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INTRODUCERE

Cererea tot mai mare de resurse alternative de hrand pentru pdasari este
determinata de factori precum intensificarea concurentei cu alte sectoare agricole pentru
terenuri, impactul schimbarilor climatice si nevoia continud de a imbunatati
productivitatea si calitatea carnii. In plus, s-a pus din ce in ce mai mult accentul pe
producerea de alimente functionale inovatoare, numite nutraceutice, care utilizeaza
surse ecologice (Bonos et al, 2016).

Nutraceuticele se refera la nutrientii esentiali sau la componentele dietetice
derivate de la animale care detin o valoare nutritionala si farmaceutica semnificativa.
Acestea prezintd proprietdti imunomodulatoare si joacd un rol crucial in prevenirea
bolilor, promovarea sanatatii generale si, ulterior, In cresterea productivitatii (Dhama et
al, 2015, Aronson et al, 2017, Helal et al, 2019, Waheed et al, 2020). in plus, aceste
produse nutraceutice ajuta la protejarea gazdei impotriva bolilor infectioase (Cencic et
al, 2010), precum si la sustinerea functiilor fiziologice esentiale care contribuie la
bunastarea gazdei (Das et al, 2012). Activitatea antioxidanta a nutraceuticelor ofera o
mare speranta ca solutie impotriva radicalilor liberi de oxigen la pasari si mamifere, prin
cresterea activittii mitocondriale Mn-SOD si a expresiei genice a tioredoxinei-2 si
peroxiredoxinei-3 (Zhou et al., 2015). Dintre nutraceutice am evaluat efectul
turmericului si produsului pe baza de Spirulina platensis, ZooBior2.

Curcumina (diferuloilmetan), un polifenol natural, este principiul activ al
turmericului (Curcuma longa). Curcuma (Curcuma longa) contine o componenta activa
numitd curcumind (WuthiUdomler et al., 2000 si Mashhadani, 2015) ce variaza intre 2
si 5% in turmeric. Datorita proprietatilor medicinale ale turmericului, utilizarea acestuia
in hrana pasarilor a devenit extinsd in ultimul deceniu. Turmericul poate restabili
performanta de crestere afectatd de stresul termic, posibil datoritd capacitatii sale de a
atenua disfunctia mitocondriald a organismului si de a spori biogeneza mitocondriala
cauzatd de stresul oxidativ. Aceasta prezintd numeroase roluri dintre care amintim
coccidiostatic, antioxidant, antibiotic natural si antiviral. Suplimentearea de turmeric in
furajul pasérilor nu produce niciun efect daunator asupra acestora si nici asupra
consumatorilor, in cele din urma, conducand chiar la o mai bund rentabilitate pentru
agricultori.

Alga verde-albastrd (Spirulina platensis) este intalnita in intreaga lume cu o
valoarea sa nutritiva bine documentata. Aceasta contine o proportie ridicata de proteine
(50-70% in greutate uscatd) fiind consideratd o sursd bund de aminoacizi esentiali,
aspect confirmat de Farag M. R. si colab. Hrana cu spirulind poate creste populatia de
Lactobacillus. De asemenea poate imbunatiti gradul de absorbtie a vitaminelor din
dietd, aspecte importante mai ales ca rolul primar al hranei este nu doar de a asigura
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suficienti nutrienti pentru efectuarea tuturor cerintelor metabolice ale organismului, ci
si de a modula diversele functii ale acestuia. Continutul mai mare de carotenoizi din
Spirulina ajuta la suplimentarea vitaminei A iar astfel se Imbunatateste imunitatea printr-
o activitate antioxidantd mai buna. Numeroasele beneficii ce rezulta din suplimentarea
dietei puilor cu aceasta se exprima printr-un consum al hranei mai eficient si o greutate
corporald mai ridicata.

Datele experimentale publicate in literatura de specialitate demonstreaza ca
adaosul de aditivi fitogenici precum pulberea de turmeric sau spirulina in hrana pasarilor
este accesibil din punct de vedere economic Iintrucat sandtatea pasarilor este
imbunatatita, la fel si greutatea corporald printr-un consum mai redus de hrana.

Scopul primordial al acestei teze de doctorat a fost de a evalua efectul
turmericului asupra mucoasei intestinale si tesutului limfoid asociat acesteia la puii
broiler crescuti In sistem gospodaresc si efectul produsului ZooBior supra acelorasi
structuri la gainile ouatoare.

Efectele turmericului si ale produsului ZooBior s-au regésit si asupra cresterii
in greutate si a ratei de convesie a furajelor.

O parte din rezultatele de cercetare au fost valorificate si publicate in reviste de
specialitate in domeniul medicinii veterinare.

Cercetdrile care au stat la baza elaborarii acestei teze de doctorat nu ar fi fost posibile
fard sprijinul conducerii Universitatii si Facultatii de Medicind Veterinard din lasi,
personalului didactic din cadrul Departamentului de Preclinici.

In mod special, omagiul si recunostiinta mea profunda se indreapti catre
doamna Profesor univ. Carmen Solcan, mentorul meu, caruia 1i adresez calde multumiri
pentru motivatia si sprijinul acordat la elaborarea acestei lucrari prin sfaturile stiintifice
pretioase, ribdare, generozitate, incurajare si indrumarea pedagogica pertinenta fara de
care aceasta tezd de doctorat nu ar fi existat.

Doresc sa multumesc, cu deosebit respect, cadrelor didactice care au facut parte
din comisia de Indrumare, domnului Conferentiar Dr. Sorin I. Beschea-Chiriac,
domnului Conf. Dr. Constantin Spataru si doamnei Conf. Dr. Hrifcu Luminita Diana.
Alese multumiri distinsilor referenti oficiali ai Comisiei de doctorat care m-au onorat
prin acceptul lor de a face parte din colectivul de analizd a tezei si pentru aprecierile
referitoare la continutul acesteia

Cu adanca recunostiintd multumesc apropiatilor mei care au crezut in mine si
m-au sprijinit permanent pe toatd perioada studiilor doctorale.



INTRODUCTION

The growing demand for alternative feed resources for poultry is driven by
factors such as increasing competition with other agricultural sectors for land, the
impact of climate change and the continuing need to improve productivity and meat
quality. In addition, there has been an increasing focus on the production of innovative
functional foods, called nutraceuticals, using environmentally friendly sources (Bonos
et al, 2016).

Nutraceuticals refer to essential nutrients or dietary components derived from
animals that have significant nutritional and pharmaceutical value. They exhibit
immunomodulatory properties and play a crucial role in preventing disease, promoting
general health and subsequently increasing productivity (Dhama et al, 2015, Aronson et
al, 2017, Helal et al, 2019, Waheed et al, 2020). In addition, these nutraceuticals help to
protect the host against infectious diseases (Cencic et al, 2010) as well as support
essential physiological functions that contribute to host welfare (Das et al, 2012). The
antioxidant activity of nutraceuticals offers great promise as a solution against oxygen
free radicals in birds and mammals by increasing mitochondrial Mn-SOD activity and
gene expression of thioredoxin-2 and peroxiredoxin-3 (Zhou et al, 2015). Among
nutraceuticals we evaluated the effect of turmeric and the Spirulina platensis-based
product, ZooBior2.

Curcumin (diferuloylmethane), a natural polyphenol, is the active ingredient of
turmeric (Curcuma longa). It has been a popular spice in Asian and Middle Eastern
cuisines for centuries (Rajput et al, 2013). Turmeric (Curcuma longa) contains an active
component called curcumin (WuthiUdomler et al., 2000 and Mashhadani, 2015) which
ranges from 2 to 5% in turmeric. Due to the medicinal properties of turmeric, its use in
poultry feed has become extensive in the last decade. Curcumin can restore growth
performance impaired by heat stress, possibly due to its ability to alleviate
mitochondrial dysfunction of the organism and enhance mitochondrial biogenesis
caused by oxidative stress. It has numerous roles including coccidiostat, antioxidant,
natural antibiotic and antiviral. The supplementation of turmeric in poultry feed has no
harmful effect on poultry or consumers, ultimately leading to better profitability for
farmers.

Blue-green algae (Spirulina platensis) is found all over the world with its well-
documented nutritional value. It contains a high proportion of protein (50-70% by dry
weight) and is considered a good source of essential amino acids, a point confirmed by
Farag M. R. et al.



Feeding spirulina can increase the Lactobacillus population. It can also improve
the absorption of vitamins from the diet, which is important because the primary role of
food is not only to provide sufficient nutrients to carry out all of the body's metabolic
requirements, but also to modulate the body's various functions. Spirulina's higher
carotenoid content helps to supplement vitamin A and thus improves immunity through
better antioxidant activity. The many benefits of supplementing the diet of chickens with
it are expressed in more efficient feed intake and higher body weight.

Experimental data published in the literature demonstrate that the addition of
phytogenic additives such as turmeric powder or spirulina to poultry feed is
economically feasible as the health of the birds is improved, as is their body weight
through reduced feed consumption.

The primary aim of this PhD thesis was to evaluate the effect of turmeric on
intestinal mucosa and associated lymphoid tissue in broiler chickens reared in a free-
range system and the effect of ZooBior on the same structures in laying hens.

The effects of turmeric and ZooBior were also found on weight gain and feed
conversion rate.

Some of the research results have been used and published in peer-reviewed
journals.

The research that was the basis for the elaboration of this PhD thesis would not
have been possible without the support of the management of the University and the
Faculty of Veterinary Medicine of lasi, the teaching staff of the Department of
Preclinics.

In particular, my deepest homage and gratitude goes to Prof. Univ. Carmen
Solcan, my mentor, to whom I address my warm thanks for her motivation and support
in the elaboration of this work through her precious scientific advice, patience,
generosity, encouragement and pertinent pedagogical guidance without which this PhD
thesis would not have existed.

Dr. Constantin Spataru and Conf. Dr. Hritcu Luminita Diana.

My warm thanks to the distinguished official referees of the PhD Commission
who honoured me by accepting to be part of the thesis analysis group and for their
appreciation of its content.

With deep gratitude I thank my close friends who believed in me and supported
me continuously throughout my doctoral studies.



REZUMAT

Odata cu interzicerea antibioticelor in anul 2006 la nivelul Uniunii Europene,
se cautd alternative pentru Tmbunitatirea sanatatii animalelor. Unele din cele mai
indicate, conform studiilor, sunt aditivii fitogenici adaugati in dieta pasarilor. Inflamatia
intestinala la pui afecteaza functia, integritatea intestinului si performantele de crestere.
Strategiile dietetice de inhibare ale procesului inflamator intestinal sunt principalele
tinte 1n acest sens.

Exista numeroase studii pe animale care au aratat ca polifenolii din alimentatie,
in special reprezentantii grupului flavonoidelor, sunt capabili sa atenueze inflamatia prin
modularea activitatii NF-xB si Nrf2. Cu toate acestea, potentialele efecte
antiinflamatorii ale acestora au fost investigate relativ putin pana in prezent la puii
broiler.

Trebuie mentionat faptul ca tesutul limfoid asociat mucosei digestive (TLAMD)
reprezintd o prima linie de aparare impotriva antigenilor daunatori care patrund in
organism in timpul hranirii si in functie de localizare, este prezent sub forma de agregate
de celule limfoide si, de asemenea, sub forma de celule organizate in foliculi limfoizi si
amigdale (Casteleyn et al, 2010). Tesuturile limfoide asociate mucoaselor sunt foarte
dezvoltate la pui, in numeroase locatii si in special 1n tractul gastrointestinal si includ
structuri unice la pasari, precum diverticulul lui Meckel si amigdalele cecale. Sistemul
TLAMD are ca trasatura caracteristicd producerea de anticorpi IgA si cuprinde peste 2/3
din toate celulele limfoide ale intregului sistem imunitar. Aproximativ 80% din toate
imunoglobulinele si 50% din limfocite sunt produse in intestin. Tesutul limfoid este
compus dintr-un spatiu interfolicular in care se acumuleaza celulele T, iar celulele B
formeaza limfonodululi; toate acestea sunt acoperite de epiteliu specializat asociat
foliculilor (FAE). Se poate afirma ca sistemul de aparare fin reglat al barierei intestinale
este influentat de o varietate de factori si este rezultatul unei interactiuni intre mucoasa,
microbiota si sistemul imunitar intestinal (Hoffmann et al, 2009). De asemenea, epiteliul
intestinal este protejat prin intermediul stratului de mucus de microorganismele
comensale prezente in mod normal in lumenul intestinal, precum si de bacteriile sau
virusuri patogene. Mucusul oferd protectie nu numai printr-o bariera fizica, ci si prin
intermediul unor peptide antimicrobiene secretate de epiteliu in stratul de mucus si
legate in interiorul acestuia.

Dintre aditivii fitogenici utilizati in dieta pésérilor am evaluat Turmericul
(Curcuma longa) si produsul ZooBior pe baza de Spirulina platensis .

Turmericul contine o componenta activa numita curcumina (WuthiUdomler et al., 2000
si Mashhadani, 2015) ce variaza intre 2 si 5%. Turmericul (rddicina curcumei) este
utilizat in mod obisnuit ca aditiv pentru hrana animalelor, deoarece are activitate de
ameliorare a inflamatiei intestinale, este puternic antiviral, antibacterian, antifungic si

5



este utilizat cu succes In productia intensivd de crestere a pasérilor si nu numai
(Choudhury et al, 2019).

Alga verde-albastra (Spirulina platensis), contine o proportie ridicatd de
proteine (50-70% in greutate uscatd) fiind consideratd o sursd buna de aminoacizi
esentiali, aspect confirmat de Farag M. R. si colab. Ross si Dominy (1990) au analizat
compozitia algei Spirulina platensis si au gasit valori similare de proteina bruta (60,5%)
si fosfor (0,95%), o cantitate de substanta uscata (94,5%). Produsul ZooBior pe baza de
Spirulina imbunatiteste sdndtatea pasarilor si a mamiferelor si creste si mai mult
eficienta productiei prin modularea microbiotei si imbunatatirea functiei tesutului
limfoid asociat mucosaei intestinale.

Cercetarea clinica a avut loc 1n sistem gospodaresc iar studiul histologic,
imunohistochimic si histomorfometric a fost efectuat in cadrul Facultatii de Medicina
Veterinara a Universitatii pentru Stiintele Vietii”’lon lonescu de la Brad” din lasi, in
Laboratorul de Histologie si Embriologie Victoria Zinca al Facultatii de Medicina
Veterinara. Cercetarile cuprind doud etape: studiu clinic efectuat in sistem gospodaresc
si evaluarea histologicd, imunohistochimica si histomorfometricd a intestinului. Puii
broileri au fost expusi la pulbere de turmeric si géinile ouatoare tinere luate in studiu
la suplimentul nutritional — ZooBioR2 (ZBR2).

Administrarea turmericului, s-a realizat la o zi dupa eclozare, timp de 42 de zile,
la pui broiler. Pulberea de turmeric (marca: HerbalSana; tara de origine: India) utilizata
in experiment a avut urmatoarea valoare nutritivd, conform mentiunii de pe eticheta:
grasimi totale - 9,7 g, din care 1,8 g acizi grasi saturati; carbohidrati - 44,4 g, din care
zaharuri 3,2 g; fibre alimentare - 22,7 g; proteine - 9,7 g; sare - 0,07 g / 100 g pulbere
de turmeric. Din pulberea de turmeric s-au determinat curcumina si continutul total de
fenoli. Continutul de curcumina a fost de 1,13 = 0,06 g / 100 g pulbere de turmeric,
determinat spectrophotometric conform literaturii (Chauhan et al, 1999). Continutul
total de fenoli determinat a fost de 2,703 + 0,110 g de echivalenti de acid galic (GAE) /
100 g de pulbere de turmeric, asa cum a fost determinat conform unei metode descrise
anterior (Luca et al, 2022).

Pasarile din grupul de control (C) au fost hranite cu o dietd comerciala pe baza
de porumb si soia: starter (1-14 zile), de crestere (15- 28 zile), de finisare (29 - 42 zile),
in conformitate cu orientdrile NRC (1994). Pasarile au primit suplimentar pulbere de
turmeric/kg furaj astfel: 5 g /kg (LE1), 10 g /kg (E2). 20 g /kg (E3).

Prin adaosul de turmeric in dieta puilor, a crescut ndltimea vilozitatilor
duodenale la LE2 iar ea mai mica valoare la lotul control. Dintre loturile experimentale
cea mai mica valoare a Tnaltimii vilozitatilor s-a observat la LE3.

Valorile adancimii criptelor cele mai mari le identificim la LE3 (2% turmeric).
Cele mai mici valori sunt la LE2 (1% turmeric). LE1 (0,5%) are valori apropiate de
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cele ale lotului martor. Cel mai bun raport inaltime vilozitate: adancime cripta se observa
la LE2. Cel mai slab raport dintre toate loturile se observa la LE3. Diametrul vilozitatilor
la baza acestora cel mai mare se remarca la LE3 iar cel mai mic diametru la LE1.

Integritatea epiteliului intestinal, a fost conservata foarte bine la puii din LE1
si mai redusa la celalalte loturi, cea mai redusa fiind la lotul cotrol. Infiltratiile limfoide
difuze asociate cu desprinderea epiteliului intestinal au fost mai intense la lotul control
si LE3 si reduse la LE1 si LE2.

Din punct de vedere al reactivitatii inflamatorii, in acest experiment, s-a
observat o expresie pozitiva pentru IL-6 in grupurile de control si LE3, sugerand
existenta unui proces inflamator si foarte redusa la LE1 si LE2. Pulberea de turmeric a
redus inflamatia la nivelul intestinului puilor din LE1 si LE2. Expresia TNFAPIS este
mai intensa in grupurile de control, moderatd in LE3 si redusa la LE1 si LE2. Expresia
TNFAPIS se coreleaza cu IL-6 si atesta prezenta unui proces inflamator la lotul control
care este atenuat la celelalte loturi cel mai redus fiind la LE2. Expresia Pax-7 este
pozitiva la toate loturile. A fost evaluata si expresia genei p65 care prezinta o expresie
similard cu IL6 si TNFAPIS, atestand astfel procesul inflamator care se reduce prin
suplimentarea cu turmeric.

Suplimentarea cu doze mici si medii de turmeric duce la cresterea expresiei
expresiei Nrf2, un marker care este activat de aceste suplimente. Nrf2 ajunge in nucleu
si determind transcriptia genelor cu rol antioxidant superoxid dismutaza si catalaza
reducand astfel stresul oxidative din timpul inflamatiei. Adaugarea de 1% turmeric in
dieta puilor broiler din LE2 a dus la superexpresia Nrf2. Adaugarea de 1% si 2%
turmeric in dieta puilor din LE2 respectiv LE3 a dus la scaderea accentuata a expresiei
p65 la nivel cecal. Addugarea in dieta pasérilor din lotul E2 de 1% turmeric duce la
reducerea cea mai semnificativd a expresiei p65 si cresterea cea mai accentuatd a
expresiei Nrf2 in cecum. Exista o legatura in cadrul proceselor de oxido reducere intre
cresterea expresiei Nrf2 si scdderea expresiei p65 la nivel intestinal.

Tesutul limfoid de la nivelul amigdalelor cecale prezintd aglomerari
limfoepiteliale mari, formate predominant din limfocite T la lotul martor. La celelalte
loturi apar si limfonodululi in care are loc diferentierea limfocitelor B in plasmocite
secretoare de IgA. Numadrul acestora este variabil, oarecum apropiat numeric de
dimensiuni moderate. Remarcam prezenta berierei epiteliale integre la LE2 si usor
distrusa in functie de lot. La lotul control a fost semnalat edemul si desprinderea
epiteliului columnar absorbtiv.

Tindnd cont de particularitatile morfologice, reactivitatea tesutului limfoid,
indicele de conversie al hranei scazut, de consumul hranei In cea mai redusa cantitate si
de greutatea puilor, concluzionam ca la sfarsitul perioadei de crestere adaosul de 1%



turmeric in dieta a dus la cele mai bune rezultate, iar in primele 14 zile de viatd adaosul
de 0,5% turmeric in hrana a dus la rezultate semnificativ mai bune.

In ceea ce priveste consumul de furaje, cea mai scizuti cantitate consumati s-
a obtinut prin adaosul de 0,5% turmeric in dieta puilor in prima perioada de crestere cu
valori de 110g in primele 7 zile, 390g intre 7 si 14 zile si 900g pana in ziua 21. Intre
ziua 22 si 42 cea mai scdzuta cantitate de hrand consumata s-a obtinut la LE2 cu valori
de 1400g pana in ziua 29 iar pana in ziua 42, 2000g. Cel mai mic indice de conversie al
hranei s-a observat la LE2 prin adaosul de turmeric in proportie de 1% in dieta puilor.

Greutatea puilor cea mai buna se observa la LE1 (0,5% turmeric) dar LE2 (1%
turmeric) are valori foarte apropiate diferentele nefiind semnificative. Valoarea greutatii
puilor din LE1 in ziua 42 a fost de 2989.80+32.30 g. Din punct de vedere economic cel
mai avantajos este sa se adauge 1% turmeric in dieta pentru cresterea greutatii corporale,
intrucat valorile indicelui de conversie al hranei gi consumul de hrana sunt cele mai mici
dintre loturile experimentale

Adaosul de 2% turmeric in hrana, la finalul perioadei experimentale, are efecte
negative asupra indicatorilor mai sus mentionati. Ceilalti indicatori au valori similare cu
lotul martor, astfel incat nu se justifica din punct de vedere economic adaosul de 2%
turmeric.

ZooBior2 este un remediu natural complex care contine compusi biologic activi
derivati din cianobacteria Spirulina (Arthrospira) platensis (SP). Acesta contine:
aminoacizi, inclusiv cei imunoactivi liberi si ca parti componente ale peptidelor,
respectiv proteinelor; polizaharide; polizaharide sulfatate; fosfolipide si oligoelemente
zinc si seleniu (Rotaru, 2016, Rudic et al, 2004).

Cercetarile au fost efectuate timp de 60 de zile, pe 70 de gdini oudtoare de 23
de saptdmani din hibridul Braun-Nic, impartite in 5 loturi, fiecare cu cate 14 pasari.
Dietele constau in 5 mg/kg furaj (LE1); 10 mg/kg furaj (LE2); 15 mg/kg furaj (LE3);
20 mg/kg furaj Zoobior (LE4).

Parametrii morfometrici ce caracterizeaza arhitectura mucoasei au variat intre
lotul martor si cele experimentale la care s-a addugat ZooBior2. S-au constatat diferente
semnificative din punct de vedere statistic in ceea ce priveste lungimea vilozitatilor si
adancimea criptelor la duoden, jejun, ileon si cecum intre loturile experimentale si lotul
martor. Indltimea cea mai mare a vilozititilor intestinale se observi la LE1 indiferent de
segmentul studiat iar valorile cele mai mici ale naltimii vilozitatilor au putut fi
identificate la LE4, prin adaosul celei mai mari concentratii de ZooBior2. Grosimea
musculoasei are valorile cele mai mici la LE4 iar cele mai mari valori la LE1. Grosimea
stratului muscular al duodenului si al cecumului a fost semnificativ mai mica la loturile
experimentale comparativ cu lotul martor (LM), fiind, de asemenea, implicata intr-o
digestibilitate mai buna a furajelor.



Diametrul vilozitatilor la baza acestora cel mai mare se remarca la LE1 iar cel
mai mic diametru la LE4.Valorile sunt semnificativ mai mici la loturile experimentale
decat la LM. In studiul nostru ZooBior2 nu a avut un efect semnificativ asupra inaltimii
vilozitatilor si adancimii criptelor duodenale. Includerea in ratie a compusului ZooBior2
a determinat o usoara scadere a inaltimii vilozitatilor intestinale si a adancimii criptelor
in toate segmentele intestinale. O scadere a adancimii criptelor este un indicator a unei
rate mai mari de reinnoire a tesutului epitelial si ar putea fi implicatd intr-o mai buna
digestibilitate a furajelor. Expresia I1-6, TNFAPIS si p65 a fost mai intensa la LM si mai
redusd de la LE4, LE3, LE2 la LE1. Fiind markeri ai inflamatiei s-a constatat prezenta
inflamatiei la lotul martor care scade progresiv fiind redusa la LE1, ceea ce denota rolul
antiinflamator al produsului ZooBior2. Expresia Nrf2 a fost foarte intensa la LE1 si s-a
redus progresiv de la LE2, LE3, LE4 la lotul martor. Aceasta diferentiere a expresiei
Nrf2 explica efectul antioxidant, respectiv antiinflamator al produsului ZooBior2.

Aglomeririle limfoepiteliale, cu reducerea integritatii barierei epiteliale, edem,
s-a constat la lotul control si LE4. La toate loturile experimentale in aceste aglomerari
se evidentiaza si limfonoduli Tn numar si dimensiuni variabile. La LE1 s-au remarcat
limfonoduli mici, la celelalte loturi LE2, LE3 si LE4 au avut dimensiuni variabile, ceva
mai mari decat la LE1. Considerdam ca prezenta acestor limfonoduli este legatd de
producerea plasmocitelor secretoare de IgA prezenta in intestin care mareste raspunsul
imun local,

Greutatea gdinilor oudtoare cea mai bund s-a constatat la LE1; LE2 are valori
foarte apropiate diferentele nefiind semnificative statistic. Adaosul in dieta a
compusului ZooBior2 a imbunatatit indicele de conversie al hranei si greutatea acestora.
Aminoacizii esentiali abundenti care se gasesc in acest compus joacd un rol crucial in
imbunatatirea starii generale de sanatate si a greuttii corporale, atenuand 1n acelasi timp
tulburarile de sanatate si atenuand efectele stresului oxidativ.

Constatarile contradictorii dintre studii cu privire la efectele suplimentarii
ZooBior2 in dietele pentru pasari pot fi atribuite diversilor factori: doza de ZooBior2,
pregatirea furajelor, varsta puilor, hibrizii, conditiile de cazare. Spirulina are un impact
benefic si asupra florei gastro-intestinale, promovand un echilibru mai sandtos al
microorganismelor si, de asemenea, imbunatateste activitatile enzimelor digestive, ceea
ce duce la o digestie generald imbunatatitd a materiei uscate si a azotului (Park et al,
2018).

Din punct de vedere clinic si economic se recomandad o dozd mai mica de
ZooBior2 in dietd pentru cresterea greutdtii corporale intrucét valorile indicelui de
conversie al hranei si consumul de hrana sunt cele mai mici la loturile experimentale.
Doza mai mare de ZooBior2 a determinat o reducere semnificativd a Indltimii
vilozitatilor, a raportului indltime vilozitate: addncime criptd si a greutatii pasarilor.
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Proprietatile antiinflamatorii ale spirulinei pot fi atribuite capacitatii sale de a inhiba
sinteza citokinelor proinflamatorii, cum ar fi TNFAPIS, IL-6 si p65, precum si cresterea
activitatii Nrf2.

Administrarea compusilor fenolici din turmeric si ZooBior2 au redus inflamatia
intestinald, au imbunatatit digestibilitatea nutrientilor si metabolismul puilor respectiv
a pasarilor.
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SUMMARY

With the 2006 EU ban on antibiotics, alternatives are being sought to improve
animal health. Some of the most suitable, according to studies, are phytogenic additives
added to poultry diets. Intestinal inflammation in chickens affects function, gut integrity
and growth performance. Dietary strategies to inhibit the intestinal inflammatory
process are the main targets in this regard.

There are numerous animal studies that have shown that dietary polyphenols,

especially representatives of the flavonoid group, are able to attenuate inflammation by
modulating NF-kB and Nrf2 activity. However, their potential anti-inflammatory
effects have been investigated relatively little to date in broiler chickens.
It should be noted that digestive mucosa-associated lymphoid tissue (DLAMT) is a first
line of defence against harmful antigens that enter the body during feeding and
depending on location, is present as aggregates of lymphoid cells and also as cells
organised into lymphoid follicles and tonsils (Casteleyn et al, 2010). Mucosa-associated
lymphoid tissues are highly developed in chickens in numerous locations and especially
in the gastrointestinal tract and include structures unique to birds, such as Meckel's
diverticulum and cecal tonsils. The TLAMD system is characterised by the production
of IgA antibodies and comprises more than 2/3 of all lymphoid cells of the entire
immune system. Approximately 80% of all immunoglobulins and 50% of lymphocytes
are produced in the gut. Lymphoid tissue is composed of an interfollicular space in
which T-cells accumulate and B-cells form lymphoid cells; all of which are covered by
specialized follicle-associated epithelium (FAE). It can be argued that the finely tuned
defence system of the intestinal barrier is influenced by a variety of factors and is the
result of an interaction between mucosa, microbiota and the intestinal immune system
(Hoffmann et al, 2009). The intestinal epithelium is also protected via the mucus layer
from commensal microorganisms normally present in the intestinal lumen, as well as
from pathogenic bacteria or viruses. The mucus provides protection not only through a
physical barrier, but also through antimicrobial peptides secreted by the epithelium into
the mucus layer and bound within it.

Among the phytogenic additives used in poultry diets we evaluated Turmeric
(Curcuma longa) and the Spirulina platensis-based product ZooBior .

Turmeric contains an active component called curcumin (WuthiUdomler et al., 2000
and Mashhadani, 2015) ranging from 2 to 5%. Turmeric (turmeric root) is commonly
used as a feed additive as it has gut inflammation relieving activity, is potent antiviral,
antibacterial, antifungal and is successfully used in intensive poultry production and
beyond (Choudhury et al, 2019).

Blue-green algae (Spirulina platensis), contains a high proportion of protein (50-70% in
dry weight) being considered a good source of essential amino acids, a point confirmed
by Farag M. R. et al. Ross and Dominy (1990) analysed the composition of Spirulina
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platensis algae and found similar values of crude protein (60.5%) and phosphorus
(0.95%), a similar amount of dry matter (94.5%). The Spirulina-based ZooBior product
improves the health of birds and mammals and further increases production efficiency
by modulating the microbiota and improving the function of lymphoid tissue associated
with the intestinal mucosa.

The clinical research was carried out in a household system and the histological,
immunohistochemical and histomorphometric study was performed in the Faculty of
Veterinary Medicine of the "lon lonescu de la Brad" University for Life Sciences in lasi,
in the Victoria Zinca Histology and Embryology Laboratory of the Faculty of Veterinary
Medicine. The research consists of two stages: clinical study carried out in a household
system and histological, immunohistochemical and histomorphometric evaluation of
the intestine. Broiler chicks were exposed to turmeric powder and young laying hens
taken in the study to the nutritional supplement - ZooBioR2 (ZBR2).

Administration of turmeric, was carried out one day after hatching for 42 days
in broiler chicks. The turmeric powder (brand: HerbalSana; country of origin: India)
used in the experiment had the following nutritional value according to the label: total
fat - 9.7 g, of which 1.8 g saturated fatty acids; carbohydrates - 44.4 g, of which 3.2 g
sugars; dietary fibre - 22.7 g; protein - 9.7 g; salt - 0.07 g/100 g turmeric powder.
Curcumin and total phenol content were determined from the turmeric powder. The
curcumin content was 1.13 £ 0.06 g / 100 g turmeric powder, determined
spectrophotometrically according to literature (Chauhan et al, 1999). The total phenol
content determined was 2.703 + 0.110 g gallic acid equivalents (GAE) / 100 g turmeric
powder, as determined according to a previously described method (Luca et al, 2022).
Birds in the control group (C) were fed a commercial corn-soybean diet: starter (1-14
days), rearing (15- 28 days), finishing (29 - 42 days) according to NRC (1994)
guidelines. The birds received additional turmeric powder/kg feed as follows: 5 g/kg
(LE1), 10 g/kg (LE2). 20 g/kg (LE3). The addition of turmeric to the diet of chickens
increased the height of duodenal villi in LE2 and decreased it in the control group.
Among the experimental flocks, the lowest value of villi height was observed in LE3.
The highest crypt depth values were found in LE3 (2% turmeric). The lowest values are
at LE2 (1% turmeric). LE1 (0.5%) has values close to those of the control batch. The
best ratio of height of villousness: crypt depth is observed in LE2. The poorest ratio of
all plots is observed in LE3. The diameter of the villi at their base is the largest in LE3
and the smallest in E1.

Integrity of the intestinal epithelium, was very well preserved in LE1 chicks and lower
in the other flocks, the lowest being in the cotrol flock. Diffuse lymphoid infiltrates
associated with intestinal epithelial detachment were more intense in the control and E3
groups and reduced in LE1 and LE2.

In terms of inflammatory reactivity, in this experiment, a positive expression for IL-6
was observed in the control and LE3 groups, suggesting the existence of an
inflammatory process and very reduced in LE1 and LE2. Turmeric powder reduced
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inflammation in the gut of LE1 and LE2 chicks. TNF alpha expression is more intense
in control groups, moderate in LE3 and reduced in LE1 and LE2. TNFalpha expression
correlates with IL-6 and shows the presence of an inflammatory process in the control
group which is attenuated in the other groups, the lowest being in LE2.  Pax-7
expression is positive in all groups. Expression of the p65 gene was also assessed and
shows similar expression to IL6 and TNF alpha, thus attesting to the inflammatory
process that is reduced by turmeric supplementation.

Supplementation with low and medium doses of turmeric leads to increased expression
of Nrf2, a marker that is activated by these supplements. Nrf2 reaches the nucleus and
causes transcription of the antioxidant genes superoxide dismutase and catalase thereby
reducing oxidative stress during inflammation. Addition of 1% turmeric to the diet of
LE2 broiler chicks resulted in overexpression of Nrf2. Addition of 1% and 2% turmeric
to the diet of LE2 and LE3 broiler chickens respectively resulted in a marked decrease
in p65 expression at the cecal level. Addition of 1% turmeric to the diet of birds from
E2 leads to the most significant reduction of p65 expression and the most pronounced
increase of Nrf2 expression in the cecum. There is a link in oxido-reduction processes
between increased Nrf2 expression and decreased p65 expression in the gut.

The lymphoid tissue of the cecal tonsils shows large lymphoepithelial agglomerations,
predominantly formed by T lymphocytes in the control group. In the other batches,
lymphnodules also appear in which differentiation of B lymphocytes into [gA-secreting
plasma cells occurs. Their number is variable, somewhat close to moderate size
numerically. We note the presence of epithelial berry intact in LE2 and slightly
destroyed depending on the batch. In the control batch edema and detachment of the
columnar absorptive epithelium was reported.

Taking into account morphological peculiarities, lymphoid tissue reactivity, low

feed conversion index, feed consumption in the lowest amount and weight of the chicks,
we conclude that at the end of the rearing period the addition of 1% turmeric in the diet
led to the best results and in the first 14 days of life the addition of 0.5% turmeric in the
feed led to significantly better results.
In terms of feed consumption, the lowest amount consumed was obtained by adding
0.5% turmeric to the diet of the chicks in the first growing period with values of 110g
in the first 7 days, 390g between 7 and 14 days and 900g by day 21. Between day 22
and 42 the lowest amount of feed consumed was obtained in LE2 with values of 1400g
until day 29 and 2000g until day 42. The lowest feed conversion ratio was observed in
LE2 by adding 1% turmeric to the diet of the chicks.

The best chick weights were observed in LE1 (0.5% turmeric) but LE2 (1%
turmeric) had very similar values and the differences were not significant. The weight
value of LE1 chicks on day 42 was 2989.804+32.30 g. Economically it is most
advantageous to add 1% turmeric to the diet for body weight gain, as feed conversion
ratio values and feed consumption are the lowest among the experimental groups

13



The addition of 2% turmeric in the feed at the end of the experimental period has
negative effects on the above mentioned indicators. The other indicators have similar
values to the control group, so the addition of 2% turmeric is not economically justified.
ZooBior2 is a complex natural remedy containing biologically active
compounds derived from the cyanobacterium Spirulina (Arthrospira) platensis (SP). It
contains: amino acids, including free immunoreactive ones and as component parts of
peptides and proteins respectively; polysaccharides; sulphated polysaccharides;
phospholipids and trace elements zinc and selenium (Rotaru, 2016, Rudic et al, 2004).
The research was conducted for 60 days on 70 23-week-old laying hens of the Braun-
Nic hybrid, divided into 5 flocks, each with 14 birds. The diets consisted of 5 mg/kg
feed (LE1); 10 mg/kg feed (LE2); 15 mg/kg feed (LE3); 20 mg/kg Zoobior feed (LE4).
Morphometric parameters characterizing mucosal architecture varied between the
control and experimental groups to which ZooBior2 was added. Statistically significant
differences were found in the length of the villi and the depth of the crypts in the
duodenum, jejunum, ileum and cecum between the experimental and control groups.
The highest height of intestinal villi was observed in LE1 irrespective of the segment
studied and the lowest values of villi height could be identified in LE4 by adding the
highest concentration of ZooBior2. Muscle thickness had the lowest values in LE4 and
the highest values in LE1. The thickness of the muscle layer of the duodenum and
caecum was significantly lower in the experimental groups compared to the control
group (LM), being also involved in a better digestibility of the feed.
The diameter of the villi at the base of the villi was highest in LE1 and lowest in LE4.The
values were significantly lower in the experimental groups than in LM. In our study
ZooBior2 had no significant effect on the height of the villi and the depth of the
duodenal crypts. Inclusion of ZooBior2 compound in the ration resulted in a slight
decrease in intestinal villus height and crypt depth in all intestinal segments. A decrease
in crypt depth is an indicator of a higher rate of epithelial tissue turnover and could be
implicated in better feed digestibility. Statistically significant differences were found in
the length of the villi and the depth of the crypts in the duodenum, jejunum, ileum and
cecum between the experimental and control groups. The highest height of intestinal
villi was observed in LEI irrespective of the segment studied and the lowest values of
villi height could be identified in LE4 by adding the highest concentration of ZooBior2.
Muscle thickness had the lowest values in LE4 and the highest values in LE1. The
thickness of the muscle layer of the duodenum and caecum was significantly lower in
the experimental groups compared to the control group (LM), being also involved in a
better digestibility of the feed.
The diameter of the villi at the base of the villi was highest in LE1 and lowest in LE4.The
values were significantly lower in the experimental groups than in LM. In our study
ZooBior2 had no significant effect on the height of the villi and the depth of the
duodenal crypts. Inclusion of ZooBior2 compound in the ration resulted in a slight
decrease in intestinal villus height and crypt depth in all intestinal segments. A decrease
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in crypt depth is an indicator of a higher rate of epithelial tissue turnover and could be
implicated in better feed digestibility. Expression of [1-6, TNF alpha and p65 was more
intense in LM and lower from LE4, LE3, LE2 to LE1. Being markers of inflammation,
the presence of inflammation was found in the control group which progressively
decreases being reduced in LEI1, indicating the anti-inflammatory role of ZooBior2.
Nrf2 expression was very intense in LE1 and progressively reduced from LE2, LE3,
LE4 to the control group. This differentiation of Nrf2 expression explains the
antioxidant and anti-inflammatory effect of ZooBior2.

Lymphoepithelial agglomerations, with reduced epithelial barrier integrity, oedema, was
found in the control and LE4 groups. In all the experimental groups in these
agglomerations, lymph nodes in variable number and size were also evident. In LE1
small lymph nodes were observed, in the other groups LE2, LE3 and LE4 they had
variable sizes, somewhat larger than in LE1. We believe that the presence of these lymph
nodes is related to the production of IgA-secreting plasma cells present in the intestine
which enhances the local immune response,

The weight of laying hens was best in LE1; LE2 had very similar values, the differences
not being statistically significant. Addition of ZooBior2 compound to the diet improved
feed conversion index and weight. The abundant essential amino acids found in this
compound play a crucial role in improving overall health and body weight, while
alleviating health disorders and mitigating the effects of oxidative stress.

Conflicting findings between studies on the effects of ZooBior2
supplementation in poultry diets can be attributed to various factors: dose of ZooBior2,
feed preparation, age of chicks, hybrids, housing conditions. Spirulina also has a
beneficial impact on the gastrointestinal flora, promoting a healthier balance of
microorganisms, and also enhances digestive enzyme activities, leading to improved
overall digestion of dry matter and nitrogen (Park et al, 2018).

Clinically and economically, a lower dose of ZooBior2 in the diet is
recommended for body weight gain as feed conversion ratio values and feed
consumption are lowest in experimental flocks. The higher dose of ZooBior2 resulted
in a significant reduction in the height of the villi, villi height: crypt depth ratio and bird
weight. The anti-inflammatory properties of spirulina can be attributed to its ability to
inhibit the synthesis of pro-inflammatory cytokines such as TNF-alpha, IL-6 and p65,
as well as to increase Nrf2 activity. Administration of phenolic compounds from
turmeric and ZooBior2 reduced intestinal inflammation, improved nutrient digestibility
and metabolism of chicks and birds respectively.
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PARTEA I. PARTICULARITATI ANATOMICE SI
MORFOFIZIOLOGICE ALE TUBULUI DIGESTIV LA
PASARI

PART I. ANATOMICAL AND MORPHOPHYSIOLOGICAL
FEATURES OF THE DIGESTIVE TRACT IN BIRDS
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1.1 Morfofiziologia tractului intestinal la pasari

Lungimea tubului digestiv a speciilor aviare este relativ mai scurtd decét
cea a mamiferelor iar cea mai mare parte a acestei scaderi relative se afla in
regiunea intestinald. Prin urmare pasarile au o suprafatd mai mica pentru digestie
si absorbtie decat mamiferele. Astfel hrana rdmane pentru o perioada mai scurta in
intestin iar recuperarea substantelor nutritive din hrana se face intr-un timp limitat
(Colin et al, 2014). Intestinul la pasari respecta planul de structura al intestinului
de mamifer, cu exceptia unor particularitati care intereseazd mucoasa i
submucoasa.

Mucoasa prezinta vilozitati pe toata lungimea intestinului, inclusiv in cloaca.
Tn lamina propria glandele sunt mai rudimentare decat la mamifere. Acestea sunt
mai rare, mai putin adanci, captusite cu un epiteliu bogat in celule caliciforme.
Glandele sunt separate prin teritorii mezenchimale dezvoltate. Regiunea bazala a
glandelor reprezinta centrul de reactie, in jurul cdruia se concentreaza
mezenchimul si se metaplaziaza. Functia este mult mai intensd in portiunea de
intestin gros in care, in ontogeneza posteclozionald se diferentiazd masiv tesutul
limfoid, reprezentat de limfonoduli.

Mucoasa cloacala 1n portiunea proctodeumului prezinta numeroase vilozitati,
unele dreptunghiulare pe sectiune, altele cu suprafata rotunjitd, acoperite de un
epiteliu monostratificat cu numeroase celule caliciforme si celule columnare cu
microvili scurti. Epiteliul manifesta metabolism similar celulelor din mucoasa
intestinului terminal. Spre piele, epiteliul cloacal, se modificd gradual, devenind
stratificat (Cotea, 2012).

Tractul digestiv al pasarilor de curte este complet din punct de vedere
anatomic in momentul ecloziunii insa capacitatea sa fiziologica digestiva si
absorbtivd este mai mica In comparatie cu cea a pasarilor mature. Dezvoltarea
corpului dupa ecloziune necesita cantitéti crescute de nutrienti ceea ce determina
modificari morfologice si fiziologice in tractul digestiv, in special in intestine.
Mucoasa intestinala este esentiala pentru digestia si absorbtia multor nutrienti prin
intermediul receptorilor membranari ai enterocitelor si al proteinelor din citosol,
ceea ce indica faptul ca digestia si absorbtia sunt legate de suprafata luminala a
intestinului (Maiorka et al, 2014).

Intestinul subtire este segmentul aparatului digestiv unde au loc cele mai
importante procese ale digestiei. Cuprinde trei portiuni: duoden, jejun si ileon si
este structurat din: mucoasda, submucoasa, musculoasd si seroasid. Mucoasa
intestinala prezinta unele particularitati structurale destinate maririi considerabile
a suprafetei sale absorbtive precum pliurile circulare, vilozititile intestinale care
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maresc de 5 ori suprafata mucoasei, enterocitele cu microvilozitati la polul
apical,care maresc de 10 ori suprafata absorbtiva a fiecarei celule in parte, prezenta
glandelor in Imina propria (glandele Lieberkuehn) (Cotea, 2012). Intestinul subtire
produce multiple enzime digestive dar si lipaza, aminopeptidaza,
zaharoza/izomaltaza, maltaza, amilaza si tripsind. Activitatea enzimelor digestive
scade la distantd de duoden. Aminopeptidazele legate de membrana pe enterocite,
au cea mai mare expresie in ileon. Mucusul este produs in intestinul subtire.
Celulele caliciforme secreta glicoproteina bogatad in treonind, prolind si mucina 2
(MUC2). Odata cu addugarea de treonina in dieta bazala exista o expresie crescuta
a mucinei 2 atat in jejun, cat si in ileon. Intre ziua 19 de dezvoltare embrionara si
ecloziune are loc o crestere a numarului de celule caliciforme dar si o crestere
suplimentara pana la 3 zile dupa ecloziune. Tousi bacitracina metilen disalicilat
(BMD) a dus la sciderea numarului de celule caliciforme in ileon. in duoden se
adauga efectul sucului pancreatic asupra continutului digestiv.

Pancreasul aviar produce un spectru complet de enzime inclusiv: lipaza,
amilaza, chimotripsinogen, procarboxipeptidaza cat si membri ai subfamiliilor de
tripsind cationica si anionicd. Pancreasul la pui exprimd doua forme majore de
tripsinogen: tripsinogenul I, la care predomind subfamilia tripsinei cationice, si
tripsinogenul II la care predomina subfamilia tripsinei anionice.

Concentratia fiziologica de acetilcolind si polipeptida intestinala
vasoactive VIP creste secretia enzimelor din pancreas la pui, insa la concentratii
fiziologice colecistochinina, secretina si gastrina nu au efect. Bila se scurge din
lobul stang al ficatului in duoden prin intermediul canalului hepatic. Lobul drept
comunica cu vezica biliard si, indirect, cu duodenul prin intermediul canalului
cistic. La géinile ouatoare se elibereaza aproximativ 190 ml de lichid biliar pe zi.
Bila contine acizi biliari (saruri), pigmenti si proteine care ajutd la digestia
lipidelor. Acizii biliari ai géinilor sunt acidul dihidroxicolanic (la o concentratie de
105 mM) si acidul trihidroxicolanic (21 mM). Peste 90% din acizii biliari sunt
reabsorbiti. Exista concentratii ridicate de IgA (1,7 gL-1) Tn bila puiului. Din punct
de vedere cantitativ cea mai mare parte a digestiei si absorbtiei are loc in intestinul
subtire. Suprafata interioara a intestinului este pliatd in mod complex pentru a-i
mari considerabil suprafata. Vilozitatile contin celule epiteliale specializate pe
suprafata lor, fiecare dintre acestea avand proiectii extinse de pe suprafata
luminald, numite microvilli. In interiorul vilozitatilor, sub celulele epiteliale, se
afla lamina propria, care contine tesut conjunctiv, capilare, muschi netezi si fibre
nervoase (Turk et al, 1982).
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I.1.1. Particularitatile fiziologice ale intestinului la pasari

Functia principala a intestinului este cea de absorbtie, la indeplinirea careia
contribuie enterocitele,care prezintd platoul striat (microvilozitati la ME);
capilarele, chiliferul central si muschiul lui Brucke care inlesneste miscéarile
vilozitétilor (Cotea, 2012). Nutrientii sunt absorbiti de enterocitele din lumenul
intestinal prin absorbtie activa si pasiva. Transportatorii cu ancorare in membrana
sunt responsabili pentru majoritatea mecanismelor de transport activ prin
membrana. Proteinele sunt digerate cu ajutorul proteazelor si peptidazelor. Astfel
rezultd peptidele si aminoacizii care servesc In primul rand ca blocuri de
constructie pentru componente structurale si metabolice. Membrana apicala a
enterocitelor este formata dintr-un simportator peptidic protonic electrogen
desemnat ca peptida H+ -dependenta de peptide transportor 1, PepT1 implicate si
in transportul medicamentelor asemanatoare peptidelor ("peptidomimetice™), cum
ar fi antibioticele f-lactamice, medicamentele anti virale si agenti anticancerigeni.

Acesta are capacitatea de a absorbi fiecare di- si tripeptida posibila eliberata
din descompunerea proteinelor alimentare. Peptidele sunt absorbite mai rapid si
mai eficient decat aminoacizii liberi in intestinul subtire. PepT1 descris la
mamifere dar si la pui (cPepT1) este alcatuit din 714 aminoacizi si are o greutate
molard totald de cu 79,3 kDa.cPepTl1 prezintdi mai multe caracteristici
asemanatoare cu PepT1 de mamifere, inclusiv 12 domenii transmembranare cu o
bucla extracelulara intre domeniile transmembranare 9 si 10 iar afinitatea de legare
si eficienta de transport a PepT1 depind de dimensiunea substratului, sarcina,
hidrofobicitatea, amino si modificarile terminatiilor amino si carboxi, flexibilitatea
lantului lateral, prezenta prolinei si stereospecificitatea. Di sau tripeptidele si alte
substraturi ale PepT1 sunt transportate de un mecanism de transport cuplat cu
protoni. Acest mecanism este dependent de gradientul de pH si de potentialul
negativ membranar intracelular. Cea mai mare expresie a ARNm PepT1 la pui este
observata in intestinul subtire cu expresie scazuta in rinichi si cecum.

De asemenea PepT1 poate fi o dovada a maturitatii enterocitelor, deoarece
expresia proteinei scade de la apex la baza vilozitatii si este reglata la pui pe cale
de dezvoltare. ARNm PepT1 creste de 14 pand la 50 de ori de la stadiul embrionar
din ziua 16 a dezvoltarii embrionare pana in ziua de ecloziune. Expresiei genei
PepT1 este influentatd si de dieta pasarilor. Shiraga et al. (1999) si Walker et al.
(1998) au arédtat ca odatd cu cresterea nivelurilor de peptide alimentare, nivelurile
de expresie a ARNm PepT1 au crescut (Gilbert et al, 2010). Aminoacizii liberi
(neutri, cationici si anionici) sunt transportati In enterocite prin intermediul
transportori de AA de la marginea in perie. Acesti transportori prezinta diferite
specificitati de substrat, insad de cele mai multe ori specificitatile sunt suprapuse.
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Transportatorul 3 de aminoacizi excitatori - EAAT3 este considerata o reactie
Na+- dependentd de aminoacizi pe membrana apicald, cu o afinitate mare pentru
aminoacizii anionici. Incepand cu stadiile embrionare tarzii pani la cele de dupa
ecloziune in intestinele puilor au fost raportati transportori de aminoacizi ileonul
fiind un loc important pentru asimilarea acizilor grasi liberi la puii in crestere.
Glucoza este principala monozaharidd disponibild in dieta animalelor de ferma si
este principala sursa de energie asimilatd in enterocite de catre cotransportatorul
de glucoza dependent de sodiu - SGLT1 care este compus din 14 domenii
transmembranare. Acesta are o greutate preconizata de cca. 73 kD si este foarte
bine exprimat in intestinului subtire.

Proteina SGLT1 este prezentd la mai multe specii, inclusiv la pui. Studii

privind distributia celulard a SGLT1 la pui au aratat ca transportatorul specific de
nutrienti, similar cu transportorul de peptide uman 1- Pepl, nu este exprimat in
criptele enterocitelor insa este exprimat pe toata lungimea vilozitatii. SGLT1
intestinal este singurul transportor intestinal de glucoza cunoscut la pui, iar
glucoza joacd un rol semnificativ in homeostazia energetica globala. SGLT 1 co-
transportd o moleculd de Na+ si o moleculd de glucoza in enterocite. Absorbtia de
glucozd faciliteaza, de asemenea absorbtia lichidului paracelular. Glucoza
transportatd 1n citosol de catre SGLT1 paraseste celula la suprafata bazolaterala
prin transportul facilitat de transportorul 2 (GLUT?2).
Expresia SGLT1 la pui este reglata de diferiti factori inclusiv compozitia
alimentara si dezvoltarea intestinald. Exista in general o secretie duodenala netd a
unor acizi grasi, mai ales a acizilor linoleic si palmitic iar in urma digestiei
proteinelor, aminoacizii, dipeptidele si tripeptidele rezultate sunt absorbite in
intestinul subtire aviar. Jejunul este principalul loc de absorbtie a aminoacizilor,
dipeptidelor si tripeptidelor, fapt demosntrat pe baza studiilor in vivo. Absorbtia
metioninei din jejun este mai mare decat cea din duoden. Existd, de asemenea, o
absorbtie a acidului linoleic, stearic si palmitic in ileon. Insd in vitro rata de
absorbtie a metioninei este mai mare In ileon decat in jejun. Existd o diferenta
relativ micd 1n ceea ce priveste expresia transportorului peptidic dependent de H+
1 (PepT1) si a celor 10 transportori de aminoacizi (rBAT, bo,+AT, ATBo,+,
CATI1, CAT2, LATI1, y+LATI1, y+LAT2, BoAT si EAAT3) pentru cele trei
regiuni diferite ale intestinului subtire la puiul de gaina.

In intestinul subtire, tripsinogenul si chimotripsinogenul sunt activate prin
clivaj proteolitic in tripsind si chimotripsind. Proteinele sunt supuse digestiei
enzimatice 1n intestinul subtire de cétre enzimele: tripsina, chimotripsina si
aminopeptidaza. Exista o expresie jejunald foarte scazuta a subunititilor canalului
de sodiu non-neuronal (SCNN): SCNN 1la, SCNN 1b, SCNN 1g si SCNN 1d care
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alcatuiesc canalul de sodiu sensibil la amilorida. Absorbtia maxima a acidului folic
are loc in duoden si jejun. Functionarea intestinului subtire este controlata atat de
factori neuronali, cat si hormonali. Are loc un control stimulativ atat colinergic,
cat si serotinergic. In submucoasa ileonului sunt prezente numeroase fibre
nervoase colinergice si corpuri celulare ce patrund in mucoasi. In glandele si
vilozitdtile mucoasei ileonului si colonului se gasesc celulele care contin
serotonina ce stimuleaza contractia muschilor netezi ai ileonului. La nivelul
mucoasei existd o rotatie marcata a celulelor acesteia in intestinul subtire, celulele
proliferante gasindu-se in principal in vilozitdti si cripte. Celulele mucoasei
migreaza departe de cripte de-a lungul vilozitatilor dupa care mor. Celulele
apoptotice sunt identificate in apropierea varfurilor vilozitatilor. Ulterior celulele
care mor se desprind si apoi sunt probabil, digerate. Timpii estimati de reinnoire
a celulelor mucoasei din intestinul subtire de pui sunt: duoden - 111 ore, jejun - 55
de ore si ileon - 89 de ore. Prin urmare rezulta un sindrom de malabsorbtie cauzat
de degenerarea criptelor ce prezintd apoptozad crescutd in intestinul subtire al
puiului (Miska et al, 2015).

Structura histologica a colonului la pasari

Structura generala a colonului este similara cu cea a intestinului subtire, cu
straturi de mucoasd si muschi netezi circulari si longitudinali. Colonul prezinta
mucoasa mai groasa prin faptul ca glandele Lieberkuhn sunt mai lungi, formate
din aceleasi tipuri de celule (Cotea, 2012).

Colonul are rol si in absorbtia apei, dupa cum o dovedeste necesitatea unui
aport ridicat de apa la puii colostomizati. Acizii grasi volatili produsi in fermentatia
cecald pot influenta reabsorbtia de sodiu in colon fiind important si pentru
metabolismul azotului. Colostomia scade utilizarea azotului la puii masculi adulti
hraniti cu o dietd sdraca in proteine. Bacteriile proteolitice prezente in colon pot
avea rolul de a degrada proteinele rezultate din fermentatia cecala. Transportul de
sodiu si clorura are loc prin peretele colonului. Absorbtia de ioni de potasiu este
indeplinita de citre colonocite. De asemenea in colon este absorbit si acidul folic.In
colon exista mai multi transportori de sodiu: - Cotransportorul sodiu-glucoza (si
aminoacizi) Intélnit in cazul unui aport ridicat de sare - Canalul de sodiu sensibil
la amiloridd (intilnit n cazul unui aport scdzut de sare si/sau in prezenta
aldosteronului). Canalul de sodiu sensibil la amilorida este alcatuit din patru
subunitati ale canalului de sodiu non-neuronal (SCNN), respectiv. SCNN 1a,
SCNN 1b, SCNN 1g si SCNN 1d. Analogul metioninei, acidul 2-hidroxi-4-
(metiltio) butanoic (Alimet) este absorbit in colonul de pui, precum si in intestinul
subtire.
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Functia colonului. Colonul prezintd contractii de lunga durata si de scurta
durata; ambele tipuri pot fi spre cloaca sau in directie inversa. Exista atat contractii
peristaltice care deplaseaza continutul intestinal spre cloaca, cat si antiperistaltice
retrograde care deplaseaza continutul cloacal prin colon in cecum. In colon existi
doua tipuri de contractii: lungi si lente ale muschilor longitudinali si peristaltice
mici, rapide ale muschilor circulari. Colonul este controlat atdt neuronal si
endocrin. In plexurile din colon intdlnim corpuri neuronale colinergice si fibre
nervoase impreuna cu fibre noradrenergice (Colin et al, 2014)

I.1.2. Histologia functionali a cecumului la pasari

Cecumul este precum un sac cu terminatie oarba care se proiecteaza ca un
deget din colonul proximal. Prezintd o lungime de 15-18 cm la puiul adult.
Continutul intestinal patrunde in cecum din ileon sau prin transport retrograd din
colon. Intrarea in cecum la pui este influentatd de dimensiunea particulelor.
Particulele solubile foarte mici intrd usor insd nu si cele de dimensiuni mai mari.
Cecumul prezintd functii importante, printre care: absorbtia de sodiu, clorurd si
apa, secretia/excretia de produsi azotati, precum acidul uric.De asemenea aici are
loc fermentarea continutului intestinal rezultand nutrienti cum ar fi acizii grasi
volatili si vitaminele disponibile pentru absorbtie. Cresterea nivelului de hidratare
a excrementelor sustine absorbtia apei de catre cecum si a consumului de apa in
urma cecostomiei. Existd un transport de sodiu si clorura prin peretele cecumului.
Microorganismele din cecum fermenteaza continutul intestinal (Holt et al, 2011)
Cecumul reprezintd spre exemplu principala sursa gastro-intestinald pentru
producerea de acizi grasi volatili precum acidul acetic, propionic si butiric. In
prezenta acizilor grasi volatili (acetat, propionat si butirat) sau a glucozei, se
produce absorbtia electrogena de sodiu si secretia de clorura la nivelul cecumului.
Tot la nivelul cecumului are loc o sintezd marcantd a vitaminelor, in special a
riboflavinei, a acidului pantotenic si a acidului nicotinic dar nu si a celor fara
germeni, hraniti cu o dietad fara vitamina B. Se crede ca amoniacul este Tncorporat
in aminoacizi de citre microorganismele cecale, cu o anumitd absorbtie a
aminoacizilor in cecum. Capacitatea cecumului de a utiliza cantitati semnificative
de azot neproteic din alimentatie nu este suficient studiata.

Timpul de tranzit intestinal este influentat de fiziologia nutritionala.
Tranzitul continutului intestinal prin tractul gastro-intestinal al puiului este mai
lent noaptea decét in timpul zilei. S-a observant o reducere a timpului de tranzit
gastro-intestinal la pui in functie de regimul alimentar, de exemplu, in cazul in care
se utilizeaza coji de ovdz macinate grosier sau o cantitate mai mare de treonind in
alimentatie. Timpul de tranzit intestinal la pui este influentat de hormoni,
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corticosteronul scazind in mod semnificativ viteza de tranzit. De asemenea sunt
prezente efectele genetice asupra timpului de tranzit intestinal, cu modificari ale
timpului de tranzit la puii selectati pentru o eficientd digestiva scazuta fata de cea
ridicata (Colin et al, 2014).

1.2. Bariera epiteliala intestinala la pasari

Bariera intestinald constituie interfata dintre mediul extern si cel intern. O
bariera intestinald functionald permite absorbtia substantelor nutritive si a
lichidelor, dar impiedica in acelasi timp substantele ddunéatoare, cum ar fi toxinele
sau bacteriile, sa treaca prin epiteliul intestinal catre tesutul subiacent. Exista un
echilibru delicat pentru a mentine o barierd functionald ce este mentinut prin
mecanisme de apdrare fizicd, incluzand atdt complexele jonctionale care leaga
celulele epiteliale adiacente cat si suprafata mucoasei celulelor epiteliale.
Urmatoarea parte a barierei intestinale este reprezentatd de epiteliu, stratul unic
celular care separa organismul de mediul luminal extern. Epiteliul este alcatuit din
enterocite, celule Paneth si caliciforme. Aceste celule si functiile lor diferite
formeaza o bariera stransa fatd de mediul luminal intestinal. Celulele Paneth
produc peptide antimicrobiene care contribuie la eliminarea bacteriilor patogene,
in timp ce enterocitele raspund la stimuli nocivi prin secretia de clorurd (Schoultz
et al, 2020).

Epiteliul intestinal este foarte populat de limfocite intraepiteliale, celulele
ucigase naturale (NK). Celulele Natural Killer au fost descrise ca fiind limfocite
granulare mari, atdt cu functii efectoare de citotoxicitate si de producere de
cytokine. Astfel, acestea joaca un rol important in prima linie de aparare impotriva
agentilor patogeni invazivi in tesutul intestinal (Trinchieri et al, 2015). La pui,
celulele NK sunt abundente in epiteliul intestinal, dar sunt mai putin detectabile in
sangele periferic si splind. De asemenea, a fost raportat ca expresia celulelor NK
la pui a fost minima la puii de gaind in timpul primelor saptdmani dupa eclozare,
dar a crescut pe masura ce pasarile avanseaza in varsta. Pentru a mentine o bariera
functionala, mai multe proprietati mecanice ale celulelor epiteliale intestinale sunt
esentiale si constituie diverse mecanisme de aparare, in care primul dintre ele este
lumenul insusi. Aici, antigenii si bacteriile sunt degradate de sucurile biliare si de
acizii gastrici si pancreatici (Chelakkot et al, 2018).

Sub epiteliul intestinal se afld lamina propria formatd din celule imune
innascute si adaptative, cum ar fi neutrofilele, celulele T-reglatoare, macrofagele
si mastocitele (Schoultz et al, 2020). Neutrofilele sunt printre primele celule care
ajung in zonele inflamate si limiteazd invazia microorganismelor. Are loc
eliminarea acestora prin fagocitoza. Tn mod similar, macrofagele din lamina
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propria se afld in apropierea enterocitelor si fagociteaza potentialul continut
luminal daunator care a strabatut bariera intestinala si au ajuns in lamina propria.
Celulele T sunt esentiale in mentinerea homeostaziei imune, deoarece sunt
capabile sd suprime activarea diferitelor celule immune implicate in inflamatia
intestinald, precum si sa induca toleranta imuna la antigene derivate din dieta sau
din flora comensala. De asemenea, lamina propria contine sistemul endocrin si
sistemul nervos enteric care joaca un rol important in homeostazia barierei
intestinale. Mastocitele sunt situate in apropierea nervilor si pot fi activate de
mediatorii neuronali si au fost implicate in mai multe tipuri de raspunsuri
neuroinflamatoare, asa cum au fost analizate de Keita si colab.

O serie de studii au demonstrat ca receptorii Toll-like (TLR) epiteliali
intestinali provoaca un raspuns imunitar pentru a mentine functia de bariera (Cario
et al, 2008). Sub stratul epitelial se afld un strat subtire de tesut conjunctiv, lamina
propria, care are un rol crucial in realizarea unei comunicari intre microbiom si
celulele imunitare. Sistemul epitelial intestinal gazduieste, de asemenea, celule
imunitare, inclusiv celule dendritice, celule T, celule B si macrofage, care
functioneaza in stransa legatura cu celulele epiteliale intestinale pentru a mentine
homeostazia intestinala.

Studii recente au raportat dovezi convingatoare privind rolurile metabolice,
imunologice si fiziologice pe care le are microbiota intestinald. Bacteriile luminale
comensale inhiba colonizarea agentilor patogeni, de exemplu prin producerea de
bacteriocine, modificarea pH-ului continutului luminal si competitia pentru
nutrientii necesari pentru cresterea bacteriilor si a agentilor patogeni.

Urmatorul mecanism de aparare este micromediul intestinal care include
glicocalixul, si stratul de mucus. Primul strat de aparare din epiteliul intestinului
este format de un strat de mucus, care este esential pentru limitarea expunerii
celulelor epiteliale la microbiom (Chelakkot et al, 2018). Stratul de mucus
formeaza un habitat protejat pentru flora comensald in imediata apropiere a
celulelor epiteliale. Mucusul este compus din mucina produsa si secretatd de catre
celulele caliciforme. In plus, stratul de mucus este alcatuit din IgA, unul dintre cei
mai abundenti anticorpi in secretiile mucoasei, care prin mai multe mecanisme
diferite neutralizeaza agentii patogeni si favorizeazd mentinerea florei comensale.

Homeostazia barierei intestinale este dependentd de relatia dintre microbiota
intestinala si epiteliul intestinal. Sistemul imunitar innéscut si, in special, receptorii
de recunoastere a modelelor (PPR) exprimati 1n enterocite (de exemplu, receptorii
de tip Toll, receptorii de tip Toll-like, receptorii cu domeniu de oligomerizare a
nucleotidelor ca receptori de tip nucleotide si gena I inductibild de acid retinoic)
sunt esentiali pentru homeostazia intestinului. Acesti receptori recunosc
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moleculele  microbiene pattern(tipice) asociate cu  microbii/patogenii
(MAMPs/PAMPs)  exprimate de  majoritatea  microbilor.  Atasarea
MAMPs/PAMPs la PPR-urile determina un raspuns inflamator imediat impotriva
microorganismelor striine pentru a proteja gazda. Aceastd interactiune permite
identificarea moleculelor straine de catre celulele prezentatoare de antigen, cum ar
fi celulele dendritice si macrofagele. Aceste celule migreaza in continuare catre
zona periferica, unde ele prezinta antigenele celulelor T, ceea ce duce la producerea
de citokine proinflamatorii, cum ar fi interferonul gamma (IFN-), chemokine si
peptide antimicrobiene pentru a proteja bariera intestinala. Una dintre principalele
cascade de semnalizare declansate de IFN- care este implicatd in mentinerea
barierei intestinale este activarea metabolismului triptofanului prin inducerea unor
niveluri crescute ale enzimei indolamina 2,3-dooxigenaza. Aceastd enzima este
responsabild de transformarea triptofanului in kynurenina care functioneaza ca un
ligand endogen al factorului de transcriptie al receptorului de hidrocarburi arilice
(AhR) care, in urma activarii, are capacitatea de a inhiba raspunsurile inflamatorii
in intestin gi are un efect protector impotriva bolii inflamatorii intestinale.

In conditii normale, simbioza dintre microbiota intestinala si gazda este bine
echilibrata. Cu toate acestea, in anumite boli, cum ar fi boala inflamatorie intestinala,
acest echilibru este rupt si contribuie la aparitia inflamatiei intestinale. Evaluarea
compozitiei microbiotei intestinale, a metabolitilor microbieni, precum si a
markerilor inflamatori poate fi importanta pentru a cartografia mecanismele care stau
la baza unei bariere intestinale perturbate (Chelakkot et al, 2018).

1.2.1. Permeabilitatea intestinala

O functie cruciala a epiteliului intestinal este mentinerea unei functii de bariera
corespunzatoare, care permite permeabilitatea nutrientilor, apei si ionilor, dar
limiteaza intrarea agentilor patogeni si a toxinelor bacteriene. Permeabilitatea
intestinald se defineste ca fiind trecerea intestinald nemediatd a unor substante de
marime medie (molecule hidrofile de dimensiuni medii) care se produc spre un
gradient de concentratie fara ajutorul unui purtator sistem de transport. Prin urmare,
o permeabilitate intestinala crescuta este un semn al unei functii de barierd intestinala
solut printr-o membrana simpla, iar membrana intestinald este formata din mai multe
straturi si tipuri de celule diferite, este obligatoriu sa se utilizeze simplificari atunci
cand se masoard permeabilitatea intestinala. Permeabilitatea intestinald poate fi
evaluatd prin masurarea rezistentei transepiteliale (TER), adicd a capacitatii de
difuziune pasiva. a incarcaturii ionice prin epiteliu, dar si prin masurarea trecerii
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solutilor prin epiteliu prin diferite cai de trecere. Modificari ale modului de trecere a
peptidelor prin epiteliu sunt considerate a fi de mare importanta in fiziopatologia
tulburarilor gastrointestinale. Chaperonii lipidici intracelulari cunoscuti sub numele
de FABP sunt un grup de molecule care coordoneazd raspunsul si metabolismul
lipidic in celule. FABP se gasesc la toate speciile, de la Drosophila melanogaster si
Caenorhabditis elegans la soareci si oameni, demonstrand o conservare evolutiva
puternica. La vertebrate, noua chaperoni au fost identificati pand in prezent in
intestin, ficat, creier, adipocite si muschi, organe care prezintd rate ridicate de
metabolizare a lipidelor. FABP intestinale, FABP2 si FABP6, sunt exprimate la
niveluri ridicate Tn intestinul subtire si, respectiv, in ileon si, in plus fata de medierea
metabolismului lipidic, acestea sunt, de asemenea, implicate in conditiile inflamatorii
intestinale prin modularea céilor critice sensibile la lipide in adipocite si macrofage
laom. FABP2 este reglata in sens negativ la indivizii cu leziuni ale barierei intestinale
induse de ischemie/reperfuzie, sugerand rolul important al FABP2 in sanatatea
barierei intestinale. Mai multe FABP-uri (FABP1, FABP2, FABP6 si FABP10 au
fost identificate ca fiind predominant exprimate n tractul digestiv al puilor; cu toate
acestea, mai rdman multe de determinat in ceea ce priveste expresia si functiile
biologice ale acestora la pasarile de curte. FABP2 este implicata in lipogeneza si in
transportul acizilor grasi si joacd un rol important in continutul de gréasime
abdominala la puii de carne. In anumite studii, la pasarile cu functia de barieri
intestinald afectata s-a constatat reducerea expresiei genei FABP2, sugerand c4, la fel
ca rolul FABP2 in sidnatatea barierei intestinale umane, FABP2 poate fi utilizat ca
marker al functiei de barierd intestinald la pui. Reducerea expresiei FABP2 indica
pierderea continutului de celule epiteliale si aparitia insuficientei barierei intestinale
la pasdrile cu aceasta problema (Chen et al, 2015). Solutii pot trece prin epiteliul
intestinal fie intre celule prin intermediul cdii paracelulare fie prin celule pe cale
transcelulara (Chelakkot et al, 2018).

1.2.2. Transportul transcelular

Transportul transcelular este un proces saturabil, activ, care se poate
desfagura impotriva unui gradient de concentratie. Trecerea pe cale transcelulara
poate avea loc in diferite moduri, in functie de proprietatile solutului. Acest
transport activ este mediat de diferite proteine transportoare de Ca2+. Transportul
de moleculele prin enterocite prin traversarea membranei apicale si bazolaterale se
realizeaza prin intermediul cdii de permeabilitate transcelulara.

Enterocitele au o polaritate apical-bazala definita de orientarea membranei
apicale spre lumenul intestinal si orientarea bazala spre membrana bazolaterala.
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Membrana bazolateralad este mai subtire si mai permeabild decat membrana apicala
datoritd unui raport proteine:lipide mai mic.Transportul de molecule poate fi activ
sau pasiv.Transportul de molecule Tmpotriva concentratiei/ gradientului de
concentratie utilizdnd energia produsa de ATP este transportul activ. Difuziunea
facilitatd consta in transportul de molecule sau de ioni prin membrana intestinald
prin intermediul unor proteine integrale transmembranare specifice, proces care nu
necesitd energie chimicé din adenozin trifosfat (ATP) (Bronner et al, 2018).

Celulele absorbtive ale tractului gastrointestinal au adesea mecanisme
specializate care permit absorbtia eficientd a multor minerale solubile, chiar si
atunci cand concentratia acestora in alimentatie este destul de scazuta, acest lucru
fiind cunoscut sub numele de transport transcelular si este un proces ce se
desfasoara in 3 etape.Mineralul se deplaseaza din fluidele digestive prin stratul de
apa si prin glicocalix si ajunge la suprafata apicala a membranei. Pentru producerea
absorbtiei, mineralul trebuie sd fie solubil in fluidele digestive care acopera
suprafata celulara. Stratul dublu fosfolipidic care alcdtuieste membrana celulara
este total impermeabil pentru apd si minerale. Pentru a permite deplasarea unui
mineral solubil n apd prin stratul dublu fosfolipidic 1n interiorul celulei, celula se
foloseste de canale transportoare minerale sau “ionice". Acestea sunt proteine
specializate din membrana celulari care faciliteaza difuzia mineralelor. in general,
acesti transportatori se leagd de minerale numai dacid acestea se afld in forma
ionizata. In multe cazuri, transportatorii se leaga de mineral numai daci acesta are
0 anumitd incércaturd sau valentd.Unele minerale traverseaza membrana apicala
folosind proteine transportoare care actioneaza prin schimb de ioni; acestea aduc
un tip de ioni in celula, trimitdnd in acelasi timp un alt ion, de obicei cu aceeasi
sarcind, in lumen pentru a mentine electroneutralitatea. Procesele active de
transport transcelular al mineralelor permit unui organism sa absoarba minerale
din alimentatie chiar si in situatiile In care acestea sunt prezente in concentratii
foarte mici Tn lumenul intestinal. Mecanismele de transport sunt, in general, foarte
specifice pentru un anumit mineral si usor saturabile, ceea ce inseamna ca pot
transporta doar o cantitate limitatd de minerale intr-un anumit interval de timp.
Atunci cand organismul are nevoie de un anumit element eficienta acestor sisteme
de transport poate fi crescutd sau scazuta atunci cand organismul are rezerve
suficiente. De asemenea, existd antagonisti ai acestor procese de transport, spre
exemplu un nivel ridicat de Fe din alimentatie poate interfera cu absorbtia de Zn
prin intestinul subtire (Goff et al, 2017).
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1.2.3. Transportul paracelular

La nivelul celulelor epiteliale si celulelor endoteliale se gasesc jonctiunile
stranse, un element al complexului jonctional. Se formeaza astfel o centurd intre
domeniul lateral al membranei plasmatice in apropierea polului apical, care
serveste ca o bariera primard pentru difuzia de soluturi, regleaza transportul
paracelular si permite polarizarea celulara. Jonctiunile stranse sunt compuse din
punct de vedere structural din retele de filamente proteice, numite filamente, care
traverseaza spatiul extracelular pentru a interactiona cu jonctiunile stranse ale
celulelor adiacente si au un rol primordial in mentinerea integritatii si a functiei de
barierd paracelulard a celulelor epiteliale si endoteliale, prin reglarea trecerii
ionilor si a solutilor prin spatiul paracelular restrictionand miscarea proteinelor
intre compartimentele bazolateral si apical. Capacitatea fiziologica de a actiona
precum un sigiliu depinde de numerosi factori, cum ar fi valoarea tensiunii fizice
exercitatd asupra sigiliului ,numarul de filoane, si componenta primard a
proteinelor din filamente.

Proteinele care integreaza jonctiunile stranse sunt tricelina, occludina,
claudinele molecula de adeziune a jonctiunii (JAM) si Marvel D3. Claudinele sunt
proteine transmembranare cu o greutate moleculara cuprinsa intre 20 pana la 27
kDa. Acestea polimerizeaza liniar pentru a forma siruri, stabilind interactiuni
transcelulare in cis intre claudine din aceeasi celuld si in trans intre claudine ale
celulelor adiacente, ceea ce determind permeabilitatea paracelulara,
permeabilitatea epiteliala polarizarea epiteliald si conservarea rezistentei
transepiteliale si trecerea selectiva a moleculelor si a ionilor. Familia formata din
proteine multigenice cuprinde cca 27 de membri la om si soareci specii la care
majoritatea acestor proteine au fost studiate. Totusi prezenta lor a fost observata si
in diferite organe la embrionii de pui si la pasarile adulte.

Aceste proteine transmembranare sunt grupate in claudinele de sigilare si
claudine formatoare de canale. Spre exemplu claudina 7, poate actiona ca o bariera
sau ca un canal in functie de context. Claudinele 2, 10 si 15 intervin in trecerea
cationilor; claudinele 10 si 17 sunt implicate in trecerea anionilor iar claudina 2 in
trecerea apei. Proportia de combinare a membrilor acestei familii de proteine si
diferentele de densitate determind proprietatile de canal si de barierd ale
jonctiunilor stranse. De asemenea, joaca un rol esential in generarea de tuburi
epiteliale, lumenuri, si retele tubulare in timpul formarii organelor (Giinzel et al,
2013).

Reducerea expresiei claudinei-3 a provocat cresterea permeabilitatii.
Asocierea claudinei-3 cu jonctiunile "mai stranse" a fost, de asemenea, raportata la
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soareci, unde expresia claudinei-3 a fost detectata in ansa ascendenta a lui Henle,
tubulii convoluti distali si canalul colector (unde jonctiunile epiteliale sunt stranse),
dar a fost absentd in segmentul proximal, unde jonctiunile strdnse sunt mai putin
etanse. In studiul efectuat pe pui de o zi, proteina claudini-3 a fost a fost slaba sau
absentd in regiunile criptei unde sunt localizate celulele stem intestinale si
jonctiunile stranse sunt relativ permeabile. Expresia claudinei-4 duce la
imbunatatirea proprietatilor de barierd, de aceea este esential sd se identifice
claudinele prin determinarea prezentei ARNm de claudina in tunica mucoasa a
diferitelor regiuni ale intestinului la puii in varsta de 7 saptamani. Aceasta este o
etapa fundamentala pe calea elucidarii rolului lor specific. Claudina-5 (23 kDa,
218 AS) ce este o claudind formatoare de bariere, joacand un rol principal si se
gaseste in cantitati mari in endoteliul cerebral, dar si in endoteliile diferitelor alte
organe, de exemplu, ale pielii, ficatului, rinichilor si plamanilor iar organele cu
expresie epiteliald a claudinei-5 sunt intestinul si pancreasul. De asemena a fost
detectatd in cardiomiocite.

Observatiile studiilor indica faptul ca claudina-5 este localizata in principal
in regiunile strdnse si functionale intestinale ale puilor si spre deosebire de
claudina-3, expresia proteinei claudina-5 a fost cea mai puternica in regiunile
criptelor si vilozitatilor inferioare ale epiteliului intestinal la puii eclozati in prima
zi de viata. S-a raportat ca proliferarea celulard in intestinul puilor este cea mai
mare n epiteliul de la nivelul criptelor. Spre deosebire de mamifere, proliferarea
are loc si in vilozitati, cu un numar tot mai mic de celule in diviziune spre varful
vilozitatii (Uni et al., 1988). Astfel, distributia proteinei claudina-5 de-a lungul axei
cripta-vilozitati pare similard cu modelul de proliferare epiteliald in timpul
perioadei initiale post eclozionare (Ozkan et al, 2010).

Proteina Claudin-16 nu a fost detectata intre 12 si 18 zile ale dezvoltarii
embrionare dar a fost prezenta in celulele epiteliale de la varful vilozitatilor lungi
pana la 20 de zile. La 1 zi dupa Claudina-16 a fost gasita in celulele din regiunea
superioara a capilarelor vilozititilor chiar in prima zi dupa ecloziune. Intre 18 si
20 de zile de dezvoltare se remarcd o crestere dramatica a claudinei-16 1n
concordanta cu aparitia proteinei la 20 de zile. Nivelul ARNm claudin-16 a scazut
dupd ecloziune in aceeasi perioadd 1n care expresia proteicd (intensitatea
imunomarcatiei) a crescut. Acest lucru ar putea fi explicat printr-o crestere a ratei
de traducere a transcriptiilor claudin-16 in momentul in care se stie cd rata
metabolica a epiteliului creste.

Cu toate acestea fenomenul este foarte probabil, intrucét celulele epiteliale
contin in mod clar claudina-16 si deoarece celulele caliciforme apar in ziua in care
expresia epiteliala a claudinei-16 a crescut de 9,7 ori. Unii markeri ai diferentierii
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functionale a celulelor epiteliului intestinal cum ar fi activarea enzimei
microvilozitatilor si transportatorii de nutrienti sunt cunoscuti ca fiind in crestere
rapida de-alungul celor 2-3 zile care preced ecloziunea. Insa unii dintre acestia
scad apoi la 1-2 zile dupa ecloziune, model urmat de nivelutile relative ale tuturor
celor 3 transcriptii de claudina.

La mamifere si pasari occludina este o proteind foarte bine conservata Si
este prezenti in celulele care formeaza jonctiuni stranse. In functie de specie exita
o variatie a dimensiunii occludinei. Occludina nu este esentiala pentru asamblarea
unei jonctiuni stranse, dar este importanta atunci cand limiteazd permeabilitatea
functionald. Absorbtia intestinala are loc prin trecerea moleculelor prin celula si
prin transport paracelular. La baza tranzitului paracelular functioneaza prin unul
dintre urmatoarele mecanisme: calea "porilor", care este de capacitate redusa si
permite trecerea ionilor si a solutilor mici sau calea de "scurgere" care permite
trecerea moleculelor mici si mari precum ioni si soluturi neincércati intr-un mod
neselectiv, neuniform. Aceasta cale implica ruperea firelor sau formarea tranzitorie
de spatii paracelulare. Secventa de aminoacizi cu bucle extracelulare determina
interactiunile iar claudinele formeaza claudine homotipice si interactiuni
heterotipice, astfel incat existd un potential considerabil pentru diverse interactiuni
si caracteristici ale porilor.

Tubul digestiv al pasarilor este mai scurt si mai simplu decat cel al
mamiferelor. Cu toate acestea, este foarte eficient pentru procesele de digestie si
absorbtie ale nutrientilor.

In epiteliul intestinal al pasarilor, 90% din substantele (ioni, nutrienti, etc.)
sunt absorbite prin porii cu diametrul de 4 pana la 8 nm, care sunt prezenti in
jonctiunile stranse. Acest lucru ar putea explica de ce pasarile au o capacitate de
absorbtie mai mare a metabolitilor hidrosolubili Tn comparatie cu mamiferele. De
asemenea s-a observat faptul ca alterarile in expresia proteinelor jonctiunilor
stranse cauzeazd modificari ale functiei barierei paracelulare bazate pe claudina
fiind legate de dezechilibrul absorbtiei apei, aparitia inflamatiei. Rolul
preponderent in timpul absorbtiei intestinale la pasari este jucat de jonctiunile
stranse.

Proteinele jonctiunilor stranse ce mediaza proprietatile de bariera
paracelulard ale celuleor epiteliale sunt reglementate prin mai multe mecanisme
cum ar fi: modificarile in expresia ARNmM, post-translationale ale proteinelor
jonctiunilor stranse si procese de fosforilare la capatul lor C-terminal. Acestea
procese de fosforilare sunt mediate de diferite kinaze, de exemplu, lantul usor al
miozinei sau Rho kinaza si sunt asociate cu insertia sau eliminarea proteinelor
jonctiunilor stranse din membrana celulard. Unul dintre agentii de rezistenta ai
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barierei intestinale este quercetina. Tot de la 18 la 20 de zile nivelurile de
transcriptie ale ZO-2 scad si ating un nivel si mai scazut la 2 zile dupa ecloziune
iar acest lucru indica faptul ca de expresia proteinelor de la nivelul jonctiunilor
intestinale nu sunt toate la fel. Una dintre proteinele adaptoare responsabile de
conectarea jonctiunilor stranse la citoschelet este Zonula Ocludens-2. De asemena
se crede ca initiaza localizarea corectad a claudinelor si formarea jonctiunilor
stranse. Este posibil sa fie destul de semnificativ faptul ca nivelurile de transcriptie
ale ZO-2 sunt ridicate cu 2 zile inainte de cresterea transcriptelor de claudind si
inainte de mutarea proteinelor claudina -3 si -5 céatre celulele epiteliale. Sunt
necesare studii suplimentare pentru a elucida rolul potential al ZO-2 in orientarea
claudinelor in timpul in timpul dezvoltarii epiteliale. Amplasarea claudinelor -3 si
-5 in interiorul intestinului puilor sugereaza o functie a acestor proteine in epiteliul
intestinal (Ozkan et al, 2010).

1.3. Tesutul limfoid asociat intestinului la pasari

La animalele monogastrice, mucoasa gastrointestinala reprezinta o linie de
aparare impotriva agentilor patogeni din mediul Inconjurdtor. Pentru a lupta
impotriva agentilor infectiosi si potential daundtori, in intestin s-a dezvoltat un
sistem complex de tesut limfoid in submucoasa si mucoasa.

Tesutul limfoid care este asociat cu tractusul gastrointestinal reprezinta o
prima linie de aparare impotriva antigenilor daunétori care patrund in organism in
timpul hranirii si respiratiei si in functie de localizare, este prezent sub forma de
agregate de celule limfoide si, de asemenea, sub forma de celule organizate in
foliculi limfoizi si amigdale (Casteleyn et al, 2010). Tesuturile limfoide asociate
cu mucoasa sunt foarte dezvoltate la pui, in numeroase locatii si in special in tractul
gastrointestinal si includ structuri unice la pasari, precum diverticulul lui Meckel
si amigdalele cecale. Tesutul limfoid asociat intestinului de pui este alcatuit dintr-
un numar de tesuturi si celule care sunt responsabile de mentinerea homeostaziei
intestinale si de generarea raspunsurilor imune la nivelul mucoasei.

Sistemul TLAMD are ca trasaturd caracteristica producerea de anticorpi
IgA si cuprinde peste 2/3 din toate celulele limfoide ale intregului sistem imunitar.
Aproximativ 80% din toate imunoglobulinele si 50% din limfocite sunt produse in
intestin. Ig sunt secretate pe suprafetele mucoaselor si principala lor functie
implica captarea antigenului. De asemenea, Tmpiedica trecerea antigenelor prin
mucoasa in organism si sunt captate de celule specializate prezentatoare de antigen
(APC), care secreta citokine adecvate, determinand astfel aparitia sau disparitia
inflamatiei (Kiczorowska et al, 2017). Tractul gastrointestinal este bogat in celule
mieloide si limfoide. Multe dintre aceste celule rezidd in tesuturile limfoide
organizate. TLAMD este un sistem imunitar cheie, estimandu-se ca este compus
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din mai multe celule imunitare decat orice alt tesut (Smith et al, 2008). Structurile
asociate formeaza un loc care favorizeaza colocalizarea numeroaselor tipuri de
celule imune necesare pentru a initia si media functia imunitard. Multe dintre
structurile sale organizate sunt situsuri de inductie imuna care asigura conditiile
necesare pentru a induce raspunsuri imune adecvate (de exemplu, productia de IgA
de catre plasmocite) (Tomonori et al, 2018). Tesuturile limfoide au o structura bine
organizatd. Acesta este compus dintr-un spatiu interfolicular in care se acumuleaza
celulele T, iar celulele B formeaza foliculi; toate acestea sunt acoperite de epiteliu
asociat foliculilor specializat (FAE).

Pe langa tesuturile limfoide organizate, limfocitele solitare si agregatele
din lamina proprie contin atat celule B, cat si celule T . Celulele CD8+ sunt
raspandite 1n toatd lamina propria. Majoritatea celulelor T exprima CD4,
plasmocitele Ig M+ si IgY+ sunt in principal localizate intre cripte. Plasmocitele
IgA+ sunt adesea dispuse difuz din cripte pana la varfurile vilozitatilor.
Macrofagele exprima antigenul complexului major de histocompatibilitate (MHC
clasa II) si contin fosfataza acida si sunt localizate in spatiul subepitelial. Numarul
de celule creste la pasarile mai in véarsta, dar varsta nu influenteazd modelul de
distributie caracteristic al acestor limfocite (Smith et al, 2008).

Epiteliul care captuseste tesutul limfoid organizat se caracterizeaza prin
microvilli neregulati, numerosi tubuli apicali, vezicule si vacuole si citoplasma
densa. Placile Peyer, CT, bursa lui Fabricius si diverticulul Iui Meckel, nu sunt
dispuse ca In cazul vilozitdtilor si glandelor intestinului.Se mai poate adduga ca,
epiteliul este adesea aplatizat, lipsit de celule caliciforme producatoare de mucus.
Celulele contin fosfataza alcalina, in timp ce epiteliul vilozitatilor co-lunare nu
contine fosfataza. Limfocitele patrund in epiteliu pentru a forma un limfoepiteliu,
cu exceptia bursei lui Fabricius (Liebler, 1986).

Amigdalele pilorice. Foliculii limfoizi secundari mici si regiunile celulare
T interfoliculare sunt prezente in peretele partii proximale a duodenului langa
sfincterul piloric. Cand acest inel de tesut limfoid este bine dezvoltat, termenul de
amigdala pilorica poate fi folosit pentru a desemna acest TLAMD.Conform lui
Nagy & Ola’h (2007), aceasta amigdala este formata din 15 pana la 20 de unitati
amigdaliene care sunt incapsulate de tesut conjunctiv. Tesutul limfoid prezent in
fiecare unitate este organizat in jurul unei cripte centrale, care este o cripta
Lieberkuhn transformatd, care este céptusitd de un epiteliu infiltrat in principal de
limfocite T. Unele celule M au fost observate si in acest tesut limfoid. Desi nu a
fost atribuit inca o functie exacta amigdalelor pilorice, aceasta ar putea compensa
potential absenta ganglionilor limfatici mezenterici la pasari. La mamifere, acesti
ganglioni limfatici formeaza o barierd secundara impotriva diseminarii antigenelor
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din TLAMD. Impreund cu amigdalele esofagiene, amigdalele pilorice aviare
controleaza raspandirea antigenelor in sange prin intermediul vaselor limfatice
mezenterice.Lamina propria a partii proximale a duodenului contine foliculi
limfoizi primari si secundari si regiuni interfoliculare amigdaliene pilorice aviare
care controleazd raspandirea antigenelor In sange prin intermediul vaselor
limfatice mezenterice.

Plicile Peyer. Pana la sase placi Peyer diseminate sunt prezente la partea
anti-mezentericd a jejunului la pui. Aceste structuri limfoide sunt denumite si
amigdale intestinale. Una dintre placile Peyer este localizata in mod constant in
ileon, 5-10 cm proximal la nivel ileo cecal. Placile Peyer sunt foarte asemanatoare
cu cele ale mamiferelor. Tesutul lor limfoid nu este localizat numai in lamina
propria, ci patrunde si in submucoasa; fiind format din foliculii limfoizi primari si
secundari care contin in principal limfocite B si sunt separate prin regiuni
interfoliculare bogate in limfocite T.

Epiteliul de acoperire a placilor Peyer este format din enterocite
nediferentiate si este puternic infiltrat cu celule limfoide. Acest limfo-epiteliu este
responsabil pentru contactul intim dintre chim si sistemul imunitar intestinal. La
fel ca la mamifere, Celulele M cu microvili apicali sunt cele mai importante celule
de prelevare de antigen prezente in limfo-epiteliul intestinal aviar. Placile Peyer se
dezvolta foarte rapid. La puii nou eclozionati , placile lui Peyer nu sunt vizibile
macroscopic, dar infiltratiile de celule limfoide sunt vizibile microscopic in unele
locuri. De la varsta de 10 zile, ei pot fi vazuti macroscopic. Volumul lor creste
semnificativ pana la varsta de 3 luni. Datorita atrofiei ulterioare dupa 1 an, doar o
singurd placa Peyer raméne si se afla in apropierea zonei de tranzitie dintre ileon
si cecum.

Diverticulul lui Meckel. Diverticul lui Meckel, oficial numit diverticulum
vitellinum, este ramasita sacului cu gilbenus si care, In timpul embriogenezei,
conecteazad sacul de galbenug cu lumenul intestinal. Este vizibil macroscopic la
60% dintre gainile adulte si porumbei sub formd de cupold sau proeminenta
vermiforma la partea anti-mezenteriala a peretelui jejunal, usor distal de regiunea
mijlocie a acestui segment intestinal. Nu poate fi gasit in mod constant la pasarile
adulte, si este, de asemenea, absent la 20% dintre rate si 10% la gaste. La cele patru
specii aviare mentionate mai sus, diverticulul lui Meckel persista in timpul vietii,
intrucat dispare devreme in viata altor pasari.

Imediat dupa eclozare, diverticulul lui Meckel este foarte mare si plin de
gélbenus. Potrivit lui Besoluk si colab. (2002), tesutul limfoid al diverticulului lui
Meckel incepe sa se dezvolte la pui de la 5 la varsta de 7 sdptamani . Cu toate
acestea, au fost observate mici agregari de macrofage si limfocite la pui de carne
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de 2 séptamani de catre Teirlynck (2009).Tesutul limfoid complet matur este
prezent de la varsta de 10 saptimani si rimane activ pana la varsta de 21 de luni.
In diverticulul lui Meckel se gasesc granulocite, monocite si un numar mare de
plasmocite, dar fara eritrocite sau trombocite. Prin urmare functia diverticulullui
Meckel este dubla si consta in cea de hranire a pasarii in primele zile de viata si
cea de actiune ca un organ mielopoietic in etape ulterioare. Un diverticul tipic al
lui Meckel seamana cu un apendice atasat la peretele jejunal. In regiunea centrala,
tesutul limfoid este organizat in foliculi limfoizi primari si secundari si acumulari
de celule limfoide interfoliculare. Tesutul limfoid este situat in jurul lumenului
intestinal, care pe alocuri este captusit de un limfo-epiteliu.

Amigdalele cecale. Un grup mare de agregate de tesut limfoid este situat
in peretele medial al cecumului si tranzitiei lui in rect.Amigdalele cecale sunt
compuse din mai multe unitati amigdaliene care constau in foliculi limfoizi
secundari cu regiuni de celule T intercalate situate Tn jurul unei fose centrale.
Aceasta fosd se ramificd Tn mai multe cripte care au legaturi directe cu lumenul
cecal. Criptele sunt céptusite de un limfo-epiteliu care contine unele celule M
diseminate intre coloane de celule epiteliale. Diferitele unititi amigdale sunt
separate de unitatile lor invecinate prin septuri de tesut conjunctiv. Desi amigdalele
cecale apar la sférsitul etapei embrionare, dezvoltarea lor majora are loc dupa
eclozare. In prima zi dupa eclozare ambele limfocite B si T se formeazi, dar
numarul de limfocitele T il depaseste pe cel al limfocitelor B. Dupa 6 saptamani,
numarul limfocitelor B creste pentru a depasi semnificativ numarul de limfocite T.
Cénd sunt complet mature, amigdalele cecale sunt de o dimensiune mare, si
reprezinta o componentd majord a TLAMD aviar.Tesutul limfoid al amigdalelor
cecale este prezent in partea mediald a intestinului. Sunt vizibile lumenul cecal si
mai multe cripte In addncimea tesutului limfoid. Criptele sunt inconjurate de
foliculi limfoizi secundari cu regiuni de celule T intercalate.Amigdalele cecale si
alte TLAMD, cum ar fi tesutul limfoid cloacal, ar putea juca un rol in diferentierea
celulelor stem in limfocite B.

Tesutul limfoid din rect. Rectul aviar este partea dreaptd terminald a
intestinului intre colon si cloaca. Are o lungime de aproximativ 8 cm la pui. Lamina
propria a mucoasei rectului este puternic infiltrata de celulele limfoide care sunt
adesea organizate in foliculi limfoizi mici. Ca atare, este foarte similar cu tesutul
limfoid care este prezent in perete al proctodeumului. Acest tesutul limfoid este
totusi rar studiat la pasari.
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1.3.1. Homeostazia mucoasei si functia de bariera

Mucoasa serveste drept bariera intre epiteliul intestinal si continutul
lumenului intestinal reprezentat de continutul alimentar dar si substantele nocive
si deseurile continute in acesta. Acest lucru nu exclude o permeabilitate selectiva
pentru anumite componente cu molecula mica precum nutrientii, gazele etc.
Epiteliul intestinal este protejat prin intermediul stratului de mucus de
microorganismele comensale prezente in mod normal in lumenul intestinal,
precum si de bacteriile sau virusuri patogene. Stratul de mucus intestinal este prima
linie de aparare care protejeaza epiteliul Impotriva amenintarilor luminale. Ofera
protectie inclusiv impotriva fortelor mecanice din timpul procesului de digestie.
(Duangnumsawang et al, 2021). Se poate afirma faptul cad mucusul ofera protectie
nu numai printr-o bariera fizica, ci si prin intermediul AMP-urilor (peptide
antimicrobiene) secretate de epiteliu in stratul de mucus si legate in interiorul
acestuia. Stratul de mucus véscos este alcatuit din 95% apa si sdruri, lipide,
carbohidrati si proteine, cum ar fi imunoglobulinele, factorii de crestere si TFF
(Trefoil Factor Family). Caracterul vascos al mucusului este dat de mucinele
secretorii. Aceste glicoproteine cu o dimensiune de 1-20x10° daltoni, care sunt
secretate in lumenul intestinal de catre celulele caliciforme. Grosimea stratului de
mucus variaza in functie de segmentul intestinal si de densitatea bacteriand de la
nivelul acelui segment. Epiteliul intestinului subtire este acoperit cu un strat de
mucus redus 1n grosime si partial discontinuu iar la nivelul colonului si rectului
este foarte dens populat bacterian, grosimea mucusului este de pana la 155 um.

Stratul de mucus din stomac si colon este organizat in doua straturi, fapt
demonstrat de mai multe studii. Stratul exterior de mucus neaderent este mai moale
si mai gros datoritd unei retentii mai mari de apd si a degradarii microbiene. Acesta
este colonizat de germeni intestinali, fiind evacuat in mod constant ceea ce asigura
un tranzit intestinal bun si eliminarea substantelor nocive sau a microorganismelor
patogene. Stratul intern de mucus aderent este insa foarte dens si aderd ferm la
epiteliul intestinal si spre deosebire de stratul extern, acesta este steril si mentine
flora intestinala departe de epiteliu. Acest fenomen a fost observat in intestinul
subtire din cauza grosimii mici si a caracterului discontinuu al stratului de mucus.
In plus fata de mucinele secretorii, epiteliul formeazi de asemenea si mucine care
sunt Incorporate in membrana celulard pe partea apicala. Mucinele sunt produse pe
diferite suprafete epiteliale si prezinta o distributie specifica tesutului. Muc?2 este
cea mai puternic exprimatd mucina structurald a stratului de mucus din colon. Cele
mai frecvente mucine legate de membrana din colon includ Mucl, Muc3 si Muc4.
Comun tuturor mucinelor, gena contine domeniul VNTR numér variabil de
repetari in tandem, un nucleu proteic liniar, care este bogat in aminoacizi prolina,
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serind si treonind. Numarul variabil de repetéri in tandem este de un numar mare
de oligozaharide cu legatura O si care reprezinta pana la 85% din masa moleculara.
Aceste mucine sunt puternic glicozilate, lucru care confera mucinelor proprietatea
lor hidrodinamica si vascozitatea ridicatd. Prin urmare domeniul VNTR este
specific pentru fiecare mucina in ceea ce priveste secventa de aminoacizi, numarul
de unitati de repetitie si intr-un final gradul de glicozilare. De asemenea,
oligozaharidele unei anumite mucine sunt variabile iar acestea pot fi compuse din
2 pana la 20 de monozaharide. Acestea pot fi liniare sau ramificate si pot fi neutre
sau purtdtoare de sarcind negativa. Unele dintre mucinele secretorii poseda
"domenii ale factorului von Willebrand". Aceste mucine cum ar fi Muc2 sunt
bogate in cisteind ce contribuie la polimerizare si, astfel, la formarea structurii
gelatinoase a mucusului prin formarea de punti disulfurice.

MUC2 prezintd profiluri distincte de expresie spatio-temporald pe
parcursul dezvoltarii tractului gastrointestinal si contine 64 de exoni iar expresia
creste odatd cu varsta si de la anterior la posterior de-a lungul intestinului. S-a
observat o organizare similard a domeniilor proteinei de pui cu cea umana. Se
remarca o peptida semnal si mai multe domenii von Willebrand la extremitatea N-
terminald si cu nodul caracteristic de cistind la extremitatea C-terminala. Totusi,
domeniul PTS al puiului de giina diferd semnificativ de ortologul uman. Desi
domeniul la pui este mai scurt, unitatea repetitiva are o lungime de 69 de AA, ceea
ce il face de 3 ori mai lung decét la om. Totusi compozitia de aminoacizi prezinta
foarte putine asemanari cu modelul uman, ceea ce poate contribui la diferentele
dintre specii in ceea ce priveste raspunsul imunitar innascut, deoarece glicozilarea
de-a lungul acestui domeniu asigura o mare parte din bariera. S-au identificat patru
mucine formatoare de gel (Muc6, Muc2, Muc 5ac si Muc 5b) si trei mucine
transmembranare (Muc4, Mucl3 si Mucl6). Mucinele formatoare de gel sunt
codificate in cadrul unui locus similar cu mucinele umane corespunzatoare. Se pot
identifica si aspecte diferite precum faptul ca puiul prezinta o gena suplimentara
inserata Intre Muc?2 si Muc5ac care codificad subunitatea o a ovomucinei, o proteind
similard cu Muc2, dar céreia 1i lipseste un domeniu PTS. De asemenea, se stie ca
subunitatea  a ovomucinei este ortologul MUC6 umane. Gena transmembranara
Mucl3 se afld la pui, precum si la mamifere, adiacentd genei HEG, gena ce are
domenii PTS, EGF (factor de crestere epidermica) si domenii transmembranare ca
Mucl3, sugerdnd cd aceste doud proteine sunt Tnrudite din punct de vedere
evolutiv. Spre deosebire de mucinele cunoscute anterior, domeniul PTS al Mucl13
este codificat de mai multi exoni, unde fiecare exon codificé o unitate de repetitie
a domeniului PTS (domeniul se gaseste in mai multi factori de transcriptie care se
leaga de ADN sau ARN) (Chengwei et al, 2023).
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Mucl ce face parte din categoria mucinelelor legate de membrana, cum ar fi
un domeniu extracelular care include domeniul VNTR, un domeniu
transmembranar hidrofob cu care sunt ancorate in membrana celulara si o parte
citoplasmatica.

Mucinele legate de membrana au o varietate de functii precum protejarea
suprafetei celulare de proteoliza si de invadatorii microbieni si influentarea
aderentelor celula-celula. De asemena mucinele legate cu domeniul lor
extracelular de membrand, pot actiona ca receptori pentru diversi liganzi, de
exemplu pentru componente bacteriene, si pot interveni in semnalizarea celulara.
S-a descries faptul ca Mucl este implicat cu domeniul sau intracelular lung de 72
de aminoacizi 1in diverse cdi de semnalizare, cum ar fi Wnt, NFkB, MAPK si
STATI.

MUC?2 de pui este remarcabil de asemanator cu cel de soarece si cel uman
in afara domeniului PTS central dar este foarte divergent in interiorul acestei
structuri repetitive centrale. Sunt bine cunsocute implicatiile fiziologice si
asociatiile cu patologia ale MUC pe diverse suprafete mucoase. Totusi exista inca
multe intrebari cu privire la modul si motivul pentru care arhitectura genetica a
acestei familii contribuie la diverse modificari proteice care prezintd efecte
biologice diverse In sanatate sau stari patologice. Expresia genei MUC2 a fost
utilizatd ca marker pentru sénatatea intestinelor la pasarile de curte si la alte specii
si de exemplu, Li et al. au constatat ca suplimentarea cu Zn in dietele de reproductie
a Tmbunatatit morfometria, a crescut numarul de celule caliciforme pe vilozitati si
expresia genei MUC2 si a redus nivelurile de ARNm ale citokinelor
proinflamatorii, cum ar fi IL-6 si IL-1B in jejunul puilor lor. In comparatie cu
pasdrile CON expresia genei MUC?2 a fost redusa cu 29% la pasarile cu bariera
intestinala afectatd. Se pare ca modelul GBF a redus protectia stratului de mucus
in jejun (Chen et al, 2015). Mucoasele care captusesc tractul gastrointestinal,
respirator s§i genito-urinar sunt expuse permanent unei mari varietiti de
microorganisme. Tractul gastrointestinal (TGI) este colonizat de numeroase
comunitati bacteriene. Acestea sunt diverse si sunt in numar de pana la ~10% celule
microbiene pe gram de continut colonic reprezentat de ~500-1000 de specii
bacteriene. Sistemul imunitar al mucoasei este stimulat sa produca slg A pentru a
preveni invazia a microorganismelor patogene si pentru a regla interactiunile dintre
gazda si bacterii (Merino-Guzman, 2017).

Se poate afirma ca microbiota comensald genereaza, de asemenea, costuri
pentru gazda deoarece la nivelul intestinului proximal (pipota si intestin subtire),
microorganismele concureazd cu gazda pentru energie si proteine. Atdt in
intestinul proximal, cat si in cel distal, microbii produc metaboliti toxici (de
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exemplu, cataboliti ai aminoacizilor) si catabolizeaza acizii biliari, ceea ce poate
deprima cresterea si, respectiv, reduce digestibilitatea grasimilor la pasari.
Microbiota prezenta la nivel intestinal duce la cresterea secretiei de mucina la acest
nivel si imbunatiteste rata de reinnoire a celulelor epiteliale. In acest fel se mentine
lubrifiat tractul gastrointestinal si este impiedicata invadarea celulelor epiteliale
intestinale ale gazdei de catre microorganisme. De asemena, sistemul imunitar
intestinal este mai dezvoltat si secretd IgA, care se leaga in mod specific de epitopi
bacterieni ceea ce ajutd la reglarea compozitiei bacteriene din intestin. Desi aceste
procese sunt benefice pentru organismal pasarilor, ele nu ajuta la dezvoltarea
corporala din cauza necesitatilor energetice. Microbiota gastrointestinald poate fi
clasificatd in continuare 1n microbiota luminald si microbiota mucoasa.
Compozitia microbiotei luminale este determinatd de mai multi factori precum
compozitia microbiotei atasate mucoasei ce este influentata de mai multi factori ai
gazdei, cum ar fi expresia unor situsuri de adeziune specifice pe membrana
enterocitelor, secretia de imunoglobuline secretorii si rata de producere a
mucusului. Compozitia microbiotei luminale mai este influentatd si de nutrientii
disponibili, de prezenta substantelor antimicrobiene si de rata de trecere a hranei.
Microbiota luminald si microbiota asociata la nivelul mucoasei se influenteaza
reciproc. Se poate afirma ca dieta poate modifica atat microbiota luminala, cat si
pe cea atasata la nivelul mucoasei si intr-un final influenteaza sanatatea intestinala
(Shang et al, 2018). SIgA regleaza compozitia microbiotei intestinale si joaca un
rol important Tn mentinerea relatiei homeostatice intre microbiota intestinala si
gazda (Pietrzak et al, 2020).

Intestinul puilor addposteste intre 108 si 10° ufc/g de bacterii, care este de
obicei dominata de lactobacili insd din cauza diferentei de timp dintre hranire si
prelevare s-au observat variatii mari in compozitia microbiana intre puii de carne
individuali hraniti cu o dietd similara. La nivelul stomacului muscular concentratia
de bacterii este similard cu cea din gusd. Totusi activitatea de fermentatie
bacteriana este scazutd, in principal din cauza pH-ului scdzut. Majoritatea
bacteriilor din pipotad sunt lactobacili, enterococi, enterobacterii lacto-negative si
bacterii coliforme. Din cauza timpului scurt de trecere si a diludrii continutului
digestiv prin bila secretatd densitatea bacteriand cea mai scazutd la nivelul
intestinului subtire este In duoden. La puii broiler microbiota intestinala este pe
deplin stabilita si stabila pana la varsta de 2-3 saptamani. Studiile au demonstrat
cad dieta joacd un rol semnificativ in determinarea ecologiei microbiene a
intestinului la pasari.

Interactiunea dintre compozitia alimentara si microorganismele intestinale
regleazd dezvoltarea intestinald, arhitectura mucoasei si compozitia mucusului
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intestinal. S-a demonstrat prin experimente efectuate pe pasari hranite influenta
asupra populatiei si activitdtii microbiene intestinale a diferitelor componente
alimentare, precum componentele fibroase si aditivii furajeri precum antibioticele,
prebioticele, probioticele si enzimele (Gamage et al, 2015).

Comunitatea bacteriand duodenala este formata in principal din clostridii,
streptococi, enterobacterii si lactobacili insa dintre segmentele intestinului subtire
microbiota ileonului a fost cel mai mult studiata.

S-a constatat ca Lactobacillus reprezintd grupul majoritar (70%), urmat
de membrii familiei Clostridiaceae (11%), Streptococcus (6,5%) si Enterococcus
(6,5%).Comparativ cu ileonul, cecumul adaposteste o comunitate microbiana mai
diversd, mai bogata si mai stabild, inclusiv anaerobi. Din ziua ecloziunii pana la
varsta de 6 sdaptamani Oakley et al. au documentat schimbari semnificative in
comunitdtile microbiene cecale la puii de carne comerciali. De asemenea, diferente
semnificative s-au remarcat intre probele cecale si cele fecale de la un singur
individ. In mod obisnuit, bogatia si diversitatea bacteriani la nivelul cecumului
cresc in aceste 6 sdptamani, iar compozitia taxonomica a comunitatii se schimba
rapid de la Proteobacteria, Bacteroides si Firmicutes, la aproape toate Firmicutes
pana la varsta de 3 saptamani. Cu toate acestea, Kumar et al. au constatat ca
Firmicutes au fost cele mai abundente filoane atat in cecum, cat si in ileon, la toate
varstele (de la ziua 0 la ziua 42), cu exceptia zilei 42 in cecum unde Bacteroidetes
erau abundente (Shang et al, 2018).

1.3.2. Raspunsul imunitar la nivelul intestinului la pasari

Sistemul imunitar al organismelor superioare cuprinde sistemul imunitar
inndscut si sistemul imunitar adaptativ. Apdrarea primard impotriva
microorganismelor in prima faza a infectiei se realizeaza de catre sistemul imunitar
care s-a dezvoltat foarte devreme 1n filogenie si anume sistemul imunitar innascut.
Reactia de aparare fiind nespecificd antigenului permite o aparare foarte rapida
fmpotriva unei game largi de microorganisme. La atingerea unui anumit prag de
infectie, se mobilizeaza sistemul imunitar adaptativ, care se bazeaza pe un raspuns
specific antigenului al limfocitelor T si B si este directionat impotriva epitopilor
specifici ai structurilor microbiene. Microorganismele sunt recunoscute de catre
sistemul imunitar innascut prin intermediul unor receptori specifici codificati in
genom, PRRs (pattern recognition receptors), care se leagd de anumite componente
microbiene, PAMPs (pathogen associated molecular patterns) sau MAMPs
(microbe associated molecular patterns). Pattern recognition receptors se gasesc
atat in celulele imune, cat si in celulele epiteliale si pot fi intracelulare, cum ar fi
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receptorii de tip NOD, numiti si NLR-uri (NOD inseamna "nucleotide binding
oligomerization domain"), sau legate de membrana, cum ar fi TLR-urile (toll like
receptors).

Si la nivel intestinal functioneaza atat sistemul imunitar Tnnascut, cat si cel
umoral. Sistemul imunitar inndscut are si rolul de a produce peptide
antimicrobiene si se poate mentiona faptul ca in intestinul subtire al puiului a fost
raportata o expresie marcatd a [3-defensinelor antimicrobiene AvBD8, AvBD10 si
AvBDI13. De asemenea la nivelul jejunului, existd o expresie crescuta a citokinei
TNFSF15 la puii cu enterita necrotica. La provocarea cu SE s-au observat cresteri
ale numarului de celule B care exprima IgM sau IgG in placile Peyer ale puilor. in
ileon sunt exprimate receptorul Toll like 2b (TLR2b; un receptor care recunoaste
tiparele lipoproteinelor bacteriene) si IL-6 (o citokind proinflamatorie.

La pasari au fost identificati ca si la mamifere numerosi receptori de
recunoastere a modelelor de detectare a virusurilor (PRR), inclusiv receptori de tip
Toll (TLR) si receptori de tip RIG-I (retinoic acid-inducible gene | (RIG-1) (RLR).
Trebuie mentionat faptul ca TLR aviari sunt usor diferiti de omologii lor de la
mamifere, inclusiv pseudogena TLRS8, absenta TLR9 si prezenta TLRI1La,
TLRI1Lb, TLR15 si TLR21. TLR3 si TLR7 aviara sunt implicate in recunoasterea
virusurilor ARN, in special a virusului gripei aviare inalt patogene (HPAIV).
TLR15 si TLR21 sunt potentiali senzori care recunosc atat virusurile ARN, cat si
bacteriile insd totusi, agonistul TLR15 este inci necunoscut. In semnalarea
receptorilor TLR au fost identificate doua cdi intracelulare predominante ale TLR:
calea dependentd de MyDSS8 si calea dependentd de TRIF. Calea dependenta de
MyD88 utilizeaza molecula adaptoare MyD88 si conduce la o reactie timpurie de
activare timpurie a NF-kB, care duce la transcrierea genelor proinflamatorii, cum
ar fi IL-1, TNF-a, IL-6 si IL-8 din monocite, macrofage si celule dendritice si
endoteliale.

A doua cale semnaleaza prin intermediul Toll-IL-1R si induce IFN-p si
produce citokine precum IFN-B. De asemenea, aceasta cale se poate activa prin
intermediul NF-kB intr-un mod intarziat si duce la producerea de TNF si alte
citokine inflamatorii. Toate TLR-urile, semnalizeaza exclusiv prin intermediul caii
MyD88-dependente de catre MyD88. TLR4 activeaza ambele cai, in timp ce TLR3
identificd dsRNA viral si induce citokine inflamatorii, cum ar fi TNF si IL-6,
exclusiv prin calea independenta de MyD88. Exceptie fac TLR3 si TLR4, care nu
semnalizeaza exclusiv prin intermediul caii MyD88-dependente de de catre
MyD8S. Citokinele produse atat pe aceste cdi, conduc la activarea imunitara
declangeaza cai secundare care alarmeaza gazda cu privire la agentii patogeni
invadatori.
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Spre deosebire de rate, gaste, este interesant faptul ca gainile nu au RIG-I, insa ele
exprima gena 5 asociatd diferentierii melanomului (MDAS), care compenseaza
functional absenta RIG-I .

De asemenea transcriptele MDAS sunt prezente la pui si compenseaza
functional absenta RIG-1. Expresia IFN de tip I depinde de MDAS si, respectiv, de
RIG-I 1n cazul infectiei cu virusul inalt patogen al gripei aviare (HPAIV) la géini
si rate. Expresia de IFN-f in cazul infectiei cu gripa este reglata in principal de
RIG-I (gena I indusa de acidul retinoic), ceea ce duce la exprimarea genelor
antivirale stimulate de IFN 1n aval, lucru ce poate explica sensibilitatea diferita la
HPAIV H5NI a puilor si pasarilor. Unicul membru al familiei NLR (domeniu de
legare a nucleotidelor care contine repetari bogate in leucind) care a fost identificat
la pasari, se pare ca este implicat in raspunsul imunitar antiviral al gazdei se pare
ca este NLRC5 dar mai este incd mult pand la o intelegere completd a
mecanismului de recunoastere virala si a raspunsului antiviral al gazdei cu toate ca
la pasari au fost identificate unele PRR de detectare virala si PAMP-urile (Model
molecular asociat patogenilor) virale cunoscute de acestea in special la pasarile de
apa. Trebuie mentionat faptul ca ontogenia si localizarea celulard a PRR aviare nu
au fost Inca confirmate si nu se cunoaste incad daca alte PRR care sunt absente la
mamifere sunt prezente la pasari. Mai mult, trebuie, de asemenea, elucidate
numeroase molecule de semnalizare si cdi de semnalizare in aval activate de
diverse PRR si interactiunea dintre ele. Cele mai studiate PRR-uri sunt TLR-urile
care sunt glicoproteine transmembranare de tip | constand intr-un domeniu
extracelular N-terminal care are repetari bogate in leucina (LRR) si una sau 2
regiuni bogate 1n cisteind, un domeniu transmembranar si un domeniu intracelular
conservat Toll/interleukina-1 receptor (TIR).

La mamifere si pasari au fost descrise diferite tipuri de TLR. Conform
literaturii de specialitate, o clasd largd de macromolecule actioneaza ca liganzi
TLR. De asemenea proteine, lipide si acizi nucleici, cum ar fi lipopolizaharida
(LPS), acizii lipoteichoici, lipoproteinele, peptidoglicanii, zymosanul, flagelina,
ARNAS si ARNdAS nemetiliat pot actiona ca si liganzi TLR. TLR-urile sunt
importante in identificarea si discriminarea componentelor microbiene distincte.
Cele mai studiate TLR-uri pana in prezent au fost TLR2 si TLR4.TLR2
semnaleaza prezenta lipopeptidelor de la bacterii Gram pozitive sau molecule de
pe peretele celular al bacteriilor si drojdiilor, in timp ce TLR4 este principalul
semnal de receptor pentru lipopolizaharidele de la bacteriile Gram-negative.
Domeniul LRR recunoaste PAMP-urile si activeaza proteinele transmitdtoare de
semnal care initiazd o cascadd de semnale. Existd o incertitudine a faptului ca
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aceste cai de transductie a semnalelor induse de PRR au ca rezultat sinteza unei
largi game de molecule, inclusiv citokine si chemokine.

Toleranta este un proces complex care implicd actiunea coordonata atat a
celulelor imune, cat si a celor neimune, la nivelul mucoasei iar rolul cheie al
sistemului imunitar intestinal este acela de a asigura toleranta orald la antigeni
alimentari si la microbiota comensald, pastrand in acelasi timp activitatea de
protectie impotriva agentilor patogeni (Bernadeta et al, 2020).

Pe langa raspunsul imunitar, cascada de semnalizare NFkB este implicata
in mod semnificativ in functiile de barierd intestinala si in procese precum
proliferarea, diferentierea si apoptoza. Familia NFkB include cinci factori de
transcriptie (RelA/p65, c-Rel, RelB, p50 si p52) care se leagd ca homo- sau
heterodimeri la un motiv ADN specific. In starea nestimulata, dimerii NFkB nu
pot migra in nucleul celular pentru ca sunt legati de proteinele kB inhibitoare (IkB)
din citoplasma.Reprezentarea schematicad a cascadei canonice de semnalizare
NFkB.Activarea sistemului imunitar innascut duce la o cascada de mecanisme de
protectie, inclusiv la producerea de diversi factori imunomodulatori, cum ar fi
citokinele, care initiaza apoi raspunsul imunitar adaptativ, printre altele. Expresia
factorilor de aparare este indusd ca raspuns de protectie impotriva agentilor
patogeni (peptidele antimicrobiene si mucinele, principalele componente ale
stratului de mucus.

Peptidele antimicrobiene (AMP) reprezina antibiotice endogene cu un
spectru larg de activitate antimicrobiana Impotriva virusurilor, bacteriilor,
ciupercilor si protozoarelor iar AMP-urile cunoscute includ diverse defensine,
catelicidina LL-37, lizozim si antiproteaze antimicrobiene. Pana in prezent au fost
descoperite cateva sute de AMP-uri. Indiferent de originea, spectrul de actiune si
structura lor, AMP-urile au in cea mai mare parte urmatoarele caracteristici: sunt
formate din maximum 60 aminoacizi, sunt incarcate pozitiv si au un caracter
amfipatic.

Una dintre cele mai importante grupe de AMP din tractul gastrointestinal
include defensinele, care sunt impartite in a- si B-defensine in functie de modelul
puntilor disulfura si de structura lor tertiara. a-defensinele se gasesc in leucocitele
neutrofile si in celulele granulelor Paneth din intestinul subtire. Singurele
defensine exprimate la speciile aviare sunt Beta-defensinele. care sunt exprimate
in celulele epiteliale ale intestinului subtire si gros, dar se gésesc si in alte tesuturi.

Beta-defensine la pui se mai numesc si gallinacine. In total, in genomul
gdinilor au fost identificate 14 B-defensine diferite. Aceste gene sunt denumite
beta-defensine aviare (AvBD) 1-14. Existd o expresie ridicati a ARNm al (-
defensinei Tn ziua ecloziunii, de-a lungul intregului intestin si este ulterior
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diminuatd in prima sédptamana de dupa ecloziune. De asemenea s-a observat ca
infectia cu bacterii sau cu componentele acestora induce expresia genelor AvBD
la pui. Mecanismele de actiune antimicrobiana nu sunt inca pe deplin intelese iar
un posibil mecanism este descris in aga-numitul "model Shai-Matsuzaki-Huang",
model care se bazeaza pe sarcina pozitiva, care permite AMP-urilor sa se insereze
in membrana bacteriana Incarcatd negativ si sa o distrugd prin formarea de pori
(Ying Luo et al, 2021). Unele dintre defensine sunt exprimate in mod constitutiv,
cum ar fi HD5 si -6 Tn celulele granulare Paneth sau HBD1 in epiteliul colonului.
Pe de altad parte alte defensine, cum ar fi HBD2, sunt induse de componente
microbiene sau endogene specifice in caz de infectie avand rolul de a intari
barierele de aparare. Numeroase AMP au si alte functii pe langa efectul lor
antibiotic, cum ar fi faptul ca unii AMP declangeazd migratia chemotactica a
celulelor imune sau stimuleaza expresia factorilor de transcriptie, a integrinelor, a
chemokinelor, precum si a receptorilor acestora. De asemenea, anumite AMP
neutralizeaza factorii endogeni si microbieni diunitori. In timpul inflamatiei,
proteazele sunt eliberate in cantitati mari avand rolul de aparare Impotriva agentilor
patogeni si permit, de asemenea, leucocitelor sd migreze prin matricea
extracelulard. Cu toate acestea, ele pot provoca, de asemenea, distrugerea
tesuturilor. Prin urmare, antiproteaze precum SLPI (Inhibitor de peptidaza
leucocitara secretorie) sunt exprimate pentru a contracara efectele proteazelor
agresive (Robinson et al, 2015).

Dezvoltarea sistemului imunitar poate fi stimulatd de catre microbiota
comensala si chiar si de catre stratul de mucus, monostratul epitelial, celulele
imunitare intestinale (de exemplu, celulele T citotoxice si helper, celulele
producatoare de imunoglobulina si celulele fagocitare) si a lamina propria. Aceste
tesuturi construiesc bariere intre gazda si microbi si combat microorganismele
intestinale nedorite (Shang et al, 2018). Bunker et al. au observat ca majoritatea
microbiotei comensale care se gaseste in intestinul subtire induce productia de IgA,
in timp ce majoritatea speciilor indigene din colon nu determind astfel de
raspunsuri. De asemenea s-a constatat ca aproape toti taxonii acoperiti cu IgA din
colon au fost prezenti si in intestinul subtire. Aceste date sugereaza ca raspunsurile
IgA vizeaza in mod preponderent bacteriile comensale din intestinul subtire.
Taxonii acoperiti cu IgA din colon reprezinta populatia provenita din intestinul
subtire. Trebuie mentionat faptul cd cecumul exprima la puii hrédniti cu mici
peptide cationice produse de o bacterie Gram-pozitiva din sol, Brevibacillus
texasporus si provocati cu citokine proinflamatorii o expresie cecald crescutd a
citokinelor proinflamatorii (interleukina 1 [IL-1p], IL-6, IL-18, IFN de tip I si IT)
si a chemokinei inflamatorii - CXCLi2. Amigdalele cecale sunt situate in
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apropierea jonctiunii ileo-cecale si contin celule B care exprima IgM sau IgG sau
IgA. De asemenea in cecum sunt exprimate receptorul Toll like 2b (TLR2b) si IL-
6.

Stratul de mucus care captuseste epiteliul intestinal reprezintd o

componentd majord a barierei intestinale. Acesta are doua functii esentiale in
tractul gastrointestinal: pe de o parte, mucusul umezeste suprafata intestinala si
faciliteaza astfel trecerea continutului intestinal (Pietrzak et al, 2020).
Tn aceste zone imunitare ale mucoaselor sunt prezente 80% din limfocite, de aceea
sunt cunoscute sub numele de tesuturi limfoide asociate mucoaselor (TLAM).
Fiind parte a sistemului imunitar umoral adaptativ, plasmocitele produc cantitati
mari de imunoglobulind A secretorie (SIgA) care este cea mai importantd
imunoglobulina din secretii (Merino-Guzméan et al, 2017). Imunoglobulinele
prezinta doua lanturi usoare si doud lanturi grele in alcatuirea lor. Lanturile grele
difera de la o clasa la alta si au o regiune Fc care mediaza functiile biologice cum
ar fi capacitatea de legare la receptorii celulari si o regiune Fab care contine situsuri
de legare a antigenului. Lanturile sunt pliate in regiuni ce poartd numele de
domenii. Se pot identifica 4 sau 5 domenii 1n lantul greu, in functie de clasa lor, si
doua domenii in lantul usor.

Diferentele 1intre domeniile constante Fc permit o clasificare a
imunoglobulinei in cinci izotipuri: 1gG, IgA, IgM, IgE si IgD.Spre deosebire de
mamifere, pasdrile nu sunt capabile sa genereze noi molecule receptoare de
anticorpi pe parcursul intregii vieti. Pana acum, doar trei clase de imunoglobuline
(1g)-IgM, IgY si IgA- au fost identificate la gdini, si toate difera de structura celor
omoloage la mamifere. [gM Aviara este, functional, similara cu cea a mamiferelor
si este, similar, anticorpul predominant in timpul raspunsului secundar in infectie,
dar nu contine nici unul dintre subtipurile ce sunt prezente la mamifere. IgA se
gaseste Tn mucus si secretii. PAnd acum, IgE si IgD nu au fost observate si descrise
in cazul pasérilor, dar IgY prezintd o serie de proprietati comune cu Ig E de la
mamifere.IgA secretorie (SIgA) este clasa de anticorpi dominantd in secretiile
mucoaselor iar majoritatea plasmocitelor producatoare de IgA sunt localizate in
interiorul mucoasei intestinele. SIQA protejeaza impotriva aderarii agentilor
patogeni si a patrunderii acestora in bariera intestinald. De asemenea , SIgA
regleazd compozitia microbiotei intestinale si asigurd homeostazia intestinald
(Pietrzak et al, 2020).

Majoritatea IgA din secretii aveau o structurd moleculard de tetramer de
IgA de tip seric, avand 600.000-700.000 daltoni. Pe de alta parte, IgA din secretia
intestinald a prezentat o stransa asemanare cu SIgA de mamifere, avand 350.000
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daltoni. Prezenta activitatii anticorpilor in IgA intestinale fatd de reovirusurile
aviare a fost confirmata prin teste (Watanabe et al, 1975).

Speciile de vertebrate utilizeaza IgA produsd de plasmocitele B ca principala
aparare dobandita neutralizand toxinele si patogenii ((Merino-Guzman et al, 2017).

1.3.3. Mecanisme de protectie ale mucoasei intestinale la pasari

Pentru a lupta eficient impotriva infectiilor, organismul a dezvoltat
mecanisme de protectie, unul dintre acestea fiind mucoasa gastrica si intestinala.
Absorbtia lichidelor si a nutrientilor are loc prin bariera intestinald la nivelul
celulele epiteliale prin intermediul unui "strat limita fin reglementat". Acest lucru
necesitd o permeabilitate ridicati a mucoasei pentru aceste molecule. In acelasi
timp, se va realiza barierd care protejeaza organismul impotriva patrunderii unor
substante strdine toxice (de exemplu, microorganisme sau antigeni) si previne o
pierdere nedoritd de apa si electroliti (Hoffmann et al, 2009). Mucoasa intestinala
este o barierda selectivd si trebuie inteleasd ca o structurd dinamica care
interactioneaza si poate reactiona la diversi stimuli. Un factor major pentru
mentinerea barierei intestinale este sistemul imunitar asociat mucoasei intestinului,
care recunoaste si selecteaza substantele luminale (Latek et al, 2022)

Pentru a induce boli gastrointestinale, agentul patogen trebuie sa depaseasca
stratul mucoasei, pentru care a dezvoltat strategii speciale. In acest strat se afla
agenti comensali si substante de aparare, cum ar fi enzimele, care sunt instrumente
impotriva agentilor patogeni. Substantele de aparare includ glicoproteinele, cum
ar fi mucinele, enzimele digestive, peptidele antimicrobiene si imunoglobulinele.
Unele proteine, cum ar fi -defensinele sau imunoglobulina A (IgA), sunt exprimate
permanent sau induse.

Prin degradarea bacteriana a carbohidratilor in acizi grasi cu lant scurt
(butirat, acetat sau propionat), furnizeaza, de asemenea, stratului epitelial intestinal
substraturi pentru producerea de energie (Hachung et al, 2012). Structurile
antigenice ale microbiotei au un efect imunomodulator, deoarece interactioneaza
cu TLAMD.

Un alt mod prin care tractul gastrointestinal se protejeazd de agentii
patogeni este propria microbiotd. Modificari ale microbiotei sunt asociate cu mai
multe boli a caror fiziopatologie se bazeaza, de asemenea, pe o functie de bariera
alterata. Pe de o parte, microbiota este implicata in reglarea sistemului imunitar al
gazdei si, pe de alta parte, in activarea metabolismului epithelial (Kelly et al, 2015).
Pe scurt, se poate afirma ca sistemul de aparare fin reglementat al barierei
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intestinale este influentat de o varietate de factori si este rezultatul unei interactiuni
intre mucoasa, microbiota si sistemul imunitar intestinal (Hoffmann et al, 2009).

I.4. Antioxidanti naturali utilizati ca suplimente nutritive in hrana pasarilor
L.4.1. Turmericul (Curcuma longa) — structura chimica, proprietati

Curcumina (diferuloilmetan), un polifenol natural, este principiul activ al
turmericului (Curcuma longa). Aceasta a fost un condiment popular in bucatariile
din Asia si Orientul Mijlociu de secole (Rajput et al, 2013). Turmericul contine o
componentd activd numitd curcumina (WuthiUdomler et al., 2000 si Mashhadani,
2015) ce variaza intre 2 si 5%. Continutul de curcumina din varietatea locala de
turmeric de Assam a fost estimata si dovedita ca fiind 3,00% din greutatea uscata.
Curcumina si curcuminoizii sunt prezenti in turmeric in jurul valorii de 22,21-
40,36 mg / g la rizomi si 1,94 mg / g 1n rddacinile tuberice, astfel incat turmericul
este mai putin puternic ca atare decit ca extract. Aceasta are o structura conjugata
unicd, incluzand doi fenoli metoxilati si o forma enol de B-dietona iar structura sa
prezintd o activitate tipica de capcana radicald ,,ca un antioxidant de rupere a
lantului”’ (Choudhury et al, 2019).

Mai multi autori au scris despre compozitia rizomului de turmeric.

Ikpeama et al. (2014) au raportat ca turmericul contine 8,92% umiditate, 2,85%
cenusd, 4,60% fibre brute, 6,85% grasimi, 9,40% proteine brute si 67,38% iar un
alt raport a concluzionat ca in compozitia turmericului pot fi identificati
carbohidrati in proportie de 67,91% un continut scazut de grasimi (2,46%), fibre
(4,02%) si proteine (9,34%).

Continutul de fibre in proportie de 4,60% ne arata contributia turmericului
la mentinerea unei digestii sandtoase si a integritatii tractului digestiv al pasarilor
in dieta carora adaugam pulbere de turmeric. Chattopadahyay et al. (2004) au
raportat 6,3% proteine, 5,1% grasimi, 3,5% minerale, 69,4% carbohidrati si 13,1%
umiditate. De asemenea, se observa cd turmericul este bogat in minerale si
vitamine (Olumuyiwa et al, 2018). Turmericul a fost raportat pentru a efectua o
serie de activitati biologice cum ar fi antiinflamatorii, antioxidante, antimicrobiene
(Araujo si Leon, 2001), anticoagulante, antidiabetice si antiulceroase. Din
rapoartele disponibile, pe langa faptul ca turmericul ar putea fi o veritabila sursa
de proteine si carbohidrati, imbunatétiri inregistrate asupra cresterii si performantei
de productie la pasdrile hranite suplimentar cu turmeric ar putea fi atribuite
proprietatilor benefice ale acestuia. Beneficiile sale in nutritia pasarilor includ
imbunatatirea parametrilor de performanta, secretia enzimelor digestive si
activarea raspunsurilor imune si a activitatilor antimicrobiene si antioxidante. Alte
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functii constau in: imbunatatirea mai multor indicatori hematologici si biochimici,
cresterea titrului de anticorpi dupd vaccinare, diminuarea stresului cauzat de
caldura prin diferite mecanisme, Cresterea activitatii antioxidante, Scdderea
numarului de bacterii potential patogene, adica Escherichia coli, in continutul ileal
la gdinile oudtoare.

Datorita proprietatilor medicinale ale turmericului, utilizarea acestuia in
hrana pasarilor a devenit extinsa in ultimul deceniu.

Suplimentearea de turmeric in furajul pasarilor nu produce niciun efect
daundtor asupra acestora si nici asupra consumatorilor, in cele din urma,
conducénd chiar la o0 mai buna rentabilitate pentru agricultori.

Activitatea antioxidantd oferd o sperantd mare ca solutie pentru stresul
termic la pasarile de curte. Polifenolii sunt prezenti intr-o varietate de plante si au
fost folositi in diverse scopuri, datoritd capacitatii lor puternice antioxidante.
Stresul termic este impartit n stres termic acut si stres termic cronic, cu
participarea diferitelor enzime antioxidante. Sub stres termic acut, nivelul ROS in
organism creste rapid si sistemul enzimatic antioxidant raspunde, de asemenea,
rapid, prin activitatea crescuta a CAT, SOD si GSH-Px pentru a elimina radicalii
liberi In exces. Cu toate acestea, stresul termic cronic poate ,,sparge” sistemul
enzimatic antioxidant si poate determina acumularea de ROS Tn organism si induce
stres oxidativ prin scdderea activitatii CAT, SOD si GSH-PX.

Turmericul poate restabili performanta de crestere afectata de stresul,
posibil datorita capacitatii sale de a atenua disfunctia mitocondriala a organismului
si de a spori biogeneza mitocondriala cauzata de stresul termic. Zhang si colab. a
raportat ca turmericul a scazut productia ROS de dupa stresul termic prin cresterea
activitatii Mn-SOD mitocondriale si a expresiei genice a tioredoxinei 2 si a
peroxiredoxinei-3 (Ruizhi, 2019). Tn alte studii s-a demonstrat activitatea
antioxidanta puternica a curcuminoizilor, care a fost evaluata atat in testele in vitro
cat si in vivo.

Activitatea antioxidantd a turmericului este legatd de prezenta grupelor
fenolice in moleculd. Tn studiile in vivo s-a aritat faptul ci turmericul inhiba, de
asemenea, metabolismul acidului arahidonic si inflamatia prin reducerea cailor
ciclooxigenazei si lipoxigenazei. Radicalii liberi induc leziuni oxidative ale
macromoleculelor, celulelor si tesuturilor care duc in consecinta la o morbiditate
Crescutd si la o crestere a ratei mortalitatii, cu pierderi economice substantiale
(Huang et al, 1991). Rapoartele au sugerat ca turmericul neutralizeaza radicalii
superoxid.

Investigatia a raportat o crestere semnificativa a concentratiei de catalaza
(CAT) si superoxid dismutaza (SOD) atunci cand dieta de baza a puilor carne a
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fost suplimentatd cu 0,3 si 0,6 g/kg pulbere de turmeric. De asemenea, unii
cercetatori au aratat ca activitatea antioxidanta totald si concentratiile de SOD s-au
imbunatatit cu adaugarea a 0,5% de pulbere de turmeric In dieta. Curcumina duce
la cresterea statusului antioxidant in special prin intermediul SOD, ceea ce s-ar
putea datora cresterii expresiei genei SOD la puii hraniti cu turmeric (Puvaca et al,
2018). Turmericul ar putea atenua nivelul factorului de necroza tumorala-o (TNF-
o) si al acizilor grasi liberi din plasma (FFA). In plus, inhiba activarea factorului
nuclear-kappa B (NF-xB) si a carbonilului proteic. De asemenea inhiba
peroxidarea lipidica si activitatile enzimelor lizozomiale (N-acetil-p-d-
glucozaminidaza, B-d-glucuronidaza, -d-galactosidaza).

Tn al treilea rand, turmericul este implicat in activarea functiei factorului
nuclear legat de factorul eritroid-2 (Nrf2) (Zhang et al, 2013). Gowda si colab.
(2009) a constatat ca 444 mg curcumind / kg a redus semnificativ concentratia
sericd de glucoza, in timp ce activitatile enzimelor GGT si AST nu diferd in mod
semnificativ in serul puilor broiler alimentati cu curcumind, comparativ cu pasarile
martor. Acest efect se datora unei utilizdri mai bune a glucozei. Este posibil ca
pulberea de turmeric sa creasca activitatea transportorilor de glucoza, care sunt o
familie de proteine transmembranare care ajutd la transportarea glucozei prin
plasmalema (Nisarani et al, 2019).

1.4.1.1. Rolul antiinflamator

Agentii patogeni precum virusurile, bacteriile, fungii si alti stimuli de
mediu sunt factori de stres latenti care pot deteriora tesuturile si celulele animale.
Lipsa de antioxidanti suficienti pentru a elimina ROS va duce la deteriorarea
oxidativa si la declansarea inflamatiei. Cand apare inflamatia, celulele trebuie sa
recruteze alte celule pe site-urile locale, secretind mai multe citokine si chemokine
inflamatorii; acesta este un proces necesar pentru ca gazda sa lupte Tmpotriva
infectiei si sa repare tesutul. Cu toate acestea, inflamatia prelungita poate duce la
cheltuieli inutile de energie. Ca atare, atenuarea si prevenirea suprainflamarii si
revenirea starii imune la starea normala vor beneficia de productia animalelor.
Multi autori au subliniat ca fitogenele din dieta animalelor au Tmbunatatit rdspunsul
imun si capacitatea de protectie a tractusului gastro-intestinal impotriva stresorilor
exogeni. Citokinele pro-inflamatorii, ROS si mitogenele generate de infectia
bacteriana sau virald, deteriorarea tesuturilor chimic si biologic sau de alti stresori
induc activarea semnalizarii NFkB, urmata de exprimarea mai multor citokine si
chemokine inflamatorii. Aceste citokine mediaza schimbarile metabolice, care
sporesc raspunsul imun si rezistenta la boli, scazand astfel performantele de
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crestere. TNF-a poate fi secretat de macrofage activate si poate duce la chimiotaxia
monocitelor.

Lubbad si colab. au raportat ca ar putea suprima inflamatia prin reducerea
nivelurilor de proteine ale TLR4, MyD88 si NFkB. La péasdrile de curte, expresia
MRNA a IL-1B, IL-6, IL-12, IL-18 si superfamilia 15 a factorului de necroza
tumorald au fost imbunatatite in macrofagele puilor tratati in vitro cu extract
organic de turmeric.

Rezultatele hibridizarii microarray au demonstrat ca expresia genica a
mieloperoxidazei, grupul de diferentiere 28 si lactotransferina ce sunt asociate cu
raspunsul inflamator la pui, a fost reglata in jos prin tratamentul cu extract organic
de turmeric (Huang et al, 2018).

1.4.1.2. Rolul coccidiostatic al turmericului

Utilizarea pe scara largd a anticoccidienilor Tn sectorul avicol industria
avicola poate duce la aparitia de reziduuri de medicamente in carne si in oua. Ca
atare, interesul consumatorilor pentru alimentele ecologice a crescut rapid in
ultimii ani (Onyeachonam et al, 2020). Cercetarile au gasit efectul coccidiostatic
maxim al turmericului atunci cand este adaugat in proportie de 3% 1n dieta in
comparatie cu alte grupuri infectate ce primesc ratii cu un coccidiostatic (Tamam
et al, 2010). Rapoartele au aratat cd eliminarea oochistilor in fecalele pasarilor
infectate experimental cu E. acervulina a fost redusa semnificativ atunci cand puii
de carne au fost hraniti cu o dieta ce contine tumeric. Diferite cercetari au subliniat
capacitatea curcuminei (diferuloilmetan) de a ucide stadii celulare suplimentare de
E. tenella. Acest fapt s-ar putea datora capacitatii sale citotoxice care afecteaza
morfologia parazitului si viabilitatea sa. Studiile au propus ideea ca activitatea
anticocidiald a turmericului se datoreaza proprietatilor sale antioxidante.
Rezultatele studiilor au raportat ca scorurile leziunilor intestinului subtire induse
de Emeria maxima au fost reduse la puii de carne hraniti cu 1% turmeric in dieta
in timpul infectiei.

Diferite cercetéri au sugerat ca abilitatea curcuminei (diferuloilmetan) de
a distruge stadiile extracelulare ale E. tenella ar putea fi datoratd daunelor
citotoxice pe care le produce, afectand viabilitatea, morfologia si, prin urmare,
activitatea parazitului. Studiile au subliniat inca o data ca activitatea anticoccidiana
a turmericului se datoreaza proprietatilor sale antioxidante (Puvaca et al, 2018).
Intr-un al studiu s-a observat ca pasta de turmeric a fost eficientd in controlul
coccidiozei la pui mai mult decat pulberea de turmeric si poate fi utilizata cu succes
ca anticoccidiologic natural si ofera efecte mai bune la 1g/kg de greutate corporala
(Onyeachonam et al, 2020).
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1.4.1.3. Efectele antivirale

Virusul gripal A (IAV) a provocat trei pandemii Tn secolul XX. Tn 1997, o
tulpind extrem de patogend, H5N1, a aparut in Hong Kong. Pentru prima data,
gripa aviard a atras atentia in intreaga lume asupra acesteia, din cauza focarelor
devastatoare la pasarile de curte si a infectiilor umane sporadice cu o rata ridicata
de mortalitate. Focarele de HS5N1 aviar reprezinta un risc pentru sianatatea publica
de proportii potential pandemice.

Recent, mai multe rapoarte au demonstrat ca inhibitorii NF-kB au blocat
in mod eficient propagarea gripei, sugerand ca modularea semnalizarii NF-kB
poate fi o tintd pentru interventia antigripald. Curcumina este un inhibitor puternic
al semnalizarii NF-kB si, prin urmare, poate avea un impact asupra propagarii VIA.
Cu un profil de siguranta stabilit si o valoare Sl ridicata de 92,5, curcumina are un
potential promitator pentru a fi folosit ca medicament antiviral (Piyush et al, 2023).
Alte cercetdri anterioare au aratat ci tratamentul cu curcumind inainte si dupa
patrunderea virusului va afecta infectiozitatea virala. Practic, mecanismul de
actiune posibil al curcuminei are legaturd cu legarea particulelor virale de
receptorii de acid sialic de pe suprafata celulara. Pentru certitudine, s-au efectuat
teste de inhibare a hemaglutindrii. Curcumina a fost capabild sd inhibe
hemaglutinarea de catre virusul gripei aviare. Rezultatele obtinute aratd ca
curcumina Tmpiedica legarea virusului PR8 de globulele rosii ale puiului, ceea ce
este indicat printr-un aspect asemanator cu cel al unui punct in celulele
nehemaglutinate. Interesant este faptul ca aceastab previne, de asemenea, asocierea
altor subtipuri de virusuri ale gripei aviare (tulpini H6N1) la globulele rosii
(Widhowati, 2017). Boala de Newcastle (ND) este o boala infectioasa grava si
distructiva a pasarilor. Este consideratd o problema majora cu care se confrunta cei
care cresc pasari de curte in intreaga lume, la scard mare sau mica.

Puii care au fost infectati fara tratament cu Curcuma longa au prezentat o
rata de protectie mai mica (8%). Puii infectati si apoi tratati cu 1% Curcuma longa
ca doza de tratament au prezentat o protectie (65%), iar puii infectati si apoi tratati
cu 0,5% Curcuma longa au prezentat o protectie (40%), in timp ce puii infectati si
netratati au prezentat cea mai scazutd protectie (8%), intrucat 92% dintre puii
infectati au murit. Aceste rezultate sunt in concordanta cu cele ale lui (Sebla et al.,
2007) care au constatat inhibarea virusul herpes simplex de citre curcumina (Zahid
et al, 2010).
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1.4.1.4. Rolul turmericului in substituirea antibioticelor

Antibioticele sunt utilizate de mai multe decenii in industria avicold pentru
a imbunatati performanta cresterii, a spori productia si a proteja pasarile de agentii
patogeni.

Castigul in greutate corporald a puilor pentru carne in a caror dieta se
adauga antibiotice a fost cu 5,8 % 1n plus iar acest rezultat a fost explicat prin faptul
ca apetitul a fost imbunatatit. De asemenea s-a observat si cresterea eficientei de
conversie a hranei, stimularea sistemului imunitar si cresterea vitalitatii si reglarea
microflorei intestinale.

Antibioticele sunt, de asemenea, importante pentru combaterea
patologiilor infectioase cum ar fi enterita necrotica si coccidioza. Antibioticele sunt
utilizate n tratamente fitosanitare, aditivi pentru hrana animalelor si tratamente
profilactice la animale si la om.

Utilizarea nejudicioasa a antibioticelor in zootehnie de-a lungul timpului a
dus la cresterea rezistentei bacteriene la antibiotice, ceea ce reprezintd o
amenintare pentru sdndtatea publica. De asemenea nu sunt de neglijat reziduurile
din produsele de origine animala si poluarea mediului.

Prin urmare, utilizarea antibioticelor ca promotori de crestere a fost
interzisa de Uniunea Europeana in 2006 si de China in 2020 (Habtamu et al, 2022).

Alternativele disponibile pentru inlocuirea antibioticelor se numesc aditivi
fitogenici pentru hrana si includ prebiotice, probiotice, enzime, acizi organici si
uleiuri esentiale.

Avantajele inerente comparativ cu antibioticele sintetice sau produsele
chimice anorganice sunt acelea ca sunt naturale, mai putin toxice si si nu lasa
reziduuri. Aceste caracteristici le fac pe bunad dreptate aditivii furajeri ideali in
productia animaliera.

Curcuma (Curcuma longa Linn.) este una dintre numeroasele plante
medicinale care promit produse agricole promitatoare ca aditivi naturali pentru
hrana pasarilor de curte. Este sursa principald de compusi fenolici, cum ar fi
curcumind,bisdemetoxicurcumind,demethoxicurcumina si
tetrahidrocurcuminoide. Mai multe studii privind utilizarea de turmeric la pasarile
de curte au fost efectuate prin metode in vitro si in vivo si s-a constatat ca
turmericul si derivatii sai au proprietati antimicrobiene (Lagua et al, 2021).
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Sporirea capacitatii totale antioxidante la puii de carne duce la reducerea
performantei de crestere (Habtamu et al, 2022).

Astfel, se poate observa ca pulberea de turmeric poate fi folosita in
sigurantd si economic ca aditiv natural in dieta puilor broiler datoritd prezentei
principiilor bioactive responsabile pentru efectele benefice asupra sanatatii si
asupra carnii de pui broiler.

1.4.2. Inflamatia intestinald, integritatea barierei si modificirile intestinale in
timpul administrarii suplimentelor naturale in dieta pasarilor

Administrarea turmericulului in dieta poate reduce inflamatia intestinala,
imbunatateste digestibilitatea nutrientilor si metabolismul.

Interleukina 1 (IL-1), IL-6 si factorul de necroza tumorala alfa (TNF-o)
sunt cele mai investigate citokine proinflamatorii care pot fi exprimate de monocite
si macrofage dupd identificarea agentilor patogeni. Aceste citokine mediaza
schimbarile metabolice, care sporesc raspunsul imun si rezistenta la boli, crescand
astfel performantele de crestere. La pasarile de curte, expresia mRNA a IL-1f, IL-
6, IL-12, IL-18 si superfamilia 15 a factorului de necroza tumorald au fost
imbunatatite in macrofagele puilor tratati in vitro cu extract organic de turmeric.
Rezultatele hibridizarii microarray au demonstrat cd expresia genicd a
mieloperoxidazei, grupul de diferentiere 28 si lactotransferina ce sunt asociate cu
raspunsul inflamator la pui, a fost reglata in jos prin tratamentul cu extract organic
de turmeric. In plus, Lubbad si colab. au raportat ca ar putea suprima inflamatia
prin reducerea nivelurilor de proteine ale TLR4, MyD88 si NF«kB.

Jonctiunile stranse formeaza o barierd de permeabilitate selectiva pe toatad
suprafata stratului celular epitelial ce este cruciala pt. funtiile epiteliale normale.
Functiile barierei formata din jonctiuni strdnse sunt in mare parte o consecinta a
compozitiei lor molecurale, compozitie influentata si de dieta. Procesul de filtrare
poate depinde de mai multi factori. In primul rand, microorganismele care intri
trebuie sa aiba o nisa spatiald si nutritionald adecvata la nivel intestinal. Sustinerea
reproducerii microbiene este realizatd cu ajutorul compozitiei hranei ce afecteaza
persistenta microorganismelor prezente. In al doilea rand, aportul de hrani si
timpul de retentie al continutului intestinal afecteaza nivelul la care bacteriile sunt
pierdute prin excretie. In al treilea rind, persistenta unui microorganism in intestin
depinde in mare masura de interactiunile cu alte microorganisme. Toate bacteriile
au nevoie de o sursad de energie. Totusi aceste surse de energie pot diferi de la o
specie la alta si de la o tulpina la alta. Bacteriile concureaza pentru nutrienti. De
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asemenea produsul ce rezulta in urma procesului metabolic al unei tulpini poate fi
utilizat in nutritia altei tulpini, Intr-un proces denumit alimentatie incrucisata
metabolicd.in al patrulea rand, bacteriile colonizatoare trebuie si supravietuiasci
potentialelor raspunsuri imune ale gazdei.

Ca si concept general se poate formula ideea conform careia
caracteristicile unei comunitati dintr-un ecosistem sunt modelate de factorii de
mediu, iar succesiunea ecologica are loc atunci cand acesti factori sunt modificati.
Succesul acestei relatii este demonstrat in mod clar de capacitatea sistemului
imunitar al mucoaselor de a mentine toleranta la stimuli inofensivi (Yudiarti et al,
2018). Activitatea antiinflamatorie a curcuminei poate fi responsabilda de
modularea functiilor celulelor imunitare ale animalelor. Raportul adancime
vilozitati : cripta este un indicator al capacitatii digestive probabild a intestinului
subtire. O crestere a acestui raport corespunde unei cresteri a digestiei si absorbtiei.

In ceea ce priveste Tnaltimea vilozitatilor/adancimea criptelor au fost
caracterizate printr-un gradient in scadere de la duoden la ileon. Prin adaugarea de
turmeric n dieta puilor s-a observat o marire a suprafetei de absorbtie printr-un
raport mai mare adancime cripta: inaltime vilozitate. De asemenea diametrul
vilozitatilor la baza acestora a fost influentat in mod pozitiv. Cresterea Inaltimii
vilozitatilor intestinale si raportul dintre inaltimea acestora si adancimea criptelor
este un indiciu al zonei vaste de absorbtie a nutrientilor si al unei functii de
absorbtie mai bune. Epiteliul intestinal mai subtire imbunatateste absorbtia
nutrientilor si reduce necesitatile metabolice ale sistemului gastro-intestinal.
Subtierea peretilor peretelui gastro-intestinali s-ar putea datora inhibarii productiei
microbiene de poliamine si acizi grasi volatili, cunoscuti pentru a creste rata de
conversie si activitatea enterocitelor (Hachung et al, 2012).

1.4.3. Spirulina platensis — structura chimica, proprietati

Alga verde-albastra (Spirulina platensis) este intalnitd in Intreaga
lume,valoarea sa nutritiva fiind foarte bine documentati. Aceasta contine o
proportie ridicata de proteine (50-70% 1n greutate uscatd) fiind considerata o sursa
bund de aminoacizi esentiali, aspect confirmat de Farag M. R. si colab. Ross si
Dominy (1990) au analizat compozitia Spirulina platensis si au gasit valori similare
de proteind bruta (60,5%) si fosfor (0,95%), o cantitate de substantd uscata
(94,5%). Conform unui alt studiu intocmit de Becker (2007), in functie de sistemul
de cultivare a algelor, valoarea proteinei brute din substanta uscata a spirulinei
poate varia Intre 46 si 63%, iar cea a extractului eteric intre 4,0 si 9,0%, in functie
de sistemul de cultivare a acestor alge (Ribeiro et al, 2011). S-a observat ca
aminoacizii, in cazul acestor alge, ar putea fi comparabil si chiar superior celor din
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alte alimente, si, de semenea, prezintd un grad ridicat de digestibilitate al
nutrientilor. In dietele pentru pasari de curte, algele pot fi utilizate pana la 10% ca
inlocuitor partial al proteinelor conventionale fara efecte adverse insa nivelurile
care depasesc 20% au dus la o scadere a ratei de crestere a acestora. De asemenea,
Spirulina este recunoscuti ca avand o gami larga de nutrienti esentiali. In plus
contine acizi grasi esentiali si polizaharide, vitamine si minerale, dar si carotenoizi.

Clement si colab. (1967) a raportat, de asemenea, un profil de aminoacizi
favorabil, cu exceptia aminoacizilor cu sulf. Acestia au descoperit ca spirulina este
bogata in P-caroten, tiamina, riboflavina, piridoxina, vitamina B12 si vitamina
C.Spirulina este foarte bogatd in beta-caroten. Compozitia in carotenoidd a
spirulinei (Spirulina platensis) a fost determinata folosind HPLC (cromatografie
de lichide de inaltad performantd). Spirulina uscatd prin congelare a avut o
concentratie totald de xantofile de 5.787 mg / kg. Continutul mai mare de
carotenoizi din Spirulina ajutd la suplimentarea vitaminei A iar astfel se
imbunatateste imunitatea printr-o activitate antioxidanta mai buna. Studii legate de
utilizarea beta-carotenului in dieta animalelor indicd o reducere mai mica, dar
semnificativa din punct de vedere statistic, a numarului si dimensiunii tumorilor.
Spirulina platensis are un profil nutritional excelent si ar putea fi folositd in
sigurantd ca resursa furajera pentru a sustine hrana pentru puii de carne productia
de pui (Parag et al, 2015).

Venkataraman et al. (1994), Mariey et al. (2014) au adaugat diferite
niveluri de Spirulind 0,1, 0,2 si 0,3 g Spirulina/kg in dieta puilor de carne
comerciali si au inregistrat consumul de hrand in timpul perioadei de start. Au
concluzionat ¢i puii au consumat o canitate semnificativ mai redusa de furaje. in
timpul perioadei de finisare, tratamentele alimentare nu au avut efecte
semnificative asupra consumului de hrana al pasarilor. Cu toate acestea, Halle et
al. (2009) au raportat o reducere semnificativa a consumului de furaje la gainile
ouatoare atunci cand in dieta acestora au fost incluse 7,5 g/kg de Chlorella vulgaris
macinatd si uscata prin pulverizare. Cresterea greutatii corporale a gainilor dupa 8
saptdmani de hrdnire cu Spirulina platensis poate contribui la imbunatatirea
eficientei utilizarii hranei, la imbunétitirea absorbtiei de vitamine si minerale si la
optimizarea procesului de digestie a nutrientilor. S-a raportat ca Spirulina are
numeroase beneficii pentru sanatate, incluzdnd activititi antioxidante,
imunomodulatoare, antiinflamatoare, anticancerigene, anti-virale si anti bacteriene
datorita prezentei fitocianinei si beta-carotenului.

Rolul primar al hranei este nu doar de a asigura suficienti nutrienti pentru
efectuarea tuturor cerintelor metabolice ale corpului, ci si de a modula diversele
functii ale acestuia. Hrana cu spirulina poate creste populatia de Lactobacillus. De
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asemenea poate Imbunatati gradul de absorbtie a vitaminelor din dietd. Numarul
de bacterii coliforme a fost mai mic (P <0,05) la nivel ileal in ziua 21 decét in la
fnceput sau n ziua a 7-a dar diferenta nu a fost semnificativa in comparatie cu cea
de la pasarile hranite cu Spirulina 1% pana in ziua 35. De asemenea s-a observat o
tendinta (P = 0,08) pentru un numar mai mic de bacterii coliforme in continutul
intestinal cecal 1n ziua 21 decat la celelalte pasari. Nu au existat diferente (P >0,05)
n ceea ce priveste numarul de enterobacterii si lactobacili atat in ileon, cat si in
cecum la puii broiler. Sub influenta Spirulina platensis, masa puilor a crescut cu
6%, iar rata de conversie a hranei a fost imbunatatita cu 6.3%. Spirulina a actionat
de asemenea ca agent hepatoprotector (Parag et al, 2015).

Acesta a fost folosit in intreaga lume ca si componenta in hrana puilor de
carne si a gdinilor oudtoare pentru a imbunatati culoarea galbenusului, carnea dpdv
organoleptic si fertilitatea oualor (Parag et al, 2015). Imunoglobulinele 1gG, IgM
si IgA au fost mai numeroase la pasarile hranite cu suplimente alimentare in
comparatie cu grupul de control. Titrul de anticorpi impotriva bolii de Newcastle,
a gripei aviare si a bursitei infectioase a crescut numeric la administrarea de
Spirulina in comparatie cu grupul de control.

Tratamentele dietetice au crescut (p < 0,001) nivelurile de glutation
peroxidaza si superoxid dismutaza (SOD), cu exceptia dietei care contine 5 g
Spirulina pentru nivelul SOD si au scédzut (p < 0,001) nivelul de malondialdehida
(Eid et al, 2022). in ceea ce priveste imunitatea, studiile anterioare realizate de
Qureshi et al. (1996) si Raju et al. (2004) au raportat ca hranirea cu S. platensis in
proportie de 1% a imbunatatit raspunsurile imune umorale si celulare si a
determinat dezvoltarea organelor limfoide ale puilor. Recent, Lokapirnasari si
colab. (2016) au aratat ca tratamentul cu S. platensis a crescut numarul de leucocite
si a scdzut rata mortalitatii puilor broiler. In recenzia lor, Farag et al. (2016) au
subliniat faptul ca substantele antimicrobiene si imunomodulatoare (si
antiinflamatorii), precum si potentialul antioxidant pareau a fi responsabile pentru
efectul de promovare a sanatatii S. platensis asupra pasarilor de curte.

Concomitent, numarul de eozinofile a avut tendinta (P = 0,07) de a fi mai
mic la loturile Tn a caror dieta a fost adaugata Spirulina decat la pasarile din lotul
martor. Parametrii biochimici serici si titrul de anticorpi impotriva virusului
Newecastle nu au fost diferiti (P > 0,05) intre grupurile de tratament spre deosebire
de alte studii (Yudiarti et al,2018). Suplimentarea dietei cu S. platensis a crescut
numadrul de eritrocite a hemoglobinei la puii broiler. Adaosul de alge pe toatd
durata de crestere 1n dieta puilor a dus la valori mai mici ale numarului de eritrocite
si valori mai mici ale hemoglobinei si hematocritului iar cauza acestei scaderi nu
este cunoscutd pana astizi. In paralel cu profilul eritrocitar, numarul de leucocite,
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limfocite si eozinofile au fost mai scazute la pasarile suplimentate cu S. platensis
in timpul perioadei de crestere. Aceste constatari au fost diferite de cele raportate
de Jamil et al. (2015) si Lokapirnasari et al. (2016), care au aratat o crestere
leucocitelor odata cu hranirea cu S. platensis la puii broiler. Date interesante au
fost observate in studiul lui Shanmugapriya et al. (2015a), la care hranirea cu 1,5
% din Spirulina a dus la o greutate corporala finala mai micd in comparatie cu
hranirea cu 0,5 sau 1 % din S. platensis. Exista posibilitatea ca aportul excesiv de
S. platensis sa duca la tulburari metabolice si sa afecteze functia hepatica ceea ce
duce la o rata de crestere intarziata la puii de carne (Sugiharto et al, 2018). Totusi
Spirulina platensis poate fi utilizata ca supliment in cantitate de 1 kg pe tona de
hrana pentru puii broiler.
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PARTEA a II-a CERCETARI PROPRII

PART II. PERSONAL RESEARCHES
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I1. Prezentare generala a cadrului organizatoric

Cercetarea clinica a avut loc in sistem gospodaresc iar studiul de laborator s-
a efectuat in cadrul Universitatii de Stiintele Vietii lasi, in laboratorul de histologie
si embriologie al Facultatii de Medicina Veterinara.

II.1. PROIECTAREA PROTOCOLULUI EXPERIMENTAL PENTRU
REALIZAREA TEMEI PROPUSE

I1.1.1. Scopul, obiectivele si structura cercetarilor

Scopul prezentei teze de doctorat este de a evalua efectul turmericului si al ZooBior2
asupra tesutului limfoid asociat mucosei digestive, integritatii barierei intestinale, a
puilor broiler crescuti in sistem gospodaresc.

Principalele obiective ale tezei sunt:

1. Efectul turmericului si ZooBior2 asupra barierei biologice epiteliale intestinale

2. Expresia IHC a unor anticorpi proinflamatori la nivelul mucoasei intestinale

3. Rolul antiinflamator prin evaluarea expresiei Nrf2

4. Studiul reactivitatii tesutului limfoid asociat mucoasei intestinului subtire la cei

2 antioxidanti naturali

5. Efectele turmericului si ZooBior2 asupra cresterii in greutate la puii broiler

respectiv la gainile oudtoare

6. Evaluarea ratei de convesie a furajelor dupa expunerea puior broiler la turmeric

si a gdinilor ouatoare la ZooBior2

Protocol experimental pe pui broileri cu turmeric

Cercetarile cuprind doua experimente realizate astfel:

e Studiu clinic efectuat in sistem gospodaresc;

e Cercetare in laborotor in urma prelucrarii probelor biologice, includerea la

parafina, sectionarea, colorarea, microfotografierea si interpretarea.

La o zi dupa eclozare, 32 de pui masculi, hibridul studiat (COBB 500) au fost
impartiti aleatoriu in 4 grupuri de tratament (n = 8; cate o replica pentru fiecare grup).
Greutatea corporald initiald nu a fost diferita intre grupuri (media 49 + 0,7 g/ pui).
Fiecare grup a fost crescut timp de 42 de zile Tn custi pe sol (o cusca colectiva pentru
fiecare grup). Fiecare pasare din fiecare grup a fost marcatd individual in scopul
identificarii. Pe tot parcursul experimentului, s-au aplicat proceduri conventionale de
crestere si gestionare In conformitate cu legislatia in vigoare. Protocolul experimental a
fost evaluat si aprobat de Comitetul de Etica al Facultitii de Medicind Veterinara,
Universitatea de Stiinte ale Vietii "lon Ionescu de la Brad".
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Pulberea de turmeric (marca: HerbalSana; tara de origine: India) utilizatd in
experiment a avut urmatoarea valoare nutritivd, conform mentiunii de pe eticheta:
grasimi totale - 9,7 g, din care 1,8 g acizi grasi saturati; carbohidrati - 44,4 g, din care
zaharuri 3,2 g; fibre alimentare - 22,7 g; proteine - 9,7 g; sare - 0,07 g / 100 g pulbere
de turmeric. Din pulberea de turmeric s-au determinat curcumina si continutul total de
fenoli. Continutul de curcumina a fost de 1,13 = 0,06 g / 100 g pulbere de turmeric,
determinat spectrofotometric (Chauhan et al, 1999). Continutul total de fenoli a fost de
2,703 + 0,110 g de echivalenti de acid galic (GAE) / 100 g de pulbere de turmeric, asa
cum a fost determinat conform unei metode descrise anterior (Luca et al, 2022).

Puii din grupul de control (C) au fost hraniti cu o dietd comerciald pe bazad de
porumb si soia: starter (1-14 zile), grower (15- 28 zile), finisher (29 - 42 zile), in
conformitate cu orientdrile NRC (1994). Pasarilor din grupul El li s-a oferit aceeasi
dieta, dar suplimentati cu 5 g de pulbere de turmeric/kg. In acelasi timp, pasarile din
grupul E2 au primit o dietd cu un adaos total de 10 g de pudra de turmeric/kg. Pasarile
din grupul E3 au primit o dietd cu un adaos total de 20 g de pudra de turmeric/kg.

Figura 1.1. Pui in prima saptamadna de viata-LE] (stanga). Pui de o zi-LE2 (dreapta)

Figure 1.1. Chick in the first week of life LE1 (left). Day-old chick LE2 (right)

Figura 1.2. Pui- 22 zile-LE3 (stanga). Pui -14 zile-LE1 (mijloc). Diea de baza+20g turmeric ce urma a fi omogenizata
(dreapta)
Figure 1.2. Chick- 22 days-LE3 (left). Chick -14 days-LE1 (middle). Base diet+20g turmeric to be homogenized (right)
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Toti puii au avut acces la hrana si apa pentru consum, ad libitum. Hrana a fost
conceputa astfel incat sa satisfacd cerintele puilor in toate etapele de crestere, asa cum
se recomanda in ghidul de management nutritional pentru hibridul studiat (COBB 500).
Trei diete separate cu nutret mixt au fost elaborate, specifice fiecarei perioade de
crestere a puilor, si anume hrana pentru incepatori, pentru crestere si pentru finisare
(tabel 1.1, 1.2, 1.3). Pulberea de turmeric a fost bine amestecata cu furajul care curge
liber. Toti reactivii utilizati au fost de calitate analitica.

Tabel 1. Dieta starter
Table 1. Starter diet

Se administreaza pui de gaina (de carne §i rasa mixtd) de la 1 zi la 21 de zile

Tip de produs furaj complet, nu trebuie combinat cu alte cereal

Proteina bruta 20,45 %, Calciu 1,00 %, E.M. pasar 11,72 Mj,
Fosfor 0,60 %, Grasime 2,57 %, Sodiu 0,14 %, Celuloza 3,29 %,
Compozitie Vitamina A 10045 UI, Metioninad 0,45 %, Vitamina D 5022 UI,
Metionind+Cistina 0,80 %, Vitamina E 75 UI, Lizina 1,03 %,
Coccidiostatic present

Furajul este fabricat din materii prime selectionate destinate produselor
starter. Furajul pentru puii de carne are continut nutritiv foarte bine echilibrat pentru
a asigura o pornire excelentd a cresterii si dezvoltarii puilor.

Dieta de crestere

in etapa de crestere cerintele de energie riman aceleasi, scade nevoia de proteine si
foarte putin cea de minerale. Insa, cresterea rapida trebuie sustinuta cu hrani adecvata
pentru dezvoltare si cresterea In greutate.

Furajul de la Viva este granulat, granulele fiind putin mai mari decét cele de starter.
Granularea furajelor nu face decat sa furnizeze hrana in forma de boaba, agreatd de
pasari. in procesul de granulare furajele trec printr-o faza de sterilizare.

Tabel 2. Dieta de crestere
Table 2. Growth diet

Tip de produs: furaj complet/ nutret combinate

Utilizare: se administreaza ca atare, la discretie

Proteina bruta 18,00 %, Calciu 0,85 %,E.M. pasari 12,09Mj, Fosfor
0,57%, Grasime 3,39 %, Sodiu 0,13 %, Celulozd3,36 %, Vitamina A
Compozitie: 9045 UI, Metionina 0,33 %, Vitamina D 5025 UlI,
Metionina+Cistina0,65 %, Vitamina E 60 UI, Lizina 0,90
%, Coccidiostatic present
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In perioada de finisare nevoile proteice din hrana puilor de carne scad din nou,
la fel si nivelul energetic. Este perioada in care se investeste in calitatea carcasei. Puii
pot lua in greutate 100 g/zi. Furajul de finisare pentru puii de carne este conceput
astfel incat sa existe o corelatie benefica intre cantitatea consumata, mentinerea starii
de sanatate, realizarea sporului in greutate.

Tabel 3. Dieta de finisare
Table 3. Finishing diet

Tip de produs: furaj complet/ nutret combinate

Utilizare: se administreaza ca atare, la discretie

Proteina brutd 15,48 %, Calciu 0,79 %, E.M. pasari 12,28 Mj,
Fosfor 0,57 %, Grasime 3,49%, Sodiu 0,18 %, Celuloza3,59%,
Compozitie: Vitamina A 8040 UI, Metionina0,27 %, Vitamina D 4170 UI,
Metionina+Cistind 0,57 %, Vitamina E 51 UI, Lizina 0,65 %,
Coccidiostatic absent

I1.1.2. Supravegherea clinici, evaluarea greutatii corporale si raportul de
conversie al hranei

Pentru a evalua starea de sanatate, la inceputul experimentului si ulterior, pasarile au
fost examinate clinic permanent.

Greutatea corporala a puilor a fost inregistrata la TO si apoi in zilele 7, 14, 21 si,
respectiv, 28 si 48 zile de administrare a turmericului. Consumul de furaje a fost
inregistrat zilnic pentru fiecare grup (o masurdtoare pentru intregul grup) si media a
fost calculata saptamanal.

Raportul de conversie a hranei a fost calculat pentru fiecare grup la sfarsitul
experimentului ca grame de hrand / grame de crestere in greutate corporald. Cinci pui
din fiecare grup au fost eutanasiati printr-o supradoza de tiopental sodic in ziua 42 zile
de tratament.

I1.1.3. Recoltarea si prelucrarea probelor pentru examen histologic si
imunohistochimie

La sfarsitul experimentului, gainile au fost eutanasiate prin dislocare cervicala.
Probele de tesut din duoden, jejun, ileon si cecum de la toate loturile experimentale si
de la lotul martor au fost supuse analizei morfometrice, dupa fixarea cu formaldehida
4%, includerea n parafind si colorarea cu hematoxilind-eozina (HE).
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S-au prelevat probe de tesut de 2 cm de intestin subtire din partile superioare (punctul
de start al organului), mijlociu (punctul central al intestinului) si inferior (punctul final
al organului) ale duodenului, jejunului (de la ansa pancreatica la diverticulul lui Meckel)
si ileonului (de la diverticulul lui Meckel la jonctiunea ileo-ceco-colicd), conform
metodei lui Giannenas si colab. (2010).

Probele de tesut au fost fixate cu formaldehida tamponata 10% (NBF) timp
de 72 de ore, apoi au fost deshidratate, clarificate cu xilen si incluse la parafina.
Sectionarea s-a realizat la microtom la 4um, colorate HE, microfotografiate

si interpretate.

Tn vederea evaluarii s-a urmarit:

« Indltimea si diametrul vilozitatilor intestinale;

*Raportul dintre inéltimea vilozitatilor: adancimea criptelor;

» Grosimea peretilor intestinali cunoscuti ca indicatori ai ratei de conversie a hranei

si ai activitatii enterocitelor;

* Evaluarea morfometrica a aglomerarilor limfoide

Coloratia imunohistochimica pentru evaluarea inflamatiei; IL-6, TNFAIS,

NF«B, Pax-7. Un marker pentru evidentierea capacitatii antioxidante Nrf2 pentru

evidentierea expresiei acestui anticorp la nivelul epiteliului intestinal.

Etapele utilizate pentru obtinerea preparatelor histologice permanente din
intestine

Pentru a realiza o recoltare in conditii optime, instrumentul folosit trebuie sa fie
ascutit cat mai bine, evitand in acest fel strivirea tesuturilor. Dimensiunea pieselor
e de aproximativ 0,5 cm®: 15 mm lungime, 10 mm litime si 5 mm grosime, pentru
ca fixatorul sa patrunda repede in intreaga proba. Initial fragmentele sunt mai mari
dar dupa spalarea continutului intestinal cu PBS marginile se ajusteaza pana la
dimensiunile mentionate. In acest sens se face o prefixare de cateva ore, fasonare,
fiind apoi introduse in fixator proaspat.

Fixarea histologica are un triplu scop: 1. oprirea fenomenelor vitale din
tesuturile fixate, pentru a surprinde microscopic aspectele histologice existente n
piesa Tn momentul respectiv si pentru a preveni fenomenul de autoliza; 2. cresterea
consistentei pieselor fixate in vederea operatiunilor histologice ulterioare; 3.
sterilizarea pieselor, majoritatea fixatorilor chimici fiind buni dezinfectanti.
Volumul fixatorului il depaseste de aproximativ 20 ori pe cel al pieselor din
interior.

S-a utilizat formaldehida (formol ca fixator chimic simplu) 10% si Bouin (fixator
compus). Fixatorul Bouin este format din acid picric solutie suprasaturatd (750ml),
formaldehida 40% (250ml) si acid acetic glacial (50ml).
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Timpul de stationare in acest fixator a fost de 12 ore. Se prefera acest
fixator compus pentru capacitatea de fixare prin coagularea proteinelor structurale,
buna viteza de penetrare, toleranta si intervalul de timp foarte mare pe durata caruia
se asigura conservarea.

Includerea la parafina se deruleaza in patru faze succesive:
1. Deshidratarea. Deshidratarea este necesara pentru eliminarea apei din tesuturi,
in vederea impregnarii ulterioare in parafind a pieselor. Se realizeaza trecand
piesele prin urmatoarele bai cu alcool in concentratii progresiv crescande: 50°, 70°,
80°, 90° si alcool absolut. Durata de mentinere a fragmentelor in fiecare baie este
de doua ore.
2. Clarificarea. Executata in vederea extragerii etanolului din piese, acesta nefiind
miscibil cu parafina. Pentru aceastd operatiune se folosesc doud bai cu xilen, in
fiecare baie piesele mentinandu-se cate doua ore.
3. Impregnarea cu parafind. Obiectivul acestui timp operator este de a aduce
piesele intr-o stare de rigiditate si de omogenitate optima in vederea sectionarii.
Operatiunea se executd in termostatul de includere in parafina, la temperatura de
56 ° C, 1n trei bai de parafina lichida, cate doua ore in fiecare baie.
4. Includerea propriu-zisa. Includerea propriu-zisa sau turnarea blocului are drept
scop Tncorporarea piesei impregnata cu parafina, intr-un bloc din acelasi material.
Turnarea blocului se efectueaza cu ajutorul unor forme de plastic.

Sectionarea pieselor histologice se realizeazd cu ajutorul microtomului
pentru parafina, care ofera conditii pentru ob{inerea unor sectiuni cu grosimea de
5 um. In timpul sectionarii, tesuturile incluse in parafina vor fi usor comprimate si
vor apdrea pliuri, ambele fenomene facand sectiunile improprii pentru examenul
microscopic. Pentru eliminarea acestui inconvenient, se recurge la etalarea
sectiunilor pe lame de sticla port-obiect cu ajutorul apei distilate la o temperatura
de 45°C.

Sectiunile au fost colorate prin urmaitoarele metode de colorare
histologica:

a) Hematoxilina - Eozina - Albastru de metil (HEA)

I.Deparafinare: Benzen | (10 minute; Benzen Il (10 minute); Benzen Il (10
minute)

I1. Rehidratare: Alcool etilic absolut (10 minute); Alcool etilic 90° (10 minute);
Alcool etilic 80° (10 minute); Apa distilata (10 minute).

I11. Colorare: Hematoxilina Mayer (10 minute); Apa robinet pasaj; Apa litinata
(10 minute); Apa distilatd pasaj; Eozina 1% (10 minute); Apa distilatd pasaj
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IVV.Deshidratare: Alcool etilic 80° (10 minute); Alcool etilic 90° (10 minute);
Alcool etilic absolut (10 minute)
V.Clarificare: Benzen | (10 minute); Benzen I1 (10 minute); Benzen 111 (10 minute)
Montarea. Aceasta se efectueaza prin depunerea intre sectiunea de pe lama port-
obiect si lamela a unui mediu cu acelasi indice de refractie ca al sticlei, respectiv
balsamul de Canada.

Microfotografiile au fost obtinute folosind microscopul cu camera Leica.

Coloratii imunohistochimice

Probele de intestin au fost recoltate, incluse in parafina si sectionate la 4 pm.
Acestea au fost deparafinate, iar epitopii din sectiuni au fost dezvaluiti prin incilzire
la 95 ° C in 10 mmoli de tampon acid citrat la pH 6, timp de 10 min in cuptor cu
microunde si apoi au fost lasate la temperatura camerei timp de 20 min. Lamele au
fost apoi spalate de doua ori in PBS (pH 7,5) timp de 5 min. Sectiunile de tesut au
fost incubate cu anticorpi anti-IL-6 (producétor: Abbexa; cod: abx177189), anti-
TNFIP8 (furnizor: Antibodies-online GmbH; cod: ABIN2707009) si anti-Pax-7
(furnizor: Antibodies-online GmbH; cod: ABIN 27434880).Anticorpii primari anti-
IL-6, -TNFa anti-pax7 si anti-Nrf2, anti-p65 si s-au diluat 1: 100 la temperatura
camerei intr-o camera umeda la 4°C peste noapte. Adoua zi se realizeaza spalarea
cu PBS, apoi incubarea cu anticorpul secundar, HRP IgG, timp de 1 ora, intr-0
camerd umedd, apoi spdlate cu PBS si incubate cu substratul de 3,3 '
diaminobenzidind timp de 3 min si contracolorat cu hematoxilind Harris, clarificare
in xilen si montare cu balsam de Canada. Sectiunile au fost microfotografiate si din
fiecare camp, au fost masurate 3 vilozitati conform protocolului altor autori
(Kawalilak et al., 2010).

I1.2. EVALUAREA HISTOLOGICA, THC SI A RATEI DE CONVERSIE A

FURAJELOR DUPA EXPUNEREA PUILOR BROILER LA TURMERIC

Rezultatele analizei morfometrice si ale cresterii in greutate au fost exprimate

ca medie + deviatie standard. Pentru a evalua variatia datelor intre grupuri, s-a utilizat
ANOVA cu o singura cale, urmata de testul post-hoc Tukey. Nivelul de semnificatie a
fost stabilit 1a 0,05.

S-a efectuat o analiza de regresie pentru a evalua relatia dintre doza de turmeric

din furaje ca factor (variabila independentd) si parametrii privind histologia duodenala
ca raspuns (variabile dependente). Au fost testate modelele liniare, patratice (polinomial
de gradul al doilea) si cubice (polinomial de gradul al treilea) si au fost calculate
ecuatiile de regresie, coeficientii de determinare (R2) si erorile standard ale estimarilor.
Pentru analiza statistica au fost utilizate IBM SPSS 20 si MS Excel 2007.
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I1.2.1. Efectul turmericului asupra mucoasei intestinale la puii broiler

Rezultate

Duodenul a prezentat o serie de modificari specific inflamatiei la lotul control
mai evidente, Acestea au constat in infiltratii limfoide difuze intraepiteliale, in axul
vilozitatilor intestinale si periglandular (Fig.2.1, 2.2, 2.3). Bariera intestinala a fost
distrusa la polul luminal al vilozitatilor. Tunica musculara apare ingrosata. Aceste
modificari se reduc in intensitate la loturile experimentale.

Figura 2.1. .Duodenul puilor din
Lotul Vilozitatile
intestinale sunt subtiri cu edem si

Control.

desprinderea epiteliului in zona
apexului. -Coloratie HEA x100
Figure 2.1. Duodenum of the
Control batch chicks. The intetinal
villi are thin with oedema and
epithelial detachment in the apex
area -HEA staining x100

Figura 2.2. Peretele duodenului la

Polul  luminal al
vilozitatilor intestinale se distinge
foarte greu datoritd desprinderii

lotul martor.

acestora §i a confinului luminal cu
care se intrepatrunde. Coloratie HE
x100.

Figure 2.2. Duodenum prices in the
control group. The luminal pole of
the intestinal villi is very difficult to
distinguish due to their detachment
and the luminal content with which
they intertwine. HE stain x100

Figura 2.3. Duoden de la Lotul
Control.  In
intestinale  si

axul  vilozitatilor
periglandular  se
observa infiltrat cu limfocite, edem,
pe alocuri ruperea bariei epiteliale.
Coloratie HEA x400

Figure 2.3. Duodenum from the
Control Lot. In the axis of the
intestinal villi and periglandular
infiltrate with lymphocytes, oedema,
and sometimes rupture of the
epithelial barium are observed. -
HEA stain x400

La lotul control diametrul vilozitatilor duodenale (la bazi) a fost de 139.65 +
40.14 pm, raportul inaltime vilozitate: adancime cripta a avut o valoare de 6.52 + 0.32
pm iar inaltimea vilozitatilor a fost de 880.33 £ 73.14 um. Adancimea criptelor a fost
de 135,33 + 13.57 pm.
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Prin adaosul 0,5% turmeric in dieta (LE1), vilozitatile intestinale si-au
pierdut partial integritatea catre polul luminal. Tn lamina propria se observa rare
limfocite dispuse difuz (fig 2.4.). Printre enterocite se observa frecvent celule

caliciforme (fig 2.5.). Musculoasa este mai subtire decat la lotul martor (fig 3.6.).

Figura 2.4. Duoden LE1. Vilozitati
intestinale vizibile, mai integre decat
la lotul control. Se pot observa unele
desprinse in polul luminal Coloratie
HEA x100.

Figure 2.4. Duodenum LE1. Visible
intestinal villi, more intact than in
the control group. Some
detachments can be seen in the
luminal pole HEA staining x100

Figura 2.5. Vilozitafi acoperite

de epiteliu columnar format din
enterocite §i celule caliciforme
frecvente. Coloratie HEA

Figure 2.5. LE1 Villi covered by
columnar epithelium consisting
of enterocytes and frequent

Figura 2.6. Duoden LE1 Straturile
circular  intern, ingrosat i
longitudinal extern al musculoasei.-
Coloratie HEA

Figure 2.6. Duoden LEL1. Internal
circular, thickened and external
longitudinal ~ layers  of  the
muscularis.-HEA staining

goblet cells. HEA staining

La LE1, prin adaosul de 0,5% turmeric, diametrul vilozitatilor duodenale (la
bazd) a fost de 131.47 + 38.98 um, raportul indltime vilozitate: adancime cripta a avut
o valoare de 8.71 £ 2.00 um iar inéltimea vilozitatilor a fost de 1085.00 + 79.56 pm.
Adancimea criptelor a fost de 128,33 +24.58 um.

Vilozitatile intestinale la LE2 prin adaosul 1% turmeric in dieta sunt lungi, cu
un diametru subtire pe toatd indltimea. Bariera epiteliala este integra, putine enterocite
se desprind de la varful apical luminal al vilozititilor. In axul vilozitatilor limfocitele
sunt rare, pe alocuri intraepiteliale. Tunica musculard este cea mai subtire comparativ

cu celelalte LE.

La LE2 prin adaosul de 1 % turmeric, diametrul vilozitatilor duodenale (la baza)
a fost de 155.25 £ 26.13 um, raportul indltime vilozitate: adancime cripta a avut o
valoare de 10.09 + 1.50 pm iar Inaltimea vilozitatilor a fost de 1190.00 + 8.54 pm.
Adancimea criptelor a fost de 119,66 + 17.03 pm.
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Figura 2.7. Duoden LE2. Vilozitatile
intestinale sunt lungi, au diametru
redus, epiteliul columnar care-si
pastreazd integritatea, addncimea
criptelor
musculard este subtire compartiv cu
a lotului
HEAx100

Figure 2.7. Duoden LE2. Intestinal

este  redusa. Tunica

control  -Coloratie

Figura 2.8. Vilozitati intestinale de
la lotul E2, duoden. In axul
vilozitatilor intestinale, se observa
infiltrat limfocitar redus in lamina
propria si pe alocuri limfocite
intraepiteliale. Col HE x400

Figure 2.8. Intestinal villi from the
control group, duodenum.
Lymphocytic infiltrate in lamina
propria and numerous intraepithelial

Flgura 2.9. Duoden LE2 — Tunica
musculard cu stratul circular intern
ceva mai subtire comparativ cu lotul
control.-Coloratie HEAx400

Figure 2.9. Duoden LE2. Muscle
tunic with slightly thinner inner
circular layer compared to the control
batch.-Color HEAx400

villi are long, small diameter,
columnar epithelium preserving its
integrity, crypt depth is reduced,
muscular tunic is thin compared to
control -HEAx100 staining

lymphocytes. Col HE x400

Duodenul puilor din LE3 au vilozitatile lungi, au diametru care variaza, uneori
acesta este foarte mare, epiteliul columnar care-si pastreazd integritatea partial,
adancimea criptelor este redusd, Tunica musculara este subtire compartiv cu a lotului
control. Vilozitatile intestinale prezintd bariera epiteliald integrd la baza, adancimea

criptelor este medie comparativ cu a LE2. Tunica musculara are un diametru sensibil
mai mare decat LE2.

m

3 === [igura 2.10. .Duoden LE3-Vilozitatile intestinale sunt lungi, au diametru
care variazd, epltelml columnar care-si pastreaza integritatea partial, addancimea criptelor este redusd,
Tunica musculara este subtire compartiv cu a lotului control. Coloratie HEA

Figure 2.10. Duodenum LE3-The intestinal cavities are long, varying in diameter, columnar epithelium

partially retaining its integrity, crypt depth is reduced, muscular tunic is thin compared to control. HEA
staining
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LE2

Figura 2.12. Duoden LE3. Tunica musculard cu
prezinta bariera epiteliald integra la baza, stratul  circular  intern  evident.-Coloratie
addncimea criptelor este medie comparativ cu a  HEAx100

Figure 2.12. Duoden LE3. Muscle layer with

Figure 2.11. Duodenum LE3-The intestinal obvious inner circular layer. .-HEAx100 staining
cavities are long, varying in diameter, columnar

epithelium partially intact, crypt depth is reduced,

muscular tunic is thin compared to control. HEA

staining

baza)

La LE3, prin adaosul de 2 % turmeric, diametrul vilozitatilor duodenale (la
a fost de 199.51 = 60.99 pm, raportul Tnaltime vilozitate: adancime cripta a avut

o valoare de 5.62 = 2.06 pm iar inaltimea vilozitatilor a fost de 980.66 + 130.90 pum.

Rezultatele sintetizate ale analizei morfometrice duodenale sunt prezentate in

tabelul de mai jos. Parametrii morfometrici ai mucoasei duodenale au prezentat
diferente intre grupul de control si grupurile experimentale.

Tabel 4.

Efectele adaosului de turmeric la diferite niveluri (Curcuma longa) in dieta puilor broiler asupra structurii

histologice duodenale (mean + standard error)

Table 4. Effects of adding turmeric (Curcuma longa) at different levels to the diet of broiler chickens on duodenal
histological structure (mean = standard error)
D.lanfevt l'.ll ! Raportul iniltime | Iniltimea ..
vilozitatilor . . . Adancimea
LOT i vilozitate: adancime | vilozitatilor i
duodenale (la cripti (um) ’ criptelor (um)
bazi) (um) P "
C 139.65 + 40.14* 6.52+0.32 880.33+73.14% | 135,33 +£ 13.57
1085. +
LE1 131.47 +38.98P 8.71 £2.00 78855630 128.33 +£24.58
LE2 155.25 +£26.13 10.09 + 1.502 1190.00 = 8.54% | 119.66 + 17.03
980.66 +
LE3 199.51 £ 60.9920 5.62 +£2.06* 187.66 + 56.63
130.90¢
a,b,c,d

— within a column, means with the same letter differ significantly at 0.05;
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Figura 2.13. Indltimea vilozitdtilor duodenale
Figure 2.13. Duodenal villi height Figura 2.14. Diametrul vilozitatilor duodenale
Figure 2.14. Duodenal villi diameter

1400

In grupul El, prin adiugarea a 0,5 % pulbere de turmeric in hrana pentru
animale, indltimea vilozitatilor a crescut cu 23,24 % in comparatie cu grupul de control.
In cazul grupului E2 (1 % pulbere de turmeric), iniltimea medie a vilozititilor a crescut
cu 35,17 % In comparatie cu grupul de control si cu 9,67 % In comparatie cu grupul E1.
LE3 este singurul lot in care se observa o adancire a criptelor intestinale, spre deosebire
de LE 1 sau LE2, unde se observa o scadere a adancimii medii a criptelor. Suplimentarea
cu pulbere de turmeric a avut tendinta de a reduce adancimea criptei.

Cele mai mari diametre ale vilozitatilor duodenale au fost identificate in LE3,
prin addugarea a 2 % pulbere de turmeric in alimentatie. Diferentele in ceea ce priveste
diametrul vilozitatilor duodenale intre loturile LE1, LE2 si LE3 pot fi observate doar la
baza vilozitatilor. Valorile au crescut odata cu adaugarea de pulbere de turmeric pana la
2 % in dieta.

“ e Curcuma

150 asJ 33 ”“!

'I'l‘-]';h
18092
LM LE1 LE2 LE3
Raport inaltime
LE3

vilozitati:adancime

cripte
Figura 16.Efectele curcuminei asupra intestinului
Figure 16 Effects of curcumin on the intestine

Figura 2.15. Addancimea criptelor
Figure 2.15. Crypt depths

Cel mai bun raport Tniltime vilozitati: addncime cripte a fost identificat la LE2.
In cazul grupului de control, hranit doar cu dieta de bazi, s-a observat un raport mult
mai mic intre inaltimea vilozitatilor si addncimea criptelor.
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Tabel 5. Analiza de regresie intre nivelurile de adaos de curcuma (Curcuma longa) in dieta puilor

de carne si parametrii privind histologia duodenala
Table 5. Regression analysis between levels of added turmeric (Curcuma longa) in broiler diets and

duodenal histolog

parameters

Independent Dependent variable Regression model |Regression R? Standard error
\variable equation of the estimate

Nivelul de Inaltimea Liniar Y = 34.21X 0.043 130.15
turmeric  n vilozitatilor +1004.06
dieta
Nivelul de Iniltimea Patratic Y = - 0.902 43.83
turmeric n vilozitatilor 254.03X% +
dieta 560.41X +

877.05
Nivelul de Inaltimea Cubic Yy = - 0.869 45.96
turmeric n vilozitatilor 40.11X° -~
dieta 139.16X* +

488.94X +

880.33
Nivelul de Adancimea Liniar Y = 27.21X 0.215 34.82
turmeric  n criptelor +118.93
dieta
Nivelul de Adancimea Pitratic Y =37.72X? 0.369 31.22
turmeric  n criptelor — 50.93X +
dieta 137.79
Nivelul de Adancimea Cubic Y =30.11%3 0.308 32.69
turmeric n criptelor — 48.50X?% +
dieta 2.72X +

135.33
Nivelul de Raportul inaltime Liniar Y = -0.62X 0.044 2.36
turmeric n vilozitati:adancime +8.28
dietd cripte
Nivelul de Raportul iniltime Pitratic Y = -3.79X? 0.626 1.55
turmeric in vilozitati:adancime + 7.23X +
dieta cripte 6.38
Nivelul de Raportul iniltime Cubic Y = -1.59%X3 0.637 1.62
turmeric n vilozititi:adancime + 0.77X% +
dietd cripte 4.39X +

6.51
Nivelul de Raportul inaltime Liniar Y = 33.07X 0.251 43.37
turmeric n vilozitati:adancime +127.52
dieta cripte
Nivelul de Raportul inaltime Patratic Y =18.83X? 0.280 43.09
turmeric in vilozitati:adancime — 594X +
dieta cripte 136.94
Nivelul de Raportul iniltime Cubic Y; ’33»206X3 + 0.289 43.40
turmeric in vilozitati:adancime ;S':i()i 139,65
dieta cripte

Dupa cum se arata in tabelul de mai sus, relatia dintre doza de turmeric adaugata
in hrana pentru animale si inaltimea vilozitatilor, precum si adancimea criptei, este cel
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mai bine descrisd de un model de regresie patratica, pe baza valorii R2. Relatia dintre
doza de turmeric addugata la hrana si raportul dintre inaltimea vilozitatilor si adancimea
criptelor, precum si diametrul vilozitétilor intestinale este cel mai bine descrisa de un
model de regresie cubicd, pe baza valorii R2. In toate cazurile, coeficientii de
determinare (R2) sunt relativ mici, astfel Tncat modelele de regresie propuse prezic
partial rezultatul.

Discutii

Disponibilitatea si natura nutrientilor in intestin au condus la modificari

histologice intestinale.
Specific duodenului este prezenta vilozitatilor in formd de frunze si a criptelor
longitudinale, drepte. Vilozitatile mai lungi sunt, in general, rezultatul mitozei celulare,
care are loc in cripte, o zond in care celulele stem se divid pentru a permite reinnoirea
vilozitatilor, o suprafatd mai mare a criptelor indicind o productie celulara mai intensa
(Samanya & Yamauchi, 2002). Prezenta structurii de tip meandru se poate datora
faptului ca absorbtia nutrientilor este mai eficientd atunci cand vilozitatile sunt dispuse
in acest mod, spre deosebire de cazul in care vilozitatile sunt paralele.

Unele studii au aratat deja ca ileonul a fost locul cel mai receptiv, unde
vilozitatile s-au modificat semnificativ odatd cu modificarile nutritionale sau s-a
observat o crestere a continutului de nutrienti in lumenul intestinal (Yamauchi et al.,
1992).Rezultatele experimentului realizat de Kosti et al. (2018) au aratat ca adancimea
criptelor a crescut, de asemenea, odata cu inaltimea vilozitdtilor. A existat o crestere
semnificativa (p<0,05) a adancimii criptelor de la 189,32 microni in grupul de control
la 213,79 microni in grupul experimental cu cea mai mare doza (1,0 % pulbere de
turmeric). Astfel, se poate observa ca includerea pulberii de turmeric in alimentatie a
dus la o imbunatatire a lungimii vilozitatilor, a 1atimii vilozitatilor si a adancimii
criptelor in tractul gastrointestinal al pasarilor. Intr-un alt studiu, valorile medii ale
lungimii vilozitatilor, latimii vilozitatilor si adancimii criptelor ileale la pdsari au variat
intre 943,81 si 1148,20 micrometri (lungimea vilozitatilor), 192,42 si 213,29 micrometri
(latimea vilozitatilor) si, respectiv, 184,65 si 213,79 micrometri (adancimea criptelor).
S-a inregistrat o crestere semnificativa (p < 0,05) a valorilor medii ale lungimii
vilozitatilor, de la 947,94 micrometri in grupul de control la 1145,77 micrometri in
grupul de tratament hranit cu cel mai ridicat nivel de pulbere de turmeric (1,0%) (Kosti
etal., 2018).

Raportul dintre néltimea vilozitatilor si adancimea criptelor este un indicator al
capacitatii digestive a intestinului subtire. O crestere a acestui raport corespunde unei
cresteri a digestiei si absorbtiei. O crestere a Inaltimii vilozitatilor intestinale si a
raportului dintre ndltimea acestora si adancimea criptelor este un indicator al unei zone
de absorbtie intensa a nutrientilor si al unei functii de absorbtie mai bune
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Conform rapoartelor disponibile, pe langa faptul ca turmericul are actiuni
antioxidante semnificative, se poate spune ca acesta ar putea fi, de asemenea, o sursa
autentica de proteine si carbohidrati, In timp ce proprietatile sale benefice conduc la
imbunatatirea cresterii si a performantelor de productie la pasarile hréanite cu turmeric
ca supliment alimentar (Hafez et al., 2022). Tn plus, s-a raportat ca ar putea suprima
inflamatia prin reducerea nivelurilor TLR4, MyD88 si NFkB (Yoo et al., 2018). La
pasarile de curte, expresia ARNm a IL-1f, IL-6, 1L-12, IL-18 si a membrului 15 din
tratate in vitro cu extract organic de turmeric (Lee et al., 2010). Rezultatele hibridizarii
prin microarray au demonstrat ca expresia genica a mieloperoxidazei, a grupului de
diferentiere 28 si a lactotransferrinei, care sunt asociate cu raspunsul inflamator la pui,
a fost reglata in jos dupa tratamentul cu extract de turmeric organic (Gautam & Jachak,
2009).

Activitatea antioxidantd oferda o mare sperantd ca solutie pentru stresul la
pasarile de curte, prin cresterea activitatii mitocondriale Mn-SOD si a expresiei genice
a tioredoxinei-2 si peroxiredoxinei-3 (Zhou et al., 2015). Curcumina, cel mai important
compus activ gasit in turmeric, poate, de asemenea, sa scadd nivelurile mitocondriale
de malondialdehida (Zhang et al., 2014), sa creasca nivelurile mitocondriale de glutation
(Park si Chun, 2017) si sa creasca activitatile glutation peroxidazei (GSH-Px), glutation
S-transferazei (GSST) si superoxid dismutazei (SOD) (Zia et al., 2021). O crestere a
capacitatii antioxidante totale la puii de carne duce la o reducere a stresului oxidativ si,
de asemenea, a inflamatiei, cu o digestibilitate imbunatatitd si, prin urmare, a
performantelor de crestere (Gowda et al., 2009). Astfel, se poate spune cé pulberea de
curcuma poate fi utilizatd in siguranta si in mod economic ca supliment natural in dietele
pentru puii broiler, datoritd prezentei substantelor bioactive responsabile de efectele
benefice asupra sanatatii puilor si asupra calitatii carnii. Epiteliul intestinal reprezinta o
barierd naturald impotriva bacteriilor patogene si a substantelor toxice prezente in
lumenul intestinal, care pot provoca perturbari ale microflorei normale si ale epiteliului
intestinal. Astfel, permeabilitatea acestei bariere naturale poate fi alterata, facilitdnd
invazia agentilor patogeni si a substantelor nocive, alterind metabolismul si capacitatea
de a digera si absorbi nutrientii. Toti acesti factori duc la dezvoltarea proceselor
inflamatorii cronice la nivelul mucoasei intestinale. in cele din urma, apare reducerea
vilozitatilor si scaderea activitatii digestive si a capacitatii de absorbtie a enterocitelor
(Oliveira et al, 1999).

72



I1.3. Expresia imunohistochimica a markerilor IL-6, TNFAIP8 si PAX 7 la
nivelul intestinului la puii broiler expusi la turmeric

Expresia TNFAIPS este intensa la Lotul Control se evidentiaza atat la nivelul
epiteliului cat si In grupuri de celule din lamina propria. Intensitatea expresiei acestui
marker se reduce progresiv incepand cu LE3, LE1 si cea mai redusa se inregistreaza la
LE2. Expresia I1-6 este asemanatoare cu a TNF la toate loturile luate in studiu. Expresia

Pax7 este intens spre moderata la toate loturile.

Figura 3.1. Expresia IL-6la
nivelul mucoasei duodenului la
lotul control se evidentiaza atat
la nivelul epiteliului cat si in
grupuri de celule din lamina
propria. Col IHC anti-IL-6 x100
Figure 3.1. IL-6 expression in
the duodenal mucosa of the
control group is evident both in
the epithelium and in the lamina
propria cell clusters. Col IHC
anti-IL-6 x100

Expresia markerilor I1L-6,

Figura 3.2. Expresia TNFAIPS
la Lotul Control apare moderata

spre intensd,
intracitoplasmatica, atat la
nivelul epiteliului cat si in
lamina propria.

Figure 3.2. TNFAIPS expression
in the control group appears
moderate to intense,
intracytoplasmic, both in the
epithelium and in the lamina
propria

TNFAIP8 si PAX 7- LE1

-
Figura 3.3. Pax 7 la Lotul
Control. Se remarca expresia
intracitoplasmatica atdt de la
nivelul celulelor epiteliale si din
lamina propria. Col IHC anti-
Pax 7.

Figure 3.3. Pax 7 at the Control
Lot. Note the intracytoplasmic
expression from both epithelial
cells and lamina propria. Col
IHC anti Pax 7.

Figura 3.4. Expresia IL-6 moderatd
spre redusd in epiteliul duodenal al
puilor din LEI. Col IHC anti IL-6
x100

Figure 3.4. Moderate to reduced IL-

6 expression in the duodenal
epithelium of LEI chicks. Col IHC
anti IL-6 x100

Figura 3.5. Expresia TNFAPIS in
duodenul puilor din -LEI. Expresia
TNFAPIS in duodenul puilor din -LEI

este moderat, mai ales la nivelul
epiteliului  columnar. Col IHC anti
TNFAPI8x100

Figure 3.5. TNFAPIS expression in the
duodenum of -LEI pups is moderate,
especially in the columnar epithelium.
Col IHC anti TNFAPISx100
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Figura 3.6. Expresia Pax 7 la nivelul
epiteliului duodenului de la -LEI
este moderat, citoplasmatica. Col
anti -Pax7 x100

Figure 3.6. Pax 7 expression in the
duodenal epithelium from -LEI is
moderate, cytoplasmic. Col anti -
Pax7 x100



Prezenta TNFAIPS este mai intensa si in LE1. De asemenea coloratia Pax-7 este
pozitiva.

Prin adaugarea de pulbere de turmeric in alimentatie, s-a observat o reducere a
expresiei IL-6 Tn intestin; cele mai bune rezultate au fost observate pentru un nivel de 1
% pulbere de turmeric.

Expresia markerilor IL-6, TNFAIP8 si PAX 7- LE 2

. o, o "

N

Figura 3.7. Expresia  IL-6 este
foarte redusa la nivelul epiteliului
vilozitatilor intestinale ale LE2
Figure 3.7. IL-6 expression is very
low in the intestinal villi epithelium
of LE2

Figura 3.8. Expresia

TNFAIPS este evidentad
intracitoplasmatica desi
integritatea  epiteliului  este

pdstrata in duodenul puilor din -
LE2 Col IHC anti TNFAIPS
x100.

Figure 3.8. TNFAIPS expression
is evident intracytoplasmically

Figura 3.9. Expresia Pax 7se
mentine evidentd in duodenul
puilor din  LE2. Diametrul
vilozitatilor este redus §i se
observa integritatea barierei
epiteliale. Col anti Pax 7x100.

Figure 3.9. Pax 7 expression
remains  evident in  the
duodenum of LE2 chickens. The
diameter of the villi is reduced

and  epithelial integrity is
preserved in the duodenum of
chickens from - LE2 Col IHC
anti TNFAIPS x100.

and the integrity of the epithelial
barrier is observed. Col anti Pax
7x100.

Adaugarea de 1% turmeric Tn dieta puilor broiler din LE2 a dus la cresterea scaderea
cea mai insemnata a IL-6.

Prezenta TNFAIP8 se remarca si la LE2.

Prezenta TNFAIP8 este mai intensa la LE2 fata de LE1.

Expresia markerilor IL-6, TNFAIPS8 si PAX 7- LE 3

Figura 3.10. Expresia IL-6 in duodenul puilor din LE3 este moderata,
mai intensd apare spre varful vilozitatilor intestinale care ulterior se
desprind. Col IHC anti_IL-6 x100

Figure 3.10. IL-6 expression in the duodenum of LE3 chickens is
moderate, more intense appearing towards the top of the intestinal villi
which subsequently detach. Col IHC anti IL-6 x100
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Figura 3.11. Expresia TNFAIPS este evidentd
intracitoplasmatic  desi integritatea epiteliului este
pastrata in duodenul puilor din - LE2 Col IHC anti
TNFAIPS x100.

Figure 3.11. TNFAIPS expression is evident
intracytoplasmically and epithelial integrity is preserved
in the duodenum of chickens from - LE2 Col IHC anti
TNFAIPS x100

L R

Figura 3.12. Expresia Pax 7se mentine evidentd in
duodenul puilor din LE2. Diametrul vilozitatilor
este redus §i se observd integritatea barierei
epiteliale. Col anti Pax 7x100.

Figure 3.12. Pax 7 expression remains evident in
the duodenum of LE2 chickens. The diameter of
the villi is reduced and the integrity of the

epithelial barrier is observed. Col anti Pax 7x100.

Tn acest experiment, s-a observat o coloratie pozitiva pentru IL-6 Tn grupurile
de control si LE3, sugerand existenta unui proces inflamator. Pulberea de turmeric a
redus inflamatia, astfel ca la LE1 si LE2 imunocoloratia a fost negativa pentru IL-6.
Discutii

IL-6 este o citokind multifunctionala care are o activitate proinflamatorie prin
inducerea sintezei proteinelor din faza acutd si este importantd in dezvoltarea
raspunsurilor imune adaptative care duc la diferentierea limfocitelor B, a celulelor T
citotoxice si la cresterea celulelor T (Kaiser et al., 2000). intr-un alt experiment,
Alphamune® (un supliment alimentar inovator bogat in beta-glucani) a redus
semnificativ expresia IL-6 in ileon atat in ziua 21, cat si in ziua 42, comparativ cu grupul
de control negativ. Alphamune® contine 3-glucani care s-au dovedit a reduce expresia
citokinelor proinflamatorii, cum ar fi IL-4, IL-6, IL-8 si IL-18 (Yoon et al., 2009)

Yoon et al. (2009) au aratat ca uleiurile esentiale reduc semnificativ productia
de IL-6 si TNFa. In experimentul actual s-a observat ci prezenta TNFa este redusa in
grupul E2 si mai mare 1n toate celelalte grupuri, ceea ce poate implica faptul ca pulberea
de turmeric reduce expresia acesteia. In concordanta cu rezultatele unui alt studiu (Lu
etal., 2014), in care au fost utilizate diverse preparate cu efecte antioxidante. La pasarile
de curte, expresia ARNm a IL-18, IL-6, IL-12, IL-18 si a factorului de necroza tumorala
organic de turmeric. Curcumina n aval de mediatorii proinflamatori, cum ar fi IL-1p,
IL-6 si TNF-a. Un studiu anterior (Al-Sadi et al., 2016) a aratat ca citokinele
proinflamatorii, inclusiv factorul de necroza tumorala TNF-a, IL-1p, IL-6 si interferon-

inflamator, permitdnd penetrarea antigenicd luminald. Factorul de necrozd tumorala
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TNF-a, un mediator-cheie al inflamatiei intestinale, determind o crestere a
lantului usor al miozinei (MLCK; denumirea oficiala MYLK3). Este, de asemenea, o
citokina pleiotropica care joaca roluri critice in apararea gazdei si in inflamatia acuta si
cronica. Proteinele din familia de proteine induse de factorul de necroza tumorala TNF-
alfa 8 (TNFAIP8/TIPE) sunt cunoscute ca fiind implicate in mentinerea homeostaziei
imune. Deficienta acestor proteine a crescut nivelul celulelor CD4+ splenice, nivelul
citokinelor serice (IL-17A, TNF si IL-6) si expresia caspazei active-3 in intestinul
subtire, in timp ce expresia factorului de supravietuire celulara Ki-67 a fost semnificativ
diminuata 1n celulele epiteliale ale intestinului subtire, sugerdnd ca TNFAIP8 (TNF) ar
putea fi implicat 1n patologia tractului gastrointestinal Cu toate acestea, functia exacta a
TNFAIP8 in reglarea raspunsului imunitar in bolile inflamatorii cronice este inca
necunoscutd.nRolul biologic al acesteia in modularea inflamatiei, in modificarea
raspunsului imunitar si in reglarea supravietuirii sau mortii celulare pare sa depinda de
contextul celular si de boald (Yoon et al., 2009). Semnalarea mediatd joaca, de
asemenea, un rol important in mentinerea epiteliului colonic.Semnalizarea promoveaza
proliferarea celulara si repararea ranilor, prin activarea semnalizarii epiteliale Wnt/p-
Catenin, care este o cale importantd pentru mentinerea arhitecturii vilozitatilor
intestinale/ criptelor (Flanagan et al., 2018). In general, nivelurile ridicate de TNFa sunt
induse in timpul inflamatiei sau al infectiei, ceea ce poate perpetua inflamatia
intestinald. In studiul de fatd, prin addugarea pulberii de turmeric in dietd, s-a observat
o reducere a prezentei TNFa, ceea ce indica din nou efectele pozitive ale pulberii de
turmeric asupra structurii intestinale si, in cele din urma, asupra intregului organism
(Visek, 1978).

Proteinele Paired box (Pax) 3 si 7 sunt membre ale familiei de gene PAX si sunt
importante pentru angajarea celulelor intr-o linie miogenica in timpul dezvoltarii sau
regenerarii musculare (Charytonowicz et al., 2014). S-a demonstrat cd genele Pax joaca,
de asemenea, roluri-cheie in formarea tesuturilor si a organelor in timpul embriogenezei
la mamifere (Buckingham & Relaix, 2007). La pui, Pax3 si Pax7 regleaza negativ
expresia fiecarei gene in dermomiotomul si au roluri esentiale in dezvoltarea somitelor
si a membrelor la pui (Galli et al., 2008). Expresia genelor Pax3/7 si MyoD are loc in
diferite tesuturi ale pasarilor. In afara de tesuturile musculare scheletice, aceste trei gene
sunt exprimate si in inima, splind, grasime, creier etc. Ele au roluri de coordonare Tn
inima, splind si creier, ceea ce este similar cu situatia intalniti in muschiul scheletic. In
plus, modelele de expresie tisulara ale Pax3 si Pax7 prezinta, de asemenea, diferente in
alte tesuturi, cum ar fi tesuturile intestinale (Relaix et al., 2005). La rata, atat Pax3, cat
si Pax7 sunt exprimate in muschiul pieptului, inima, splina, rinichii, intestinul subtire,
grasimea din abdomen, creierul si pancreasul, iar nivelurile de expresie ale acestora sunt
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corelate in mod semnificativ, ceea ce indica rolurile suprapuse ale Pax3 si Pax7 la rata
(Vorobyov & Horst, 2006). Un epiteliu intestinal mai subtire imbunéatateste absorbtia
nutrientilor si reduce nevoile metabolice ale sistemului gastrointestinal. Subtierea
peretelui gastrointestinal s-ar putea datora unei inhibitii a productiei microbiene de
poliamine si acizi grasi volatili, cunoscuti pentru cresterea ratei de reinnoire celulara si
a activitatii enterocitelor (Ferket et al., 2002).

I1.3.1. Expresia Nrf2 SI P65 la pasari expuse la turmeric

Expresia p65 este foarte intensa in mucoasa cecumului la puii din lotul control
si scade 1n intensitate progresiv de la LE3, LE1 si LE2. Expresia Nrf2 este foarte intensa

la LE2 si se reduce la loturile LE3, LE1 si control.

) EENEa ,

Figura 3.13. Expresia intensa a p65 in
mucoasa cecumului la puii din lotul
control. Col IHCanti p65 x400

Figure 3.13. Intense expression of p635 in
the cecum mucosa of chickens from the
control group. Col IHCanti p65 x400

e EA i :
Figura 3.14. Expresia redusa a Nrf 2 in
mucoasa cecumului la puii din lotul
control.

Figure 3.14. Reduced expression of Nrf 2
in cecum mucosa in control chickens

Figura 3.16. Expresia moderatd a p65 in
mucoasa cecumului la puii din Lotul exp
1. Col IHC anti p65 x400

Figure 3.16. Moderate expression of p65
in the cecum mucosa of chickens from exp
Lot 1. Col IHC anti p65 x400

Figura 3.17. Expresia moderata a Nrf2 in
mucoasa cecumului la puii din Lotul exp
1. Col IHC anti Nrf2x400

Figure 3.17. Moderate expression of Nrf2
in the cecum lining of chickens from exp
Lot 1. Col IHC anti Nrf2x400
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Figura 3.15. Expresia moderat intensd a
P65 in mucoasa cecumului la puii din
lotul exp 1. Col IHC anti p65 x400
Figure 3.15. Moderate intense expression
of p65 in the cecum mucosa of chickens
from exp Lot 1. Col IHC anti p65 x400

Figura 3.18. Expresia
intracitoplasmatica ~ moderatd  spre
intensd a p65 in epiteliul mucoasei si vel
glandular al cecumului la puii din LE 3.
Col anti p65x400

Figure 3.18. Moderate intracytoplasmic
expression of p65 in the cecum lining of
LE 1 chickens. Col anti p65x400



Figura 3.19. Expresia redusd a
po65 in mucoasa cecumului la
puii din lotul E2. p65

Figure 3.19. Reduced expression
of p65 in the mucosa of the
cecum of chickens from batch
E2. p65

Figura 3.20. Expresia intensa a
Nrf2 in mucoasa cecumului la
puii din Lotul exp 2. Col IHC
anti Nrf2x400

Figure 3.20. Intense expression
of Nrf2 in the cecum mucosa of
chickens from exp batch 2. Col
IHC anti Nrf2x400

Figura 3.21. Expresia moderata
a Nrf2 in mucoasa cecumului la
puii din Lotul exp 3. Col IHC
anti Nrf2x400

Figure 3.21. Moderate
expression of Nrf2 in the cecum
mucosa of chickens in Batch exp
3. Col IHC anti Nrf2x400

Au fost utilizati anticorpi anti-NRF2 si Nf KB p65. Lamele cu probe de tesut
din cecum au fost supuse analizei morfometrice, iar structura microscopica generala a
fost tipica pentru fiecare sectiune analizata.

In studiul propriu s-au remarcat aspecte similare ce indica faptul ca dozele de
0,5% si 1% turmeric addugate in dieta puilor din lotul 1 si 2 au crescut expresia Nrf2.
In studiul citat anterior s-a observat de asemenea ca dozele mici si medii de turmeric
influenteaza cel mai bine expresia Nrf2 in sens pozitiv.

De asemenea se remarca faptul ca adaugarea de 1% si 2% turmeric regleaza
expresia p65 1n jos, in conformitate cu alte studii citate. Se poate mentiona si faptul ca
o crestere a expresiei Nrf2 duce in acelasi timp la o scidere a expresiei p65. Aceasta
legatura dintre Nrf2 si p65 este subliniatd in studii pe puii broiler. De asemenea putem
mentiona faptul cd 1% turmeric adaugata in dieta duce la cele mai bune rezultate. Se
remarca cea mai accentuatd expresie a Nrf2 si cea mai slaba expresie a P65.

Discutii

Nrf2 (NF-E2-related factor 2), un membru al familiei de factori de transcriptie
Cap'n'collar (CNC), este format din 605 aminoacizi si este Impartit in sapte domenii
functionale foarte conservate, cunoscute sub numele de Nehl-Neh7. Domeniul N-
terminal influenteaza stabilitatea si ubiquitinarea lui Nrf2 de catre regulatorul sau
negativ Keapl, in timp ce domeniul Neh5 este responsabil pentru localizarea
citoplasmaticd a Iui Nrf2 (Sarmistha et al, 2020). S-a demonstrat cd factorul de
transcriptie Nrf2 este un regulator principal al apararii antioxidante prin activarea
diferitelor vitamine si a altor molecule protectoare pentru a mentine homeostazia redox
in celule/tesuturi (Surai et al, 2021).

Ca principiu, factorul nuclear legat de factorul nuclear eritroid 2 (Nrf2)
controleaza expresia multor enzime antioxidante. Atunci cand celulele se confruntd cu
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stresul oxidativ, Nrf2 devine activ, se transloca in nucleu, se leagd de elementele de
raspuns antioxidant (ARE) si, astfel, activeaza genele care codificd enzimele de
detoxifiere, cum ar fi SOD. Antioxidantii endogeni neenzimatici includ vitaminele
(vitaminele C si E), B-carotenul si glutationul (L-glutamil-L-cisteinilglicind, GSH) care
contine o grupare tiol reactiva (sulthidril). Desi o puternicd inductie antioxidanta este
legatd de Nrf2 atunci cand aceasta cale este declansatd de ROS, acest raspuns este limitat
deoarece ROS activeaza, de asemenea, o cale de semnalizare a mortii celulare (Shereen
et al, 2023). Interesant este faptul ca s-a dovedit ca Nrf2 contribuie, de asemenea, la
reglarea axei heme-oxigenazei-1 (HO-1), care este o tintda antiinflamatorie puternica.
Studii recente au aratat o legatura intre sistemul Nrf2/elementul de raspuns antioxidant
(ARE) si expresia mediatorilor inflamatori, calea NF-kB si metabolismul macrofagelor.
Astfel, Nrf2 face parte dintr-o retea multistratificatd care joaca un rol-cheie in
homeostazia redox, precum si in inflamatie. Acest lucru sugereaza o noua strategie de
proiectare a agentilor chimici ca modulatori ai cailor dependente de Nrf2 pentru a viza
raspunsul imunitar (Sarmistha et al, 2020). Nrf2 regleaza, de asemenea, functia
imunitard intestinald prin afectarea polarizarii celulelor T. Activarea Nrf2 inhiba
secretia citokinei Thl IFNy si a interleukinei (IL)-2 Tn evenimentele timpurii,
promovand apoi diferentierea CD4+ Th2 (Puqiao et al, 2020). Prin urmare,
suplimentarea cu componente antioxidante exogene orale sau pro-oxidanti, care pot
declansa in mod benefic calea Nrf2, poate contribui la atenuarea stresului oxidativ si a
contributiei acestuia la patogeneza stresului termic in intestine (Pugqiao et al, 2020).
Curcumina este principala componenti activa a turmericului. In studiul citat s-
a constatat ca o doza mica de turmeric a protejat celulele de apoptoza. Apoptoza in
grupurile tratate cu doze medii si mari de turmeric a stagnat Tn stadiul incipient. Tn plus,
curcumina n doze medii a crescut expresia Nrf2. Translocarea lui Nrf2 in nucleu pentru
a creste expresia hemoxigenazei-1 (HO-1) a fost promovata in grupurile tratate cu doze
mici si medii de turmeric. In grupurile cu doze mici si medii, Nrf2 a fost activat si a
migrat Tn nuclee. S-au detectat, de asemenea, nivelurile de ARNm ale Nrf2 si Keapl.
Nivelurile de ARNm ale Nrf2 si Keapl au fost suprimate semnificativ de turmeric n
comparatie cu grupul de control pozitiv. S-a emis ipoteza ca efectul turmericului asupra
caii Nrf2-Keapl este legat in principal de controlul posttranscriptional. Turmericul a
redus acumularea de specii reactive de oxigen (ROS), expresia citokinelor inflamatorii
TNF-a, IL-8, IL-6 si IL-1P si rata de apoptoza indusd de LPS. Aceste efecte au fost
asociate cu activarea cdii factorului nuclear legat de factorul E2 2 (NFE2L2) - elementul
de raspuns antioxidant (ARE), cuplatd cu inactivarea cdilor apoptotice NF-kB
inflamatorii si a caspazei/Bcl2. Aceste rezultate de mai sus au aratat faptul cd aceasta
amelioreaza stresul oxidativ, inflamatia si apoptoza induse de LPS (Sureshbabu et al,
2023). Tn plus fati de calea Nrf2, turmericul creste capacitatea antioxidanti prin
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modificarea enzimelor antioxidante (de exemplu, CAT, SOD1 si GPX1), impreuna cu
alte proteine de canal (Sureshbabu et al, 2023). Turmericul a rezistat oxidantilor prin
cresterea activitatii enzimelor antioxidante si activarea cdii Nrf2-Keapl, care ar putea
promova potential supravietuirea celulelor (Xinyu et al, 2019). Pe de alta parte, trebuie
sd mentionam cd ROS sunt, de asemenea, cunoscute pentru a activa factorul de
transcriptie nucleara (NF-xB) din care face parte P65, o proteind de reglementare
transcriptionald multidirectionald care este strans legata de diverse procese fiziologice
si patologice, cum ar fi stresul oxidativ, inflamatia, raspunsul imunitar, proliferarea
celulara, transformarea si apoptoza (Shereen et al, 2023).

p65, cunoscut si sub numele de RelA, este una dintre cele cinci componente
care formeaza familia de factori de transcriptie NF-kB (factor nuclear kappa-catena
usoard-intaritor al celulelor B activate). Ca parte a caii de semnalizare NF-kB, p65 este
de obicei implicata in raspunsul inflamator al organismului. Aceasta cale poate fi indusa
de stimuli stresanti, inclusiv radicalii liberi, iradierea ultravioletd (UV), factorul de
necroza tumorald o (TNFa), interleukina 1-beta (IL-1B), modelele moleculare asociate
agentilor patogeni (PAMP) sau lipopolizaharidele bacteriene (LPS) (Fathi et al, 2018).
S-a demonstrat cd Nrf2 este strans legat de NF-«xB, responsabil pentru controlul
inflamatiei. Rolurile de reglementare ale NF-kB la pasarile de curte sunt incd putin
cunoscute, dar informatiile acumulate indica in mod clar ca, la fel ca la mamifere, NF-
kB este un regulator principal al multor procese importante, inclusiv al inflamatiei la
speciile aviare (Watanabe et al, 1975). Translocarea nucleara si activarea Nrf2 si NF-
kB - actori importanti in reglarea homeostaziei redox (Fathi et al, 2018). Numeroase
procese fiziologice cruciale sunt reglementate de NF-kB. Cu toate acestea, s-a
demonstrat ca activarea excesiva a NF-kB creste riscul de boala, in timp ce suprimarea
NF-kB este asociatd cu reducerea riscului. Mai precis, ROS sunt generate in celulele
epiteliale intestinale de mai multi factori de stres. ROS perturba echilibrul redox si
provoacd inflamatie, prin NO este produs de microbiota intestinald in tesuturile
intestinale prin conversia nitritilor si nitratilor. Productia excesivda de NO din cauza
disbiozei genereazd ROS asociate cu daune celulare, de exemplu, datorita inhibarii
lantului respirator mitocondrial al gazdei. Trebuie mentionat faptul ca leziunile
intestinale datorate stresului termic ar putea duce la perturbari ale echilibrului redox si
la reactii inflamatorii reglementate prin NF-xB. Se pare ca expresia NF-kB la pasarile
supuse la stres termic depinde de conditii, inclusiv de temperaturd, de durata expunerii
si de varsta pasarii. In plus, stresul termic a fost, de asemenea, responsabil pentru
cresterea semnificativd a expresiei proteinelor antigenului nuclear al celulelor
proliferante (PCNA), TLR4 si NF-xB. Autorii din alte studii au aritat efectele
antiinflamatorii protectoare ale curcuminei (100 si 200 mg/kg) in grupurile stresate de
cildura. In mod similar, la puii cu oase negre expusi la stres termic, s-a demonstrat ci
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suplimentarea dietei cu resveratrol (400 mg per kg) a imbunatatit integritatea intestinala
si a ameliorat supraexprimarea ARNm a HSP70, HSP90 si NF-«xB in a 6-a3, a 10-a si a
15-a zi de stres. In conditii de stres la rece, activitatea SOD a scazut, reflectand o stare
de stres oxidativ, in timp ce expresia ARNm a NF-«xB a crescut in duoden, jejun si ileon
(Watanabe et al, 1975). Existd, de asemenea, o serie de publicatii care aratd efectele
protectoare ale suplimentelor fitogene 1n nutritia pasarilor de curte 1n diferite conditii de
stres. Nrf2 este un factor de transcriptie cheie considerat ca fiind principalul regulator
al raspunsului antioxidant celular si al metabolismului xenobiotic (Bocci si Valacchi,
2015; Huang et al., 2015). Proteina Keapl este inhibitorul Nrf2. Acesta este cunoscut
ca avand de departe cel mai mare rol in reglarea caii de semnalizare Nrf2 (Baird si
Dinkova-Kostova, 2011). in special, Keapl, datoritd continutului sau ridicat de tioli
reactivi, este un senzor redox foarte sensibil care este localizat Tn apropierea membranei
plasmatice, unde intalneste electrofilele exogene si produsele peroxidarii lipidelor
(Stefanson si Bakovic, 2014). Cea mai mare parte a Nrf2 in conditii fiziologice sunt
sechestrate in citoplasma de Keapl. Aici sunt tintite pentru degradarea proteazomala
permanentd. Atunci cand are loc disocierea complexului Keapl-Nrf2 datorita
modificarii covalente sau oxidarii reziduurilor critice de cisteind din Keapl si/sau
activarii directe a Nrf2, Nrf2 se transloca 1n nucleu si se leaga de ARE, ceea ce duce la
transcrierea genelor citoprotectoare (Konstantinos C et al, 2019). Conform rapoartelor
de mai sus, raspunsul imunitar s-a Tmbunatatit atunci cand dietele animalelor au fost
suplimentate cu produse pe bazad de scortigsoard, oregano, turmeric sau cimbru iar
raspunsul la stres a fost atenuat, deoarece caile de semnalizare NFkB si MAPKSs au fost
suprimate.De asemenea a crescut expresia citokinelor antiinflamatorii si prin urmare,
nivelurile din sange ale celulelor imune nespecifice, cum ar fi heterofilele (neutrofile),
au fost scazute, iar productia de limfocite si anticorpi a fost imbunatatita pentru a se
apara impotriva agentilor patogeni invadatori. In esentd, cu cit mai putini energie
cheltuitd de pui si porci pentru sistemul imunitar nespecific, cu atat mai multa energie
este disponibild pentru crestere si productie. In concluzie, substantele fitochimice au
modulat céile de semnalizare NF«B si/sau MAPKs la pui si porci, dar mecanismele
detaliate, inclusiv expresia moleculelor din amonte care implica semnalizarea NF«B si
MAPKSs, precum si relatia dintre antioxidant si antiinflamare, sunt inca in curs de
investigare (Huang et al, 2018).

I1.4. Cercetari privind reactivitatea tesutului limfoid asociat mucoasei intestinului
la turmeric

Placile Peyer din jejun au prezentat aglomerari limfoepiteliale mari si rari
limfonoduli la lotul control. La celelalte loturi au fost surpringi limfonoduli de diferite
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dimensiuni si numeric variabili. Epiteliul de suprafata la lotul martor si LE3 desprins pe
alocuri, bariera intestinald fiind compromisa partial (fig 2.37).

Figura 4.1. Jejun de pui din lotul control. Vilozitdti intestinale joase cu aglomerdri
limfoepiteliale in lamina propria si intraepitelial. Spre polul luminal se remarca
desprinderea epiteliului columnar. Col HE x100

Figure 4.1. Jejunum of chickens from the control group. Lower intestinal villi with
with lymphoepithelial clusters in lamina propria and intraepithelial. Towards the

Figura
Payer,
vilozitati mai joase iar in lamina

4.2, Jejunul, placa
la lotul EI prezinta

propria aglomerari
limfoepiteliale difuze cu rari
limfonoduli. Col HEx100
Figure 4.2. Jejunum, Payer
plate, in batch EI shows lower
villi and in the lamina propria
diffuse lymphoepithelial clusters
with rare lymph nodes. HEx100
stain

veas SNBSS Sl i E
Figura 4.3. Jejun, Placa Peyrla LE2
in care apar  aglomerari
limfoepiteliale si limfonoduli. Col
HE x100.

Figure 4.3. Jejunum, Peyr's plaque
at LE2 in which lymphoepithelial
clusters and lymph nodes appear.
HE x100 stain.

luminal pole, detachment of columnar epithelium is noted. HE stain x100

~

Figura 4.4. Jejun provenit de la
LE3. Se remarca aglomerari
limfoide in lamina propria,
ruperea barierei epiteliale la
polul luminal al mucoasei. Col
HE x40

Figure 4.4. Jejun came from
LE3. Lymphoid agglomerations
in the lamina propria, disruption
of the epithelial barrier at the
luminal pole of the mucosa. HE
x40 staining

Tesutul limfoid de la nivelul amigdalelor cecale de la lotul control este format
din aglomerari limfoepiteliale cu un numar foarte mic de limfonoduli care cresc la LE2,
LE1, LE3. Integritatea epiteliului mucoasei este compromisa la lotul control, insotita
de edem la celelalte loturi modificarile sunt mai reduse. La LE2 se evidentiaza

integritate

Figura 4.5. Amigdale cecale provenite
de la lotul control.. Vilozitafile
intestinale prezintd pe alocuri edem §i
epiteliul columnar desprins Col HE
x40.

Figure 4.5. Caecal tonsils from the
control  group.  Lymphoepithelial
agglomerations Intestinal villi show

a barierei epiteliale (fig 2.43).

Figura 4.6. Amigdale cecale la LEI. Se
evidentiaza aglomerari limfoepiteliale
si limfonoduli de dimensiuni moderate.

Vilozidtile intestinale prezintd pe
alocuri epiteliul columnar desprins Col
HE x40.

Figure 4.6. Cecal tonsil at LEI.
Lymphoepithelial clusters and
moderate-sized lymph nodes are
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Figura 4.7. Amigdala cecala de la puii
din LE2. Aglomerari limfoepiteliale in
care se evidentiaza si mici limfonoduli.
Bariera epiteliala de la polul luminal
este integrd. Col HE x400.

Figure 4.7. Cecal tonsil from LE2
chicks. Lymphoepithelial clusters in
which small lymph nodes are evident.



occasional oedema and detached  evident. Intestinal villi show detached  The epithelial barrier at the luminal
columnar epithelium Col HE x40. columnar epithelium in places HE x40  pole is intact. HE x40 staining.

stain

Figura 4.8. Amigdale cecale provenite de la puii din
LE3. Aglomerarile limfoepiteliale sunt prezente atdt in
lamina propria cdt si in submucoasd, in interiorul lor se
observa si limfonoduli mici. Vilozitatile intestinale sunt
mai joase cu bariera epiteliald integra.

Figure 4.8. Figure 55.Cecal tonsils from LE3 chicks.
Lymphoepithelial clusters are present in both the lamina
propria and submucosa, and small lymph nodes are
observed within them. Intestinal villi are lower with
intact epithelial barrier. HE x40 staining

Discutii

La animalele monogastrice mucoasa gastro-intestinala este o linie de aparare
impotriva agentilor patogeni. Pentru a lupta Iimpotriva agentilor infectiosi, in intestin s-
a dezvoltat un sistem complex al TLAMD. Acesta cuprinde peste 75% din toate celulele
limfoide ale intregului sistem imunitar. Antigenii sunt capturati de celule specializate
care prezintd antigenul (APC), care secretd citokine adecvate, determinand astfel
dezvoltarea sau atenuarea inflamatiei (Butler et al, 2013, Uddin et al, 2013).

Tractusul gastrointestinal este bogat in celule mieloide si limfoide, multe dintre
acestea rezidand in tesuturile limfoide organizate. TLAMD este un sistem imunologic
cheie, structurile asociate formand un loc care promoveaza colocalizarea numeroaselor
tipuri de celule imune necesare pentru initierea si medierea functiei imune. Multe dintre
structurile organizate ale acestuia sunt situsuri de inductie imunitard (Jeurissen et al,
1994) oferind conditiile necesare pentru a induce raspunsuri imune adecvate (Kasahara
et al, 1993).

Macrofagele sunt localizate in spatiul subepitelial; ele exprima antigenul
complexului major de histocompatibilitate (MHC) clasa II si contin fosfataza acida.
Desi varsta nu influenteaza modelul de distributie caracteristic al acestor limfocite totusi
numadrul de celule creste la pasarile mai in varsta (Jeurissen et al, 1989). O populatie
eterogena de leucocite intraepiteliale (IEL) rezida printre celulele epiteliale. Studiile
efectuate la gdini carora li s-a administrat H3-timidina au aratat ca IEL reprezinta
limfocite care migreazd din lamina propria in epiteliu. IELs se gasesc in epiteliul
stratificat al esofagului si 1n epiteliul columnar care captuseste intestinul, dar rareori in
epiteliul proventriculului (Jeurissen et al, 1994). Epiteliul care acopera tesutul limfoid
organizat, cum ar fi placile Peyer, bursa lui Fabricius si diverticulul lui Meckel, nu este
dispus ca in vilozitatile si glandele intestinale. Acest epiteliu se caracterizeaza prin
microvilozitati neregulate, numerosi tubuli apicali, vezicule si vacuole si citoplasma
densa. In plus, epiteliul este adesea aplatizat, lipsit de celule caliciforme producitoare
de mucus. Celulele contin fosfataza alcalina, in timp ce epiteliul columnar vilozitar nu
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contine fosfatazd. Limfocitele patrund in epiteliu pentru a forma un limfoepiteliu, cu
exceptia bursei lui Fabricius (Burns et al, 1983)

Dezvoltarea sistemului imunitar asociat intestinului este incompletd la
ecloziune si astfel intestinul este colonizat mai rapid cu celule imune decét alte tesuturi
imune. Dezvoltarea TLAMD este insotita de o dezvoltare fizica si functionald rapida a
tractului gastrointestinal. Enterocitele joacd un rol important in timpul dezvoltarii
intestinului. Ele cresc in dimensiune si adopta un fenotip columnar, cu microvilozitati
definite pe fata luminald a intestinului dupa eclozare. Diferentierea enterocitelor in
celule caliciforme producatoare de mucus are loc la ecloziune, dar numarul acestora
creste rapid dupd aceea. Aceastd proliferare extinsa a enterocitelor este atribuita formarii
structurilor de baza ale intestinului, cum ar fi stabilirea unitatii cripta-vilozitate n
intestinul subtire. Dezvoltarea TLAMD depinde partial de prezenta microbiotei
enterice. Deficientele nutritive deosebit de daundtoare pentru dezvoltarea sistemului
imunitar includ acidul linoleic, vitamina A, fierul, seleniul si cateva dintre vitaminele
B. Au fost raportate niveluri adecvate de seleniu alimentar, nucleotide, acizi grasi
polinesaturati cu lant lung si vitaminele A, C si E in modularea apararii gazdei impotriva
agentilor patogeni infectiosi. Includerea aditivilor furajeri in dieta pasarilor a dus la
imbunatatirea consumului de hrana si a performantelor de crestere, cu o imbunatatire a
eficientei furajere.

Curcumina (diferuloilmetan), un polifenol natural, este principiul activ al
turmericului (Curcuma longa) (Fig 3). Curcumina si curcuminoizii sunt prezenti in
turmeric intre 22,2-40,3 mg/g in rizomi si 1,94 mg/g in radacini. Aceasta are o structurad
conjugatd unicd, incluzdnd doi fenoli metoxilati si o formad enol de B-dietona. O
modalitate de a consolida apararea imund a intestinului este utilizarea anumitor
promotori de crestere precum probiotice, prebiotice si fitobiotice ca aditivi furajeri.
Polifenolii sunt compusi organici din clasa fenolilor, cu mai multe grupari hidroxil
legate de un radical aromatic Tn molecula. Acestia pot fi gasiti si In pudra de turmeric,
alge (Spirulina spp.) catina, samburii si pielitele strugurilor etc. (Al-Sultan, 2003,
Bondar et al, 2022, Cesta et al, 2006, Pascariu et al, 2017, Solcan et al, 2013).
Administrarea compusilor fenolici precum turmericul poate reduce inflamatia
intestinald, imbunatateste digestibilitatea nutrientilor si metabolismul. Includerea pudrei
din rizomi de turmeric in hrana pentru animale induce actiuni pozitive asupra
parametrilor biochimici din sange, cum ar fi cresterea activitatilor enzimelor
antioxidante si detoxifiante (Field et al, 2002). Aceasta preocupare globala a dus la
dezvoltarea unor progrese remarcabile in imunologie si nutritie in ultimele decenii
pentru a face lumind asupra efectului diferitelor substante nutritive asupra functiilor
specifice ale tractului gastro-intestinal, inclusiv asupra raspunsului imunitar si modului
in care acestea influenteaza rezistenta gazdei la infectii. Desi, nivelurile adecvate de
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nutrienti din alimentatia animalelor joaca roluri importante in mentinerea unui raspuns
imunitar "optim", deficientele sau chiar aportul excesiv, ar putea avea consecinte
patogeni. Din punct de vedere nutritional, sunt necesare substraturi (de exemplu,
aminoacizi, energie, cofactori enzimatici) pentru a sustine proliferarea limfocitelor
indusa de antigeni, recrutarea de noi monocite si heterofile din maduva osoasa, sinteza
moleculelor efectoare (de exemplu, imunoglobuline, oxid nitric, lizozim, complement)
si a moleculelor de comunicare (de exemplu, eicosanoizi, citokine). Tesutul limfoid
asociat tractusului intestinal (TLAMD) in functie de localizare, este prezent ca agregari
de celule limfoide sau sub forma de celule organizate in foliculi limfoizi si amigdale
(Solcan et al, 2018). Ca atare, formeaza o primd linie de aparare impotriva antigenelor
daunatoare care intrd in organism n timpul hranirii si respiratiei (Brandtzaeg et al,1984).
Exista e legatura stransd intre dezvoltatrea tesutului limfoid, microbiom si dieta. Al-
Sultan si col. (2003) au aratat ca turmericul a crescut indicele de greutate al organelor
limfoide (splina, Bursa lui Fabricius si timusul), ceea ce poate sa compenseze involutia
organelor limfoide la puii de carne Tn timpul stresului termic. Avand Tn vedere rolul
crucial al organelor limfoide in producerea si maturizarea celulelor imunitare,
capacitatea turmericului de a mentine dezvoltarea acestor organe este esentiala pentru a
mentine puii sanatosi in conditii de stres termic. Suplimentarea cu curcumina a hranei a
scazut nivelurile de IL-1B si TNF-a din jejun (P<0,05) si a scazut continuare atat
continutul plasmatic, cat si cel jejunal de malonil-dialdehida (MDA) (P<0,01) (Dorta et
al, 2005). Activitatea antiinflamatorie a turmericului este responsabilda de modularea
functiilor celulelor imunitare ale animalelor. Rezultatele hibridizarii microarray au
demonstrat ca expresia genica a mieloperoxidazei, si lactotransferinei ce sunt asociate
cu raspunsul inflamator la pui a fost redusa prin tratamentul cu extract organic de
turmeric.

La nivelul cecumului, pe langa tesuturile limfoide organizate, limfocitele unice
si agregatele din lamina propria contin atét celule B, cét si tesutul limfoid difuz contine
in mare parte celule TcR alpha beta CD4+ sau CD8+. Celulele CD8+ din epiteliul cecal
reprezintd celule T gamma delta sau celule NK. Limfocitele B care apar in zona
subepiteliald, n centrele germinale si in numadr redus, In epiteliul cecal exprima
predominant fie IgM, fie IgA (Yoo et al, 2020). Un timp atat de scurt de retentie
selecteaza bacteriile care pot adera la stratul mucoasei si/sau se dezvolta rapid. Cu toate
acestea, cele doud pungi cecale sunt ideale pentru un microbiom divers care are un efect
considerabil asupra nutritiei i sanatatii gazdei.

Microbiomul cecal este, intr-adevir, cel mai studiat microbiom intestinal al
pasarilor de curte (Deng et al, 2014). S-a considerat ci microbiota intestinala si
metabolitii sai de la nivelul intestinului evolueaza odata cu varsta si pot fi legati de
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formarea unei structuri intestinale sanatoase. Prin urmare, varsta afecteaza componenta
comunitatii microbiene si metabolitii acestora de-a lungul tractusului gastrointestinal.

Cercetarile anterioare care au folosit animale fard germeni au aratat ca greutatea
si grosimea peretelui cecumului si a segmentelor intestinului subtire erau mai mici decat
cele ale animalelor normale. Microbiota intestinald afecteaza expresia genei mucinei si
tipurile de mucine (Abdelrazeq et al, 2021).

Mai multi polifenoli activeaza Nrf2, care, la randul sau, stimuleaza expresia
enzimelor antioxidante (Shereen et al, 2023). Biologia redox este un domeniu al
stiintelor biologice moderne care se dezvoltd foarte rapid, iar rolurile homeostaziei
redox in sanatate si boald au primit recent o atentie deosebita. Exista o serie de perechi
redox in celulele/tesuturile responsabile de mentinerea/reglarea homeostaziei redox
(Surai et al, 2021). Dezechilibrul starii redox reduce sandtatea, performanta si productia
animalelor, avand ulterior un impact asupra fezabilitatii economice . Stresul si
inflamatia cronicd, cunoscute si ca "ucigasi secreti" la animale, pot duce la peroxidarea
lipidelor, oxidarea si nitrarea proteinelor, deteriorarea ADN-ului si, in cele din urma,
apoptoza. Acest lucru se datoreaza unui dezechilibru intre generarea de radicali liberi si
apararea antioxidanta endogena, care, la randul sau, poseda un impact daunator asupra
sanatatii si performantei animalelor (Shereen et al, 2023).

Studiile pe animale au stabilit ca interactiunile complexe dintre ingredientele
dietei, cum ar fi sursele naturale de antioxidanti, microbiomul intestinal, sistemul
nervos, sistemul imunitar si sistemul endocrin, sunt esentiale pentru sanatatea
metabolica si gastrointestinald. Orice perturbare a acestui echilibru delicat, cum ar fi
stresul oxidativ cronic, duce la disfunctie mitocondriald, cu impacturile sale grave
asupra sistemului imunitar si a microbiotei. Nouazeci la sutd din problemele patologice
sunt legate de inflamatia cronica intestinala. In tractul gastro-intestinal, stresul oxidativ
faciliteaza translocarea toxinelor si a agentilor patogeni din tractul intestinal in fluxul
sanguine (Shereen et al, 2023).

In conditii de stres oxidativ in intestin, existd o cerere de antioxidanti pentru a
contracara excesul de ROS; prin urmare, antioxidantii din alimentatie pot contribui la
reducerea ROS si la Tmbunatdtirea performantelor animalelor. Cercetdrile arata ca
anumite fitomolecule au proprietati antioxidante si imbunatatesc performanta in conditii
de stres oxidative (Gaona et al, 2023).

11.4.1 Efectele de stimulare a cresterii in greutate ale turmericului

In acest experiment, suplimentarea dietei cu pulbere de turmeric a influentat, de
asemenea, in mod pozitiv cresterea In greutate. Cea mai mare crestere a greutatii
corporale a fost observata pentru intervalul 1-14 zile la puii de carne care au primit 0,5%
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pulbere de turmeric (LE1). La finalul experimentului, s-a observat ca addugarea a 1%
pulbere de turmeric in dietd a avut cele mai bune efecte, ceea ce este In concordanta cu
datele din literatura (Mondal et al., 2015).

Tabel 6. Greutatea puilor in perioada experimentala
Table 6. Chicken weight during the experimental period

Timp (interval de zile)
1-14 15-28 1-28 28-42 1-42
Control 302.50+7.04% 776.20+35.51 1079.00+41.70 1590.00+43.20% 2668.70+44.10%
E1l (05 %
pulbere de | 358.10+10.64% 920.70+14.34 1279.00+20.73 1720.00+32.00? 2998.80+32.30%
turmeric)
E2 1
%pulbere  de | 325.40+11.96 811.50+15.35 1137.00+27.19 1800.00+35.20 2936.90+38.40
turmeric)
E3 (2 %
pulbere de | 336.50+8.32 814.80+5.57 1151.00+14.18 1680.00+20.04 2831.30+22.90
turmeric)
ab.e.d_within a column, means with the same letter differ significantly at 0.05;

Efectele adaosului la diferite niveluri de turmeric (Curcuma longa) asupra cdstigului
in greutate la puii broiler (mean=x standard error)

LE2, LE3,
811.5 814.8

Figura 4.9. Cagstigul in greutate (1-14  Figura 4.10. Castigul in greutate (28-42  Figura 4.11. Castigul in greutate (14-28
zile) zile) zile)
Figure 4.9. Weight gain (1-14 days) Figure 4.10. Weight gain (1-14 days) Figure 4.11. Weight gain (14-28 days)

Figura 4.12. Castigul in greutate (1-42 zile)

Figure 4.12. Weight gain (1-42 days)

Greutatea puilor cea mai buna se observa la LE1 (0,5% turmeric) dar LE2 (1%
turmeric) are valori foarte apropiate diferentele nefiind semnificative.
Valoarea greutatii puilor din LE 1 n ziua 42 a fost de 2989.80+32.30 g.
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La finalul experimentului de 42 de zile, 1% turmeric in dieta a dus la cea mai
mare greutate corporala.

Discutii

Tn ultimul timp, nutraceuticele au atras o atentie semnificativa in stiinta avicola.
Acest lucru este atribuit recunoasterii atributelor nutritionale si de sanatate ale
ingredientelor furajere, precum si preocuparilor crescande cu privire la efectele adverse
asociate cu produsele farmaceutice chimice, cum ar fi rezistenta la antibiotice si
prezenta reziduurilor de medicamente (Elnesr et al, 2019, Elnesr et al, 2020). Se stie ca
utilizarea antibioticelor la pasarile de curte reduce Incarcatura microbiand din intestin,
crescand astfel disponibilitatea nutrientilor pentru gazda (Brisbin et al, 2008). Cu toate
acestea, preocuparile legate de dezvoltarea rezistentei antimicrobiene si de transferul
genelor de rezistenta la antibiotice de la animale la microbiota umana au determinat
Uniunea Europeana sa interzica aplicarea antibioticelor ca promotori de crestere
incepénd cu 1 ianuarie 2006 asa cum S-a mai mentionat (Yegani et al, 2008). Eliminarea
antibioticelor promotoare de crestere (AGP) din dietele pentru pasari de curte a dus la
provociri legate de performanta animalelor si la o crestere a aparitiei anumitor boli ale
pasarilor de curte, cum ar fi enterita necrotica subclinica si disbacterioza (Huyghebaert
et al, 2011). In consecinta, existd o nevoie urgenti de a gisi alternative la AGP. In mod
ideal, aceste alternative ar trebui sa ofere efecte benefice similare cu cele ale AGP. in
ultimii ani, s-a inregistrat o crestere semnificativa a cercetarilor bazate pe nutritie axate
pe gasirea de alternative la AGP la diferite animale de ferma, inclusiv la pasarile de
curte (Rahal et al, 2014).

Nutraceuticele se refera la nutrientii esentiali sau la componentele dietetice
derivate de la animale care detin o valoare nutritionala si farmaceuticd semnificativa.
Acestea prezintd proprietati imunomodulatoare si joaca un rol crucial in prevenirea
bolilor, promovarea sénatatii generale si, ulterior, in cresterea productivitatii (Dhama et
al, 2015, Aronson et al, 2017, Helal et al, 2019, Waheed et al, 2020). n plus, aceste
produse nutraceutice ajuta la protejarea gazdei impotriva bolilor infectioase (Cencic et
al, 2010), precum si la influentarea si sustinerea functiilor fiziologice esentiale care
contribuie la bunastarea gazdei (Das et al, 2012).

Cresterea semnificativa a greutatii corporale in grupul hranit cu 0,5% pulbere
de turmeric se poate datora activitatii antioxidante optime a turmericului. Acest nivel ar
putea stimula sinteza proteinelor (datoritd sistemului enzimatic al pasarii. Un studiu a
aratat cd includerea a 0,5 sau 1% de pulbere de turmeric a dus la o Tmbunatatire
semnificativa a castigului in greutate corporald si a indicelui de conversie a hranei in
comparatie cu grupul de control (P<0,05) (Al-Sultan & Gameel, 2004). Efectul
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semnificativ al pulberii de turmeric asupra greutdtii corporale in ziua 28 a fost n
concordanta cu constatarile unui raport anterior (Namagirilakshmi et al., 2010). Acestia
au constatat cd includerea turmericului (5 g / kg de hrand) a crescut semnificativ
greutatea corporald a puilor. Cu toate acestea, conform aceluiasi studiu, in cazul puilor
de carne hraniti cu doze mai mici de turmeric (0,25, 0,50, 0,75 sau 1% in furaje), nu s-
a observat nicio schimbare semnificativdi in ceea ce priveste cresterea greutatii
corporale. Un alt studiu a aratat, de asemenea, c¢a puii hraniti cu turmeric nu au crescut
semnificativ in greutate in comparatie cu grupul de control (Emadi et al., 2006). Abbas
(2010) a observat efecte negative asupra consumului de hrana, a greutatii corporale vii
si a indicelui de conversie a hranei atunci cind turmericul a fost administrat pasarilor la
niveluri de 2,0 g/kg, 5,0 g/kg (Yamauchi et al., 1992), 10,0 g/kg si 30,0 g/’kg (Abbas,
2010). Nu se recomanda includerea a mai mult de 50 g/kg de furaj in hrana animalelor,
pentru a evita inducerea hiperemiei si infiltrarea parenchimului si a spatiului portal cu
celule mononucleare (Al-Sultan & Gameel, 2004). Studiile efectuate pe puii broiler au
aratat ca suplimentarea cu turmeric in alimentatie poate duce la cresterea in greutate si
la imbundtatirea raportului de conversie a hranei (Hussein et al, 2020). S-a constatat ca
curcumina are potentialul de a reduce productia de acid gastric, ceea ce duce la o crestere
a zaharului din sange eliberat de celulele corpului. Aceasta scadere a nivelului de zahar
din celulele corpului poate induce foamea la pui, ceea ce duce la un consum de hrana
semnificativ mai mare si la o crestere a greutatii carcasei intr-o perioadd mai scurtd de
timp. In plus, deoarece turmericul este usor disponibil la un cost mai mic, incorporarea
acestuia in hrana pentru animale poate contribui la reducerea cheltuielilor generale cu
hrana pentru animale (Rahayu et al, 2015). Durrani si colab. (Durrani et al, 2006) au
observat o mai buna eficienta a hranei la puii broiler atunci cand turmericul a fost inclus
n dieta lor la concentratii mai mici, mai exact la 0,5 %. Acest lucru sugereaza ca, chiar
si la niveluri mai mici de suplimentarea, turmericul poate avea un impact pozitiv asupra
eficientei furajelor la puii de carne. Cererea tot mai mare de resurse alternative de hrana
pentru animale este determinatd de factori precum intensificarea concurentei cu alte
sectoare agricole pentru terenuri, impactul schimbarilor climatice si nevoia continua de
a imbunitati productivitatea si calitatea carnii. In plus, s-a pus din ce In ce mai mult
accentul pe producerea de alimente functionale inovatoare care utilizeaza surse
ecologice (Bonos et al, 2016).

Nutraceuticele se refera la nutrientii esentiali sau la componentele dietetice
derivate de la animale care detin o valoare nutritionald si farmaceuticd semnificativa.
Acestea prezintd proprietati imunomodulatoare si joacd un rol crucial in prevenirea
bolilor, promovarea sanatatii generale si, ulterior, in cresterea productivitatii (Dhama et
al, 2015, Aronson et al, 2017, Helal et al, 2019, Waheed et al, 2020). in plus, aceste
produse nutraceutice ajuta la protejarea gazdei impotriva bolilor infectioase (Cencic et
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al, 2010), precum si la influentarea si sustinerea functiilor fiziologice esentiale care
contribuie la bunastarea gazdei (Das et al, 2012).

Aminoacizii (Ghoreyshi et al, 2019), mineralele (Khatun et al,2019) si
vitaminele (Ahmad et al, 2019) joaca un rol semnificativ ca si componente comune in
dietele pentru pasari de curte, fie individual, fie in combinatie (Moghaddam et al, 2014,
Horvath et al, 2019) si pot fi considerate produse nutraceutice cu o importanta deosebita
in alimentatia pasarilor de curte. In timp ce furajele naturale furnizeazi, in general,
nutrienti esentiali pentru pasarile de curte, anumiti aminoacizi cruciali (lizind,
metionind, treonind si triptofan), vitaminele si mineralele sunt adesea suplimentate
sintetic (Ravindran et al, 2013). Forma rafinata a acestor constituenti nutraceutici din
alimentatie poate duce la Tmbunatatirea digestiei, absorbtiei, utilizarii si metabolismului,
ceea ce duce in cele din urma la efecte benefice asupra sanatatii in comparatie cu formele
conventionale. Valoarea nutraceutica si eficienta conversiei la pasarile de curte sunt
supuse influentei mai multor factori, cum ar fi potentialul genetic al pasarilor, conditiile
de mediu, calitatea dietei si sdnatatea intestinald. Luarea 1n considerare a acestor factori
este cruciald pentru maximizarea eficientei productive a pasarilor (Rinttila et al, 2013,
Sugiharto et al, 2016, Yadav et al, 2019).

Adaugarea a 0,25, 0,5 si 0,75 % de TRP in dieta puilor broiler sacrificati la
varsta de 49 de zile a dus la o reducere semnificativa a grasimii abdominale (Emadi et
al, 2006). Mecanismul care stda la baza reducerii grasimii prin ingestia de TRP este
atribuit efectului sau inhibitor asupra speciilor reactive de oxigen ale enzimelor, cum ar
fi lipoxigenazele, care joacad un rol in procesele de adipogeneza (Hewlings et al, 2017).
Calea lipoxigenazelor este cunoscuta ca fiind cea care contribuie la inflamarea tesutului
adipos Tn modelele animale legate de obezitate. 1zoformele lipoxigenazei sunt produse
in principal de celulele non-adipoase si prezintd modele de traducere distincte in
tesuturile grase subcutanate si omentale la om (Dobrian et al, 2011).

S-a demonstrat ca turmericul, In special curcumina, compusul sau activ, are
efecte hepatoprotectoare impotriva diferitelor substante toxice la soareci, sobolani si
rate, inclusiv tetraclorura de carbon, aflatoxina B si ciclofosfamida (Eevuri et al, 2013).
Curcuminoidele au demonstrat, de asemenea, un efect protector impotriva aflatoxinei
B1.

Neconcordantele in ceea ce priveste efectul turmericului asupra greutatii,
observate in diferite studii, pot fi atribuite mai multor factori, inclusiv variatiile in
conditiile experimentale, doza de turmeric, durata suplimentérii si prezenta altor
variabile care nu au fost controlate sau luate in considerare in analiza statistica. Este
important sa se ia in considerare acesti factori si sa se efectueze cercetari suplimentare
pentru a intelege mai bine impactul suplimentarii cu turmeric asupra greutatii ficatului
la puii de carne.
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11.4.2. Impactul suplimentirii cu turmenic asupra greutitii corporale si a
consumului de furaje

Tabel 7. Consumul de hrana al puilor
Table 7. Feed consumption of chicks

. | Lot martor-dieta | Dieta de baza | Dieta de baza +1% | Dieta de baza +2%

Consumul de hrana . . . .

de baza +0,5% turmeric turmeric turmeric
Dieta starter
127 zile 0,150 kg 0,110 kg 0,130 kg 0,140 kg
?‘lef starter 0,450 kg 0,390 kg 0,410 kg 0,440 kg
Dieta de crestere
15-21 zile 0,950 kg 0,900 kg 0,910 kg 0,940 kg
Dieta de crestere
22.28 zile 1,650 kg 1,500 kg 1,400 kg 0,1600 kg
l)zlezt;:e finisare29- | 500 kg 2,300 kg 2,000 kg 2,400 kg

In cercetarile anterioare, turmericul a fost utilizat pe scara larga la puii de carne

comerciali si la gdinile ouatoare, producand rezultate semnificative.

Tabel 8. Indicele de conversie al hranei la puii broiler expusi la curcuma
Table 8. Feed conversion index of broiler chickens exposed to turmeric

Forma de administrare Doza Efect Sursa

Pulbere de turmeric 1% Tmbunété;irea utilizarii furajelor si cresterea 118
in greutate

Pulbere de turmeric 0.5% Cresterea randamentului carcasei la pui 145
Imbunatitirea performantelor de crestere, a

Curcumina 200mg/kg modelelor comportamentale si a imunitatii | 137
pasarilor

Figura 4.13. Consum hrand/pui 1-7 zile
Figure 4.13. Feed consumption/chicken 1-7 days
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Figura 4.14. .Consum hrana 8-14 zile

Figure 4.14. Feed consumption/chicken 8-14 days

Consumul mediu de hrana in primele 7 zile de viata este mai scazut cu 36%
atunci cand in dieta s-a adaugat turmeric in proportie de 0,5%. De asemenea consumul
hranei este mai scazut cu 15% prin adaosul de 1% turmeric fata de lotul martor. Prin
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addugarea turmericului in proportie de 2% in dieta consumul hranei a fost cu 7% mai
scazut.

Tn perioada 8-14 zile consumul de hrani prin adaosul de 0,5 % turmeric a
scazut cu 15 % iar prin adaugarea de 1 % turmeric s-a ajuns la o scadere a consumului
de hrana cu 9% iar cand puii au consumat 2 % turmeric in dietd consumul de hrana a
scazut cu 2%.

960 LM, 950 1700

LM, LE3,
LE3, 940 LoD . 1600
940 1600 LE1,
1500 B2
920 LE2, 910 1500 .
LE1, 900 1400
900 1400
280 1300 I
1200
™ M E1 £2 £3

260

Figura 4. 15. Consum hrand 15 -21 zile Figura 4.16. Consum hrana 22-28 zile
Figura 4.15. Consum hrana 15 -21 zile Figure 4.16. Feed consumption 22-28 days

Tn intervalul 15-21 de zile consumul de hrana a scizut cu 5% prin adaosul de
turmeric in proportie de 0,5%. De asemenea prin adaugarea de 1 % turmeric in dieta
consumul hranei a scazut cu aproape 10 % iar prin adaugarea de 2 % pulbere de
turmeric, consumul de hrana a scazut cu 1%.

Se poate observa deja, cum in a doua perioada de crestere adaosul de 1%
turmeric are efectele cele mai bune desi in prima perioada de crestere adaosul de 0,5%
turmeric a dat rezultatele cele mai bune si chiar mai ridicate. Bineinteles totul trebuie
privit cu prudentd Intrucat cresterea puilor este mai ridicatd in prima perioadd de
dezvoltare.

Tn perioada 22-28 de zile prin adaosul de 0,5% turmeric in hrana puilor
consumul de hrana a scazut cu 11% , prin adaosul de 1% turmeric in dietd consumjul de
hrand a scazt cu 17% si prin adaosul de 2% consumul hranei a scazut cu 3%.

3000 —LM, LEL,
2500 33g0 L'-_:. 200

" Figura 4.17. Consum hrana 29-42 zile
Ik Figure 4.17. Feed consumption 29-42
. days

500

Tn perioada 29-42 zile de viatd, consumul mediu de hrani a scazut prin adaosul
de 0,5 % turmeric cu 8%, prin adagarea de 1 % turmeric consumul de hrana a scazut cu
12,5 % iar atunci cand s-a adaugat 2 % turmeric consumul a scazut cu 4 %.

Cantitatea de hrana consumata influenteaza indicele de conversie al
hranei. Tn cadrul experimentului actual: FCR=cantitatea de hrana
consumatd/greutatea puiului.
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Tabel 9. FCR lot control
Table 9. FCR batch control

Perioada Temperatura Consum/greutate
1-7 zile 30-31C 150 g furaj/pui 115 g
28-42 zile 2124 C 2500 g furaj/pui 1590 g
FCR (1-7 zile)=1,30
FCR(28-42 zile)=1,57
Tabel 10. FCR LE 1
Table 10. FCRLE 1
Perioada Temperatura Consum/greutate
1-7 zile 30-31C 110 g furaj/pui 131 g
28-42 zile 21-24C 2300 g furaj/pui 1720 g
FCR (1-7 zile)=0.83
FCR(28-42 zile)=1.33
Table 11. FCR LE2
Tabel 11. FCR LE2
Perioada Temperatura Consum/greutate
1-7 zile 30-31C 130 kg furaj/pui 127 g
28-42 zile 21-24C 2000g furaj/pui 1800 g
FCR (1-7 zile)=1.02
FCR(28-42 zile)=1.11
Tabel 12. FCR LE3
Table 12. FCR LE3
Perioada Temperatura Consum/greutate
1-7 zile 30-31C 150 kg furaj/pui 123 g
28-42 zile 21-24C 2400 g furaj/pui 1680 g

FCR (1-7 zile) =1.21
FCR (28-42 zile) =1.42

Media indicelui de greutate a puilor nesexati de 42 de zile este de 1.76. Prin
urmare se poate concluziona foarte usor faptul ca adaosul de turmeric in dietd are
efecte pozitive asupra productiei de pui ducand la un indice de conversie al hranei
mai scazut. Indicele de conversie al hranei este mai bun la loturile la care dieta puilor
a fost suplimentata cu doze mici si medii de turmeric. Dozele mari au efecte negative.
Discutii

Nouzarian si colab. (Nouzarian et al, 2011) nu au constatat, de asemenea, niciun
efect semnificativ asupra consumului zilnic de hrana si a cresterii n greutate corporala
la pui. Kumari et al. au observat ca suplimentarea cu 7,5 g/kg de pulbere de curcuma in
hrana pentru animale a dus la cea mai mare crestere in greutate la pasari. Variatiile in
valorile greutatii corporale ar putea fi atribuite diferentelor in conditiile agroclimatice
(Mehala et al, 2008). Ahlawat si colab. (Arslan et al, 2017) au raportat ca suplimentarea
cu 3,3, 6,6 si 10 g/kg de pulbere de turmeric la puii de carne a imbunatétit eficienta
hranei, ceea ce este in concordanta cu constatarile sustinute de Kafi si colab. (Kafi et al,
2017). Arslan si colab. (Arslan et al, 2017) au constatat ca suplimentarea cu turmeric in

diferite rate a imbunatatit eficienta conversiei furajelor, cel mai bun rezultat fiind
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observat la o ratd de suplimentatie de 1,5 %. Shohe et al. (Shohe et al, 2019) au observat,
de asemenea, ca eficienta conversiei furajelor a fost cea mai scazutad in grupul
suplimentat cu 7,5 g de pulbere de turmeric/kg de furaj, urmat de grupurile suplimentate
cu 5, 2,5si 1,5 g/kg de pulbere de turmeric.

Pulberea de turmeric (TRP) a demonstrat efecte pozitive asupra performantei
de crestere, precum si in reducerea stresului oxidativ si Tmbunatatirea sanatatii
intestinale a pasarilor de curte (Hafez et al, 2022, Al-Sultan et al, 2003). In plus, prezenta
Curcuminei, componenta activa din turmeric, in dieta puiului poate avea potentiale
beneficii pentru sandtatea oamenilor care consuma carnea, inclusiv efecte
antiinflamatorii si antioxidante (Daneshyar et al, 2018). Prin urmare, incorporarea
pulberii de turmeric in dieta puilor poate spori eficienta, sanatatea si calitatea carnii
produse (Lagana et al, 2019). Acest lucru oferd, de asemenea, informatii valoroase
despre impactul potential al turmericului asupra sanatatii umane.

Pe de alta parte, adaugarea a 0,75% de turmeric in hrana pentru animale a
crescut castigul in greutate i a Imbunatétit indicele de conversie al hranei (FCR) la puii
de carne comerciali, ceea ce a dus 1n cele din urma la cresterea profitului brut (Sugiharto
et al, 2011). In plus, s-a demonstrat ci incorporarea turmericului in alimentatie
imbunatateste performanta de crestere si productia de oud a pasarilor de curte datorita
efectelor sale antibiotice naturale (Mondal et al, 2015). Tn plus, suplimentarea cu
turmeric imbunétateste capacitatea antioxidantd, FCR si caracteristicile carcasei la puii
de carne (Durrani et al, 2006). Tn plus, includerea a 3% TRP in hrana pentru puii de
carne a dus la cel mai mic consum de hrana, imbunatatind in acelasi timp si alte masuri
de performanta (Xie et al,2019).

Nivelurile ridicate de productie si conversia eficientd a furajelor reprezinta
obiectivul cresterii moderne a puilor de carne. Acest lucru a fost impiedicat in mare
masurd de costul ridicat al furajelor. Se cunoaste deja ca hrana reprezintd aproximativ
60% din costul variabil in productia de pui (Ahiwe et al., 2018). Un management
nutritional eficient este necesar pentru imbunatétirea productiei siba sanatatii pasarilor
de carne (Kafi A et al, 2017).

Kamdev et al. (2016) au aratat ca la puii broiler carora li s-a administrat turmeric
la un nivel de 5 si 10 g/kg in hrand timp de 42 de zile, rata de crestere s-a marit cu 18%
si, respectiv, 20%, In comparatie cu cei carora li s-a oferit turmeric la 0 g/kg in dieta.
De asemenea Durrani et al. (2006) a constatat o marire cu 12% a ratei de crestere a
puilor broiler hraniti cu turmeric la un nivel de 5 g/kg de hrana timp de 35 de zile. in
cadrul aceluiasi test de hranire, autorii au observat o reducere cu 33% a ratei de
conversie a hranei (FCR). Constatdri similare au fost documentate la puii de carne
hraniti cu diete pe baza de turmeric (AL-Sultan, 2003).
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Disparitatea indicilor de performanta a cresterii la puii de carne cu turmeric in
alimentatie ar putea fi atribuita raselor utilizate, nivelului de suplimentare, duratei de
suplimentare, printre alti factori cunoscuti pentru a influenta productivitatea puilor de
carne (Ogbuewu et al., 2020). Tn prezent, nu s-a ficut nicio incercare sistematica de a
determina influenta acestor factori asupra rezultatelor de productie ale puilor broiler
hréaniti cu diete suplimentate cu diferite niveluri de turmeric, folosind date din studii
publicate anterior. O modalitate posibild de agregare a rezultatelor studiilor publicate
este meta-analiza (Ressing et al., 2009). Meta-analiza este o tehnica statistica avansata
care utilizeazd o abordare cantitativd pentru a sintetiza constatdrile rezultate din
rezultatele mai multor investigatii individuale care au abordat aceeasi intrebare de
cercetare. Ea poate rezolva rezultatele contradictorii ale studiilor, deoarece acest
instrument ia in considerare Tn mod sistematic sursele de eterogenitate dintre studii
atunci cand este pus mana in mana cu revizuirile conventionale.

Meta-analiza mareste, de asemenea, dimensiunea esantionului, ceea ce duce la
0 putere statistica sporitd, deoarece rezultatele mai multor studii primare combinate in
metaanalizd utilizeazi in mod normal esantioane de dimensiuni mici, ceea ce
ingreuneaza detectarea efectului real al unei interventii (Button et al., 2013). Mai multi
autori au examinat efectul suplimentdarii cu turmeric asupra performantelor de crestere
la puii broiler (Durrani et al., 2006, Emadi si Kermanshahi, 2006, Nouzarian et al., 2011,
Akbarian et al., 2012, Kamdev et al., 2016). Cu toate acestea, niciunul nu a documentat
efectul dietelor cu sau fara suplimentarea cu turmeric asupra performantei de crestere a
puilor broiler folosind o abordare meta-analitica. Pentru a acoperi lacuna de cunostinte
observata, meta-analiza din studiul citat are ca scop sa furnizeze informatii bazate pe
dovezi privind efectul dietelor cu sau fara suplimentarea cu turmeric asupra consumului
de hrana, a indicelui de conversie a hranei si a castigului mediu zilnic la puii broiler.
Rezultatele acestei meta-analize au aratat ca majoritatea studiilor au fost efectuate intre
2012 si 2019. Aceasta observatie poate fi legata de apelul global al cercetatorilor de a
utiliza suplimente alimentare naturale ecologice ca alternativa la promotorii de crestere
cu antibiotice Tn hrana animalelor.

Rezultatele estimarii cumulate au aratat ca suplimentarea cu turmeric a avut un
impact mediu asupra raportului de conversie a hranei si a castigului mediu zilnic la puii
de carne, dar un impact mic asupra consumului de hrand. Rezultatele sugereaza, de
asemenea, cd suplimentarea cu turmeric la 0,2-11 g/kg de furaje a imbunatétit indicele
de conversie a furajelor si céstigul mediu zilnic cu o cantitate minima de furaje
(Ogbuewu I.P. et al, 2022).

Imbunititirea in performantele de crestere datorita suplimentirii cu turmeric. a
fost atribuita proprietatilor benefice ale substantelor fitochimice din acesta, care poseda
proprietati antimicrobiene, antifungice si activitati antioxidante la puii de carne care pot
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imbunatati utilizarea nutrientilor din dieta. Pe de altd parte, au existat unele rapoarte
care arata ca turmericul a avut capacitatea de a de a stimula sistemul digestiv, cum ar fi
stimularea activitatilor intestinale precum si secretia pancreatica enzimatica a lipazei,
amilazei, tripsinei si chimotripsinei. Recent, suplimentarea dietei cu turmeric a crescut
lungimea si latimea vilozitatilor in duoden, jejun si cecum la puii de carne. Prin urmare,
exista o posibilitate de a imbunatati performanta cresterii datoritd unei suplimentari cu
turmeric la puii de carne, iar acest lucru se datoreaza si Tmbunatatirii fiziologiei
sistemului digestiv. Raportul mediu de conversie al hranei (FCR) 1n diferite grupuri de
tratament (TO, T1, T2, T3, T4 si TS5) a fost de 1,67+0,005, 1,55+0,002, 1,52+0,017,
1,47+0,005, 1,55+0,003 si respectiv 1,56=0,003. Un indice de conversie a hranei mai
mic a fost observat la T3 si cel mai mare la T5, comparativ cu lotul de control iar
rezultatul a aratat ca utilizarea turmericului si a ghimbirului in hrana pentru puii de carne
a avut un efect semnificativ pozitiv (p<0,05) asupra indicelui de conversie al hranei. Cel
mai eficient indice de conversie al hranei (FCR) a fost constatat in grupul T3 (0,50%
turmeric). Constatarile prezentului studiu sunt in concordantd cu rezultatul studiilor
coordinate de Durrani et al.1, Kumari et al. si Ademola et al. Turmericul din dieta a avut
un efect pozitiv asupra performantelor puilor de carne.

Pasarile din grupul de control (T1) au primit ratia standard starter pentru pui de
carne (0-21 zile) si ratia de finisare (22-42 zile). Paséarile din celelalte trei grupuri au
primit, de asemenea, aceeasi dietd, dar suplimentatd cu pudrad de turmeric in proportie
de 2,5 (T2), 5,0 (T3) si 7,5 (T4) g/kg hrana.

Din analiza datelor, s-a observat ca aportul total de hrana pe toata perioada de
experimentului pentru T1, T2, T3 si T4 au fost de 4,572, 4,566, 4,545 si, respectiv, 4,522
kg per pasare iar valorile corespunzitoare pentru consumul mediu de hrana au fost de
0,762, 0,761, 0,758 si 0,754 kg/pasare/saptamanad. Aportul mediu de hranad a fost
semnificativ (P<0,05) mai mic in grupul T4 urmat de T3, T2 si cel mai mare in grupul
T1; cu toate acestea, nu a existat nicio diferentd semnificativa de valori intre grupul T1
si T2 si intre grupul T2 si T3. Suplimentarea cu pulbere de turmeric in hrana pentru puii
de carne in grupurile tratate a ardtat un consum redus de hrand in comparatie cu lotul
martor si constatarile au fost bine coroborate cu observatia de Hussein (2013); Kafi et
al. (2017); Arslan et al. (2017). Diferentele dintre observatii s-ar putea datora faptului
ca existd variatii In ceea ce privesc speciile de pasiri de carne si agro conditiile
climatice. Din examinarea datelor, s-a observat ca eficienta medie a conversiei furajelor
(FCE) la puii de carne din diferite grupuri la sfarsitul celei de-a sasea saptimani a fost
inregistrata ca fiind de 1,78, 1,73, 1,70 si 1,63 pentru T1, T2, T3 si T3. respectiv T4.
Valorile pentru conversia hranei a fost semnificativ (P<0,05) mai mica in grupul T4
urmata de T3, T2 si cea mai mare in grupul T1. A fost evident ca suplimentarea cu pudra
de turmeric 1n proportie de 7,5g/kg de furaj a fost mai bund ca comparativ cu 5g sau
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2,5g pe kg de furaj referitpr la eficiena conversiei hranei la puii broiler. Din analiza
datelor, s-a constatat cd observat ca nu a fost inregistratd mortalitate In prezentul studiu.
Valorile pentru indicele de performanta pentru grupurile T1, T2, T3 si T4 au fost de
281,53, 314,78, 336,58 si, respectiv, 353,71. Valorile indicelui de performanta al puilor
broiler au fost (P<0,05) cele mai mari in grupul T4 (353,71), urmat de T3, T2 si cel mai
mic 1n T1. Indicele de performantd mai mare a fost observat la grupul T4 si ar putea fi
datorat efectului combinat al unei mai bune greutati corporale si a eficientei conversiei
furajelor comparativ cu celelalte grupuri de tratament. Constatari similar au fost
raportate de Mondal et al. (2015); Arslan et al. (2017) care au observat, de asemenea, ca
adaugarea de pulbere de turmeric In hrana pentru animale a Tmbunatitit performanta
generald a puilor de carne (Shohe Ali et al, 2022)

In acord cu studiile din domeniu si mai ales cu cele citate anterior, in
experimental propriu, prin adaosul de turmeric in dieta pasarilor s-a observant o
reducere a indicelui de conversie al hranei (FCR).

I1.4.3. Concluzii partiale

1. Valoarea nutraceutica a turmericului este recunoscuta atat in medicina umana
cat si in medicina veterinara. Din cauza interzicerii antibioticelor s-a testat potentialul
turmericului ca stimulator de crestere, pe 3 loturi experimentale la care s-a administrat
0,5%,1% si 2% turmeric in dieta.

2. Prin adaosul de turmeric in dieta puilor, inaltimea vilozitatilor duodenale se
observa la lotul al doilea (1% turmeric) iar ea mai mica valoare la lotul control. Dintre
loturile experimentale cea mai mica valoare a inaltimii vilozitatilor s-a observat la
LE3.

3. Valorile adancimii criptelor cele mai mari le identificaim la LE3 (2%
turmeric). Cele mai mici valori sunt la LE2 (1% turmeric). LE1 (0,5%) are o valori
apropiate de cele ale lotului control.

4. Cel mai bun raport Indltime vilozitate: adancime criptd se observa la LE2.
Cel mai slab raport dintre toate loturile se observa la LE3.

5. Diametrul vilozitatilor cel mai mare la baza acestora se remarca la LE3 iar
cel mai mic diametru la LE1.

6. In ceea ce priveste consumul de furaje, cea mai scizuta cantitate consumati
S-a obtinut prin adaosul de 0,5% turmeric in dieta puilor in prima perioada de crestere
cu valori de 110g 1n primele 7 zile, 390g Intre 7 si 14 zile si 900g pana in ziua 21.

7. Intre ziua 22 si 42 cea mai scazuti cantitate de hrani consumata s-a obtinut
la lotul al doilea cu valori de 1400g pana in ziua 29 iar pana in ziua 42, 2000g.

8. Cel mai mic indice de conversie al hranei s-a observat la LE2 prin adaosul de
turmeric in proportie de 1% in dieta puilor.
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9. Greutatea puilor cea mai buna se observa la LE11 (0,5% turmeric) dar LE2
(1% turmeric) are valori foarte apropiate diferentele nefiind semnificative. Valoarea
greutatii puilor din LE1 in ziua 42 a fost de 2989.80+32.30 g.

10. Din punct de vedere economic cel mai avantajos este sa se adauge 1%
turmeric in dietd pentru cresterea greutatii corporale intrucat valorile indicelui de
conversie al hranei si consumul de hrand sunt cele mai mici dintre loturile
experimentale.

11. Din punct de vedere al reactivitdtii imune la nivel intestinal, in acest
experiment, s-a observat o coloratie pozitiva pentru IL-6 in grupurile de control si
E3, sugerand existenta unui proces inflamator. Pulberea de turmeric a redus
inflamatia, astfel ca la LE1 si LE2, imunocoloratia a fost negativa pentru IL-6.
Prezenta TNFAPI8este mai intensa in grupurile de control. Prezenta TNF alpha este
mai intensa si la LEL. Prezenta TNFAPI8este moderata in lotul experimental 3. De
asemenea coloratia Pax-7 este pozitiva. IL-6 este pozitiva in LE 3. Adaugarea de doze
mici si medii de turmeric duce la cresterea cea mai insemnata a expresiei Nrf2.

12. Adaugarea de 1% turmeric in dieta puilor broiler din LE2 a dus la cresterea
cea mai insemnata a expresiei Nrf2.

13. Adaugarea in dieta pasarilor din LE2 de 1% turmeric duce la reducerea cea
mai semnificativa a expresiei p65 si cresterea cea mai accentuatd a expresiei Nrf2 in
cecum. Adaugarea de 1% si 2% turmeric n dieta puilor din LE2 respectiv LE3 a dus
la scaderea accentuatd a expresiei p65 la nivel cecal.

14. Exista o legatura in cadrul proceselor de oxido reducere intre cresterea
expresiei Nrf2 si scaderea expresiei p65 la nivel intestinal.

15. Tinand cont de particularitatile morfologice, reactivitatea tesutului limfoid,
indicele de conversie al hranei scazut, de consumul hranei in cea mai redusa cantitate
si de greutatea puilor, concluzionam ca la sfarsitul perioadei de crestere adaosul de
1% turmeric in dieta a dus la cele mai bune rezultate chiar daca in primele 14 zile de
viata adaosul de 0,5% turmeric in hrana a dus la rezultate semnificativ mai bune.

16. Adaosul de 2% turmeric in hrand, la finalul perioadei experimentale, are
efecte negative asupra indicatorilor mai sus mentionati cu exceptia adancimii
criptelor. Ceilalti indicatori au valori similare cu lotul control, astfel incat nu se
justifica din punct de vedere economic adaosul de 2% turmeric.

I1.5. EVALUAREA HISTOLOGICA, IMUNOHISTOCHIMICA SI A RATEI DE
CONVERSIE A FURAJELOR DUPA EXPUNEAREA GAINILOR OUATOARE
LA ZOOBIOR2 PE BAZA DE SPIRULINA PLATENSIS

Spirulina platensis este o microalga cu activitate biologicd antioxidanta,
imunomodulatoare si antiinflamatoare, iar in prezent este utilizatd pentru a produce
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suplimente nutritive bogate in proteine, acizi grasi esentiali, vitamine si minerale.
Studiul de fata isi propune sd demonstreze impactul produsului ZooBioR (obtinut din
Spirulina platensis) asupra sanatatii, si in special asupra histologiei duodenului,
jejunului, ileonului si cecumului la géinile oudtoare, In prima perioada tehnologica
de ouat. ZooBioR2 este un preparat complex natural constituit dintr-o combinatie de
extracte de compusi biologic activi derivati din cianobacteria Spirulina (Arthrospira)
platensis. Acesta contine aminoacizi liberi si oligopeptide (4,5 — 10%), proteine (45
- 50%), polizaharide (15-20%), fosfolipide (pana la 0,25%), seleniu (25 - 50mcg) si
zinc (2,5-5mg). Experimentul a fost realizat pe 5 loturi de géini (de 14 pasari/grup).
in 4 grupuri din 5, hrana a fost suplimentati cu ZooBioR2 (ZBR2) in doze diferite
(5; 10; 15 si 20 mg de substanta activa/kg de furaj). Includerea in alimentatie a ZBR2
au determinat o scadere a indltimii vilozitatilor intestinale si a scdzut adancimea
criptelor. Scaderea adancimii criptelor este un indicator al unei rate mai mari de turn-
over a tesutului epitelial. Grosimea stratului muscular al duodenului si al cecumului
a fost semnificativ mai mica in grupurile experimentale decat in cele de control.
Aceste modificari morfologice ale mucoasei intestinale ar putea fi implicate intr-0
digestibilitate mai bund a furajelor.

I1.5.1. Material si metode

Experimentul a fost realizat intr-o ferma de gdini oudtoare. Obiectivul
cercetarii a fost axat pe studiul suplimentului nutritional — ZooBioR2 (ZBR2),
precum si pe influenta acestui remediu asupra gainilor oudtoare tinere. ZBR2 este un
remediu natural complex care contine compusi biologic activi derivati din
cianobacteria Spirulina (Arthrospira) platensis (SP). Acesta contine: aminoacizi,
inclusiv cei imunoactivi liberi si ca parti componente ale peptidelor si proteinelor;
polizaharide; polizaharide sulfatate; fosfolipide si oligoelemente zinc si seleniu
(Rotaru, 2016, Rudic et al, 2004). Cercetarile au fost efectuate timp de 60 de zile, pe
70 de gdini oudtoare de 23 de saptdmani din hibridul Braun-Nic, impartite in 5 loturi,
fiecare cu cate 14 pasari. Pasarile incluse Tn cercetare au fost analoge din punct de
vedere al varstei, starii fiziologice, provenientei, greutatii corporale, fiind cazate in
aceeasi hald, cu aceleasi conditii de mediu si supraveghere veterinara. Pe parcursul
experimentului pasarile au fost monitorizate si evaluate din punct de vedere al starii
de sanatate. Totodatd, obiectivul cercetarii a fost evaluarea efectului produsului
ZBR2, administrat la pasari, asupra morfologiei mucoasei intestinale. Produsul ZBR2
a fost administrat Tn doze diferite, conform schemei experimentale, din tabelul
urmator.
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Tabel 13. Protocolul de administrare a ZBR2
Table 13. ZBR2 management protocol

Lotul Nr. pasari Mod de administrare Doza, mg/kg furaj
Martor 14 - -
Experimental 1 14 5

- Zilnic,
Experimental 2 14 10

per 0s

Experimental 3 14 in furaj 15
Experimental 4 14 20

Dieta giini ouatoare- Furaj Nutrisoya

Produsul contine: porumb, grau, srot soia proteina 46%, srot floare proteina

35%, premix, fosfat monocalcic, carbonat de calciu, fosfor, sodiu.

Tabel 14. Dieta gaini oudtoare- Furaj Nutrisoya
Table 14. Laying hens diet - Nutrisoya feed

Proteini bruta 16%
Grisime bruta 2,5%
Fibra bruta 3,9%
Cenusai bruta 12,4%

Pentru a evalua starea de sanatate, la inceputul experimentului si ulterior,

pasdrile au fost examinate clinic. La sfarsitul experimentului, gdinile au fost

eutanasiate prin dislocare cervicala. Probele de tesut din duoden, jejun, ileon si
cecum de la toate loturile experimentale si de la lotul martor au fost supuse analizei

morfometrice, dupd fixarea cu formaldehidd 4%, includerea in parafind si
colorarea cu hematoxilina-eozind (HE), hematoxilina-eozina-alcian albastru

(HEA) si PAS.

Analiza statisticd. Rezultatele morfometriei mucoasei intestinale au fost
prelucrate statistic prin intermediul testului ANOVA, pentru a evidentia semnificatia
diferentelor intre toate loturile, urmata de testul Fisher si testul lui Student pentru a
cuantifica diferentele semnificative intre lotul martor si fiecare lot experimental.
Diferentele au fost considerate semnificative cand p<0,05. Toate datele au fost analizate
automat pe calculator cu ajutorul pachetului software Microsoft Office 2010 (Microsoft

Inc., SUA).
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I1.5.2. Efectul suplimentirii cu ZooBioR2 la nivelul mucoasei intestinale

Figura 5.1. Duoden Lot Control. Vilozitatile sunt
lungi cu aspect foliat si in axul vilozitatilor se
observa un infiltrat limfoid difuz -Coloratie
HEAx40

Figure 5.1. Duodenum Lot Control. The villi are
long with a foliated appearance and a diffuse
lymphoid infiltrate is seen in the axis of the villi
-HEAx40 staining

Figura 5.2. LEI Duoden cu vilozitatile lungi, cu
un diametru mai mare spre baza si redus spre
polul luminal. Epiteliul columnar se desprinde in
zona luminala a véarfului vilozitatii. Col HE x40
Figure 5.2. LE] Duodenum with long villi, larger
diameter towards the base and reduced towards
the luminal pole. The columnar epithelium is
detached in the luminal area of the tip of the villi.
Col HE x40

Figura 5.4. Duoden LE3

Vilozitati lungi cu un diametru redus si cu
infiltrate limfoide in axul lor. Coloratie
HEA x40

Figure 5.4. Duoden LE3 Long villi with a
smaller diameter and lymphoid infiltrates
in their axis. StainingHEA x40

Figura 5.5. Duoden LE4 Col HEx100
Vilozitati lungi cu un diametru mai redus
si cu infiltrate limfoide in axul lor.
Coloratie HEA x40

Figure 5.5. Duoden LE4.

Long villi with a smaller diameter and
lymphoid infiltrates in their axis.
StainingHEA x40

Figura 5.7. Mucoasa jejunului de la LE1
prezinta infiltratii limfoide in lamina
propria a mucoasei in axul vilozitatii.. Col
HEx100.

Figure 5.7. The mucosa of the jejunum of
LE3 shows lymphoid infiltrates in the
lamina propria of the mucosa both in the
axis. Col HEx100.

Figura 5.8 Mucoasa jejunului de la LE2
prezinta infiltratii limfoide in lamina
propria a mucoasei atdt in axul vilozitatii
cat si periglandular. Vilozitatile la polul
luminal au epiteliul columnar desprins.
Col HEx100.

Figure 5.8. The jejunal mucosa of LE2
shows lymphoid infiltrates in the lamina
propria of the mucosa in both the cay and
periglandular villous axis. The luminal
pole villi  have detached columnar
epithelium. Col HEx100
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Figura 5.3. Duoden LE2. Vilozitafi lungi cu un
diametru ingust si cu infiltrat limfoid redus in
axul lor Coloratie HE x40

Figure 5.3. Duodeum LE2. Long villi with a
narrow  diameter and reduced lymphoid
infiltrates in their axis HE x40 staining

Figura 5.6. Jejun Lot Control. Vilozitati
lungi cu infiltratii limfoide difuze in axul
vilozitatilor si periglandular Coloratie
HEA x40

Figure 5.6. Jejun Lot Control. Long villi
with diffuse lymphoid infiltrates in the
axis of the villi and periglandular staining
HEA x40

Figura 5.9. Mucoasa jejunului de la LE3
prezinta infiltratii limfoide in lamina
propria a mucoasei atdt in axul vilozitatii
dar si aglomerdri mari periglandular.
Vilozitdatile la polul luminal au epiteliul
columnar desprins. Col HEx100.

Figure 5.9. The mucosa of the jejunum of
LE3 shows lymphoid infiltrates in the
lamina propria of the mucosa both in the
axis of the villus and large periglandular
clumps. Villi at the luminal pole have
detached  columnar  epithelium.  Col
HEx100.



Figura 5.10 Jejun LE4-
HEXx100. Vilozitati cu polul luminal care
epiteliul  desprins, infiltratii
reduse in axul vilozitatilor si

Coloratie

prezintd
limfoide
periglandular Coloratie HEx100

Figure 5.10 Jejunum LE4 — Villi with
luminal ~ pole  showing  detached
epithelium, reduced lymphoid infiltration
in the axis of the villi and periglandular
HEx100 staining

Figura 5.11. Mucoasa ileonului de la lotul
control prezinta infiltratii limfoide reduse
in lamina propria a mucoasei atdt in axul
vilozitatii cdt si periglandular. Vilozitatile
la polul luminal au un diametru mic. Col
HEx100

Figure 5.11. The ileum mucosa of the
control group shows reduced lymphoid
infiltration in the lamina propria of the
mucosa in both the villous and
periglandular axis. The villi at the luminal
pole have a small diameter. HEx100
staining

Figura 5.13. Mucoasa ileonului de la LE2
prezintd infiltratii limfoide mari in lamina
propria a mucoasei si periglandular.
Vilozitatile la polul luminal au epiteliul
columnar desprins. Col Hex100.

Figure 5.13. The mucosa of the ileum of

LE shows large lymphoid infiltrates in the
lamina propria of the mucosa and
periglandular. The villi at the luminal pole
have detached columnar epithelium. Col
Hex100

Figura 5.14. Mucoasa ileonului de la LE3
prezintd infiltratii limfoide mari in lamina
propria a mucoasei  periglandular.
Vilozitatile la polul luminal au epiteliul
columnar desprins. Col HE x100.

Figure 5.14. The ileum mucosa of LE3
shows large lymphoid infiltrates in the
lamina propria of the periglandular
mucosa. The villi at the luminal pole have
detached columnar epithelium. HEx100

Figura 5.12. Mucoasa ileonului de la LE1

prezinta  infiltratii  limfoide  reduse,
dispuse difuz in lamina propria a
mucoasei  atdt in axul vilozitatii.

Vilozitatile la polul luminal au epiteliul
columnar desprins. Col Hex100

Figure 5.12. The mucosa of the ileum of
LEI shows reduced lymphoid infiltrates,

diffusely arranged in the lamina propria

of the mucosa both in the axis of the villus.

The villi at the luminal pole have detached
columnar epithelium. Col Hex100

B

Figura 5.15 Ileon LE4 prezinta infiltratii
limfoide mari in numar mai mare decat
LE3 in lamina propria a mucoasei
periglandular. Vilozitatile la polul luminal
au epiteliul columnar desprins. Col

HE x100.

Figure 5.15. The ileum mucosa of LE4
shows large lymphoid infiltrates in
greater number than LE3 in the lamina
propria of the periglandular mucosa. The
villi at the luminal pole have detached
columnar epithelium. HEx100

Figura 5.16. Cecum Lot C -Epiteliul de
suprafata desprins iar cel glandular
prezintd limfocite intraepiteliale
Coloratie Hex400

Figure 5.16. Cecum Lot C- The surface
epithelium is detached and the glandular
epithelium shows intraepithelial
lymphocytes Hex400 staining

Fig. 5.17. Cecum provenit de la LEI. Se

evidentiaza integritatea epiteliului de
suprafata si o infiltratie limfoida difuza in
lamina propria. Col HE x400

Figure. 5.17. Cecum came from LE1. There
is evidence of surface epithelial integrity
and diffuse lymphoid infiltration in the
lamina propria. HE x400 staining
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Figura 5.18. Cecum LE2. Epiteliul de
suprafatd este desprins. In lamina
propria infiltrate limfoide difuze.-
Coloratie Hex 400

Figure 5.18. Cecum LE2. Surface
epithelium is detached In lamina propria
diffuse lymphoid infiltrates. HE x 400
staining



Figura 5.19 Cecum LE3. Epiteliul de suprafatd este desprins
In epiteliul glandular se observi numeroase limfocite
intraepiteliale. Coloratie HEx 400

Figure 5.19. Cecum LE3. The surface epithelium is detached
In the glandular epithelium numerous intraepithelial
lymphocytes are observed. HE x 400 staining

Figura 5.20. Cecum LE4-Coloratie HEx 100. Epiteliul de
suprafatd este despins. In lamina propria se observd un
infiltrat limfoid redus periglandular. Coloratie HEx 100
Figure 5.20. Cecum LE4. The surface epithelium is split In the
lamina propria a reduced periglandular lymphoid infiltrate is
observed. HEx 100 staining

Rezultate. Structura microscopica generala a fost tipica pentru fiecare sectiune
analizata. O trasaturd specificd a duodenului a fost prezenta vilozitétilor in forma de
frunze si a criptelor drepte, longitudinale. In jejun, vilozititile au un aspect digitiform,
iar criptele sunt predominant longitudinale. Vilozitatile din cecum sunt scurte si de
forma conica, in timp ce criptele sunt ramificate si mai superficiale in comparatie cu
celelalte segmente. Interiorul vilozitatilor si spatiile dintre cripte sunt ocupate de tesut
conjunctiv, care contine numeroase vase sanguine si celule imunitare - limfocite si
plasmocite. Nu au existat diferente semnificative intre diferitele sectiuni examinate din
aceeasi zona intestinald pe parcursul experimentului.

Tunica submucoasa si tunica musculard aveau o structurd tipicd. Parametrii
morfometrici care caracterizeaza arhitectura mucoasei au variat usor intre lotul martor
si cele experimentale (cu adaos de Z0oBior2). S-au constatat diferente semnificative din
punct de vedere statistic in ceea ce priveste lungimea vilozitatilor si adancimea criptelor
in duoden, jejun, ileon si cecum intre loturile experimentale si lotul martor.
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Tabel 15 Valorile morfometrice ale mucoasei intestinale Tn timpul experimentului (um)
Table 15 Morphometric values of intestinal mucosa during the experiment (um)

Segmentul Lotul Grosimea Glandele inaltimea vilozititilor Diametrul
intestinal musculoasei Lieberkuhn ’ vioaia vilozitatilor
C 181,2+32 267,2+33 1266+188 338,6+49
LE1 172,3+£37 256,4+36 1161+194 165,4+32*
Duoden LE2 154,7+24 247,8+28 10504162 149,2+28**
LE3 143,8+27* 225,2+30* 935,8+113* 142,6+25**
LE4 134,6+24** 194,4+26* 898,6+97** 114,2+18**
C 295,361 292,8+38 883,4+83 2474431
LE1 281,6+54 254,4+31 758,2+82 170,2+20*
Jejun LE2 270,4+63 183,6+24** 812,9+77 163,6+22**
LE3 264,6+51* 241,8+32 789,4+89* 153,9+19**
LE4 244,6+48** 212,4+27* 730,3+£73** 143,1+17*
C 258,6+57 200,7£32 716,8+62 171,3+21
LE1 236,4+43 182,6+23 695,6+68 148,8+27
Ileon LE2 220,3+38* 179,4+26 678,262 130,8+20
LE3 224,6+43 163,8+28* 640,2+70* 122,6£17**
LE4 204,2434** 147,3+27* 564,6+62** 110,2+£19**
Cc 368,7+56 346,5+48 432,8+48 233,2+36
LE1 255,747 297,6452 345,6+41 219,7429
Cecum LE2 215,3+£39 288,5+38 260,2+32 234,3+27
LE3 184,4+27* 271,4+38* 198,4+28** 2217424
LE4 107,5+19** 241,8+26** 154,4+18** 211,5429
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11,3455 Figura 5.21. Inaltimea vilozitatilor duodenale
I ﬂiﬁ — Figure 5.21. Duodenal villi height
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Includerea in alimentatie a ZooBior2 a determinat scaderea inaltimii medii a

vilozitatilor in toate segmentele intestinale. Scaderea 1naltimii vilozitatilor fiind cea mai
semnificativa (p = 0,011) in cecum.

- 20. LE3, 224.¢
182,220 184, 2002

Figura 5.25. Grosimea musculoasei  Figura 5.26. Grosimea musculoasei  Figura 5.27. Grosimea musculoasei

la nivelul duodenului la nivelul jejunului la nivelul ileonului
Figure 5.25. Muscle thickness of the Figure 5.26. Muscle thickness at the ~ Figure 5.27. Muscle thickness at the
duodenum Jjejunum ileum

~ [Em

Figura 5.28. Grosimea musculoasei la nivelul cecumului
cecumului
Figure 5.28. Musckle thickness of the cecum
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Grosimea tunicii musculare a fost semnificativ. mai micd la loturile
experimentale, in special LE3 si LE4, in comparatie cu martorul, rezultatele fiind cele
mai semnificative la duoden (p=0,001) si cecum (p=0,004). S-au observat putine
enterocite cu semne de apoptoza la toate loturile experimentale.

Figura 5.29. Diametrul vilozitatilor la nivelul
cecumului

Figure 5.29. Cecum villi height

Figura 5.30. Diametrul vilozitatilor ileonului

Figure 5.30. Ileal villi diameter

Figura 5.31. Diametrul vilozitatilor duodenale

Figure 5.31. Duodenal villi diameter

= LM Figura 5.32. Diametrul vilozitatilor la nivelul
Jjejunului
W LE1
LE2 Figure 5.32. Jejunal villi height
W LE3
N LE4

Diametrul vilozitatilor a scazut semnificativ la loturile experimentale (E2-
E4) in duoden, jejun si cel mai semnificativ in ileon la lotul E4 (p = 0,008), si
nesemnificativ in cecum.

Tn studiul nostru S. platensis nu a avut un efect semnificativ asupra lungimii
vilozitatilor si adancimii criptelor duodenale. Trebuie avut in vedere faptul ca digestia
are loc la pasari in partea superioara a intestinului subtire, respectiv In duoden, iar
nutrientii eliberati sunt absorbiti in principal in partea inferioard a intestinului subtire
Este important de subliniat faptul cd nu s-au observat diferente notabile in ceea ce
priveste sdnatatea generald intre lotul martor si cele experimentale. Adaosul de S.
platensis in ratie nu a afectat sanatatea gainilor oudtoare.
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Includerea in ratie a extractului de S. platensis ZooBior2 a determinat o scadere
a Tnaltimii vilozitatilor intestinale si a scazut adancimea criptelor in toate segmentele
intestinale. O scadere a adancimii criptelor este un indicator al unei rate mai mari de
reinnoire a tesutului epitelial si ar putea fi implicatd intr-o mai buna digestibilitate a
furajelor. Grosimea stratului muscular al duodenului si al cecumului a fost semnificativ
mai mici la loturile experimentale comparativ cu lotul martor, fiind, de asemenea,
implicata intr-o digestibilitate mai buna a furajelor.

Discutii

Toyomizu si col. (2001) au raportat cd au obtinut rezultate destul de
asemanatoare prin utilizarea S. platensis la puii de carne, in doze de 40 si 80 g/kg fura;.
Ross si Dominy (1990), Mariey et al., (2012) au raportat, de asemenea, ca la pasarile
hranite cu adaos de Spirulina 1n dietd s-au obtinut efecte benefice asupra performantelor
de productivitate.

Cresterea intensiva a pasarilor este insotitd de stres, care are un impact negativ
asupra imunitatii si performantei productive. Rata metabolica ridicata in timpul hranirii
intensive este insotitd de o crestere a productiei de radicali liberi si orice dezechilibru
intre sinteza si eliminarea acestora culmineaza cu stresul oxidativ, care poate afecta
celulele si tesuturile (Lykkesfeldt et al, 2007, Miller et al, 1993). Prin urmare, in conditii
de stres oxidativ, exista o cerere crescutd de antioxidanti pentru a reduce efectele nocive
ale radicalilor liberi asupra sistemului imunitar. Este interesant faptul ca hranirea cu
antioxidanti naturali, mai degrabd decat sintetici este beneficd pentru bunistarea
animalelor si siguranta consumatorilor (Call et al,2008, Carroll et al,2007, Makkar et al,
2014).

Algele verzi-albastre S. platensis au fost considerate un produs antioxidant
natural si imunostimulator adecvat pentru oameni si animale, cu mai putine efecte
secundare si mai eficient din punct de vedere al costurilor decat produsele sintetice
(Abdel et al,2013, Belay et al,2002, Khan et al, 2005).

S. platensis este o sursa alternativd adecvata de proteine in dietele pentru
cresterea puilor putand inlocui soia in proportie de pana la 50%. Cu toate acestea, nivelul
de baza al aminoacizilor nu a fost suficient pentru a crea rdspunsuri biologice
interpretabile statistic.

A fost necesar un supliment cu aminoacizi pentru un spor imbunatatit al cresterii
atunci cand soia a fost inlocuita in proportie de 50% cu Spirulina (Wecke et al, 2013).

Masuratorile morfometrice ale lungimii vilozitatilor si ale adancimii criptelor
intestinale sunt utilizate pe scara larga, fiind considerate printre factorii care contribuie
la mentinerea homeostaziei intestinale (Franco et al,2006). Lungimea vilozitatilor este
un factor important care determina suprafata de absorbtie a intestinului i, In consecinta,
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eficienta absorbtiei nutrientilor (Caspary et al, 1992). In plus, raportul vilozitati-cripte
este corelat cu ciclul de exfoliere si regenerare a epiteliului intestinal.

Studiul a demonstrat ca suplimentarea cu spirulind a dus la o crestere a Tnaltimii

si latimii vilozitatilor, a raportului adancime cripta:indltime vilozitati si a numarului de
celule caliciforme din intestinul subtire.
a utilizarii nutrientilor si a cresterii (Khan et al, 2020). Aceste rezultate sunt in
concordanta cu cercetarile anterioare efectuate pe puii de carne, in care s-a raportat, de
asemenea, ca suplimentarea SPC influenteaza pozitiv indltimea vilozitatilor, addncimea
criptei si numarul de celule caliciforme din intestin, imbunatatind in cele din urma
absorbtia nutrientilor, indicele de conversie al hranei si castigul in greutate
(Shanmugapriya et al, 2014). Cea mai mare parte a absorbtiei de nutrienti are loc in
jejun si ileon (Tasaki et al, 1966), care ar putea fi afectata atunci cind ambele valori, si
anume lungimea vilozitatilor si adancimea criptelor, sunt reduse.

In plus, adancimea mai mici a criptelor este un indicator al ratei de reinnoire a
tesutului epitelial. S-a observat o relatie intre tipul de alimentatie si grosimea tunicii
musculare in intestinul pasarilor. Nivelul de de aminoacizi din dietele cu S. platensis a
dus la o scadere semnificativa a grosimii tunicii musculare in duoden si jejun. Aceasta
poate indica o motilitate mai scazutd a intestinului (Couraud et al, 2006). Motilitatea
intestinald mai scazuta ar putea fi considerata un factor care ofera mai mult timp pentru
procesele de digestie si absorbtie.

Promotorii de crestere non-antibiotici includ acidifianti, probiotice, prebiotice,
fitobiotice, enzime furajere, imunostimulatori si antioxidanti care au castigat recent
atentie. (Dragland et al, 2003, Pop et al, 2019).

Acestea au n structurile majoritatii plantelor mai multe componente bioactive
importante, cum ar fi alcaloizi, amadreli, flavonoide, glicozide, mucilagii, saponine,
taninuri fenoli, acizi fenolici, guinone, cumarine, terpenoizi, uleiuri esentiale, lectine si
polipeptide . Spirulina platensis este o cianobacterie care este in general considerata o
sursa bogata de proteine, acizi grasi esentiali, vitamine si minerale.

Spirulina a fost utilizata in mod traditional ca nutrient pentru oameni de sute de
ani. Spirulina este, de asemenea, cunoscuta ca fiind bogata in tiamind, riboflavina,
piridoxina, vitamina B 12, vitamina C, acid gama linoleic, ficocianine, tocoferoli,
clorofila, B-caroten si carotenoizi (Abd 2003, Khan et al, 2005).

Péand de curdnd, interesul pentru Spirulina a fost determinat in principal de
valoarea sa nutritiva. Cu toate acestea, In ultimii ani s-a constatat ca are multe proprietati
farmacologice. Numeroase studii preclinice si clinice sugereazd mai multe efecte
terapeutice, de la scaderea colesterolului si a tumorilor pana la imbunatatirea sistemului

108



imunitar, o crestere a lactobacililor intestinali, reducerea nefrotoxicitatii dupa expunerea
la metale grele sau medicamente si protectie impotriva radiatiilor (Blinkova et al, 2001,

Kuhad et al, 2006, Mohan et al, 2006).

Spirulina este, de asemenea, binecunoscuta pentru proprietitile sale
antioxidante, care sunt atribuite unor molecule precum ficocianina, beta-carotenul,
tocoferolul (Lu et al, 2006, Upasani et al, 2003). S-a demonstrat cd spirulina
imbunatateste functia imunitara, reproducerea(Toyomizu et al, 2001, Yoshida et al,
1980).

Epiteliul intestinal actioneaza ca o barierd naturald mpotriva bacteriilor
patogene si a substantelor toxice care sunt prezente In lumenul intestinal. Acesti factori
de stres provoaca tulburari ale microflorei normale si a epiteliului intestinal, care pot
altera permeabilitatea acestei bariere naturale, facilitind invazia agentilor patogeni si a
substantelor nocive, alterdnd metabolismul, capacitatea de digestie si de absorbtie a
substantelor nutritive si conducand la instalarea proceselor inflamatorii cronice ale
mucoasei intestinale (Oliveira et al). Yoshida si Hoshii (1980) au administrat Spirulina
in diferite cantitati la puii in crestere, cu rezultate satisfacatoare la niveluri cuprinse intre
5 - 10% in furaj. Efectele prebiotice se bazeaza pe reducerea multor bacterii intestinale
patogene sau nepatogene datorita scaderii pH-ului ca urmare a cresterii sintezei de acid
lactic Tn cecum (Choi et al, 1994, Pelicano et al, 2004, Walker et al, 1998). Unele bacterii
pot recunoaste situsurile de legare a moleculelor ca si cum ar fi pe mucoasa de la
suprafatd, iar colonizarea intestinald de catre bacteriile patogene este astfel redusa. Prin
urmare, exista o incidentd mai scazutd a proceselor infectioase si a functiilor de secretie,
digestie si absorbtie a nutrientilor care pot fi indeplinite in mod corespunzator de
mucoasa (Iji et al, 1998). Pana in prezent, efectul microalgelor asupra morfologiei
intestinale nu a fost studiat la pasarile din tara noastra.

I1.5.3. Expresia imunohistochimica a markerilor Nrf2, p65

Figura 5.33. Se observa expresia lui
P65 intracitoplasmatica intensa la
lotul control a celulelor din lamina
propria. Col IHC anti p65x100
Figure 5.33. The expression of
intense intracytoplasmic p65 is
observed in the control group of
lamina propria cells. Col IHC anti
p65x100

Figura 5.34. Se observa expresia lui
P65 intracitoplasmatica moderata a
celulelor epiteliale din duoden la
lotul E1. Col IHC anti IL-6 x400

Figure 5.34. Moderate
intracytoplasmic p65 expression of
duodenal epithelial cells in batch E1
is observed. Col IHC anti p-65 x400
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Figura 5.35. La lotul E2 se observa
expresia p65 intracitoplasmatica
moderata a celulelor epiteliale din
duoden. Col IHC anti p65 x400

Figure 5.35. Moderate
intracytoplasmic p65 expression in
duodenal epithelial cells is observed
in batch E2. Col IHC anti p65 x400



Figura 5.36. Se observa la LE3
expresia p65 intracitoplasmatica
moderata a celulelor epiteliale din
duoden. Col IHC anti p65 x400

Figure 5.36. Moderate
intracytoplasmic p65 expression of
duodenal epithelial cells is observed
in LE3. Col IHC anti p65 x400

k0

Figura 5.39. La LE2 se observa
expresia Nrf2 intracitoplasmatica
moderatd a celulelor epiteliale din
duoden. Col IHC anti Nrf2 x400

Figure 5.39. Moderate
intracytoplasmic Nrf2 expression in
duodenal epithelial cells is observed
in LE2. Col IHC anti Nrf2 x400

Discutii

Spirulina are un

Figura 5.37. Se observa expresia
p65 intracitoplasmatica moderata
acelulelor epiteliale din duoden. Col
IHC anti p65 x400

Figure 5.37. Moderate
intracytoplasmic p65 expression is
observed in duodenal epithelial
acellulas. Col IHC anti p65 x400

Figura 5.40. La LE4 Se observa
expresia Nrf2 intracitoplasmatica a
celulelor epiteliale din duoden. Col
IHC anti Nrf2x400

Figure 5.40. In LE4
Intracytoplasmic Nrf2 expression in
duodenal  epithelial  cells s
observed. Col IHC anti Nrf2 x400

impact benefic asupra florei

Figura 5.38. La lotul control Nrf2
se observd o expresia redusd a
celulelor epiteliale si din lamina
propria. Col anti Nrf2x400

Figure 5.38. Reduced expression of
epithelial and lamina propria cells is
observed in the Nrf2 control group.
Col anti Nrf2x400

Figura 5.41. Se observa expresia
Nrf2 intracitoplasmatica moderata
a celulelor epiteliale din duoden.
Col IHC anti Nrf2 x400

Figure 541. Moderate
intracytoplasmic Nrf2 expression in
duodenal  epithelial  cells is

observed. Col IHC anti Nrf2 x400

gastro-intestinale,

promovand un echilibru mai sinatos al microorganismelor si, de asemenea,
imbunatateste activitatile enzimelor digestive, ceea ce duce la o digestie generala
imbunitatiti a materiei uscate si a azotului (Park et al, 2018). in plus,
imbunatateste digestibilitatea nutrientilor, in special a aminoacizilor, precum si
sinteza proteinelor (Evans et al, 2015), pe langa faptul ca imbunatateste utilizarea
energiei metabolizabile aparente (Tavernari et al, 2018). Mai mult, spirulina

110



influenteaza pozitiv compozitia populatiei microbiene intestinale prin reducerea
prezentei bacteriilor daunatoare, cum ar fi E. coli, si prin cresterea nivelului de
bacterii lactice benefice (Abdelnour et al, 2020; Alwaleed et al, 2021). Prezenta
ficocianinei (PC) in spirulind stimuleaza productia de acizi grasi cu lant scurt si
ajuta la reducerea prezentei agentilor patogeni daunatori in intestine, imbunatatind
astfel sanatatea intestinala (Xie et al, 2019).

Hu si colab. au sugerat o potentiala modulare concertatd a factorului
nuclear legat de factorul nuclear-eritroid 2 (Nfr2)/elemente sensibile la
antioxidanti (ARE) si a factorului nuclear-kappa B (NF-kB) in inflamatie si
carcinogenezd. Multi antioxidanti fenolici si C-ficocianina 1si exercita efectele
antiinflamatorii si antioxidante prin modularea integrati a cilor Nrf2 si NF-kB. Tn
special, C-ficocianina a fost capabila sa inhibe NF-kB si sa induca Nrf2.

Spirulina induce diferentierea celulelor T native in diverse celule efectoare
(Thl, Th2 si Th17) sau in celule T reg (Trl si Th3) si mentin toleranta fata de
antigene comensale si alimentare printr-o retea complexa de raspunsuri celulare si
moleculare.

Cresterea expresiei lui Nrf2 duce la scaderea expresiei lui p65.Adaosul de
Spirulina platensis in dietd influenteaza pozitiv acest raport.Bineinteles exista si o
legatura intre dietd, TLAMD si microbiota. Toate aceste elemente influenteaza
expresia lui Nrf2 si p65.

Bacteriile intestinale joaca un rol critic in limitarea diseminarii sistemice
a bacteriilor comensale (Slack et al, 2012).

Un numéar mare de evaludri nutritionale si toxicologice au raportat ca
biomasa de alge este un supliment valoros pentru hrana animalelor si poate fi
consideratad un substitut pentru sursele de proteine comune (faina de soia, faina de
peste etc.).

Pasarile de curte sunt principala tintd in cazul animalelor domestice,
deoarece utilizarea algelor in dietele pentru pasari de curte reprezinta cea mai
promitatoare oportunitate pentru utilizarea comerciald a algelor in hrana
animalelor. La péasarile de curte, algele pot fi utilizate ca inlocuitor partial al
surselor de proteine comune, cu o Tncorporare de 5-10%. Spirulina o alga albastra-
verde este bogatd in: Vitaminele A, B1, B2, B3, B6, B12, D, E, K. Minerale:
mangan, cupru, fier, zinc, seleniu, fosfor, calciu. Acizi grasi esentiali: Omega 3 si
Omega 6.

Proprietatile antiinflamatorii ale spirulinei pot fi atribuite capacitatii sale
de a inhiba sinteza citokinelor proinflamatorii, cum ar fi TNF-gamma, IL-6 si IL-
1, precum si activitatile enzimelor ciclooxigenaza 2 (COX-2) si a sintezei oxidului
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nitric inductibil (iNOS) (Hwang et al, 2011). In plus, SPC este prezenta in spirulini
si prezinta un puternic efect antiinflamator (Romay et al, 1998).

Si aminoacizii esentiali abundenti care se gasesc in spirulina joaca un rol
crucial Tn Tmbunatatirea starii generale de sanatate si a capacitdtii antioxidante
mediate de Nrf2, atenuand in acelasi timp tulburdrile de sanatate si atenuand
efectele stresului termic.

Sistemul gastro-intestinal al puilor, care gazduieste o microbiota diversa si
complexd, poate beneficia de ajustari ad-hoc in compozitia furajelor pentru a
include turmericul. Avand in vedere eficacitatea spirulinei in scaderea numarului
de coliformi si cresterea numarului de Lactobacillus in intestin (Samarasinghe et
sal, 2003), imbunatatirea ecologiei microbiene intestinale prin aditivi fitogenici
precum spirulina poate imbunatiti starea imunitara a puiului de carne in timpul
stresului. Cu toate acestea, datele referitoare la efectul de ameliorare a spirulinei
asupra ecologiei microbiene intestinale a puilor de carne Tn timpul stresului sunt
incé reduse. Este interesant de observat ca, chiar si atunci cand sunt utilizate in
cantitdti mici, algele pot Tmbunatati sistemul imunitar, metabolismul lipidic,
functia intestinala si rezistenta la stres (Norambuena et al. 2015).

Tinand cont cd antibioticele care favorizau cresterea sunt interzise,
cercetarea asupra tesutului limfoid asociat mucoasei intestinale s-a dezvoltat
pentru pre- si probioticele cele mai potrivite pentru stimularea sistemului imunitar
intestinal. Efectele acestor aditivi furajeri se manifesta atat local cat si sistemic
deoarece pot stimula si raspunsuri imune la nivelul altor organe prin sistemul
imunitar comun al mucoasei. Functionarea corectd a sistemului imunitar asociat
mucoasei se bazeazd pe prezenta bacteriilor intestinale benefice. Adaosul de
spirulina influenteaza pozitiv populatia bacteriana benefica de la nivel intestinal,
imbunatateste raspunsul imun umoral si celulare si dezvoltarea oganelor limfoide
primare ale pasarilor. Mediul fizico-chimic al tractului gastro-intestinal depinde de
multi factori, dieta, metabolitii bacterieni si secretia corporald fiind factori
determinanti majori. Existd un echilibru delicat intre mediul din lumen si
functionalitatea celulelor epiteliale, iar factorii alimentari sunt responsabili de
expresia genelor din intestin si de adaptarea acestuia (Romay et al, 1998).

I11.5.4. Expresia imunohistochimici a markerilor IL-6 si TNFAPIS

Figura 5.42. Expresia IL6 la lotul control. Se observa supraexpresia IL6
intracitoplasmatica a celulelor epiteliale din duoden. Col IHC anti IL-6
x100
Figure 5.42. IL6 expression in control group. Intracytoplasmic IL6
overexpression of duodenal epithelial cells is observed. Col IHC anti IL-6
x100
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Se observa supraexpresia IL6 intracitoplasmatica a celulelor epiteliale din
duoden. Col IHC anti IL-6 x100.

Figura 5.43. Expresia IL6 la LEI. Se
observa  expresia  redusa a IL6
intracitoplasmatica a celulelor epiteliale
din duoden. Col IHC anti IL-6 x100

Figure 5.43. IL6 expression in LEI.
Reduced intracytoplasmic IL6 expression

in duodenal epithelial cells is observed.
Col IHC anti IL-6 x100

i Bl

Figura 5.46. Expresia IL6 la lotul E4. Se
observa expresia IL6 intracitoplasmaticd
moderata spre intensd la LE4. La baza
epiteliului se observa si prezenta unui
edem. Col IHC anti -IL6.

Figure 5.46. IL6 expression in batch E4.
Moderate to intense intracytoplasmic IL6
expression is observed in LE4. At the base

of the epithelium, edema is also present.
Col IHC anti -IL6.

Figura 5.44. Expresia IL6 la lotul LE2. Se
observa expresia IL6 intracitoplasmatica
a celulelor epiteliale din duoden. Col IHC
anti IL-6 x100

Figure 5.44. IL6 expression in batch LE2.
Intracytoplasmic  IL6  expression in
duodenal epithelial cells is observed. Col
IHC anti IL-6 x100

Figura 5.47. Expresia TNFAPIS la lotul
control. Se observa expresia intensd,
intracitoplasmatica moderat-intensa a
celulelor epiteliale din duoden. Col IHC
anti TNFAPIS x100

Figure 5.47. TNFAPIS expression in the
control group. Intense, moderate-intense
intracytoplasmic expression in duodenal
epithelial cells is observed. Col IHC anti
TNFAPIS8 x100

Figura 5.45. Se observa expresia IL6
intracitoplasmatica moderata a celulelor
epiteliale din duoden la LE3. Col IHC
anti IL-6 x100

Figure 5.45. Moderate intracytoplasmic
ILG6 expression is observed in duodenal
epithelial cells of the LE3. Col IHC anti
IL-6 x100

Figura 5.48. Expresia TNFAPIS la LEI.
Se observa expresia intracitoplasmatica
moderatd a celulelor epiteliale din
duoden. Col IHC anti TNFAPIS x100
Figure 5.48. Reduced intracytoplasmic
expression of duodenal epithelial cells is
observed. Col IHC anti TNFAPIS x100

Figura 5.49. Expresia TNFAPIS la LE2.
Se observa expresia intracitoplasmatica
moderatd a celulelor epiteliale din
duoden. Col IHC anti TNFAPIS x100
Figure 5.49. TNFAPI8 expression in LE2.
moderate intracytoplasmic expression of
duodenal epithelial cells is observed. Col
IHC anti TNFAPI8 x100

Figura 5.50. Expresia TNF alfa la lotul

E3.  Se observa  expresia  IL6
intracitoplasmatica moderatd in celulele
epiteliale si un edem la polul bazal al
epiteliului. Col IHC anti TNFAPIS x100
Figure 5.50. TNF alpha expression in the
E3 group. Moderate intracytoplasmic IL6
expression is seen in epithelial cells and
edema at the basal pole of the epithelium.
Col IHC anti TNFAPIS x100
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Figura 5.51. Expresia TNFAPIS la LE4.
Se observa expresia intracltoplasmica
moderata spre intensa a celulelor
epiteliale din duoden. Col IHC anti
TNFAPIS8 x100

Figure 5.51. TNFAPIS expression in LE4.
Moderate to intense intracytoplasmic ra
expression is observed in duodenal
epithelial cells. Col IHC anti TNFAPI8
x100



I1.5.5. Cercetari privind reactivitatea tesutului limfoid asociat mucoasei
intestinului dupa expunerea giinilor ouitoare la ZooBior2

Tesutul limfoid asociat mucoasei intestinale

Evaluarea tesutului limfoid asociat mucoasei intestinale s-a realizat la nivelul
placilor Payer din jejun si a amigdalelor cecale.

Placile Payer din jejun prezinta aglomerari limfoepiteliale mari, limfonoduli rari si
epiteliul luminal desprins la loturile control, LE2, LE3, LE4. Placile Payer din jejun
la LE1 prezinta aglomerari limfoepiteliale moderate, limfonoduli rari si epiteliul
luminal care gi-a pastrat integritatea morfologica.

Fig 5.53. Placile Payer din jejun la

LE1 prezinta aglomerari
limfoepiteliale moderate,
limfonoduli rari si epiteliul luminal
care si-a pastrat integritatea. Col
HE x40.

Fig 5.53. Payer's plaques in the
jejunum of LEl show moderate
lymphoepithelial clusters, sparse
lymph nodes and luminal epithelium
that has preserved its integrity. Col
HE x40.

Fig 5.52 Placile Payer din jejun la pasarile din lotul control prezinta
aglomerari limfoepiteliale difuze, moderate, limfonoduli rari si
epiteliul luminal care si-a pastrat partial integritatea. Col HE x40.

Figure 5.52. Payer plaques in the jejunum of the control birds showed
diffuse, moderate lymphoepithelial clumping, sparse lymph nodes and
luminal epithelium that partially preserved its integrity. Col HE x40.

Figura 5.54. Placile Payer din jejun
la  LE2 prezinta aglomerari
limfoepiteliale moderate,
limfonoduli rari si epiteliul luminal
care si-a pierdut partial integritatea.
Col HE x100

Figure. 5.54. Payer's plaques in the
jejunum in LE2 show moderate
lymphoepithelial ~clusters, sparse
lymph nodes and luminal epithelium
that has partially lost its integrity.
Col HE x100
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Fig. 5.55. Placa Payer de la pasarile
din LE3. Se observa aglomerari
limfoepiteliale mari, limfonoduli
rari si epiteliul luminal desprins. Col
Hex40.

Figure 5.55. Payer plate from LE3
birds.  Large  lymphoepithelial
clusters, sparse lymph nodes and
detached luminal epithelium are
observed. Hex40 col.



Figura 5.56. Placa Payer de la
pasarile din LE4. Se
aglomerari  limfoepiteliale  mari,
limfonoduli rari si edem la nivelul

observa

laminei propria din zona luminala.
Col HE x40.

Figure 5.56. Payer plate from LE4
birds.  Large  lymphoepithelial
clusters, rare lymph nodes and
oedema of the lamina propria in the
luminal area are observed. Col HE
x40.

Figura 5.57. Amigdale cecale de la
lotul control. Amigdalele cecale de

la lotul control prezinta aglomerari
limfoepiteliale, edem care determina
desprinderea epiteliului de
suprafata. Col HE x100.

Figure 5.57. Cecal tonsils from the
control group. Cecal tonsils from
control group show lymphoepithelial
clumping, oedema causing

detachment of surface epithelium.
Col HE x100.

Figura 5.59. Amigdale cecale la LE2,
Amigdale cecale la LE2. La acest lot se
evidentiaza aglomerari limfoepiteliale si
limfonoduli mici si rari. Col Hex100
Figure 5.59. Cecal tonsil at LE2, Cecal
tonsil at LE2. Small and rare
lymphoepithelial ~clusters and lymph
nodes are evident in this lot. HEx100
Staining

Discutii

Figura 5.60. Amigdalelor cecale la
pasarile din LE3. In lamina propria a
amigdalelor cecale la pasarile din LE3
remarcam fesut limfoid difuz asociat cu
limfonoduli. Col HEx100

Figure 5.60. Cecal tonsils in LE3 birds. In
the lamina propria of the cecal tonsils of
LE3 birds we note diffuse lymphoid tissue
associated with lymph nodes. HEx100
staining

Figura 5.58. Amigdale cecale de la
LE1. Amigdale cecale de la LE1 sunt
formate din aglomerari
limfoepiteliale in care se remarca i
limfonoduli. Col HE x100

Figure 5.58. Cecal tonsil of LE1. The
cecal tonmsils of LEI consist of
lymphoepithelial clusters in which
lymph nodes are also noted. Col HE
x100

Figura 5.61. Amigdalele cecale la
pasarile din LE4. In lamina propria

a amigdalelor cecale la pasarile din
LE3 remarcam fesut limfoid difuz
asociat cu limfonoduli. Col Hex100
Figure 5.61. Caecal tonsils from the LE4.
Cecal tonsils in LE4 birds. In the lamina
propria of the cecal tonsils in LE3 birds
we note diffuse lymphoid tissue associated
with lymph nodes. HE x100 stain

O mare atentie a fost acordata activitatilor antioxidante si antiinflamatorii ale
Spirulinei la multe specii de animale, care nu pot fi explicate doar prin continutul de
macro si micronutrienti al Spirulinei.

De asemenea, s-a demonstrat ca extractul lipidic de Spirulina reprima expresia
si secretia citokinelor proinflamatorii (TNF-a, IL-1£ si IL-6) prin inhibarea caii NF-kB.
Tn plus, Spirulina contine, de asemenea, heptadecan, o componenti volatild care s-a
dovedit a suprima expresiile genelor proinflamatorii prin reducerea activitatii NF-KB.
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Cu toate acestea, trebuie luat in considerare faptul cd polizaharidele continute in
Spirulina pot induce calea NF-kB. Tn plus, s-a observat, de asemenea, cum consumul de
Spirulind a crescut activarea macrofagelor (activitatea fagocitara si productia de nitriti)
la pui.

Tn plus, dincolo de beneficiile cunoscute ale PFA pentru performanti,
rezultatele studiului au evidentiat potentialul PFA pentru protectia antioxidantd a
gazdei, detoxifierea si gestionarea inflamatiei la nivel intestinal. In mod interesant, s-a
demonstrat ca, atunci cand PFA a fost utilizat impreuna cu dieta cu specificatii scazute,
potentialul de cito-protectie la nivelul intestinului a fost maximizat (Finamore et al,
2017). De asemenea, Spirulina este bogata in Se, vitamina E, C etc.

Vitamina E este principalul antioxidant biologic care rupe lanturile, localizat in
membranele biologice ale diferitelor tesuturi.

Interesul pentru TLAMD aviar este in crestere in prezent. In tesutul limfoid asociat
mucoasei intestinale, multe macrofage, celule dendritice, celule T si celule B care
secretd IgA sunt mediatori importanti ai raspunsului imunitar dobandit (Campbell et al,
2002). Celulele reglatoare sunt prezente in organele imunitare intestinale pentru a
mentine toleranta la alimente si la autoantigene. La indivizii sdndtosi, lipsa de reactie a
celulelor T este mentinuta de catre celulele dendritice rezidente

In ingredientele pentru alimente si furaje, vitamina E poate fi gasita sub forma

de 4 tocoferoli si 4 tocotrienoli. Este posibil ca intestinul s fie un loc special pentru ca
y-tocoferolul si tocotrienolii sa-si joace rolul antioxidant.
Recent, s-a demonstrat ca reciclarea vitaminei E in celuld este cheia activitatii sale
antioxidante. Acidul ascorbic, seleniul, vitaminele B1 si B2 sunt elemente importante
ale reciclarii vitaminei E. Prin urmare, daca reciclarea este eficientd, chiar si o
concentratie scazutd de vitamina E. Concentratii ridicate de vitamina E au fost prezente
in mucoasa duodenului si a jejunului, cu o tendintd spre niveluri mai scazute in ileon si
cecum si semnificativ mai putin Tn colonul puiului. Diferitele izoforme ale vitaminei E
au fost absorbite din digesta de citre mucoasa fard o selectivitate majora. In mod clar,
vitamina E poate fi consideratd ca fiind principalul contribuitor la potentialul
antioxidant al digestiei. Trebuie mentionat, de asemenea, cd, dincolo de activitatea
antioxidantd directd, vitamina E este implicatd in modularea transcrierii si/sau activitatii
enzimatice prin interactiunea cu genele implicate in stresul oxidativ, proliferare,
inflamatie si apoptoza. De fapt, astfel de gene includ SOD, NO sintetaza,
ciclooxigenaza-2, NAPDH oxidaza, NFkB (Surai Peter F. et al, 2015).

Deficitul de seleniu creste susceptibilitatea la boli infectioase si sporeste stresul
biochimic ca raspuns la colonizarea agentilor patogeni (Lee S.H. et al, 2014).

Se este necesar pentru functionarea sistemului imunitar, iar deficitul de Se este asociat
Cu 0 pierdere a capacitatii imunitare. Se poate imbunatati capacitatea antioxidanta a
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organismelor prin diferite cai. Se poate ameliora inflamatia prin imbunatatirea functiei
antioxidante a tractului intestinal. Principala sursd de Se in organism provine din
alimentatie. Datele din literatura de specialitate referitoare la efectul Se asupra NF-xB
si inflamatiei pot fi impirtite in trei grupe. In primul rand, au fost prezentate efectele
daunatoare ale deficientei sau excesului de Se asupra semnalizarii NF-«B. S-a raportat
ca deficitul de Se atenueaza imunitatea mucoasei duodenale de pui prin activarea caii
de semnalizare NF-«xB.

In plus, a existat o corelatie negativa puternica intre nivelurile de expresie a

proteinei NF-kB si nivelurile de expresie a proteinei Nrf2 in duoden, jejun si ileon.
In comparatie cu grupul de control, nivelurile de expresie a ARNm NF-kB, IL-1f si
TNF-a au fost semnificativ mai ridicate in grupul OTA. Totusi, nivelurile de expresie a
ARNm Nrf2 si HO-1 au fost semnificativ reduse. Cu toate acestea, cresterea nivelului
de expresie a ARNm Nrf2 si HO-1 a fost semnificativd Se a reprimat activarea
macrofagelor prin suprimarea translocarii nucleare a NF-«xB, care este implicata in
transcrierea acestor citokine pro-inflamatorii, cum ar fi IL-6, TNF-a (Bi et al ,2016).
Rezultatele acestui studiu indica o scadere semnificativa a nivelurilor ARNm NF-xB,
IL-1B si TNF-a in grupul OTA + SeY, iar nivelurile de expresie a proteinei NF-«xB in
intestinul puilor de carne au scazut semnificativ, de asemenea, in comparatie cu grupul
OTA(Tong C et al, 2020).

Tntr-un alt studiu, ARNm al IL-1B, IL-6 si IL-8 din pui atinge niveluri maxime
n intestin Tntre ziua 4 si 6 dupa infectii parazitare sau bacteriene pentru a initia un
raspuns de faza acuta (Swaggerty si colab., 2004; Hong et al., 2006).

Spirulina este, de asemenea, bogata in polizaharide. Polizaharidele ar putea fi
un imunopotentiator pentru a promova proliferarea limfocitelor B si a limfocitelor T,
cresterea titrului de anticorpi serici si reducerea raportului dintre heterofilii si limfocitele
din sange. CD3+, CD4+ si CD8+ sunt markeri vitali ai limfocitelor T si pot fi utilizati
ca indicatori ai raspunsului celulelor T.

Polizaharidele derivate din plante ar putea activa macrofagele prin
recunoasterea si legarea la receptorii specifici de pe suprafetele macrofagelor, ceea ce
este benefic pentru 1mbundtatirea functiei imunitare si exercitarea unui efect
imunomodulator. Liu et al. au descoperit ca suplimentarea cu polizaharide derivate din
alge a redus expresia ARNm relativa a TNF-a si IL-1f in duodenul puilor de carne care
au suferit de stres termic. In plus, modificarea structurald a contribuit la cresterea
activitatii polizaharidelor (Zhang et al, 2021).
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I1.5.6. Efectele de imbunititire a productivititii prin adaosul de ZooBior2

Obiectivele principale ale cresterii pasarilor sunt obtinerea unei cresteri
rapide ,imbunatatirea productivitatii si maximizarea eficientei furajelor.

Suplimentarea cu alge a demonstrat efecte benefice asupra performantei
gainilor oudtoare. Un studiu realizat de (Hajati et al, 2019) a constatat ca includerea
de alge suplimentare n dietele pentru pasari a imbunatatit consumul de hrana si
cresterea productiei. Acest lucru indica faptul ca algele pot contribui la
imbunatatirea performantelor pasarilor.

Prin adaosul de ZooBior2 s-a imbunatatit starea generala a pasarilor prin
reducerea fenomenelor inflamatorii la nivel intestinal, printr-un raport mai bun
intre indltimea vilozitatilor si adancimea criptelor si prin cresterea imunitatii
intestinale.

Toti acesti factori influenteaza intr-un final indicele de conversie al hranei
si productivitatea.

In plus, cercetarile (Park et al, 2018) sugereaza ci functiile fiziologice ale
spirulinei si compozitia nutritivd pot avea efecte pozitive asupra sistemelor
metabolice asociate si cu performantele de crestere. Acest lucru indica faptul ca
spirulina, cu compozitia si proprietatile sale specifice, poate sprijini potential
productia dar si dezvoltarea pasarilor. Aceste constatari evidentiaza potentialul
incorporarii algelor, cum ar fi spirulina, in dietele pentru pasari, ca mijloc de
optimizare a performantelor de crestere si de maximizare a productivitatii in
industria avicold. Studiile realizate de (Shanmugapriya et al, 2014, Kharde et al,
2012, Kaoud et al, 2015) oferd dovezi ale impactului pozitiv al suplimentarii cu
spirulind asupra performantelor productive ale giinilor ouatoare, indicand ca
includerea ZooBior2 in dietele pentru pasari imbunatateste conversia hranei (FC).
S-a demonstrat ca suplimentarea cu spirulina la diferite niveluri, cum ar fi 0,9 g/kg,
promoveaza cresterea greutatii corporale la pasari, ceea ce poate fi atribuit
absorbtiei mineralelor si vitaminelor prezente in SP.

Studiile evidentiaza faptul cd suplimentarea cu spirulind imbunatateste
eficienta utilizarii hranei, ceea ce duce la o mai buna conversie a hranei. Aceasta
imbunatatire a conversiei furajelor este asociata cu populatia microbiana echilibrata
din tractul gastrointestinal, care imbunatateste absorbtia vitaminelor si mineralelor
din alimentatie. Acest lucru, la randul sdu, contribuie la performanta si sanatatea
generali a pasirilor. In general, constatirile sugereaza ca includerea SP in dietele
pentru pasari poate avea efecte pozitive asupra conversiei furajelor si a
productivitatii generale. Studiul realizat de (Shanmugapriya et al, 2014) a constatat
ca includerea de furaje care contin 1% SP a dus la o scadere a grasimii abdominale
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la pasari in comparatie cu grupul de control si cu alte grupuri suplimentate. Acest
lucru sugereaza ca suplimentarea cu spirulind poate avea un impact pozitiv asupra
reducerii depunerii grasimii abdominale la pasari.

In plus, (Bellof et al, 2013) a raportat ca suplimentarea dietei cu spirulind
a Tmbunatatit semnificativ parametrii carcasei de pasari in ceea ce priveste factori
precum randamentul si compozitia carnii. Mai mult, (Toyomizu et al, 2001) a
observat ca hranirea pasarilor cu spirulind la niveluri de 40 si 80 g/kg in dietele
pentru gaini ouatoare a dus la diferente semnificative (P<0,01) in ceea ce priveste
culoarea cérnii din muschii pasarilor.

Este important de remarcat faptul ca nu toate studiile care au investigat
adaosul de spirulina sau de alte microalge in dietele pentru pasari au raportat efecte
pozitive asupra performantelor de crestere. Unele studii nu au constatat niciun
efect semnificativ sau chiar efecte negative asupra parametrilor de crestere (Bonos
et al, 2016, Altmann et al, 2018). El-Bahr si colab. (EI-Bahr et a, 2020) au raportat
ca includerea a 1 g de SP/kg de dietd nu a influentat consumul de hrand (FI),
raportul de conversie a hranei (FCR) sau greutatea corporala la pui. Tn mod similar,
Altmann si colab. (Altmann et al, 2018) nu au constatat niciun efect notabil asupra
greutatii vii sau a greutatii carcasei atunci cand spirulina a inlocuit jumatate din
proteinele din soia Tn dietele pentru pui. Aceste rezultate contrastante pot fi
atribuite la diversi factori, inclusiv doza si durata suplimentarii cu microalge,
variatiile in conditiile experimentale, diferentele dintre tulpinile de pasari si
variatiile in compozitia si calitatea microalgelor utilizate. in plus, prezenta unor
factori antinutritionali sau interactiunile cu alte componente ale dietei pot
contribui, de asemenea, la efectele observate. in general, efectele suplimentarii cu
microalge asupra performantei de crestere a pasarilor pot varia in functie de
conditiile specifice si de configuratia experimentald. Sunt necesare cercetari
suplimentare pentru a intelege mai bine doza optimd, durata si interactiunile
potentiale ale suplimentarii cu microalge in dietele pentru pasari pentru a obtine
rezultate de crestere consistente si pozitive. In acest sens, (Jamil et al, 2015)
evidentiazd un potential efect negativ al suplimentarii cu spirulind asupra
performantei pasarilor. Adaugarea spirulinei in dietele pentru pasari a dus la o
performantd cu 15% mai micd in comparatie cu pasarile care nu au fost
suplimentate Tn timpul unei perioade specifice de doua saptamani (21-35 de zile).
Cercetatorii au atribuit acest efect negativ vascozitatii ridicate a digestiei, cauzata
de gelifierea proteinelor nedigerabile prezente in spirulind.

Este interesant faptul ca nici macar adaugarea de enzime exogene, cum ar
fi lizozimul sau Rovabio Excel AP, nu a imbunatatit rezultatele negative. Desi
lizozimul a fost capabil sa descompuna peretii celulari ai spirulinei, nu a impiedicat
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gelifierea daundtoare a proteinelor microalgei. Cercetatorii au sugerat ca
combinarea lizozimei cu o peptidaza exogena specializata ar putea potenta digestia
proteinelor din spirulind si ar putea preveni gelificarea. Acest studiu subliniaza
importanta ludrii in considerare a unor factori precum digestibilitatea si
interactiunile cu alte componente ale dietei atunci cand se evalueaza efectele
suplimentérii cu microalge in dietele pentru pasdri. Gelifierea proteinelor si
cresterea ulterioard a vascozitatii digestiei pot avea un impact negativ asupra
utilizarii nutrientilor si a performantelor la pasari. Sunt necesare cercetari
suplimentare pentru a explora strategiile potentiale de depasire a acestor provocari
si pentru a optimiza utilizarea spirulinei sau a altor microalge ca aditivi furajeri in
productia de giini oudtoare. Intr-adevir, constatirile contradictorii dintre studii cu
privire la efectele suplimentarii spirulinei in dietele pentru pasari pot fi atribuite la
diversi factori.

lata cativa factori posibili care pot contribui la aceste neconcordante.

1. Nivelurile de spirulina: Concentratia sau nivelul de includere a
spirulinei Tn diete poate varia de la un studiu la altul. Diferitele niveluri de
suplimentare pot avea efecte diferite asupra performantei puilor de carne.

2. Hibrizi: Diferite tulpini sau hibrizi de pui pot raspunde diferit la
suplimentarea cu spirulina. Variatiile genetice dintre rasele de pasari pot influenta
capacitatea acestora de a utiliza nutrientii si de a raspunde la interventiile dietetice.

3. Vérsta: Varsta in momentul suplimentarii cu spirulina poate influenta
rezultatele. Starea fiziologica si metabolica a puilor de carne se schimba pe mésura
ce cresc, ceea ce poate afecta raspunsul lor la interventiile dietetice.

4. Conditiile de cazare: Variatiile in conditiile de adapostire, cum ar fi
temperatura, umiditatea si ventilatia, pot avea un impact asupra performantelor
puilor de carne. Factorii de stres din mediul inconjurdtor pot interactiona cu
suplimentarea cu spirulind si pot influenta rezultatele.

5. Pregatirea furajelor: Prelucrarea si formularea dietelor pentru puii de
carne, inclusiv metoda de incorporare a spirulinei, pot afecta disponibilitatea si
digestibilitatea nutrientilor. Diferentele in tehnicile de preparare a furajelor intre
studii pot contribui la variatiile rezultatelor.

6. Metoda de administrare: Modul in care spirulina este administrata la
pasari poate varia. Ar putea fi amestecatd direct In dietd, oferitd ca supliment
separat sau administratd prin intermediul apei de baut. Modul de administrare
poate influenta interactiunea dintre spirulind si sistemul digestiv al pasarilor.
Avand in vedere acesti factori, este important sa se interpreteze rezultatele studiilor

individuale in contextul conditiilor experimentale specifice si al metodologiei utilizate.
Cercetdrile ulterioare, cu protocoale standardizate si esantioane de dimensiuni mai mari,
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pot contribui la stabilirea unor concluzii mai consistente in ceea ce priveste efectele
suplimentdrii cu spirulind asupra performantei puilor de carne. Adaosul in dietd a
Spirulinei reprezintd una din strategiile disponibile pentru a imbunatati indicele de
conversie al hranei si productivitatea pasarilor. Scopul acestor strategii nutritionale a
fost reducerea excretiei totale de azot si a emisiilor de amoniac, probleme critice, in
special in Uniunea Europeana, unde a fost introdusa o legislatie strictd pentru a raspunde
acestor preocupari (Greenhalgh si col., 2020). Cercetari recente efectuate in cadrul
INCDBNA-Balotesti (Proiect ADER 9.1.4) au evidentiat ca reducerea cu 2 procente a
nivelului de proteina bruté in hrana pasarilor pe baza de surse proteice alternative locale
(sroturi de rapita si floarea-soarelui) permite obtinerea unor performante productive si
indici de calitate ai carcasei la nivelul potentialului genetic in cazul suplimentérii cu
aminoacizi esentiali la nivelul cerintelor hibridului. De asemenea nu afecteaza negativ
dezvoltarea gastro-intestinala. Reduce tranzitul proteinei in intestinul subtire si poate
reduce productia de metaboliti toxici proveniti din fermentatia proteinelor in cecum.
Trebuie amntit si faptul cd are efecte pozitive asupra bunastarii pasarilor si asupra
mediului prin reducerea azotului excretat in dejectii. Prin urmare, dezvoltarea si
adoptarea unor solufii nutritionale cu nivel redus de proteina brutd pot reduce
dependenta industriei avicole pentru surse de proteine ,,intacte“(de exemplu, srot soia),
pot crea oportunitatea utilizarii surselor de proteine alternative, pot reduce costurile de
productie si au impact pozitiv asupra mediului (Gheorghe et al, 2017).

I1.5.7. Concluzii partiale

1. Parametrii morfometrici ce caracterizeaza arhitectura mucoasei au variat usor
intre lotul martor si cele experimentale la care s-a adaugat ZooBior2. S-au constatat
diferente semnificative din punct de vedere statistic In ceea ce priveste lungimea
vilozitatilor si adancimea criptelor in duoden, jejun, ileon si cecum intre loturile
experimentale si lotul martor.

2. Iniltimea cea mai mare a vilozitatilor intestinale se observa la LE1 indiferent
de segmentul studiat iar valorile cele mai mici ale Tnaltimii vilozitatilor au putut fi
identificate la LE4, prin adaosul celei mai mari concentratii de ZooBior2.

3. Grosimea musculoasei are valorile cele mai mici la LE4 iar cele mai mari valori
la LE1 iar grosimea stratului muscular al duodenului si al cecumului a fost semnificativ
mai mica la loturile experimentale comparativ cu lotul martor, fiind, de asemenea,
implicata Intr-o digestibilitate mai buna a furajelor.
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4. Diametrul vilozitatilor la baza acestora cel mai mare se remarca la LE1 iar cel
mai mic diametru la LE4. Valorile sunt semnificativ mai mici la loturile experimentale
decét la lotul martor. S-au observat putine enterocite cu semne de apoptoza la toate
loturile experimentale.

5. Tn studiul nostru S. platensis nu a avut un efect semnificativ asupra lungimii
vilozitatilor si adancimii criptelor duodenale. Includerea in ratie a extractului de S.
platensis, ZooBior2 a determinat o scadere a inaltimii vilozitatilor intestinale si a scazut
adancimea criptelor in toate segmentele intestinale. O scadere a adancimii criptelor este
un indicator al unei rate mai mari de reinnoire a tesutului epitelial si ar putea fi implicata
ntr-o mai buna digestibilitate a furajelor.

6. La LE1 s-au constatat si limfonoduli mici. Epiteliul de la polul luminal este
desprins la toate loturile experimentale.
7. Amigdalele cecale se caracterizeaza prin aglomerari limfoepiteliale mari

acoperite de un epiteliu partial desprins la toate loturile experimentale. Diferenta dintre
loturi o realizeaza prezenta limfonodulilor care sunt in numar variabil.

8. Expresia IL-6 este pozitiva la lotul control si LE4 si se reduce progresiv la LE2,
LE3 si LEL.
9. Expresia TNFAIP8 si p65 au expresie asemanatoare IL-6. Prezenta expresiei

intense a acestor markeri semnaleaza un proces inflamator. Reducerea expresiei se
realizeaza datorita suplimentarii cu ZooBior2.

10. Nrf2 prezinta pozitivitate la LE1 care se reduce in ordinea loturilor LE2, LE3,
LE4 si lotul control. Prezenta expresiei Nrf2 la LE1 confirma activarea acestui factor si
implicarea acestuia Tn transcriptia, translatia enzimelor antioxidante.

11. Din punct de vedere economic cel mai avantajos este sa se adauge o doza mai
mica de ZooBior2 in dietad pentru cresterea productivitatii intrucat valorile indicelui de
conversie al hranei si consumul de hrand sunt cele mai mici dintre loturile
experimentale.

12. Cu cat creste doza de ZooBior2 adaugat in hrana (de la 10 mg/kg furaj in sus)
cu atdt efectele benefice scad, valorile indltimii vilozitatilor, a raportului Inaltime
vilozitate: adancime cripta si productivitatea pasarilor se reduc semnificativ.

I1.6. CONCLUZII FINALE

1) Prin adaosul de turmeric in dieta puilor, inaltimea vilozitatilor duodenale se
observa la LE2 (1% turmeric) iar cea mai mica valoare la lotul control. Dintre loturile
experimentale cea mai mica valoare a inaltimii vilozitatilor s-a observat la LE3
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2) Valorile adancimii criptelor cele mai mari le identificam la LE3 (2% turmeric).
Cele mai mici valori sunt la LE2 (1% turmeric). LE1 (0,5%) are o valoari apropiate
de cele ale lotului martor.

3) Cel mai bun raport inaltime vilozitate: adancime cripta se observa la LE2. Cel
mai slab raport dintre toate loturile se observa la LE3.

4) Diametrul vilozitatilor cel mai mare la baza acestora se remarca la LE3 iar cel
mai mic diametru la LE1.

5) Din punct de vedere al expresiei IHC la nivel intestinal, s-a observat pozitivitate
pentru IL-6 in grupurile de control si LE3, sugerand existenta unui proces inflamator.
Pulberea de turmeric a redus inflamatia, astfel ca la LE1 si LE2 expresia IL-6 a fost
moderata spre negativ.

6) Expresia TNF alpha este mai intensa la loturile de control si la LE1, moderata
la LE3. De asemenea coloratia Pax-7 este pozitiva.

7) Adaugarea de doze mici si medii de turmeric duce la cresterea cea mai
insemnatd a expresiei Nrf2.

8) Adaugarea de 1% turmeric Tn dieta puilor broiler din LE2 a dus la cresterea cea
mai intensa a expresiei Nrf2.

9) Adaugarea in dieta pasarilor de 1% turmeric duce la reducerea semnificativa a
expresiei p65 si cresterea accentuatd a expresiei Nrf2 Tn cecum.

10) Adaugarea de 1% si 2% turmeric n dieta puilor din LE2 respectiv LE3 a dus la
scaderea accentuata a expresiei p65 la nivel cecal.

11) Exista o legatura in cadrul proceselor de oxido reducere ntre cresterea expresiei
Nrf2 si scaderea expresiei p65 la nivel intestinal.

12) Placile Payer din jejun prezinta aglomerari limfoepiteliale cu rari limfonoduli
la lotul control si LE1, LE3 cu epiteliul luminal desprins partial. La LE2 s-a constat
prezenta limfonodulilor in aglomerarile limfoepiteliale si epiteliul integru la polul
luminal.

13) Amigdalele cecale se caracterizeaza prin aglomerari limfoepiteliale mari la lotul
control. La celelalte LE se observa si prezenta limfonodulilor Tn aglomerarile limfoide.
Numarul lor este moderat la LE2 si LE1 si mai redus la LE3.

14) Legat de consumul de furaje, cea mai scazuta cantitate consumata s-a obtinut
prin adaosul de 0,5% turmeric in dieta puilor in prima perioada de crestere cu valori
de 110g in primele 7 zile, 3909 intre 7 si 14 zile si 900g pana in ziua 21.

15) Intre ziua 22 si 42 cea mai scizuta cantitate de hrana consumati s-a obtinut la
LE2 cu valori de 1400g péna in ziua 29 iar pana in ziua 42, 2000g.

16) Cel mai mic indice de conversie al hranei s-a observat la LE2 prin adaosul de
turmeric in proportie de 1% in dieta puilor.
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17) Greutatea puilor cea mai buna se observa la LE1 (0,5% turmeric) dar LE2 (1%
turmeric) are valori foarte apropiate diferentele nefiind semnificative.Valoarea
greutatii puilor din LE1 in ziua 42 a fost de 2989.80+£32.30 g.

18) Din punct de vedere economic cel mai avantajos este sa se adauge 1% turmeric
in dietd pentru cresterea greutdtii corporale intrucat valorile indicelui de conversie al
hranei si consumul de hrana sunt cele mai mici dintre loturile experimentale.

19) Tindnd cont de particularitatile morfologice, reactivitatea tesutului limfoid,
indicele de conversie al hranei scazut, de consumul hranei in cea mai redusa cantitate
si de greutatea puilor, concluzionam ca la sfarsitul perioadei de crestere adaosul de
1% turmeric in dietd a dus la cele mai bune rezultate chiar daca in primele 14 zile de
viata adaosul de 0,5% turmeric in hrana a dus la rezultate semnificativ mai bune.

20) Adaosul de 2% turmeric in hrana, la finalul perioadei experimentale, are efecte
negative asupra indicatorilor mai sus mentionati cu exceptia adancimii criptelor.
Ceilalti indicatori au valori similare cu lotul martor, astfel incat nu se justifica din
punct de vedere economic adaosul de 2% turmeric.

21) Parametrii morfometrici ce caracterizeaza arhitectura mucoasei au variat usor
intre lotul martor si cele experimentale la care s-a adaugat ZooBior2. S-au constatat
diferente semnificative din punct de vedere statistic in ceea ce priveste lungimea
vilozitatilor si adancimea criptelor in duoden, jejun, ileon si cecum intre loturile
experimentale si lotul martor.

22) Inaltimea cea mai mare a vilozitatilor intestinale se observi la LE1 indiferent
de segmentul studiat iar valorile cele mai mici ale Tnaltimii vilozitatilor au putut fi
identificate la LE4, prin adaosul celei mai mari concentratii de ZooBior2.

23) Grosimea musculoasei are valorile cele mai mici la LE4 iar cele mai mari valori
la LE1 iar grosimea stratului muscular al duodenului si al cecumului a fost
semnificativ mai mica la loturile experimentale comparativ cu lotul martor, fiind, de
asemenea, implicatd intr-o digestibilitate mai buna a furajelor.

24) Diametrul vilozitatilor la baza acestora cel mai mare se remarca la LE1 iar cel
mai mic diametru la LE4.Valorile sunt semnificativ mai mici la loturile experimentale
decat la lotul martor.

25) Tn studiul nostru S. platensis nu a avut un efect semnificativ asupra lungimii
vilozitatilor si adancimii criptelor duodenale. Includerea in ratie a extractului de S.
platensis, ZooBior2 a determinat o scadere a inaltimii vilozitatilor intestinale si a
scazut adancimea criptelor in toate segmentele intestinale. O scadere a adancimii
criptelor este un indicator al unei rate mai mari de reinnoire a tesutului epitelial si ar
putea fi implicata intr-o mai buna digestibilitate a furajelor.
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26) Tesutul limfoid din placile Peyer la nivelul jejunului este format din aglomerari
limfoepiteliale mai reduse. La LE1 s-au constatat si limfonodului mici. Epiteliul de la
polul luminal este desprins la toate loturile experimentale.

27) Amigdalele cecale se caracterizeaza prin aglomerari limfoepiteliale mari
acoperite de un epiteliu partial desprins la toate loturile experimentale. Diferenta dintre
loturi o realizeaza prezenta limfonodulilor care sunt in numar variabil la LE.

28) Expresia IL-6 este pozitiva la lotul control si LE4 si se reduce progresiv la LE2,
LE3 si LEL.

29) Expresia TNFAIP8 si p65 au expresie asemanatoare IL-6. Prezenta expresiei
intense a acestor markeri semnaleazd un proces inflamator. Reducerea expresiei se
realizeaza datorita suplimentarii cu ZooBior2.

30) Nrf2 prezinta pozitivitate la LE1 care se reduce n ordinea loturilor LE2, LE3,
LE4 si lotul control. Prezenta expresiei Nrf2 la LE1 confirma activarea acestui factor
si implicarea acestuia in transcriptia, translatia enzimelor antioxidante.

31) Din punct de vedere economic cel mai avantajos este sa se adauge o dozd mai
mica de ZooBior2 in dieta pentru cresterea productivitatii intrucat valorile indicelui de
conversie al hranei si consumul de hrand sunt cele mai mici dintre loturile
experimentale.
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72. Figura 5.13. Mucoasa ileonului de la LE2 prezinta infiltratii limfoide mari in lamina propria a
mucoasei si periglandular. Vilozitatile la polul luminal au epiteliul columnar desprins. Col Hex100;

............................................................................................................................................. 102
73. Figura 5.14. Mucoasa ileonului de la LE3 prezinta infiltratii limfoide mari in lamina propria a
mucoasei periglandular. Vilozitatile la polul luminal au epiteliul columnar desprins. Col HEx100; . 102
74. Figura 5.15. Mucoasa ileonului de la LE4 vilozitatile de polul luminal cu epiteliul columnar
deSPriNS. COI HEXLOO; .. .cviiirieiieieitieie sttt sttt b et e st et e e st te et e besbesbe st e s e e enease e 102
75. Figura 5.16. CECUM Lot C -Epiteliul de suprafata desprins iar cel glandular prezint limfocite
intraepiteliale Coloratie HeX400;..........ccooviiiiiiiiiiiiiii i 102
76. Figura 5.17. Cecum provenit de la LEL. Se evidentiaza integritatea epiteliului de suprafata si o
infiltratie limfoida difuza in lamina propria. Col HE X400;..........cccoveiiiiiiiiiieieeiee s 102

157



77. Figura 5.18. Cecum LE2. Epiteliul de suprafati este desprins in lamina propria infiltrate

TN (oo Ll L 10 4SO 102
78. Figura 5.19. Cecum LE3. Epiteliul de suprafata este desprins In epiteliul glandular se observa
numeroase limfocite intraepiteliale. Coloratie HEX 400;............cccccoiiiiiininiiiiriiiseccs e 103
79. Figura 5.20. Cecum LE4-Coloratie HEx 100. Epiteliul de suprafatd este despins In lamina
propria se observa un infiltrat limfoid redus periglandular. Coloratie HEx 100; ..........ccccoveviivirnnnn. 103
80. Figura 5.21. Inaltimea vilozitatilor duodenale;............c..cceververerrerrrenienns ... 104

81. Figura 5.22. Inaltimea vilozititilor cecale;........... ... 104
82. Figura 5.23. Inaltimea vilozitatilor ileale; ........ ... 105
83. Figura 5.24. Inaltimea ViloZitAt1Or JEJUNALE; ........cvvveerrecee e 105
84. Figura 5.25. Grosimea musculoasei la nivelul duodenului;...........ccccocvevviiiiiiiiiicnesce, 105
85. Figura 5.26. Grosimea musculoasei la nivelul jejunului; .........ccccoeveriiiiciniiiccee 105
86. Figura 5.27. Grosimea musculoasei la nivelul ileonului; ..o 105
87. Figura 5.28. Grosimea musculoasei la nivelul cecumului; .........ccocoveveiiiiiniiiienee 105
88. Figura 5.29. Diametrul vilozitatilor la nivelul cecumului; .........ccocovvreeniiiiniicicee 106
89. Figura 5.30. Diametrul ViloZitatilor 11€0NUIUI; . ...c.vveveieieirieereeesee e s 106
90. Figura 5.31. Diametrul vilozitatilor duodenale; .............cocociiiiiiiiiiciciiice e 106
91. Figura 5.32. Diametrul vilozitatilor la nivelul Jejunului; ........ccccovreierrennerireiseseeneees 106
92. Figura 5.33. Se observa expresia lui p65 intracitoplasmatica intensa la lotul control a celulelor
din lamina propria. Col IHC anti PE5X100; .......ceerueirieieririeisiereseeesieesesieesie et sesesnennas 109
93. Figura 5.34. Se observa expresia lui p65 intracitoplasmatica moderata a celulelor epiteliale din
duoden la lotul E1. Col THC anti IL-6 X400; ........coouiiieeiieeceie ettt st 109
94, Figura 5.35. La lotul E2 se observa expresia p65 intracitoplasmaticd moderata a celulelor
epiteliale din duoden. Col THC anti P65 X400; .....c.ooeirieiiririirieerieesieie et sesse et ne e sasnennas 110
95. Figura 5.36. Se observa la LE3 expresia lui p65 intracitoplasmaticd moderatd a celulelor
epiteliale din duoden. Col IHC anti P65 X400 .......ccoiirirerieieiiinesie et 110
96. Figura 5.37. Se observa expresia lui p65 intracitoplasmaticd moderata acelulelor epiteliale din
duoden. Col THC anti PB5 XADD; .......cueiueruirieieieiieieeiiste sttt b bbb 110
97. Figura 5.38. La lotul control Nrf2 se observa o expresia redusa a celulelor epiteliale si din
lamina propria. Col anti NFf2XA00; ..o 110
98. Figura 5.39. La LE2 se observa expresia Nrf2 intracitoplasmaticd moderatd a celulelor
epiteliale din duoden. Col IHC anti N2 X400 ........cccciiiiireieiecee e 110
99. Figura 5.40. La LE4 Se observa expresia Nrf2 intracitoplasmatica a celulelor epiteliale din
duoden. Col THC anti NIF2XA00; .......ooiieiieeiie ettt ettt ettt et saa e s be e erae s steesabeeres 110
100. Figura 5.41. Se observa expresia Nrf2 intracitoplasmaticd moderata a celulelor epiteliale din
duoden. Col THC anti N2 XA00; ......oooiiiiieiie ettt ettt ettt e te e st be e erae s ste s sabeeres 110
101. Figura 5.42. Expresia IL6 la lotul control. Se observa supraexpresia IL6 intracitoplasmatica a
celulelor epiteliale din duoden. Col IHC anti IL-6 X100;........c.coeveiriererenierieieesesesiesie e e 112
102. Figura 5.43. Expresia IL6 la LE1. Se observa expresia redusa a IL6 intracitoplasmatica a
celulelor epiteliale din duoden. Col IHC anti IL-6 X100;........c.couiieiiiererenierieieeseee e seeee e 113
103. Figura 5.44. Expresia IL6 la lotul E2. Se observa expresia IL6 intracitoplasmatica a celulelor
epiteliale din duoden. Col IHC anti IL-6 X100; ......ccccecirirerierieiiieese s sesie et 113
104. Figura 5.45. Se observa expresia IL6 intracitoplasmatica moderata in celulelor epiteliale din
duoden [a LE3. Col IHC anti IL-6 X100; ......cveiiiiiiiiiiiee ettt ettt ste e st e e s sbb s s sabaa s s enanas 113
105. Figura 5.46. Expresia IL6 la lotul E4. Se observa expresia IL6 intracitoplasmatica moderata
spre intense la LE4. La baza epiteliului se observa si prezenta unui edem. Col IHC anti -IL6........... 113

106. Figura 5.47. Expresia TNFAPI8 la lotul control. Se observa expresia intense;
intracitoplasmatica moderata-intensa in celulelor epiteliale din duoden. Col IHC anti TNFAPI8 x100;
............................................................................................................................................. 113



107. Figura 5.48. Expresia TNFAPI8 la LEL. Se observa expresia intracitoplasmaticd moderata a

celulelor epiteliale din duoden. Col IHC anti TNFAPI8 X100;........ccccuiererererieeaeeesese e 113
108. Figura 5.49. Expresia TNFAPI8 la LE2. Se observa expresia intracitoplasmaticd moderata a
celulelor epiteliale din duoden. Col IHC anti TNFAPI8 X100; ........ccccuiirerererieeneee e 114

109. Figura 5.50. Expresia TNF alfa la lotul E3. Se observa expresia IL6 intracitoplasmatica
moderata incelulele epiteliale si un edem la polul bazal al epiteliului. Col IHC anti TNFAPI8 x100;113
110. Figura 5.51. Expresia TNFAPI8 la LE4. Se observa expresia intracitoplasmatica moderata spre
intense ra in celulelor epiteliale din duoden. Col IHC anti TNFAPI8 X100;.........cccovvierereneieniaeanens 113
111. Figura 5.52. Placile Payer din jejun la pasarile din lotul control prezinta aglomerari
limfoepiteliale difuze, moderate, limfonoduli rari si epiteliul luminal care si-a pastrat partial integritatea.

Ol HE XAD; ...ttt bbbt bbb 114
112. Figura 5.53. Placile Payer din jejun la LE1 prezinta aglomerari limfoepiteliale moderate,
limfonoduli rari si epiteliul luminal care si-a pastrat integritatea. Col HE X40; .......cccccceevvvenirnennn. 114
113. Figura 5.54. Placile Payer din jejun la LE2 prezinta aglomerari limfoepiteliale moderate,
limfonoduli rari si epiteliul luminal care si-a pierdut partial integritatea. Col HEX100; ..................... 114
114. Figura 5.55. Placa Payer de la pasarile din LE3. Se observa aglomerari limfoepiteliale mari,
limfonoduli rari si epiteliul luminal desprins. Col HEX40; ..........ccoeiiriiniiiieeeceee e 114
115. Figura 5.56. Placa Payer de la pasarile din LE4. Se observa aglomerari limfoepiteliale mari,
limfonoduli rari si edem la nivelul laminei propria din zona luminala. Col HE x40; ..........ccccccevnnee. 115

116. Figura 5.57. Amigdale cecale de la lotul control. Amigdalele cecale de la lotul control prezinta
aglomerari limfoepiteliale, edem care determind desprinderea epiteliului de suprafata. Col HE x100;

............................................................................................................................................. 115
117. Figura 5.58. Amigdale cecale de la LE1. Amigdale cecale de la LE1 sunt formate din
aglomerari limfoepiteliale in care se remarca si limfonoduli. Col HE X100; .......cccoeeerieniiniennnnns 115
118. Figura 5.59. Amigdale cecale la LE2, Amigdale cecale la LE2. La acest lot se evidentiaza
aglomerari limfoepiteliale si limfonoduli mici si rari. Col HEX100; .......c.coovviiiiniiiiiiicnieen 115

119. Figura 5.60. Amigdalelor cecale la pasarile din LE3. Tn lamina propria a amigdalelor cecale la
pasdrile din LE3 remarcam tesut limfoid difuz asociat cu limfonoduli. Col HEXx100;

............................................................................................................................................. 115
120. Figura 5.61. Amigdalele cecale la pasirile din LE4. In lamina propria a amigdalelor cecale la
pasarile din LE3 remarcam tesut limfoid difuz asociat cu limfonoduli. Col Hex100. 115

159



Appendix 1. List of figures

Figure 1.1. Chick in first Week of [ife-LEL;........ccccviviiiiiiiiiciesieee e 59
Figure 1.2. Day-0ld ChICK-LE2; ..........cciiiiiiiieeieeese ettt 59
Figure 1.3. Base diet+20g turmeric to be homogenized ;.........cccocevveviiiiiieiiicc e 59

Figure 1.4. Chicken -14 days-LE1;
Figure 1.5. Chicken- 22 days-LES3;
Figure 2.1. Duodenum of the Control batch chicks. The intetinal villi are thin with oedema and
eplthellal detachment in the apex area -HEA Staining X40; .......ccoovveiiiiiiiiie e 65
7. Figure 2.2. Duodenum prices in the control group Duodenum prices in the control group. The
luminal pole of the intestinal villi is very difficult to distinguish due to their detachment and the luminal
content with which they intertwine. HE Stain X40..........c.ccooiiiiiiiieeese e 65
8.  Figure 2.3. Duodenum from the Control Lot. In the axis of the intestinal villi and periglandular
infiltrate with lymphocytes, oedema, and sometimes rupture of the epithelial barium are observed. -HEA

O’.U":b.‘*’!\’!—‘

SEAIN XA00 ...ttt bbb bR R E R E R R e bbbt 65
9.  Figure 2.4. Visible intestinal villi, more intact than in the control group. Some detachment can be
seen in the luminal pole HEA Staining X100. .......cccoieriiiiiiiinreereinee e 66
10. Figure. 2.5. Villi covered by columnar epithelium consisting of enterocytes and frequent goblet
ot | o |y AN = T T oo [OOSR 66
11. Figure 2.6. Duodenum LE1 Inner circular, thickened and outer longitudinal layers of the
muscularis.muscularis.-HEA Staining X400..........cccueireinieiniersii et 66
12. Figure 2.7. Duoden LE2. Intestinal villi are long, small diameter, columnar epithelium
preserving its integrity, crypt depth is reduced, muscular tunic is thin compared to control -HEAx100
SEAIMING vttt ettt s ettt e st e st s e e R et e bt h e Rt b e b e e e e R e e e b e e b e Rt e R bt e R et e btk Re et e Rt et bet e et 67
13. Figure 2.8. In the axis of the intestinal villi at E2, duodenum, reduced lymphocytic infiltrate in
the lamina propria and some intraepithelial lymphocytes were observed. HE stain x400 ..............c........ 67
14. Figure 2.9. Duoden LE2. Tunica musculard cu un strat circular intern usor mai subtire in
comparatie cu lotul de control. HEA Stain X400 .............ccccouioeioiiiiiiiiiieitseese ettt 67
15. Figure 2.10. Duodenum LE3-The intestinal cavities are long, varying in diameter, columnar
epithelium partially retaining its integrity, crypt depth is reduced, muscular tunic is thin compared to
CONEFOL HEA SERINING ...ttt bbbkttt bbbttt sbeebe et eene et e 67
16. Figure 2.11. Duodenum LE3-The intestinal villi are long, varying in diameter, columnar
epithelium partially intact, crypt depth is reduced, muscular tunic is thin compared to control. HEA

L 2=V 11T SO 68
17. Figure 2.12. Duoden LE3. . Muscle layer with obvious inner circular layer.-HEAx100 staining
18. Figure 2.13. Duodenal Villi REIGNT ..o e
19. Figure 2.14. Duodenal villi diameter ...

20. Figure 2.15. Crypt depths .......cccoviiinininice

21. Figure 2.16. Effects of curcumin on the intestine

22. Figure 3.1. IL-6 expression in the duodenal mucosa of the control group is evident both in the
epithelium and in the lamina propria cell clusters. Col IHC anti-1L-6 X100..........ccccouvirerenererieieecenenne 73
23. Figure 3.2. TNFAIP8 expression in the control group appears moderate to intense,
intracytoplasmic, both in the epithelium and in the lamina propria...........ccccooereneiiininiiiese e 73
24. Figure 3.3. Pax 7 at the Control Lot. Note the intracytoplasmic expression from both epithelial
cells and lamina propria. Col IHC @nti PaX 7.......c..coeiiiiiiiieiee e 73
25. Figure 3.4. Moderate to reduced IL-6 expression in the duodenal epithelium of LE1 chicks. Col
THC AN TL-6 X100 ...ttt bbb ekttt bbbttt bbb 73
26. Figure 3.5. TNFAPI8 expression in the duodenum of -LE1 pups is moderate, especially in the
columnar epithelium. Col IHC anti TNFAPIBXL00 ........cccoiiiiiiriieieeieieee sttt 73



217. Figure 3.6. Pax 7 expression in the duodenal epithelium from -LE1 is moderate, cytoplasmic.

(O] I Lo 1L = b 4 0O SOOI 74
28. Figure 3.7. IL-6 expression is very low in the intestinal villi epithelium of LE2......................... 74
29. Figure 3.8. TNFAIP8 expression is evident intracytoplasmically and epithelial integrity is
preserved in the duodenum of chickens from - LE2 Col IHC anti TNFAIP8 X100. .........c.cccocevvevverervennnnn. 74
30. Figure 3.9. Pax 7 expression remains evident in the duodenum of LE2 chickens. The diameter of
the villi is reduced and the integrity of the epithelial barrier is observed. Col anti Pax7x100.................. 74
31. Figure 3.10. IL-6 expression in the duodenum of LE3 chickens is moderate, more intense
appearing towards the top of the intestinal villi which subsequently detach. Col IHC anti_IL-6 x100..... 74
32. Figure 3.11. TNFAIP8 expression is evident intracytoplasmically and epithelial integrity is
preserved in the duodenum of chickens from - LE2 Col IHC anti TNFAIP8 X100. .........ccccocevververereennann, 75
33. Figure 3.12. Pax 7 expression remains evident in the duodenum of LE2 chickens. The diameter
of the villi is reduced and the integrity of the epithelial barrier is observed. Col anti Pax7x100.............. 75
34. Figure 3.13. Intense expression of p65 in the cecum mucosa of chickens from the control group.
COl THCANTT PB5 XADD ...ttt sttt ettt ettt b ettt nt sttt en b et e bene e e e
35. Figure 3.14. Reduced expression of Nrf 2 in cecum mucosa in control chickens

36. Figure 3.15. Moderate intense expression of p65 in the cecum mucosa of chickens from exp Lot
1. COl THC @Nti PB5 XAD0.......c.eeeeieeerieieieieitsee sttt ettt ettt es bt ne bt e bttt sbe s e neebe e ene s 77
37. Figure 3.16. Moderate expression of p65 in the cecum mucosa of chickens from exp Lot 1. Col
THC @NTEPB5 XA00 ...ttt ettt et ettt b et e b e bt et n et et e st e b e et e et ene st ereneenennas 77
38. Figure 3.17. Moderate expression of Nrf2 in the cecum lining of chickens from exp Lot 1. Col
THC @NtENIFT2XA00......ceiecteicie ettt et ekt b et se b b et ek n et e b e st e bt eb e et enesberennenennas 77
39. Figure 3.18. Moderate intracytoplasmic expression of p65 in the cecum lining of LE 1 chickens.
COl ANTE PBEXA00 ...ttt ettt ettt b et R et Rt Rttt R et ettt et e e 77
40. Figure 3.19. Reduced expression of p65 in the mucosa of the cecum of chickens from batch E2.
DB bR R R R bbb bbbttt 78
41. Figure 3.20. Intense expression of Nrf2 in the cecum mucosa of chickens from exp batch 2. Col
THC AN NEFF2XA00 ...ttt b b et bbbt b e bt bt b e e st et e bt et sbe b b et e e entebe b 78
42. Figure 3.21. Moderate expression of Nrf2 in the cecum mucosa of chickens in Batch exp 3. Col
THC @Nti NFF2XA00 ... ettt sttt st e et be s be b et e ns e s e ebeetesbesbensenteseenearenren 78
43. Figure 4.1. J Figure 54.Figure Jejunum of chickens from the control group. Lower intestinal

villi with with lymphoepithelial clusters in lamina propria and intraepithelial. Towards the luminal pole,
detachment of columnar epithelium is noted. HE Stain X100..........ccoeoiriiiiiineneieieeccee e 82
44, Figure 4.2. Jejunum, Payer plate, in batch E1 shows lower villi and in the lamina propria
diffuse lymphoepithelial clusters with rare lymph nodes. HEX100 Stain ..........ccccoceeeieiiniineneneneieeene 82
45. Figure 4.3. Jejunum, Peyr's plaque at LE2 in which lymphoepithelial clusters and lymph nodes
APPEAT. HE X100 SEAIN. ...ttt ettt ettt st b et et b e bttt sb e e b e st e s e ne b 82
46. Figure 4.4. Jejun came from LE3. Lymphoid agglomerations in the lamina propria, disruption of
the epithelial barrier at the luminal pole of the mucosa. HE x40 Staining ..........ccccocevevirieneneneneieeceenne 82
47. Figure 4.5. Caecal tonsils from the control group. Lymphoepithelial agglomerations and
moderate-sized lymph nodes are evident. Intestinal villi show occasional oedema and detached columnar
EPItNEHUM COI HE XA0. ...iivieieitieieieeee ettt ettt ettt bt b e e bt e teebeebe b et e e ensere e 83
48. Figure 4.6. Fi.Cecal tonsil at LE1. Lymphoepithelial clusters and moderate-sized lymph nodes
are evident. Intestinal villi show detached columnar epithelium in places HE x40 stain. ...........ccccccoc..... 83
49, Figure 4.7. Cecal tonsil from LE2 chicks. Lymphoepithelial clusters in which small lymph nodes
are evident. The epithelial barrier at the luminal pole is intact. HE x40 Staining. .........c.ccocevverereiencnnenn 83
50. Figure 4.8. Cecal tonsils from LE3 chicks. Lymphoepithelial clusters are present in both the
lamina propria and submucosa, and small lymph nodes are observed within them. Intestinal villi are
lower with intact epithelial barrier. HE X40 StaINING. ......cccoviiiiiiiiieiei e 83

51. Figure 4.9. Weight gain (1-14 days)



52. Figure 4.10. Weight gain (14-28 daAYS) ......coveeiirieieriesieeeee ettt
53. Figure 4.11. Weight gain (28-42 days) ......coeieeireiiierieeeeeeese et
54. Figure 4.12. Weight gain (1-42 ayS) .......ccoeiviiiieieieseieseet et

55. Figure 4.13. Feed consumption/chicken 1-7 days

56. Figure 4.14. Feed consumption/Chicken 8-14 dayS.........cccccvveieiiiiieierieiee e 92
57. Figure 4.15. Feed consumption/chicken 15-21 dayS.........ccccueririineirininneeneesee e 92
58. Figure 4.16. Feed consUMPLion 22-28 AYS .........cccievveriirieieiieeiesre e e 92
59. Figure 4.17. Feed conSUMPLION 29-42 TAYS ........ceierurriiieeeiee e 93
60. Figure 5.1. Duodeum LC — Duodenum Lot Control The villi are long with a foliated appearance
and a diffuse lymphoid infiltrate is seen in the axis of the villi -HEAX40 staining............c.ccoceeeveeiennnne 101
61. Figure 5.2. LE1 Duodenum with long villi, larger diameter towards the base and reduced
towards the luminal pole. The columnar epithelium is detached in the luminal area of the tip of the villi.
COI HE XAD ...ttt bbb bbb bbbttt 101
62. Figure 5.3. Duodeum LE2. Long villi with a narrow diameter and reduced lymphoid infiltrates
iN their axis HE X40 SEAINMING .....oviviiieiieieerse ettt be e naene e 101
63. Figure 5.4. Duodeum LE3 Col HEX40. ....... 101
64. Figure 5.5. Duodeum LE4 COl HEXL00 . .....cocviiiiiiiiieineceiee et 101
65. Figure 5.6. Jejun Lot Control. Long villi with diffuse lymphoid infiltrates in the axis of the villi
and periglandular StaiNINGHEA X40..........ooiiiiiieiee s 101
66. Figure 5.7. The jejunal mucosa of LE1 Col HEx40

67. Figure 5.8. The jejunal mucosa of LE2 shows lymphoid infiltrates in the lamina propria of the
mucosa in both the cay and periglandular villous axis. The luminal pole villi have detached columnar
EPItNETUM. COI HEXLOO ...ttt ettt ettt ettt eeseebesbe et et eseeneens 101
68. Figure 5.9. The mucosa of the jejunum of LE3 shows lymphoid infiltrates in the lamina propria
of the mucosa both in the axis of the villus and large periglandular clumps. Villi at the luminal pole have
detached columnar epithelium. COl HEXL00. ........couiiiiiininiienieeeeee st 101
69. Figure 5.10. Jejunum LE4 — Villi with luminal pole showing detached epithelium, reduced
lymphoid infiltration in the axis of the villi and periglandular HEx100 Staining ...........cc.ccoeevereiencnienn 102
70. Figure 5.11. The ileum mucosa of the control group shows reduced lymphoid infiltration in the
lamina propria of the mucosa in both the villous and periglandular axis. The villi at the luminal pole have
a small diameter. HEXL100 SEAINING.........cveiiiririeiteieieeei sttt be e ne i 102
71. Figure 5.12. The mucosa of the ileum of LE1 shows reduced lymphoid infiltrates, diffusely
arranged in the lamina propria of the mucosa both in the axis of the villus. The villi at the luminal pole
have detached columnar epithelium. Col HEXL00 ........ccoceiiieirieiiniiinesie s 102
72. Figure 5.13. The mucosa of the ileum of LE2 shows large lymphoid infiltrates in the lamina
propria of the mucosa and periglandular. The villi at the luminal pole have detached columnar
EPItNEITUM. COl HEXLO0 ...ttt bbbttt e bt bbb e e s e eneenas 102
73. Figure 5.14. The ileum mucosa of LE3 shows large lymphoid infiltrates in the lamina propria of
the periglandular mucosa. The villi at the luminal pole have detached columnar epithelium. HEx100.. 102
74. Figure 5.15. lleal mucosa of LE4 villi of the luminal pole with detached columnar epithelium.
HEXLO0 SERINING -ttt sttt sttt b e b b e e et e s e bt e b e e bt b e se e e e s e e bt e b e e b e bennenbeseaneere e 102
75. Figure 5.16. CECUM Lot C- The surface epithelium is detached and the glandular epithelium
shows intraepithelial lymphocytes HEX400 SEAINING .........coeiiriririeiiiresc e 102
76. Figure 5.17. Cecum came from LE1. There is evidence of surface epithelial integrity and diffuse
lymphoid infiltration in the lamina propria. HE X400 StaINING .......ccvviieiniiieenceee e 102
77. Figure 5.18. Cecum LE2. Surface epithelium is detached In lamina propria diffuse lymphoid
infiltrates. HE X 400 SEAINING........ciiiuiiiiiiieiieee ettt nn e 102
78. Figure 5.19. Cecum LE3. The surface epithelium is detached In the glandular epithelium
numerous intraepithelial lymphocytes are observed. HE X 400 Staining ...........ccccevvevveieiiievenescieeenens 103

162



79. Figure 5.20. Cecum LE4. The surface epithelium is split In the lamina propria a reduced

periglandular lymphoid infiltrate is observed. HEX 100 StaINING.........ccooviiiireneiiieeicce e 103
80. Figure 5.21. Duodenal Villi height ..........covoiiiiiiiiicicce s 104
81. Figure 5.22. Cecal villi height

82. Figure 5.23. Heal Villi Neight ........cocoiiiiccec s

83. Figure 5.24. Jejunal Villi REIGNT.........c.ooiiiiie s 105
84. Figure 5.25. Muscle thickness of the duodenum ..........c.cccevviiiiiiiiiicnccc e 105
85. Figure 5.26. Muscle thickness at the JEJUNUM .........cooeiieiiiieee s 105
86. Figure 5.27. Musckle thickness of the ileum

87. Figure 5.28. Musckle thickness of the CECUM ..........cooiiiiii s 105
88. Figure 5.29. Cecum Villi REIGNT........ccoiiiicec s 106
89. Figure 5.30. Heal Villi diameter ........ccooiiiiiei e 106
90. Figure 5.31. Duodenal Villi iameter..........ccccoeiiiiiieiirreee e s 106
91. Figure 5.32. Jejunal Villi NEIGNT ..o 106
92. Figure 5.33. The expression of intense intracytoplasmic p65 is observed in the control group of
lamina propria cells. Col THC anti PE5X100 ........c.cevrueririeieririeisieiesiees et ses e esasse e 109
93. Figure 5.34. Moderate intracytoplasmic p65 expression of duodenal epithelial cells in batch E1
is observed. Col THC @nti P-65 X400 ........ccoueiriieirieeneisieenesteeste sttt et et nesae e neenenna 109
94. Figure 5.35. Moderate intracytoplasmic p65 expression in duodenal epithelial cells is observed
in batch E2. Col IHC @nti PB5 XA00 .......c.ciiieiiiieieieiesieesie ettt sttt et naene e 110
95. Figure 5.36. Moderate intracytoplasmic p65 expression of duodenal epithelial cells is observed
iN LE3. Col THC @nti PB5 X400 .......cviueeiiiiirieierieiecste sttt ettt st se ettt e b e naene e 110
96. Figure 5.37. Moderate intracytoplasmic p65 expression is observed in duodenal epithelial
acellulas. Col THC @nti P65 XA00 .........cerireirieiiieesieteie ettt et sn e s 110
97. Figure 5.38. Reduced expression of epithelial and lamina propria cells is observed in the Nrf2
control group. Col anti NI2XA00 .........cooiiiieiiieieee ettt sb b e ens 110
98. Figure 5.39. Moderate intracytoplasmic Nrf2 expression in duodenal epithelial cells is observed
iN LE2. Col THC anti N2 XA00..........oouieiieieiiieiesiesie ettt bbb e 110
99. Figure 5.40. In LE4 Intracytoplasmic Nrf2 expression in duodenal epithelial cells is observed.
COl THC @Nti NFF2 XA00 .....ccvieieeee ettt sttt et st e st e e st eseebeebesbeabeseeneeneaneas 110
100. Figure 5.41. Moderate intracytoplasmic Nrf2 expression in duodenal epithelial cells is observed.
COl THC @Nti NFF2 XA00 .....cceieieeei ettt ettt sttt st st et et e e st e seebeebesbesbeseeneeneaneas 110
101. Figure 5.42. IL6 expression in control group. Intracytoplasmic IL6 overexpression of duodenal
epithelial cells is observed. Col IHC anti IL-6 X100..........cccurreriiiirieinieiisiee e 112
102. Figure 5.43. IL6 expression in LE1. Reduced intracytoplasmic IL6 expression in duodenal
epithelial cells is observed. Col IHC anti IL-6 X100..........ccurmermiieirieinieiniee e 113
103. Figure 5.44. IL6 expression in batch E2. Intracytoplasmic IL6 expression in duodenal epithelial
cells is observed. Col IHC anti IL-6 X100..........cciriiiiiieiriiiiieie sttt 113
104. Figure 5.45. Moderate intracytoplasmic IL6 expression is observed in duodenal epithelial cells
of the LE3. Col THC @Nti TL-6 X100 .......veiriiiiieieisieinieisiee et 113
105. Figure 5.46. IL6 expression in batch E4. Moderate to intense intracytoplasmic IL6 expression is
observed in LE4. At the base of the epithelium, edema is also present. Col IHC anti -IL6. .................... 113
106. Figure 5.47. TNFAPI8 expression in the control group. Intense, moderate-intense
intracytoplasmic expression in duodenal epithelial cells is observed. Col IHC anti TNFAPI8 x100...... 113
107. Figure 5.48. Reduced intracytoplasmic expression of duodenal epithelial cells is observed. Col
THC anti TNFAPIS XL00. ... cvveeeteieseririeietetesiist sttt bbbttt bbbttt 113
108. Figure 5.49. TNFAPI8 expression in LE2. moderate intracytoplasmic expression of duodenal
epithelial cells is observed. Col IHC anti TNFAPI8 X100 .........cciieiieieiniieriesie e 114

109. Figure 5.50. TNF alpha expression in the E3 group. Moderate intracytoplasmic IL6 expression
is seen in epithelial cells and edema at the basal pole of the epithelium. Col IHC anti TNFAPI8x100 .. 114

163



110. Figure 5.51. TNFAPI8 expression in LE4. Moderate to intense intracytoplasmic ra expression is
observed in duodenal epithelial cells. Col IHC anti TNFAPI8 X100 .........ccccerereiirrineieiesie e 114
111. Figure 5.52. Payer plaques in the jejunum of the control birds showed diffuse, moderate
lymphoepithelial clumping, sparse lymph nodes and luminal epithelium that partially preserved its

INTEQIITY. COI HE XAD...c.iiiiiiiceciceee ettt st et s e e st be e b e st e sr et e e aneere e 114
112. Figure 5.53. Payer's plaques in the jejunum of LE1 show moderate lymphoepithelial clusters,
sparse lymph nodes and luminal epithelium that has preserved its integrity. Col HE x40. ................... 114
113. Figure 3.54. Payer's plaques in the jejunum in LE2 show moderate lymphoepithelial clusters,
sparse lymph nodes and luminal epithelium that has partially lost its integrity. Col HE x100 ............... 114
114. Figure 5.55. Payer plate from LE3 birds. Large lymphoepithelial clusters, sparse lymph nodes
and detached luminal epithelium are observed. HeEX40 COL. .........cooveiviiiiiiii e 114
115. Figure 5.56. Payer plate from LE4 birds. Large lymphoepithelial clusters, rare lymph nodes and
oedema of the lamina propria in the luminal area are observed. Col HE x40. ........cccoceovrviirneniereenn. 115
116. Figure 5.57. Cecal tonsils from the control group. Cecal tonsils from control group show
lymphoepithelial clumping, oedema causing detachment of surface epithelium. Col HE x100............... 115
117. Figure 5.58. Cecal tonsil of LE1. The cecal tonsils of LE1 consist of lymphoepithelial clusters in
which lymph nodes are also noted. Col HE XL100. .......c.ccceiiiueiriiiiieiniinseesieesree e 115
118. Figure 5.59. Cecal tonsil at LE2, Cecal tonsil at LE2. Small and rare lymphoepithelial clusters
and lymph nodes are evident in this 1ot. HEX100 StAINING...........covriirneriniiineinesesse s 115
119. Figure 5.60. Cecal tonsils in LE3 birds. In the lamina propria of the cecal tonsils of LE3 birds
we note diffuse lymphoid tissue associated with lymph nodes. HEX100 Staining .........c.c.ccovveneriniennas 115

120. Figure 5.61. Caecal tonsils from the LE4. Cecal tonsils in LE4 birds. In the lamina propria of
the cecal tonsils in LE3 birds we note diffuse lymphoid tissue associated with lymph nodes.HE x100
staining. 115

164



Anexa 2. Lista tabele

1. TADEl 1. DIETA STAITEL; ...cviiiiiieiecicecic et bbb 60
2. Tabel 2. DIta d@ CIESLETE; ... ccuvruerierrerieieeeieeieee sttt 60
3. Tabel 3. Dieta de fiNISAre; ........oeueiiiririiiee e 61
4.  Tabel 4. Efectele adaosului de turmeric la diferite niveluri (Curcuma longa) in dieta puilor
broiler asupra structurii histologice duodenale (mean + standard error);........cccccevvevveevienieienerieeenes 68
5. Tabel 5. Analiza de regresie Tntre nivelurile de adaos de curcuma (Curcuma longa) in dieta
puilor de carne si parametrii privind histologia duodenala; ............cccoooieiiiiiinciiieee

6.  Tabel 6. Greutatea puilor in perioada experimentala; ..............ccocvvvrireiieieinine e

7. Tabel 7. Consumul de hrand al puilor; .........ocovereriieiiiiniiieceeee

8.  Tabel 8. Indicele de conversie al hranei la puii broiler expusi la curcuma; ...

9. Tabel 9. FCR IOt CONTIOL; ...cvviiieiciie et

10. Tabel 10. FCR LEL; ..ottt
11. TabEl 11, FCR LEZ; ..ottt bbb
12. Tabel 12. FCR LES; ..ottt
13. Tabel 13. Protocolul de administrare @ ZBR2; ..........ocvviciiiiiiiiie et

14. Tabel 14. Dieta gaini oudtoare- FUraj NULTISOYE; .....covvvererieeririeinieinenesiee e

15. Tabel 15. Valorile morfometrice ale mucoasei intestinale Tn timpul experimentului (um); . 104

165



Appendix 2. List of tables

1 NI o] LT S 1 (=] o [T SO TTRRRTTR 60
2 Table 2. GrOWEN QIEL; ... 60
3. Table 3. FiniShiNG Qiet] .....cvciiiiiiiccse et ra b 61
4 Table 4. Effects of turmeric (Curcuma longa) addition at different levels in broiler chick diet on

duodenal RiStOIOGICAL; ......cviiiieici e ettt s e are s 68
5. Table 5. Regression analysis between levels of added turmeric (Curcuma longa) in broiler diets

and duodenal hiStology PArAMELEIS;........cciiiiieieiee et sr e raeaeere s 70
6.  Table 6. Chicken weight during the experimental Period; ..........ccocevoereiiieiiiiic e 87
7. Table 7. Feed consumption Of ChICKS; .......oooiiiiiiciic s 91
8. Table 8. Feed conversion index of broiler chickens exposed to tUrmMeric; .......ccococevvrervrnerienene. 92
9. Table 9. FCR DatCh CONIOL; ......ooviiieieccie ettt 93
10. Table 10. FCR LEL; .oiiiiiieieieieieie ettt ettt sttt et 93
11. TabIE 11 FCR LE2; ..oiiiiiieieieie ettt ettt et 93
12. Table 12. FCR LES; ..ottt ettt sttt ne e 94
13. Table 13. ZBR2 management ProtOCOL;.......ouieirieiriieireiniecsiee st 100
14. Table 14. Laying hens diet - NUtFiSOYa fEEA;........ccooviirieriiiiierc e 101
15. Table 15. Morphometric values of intestinal mucosa during the experiment (Um); ............. 104

166



LUCRARI STIINTIFICE PUBLICATE
LIST OF PUBLICATIONS

In reviste ISI

Prim autor

1. Bondar, A., Macari, V., Rudic, V., Pistol, G., Putin, V., Rotaru, A., ...Solcan G. & Solcan, C.
(2022). Effects of ZooBioR2 product as feed supplement in laying hens on the morphofunctional
state of intestinal mucosa. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindria e Zootecnia, 74, 626-632.,
DOI 10.1590/1678-4162-12592, IF 0,409

2.Adrian Bondar, Bogdan Gabriel Slencu, Ivona Popovici, Carmen Solcan, ,,Effect of turmeric

(curcuma longa) on the duodenal structure in broiler chickens”. Brazilian Journal of Poultry
Science, vol 25, issue 3/ 2023, ISSN 1516-635X, IF 1.1

3. Adrian Bondar, Loredana Horodincu, Gheorghe Solcan, Carmen Solcan. , Use of curcumin
and Spirulina platensis as nutraceuticals in poultry. Agriculture, (MDPI), E-ISSN 2077-0472, 2023,
13, manuscript nr. agriculture-2410769, IF 3.,6.

in volume BDI

1.Bondar, Adrian, V. Macari, V. Rudic, Ghe. Pistol, V. Putin, Ana Rotaru, Tatiana Chiriac,
Carmen Solcan. "Efectele extractului de spirulina platensis (ZooBior2) asupra mucoasei

intestinale la gdinile oudtoare." Romanian Journal of Veterinary Medicine and Pharmacology,
Vol. VIII, 39(1):18-25. ISSN 2537-4095.

2.Bondar, Adrian, and Carmen Solcan. "Utilizarea curcuminei ca nutraceutic la pasari. Romanian
Journal of Veterinary Medicine and Pharmacology, Vol. VIII, 39(1):58-65. ISSN 2537-4095..

Conferinte nationale/internationaler

Participare Conferintd internationald Higher education for sustainable Development of a Smart
Region, 16 Mai 2023 Siauliy Kolegijacu, Lituania -,,The effects of the use of phytogenic
additives on the health of farmed animals and ultimately consumers. Authors: A.Bondar, C.
Solcan, D. Cojocariu.

Drd. Adrian Bondar



	Primele pg cu titlul tezei de scos pdf 29.07.
	cuprins teza doctorat 3 sept DE INLOCUIT
	Teza din 3 sept
	Lucrari st. publicate sept 2023

		2023-09-11T10:04:24+0300
	Carmencita Vintu




