao usporedujuci sa K21 skupinom. Na sli¢an na¢in mijenjale su se vrijednosti
duzine jezgre eritrocita gdje je doslo do znacCajnog smanjenja u K42 i P21 skupini u odnosu na
K21 skupinu. 42. dana tova u P42 skupini i dalje se uo¢ava znacajno smanjenje duzine jezgre
eritrocita usporedujuci sa K21 i P21 skupinom, no u odnosu na K42 skupinu vidljiv je statisti¢ki
znacajan porast duzine jezgre eritrocita. Maksimalni polumjer jezgre eritrocita jednak je u K21 1
P21 skupini, ali znacajno manji u K42 skupini naspram K21 skupine. Njegova vrijednost je
takoder jednaka u K42 i P42 skupini, ali je vidljivo znafajno smanjenje 42. dana ako se
usporeduje sa vrijednostima K21 i P21 skupine. Odnos citoplazme i jezgre eritrocita znacajno je
porastao u K42 skupini, dok se smanjio u P21 skupini u odnosu na kontrolu 21. dana. U
pokusnoj skupini 42. dana uo€ava se znac¢ajno smanjenje N/C omjera usporedujuci sa K21 1 K42
skupinom, a porast u odnosu na P42 skupinu.

Tijekom istrazivanja takoder su se mijenjale i morfometrijske znacajke limfocita. 1z
Tablice 2 vidljivo je znaCajno povecanje opsega, duzine i $irine limfocita u K42, P21 i P42
skupini u odnosu na kontrolnu skupinu 21. dana tova. Medutim, usporedbom P42 skupine s K42
1 P21 nije doslo do znac¢ajnih promjena vrijednosti navedenih varijabli. Na sli¢an nacin mijenjale
su se vrijednosti povrSine, minimalnog polumjera i zakrivljenosti povrSine limfocita, pri ¢emu je
zabiljezen znaCajan porast u K42, P21 1 P42 skupini naspram K21 skupine. Nisu uocene
promjene usporedbom P21 i P42 skupine, no zabiljeZeno je znacajno smanjenje tih varijabli u
P42 skupini naspram K42 skupine. Maksimalni polumjer je znac¢ajno porastao u K42, P21 i P42
skupini u odnosu na K21 skupinu. Takoder je njegov porast vidljiv 1 u P42 skupini usporedujuci
sa P21 skupinom, dok u kontrolnoj i pokusnoj skupini 42. dana nisu zabiljeZene znacajne
promjene. Vrijednosti opsega, zakrivljenosti povrSine, maksimalnog polumjera i duZzine jezgre
limfocita znacajno su porasle u K42, P21 1 P42 skupini s obzirom na K21 skupinu, potom je
zabiljeZen njihov pad u P42 skupini u odnosu na K42 1 P21. PovrS$ina jezgre limfocita znacajno
je porasla u K42 i P21 s obzirom na K21 skupinu, dok je u P42 skupini vidljiv pad u odnosu na
obje kontrolne skupine, a promjena nema izmedu pokusnih skupina. Porast minimalnog

polumjera jezgre limfocita je zamijecen u K42 i P42 skupini usporedujuéi sa K21 skupinom, te u



P42 skupini u odnosu na P21. Smanjenje minimalnog polumjera uo¢avamo u P42 skupini
naprema K42 skupini, dok se izmedu kontrolne i pokusne skupine 21. dana nije mijenjao. Porast
Sirine zabiljeZen je u K42 skupini naspram K21, a pad u P42 naspram K42 skupine. Statisticki
znacajno smanjenje vrijednosti odnosa jezgre i citoplazme limfocita nalazimo u P21, P42 i K42
skupini u usporedbi sa kontrolnom skupinom 21. dana, te isto tako pad N/C omjera u P42 skupini
u odnosu na K42 i P21,

U Tablici 3 prikazane su vrijednosti stanica i jezgri monocita. PovrSina, opseg,
maksimalni polumjer, zakrivljenost povrsine, duzina i Sirina stanica monocita rasle su u K42 1
P42 skupini s obzirom na K21 skupinu, a porast je zabiljezen i u P42 skupini u odnosu na P21
skupinu. Usporedujuci obje pokusne skupine sa kontrolnim skupinama (K21:P21, K42:P42)
nema promjena vrijednosti navedenih varijabli. Minimalni polumjer stanice monocita u P21, P42
I K42 nije se mijenjao u odnosu na K21 skupinu, a ostao je nepromijenjen i u P42 skupini u
odnosu na K42 skupinu. Porast minimalnog polumjera uo¢avamo izmedu P42 i P21 skupine.
Vrijednosti povrSine, maksimalnog polumjera i duzine jezgre monocita rastu kod K42 i P42
skupine u odnosu na kontrolnu skupinu 21. dana. Usporeduju¢i obje pokusne skupine sa
kontrolnim skupinama (K21:P21, K42:P42) nema promjena vrijednosti navedenih varijabli.
Zakrivljenost povrSine jezgri monocita nije se mijenjala u P21 i P42 skupini u odnosu na
kontrolnu skupinu 21. dana, a isto tako nema promjena u P42 skupini u odnosu na K42 i P21.
Porast u zakrivljenosti jezgre uocavamo kod K42 skupine s obzirom na K21 skupinu. Odnos
jezgre 1 citoplazme monocita nije se mijenjao u P21 1 P42 skupini, dok je u K42 zabiljezen
njegov pad naspram K21 skupine. Pad N/C omjera vidljiv je u P42 skupini u odnosu na K42 i

P21. Tijekom istraZivanja nisu se mijenjale Sirina, opseg i minimalni polumjer jezgri monocita.
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Boxplot by Group

Variable: Povrina eritrocita (um?)
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Slika 3. Povrsina eritrocita u krvi kontrolnih i pokusnih skupina pili¢a hranjenih uz

dodatak eteri¢nih ulja XTRACT™ i prirodnog zeolita.

K = kontrolne skupine; P = pokusne skupine pili¢a 21. i 42. dana tova.

Znacajne razlike izmedu skupina oznacene su razli¢itim slovima.

Na slict 3 prikazano je kretanje vrijednosti povrSine eritrocita. UoCava se statisticki
znacajno niZa vrijednost povrsine eritrocita u kontrolne skupine 42. dana i pokusne skupine 21.
dana tova naspram kontrole 21. dana. Medutim, u pokusnoj skupini 42. dana doSlo je do
znacajnog porasta povrsine eritrocita u odnosu na kontrolu 42. i pokusnu skupinu 21. dana, no

ponovno na vrijednosti kontrole 21. dana.
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Slika 4. Zakrivljenost povrsine eritrocita u krvi kontrolnih i pokusnih skupina pili¢a

hranjenih uz dodatak eteri¢nih ulja XTRAC

T™ i prirodnog zeolita.

K = kontrolne skupine; P = pokusne skupine pili¢a 21. i 42. dana tova.

Znacajne razlike izmedu skupina oznacene su razlicitim slovima.

Na slici 4 prikazano je kretanje vrijednosti zakrivljenosti povrSine eritrocita tijekom

istrazivanja. UocCava se statisticki znacajno niza vrijednost zakrivljenosti povrSine eritrocita u

kontrolne skupine 42. dana i pokusne skupine 21. dana tova naspram kontrole 21. dana.

Medutim, u pokusnoj skupini 42. dana doSlo je do znacajnog porasta zakrivljenosti povrSine

eritrocita u odnosu na kontrolu 42. i pokusnu skupinu 21. dana, no ponovno na vrijednosti

kontrole 21. dana.
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Slika 5. Povrsina limfocita u krvi kontrolnih 1 pokusnih skupina pili¢a hranjenih uz

dodatak eteri¢nih ulja XTRACT ™ i prirodnog zeolita.

K = kontrolne skupine; P = pokusne skupine pili¢a 21. i 42. dana tova.

Znacajne razlike izmedu skupina oznacene su razlicitim slovima.

Kretanje vrijednosti povrSine limfocita prikazane su na slici 5. Vidljiv je znacajan porast

vrijednosti povrSine u kontrolnoj skupini 42. dana te u obje pokusne skupine naspram kontrole

21. dana. Nisu uocene promjene usporeduju¢i medusobno pokusne skupine, no zabiljeZeno je

znaajno smanjenje povrsine 42. dana u pokusnoj skupini u odnosu na kontrolu istog dana.
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Boxplot by Group

Variable: Zakrivljenost povrsine limfocita (um?)
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Slika 6. Zakrivljenost povrsSine limfocita u krvi kontrolnih i pokusnih skupina pili¢a

hranjenih uz dodatak eteri¢nih ulja XTRACT™ i prirodnog zeolita.

K = kontrolne skupine; P = pokusne skupine pili¢a 21. i 42. dana tova.

Znacajne razlike izmedu skupina oznacene su razli¢itim slovima.

Na slici 6 prikazane su vrijednosti zakrivljenosti povrSine limfocita. Vidljiv je znacajan
porast vrijednosti zakrivljenosti povrSine u kontrolnoj skupini 42. dana te u obje pokusne
skupine naspram kontrole 21. dana. Nisu uocene promjene usporeduju¢i medusobno pokusne
skupine, no zabiljezeno je znacajno smanjenje zakrivljenosti povrSine 42. dana u pokusnoj

skupini u odnosu na kontrolu istog dana.
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Boxplot by Group
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Slika 7. PovrSina monocita u krvi kontrolnih 1 pokusnih skupina pili¢a hranjenih uz

dodatak eteri¢nih ulja XTRACT™ i prirodnog zeolita.

K = kontrolne skupine; P = pokusne skupine pili¢a 21. i 42. dana tova.

Znacajne razlike izmedu skupina oznacene su razli¢itim slovima.

Promjene vrijednosti povrSine monocita prikazane su na slici 7. Uocava se njen porast u
kontrolnoj i pokusnoj skupini 42. dana tova s obzirom na kontrolu 21. dana, a isto tako porast je
zabiljezen 1 pokusnoj skupini 42. dana u odnosu na pokusnu 21. dana. Usporedujuéi obje
kontrolne sa pokusnim skupinama pilica (K21:P21, K42:P42) nema promjena vrijednosti za

navedenu varijablu.
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Boxplot by Group

Variable: Zakrivljenost povr§ine monocita (pmz)
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Slika 8. Zakrivljenost povrsine monocita u krvi kontrolnih i pokusnih skupina pili¢a

hranjenih uz dodatak eteri¢nih ulja XTRACT ™ i prirodnog zeolita.

K = kontrolne skupine; P = pokusne skupine pili¢a 21. i 42. dana tova.

Znacajne razlike izmedu skupina oznacene su razlic¢itim slovima.

Kretanje vrijednosti zakrivljenosti povrSine monocita prikazano je na slici 8. Uocava se

njen porast u kontrolnoj i pokusnoj skupini 42. dana tova s obzirom na kontrolu 21. dana, a isto

tako porast je zabiljezen i pokusnoj skupini 42. dana u odnosu na pokusnu 21. dana.

Usporedujuci obje kontrolne sa pokusnim skupinama pili¢a (K21:P21, K42:P42) nema promjena

vrijednosti za navedenu varijablu.

16



Tablica 1. Morfometrijski pokazatelji eritrocita kontrolne skupine i pokusnih skupina

pili¢a hranjenih uz dodatak eteri¢nih ulja XTRAC

™

i prirodnog zeolita.

Podaci su prikazani kao medijan, te donji 1 gornji kvartil. Znacajne razlike u istom redu oznacene

su razli¢itim slovima u eksponentu.

K = kontrolne skupine; P = skupine pili¢a hranjenih uz dodatak etericnih ulja XTRACT™ j

prirodnog zeolita 21. i 42. dana tova.

POKAZATELJ K 21 K 42 P21 P42
Povriina (um?) 57,87° 51,99° 56,68° 57,80°
53,83-62,39 | 47,68-55,74 | 52,49-61,30 | 53,65-62,21
Opseg (um) 30,01° 28,63° 29,65° 29,80°
2 28,90-31,31 | 27,50-29,82 | 28,40-31,05 | 28,47-31,14
% Minimalni polumjer (um) 3,20° 2,92° 3,16° 3,27°
u 2,98-3,40 2,71-3,13 2,96-3,33 2,96-3,54
Maksimalni polumjer (um) 5,61° 5,50° 5,58° 5,48"
S 5,32-9,93 5,15-5,79 5,23-5,96 5,01-5,88
= Zakrivljenost povriine (um®) 58,76° 52,79° 57,46" 58,88°
< 54,76-63,43 | 48,45-56,64 | 53,23-62,02 | 54,67-63,27
n DuzZina (um) 11,00° 10,75° 10,92° 10,64°
10,42-11,65 | 10,04-11,33 | 10,26-11,70 9,68-11,45
Sirina (um) 6,87 6,30° 6,73° 7,25°
6,50-7,28 5,90-6,76 6,31-7,09 6,65-7,70
Povriina (um°) 11,79° 10,97° 11,05 11,70°
10,93-12,73 | 10,19-11,86 | 10,24-11,87 | 10,87-12,51
Opseg (um) 13,40° 12,83° 12,99° 13,23°
12,88-13,99 | 12,29-13.44 | 12,43-1357 | 12,68-13,77
o Minimalni polumjer (um) 1,42° 1,41° 1,36° 1,47°
> 1,29-1,52 1,33-1,50 1,26-1,48 1,36-1,55
0 Maksimalni polumjer (um) 2,46° 2,31° 2,39 2,35
z 2,34-2,63 2,17-2,45 2,25-2,55 2,23-2,48
é Zakrivljenost povrsine (um?) 11,95 11,20° 11,25 11,94°
O 11,15-13,00 | 10,40-12,12 | 10,45-12,14 | 11,10-12,84
N [ Duzina (um) 479° 4.46° 4.62° 453
i 4,52-5,09 4,19-4,73 4,34-4,92 4,29-4,78
Sirina (um) 3,17 3,16 3,06° 3,33°
2,91-3,38 2,97-3,36 2,81-3,28 3,13-3,51
Odnos jezgra/citoplazma 0,20 0,21° 0,19° 0,20
0,19-0,22 0,19-0,23 0,18-0,21 0,18-0,22
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Tablica 2. Morfometrijski pokazatelji limfocita kontrolne skupine i pokusnih skupina pili¢a

hranjenih uz dodatak eteri¢nih ulja XTRACT™ i prirodnog zeolita.

Podaci su prikazani kao medijan, te donji 1 gornji kvartil. Znacajne razlike u istom redu oznacene

su razli¢itim slovima u eksponentu.

K = kontrolne skupine; P = skupine pili¢a hranjenih uz dodatak etericnih ulja XTRACT™ i

prirodnog zeolita 21. i 42. dana tova.

POKAZATELJ K 21 K 42 P21 P42
Povriina (um?) 49,60° 65,60 58,29° 58,95°
42,25-58,56 | 53,76-75,99 | 48,37-70,61 | 51,27-69,05
Opseg (um) 27,95° 32,66° 31,487 32,16°
= 25,50-31,16 | 29,46-35,50 | 28,78-34,90 | 29,08-32,16
N Minimalni polumjer (um) 3,35¢ 3,61° 3,45 3,44
u 3,03-3,64 3,29-4,0 3,12-3,86 3,11-3,73
Maksimalni polumjer (um) 4,71° 5,55° 5,29° 5,44%
S 421534 | 498613 | 471529 | 485618
= Zakrivljenost povriine (um°) 51,16" 68,41° 61,37° 63,29
< 43,86-60,85 | 55,93-80,07 | 51,74-74,34 | 53,94-74,91
n DuZina (um) 8,85° 10,43 9,80° 10,01®
7,96-9,93 921-11,41 | 8,78-10,97 | 9,14-11,22
Sirina (um) 7,64° 8,63 8,32 8,40
7,00-8,37 7,83-9,36 7,58-9,18 7,76-9,20
Povriina (um°) 31,81° 39,72° 33,90 33,01°
28,91-35,59 | 31,75-47,72 | 29,27-37,59 | 29,43-37,64
Opseg (Um) 22,39° 25,23 23,88° 22,70%
21,03-23,90 | 22,41-27,77 | 22,31-26,38 | 21,17-24,52
o Minimalni polumjer (um) 2,53° 2,81° 2,52™ 2,61
R 2,31-2,73 2,51-3,13 2,10-2,76 2,45-2,78
o Maksimalni polumjer (um) 3,74° 4,33° 4,04 3,91°
z 3,51-4,05 3,79-4,71 3,75-4,38 3,57-4,34
3 Zakrivljenost povriine (um?) 33,08° 41,16° 36,00" 34,02
O 25,42-37,04 | 32,72-49,53 | 31,32-40,49 | 30,49-38,37
N DuZina (jum) 7,12° 8,14° 7,65 7,40"
i 6,64-7,70 7,10-8,87 7,00-8,29 6,81-8,19
Sirina (um) 5,96° 6,56 6,05 5,92
5,57-6,36 5,90-7,32 5,58-6,49 5,56-6,36
Odnos jezgra/citoplazma 0,65° 0,61 0,59° 0,56°
0,59-0,71 0,56-0,68 0,50-0,66 0,51-0,61
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Tablica 3. Morfometrijski pokazatelji monocita kontrolne skupine i pokusnih skupina pili¢a

hranjenih uz dodatak eteri¢nih ulja XTRACT™ i prirodnog zeolita.

Podaci su prikazani kao medijan, te donji i gornji kvartil. Znacajne razlike u istom redu oznacene

su razlicitim slovima u eksponentu.

K = kontrolne skupine; P = skupine pili¢a hranjenih uz dodatak eteri¢nih ulja XTRACT™ i

prirodnog zeolita 21. i 42. dana tova.

POKAZATELJ K 21 K 42 P21 P42
Povriina (um?) 127,40° 151,80 125,27 151,33
107,70-147,53 | 137,26-165,8 | 104,14-145,33 | 134,28-165,04
Opseg (1m) 47,17° 51,63° 46,60° 52,58
= 42,70-51,64 | 4830-5592 | 43,47-50,20 | 48,50-57,33
W Minimalni polumjer (um) 5,43 5,50° 5,28° 5,61%
z 5,02-5,82 5,20-5,89 4,83-5,83 5,22-5,92
< Maksimalni polumjer (um) 7,62° 8,59° 7,61 8,66°
e 6,90-8,28 8,00-9,51 6,78-8,15 7,92-9,60
2 Zakrivljenost povrine (um®) 135,76 160,88" 130,54 164,27°
iy 113,00-156,16 | 146,98-180,42 | 111,30-156,50 | 142,97-186,69
Duzina (jum) 14,08 15,92 14,27 16,06°
12,79-1533 | 14,92-17,40 | 12,86-1556 | 14,61-17,37
Sirina (um) 12,72 13,69 12,43 13,81°
11,60-13,80 | 12,80-14,49 | 11,60-13,80 | 12,89-15,02
Povriina (um°) 55,65 59,87° 56,63 59,16
50,88-63,29 | 53,74-69,67 | 49,22-62,45 | 53,64-65,28
Opseg (1m) 36,78 35,96 35,31 36,16
32,09-40,81 | 32,99-41,34 | 3211-40,67 | 32,50-42,46
o Minimalni polumjer (um) 2,27 2,44 2,49 2,36
S 1,66-2,81 1,88-2,92 1,52-2,93 1,79-2,85
u Maksimalni polumjer (um) 5,99° 6,37 6,04% 6,25°
5,48-6,45 5,73-7,38 5,40-6,65 5,69-7,15
é Zakrivljenost povr§ine (um®) 64,39° 71,55° 64,21% 67,70%
Q 57,26-74,41 | 60,17-84,86 | 58,49-7579 | 60,11-82,57
o DuZina (jum) 10,92° 11,78 11,22® 11,518
10,24-11,82 | 10,70-13,26 | 10,22-12,16 | 10,38-12,69
Sirina (um) 7,92 8,08 7,71 8,11
7,13-8,79 7,25-9,01 7,10-8,60 7,16-8,95
Odnos jezgra/citoplazma 0,44° 0,41° 0,44%® 0,40°
0,42-0,49 0,36-0,46 0,41-0,49 0,36-0,43
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5. RASPRAVA

Intenzivan tov piliCa najzastupljeniji je nafin uzgoja peradi koji vrlo cesto, zbog
povecane izlozenosti stresu, dovodi do slabljenja imunosnog odgovora i pojave metabolickih
bolesti (Hengl, 2012.). Kako bi prevenirali takva stanja i ispitali imunomodulacijski i
antimikrobni uéinak fitogena, u hranu tovnih piliéa primijesan je XTRACT™ (kombinacija
komponenti eteri¢nih ulja karvakrola, cinamaldehida i kapsaicina) i prirodni zeolit klinoptilolit.
U brojlera, eteri¢na ulja koja se koriste kao dodaci hrani za zivotinje, poticu aktivnost tripsina i
amilaze (Lee, 2002.) te stimuliraju crijevnu mukoznu sekreciju za koju se smatra da utjece na
adheziju patogena, a samim tim i na stabilizaciju mikrobne eubioze u crijevima Zivotinja (Jamroz
i sur., 2006). Hernandez i sur. (2004.) navode poboljsanu probavljivost hrane u brojlera prilikom
koriStenja mjeSavine komponenti eteri¢nih ulja karvakrola, cinamaldehida 1 kapsaicina. Kao
posljedica njihove antimikrobne aktivnosti javlja se i smanjivanje imunosnog obrambenog stresa
u kriti¢énim fazama proizvodnje Zivotinja (Windisch i sur., 2007.).

Etericna ulja koja imaju visoki postotak fenolnih komponenti kao Sto je primjerice
karvakrol, mogu ostvariti najbolji antibakterijski utjecaj na patogene u hrani (Burt, 2004.). Prema
brojnim istraZivanja navodi se antimikrobna aktivnost karvakrola koja se temelji na svojstvu
hidrofobnosti 1 pove¢avanju propusnosti stani¢ne membrane bakterija (Helander i1 sur., 1998.;
Burt, 2004.). Tako druk¢ijim mehanizmom djelovanja, antimikrobna aktivnost ne izostaje ni kod
cinamaldehida, ¢ime se objaSnjava njegova uloga u odrZavanju balansa crijevne mikroflore (Lee
1 Ahn, 1998.). Etericna ulja cimeta imaju brojna pozitivna djelovanja kao primjerice
antioksidacijsko, adstrigentno, antisepti¢no, antivirusno 1 protugljivi¢no djelovanje (Faix i sur.,
2009.). Antioksidacijska sposobnost dokazana je aktivacijom antioksidacijskih enzima u plazmi i
eritrocitima, S$to dovodi do smanjenja lipidne peroksidacije i posljedi¢no sprjecavanja
oksidacijskog oSte¢enja stanica (Faix 1 sur., 2009.). Nadalje, ustanovljena je veéa fagocitna
aktivnost i indeks fagocitoze makrofaga (Dhuley, 1997.). Analgetsko i protuupalno djelovanje je
svojstveno kapsaicinu, uz antimikrobni u¢inak (Caterina 1 sur., 1997.) 1 protektivno djelovanje na
sluznicu Zeluca (Gonzalez i sur., 1998.). U peradi je dokazano da povecava apetit, emu
pridonosi ¢injenica da ptice zbog nedostatka specificnih receptora za vezanje kapsaicina ili zbog

njihove neosjetljivosti ne mogu osjetiti u¢inak ljutih zac¢ina (Mason i Maruniak, 1983.).
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Zeoliti se Cesto upotrebljavaju kao adsorbensi plinova osobito amonijaka, za uklanjanje
neugodnih mirisa iz nastambi, te smanjenje vlaznosti 1 kontrolu kvalitete stelje (Eleroglu i
Yalgin, 2005.; Karamanlis i sur., 2008.; Hengl, 2012.). KoriSteni kao dodatak hrani imaju
sposobnost adsorpcije mikotoksina i teSkih metala iz hrane, te na taj nafin smanjuju njezino
Stetno djelovanje 1 poboljSavaju okus, Sto indirektno utjece na povecanje njezine konzumacije
(Speranda i sur., 2006.).

U procjeni kvalitete i prikladnosti hrane za farmske zivotinje Maxwell i sur. (1990.)
navode vaznost odredivanja krvnih parametara. Osim toga krvni parametri su bitni pokazatelji
fizioloSkog, patoloskog i nutritivnog stanja organizma, a njihove promjene se mogu Koristiti u
procjeni metaboli¢kog statusa Zivotinje (Babatunde i sur., 1992.).

Volumen stanice je vazna fizioloska znacajka na koju utjeCu osmolarnost, migracijski
procesi, stani¢ni rast i metaboli¢ka regulacija. Cak i kratkotrajne promjene volumena mogu
uzrokovati prilicno znatne promjene funkcije stanice, dok velika kolebanja volumena mogu
narusiti cjelovitost membrane 1 arhitekturu citoskeleta (Wehner i sur., 2003.). Danas se smatra da
morfometrijske karakteristike eritrocita koreliraju s dijagnostickim pokazateljima kao npr. za
koronarnu insuficijenciju u ljudi (Alexandratou i sur. 1999.), dok je u pasa istrazen hemoragi¢ni
Sok koji takoder dovodi do morfometrijskih promjena eritrocita (Berezina i sur., 2001.). Stoga su
u ovom istrazivanju istrazene promjene morfologije stanica i jezgri eritrocita, limfocita i
monocita preciznim mjerenjem morfometrijskih pokazatelja 21. i 42. dana tova i to u kontrolnoj
skupini 1 pokusnoj skupini zivotnija kojoj su u hranu dodana etericna ulja karvakrola,
cinamaldehida i kapsaicina te prirodni zeolit klinoptilolit.

Analiza morfometrijskih znacajki eritrocita utvrdila je znaCajno smanjenje vecine
mjerenih varijabli u pokusnoj skupini 21. dana tova u odnosu na kontrolnu skupinu, da bi 42.
dana bio vidljiv njihov znacajan porast naspram kontrolne skupine 42. dana. Buslovskaya i sur.
(2013.) nalaze smanjenje povrsine eritrocita tijekom stresa uzrokovanog okoliSnim ¢imbenicima,
kao Sto su neodgovarajuée drzanje i hranidba. Wehner 1 sur. (2003.) navode da promjene
morfometrijskih znaCajki eritrocita mogu biti posljedica konformacijske preraspodjele
hemoglobina 1 njegovog pozicioniranja u sredinu stanice, a takve promjene su vazno obiljezje
adaptacijskih procesa i mogu utjecati na respiratornu funkciju krvi te predstavljaju stani¢ne
mehanizme prilagodbe. Stoga, skloni smo pocetno smanjenje eritrocitnih varijabli tumaciti kao

odgovor stanica na mogu¢i stres uzrokovan dodatkom eteri¢nih ulja 1 klinoptilolita u hranu, uz
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samu Cinjenicu da je ve€ 1 intenzivan tov i1 nacini njegova provodenja dodatno opterecenje za
organizam. Povecanje navedenih varijabli 42. dana tova upucuje da su pili¢i nakon pocetne
reakcije na stres reagirali intenzivnom eritropoezom koja se ocitovala povecanjem stanica,
njihovom povec¢anom nepravilno$¢u. Prema mnogim istrazivanjima flavonoidi odnosno fenolne
komponente koje su vazan sastojak etericnih ulja, ali 1 mnogih drugih biljaka stimuliraju
eritropoetin, faktor rasta koji regulira eritropoezu stimulacijom proliferacije i diferencijacije
nezrelih stanica eritrocitnog reda (Zheng i sur., 2011.) Stoga povecan opseg eritropoeze u ovom
istrazivanju moze se smatrati posljedicom djelovanja fenolnih komponenti eteri¢nih ulja. Isto
tako, pretpostavku da su pokusne Zivotinje 21. dana tova bile izlozene stresu potkrjepljuje
podatak o odnosu heterofila i limfocita (H/L) u krvi. Limfopenija uz istovremenu heterofiliju su
karakteristi¢na obiljezja stresnog leukograma. 21. dana istrazivanja H/L omjer iznosio je 1,74,
naspram kontrole ¢iji je omjer bio 0,57, da bi se 42. dana tova omjer smanjio na 0,64 (Hengl,
2012.). Vratanje H/L omjera 42. dana prema kontrolnim vrijednostima podudara se sa
vra¢anjem povrsine eritrocita 1 jezgre na kontrolne vrijednosti, §to nas upucuje na zakljucak da
su pili¢i prevladali pocetni stresni uc¢inak neuobicajenih dodataka u hrani. Osim toga, promjene
duzine 1 Sirine eritrocita, 21. dana eritrociti su bili znacajno uzi, dok su 42. dana bili znacajno
kraéi i Siri u odnosu na kontrolu, upucuju na suptilne konformacijske promjene unutar eritrocita
tijekom prilagodbe na pocetni stres.

Utvrdeno je da leukociti u zivotinja 1 ljudi u stanjima fizioloSke napregnutosti organizma
mijenjaju funkcionalna svojstva (Colditz, 2002.). Kako su pili¢i tijekom tova suoceni sa velikim
metaboli¢kim zahtjevima 1 izloZeni brojnim stresorima okoline, dolazi do brojnih promjena 1
prilagodbi u njihovom organizmu ukljucujucéi i aktivaciju komponenti nespecifi¢ne i specifi¢ne
imunosne obrane organizma. Monociti imaju vaznu ulogu u inicijaciji regulacije imunosnog
odgovora, te u interakciji sa limfocitima djeluju kao izvr$ne stanice za fagocitozu i ubijanje
patogena (Albercht, 1979.; Kende, 1982.). Stoga su nas zanimale promjene morfometrijskih
pokazatelja limfocita i monocita s obzirom na imunomodulacijska i antioksidacijska svojstva
pojedinih komponenti u kombinaciji esencijalnih ulja 1 prirodnog zeolita koji su bili primijeSani
u hranu pili¢a tijekom tova.

Analizom morfometrijskih pokazatelja limfocita utvrdeno je znaCajno povecéanje svih
mjerenih varijabli u pokusnoj skupini 21. dana kao i kontrolnoj 42. dana tova u odnosu na

kontrolu 21. dana. Kardum i sur. (2011.; 2011.a) utvrdili su da se razvoj imunosnog odgovora na
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cijepljenje, a time pojacana aktivnost limfocita, oCituje morfoloSkim promjenama, odnosno
znacajnim povecanjem stanice i nepravilnosc¢u oblika. Takoder, utvrdeno je da imunosni odgovor
zahtjeva brz i snazan stanicni rast, te su stoga nakon vakcinacije znatno povecani metabolicki
procesi (Maciver i sur., 2008.). Nalaz povecéanja vrijednosti limfocita u pokusnoj skupini pili¢a
ve¢ 21. dana nakon dodavanja esencijalnih ulja u obrok moze ukazivati na brzu i pojatanu
aktivnost limfocita uslijed imunomodulacijskog u¢inka dodanih fitobiotika dok je u kontrolnim
skupinama navedeni porast uocljiv tek 42. dana. Za razliku od toga, ne promijenjene vrijednosti
limfocita u pokusnoj skupini 42. dana naspram istovremene kontrole, odnosno ¢ak i smanjenje
pojedinih morfometrijskih pokazatelja kao Sto su povrSina, zakrivljenost povrSine i minimalni
polumjer stanice te smanjenje svih mjerenih varijabli jezgre stanice moze se pripisati
protuupalnom i antimikrobnom u¢inku komponenti eteri¢nog ulja XTRACT™. Navedenom
protuupalnom i antimikrobnom ucinku takoder se mogu pripisati i izmjerene vrijednosti
monocita, pri ¢emu u objema skupinama 21. dana tova nisu uo€ene promjene da bi znacajan
porast bio uocen tek 42. dana u pokusnoj skupini ali svega na razinu kontrole istoga dana. Sli¢nu
dinamiku promjena pokazuje i odnos jezgre i citoplazme (N/C) za limfocite i monocite. Znacajno
smanjenje N/C omjera u pili¢a hranjenih dodatkom eteri¢nih ulja, za limfocite 21. i 42. dana te
za monocite 42. dana, upucuje na to da su obje vrste stanica imale obilniju citoplazmu u odnosu
na kontrolnu skupinu. Takav nalaz moze uputiti na pojacanu aktivnost limfocita i monocita
uslijed imunomodulacijskog uc¢inka dodanih esencijalnih ulja. Ovakvi rezultati podudaraju se sa
brojnim istraZivanjima koja navode imunomodulacijsko djelovanje etericnih ulja (Dhuley, 1997.;
Kirkpinar i sur., 2010.). Takoder, in vitro stimulacija limfocita dovela je do brojnih sloZenih
bioloskih procesa koji su rezultirali povecanom sintezom pojedinih stani¢nih proteina (Hall i
sur., 1984.). Nasuprot tome, zaostajanje vrijednosti morfometrijskih pokazatelja leukocita 42.
dana istrazivanja U pokusnoj skupini na sli¢nim vrijednostima istodnevne kontrole, odnosno ¢ak i
pad odredenih pokazatelja limfocita, mogu biti rezultat djelovanja zeolita kao snaznog
adsorbensa te pojedinih komponenti eteri¢nih ulja XTRACT™ sa antimikrobnim u&inkom 3to
sve doprinosi stabilizaciji crijevne mikroflore te posljedi¢no smanjenoj potrebi za aktivacijom

specificne 1 nespecifi¢ne obrane organizma.

23



6. ZAKLJUCCI

Digitalna analiza morfometrijskih pokazatelja krvnih stanica pruza uvid u suptilne

promjene konformacije same stanice kao i njezinih odjeljaka nedostupnih vizualnom pregledu.

Prikazani rezultati analize morfometrijskih pokazatelja eritrocita, leukocita i monocita u
kontrolne skupine i skupine pilica kojima su u hranu dodani fitogeni pripravci sa
antioksidativnim i imunomodulacijskim ucinkom potvrduju njen znacaj u procjeni adaptivnih

odgovora krvnih stanica na stresne ¢imbenike tijekom intenzivnog tova.

Dobiveni rezultati takoder potvrduju imunomodulacijski ucinak etericnih ulja
XTRACT™ dodanih u hranu pili¢a.

Njihovom primjenom potic¢e se imunosna kompetencija koja se oCitovala nepravilnoscu i

znacajnim povecanjem limfocita i monocita.

Postignuti rezultati mogu biti od koristi u promicanju ucinkovitih metoda za procjenu

imunokompetencije organizma te dijagnosticiranje i prevenciju stresnih stanja.
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8. SAZETAK

UTJECAJ ETERICNIH ULJA XTRACT™ | PRIRODNOG ZEOLITA NA
MORFOMETRIJSKE POKAZATELJE KRVNIH STANICA

U ovom istrazivanju izmjerene su promjene morfologije stanica i1 jezgri eritrocita,
limfocita i monocita u kontrolne 1 pokusne skupine Zivotinja 21. i 42. dana tova kojoj su u hranu
dodana eteri¢na ulja XTRACT™ i prirodni zeolit. Morfometrija stanica krvi napravljena je na
osobnom racunalu s podrzavaju¢im programom “SFORM” tvrtke VAMSTEC, Zagreb, te je
analizirano ukupno 36 krvnih razmaza. StatistiCka obrada rezultata izvrSena je uz pomoc¢
kompjuterskog programa za analizu podataka STATISTIKA, 12. Digitalna analiza
morfometrijskih pokazatelja pokazala je da se veli¢ina eritrocita znac¢ajno smanjila 21. dana u
odnosu na kontrolu, dok su 42. dana vrijednosti ponovno porasle na razinu kontrolne skupine.
Zabiljezena je povecana nepravilnost oblika i poveéanje veli¢ine limfocita 21. dana, koji su i 42.
dana ostali povecani. Povecanje veli¢ine 1 nepravilnosti oblika monocita nastupio je tek 42. dana.
Rezultati analize morfometrijskih pokazatelja eritrocita, leukocita i monocita potvrdili su njen
znacaj U procjeni adaptivnih odgovora krvnih stanica na stresne ¢imbenike tijekom intenzivnog
tova. Rezultati takoder potvrduju imunomodulacijski uc¢inak etericnih ulja dodanih u hranu
pilica, §to se o€itovalo statisticki znacajnim razlikama nadenim u svim istrazivanim varijablama
stanica 1 jezgri limfocita i monocita: povrSini, opsegu, minimalnom i maksimalnom radijusu,
zakrivljenosti, duzini 1 Sirini. Postignuti rezultati mogu biti od koristi u promicanju uc¢inkovitih
metoda za procjenu imunokompetencije organizma te dijagnosticiranje i prevenciju stresnih

stanja pri intenzivnom tovu pilica.

KLJUCNE RIJECI: eteri¢na ulja, morfometrija eritrocita, limfocita 1 monocita,

imunomodulacijsko djelovanje.
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9. SUMMARY

EFFECTS OF ESSENTIAL OILS XTRACT™ AND NATURAL ZEOLITE ON
MORPHOMETRIC CHARACTERISTICS OF BLOOD CELLS

The aim of this research was to investigate the effects of essential oils XTRACT™ and
natural zeolite on blood cells morphology. The changes in the appearance of cells and nucleus of
erythrocytes, lymphocytes and monocytes were measured in the control and experimental group,
on the 21% and on the 42" day of fattening. Image analysis was performed using the SFORM
software (VAMSTEC, Zagreb, Croatia). A total of 36 blood smears were analyzed. Statistical
data analysis was performed by use of the Statistica, 12. On the 21% day the size of erythrocytes
was significantly lower compared to the control group, but on the 42™ day values returned back
to usual. The changes in lymphocytes shape and size were seen on the 21* day of fattening. Their
increased size and irregular shape remained the same on the 42" day. The size of monocytes did
not change until the 42™ day, after which they were significantly larger compared to the control
group. Results of analysis of morphometric characteristics of erythrocytes, leukocytes and
monocytes confirmed its importance in evaluation of the blood cells’ adaptive responses to stress
factors during intensive fattening. The results show morphological characteristics of cell’s
transformation in all examined variables of monocytes and lymphocytes as well as their nuclei:
area, outline, minimal and maximal radius, convexity of area, length and breadth, whereby
immunomodulatory effects of essential oils added in chicken’s food are confirmed. The obtained
results can be used to promote effective methods for assessment of immune competence of the
organism so far as the diagnosis and prevention of stress condition in intensive chicken fattening.

KEY WORDS: essential oils, erythrocyte, lymphocyte and monocyte morphometry,

immunomodulatory effect.
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