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SAZETAK

Cilj istrazivanja bio je ispitati utjecaj dodatka komercijalnog (Probios®) i poku-
snog (kultura Lactobacillus acidophilus izolirana iz acidofilnog mlijeka, inaktivirani
pekarski kvasac, vitamin C i laktoza) probiotskog preparata putem vode za pi¢e na
imunosni odgovor protiv gumborske bolesti kod tovnih pili¢a. Istrazivanja su prove-
dena na 105 jednodnevnih pili¢a provenijence Cobb 500 podijeljenih u tri skupine
(dvije pokusne i jedna kontrolna skupina). Probiotski tretman obje pokusne skupine
pilica bio je prva tri dana zivota i trodnevno pri vakciniranju pili¢a protiv njukaslske
i gumborske bolesti te infektivnog brohitisa (dan prije, na dan i dan nakon vak-
ciniranja). Tijekom pokusa pili¢i su vakcinirani prema programu imunoprofilakse
koji je nacinjen u skladu s titrom kongenitalnih protutijela. Kontrolom imunosnog
odgovora protiv gumborske bolesti kod pilica u dobi od 28 i 42 dana utvrdene su
vece, odnosno znacajno (p<0,05) vece srednje vrijednosti titra protutijela kod pili¢a
pokusne P, odnosno P, skupine u usporedbi s vrijednostima kontrolne K skupine.
Istovremeno, statisticka znaCajnost razlika srednjih vrijednosti titra protutijela izme-

du pokusnih skupina nije utvrdena.

Klju€ne rijeci: probiotici, brojlerski pili¢i, protutijela, imunosni odgovor

uvoD

Stimulacija stani¢nog i humoralnog imuniteta
vazna je za zastitu peradi od patogena u gastrointe-
stinalnom traktu. Komenzalne bakterije u crijevima
imaju znacajnu ulogu u razvoju imunosnog odgo-
vora i djeluju sa stanicama GALT-a od kojih su B-1
najvaznije. Ove su stanice uklju€ene u proizvodnju
prirodnih protutijela. Stoga se manipulacijom s cri-
jevnom mikroflorom moze utjecati na razvoj imunog
odgovora.

Probiotski mikroorganizmi, ukljuCujuc¢i mlijec-
ne bakterije, pozitivno utjeCu na sastav crijevne
mikroflore. Stimuliraju proizvodnju sekretornih IgA,
podrzavaju ciljani prijenos luminalnih antigena do
Pejerovih plo¢a i poveéavaju proizvodnju gama in-
terferona. Osim navedenog, mlijeCne bakterije sti-

muliraju aktivnost nespecificnih i specifi¢nih imuno-
loskih stanica, Sto ovisi od vrsta ili sojeva bakterija
koje su najvjerojatnije odredene razlikama u sastavu
stanic¢ne stijenke.

Proizvodi stani¢ne stijenke mogu imati kosti-
muliraju¢u ulogu u indukciji sustavnog imunosnog
odgovora (Herich i Levkut, 2002).

Rezultati ispitivanja uCinaka dodavanja Lacto-
bacillus kulture i oksitetraciklina u hrani pili¢a izla-
ganih od 21. do 42. dana tova tri sata na 36 °C poka-
zuju da su pili¢i obje testirane provenijence i Hubard
i Shaver koji su u obroku dobivali Lactobacillus
kulture, uz ostvarenje boljih proizvodnih rezultata,
imali znaCajno vedi titar protutijela protiv njukaslske
bolesti u odnosu na skupine tretirane oksitetracikli-
nom, odnosno kontrolne netretirane skupine (Zulki-
fli i sur., 2000). Haghighi i sur. (2005) su ustanovili
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da dodatak probiotika pove¢ava odgovor sustavnih
protutijela, pretezno IgM protiv ovgjih ritrocita, ali ne
i serumska IgM i IgG protutijela protiv govedih se-
rum albumina. Dodavanjem probiotika Bacillus su-
btilis (50 mg/kg), Khaksefidi i Ghoorchi (2006) su,
pored pozitivnog ucinka na proizvodne rezultate,
utvrdili i znacajan pozitivan ucinak (p<0,05) na rast
titra protutijela kod pili¢éa 10 nakon vakciniranja pro-
tiv njukasliske bolesti.

Upotreba aktivnog pekarskog kvasca, vita-
mina C i laktoze u tretmanima peradi odrazava se
uglavnom pozitivno, kako na proizvodne rezultate
i povecanje imuniteta, tako i na preveniranje infek-
cija patogenim mikroorganizmima. Pilenke koje su
prethodno osam dana tretirane probiotskom kom-
binacijom od 0,2 g aktivhog pekarskog kvasca i 0,1
g laktoze po jedinki dnevno, preZiviele su u 100 %
slu€ajeva o/n infekciju veoma patogenim virusom
njukaslske bolesti Hertz 33 (Gagi¢ i sur., 1991).
Koristenje probiotskog sredstva pripremljenog od
inaktiviranog pekarskog kvasca, vitamina C i lakto-
ze kod piliéa provenijence Cobb 500 tijekom tova
od 42 dana u eksperimentalnim uvjetima, rezultiralo
je pozitivnim djelovanjem na prosje¢nu vrijednost
visine titra protutijela protiv gumborske bolesti (Re-
Sidbegovi¢ i sur., 2001). Veéu tjelesnu masu kao i
znacajno povecanje probavljivosti hranjivih tvari
(energija, sirove bjelancevine i sirova mast) ostvarili
su tovni pili¢i kojima je dodavano 200 ppm vitamina
C u obroku. Osim toga, koristenjem ELISA testa 28
dana nakon vakciniranja utvrdeno je i zna¢ajno po-
vecanije titra protutijela protiv uzro¢nika gumborske
bolesti (Lohakare i sur., 2005).

Tablica 1. Program imunoprofilakse

Table 1. Programme ofmmunoprophylaxis

Razmatrajuci rezultate dosadasnijih istrazivanja
upotrebe pobiotika, ali i na osnovi vlastitih saznanja,
odlucili smo pripremiti pokusno probiotsko sredstvo
(kultura L. acidophilus izolirana iz acidofilnog mlije-
ka, inaktivirani pekarski kvasac, vitamin C i laktoza),
te utvrditi uinke njegove primjene.

Osnovni cilj istrazivanja bio je ispitati utjecaj do-
datka komercijalnog i pokusnog probiotskog prepa-
rata putem vode za pi¢e na imunosni odgovor protiv
gumborske bolesti kod tovnih pili¢a.

MATERIJAL | METODE RADA

Istrazivanje je provedeno na ukupno 105 pili¢a
raspodijeljenih u tri skupine: dvije pokusne (P, i P,)
i jedna kontrolna skupina (K). Svaka skupina je bro-
jala po 35 piliéa koji su pri useljenju bili ujednaceni
u odnosu na tjelesnu masu.

Pokusna skupina 1 (P,) dobivala je komercijalni
probiotik Probios® topivi prasak za perad firme Chr.
HANSEN A/S, Danska u vodi za pi¢e prema pre-
poruci proizvodaca (1 mg po piletu pri svakom tre-
tmanu), a pokusna skupina 2 (P,) eksperimentalni
probiotik pripremljen od dvije odvojeno pripremlje-
ne komponente. Komercijalni probiotik Probios® je
sadrzavao 1,1 x 108 CFU/g mlije€nokiselinskih bak-
terija vrsta Lactobacillus plantarum, Enterococcus
faecium, Lactobacillus casei; 25% natrijevog tiosul-
fata; 55% surutke u prahu i 20% natrijeva silicijeva
aluminata.

iVakcinacija protiv bolesti Dob pilica Vrsta vakcine
Vaccination against disease Chicken age Vaccine type
pesTIL LA SOTH

"VETERINA, Zagreb
2 LAH, Njemacka
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Komponenta koja je sadrzavala 5% inaktivira-
nog pekarskog kvasca, 20% vitamina C, 4% lakto-
ze i 71% glukoze kao nosaca davana je u koli€ini
od 0,3g po piletu, a kultura L. acidophilus izolira-
na iz acidofilnog mlijeka aplicirana je u koli¢ini od
1 ml pripremljene suspenzije (10® CFU/mI) po pile-
tu u vodi za pi¢e pri svakom tretmanu. Probiotski
tretman obje pokusne skupine pili¢a bio je prva tri
dana zivota i trodnevno pri vakciniranju pilica (dan
prije, na dan vakciniranja i dan nakon vakciniranja).
Kontrolnu skupinu predstavljali su pili¢i bez probi-
otskog tretmana.

Tijekom pokusa pili¢i su vakcinirani prema pro-
gramu imunoprofilakse koji je nacinjenim u skladu s
titrom kongenitalnih protutijela (Tablica 1).

Uzorci krvi za serolo$ka ispitivanja uzeti su od
15 jednodnevnih pilica za odredivanje titra konge-
nitalnih protutijela. Tijekom pokusa krv je uzeta od
piliéa iz svake skupine u dobi od 28 i 42 dana.

Titar protutijela protiv gumborske bolesti odre-
divan je imunoenzimskim testom - ELISA (Marquar-
dt i sur. 1980). Za izvodenije testa koriSten je komer-
cijalni kit (FlockChek®: IBD Antibody Test Kit , IDEXX
Laboratories Inc., USA). Test je izvoden prema uputi
proizvodaca.

Za obradu dobivenih podataka koriSten je sta-
tisticki program Minitab Release 14 for Windows

(Minitab, 2003). Rezultati su obradeni jenostrukom
analizom varijance (One-way ANOVA), a za testira-
nje razlika srednjih vrijednosti koriSten je Tukey test
(Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals). Za
provodenje analize varijance svi rezultati su prethod-
no transformirani u logaritamske (log 10) vrijednosti
nakon Cega je Ryan-Joiner test normaliteta (Mini-
tab, 2003) pokazao priblizno normalnu raspodjelu
frekvencija transformiranih vrijednosti (P > 0,05).

REZULTATI | RASPRAVA

U Tablici 2 prikazane su srednje vrijednosti titra
protutijela kod pili¢éa nakon vakciniranja protiv Gum-
borske bolesti tijekom perioda tova.

Kontrolom seruma pili¢a u dobi od 28 i 42 dana
utvrdene su znacajno (p<0,05) veée srednje vrijed-
nosti titra protutijela (8958 i 2694) kod pili¢a pokusne
P, skupine u usporedbi s vrijednostima kontrolne K
skupine (7891 i 1809). Mada su i kod pili¢a pokusne
P, skupine utvrdene vece srednje vrijednosti titra
antitijela (8812 i 2472) nije bilo statisticke opravda-
nosti razlika u odnosu na titar protutijela kod pilica
kontrolne K skupine. Osim toga, nije potvrdena sta-
tisticka znacCajnost razlika srednjih vrijednosti titra
protutijela izmedu pokusne P, i P, skupine.

Dobiveni rezultati pokazuju da je probiotski tre-
tman obje skupine pokusnih pilica imao pozitivan

Tablica 2. Srednje vrijednosti titra protutijela protiv gumborske bolesti kod pili¢a tijekom pokusa

Table 2. Average antibody titre values against Gumboro disease in chickens during fattening period

Dob pili¢a (dana) ) _
Chicken age (days) P, P, K SD P (Fisher) =
28 8958° 8812 78912 1037 0,031
42 2694° 2472 18092 833 0,028

K — Kontrolna skupina / Control group

P,—Pokusna skupina tretirana komercijalnim probiotikom
Experimental group treated with commercial probiotic

P,— Pokusna skupina tretirana eksperimentalnim probiotikom
Experimental group treated with experimental probiotic

SD - Zajednicka (dijeljena) standardna devijacija za sve srednje vrijednosti u istom redu udruzena s
One-way ANOVA procedurom u programu Minitab 14 (Minitab, 2003).
SD - Pooled standard deviation for all mean values in the same row with One-way ANOVA procedure

in Minitab 14 programme (Minitab, 2003).

ae _ yrijednosti u istom redu koje ne sadrze istu slovnu oznaku razlikuju se zna¢ajno na razini p<0,05.
e — values in the same row without a common letter differ significantly p<0.05.
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uCinak na kvalitetu vakcinalnog odgovora protiv
uzroCnika gumborske bolesti.

U ovom smislu nasi se rezultati slazu s navodi-
ma Residbegovi¢ i sur. (2001) koji su potvrdili pozi-
tivno djelovanje probiotskog sredstva pripremljenog
od inaktiviranog pekarskog kvasca, vitamina C i lak-
toze na prosjeCnu vrijednost titra protutijela protiv
uzroc¢nika gumborske bolesti.

Utvrdene, pa ¢ak i znacajne razlike u produkciji
protutijela kod pokusnih u odnosu na kontrolne je-
dinke u nasim istrazivanjima mogu se pripisati pro-
biotskim mikroorganizmima koji sigurno pomazu
(Fuller, 1999) u iskoriStavanju hranjivih tvari neop-
hodnih za proizvodnju protutijela.

S naSim rezultatima koji potvrduju pozitivan
utjecaj probiotika na imunosni odgovor kod tretira-
nih jedinki suglasni su navodi brojnih autora. Tako
su Zulkifli i sur. (2000) utvrdili zna¢ajno vedi titar HI
protutijela kod Hubbard pili¢a tretiranih Lactobaci-
llus kulturom u odnosu na piliée provenijence Sha-
ver tretirane istom kulturom, $to bi moglo ukazivati
i na dodatni utjecaj genetskih ¢imbenika u imuno-
snom odgovoru kod razli¢itih tovnih hibida. Ispituju-
¢i ucCinke pet sojeva probiotskih mikroorganizama,
Siwicki i sur. (2005) su utvrdili da pojedini probiotici
stimuliraju nespecifi¢ni celularni i humoralni imuni-
tet, te utjieCu na smanjenje mortaliteta pilica nakon
infekcije. Rezultati Khaksefidi i Ghoorchi (2006) upu-
¢uju na znacajno vedi Hl titar protutijela 10 dana na-
kon vakciniranja protiv uzro¢nika njukaslske bolesti
kod pili¢a koji su tretirani probiotikom.

Prema podacima iz literature upotreba probiot-
skih sredstava koja sadrze pekarski kvasac, laktozu
i/ili vitamin C, pokazala se djelotvornom u prevenciji
oboljenja uzrokovanih virusima. Upotreba kvasca i
0,2% laktoze kod pilica umjetno inficiranih virusom
gumborske bolesti utjecala je na poboljSanje vakci-
nalnog imuniteta protiv uzro¢nika njukaslske bolesti
(ReSidbegovi¢ i sur. 1998).

KoriStenjem ELISA testa, Amakye-Anim i sur.
(2000) utvrdili su znacajno (p<0,05) vedi titar pro-
tutijela 14 dana nakon vakcinacije protiv uzro¢nika
gumborske bolesti kod brojlerskih pili¢a tretiranih
sa 1000 ppm askorbinske kiseline u hrani. Ve¢i, od-
nosno znacajno vedi titar protutijela kod pili¢a koji
su dobivali 200 ppm vitamina C u tovnim smjesama
utvrdili su Lohakare i sur. (2005) 14. i 28. dan nakon
vakcinacije protiv uzroénika gumborske bolesti. Ti-

tar protutijela protiv uzro€nika njukaslske bolesti bio
je takoder vedi, ali ne i stati¢ki znacajan.

ZAKLJUCAK

Na osnovi provedenih istrazivanja moze se za-
kljuciti da primjena komercijalnog (Probios®) i po-
kusnog (kultura Lactobacillus acidophilus izolirana
iz acidofilnog mlijeka, inaktivirani pekarski kvasac,
vitamin C i laktoza) probiotika ima pozitivan ucinak
na srednje vrijednosti titra protutijela protiv gumbor-
ske bolesti kod pili¢a u tovu, uz jate zabiljezen od-
govor nakon primjene komercijalnog preparata, uz
statistiCku znacajnost prema kontrolnoj skupini od
p<0,05.
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SUMMARY

The aim of the study was to examine the effect of commercial (Probios ®)
and experimental (the culture of Lactobacillus acidophilus isolated from acidophi-
lus milk, inactivated bakers’ yeast, vitamin C and lactose) probiotic preparations
through drinking water on the immune response against Gumboro disease in broil-
er chickens. Research was conducted on 105/day old Cobb 500 chicks divided
into three groups (two experimental and one control group). Probiotic treatments of
experimental groups of chickens were the first three days of life and three days dur-
ing the vaccination of chickens against Newcastle disease, Gumboro disease and
Infectious bronchitis (the day before, on the day of and the day after vaccination).
During the experiment chickens were vaccinated under the program of immunopro-
phylaxis, made in accordance with congenital antibody titres.

By controlling the immune response against Gumboro disease in chickens at
the age of 28 and 42 days higher and significantly (p <0.05) higher mean antibody
titers were found in experimental P, and P, groups compared with control K group,
respectively. In the same time, statistically significant differences in mean values of
antibody titers between the experimental groups were not determined.

Key words: probiotics, broiler chickens, antibodies, immune response
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