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OSMOTSKA REZISTENCIJA ERITROCITA HYBRO KOKOSI

Z. Stojevié, Metka Vlahek

Sazetak

Metodom po Hamburgu istra¥ena je osmotska rezistencija eritrocita
kokosiju teske pasmine linijle Hybro. Krv za pretrage uzimana je
venepunkcijom krilne vene uz upotrebu heparina kao antikoagulansa
tijekom razdoblja odgoja, potom nesenja sve do izludenja i to u 11., 14.,
18,.°22., 27, 31, 35., 45.71 53, tjednu starosti. Rezultati pokusa pokazali su
kako poslije 11. tjedna starosti raste otpornost kokosjih eritrocita prema
hipotoni¢nim otopinama. Znadajan porast opaZen je kako u pogledu
minimuma tako i maksimuma osmotske rezistencije. Metoda odredivanja
osmotske rezistencije pokazala se pouzdana i vrlo prikladna za rad u
terenskim uvjetima.

Uvod

Eritrociti su visokodiferencirane stanice krvi bez mogucnosti reprodukcije.
U ptica su to elastine, elipti¢ne, bikonveksne spljoStene stanice, s
tamnoljubiastom jezgrom bogatom kromatinom. Broj eritrocita u 1 litri krvi
nesto je manji nego u sisavaca i krece se prosjecno od 2,2 - 3,6 x 10"Y/L
(Mehner i Hartfiel, 1983.). Njihovo nastajanje, kao i sazrijevanje odvija se
u kotanoj srZi i vezano je uz niz &imbenika koji su u osnovi podijeljeni u dvije
skupine: nutritivni, oni koji ulaze u sastav eritrocita; aminokiseline, Zeljezo i
maturacioni koji sudjeluju u zrenju eritrocita; bakar, cink, vitamini B skupine i
vitamin C.

Prosjecni Zivotni vijek eritrocita u kokogi puno je kraci od onog u sisavaca
1 iznosi 28-35 dana (Sturkie, 1986.). Kad ostare u njima se odvija &itav niz
promjena; pad aktivnosti enzima, osobito LDH i GOT (Walter i sur., 1965.),
kontrakcija jezgre i stvaranje vakuola u njima. Na koncu puca membrana i
razorenu stanicu fagocitira RES. Hemoglobin se raspada u jetri na hem i
globin. Kona¢no hem se razgradi na Zeljezo i zu¢ne boje. Zeljezo se upotrijebi
U novoj sintezi, a Zuéne boje se izlutuju putem Zu&i u sadrZaj crijeva (Bell i
Freeman, 1971.).
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Osmotska rezistencija crvenih krvnih stanica ovisi o osmotskom tlaku
tekudine u kojoj se oni nalaze. U hipertoni¢noj se smeZuraju, a u hipotoni¢noj
bubre. U otopinama s niskim osmotskim tlakom (hipotoni¢nim) eritrociti
primaju u sebe vodu, a u svrhu izjednadavanja osmotskog tlaka unutar i izvan
stanice. Kad koli¢ina vode unutar stanice bude takva da membrana ne moze
vie izdrzati hidrostatski tlak u unutradnjosti dolazi do njezina pucanja. Ovu
pojavu nazivamo hemolizom. Opéenito vrijedi pravilo kako mladi eritrociti
imaju elasti¢niju pa prema tome i otporniju membranu i pucaju pri niZzem
osmotskom tlaku od starijih. Prema tome prevladavaju li u krvi mladi eritrociti
hemoliza ée nastupiti kasnije, odnosno osmotska rezistencija bit ¢e poviSena i
obrnuto. Odnos mladih i starijih eritrocita u krvnom optoku zdravih Zivotinja
je konstantan i ovisi o stanju eritropoetskih organa. Na osnovi ove
meduovisnosti upotrebljava se odredivanje osmotske rezistencije kao klinicka
metoda za procjenu funkcije eritropoetskog sustava.

Ptice imaju vece vrijednosti osmotske rezistencije od sisavaca. O tome
postoje brojni podaci, no na osnovi njih se ne moze postaviti standard koji bi
vrijedio za sve vrste peradi i starosnu dob.

Tako Mitin i Emanovi¢ (1965.) navode podatak kako minimum
osmotske rezistencije pocinje s 0,46% NaCl, a maksimum nastupa tek u 0,14%
otopini NaCl. Podaci se odnose na kokosi razli¢itih vrsta. Sturkie, (1986.)
navodi podatke za pili¢e s minimumom 0,40% NaCl, a maksimumom 0,28%.
Oyewale i Aijibade (1990.), istrazuju osmotsku rezistenciju purana i
napominju kako eritrociti mladih pokazuju veéu otpornost od starijih Zivotinja.

Sve navedene raznolikosti navele su nas da istraZzimo osmotsku rezistenciju
eritrocita teSke pasmine nesilica linije, Hybro. U prvom redu Zelja nam je bila
uspostaviti okvirne standarde s obzirom na dob. Isto tako utvrditi moguénost
rada metodom po Hamburgeru za koju nisu potrebni mjerni instrumenti pa je
kao takva lako primjenljiva u terenskim uvjetima.

Materijal i metode

Pokusi su obavljeni na roditeljskim kokoSima Hybro. Kokosi za pokus
drZane su prema uvjetima koje propisuje proizvoda& ove genetske linije, tvrtka
"Euribrid", Nizozemska. Krv za analizu uzimana je venepunkcijom krilne vene
uz upotrebu heparina kao antikoagulansa i to devet puta. Prvi puta u 11. tjednu
starosti, a potom u 14., 18., 22., 27., 31., 45. 1 na kraju u 53. tjednu starosti
kada je jako izlu¢eno. U dobivenoj krvi odredena je osmotska rezistencija
eritrocita po Hamburgeru (Fisher - Herman, 1956.). U svakoj seriji pokusa
krv je uzeta od 12 kokoS$iju odabranih nasumce iz jata za svaku jedinku
odreden je minimum i maksimum osmotske rezistencije.
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Princip ove metode sastoji se u postupnom razrij edivanju 1% otopine NaCl
destiliranom vodom s intervalom od 0,2%. Ovime se smanjuje i osmotski tlak
u otopini. Potrebne reagencije su: to&no 1% otopina NaCl i destilirana voda.

U stalak se stavi 20 epruveta ozna&enih brojevima. Graduiranim pipetama
odmjeri se u svaku epruvetu to&no odredena kolidina 1% - tne otopine NaCl i
destilirane vode po slijede¢oj shemi:

Broj epruvete 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1% otopina NaCl ml 960 940 920 9.00 0,80 8,60 840 820 8,00 7,80
Destilirana voda ml 040 060 080 100 120 140 1,60 1,80 2,00 2,20

Koncentracija NaCL% 09 094 092 09 088 086 0,84 0,82 0,80 0,78

Sadrzaj epruvete dobro se izmijesa te nakon toga ukapa kapaljkom (4-5
kapi) krvi u svaku epruvetu. Svaka epruveta zacepi se palcem pri vrhu i lagano
okrene kako bi se krv izmije$ala sa sadrZajem. Okretanje mora biti vrlo lagano
da ne dode do mehanitke hemolize. Nakon toga epruvete se ostave stajati u
stalku 1 sat. Potom se oita minimum i maksimum osmotske rezistencije.
Minimum osmotske rezistencije oznagava ono mjesto (tj., epruvetu) gdje se
iznad istaloZenog sloja eritrocita tekuéina crvenkasto oboji. Zabiljezi se broj
epruvete, odnosno koncentracija NaCl-a, Ovaj podatak pokazuje pri kojoj
koncentraciji po&inje hemoliza starih i manje otpornih eritrocita. Potom se iza
stalka stavi papir na kojem je ucrtana deblja crna crta. Prva epruveta kroz koju
se jasno vidi ova crna crta oznadava mjesto potpune hemolize, odnosno
maksimum osmotske rezistencije. Rezultati su obradeni statisticki ratunanjem
srednje vrijednosti, standardne devijacije, srednje pogreske srednje vrijednosti
i koeficijenta varijabilnosti. Znatajnost razlika medu rezultatima provjerena je
t-testom po Studentu i Fisheru (Renner 1970.).

Rezultati i razmatranje

Rezultati pokusa prikazani su na slici 1. Kako se iz nje vidi osmotska
rezistencija eritrocita koko$i "Hybro" poraste nakon 11. tjedana starosti i ta
povecana otpornost prema hipotoniénim otopinama zadr¥i se sve do izlu¢enja
u 53. tjednu. Provjerom zna&ajnosti medu rezultatima utvrdeno Je kako kokosi
u starosti od 11 tjedana imaju znakovito vige vrijednosti osmotske rezistencije
u odnosu prema ostalim tjednima starosti kako u pogledu minimuma tako i
maksimuma. Ova znagajnost kretala se na nivou od P<0,025 do P<0,001.
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Slika 1. - OSMOTSKA REZISTENCIJA ERITROCITA KOKOSI LINIJE HYBRO IZRAZENA U NaCl%

Fig. 1. - OSMOTIC RESISTENCE OF ERYTHROCYTES OF HYBRO HENS EXPRESSED AS
PERCENTAGE OF NaCl
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Sto su numeritke vrijednosti (NaCl%) pri kojima dolazi do hemolize vise,
to je otpornost eritrocita manja i obrnuto. Prema tome iz ovih rezultata moze se
zakljuciti da starije koko$i imaju veéu osmotsku rezistenciju od mladih. Ovi
podaci u suprotnosti su sa dosada$njim saznanjima. Oyewale i Aijibide
(1990.) i Oyewale (1991.) nalaze kako mlade ptice imaju veéu osmotsku
rezistenciju od starijih. Navedeni podaci odnose se i na puru i biserku pa
nacelno ne moraju biti pravilo za koko3i. Sto bi bilo uzrokom povecéane
stabilnosti membrane eritrocita starijih koko$iju ne moZe se iz ovih pokusa
zakljuditi. Moguce je iznijeti tek nekoliko pretpostavki. U prvom redu poznato
je kako mladi i potpuno zreli eritrociti imaju otpornije membrane od starijih i
nezrelih oblika. Tako je moguce da starije koko¥i imaju stabilniji sustav
eritropoeze pri ¢emu se u krvi nalazi manji broj brZoj hemolizi podloZnih
eritrocita. Isto tako, struktura membrane, posebice njezin proteinski dio, mogu
utjecati na opisanu pojavu. Medutim, valja naglasiti kako cilj ovog rada i nije
bio istraZiti uzroke eventualnih promjena u osmotskoj rezistenciji eritrocita
koko8iju ve¢, kako je to i u uvodu naglaSeno, postaviti okvirne standarde
osmotske rezistencije eritrocita za ovu pasminu koko¥i kao i utvrditi
mogucnost pretrage ovom jednostavnom metodom. Kako je statistitka obrada
rezultata pokazala da nema velikih odstupanja medu rezultatima unutar
skupine, koeficijent varijabilnosti kretao se do maksimum 11 %, metoda po
Hamburgeru, osim jednostavnosti i brzine, pokazala se i prili¢no pouzdanom te
se kao takva moZe uspje$no primijeniti kao klinitka pretraga u peradarskoj
proizvodnji. Njome se pouzdano moZe dobiti uvid u zdravstveno stanje
hematopoetskih organa &ija patologija je vezana uz neke zarazne bolesti ili uz
pogre$nu ishranu; manjak nutritivnih ili maturacionih &imbenika u hrani.
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OSMOTIC RESISTENCE OF ERYTHROCYTES OF THE HYBRO HEN
Summary

Osmotic resistence of erythrocytes was determined by the method after Hamburger. The
experiments were carried out on hens of the heavy breed line Hybro. The blood with the heparin as
anticoagulant was collected by venepunction of wing vein, in hens aged 11, 14, 18, 22, 27, 31, 35,
45 and 53 weeks, i.e. during the breeding and laying period up to the end of their exploitation. The
results of the investigation have shown an increase of the resistence of erythrocytes to the
hypotonic solutions after the 11" week of age which existed up to the end of the experiment. At
that time the significant increase of both minimal and maximal values of osmotic resistence of
erythrociytes was achieved. The measurement of osmotic resistence of erythrocytes was proved
to be a suitable method under the field conditions.
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