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znacajne razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

Slika 41. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije
triglicerida (mmol/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz
dodatak rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki
znacajne razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05;
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Slika 42. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije
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Slika 43. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije C-
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znacajne razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

Slika 44. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije
haptoglobina (g/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak
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pokusa).

Tablica 8. Procjena pojavnosti, ozbiljnosti i ja¢ine proljeva u prasadi po danu
tijekom 6 tjedana trajanja pokusa.

Tablica 9. Bakterijski izolati iz obrisaka sluznice rektuma (o.r.) po kontrolnoj i pokusnoj
skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak rogaca) tijekom 42 dana trajanja pokusa, te
broj bakterija (CFU/mL) 0. i 42. dana pokusa.

Tablica 10. Razudbeni nalazi pokusnih zivotinja Zrtvovanih 42 dana pokusa.

Tablica 11. Kemijski sastav 100 g uzoraka mesa pokusne prasadi tijekom 6 tjedana
trajanja pokusa (- kontrolna skupina prasadi (skupina K); pokusna skupina prasadi
(skupina P - prasad hranjenja uz dodatak rogaca).



SAZETAK

Ucdinci pripravka rogaca (Ceratonia silique L.) na pokazatelje zdravlja i

proizvodnosti u odbijene prasad

Tijekom povijesti osnovni je cilj medicine bio poboljSanje preZivljenja te u sluc¢aju
bolesti kvalitetno interveniranje. Naime, medicina temeljem razvoja tehnologija i
znanosti nastoji poboljsati kvalitetu Zzivota te time zauzima srediSnje mjesto u
unaprjedenju zdravlja populacije. Tako, bitna stavka svakog zdravstvenog sustava postaje
prevencija u okviru koje sprjeCavanjem nastanka bolesti unaprjeduje se zdravlje ali 1 Stedi
novac. Medutim, danas znanstvena zajednica, iako jo$ uvijek nije potvrdila dali je
crijevna disbioza uzrok ili rezultat metabolickih i/ili imunosnih poremecaja, dokazala je
da se dugotrajnim koristenjem antibiotika u subterapijskim dozama pojavljuju rezistentni
bakterijski sojevi koji predstavljaju prijetnju zdravlju zivotinja i ljudi. Tako je u
suvremenoj proizvodnji zivotinja od 1. sije¢nja 2006. godine u Europskoj uniji temeljem
EU uredbe br. 355/2003 od 20. veljace 2003. godine zabranjena neklini¢ka uporaba
antibiotika kao poticatelja rasta u hrani za zivotinje namijenjenih ljudskoj prehrani.
Nadalje, 13. rujan 2018. godine prihvacena je i1 rezolucija Europskog parlamenta o
europskom akcijskom planu Jedno zdravlje (engl. One Health) kojom se osim ojacavanja
zdravstvenih sustava c¢lanica Europske unije Zeli posti¢i 1 smanjenje rizika od
antimikrobnih rezistencija te upravljati rizicima za sigurnost hrane. Upravo se zato u
suvremenom intenzivnom svinjogojstvu znatni napori ulazu u razumijevanje i dijagnozu
crijevnih infekcijskih bolesti, ukljucuju¢i biologiju uzro¢nika, otpornost i lijecenje
domacina, pri ¢emu se malo zna o preventivi tih bolesti s pomoc¢u nutritivnih I imuno
modulacijskih strategija. Naime, odrzavanje zdravlja probavnog trakta vrlo je zna¢ajno s
obzirom da ono ovisi o uspostavljanju ravnoteze izmedu njegove sluznice s jedne strane
te hranidbe i mikrobioma s druge strane. Stoga, kada je legislativom regulirana i
napustena uporaba antibiotskih poticatelja rasta u svinjogojskoj proizvodnji, zapocele su
se razvijati alternativne strategije, odnosno znanstveno dokazive preporuke o uvodenju u
hranidbu svinja bioloskih pripravaka zastitnih za njihovo zdravlje, odrzivih za visoku
proizvodnju te bez Stetnih utjecaja na okolis. S obzirom na sastav brojnih bioaktivnih

komponenti ploda, odnosno mahune rogaca, poput jednostavnih fenola, polifenola,



slobodnih flavonoida, glikoziliranih flavonoida, za veterinarsku medicinu je od interesa
ispitati rogacev potencijalni u¢inak nutraceutika s ciljem zastite zdravlja probavnog trakta
i ukupnog imuniteta prasadi po odbi¢u. Na osnovi ¢injenice da je roga¢ uvrSten u EU
registar dodataka hrani za sve vrste zivotinja i dostupnih literaturnih podataka o njegovim
bioloskim svojstvima, u okviru provedenih istrazivanja, provjerili smo i definirali njegov
mogu¢i modulacijski potencijal kao funkcionalnog dodatka u krmnu smjesu u
koncentraciji od 4% u dnevnom obroku na ukupno 30 odbijenika (krizanci Svedski
Landras/Yorkshire) u dobi od 28. do 70. dana Zivota. Tijekom 6 tjedna pokusa praceno je
i analizirano 9 skupina pokazatelja: proizvodni, zdravstveni, hematoloski, imunosni,
biokemijski, bakterioloski, patoanatomski, kemijska analiza mesa te analitika pokusnog
pripravka. Dodatak pripravka rogac¢a u hranjene prasadi djelovao je na veci prosjecni
dnevni prirast njihove tjelesne mase, njihovu bolju iskoristivost hrane (konverziju) po
jedinici prirasta, njihovu vecu prosje¢nu tjelesnu masu na kraju istrazivanog razdoblja, te
ne odsutnost patogenih sojeva bakterije E. coli i bakterije Salmonele sp. u njihovom
probavnom traktu, odnosno na pojavnost klinicki vrlo blage prosjecne ozbiljnosti
proljeva. Testirani je pripravak u serumu i mesu tretirane prasadi snizio udjele triglicerida
I kolesterola. Nadalje, pripravak je na kraju istrazivackog razdoblja, u tretirana prasadi,
pokazao i bolji u¢inak na rast kinetike udjela CD45", CD4", CD8" i CD21" limfoidnih
stanica periferne krvi te na fagocitozu i mikrobicidnost monocita. Razmatrajuci sve
promatrane parametre u nasem istrazivanju, dokazana je hipoteza da u uzgojnim
sustavima svinja, roga¢ (Ceratonia siliqua L.) dodan u dnevni obrok za odbijenu prasad,
ima zastitni uc¢inak na zdravlje te pozitivni u¢inak na proizvodnost i kvalitetu mesa. Stoga,
u ovom istrazivanju na modelu odbijene prasadi, utvrdene su znanstveno utemeljene i
inovativne preporuke za uvodenje rogaca kao fitobiotika u uzgojne sustave za

proizvodnju odbijene prasadi, koji moraju funkcionirali bez dodataka antibiotika u hrani.

Kljuéne rijec¢i: prasad, rogac, zdravlje, proizvodnost



EFFECTS OF CAROB PREPARATION (CERATONIA SILIQUE L.)
ON HEALTH AND PRODUCTIVITY IN WEANED PIGLETS

OBJESTIVES: During the history medicine primary goal was improving rate of survival
and in the case of the disease to have quality treatment. Moreover, medicine science on
the basis of the developing technologies and science itself is improving life quality and
therefore has a central role in improving the population’s health. From there most
important step of each health system is prevention and trough this intervention diseases
are avoided and the money is saved. Although today scientific community still hasn’t
confirmed that gut flora disbiosis is contributor or consequence of the metabolic and or
immunity diseases, we know that long term of use of sub therapeutic doses of antibiotic
resistance is developed within bacterias and it is dangerous for the health of the people
and animals. Since 1% of January, 2006. in the modern production of the animals used for
food within the EU, based on the declaration 355/2003 from 20" February, 2003. it is
forbidden to use antibiotics in non clinical cases for the animals as a promotor the growth
in the animal’s food. In addition to that, 13" of September, 2018. resolution of the EU
parliament was accepted regarding European action plan “One health”. One health
presumes improvement of the health systems within the members states with the goals of
lowering the risk of diseases caused by resistant bacterias and managing the risks of the
food safety. For exactly the same reason pig’s farming efforts are increasing to understand
better and to diagnose intestinal infection, including biology of the pathogen, residency
and immunomodulatiuon strategy of the late mentioned. Healthy digestive tract
maintenance is of the outmost importance since it is dependable of the homeostasis within
intestinal mucosa and microbiome. Since the law has prohibited the use of the antibiotic
growth promotors in pig’s farming, alternative strategies are taking place that are with
scientific background recommendations including additives of biological nutrients that
will have protective impact on the animal health, maintainable for the high production
and ecological neutral. in the light of the Carob’s fruit and pods’ multiple bioactive
components, like simple phenols, polyphenols, free flavonoids, glycosilated flavonoids,
for veterinarian’s medicine it is important to investigate carob potential as nuticeutick
with the purpose of intestinal health protection and overall immunity of the weened

piglets. Carob’s pharmacological and nutritive potentials are well known since the antic



times. Good nutrient value of the carob’s fruit consist of sugar (46%), polyphenols (20%)
and proteins (7%) which his why its pleothropic pharmacological impact was easy to
confirm in the scientific studies. It is worth to mention that carob is also rich in the fibres
(40%) that are, for both animals and humans, healthy and have positive impact against
pathophysiological and pathological conditions. Carob is taking more and more central
spot in the veterinarian science, mainly as the model of the nutrient modulation of the
farmed animals. From the pectins to the lignins positive impact on the gut flora and as a
stabiliser of the digestion, carob is a great remedy for combating enteritises and
inflammation’s of the gut mucosa, dispepsy or constipation. In addition, wast majority
of the studies have confirmed that as a food additive, carob, has antiaterogenic,
antibacterial, anti microbial, anti fungal, anti diabetic and anti-inflammatory action. As a
result of all mentioned above carob is listed, in the EU register of additives, as the additive
for all types of animals. Moreover, when the antibiotic usage is forbidden by the law, one
of the possible alternative strategy for the prevention and disease control in the farming

animals could be adding of the carob in the animal food.

HYPOTESIS: Hypothesis of dissertation is that in production systems of the swine,
carob (Ceratonia Siliqua) added to the daily meal for the weaned piglets has protective
impact on the health and the positive impact on the production and the meat quality.

MATERIALS AND METHODS: For the purpose of the investigation on the impact of
the dried carob’s additive on the health and production of the weaned piglets, sample of
60 weaned piglets (mixed of Swedish Landras/Yorkshire), 30 females and 30 castrated
males, equal weight of 7 kg, old from 28 to 70 days from the population of the family
farm Zivkovic farm, Kvarte, Perugi¢. During the whole study weaned piglets’ food
(standard mixture SO-1 up to 50 kg) and water we accessible ad libitum. Animals had
their health status assessed before entering the study and they were placed in the
experiment confined 48 hours before study started. Animals were further divided in the
two groups (control and trial group), each group had 30 animals (15 females and 15
males), and they have been marked with the ear tags. They were hold in the confinement
of the intensive breeding. Controlled group (group C) was feed with standard mixture

without carob’s add, while experimental group (group T) had in the daily meal added 4



(four) % dried carob’s additive. During six (6) weeks of the trial all animals were followed
by the parameters that have included food conversion, diarrhoea (start, severeness and
length) diarrhoea score, chemical analysis of the meat and health (daily clinically follow
up on the health of the animals, haematological investigations in two weeks gaps and
bacteriological analysis of the rectum mucosa, pathohistology sampling of the jejunum,
ileum and mesenteric lymph nodules. Body weight and feed intake were measured weekly
at group level to determinate average daily weight gain, feed intake and feed conversion
ratio. Mortality and health status were visually observed and recorded daily trough the
trial period. Swabs of the rectal mucosa for the bacteriological analysis have been taken
with the sterile swabs 0, 14, 28 and 42 days of the trial from seven (7) animals of the each
group. For the each sample total number of the bacteria was measured (CFU, colony
forming units) with the standard procedure of the double serial dilution from 10* to 10*°
in physiological fluid (horizontal method for the evaluation of the number of the
microorganism) and cultivating on the selective and non selective feeding dishes.
Samples of the peripheral blood from each animal were taken trout vene punction from
v. jugular’s in the sterile tubes with anticoagulant (for haematological,
immunehematological and immune analysis) or without anticoagulants (for serological
tests) 0, 14, 28 and 42nd day of the trial. Haematological parameters (erythrocytes,
leukocytes, thrombocytes, hemoglobin, haematocrit, MCV, MCH, MCHC) are tested
with standard methods with automatic haematology analysator ABACUS JUNIOR
(Diatron, MI PLC, SAD). Percentage of the differential blood cells (differential blood
count) were measured with microscope (Olympus BX 41 on immerse enlargement) seen
with stained weaned piglets’ peripheral blood. Biochemical parameters (total serum
proteins, blood glucose, urea, cholesterol, triglycerides, albumins, liver enzymes: alkaline
phosphatase (ALP), aspartate aminotranspherase (AST), alanine aminotranspherase
(ALT), gamma glutamil tranferase (GGT) ) are measured with the standard methods
trough biochemistry analyser Beckman Coulter AU 680 (Beckman Coulter Biomedical
Ltd Ireland). T lymphocytes (CD45" and CD3e") and B lymphocytes (CD45", CD3e
CD21") we measured with flow citoketer Beckman Coulter Navies (Beckman Coulter
Biomedical Ltd Ireland). Phagocytosis and microbiocid properties of monocytes and
granulocytes are measured trough modified method after LUKAC and others (1994.).

Spectrophotometic method was used ti measure haptoglobin (HpG) in the serum of the



weaned piglets with the test of the Olympus company (OSR6165). Imunoenzimatic
sandwich test was used to measure the level of C reactive protein (CRP) with Trident
“Phase”™ reagent for the swine CRP (Tridewlta Ltd Ireland). Chemical meat analysis
was sampled from the seven (7) animals from the each group. At the end of the trial during
animal slaughter, after processing of the meat and cooling (24 hours to 4 celsius degree)
samples were taken from the anatomical position of the m. semimembranaceus, on the
right/left side to determinate: water (referent gravimetric method 1ISO 1442), fat (method
ISO 1443), proteins (method ISO 937), dust (method 1ISO 936), cholesterol (ELISA).
Statistic analysis of the data was done trough SAS 9.4 program package (2002-2012 SAS
institute Inc, Cary, NC, USA).

RESULTS: Adding 4% Carob additives to daily feed during six (6) weeks in weaned
piglets has positive impact on the end results of the body mass, growth intensity, feed
intake and conversion (transformation of the feed unit into the mass growth). It was
confirmed that the piglets from the group T (feed with the 4% Carobs additive added to
the feed) has bette average daily feed intake (+15%), bigger daily average body mass rise
(10%), statistical significant higher body weight in comparison to day 0. (+92%), lower
feed usage (conversion) (-9%) in comparison to the piglets from the control group. In the
control group during whole time of the trial 13 piglets had diarrhoea that was moderate,
except on the 13" day of the trial when three (3) piglets had moderate diarrhoea at the
same time. In the group T only two (2) animals developed diarrhoea that lasted one (1)
day (one animal developed diarrhoea on 15" day of the trial) to two days (one animal 12"
and 13" day of the trial) and it was mild diarrhoea only. Moreover, Carob added to the
feed had impact on the diarrhoea occurrence which was only mild and without lethal
outcomes in comparison to the control group. In the same time period in the group that
was feed with Carob additive, it was recorded lower number of the total number of the
bacterias in the digestive tract and negative findings pathogenic E. coli and Salmonella
sp. On 42" day of the trial piglets of the control group had statistically more recognisable
number of the CFU/mL in the rectal swab samples (10° CFU/ml) in comparison to the
group T (10 CFU/mL). Secondly positive impact of the Carob additive was confirmed
for maintenance of the homeostasis between gut flora in feed weaned piglets. Added

Carob to the feed during the whole trial had no impact on the hemogram and erythrocytes



levels, biochemical levels which clearly demonstrates that it has no unwanted side effects.
It is worth mentioning that Carob had impact on triglyceride’s level (-37.5%) and
cholesterol level (-22.7%) in the serum of the weaned piglets fed with Carob additives.
During measurements of the proteins of the acute phase as a markers of the health and
well being and therefore productivity of the piglets during the trial, in comparison to the
weaned piglets from the control group, in the group T treated with Carob it was recorded
drop in HpG-a 14", 28" and 42" (0.27 — 0.31 g/L) that were still within the normal levels
for the weaned piglets. In addition it was recorded rise in the CRP levels in the control
group at the end of the trial and drop in the levels of the CRP in the group T. Carob in the
meat of the weaned piglets have contributed to lower levels of the total fat (-8.31%) and
cholesterol (-7.4%). In the feed added Carob has stimulated number of CD45*, CD4",
CD8* and CD21" lymphoid cells in the peripheral blood, meaning it had good impact on
phagocytosis and micpoboiocid action of the granulocytes and monocytes in the feed with
Carob additives piglets. At the end off the trial piglets that were feed with the Carob
additives in the peripheral blood had more typhoid cells in comparison to control group;
respectively 18.3% CD45*, 27.7% CD4", 20.5% CD8" and 21.1% CD21*. At the end of
the trial monocytes showed better fagocitosis for 14.1%, they showed bigger index of
ingestion (+13.07%) and had better microbiocidic properties (+11.8%) in comparison to
the non Carob fed group.

CONCLUSION: Adding all the parameter in this trial hypothesis was confirmed that in
the production breeding systems of the pigs, Carob (Ceratonia siliqua L.) added in the
daily feed for the weaned piglets has been showed positive nutriceutic and
imunomodulator and has positive impact on the health and productivity followed by the

meat quality f the weaned piglets.

KEYWORDS: piglets, Carob, health, productivity



POPIS KORISTENIH KRATICA I ZNAKOVA

ADCC mehanizam stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne o protutijelima, Antibody-
Dependent Cell-mediated Cytotoxicity, engl.

ALP alkalna fosfataza

ALT alanin aminotransferaza

APC antigen predoc¢ne stanice, Antigen Presenting Cells, engl.

APES tetrametil benzidina

ApoA-I apolipoprotein A-I

APR antibiotski poticatelj rasta

AST aspartat aminotransferaza

BCR receptora B limfocita, B-cell Receptor, engl.

b.o. bez osobitosti

CAMP ciklicki adenozin monofosfat

CD biljeg diferencijacije, cluster of differentiation, engl.

CFU ukupan broj bakterija, colony forming units, engl.

cm centimetar

COz uglji¢ni dioksid

CREB protein koji veze element odgovora ciklickog adenozin monofosfat,
CAMP response element binding protein, engl.

CRP C-reaktivni protein

DPPH difenil-1-pikrilhidrazil

E. coli Escherichia coli, lat.

EDTA dinatrijeva sol etilendiamintetraoctene kiseline

EU Europska unija

ELISA imunoenzimska metoda, enzyme-linked immunosorbent assay, engl.

FAO Faza akutnog odgovora

FOS frukto-oligosaharid

g gram

GEA ekvivalent galne kiseline

GGT gama glutamil transferaza

GL globularni leukociti

HpG haptoglobin

HPLC metoda tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti, High
performance liquid chromatography, engl.

IFN-y interferon gama, Interferon-gamma, engl.

IgA imunoglobulin klase A, immunoglobulin class A, engl.

[o[€] imunoglobulin klase G, immunoglobulin class G, engl.

IgM imunoglobulin klase M, immunoglobulin class M, engl.

IL interleukin

IP intervala pouzdanosti

kg kilogram

KOP kolibaciloza odbijene prasadi

LP lamini proprija

MAP glavni protein akutne faze upale, major acute phase protein

MEM medij 199 za stani¢ne kulture

MHC glavni kompleks histokompatibilnosti, major histocompatibility

complex, engl.
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protein kinase A

Peyerove ploce
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vrsta, species, lat.

ekvivalent taninske kiseline

T stani¢ni receptor, T-Cell Receptor, engl.
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Helper T-cell, engl.
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Tumor Necrosis Factor Alpha, engl.
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1. UvOD



Tijekom povijesti osnovni je cilj medicine bio poboljsanje prezivljenja te u slucaju
bolesti kvalitetno intervenirati. Naime, medicina temeljem razvoja tehnologija i znanosti
nastoji poboljSati kvalitetu zivota te time zauzima srediSnje mjesto u unaprjedenju
zdravlja populacije. Tako, bitna stavka svakog zdravstvenog sustava postaje prevencija u
okviru koje sprjecavanjem nastanka bolesti unaprjeduje se zdravlje ali i Stedi novac.
Nadalje, ve¢ dugo vremena prepoznata je | vaznost kvalitetne prehrane ¢emu u prilog
govori i dobro nam poznat citata HIPOKRAT-a: ,,sve §to putem hrane unosimo u
organizam gradi nas i mijenja, a o tome $to smo unijeli ovisi nase zdravlje, naSa snaga i
na$ zivot“ (JOTTERAND, 2005.). Upravo zato u danasnje vrijeme raste interes za
dodatke prehrani dobivenih iz prirodnih, tradicionalnih i netradicionalnih namirnica kao
mogucih izvora bioloSki aktivnih tvari s dokazanim zdravstvenim svojstvima za
uklju¢ivanje u prehranu ljudi i zivotinja (BAUMEL i sur., 2018.). Naime, svaka tvar koja
se smatra sastojkom hrane te pruza dodanu zdravstvenu korist u odnosnu na nutritivnu
vrijednost definira se nutraceutikom. Suvremena literatura opisuje njihove znanstveno
provijerljive blagotvorne utjecaje na jednu ili vise funkcija u organizmu pri ¢emu
poboljsavaju zdravlje i dobrobit Covjeka i/ili Zivotinje. Naime, to su bioaktivne tvari
razli¢itog djelovanja i porijekla, ali zajednickog povoljnog utjecaja na prevenciju 1
terapiju bolesti. Danas se sve viSe prepoznaje uloga nutraceutika, odnosno bioaktivnih
prirodnih proizvoda, kroz razli¢ite u¢inke na metabolizam ¢ovjeka i zivotinje (BALLOU
i sur., 2019.). Taku su neki od utvrdenih njihovih pozitivnih u¢inaka modulacija
imunosnog sustava, poboljSan unos hrane, smanjenje oksidativnog stresa, bolja i
apsorpcija i probavljivost hranjivih, odnosno odrzivost homeostaze mikrobioma
probavnog sustava. U veterinarskoj medicini naj¢eS¢e KkoriSteni nutraceutici Su
porijeklom iz razli¢itih biljaka i njihovih plodova koje LATA (2021.) razvrstava na
bioaktivne grupe poput: glukozamina, antioksidansa, vitamina C, vitamina E, vitamina B
kompleksa, S-Adenozil-I-metionin i dimetil sulfoksid spojeva, esencijalnih masnih
kiselina (omega 3, linolenska kiselina), minerala (zeljezo, kalcij, selen, cink), probiotika,
prebiotika te simbiotika. Temeljem literaturnih podataka crijevna mikrobiota i domacin
su u simbiotskom odnosu pri ¢emu je probavni sustav izvor hranjivih tvari za razvoj i rast
mikroorganizama koji istovremeno domacina Stite od rasta patogenih bakterija, odnosu
povoljno utje¢u na njegov metabolizam, te na neuroendokrini i imunosni odgovor.

Medutim, sastav crijevne mikrobite ovisan je o vanjskim ¢imbenicima poput stresa i



prehrane posljedi¢no ¢emu moze do¢i do neravnoteze izmedu kolonija te potencijalnog
razvoja disbioze. Danas znanstvena zajednica jo$ uvijek nije potvrdila dali je crijevna
disbioza uzrok ili rezultat metabolickih i/ili imunosnih poremecaja. U suvremenom
intenzivnom svinjogojstvu ulazu se znatni napori za razumijevanje i dijagnozu
infekcijskih bolesti crijeva, ukljucujuci pri tome biologiju uzro¢nika, otpornost i lijeCenje
domacina, pri ¢emu se o preventivi tih bolesti vrlo malo zna pomoc¢u nutritivnih strategija,
odnosno  nadopunjavanjem  prehrane  zivotinja  kvalitetnim  nutraceuticima
(WASZKIEWICZ-ROBAK i sur., 2017.). Zabrana uporabe antibiotskih promotora rasta
(APR) u hrani za zivotinje (2006.) znatno je utjecala na velike ekonomske gubitke u
svinjogojstvu. Stoga u posljednje vrijeme sve se vise paznje pridaje fitobioticima kao
dodacima u hranu za Zivotinje, odnosno bioaktivnim sastojcima porijeklom iz biljaka.
Prema literaturnim podacima, dodatkom fitobiotika u hranu za zivotinje bitno se
poboljsava njihova proizvodnost i kvaliteta mesa (SENCIC i sur., 2021.). RADULOVIC
I sur. (2015.) u svojim istrazivanjima opisuju da pripravak fitobiotika Enviva EO 101
(Danisco Animal Nutrition, SAD) dodan u hranu za odbijenike ima i zastitni u¢inak na
njihovo zdravlje, odnosno djeluje imunostimulacijski, protuvirusno, protuupalno,
protuparazitski i antioksidacijski. Tako temeljem prethodno opisanog bioaktivne
supstance iz biljaka, odnosno fitobiotici mogli bi biti dobra alternativa antibioticima kao
promotorima rasta u hrani za odbijenike. Naime, tijekom razdoblja odbi¢a mlade Zivotinje
izvrgnute su stresu koji uzrokuje naruSavanje sastava i funkcije crijevne mikroflore i
posljedi¢no pad imuniteta i veéu podloznost infekcijama. U navedenom razdoblju za
narusavanje crijevne homeostaze odbijene prasadi najopasnija je enterotoksigena
bakterija Escherichia coli (E. coli) K88, koja moze izazvati visoku smrtnost odojaka po
odbiéu (GONZALEZ-ORTIZ i sur., 2013.). SPOLJARIC i sur. (2019.) u svojim
istrazivanjima opisuju da upravo uvodenjem nutraceutika u dnevni obrok moze se
prevenirati ili inhibirati prethodno navedeni poremecaji te poboljsati zdravstveni status
odbijene prasadi. U novijoj literature opisana su brojna istrazivanja na modelu odbijenika
temeljem vrednovanja nespecifiénih nutritivnih modulacijskih ucinaka prirodnih
alternativa APR-a poput propolisa i pripravka plemenite pedurke (SPOLJARC i sur.,
2011.; SPIRANEC i sur., 2013.; SPOLJARIC i sur., 2015.; STOLIC i sur., 2019.). S
obzirom na sastav brojnih bioaktivnih komponenti ploda, odnosno mahune rogaca, poput

jednostavnih fenola, polifenola, slobodnih flavonoida, glikoziliranih flavonoida, za



veterinarsku medicinu je od interesa ispitati rogacev potencijalni u¢inak nutraceutika s
ciljem zastite zdravlja probavnog trakta i ukupnog imuniteta odojaka po odbicu
(CAPCANARI i sur., 2022.). Naime, jo$ od anti¢kog doba za plod, odnosno mahunu
zimzelene biljke roga¢ (Ceratonia Silique, L.) prepoznat je znacajan farmakoloski i
nutritivni potencijal. Prema istrazivanjima NASAR-ABBAS i sur. (2016.) dobra
nutritivna vrijednost ploda rogaca isti¢e se znacajnim udjelom Secera (46%), polifenola
(20%) i proteina (7%) zbog Cega je u brojnim znanstvenim istrazivanjima i dokazan
njegov pleiotropni farmakoloski u¢inak. Takoder, rogac je vrlo bogat prehrambenim
vlaknima (40%) koja u organizmu, kako Covjeka tako i zivotinje, imaju fizioloski
blagotvorne ucinke na mnoga patofizioloska i patoloska stanja (MARAKIS, 1996.).
Naime, plod rogaca se sve vise istrazuje u podrucju od interesa veterinarske medicine,
odnosno naj¢es¢e na modelu nutritivne modulacije prezivaca i peradi (RICHANE i sur.,
2022.). Naime, zbog povoljnog udjela pektina i lignina roga¢ je dobar stabilizator
probave, odnosno upotrebljivo sredstvo protiv proljeva ili dijareje, kod upale (enteritis)
crijevne sluznice, dispepsije ili otezane probave. Takoder, brojne su studije dokazale da
roga¢, kao prirodni dodatak hrani, ima protuaterogeno (BOUBLENZA 1 sur., 2019.)
protubakterijsko, protumikrobno, protufungalno, protudijabeticko (AISSANI 1 sur.,
2012.) te protuupalno djelovanje (PILUZZA i sur. 2020.). Temeljem, svega prethodno
navedenog roga¢ je uvrSten u EU registar dodataka hrani za sve vrste Zivotinja
(BAMPIDIS i sur., 2022.). Zbog prethodno opisanih svojstava rogaca, danas, kada je
legislativom regulirana i zabranjena uporaba APR-a u suvremenoj animalnoj proizvodniji,
jedna od mogucih alternativnih strategija za prevenciju i kontrolu zdravlja konzumnih
Zivotinja u intenzivnom uzgoju mogla bi biti 1 umjeSavanje pripravka rogaca u stocnu
hranu. Stoga, temeljem dobivenih rezultata u ovom istrazivanju na modelu odbijene
prasadi, o¢ekuje se utvrditi znanstveno utemeljene i inovativne preporuke za uvodenje
rogaca kao fitobiotika u uzgojne sustave za proizvodnju odbijene prasadi, koji moraju

funkcionirali bez dodataka APR-a u hrani.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA



2.1. Nutritivna modulacija

U suvremenoj proizvodnji Zivotinja od 1. sijecnja 2006. godine u Europskoj uniji
temeljem EU uredbe br. 355/2003 od 20. veljace 2003. godine zabranjeni su antibiotici
kao poticatelji rasta u hrani za Zivotinje i to zbog opasnosti njihove uporabe i/ili
zlouporabe za zdravlje i Zivotinja i ljudi. Tako jeiod 1. srpnja. 2013. godine i u Republici
Hrvatskoj zabranjena njihova neklini¢ka uporaba u proizvodnji Zivotinja namijenjenih
ljudskoj prehrani. Nadalje, 13. rujan 2018. godine prihvacena je i rezolucija Europskog
parlamenta o europskom akcijskom planu ,,Jedno zdravlje “ (engl. One Health) kojom se
osim ojacavanja zdravstvenih sustava ¢lanica Europske unije Zeli posti¢i i smanjenje
rizika od antimikrobnih rezistencija te upravljati rizicima za sigurnost hrane. Naime,
pristup ,,Jedno zdravlje“ podrazumijeva multidisciplinarnu zajednic¢ku suradnju na
globalnoj, nacionalnoj i lokalnoj razini u cilju postizanja najboljih rezultata u ocuvanju
okoli3a te zdravlja Zivotinja i ljudi (VILIBIC-CAVLEK i sur., 2022.). Naime, do trenutka
donosenje prethodno navedenih regulativa i uredbi, zdravstveni problemi u
kontroliranim sustavima uzgoja zivotinja namijenjenih za prehranu ljudi, uglavhom su
se rjeSavali dodavanjem supterapijskih doza APR-a u hranu kako bi se prevenirale i/ili
kontrolirale bolesti te povecavala proizvodnosti. Medutim, povlacenje APR-a iz hrane
za zivotinje uzrokovalo je slabiju iskoristivosti hrane, smanjenje proizvodnosti, ali i
uvecanje oboljenja pa i smrtnosti zivotinja (VINCE i sur., 2022.). Stoga, je od interesa
za veterinarsku medicinu utvrdivanje znanstveno utemeljenih i inovativnih alternativnih
strategija odrzivih metoda kontrola stresnih Cinitelja na zdravlje zivotinja u
odgovaraju¢im sustavima hranidbe koji moraju funkcionirali bez dodataka antibiotskih
poticatelja rasta. Upravo je zato vazno sastaviti recepture dnevnih obroka koje ¢e zastititi
zdravlje zivotinja, podignuti njihovu proizvodnosti i poboljsati njihove klaonicke
kvalitete, a ujedno biti i ekonomski isplative. Tako suvremena istrazivanja sve viSe
prepoznaju ulogu nutritivne modulacije na zdravlje i proizvodnost Zivotinja poput:
poboljSanog unosa hrane, bolje probavljivosti i apsorpcije hranjivih tvari, smanjenja
oksidacijskog stresa, modulacije imunosnog sustava, te modeliranja sastava crijevne
mikrobiote. Pri tome sve se viSe prepoznaje kao dobra alternativa antibiotskim
poticateljima rasta dodatak probiotika, prebiotika i sinbiotika u krmnim smjesama
posljedicno ¢emu se postize dobra produktivnost zivotinja, sniZeni troskovi hrane,

povecana hranjiva vrijednost i higijenska sigurnost proizvedene hrane, a sve u cilju



potpunije zastite okolisa (LOW i sur., 2021.). Probiotici su pojedinacne ili skupine
mikroorganizama povoljnog uc¢inka na crijevni mikrobiom domacina. Njima pripadaju
pojedine vrste plijesni, bakterija i gljivica koje se mogu razdijeliti u slobodne
nekolonizirajuce vrste poput Saccharomyces cerevisiae i Bacillus. sp. i u kolonizirajuce
kao $to su Streptococcus sp., Enterococcus sp. te Lactobacillus sp.. Njihova glavna
funkcija je sprjecavanje naseljavanja u probavnom sustavu patogenih mikroorganizama.
Naime, u probavnom sustavu, uslijed kompeticije za hranjive tvari, stvaraju se uvjeti koji
inhibiraju razvoj patogenih, ali istovremeno pogoduju rastu korisnih bakterija. Nadalje,
umanjenjem rizika od bolesti i stimuliranjem imunosnog sustava poboljSavaju se
parametri proizvodnosti. Znacajan utjecaj imaju i na morfofunkcionalna svojstva
probavnih organa temeljem ega rezultat je bolji rast i razvoj (BALENOVIC i sur.,
2018.). Za razliku od probiotika, prebiotici su neprobavljivi sastojci hrane pozitivnog
uéinka na domacina. Naime, oni u probavnom traktu domacina poti¢u rast prisutnih
korisnih bakterija ve¢ prilagodenih uvjetima okoline. Najpoznatiji prebiotici
oligosaharidi poput manan-oligosaharida (MOS), gluko-oligosaharida i frukto-
oligosaharida (FOS). Njihovi pozitivni u¢inci su poput redukcije fenolnih i amonijevih
produkata, te poticanje enzimskih reakcija, kompeticije, antagonizma s patogenim
mikroorganizmima odnosno sprecavanje njihove kolonizacije probavnog sustava.
Nadalje, pojam sinbiotik odnosi se na prehrambene dodatke koji kombiniraju ucinke
prebiotika i probiotika te imaju dvojako djelovanje, odnosno poboljsavanjem odrzivosti
probiotika pruzaju dodatnu zastitu zdravlja domacina. Tako je osnovni razlog za
primjenu sinbiotika Sto pojedini probiotik nije u mogucnosti uc¢inkovito u probavnom
sustavu opstati bez sebi svojstvenog prebiotika, odnosno bez sebi specifi¢nog izvora
hrane moze imati na kisik povecanu netoleranciju, te nizu vrijednost temperature i pH
temeljem Cega se smanjuje njegov pozitivan u¢inak. Prebiotici u stvari osiguravaju
poboljsane uvijete za razvoj i rast probiotika u probavnom sustavu. Temeljem
literaturnih podataka poznato je, da se u cilju zaStite zdravlja, primjenom kombinacije
prebiotika i probiotika u probavnom sustavu udvostrucuje broj dobrih bakterija. U
posljednje vrijeme, kao novi dodatak hrani, pojavljuju se fitobiotici, odnosno iz biljaka
izolirani bioaktivni sastojci koji takoder utje¢u na poboljSavanje proizvodnosti Zivotinja
i kvalitete njihovih proizvoda ali su i zastitni za njihovo zdravlje te su od velikog interesa

u gospodarstvu u dijelu koji se odnosi na proizvodnju hrane za Zivotinje.



2.1.1. Fitobiotici

Fitobiotici su prirodni dodaci hrani za zivotinje, koji osim $to poboljsavaju njihovo
zdravlje, proizvodnost i svojstva njihovih proizvoda, mogu biti i dobra alternativa
antibiotskim poticateljima rasta jer se u proizvodima (meso) ne javljaju u obliku ostataka
(rezidua) i ne uzrokuju rezistenciju mikroorganizama (SENCIC i sur., 2022.). Naime, i
za razliku od antibiotika, fitobiotici se zivotinjama mogu davati trajno. Regulativom
Europske unije br. 1831/2003 o dodatcima hrani za zivotinje od 22. rujna 2003. godine
fitobiotici su uvrsSteni kao senzitivni dodatci druge kategorije. Prema prethodno
navedenoj regulativi senzitivnim dodacima hrani za Zivotinje opisuju se svi pripravci
koji nakon dodatka u hranu proizvodima porijeklom od hranjenih Zivotinja pobolj$avaju
njihova senzoric¢ka i organoleptic¢ka svojstva. Upravo je zato od velikog interesa uredba
Europske agencije za sigurnost hrane (EFSA, 2009.) kojom je regulirano da svi
fitobiotici, odnosno svi dodatci u hranu za zivotinje biljnog porijekla podlijezu regulativi
0 senzornim aditivima, odnosno aromama. HENGL i sur. (2011.) opisuju da fitobiotici
zbog svojih biopoticajnih u¢inaka poput: poboljSanja okusa hrane, antioksidacijskog,
antimikrobnog, poboljsanja funkcije imunosnog i probavnog sustava od velikog su
interesa u okviru nutritivne modulacije za veterinarsku medicinu. Nadalje, fitogeni se
mogu razvrstati u Cetiri podgrupe temeljem nacina njithovog dobivanja 1 porijekla
(WINDISCH i sur., 2008.):

o Dbiljke (biljke nalik travi, cvjetajuce biljke, jednogodisnje biljke);

e zacini-botanici dio biljke (lis¢e, sjeme, kora s intenzivnim okusom ili mirisom,

korijen) ili cijela biljka;
e cteri¢na ulja (lipofilne hlapive komponente dobivene hladnom ekstrakcijom,
odnosno ekstrakcijom vodenom parom te alkoholnom destilacijom);

¢ uljne komponente (ekstrakti dobiveni nevodenim otapalima).
Najcesca podgrupa fitogena koja se dodaje u hranu za Zivotinje su eteri¢na ulja, odnosno
mirisne, koncentrirane lako hlapive tekucine vrlo slozenog kemijskog sastava u kojem
prevladavaju fenilpropen i terpeni. Njihov kemijski sastav varira ovisno o dijelu biljke
iz kojeg se dobiva (list, kora, cvijet, usplode ili cijela biljka), fazi vegetacije biljke,
godisnjem dobu te 0 nacinu uzgoja. Prema dostupnoj literaturi cjelovita etericna ulja ili
njihove komponente poput: cinamaldehida, karvakrola, karvana, citrala, eugenola,

limonena, p-cimena, mentola i timola opisuju se prirodnim poticateljima rasta u hrani za



zivotinje. Naime, dodatkom u hranu poboljsavaju okus i unos hrane, stimuliraju
izlu¢ivanje probavnih enzima, motilitet zeluca i crijeva, imunosni i endokrini sustav, te
djeluju antioksidativno, protuupalno, kokcidiostatsko, antiviralno i antimikrobno. Tako
su RADULOVIC i sur. (2015.) zabiljezili kod odbijenika hranjenih 40 dana (0,1 kg/t
hrane) pripravkom fitobiotika Enviva EO 101 (Danisco Animal Nutrition, SAD), kojeg
su aktivne tvari cinamaldehid i timol, vecu tjelesnu masu, bolji dnevni prirast te bolju
iskoristivost (konverzija) hrane u odnosu na kontrolnu prasad. Nadalje, u izmetu
odbijenika hranjenih 28 dana uz dodatak fitobiotskog pripravka Patente Herba® (Plus
Patent Co. d.0.0, Srbija) (2 kg/t) utvrden je njegov antimikrobni uéinak (DELIC i sur.,
2018.). Patente Herba® (Plus Patent Co. d.0.0, Srbija) je bioaktivna smjesa timola,
karvakrola, eukaliptola, p-cimena, mentola i eugenola porijeklom iz biljaka ruzmarin
(Rosmarinus officinalis), timijan (Thymus vulgaris) i origana (Origanum vulgaris).
DRASKOVIC i sur. (2018.) za pripravak Patente Herba® (Plus Patent Co. d.0.0., Srbija)
zabiljezili su i protudijarei¢ni u¢inak u odbijenika. Rezultate slicnim prethodno
navedenim, opisali su i PAPATSIROS i sur. (2009.), ali na modelu odbijenika kojima je
u hranu dodavan biljni pripravak porijeklom iz origana (Origanum vulgaris) i bijelog
luka (Alium sativum). Nadalje za monoterpene eteri¢nih ulja biljaka iz porodice usnace
(Labiateae) poput: a-pinena, B-pinena, mircena, p-cimena, limonena, kamfora, timola,
karvakrola, mentola te a-terpinen u literaturi su opisani i njihovi potencijalni
imunomodulacijski u¢inak u poligastri¢nih i monogastri¢nih Zivotinja (BALENOVIC i
sur., 2018., RIBEIRO i sur., 2019., VALDIVIESO-UGARTE i sur., 2019., YANG i sur.,
2019.). Tako su ZENG i sur. (2015.) zabiljezili vise udjele CD4" i CD8" limfocita u
perifernoj krvi odbijenika hranjenih 28 dana uz dodatak iz origana izoliranih karvakrola
(60 g/kg) i timola (55 g/kg). U suglasju sa prethodnim su rezultati istrazivanja
PETERFALVI i sur. (2019.) koji su pokazali da etericna ulja dodana u hranu
poboljSavaju imunosni status odbijenika na Sto ukazuje povecanje proliferacije limfocita,
fagocitoze, kao i razina IgG, I1gA, IgM u serumu. Nadalje, dodatkom 4,5% cinamaldehida
porijeklom iz cimeta u hranu za odbijenike tijekom 14 dana poboljsan je njihov
antioksidacijski status (SU i sur., 2018.). Medutim, DURMIC i BLACHE (2012.)
napominju da prevelike koli¢ine u hranu dodanih fitobiotika, odnosno eteri¢nih ulja i/ili

njihovih aktivnih tvari mogu imati i negativan utjecaj na probavni sustav zivotinja u



dijelu koji se odnosi na smanjenje enzimatskih aktivnosti odnosno na promijene u

anatomiji i fiziologiji §to moZe uzrokovati probavne poremecaje.

2.2. Rogac (Ceratonia sliqua L.)

Roga¢ je biljka pripadna porodici mahunarki (Fabaceae), podporodici
Caesalpinioidae, te rodu Ceratonia. Kao viSegodi$nja biljka moze rasti u obliku
zimzelenog stabla ili grma i to ve¢inom na zemljopisnom podrucju sjeverne geografske
Sirine priblizno izmedu 30°—45° te juzne geografske Sirine 30°—40°. Tako je podrucje
njegove geografske rasprostranjenosti su zemlje sredozemnog bazena, Arizona,
Kalifornija, Australija, Cile te Juznoafricka Republika. U R. Hrvatskoj roga¢ je
najrasprostranjeniji na podru¢ju Dalmacije, dok se sjevernije od Zadra pojavljuje tek
sporadi¢no. Porijeklo imena Ceratonia siliqua L. je od gréke rijeéi ,keras® Cije je
znacenje rog i od latinske rijeci ,,siliqua®“ koja opisuje oblik i tvrdocu gondole. Od
hebrejske rijeci ,,kharuv* porijeklo je narodnog imena iz kojeg su kasnije izvedena
nazivlja na brojnim drugim jezicima poput: ,harruba“ na arapskom, ,algarrobo*
odnosno ,,garrofero” na S$panjolskom, ,,garrover” ili ,garrofer na katalonskom,
,alfarrobeira“ na portugalskom, ,,caroubier” na francuskom, ,,carrubo* na talijanskom,
,»Karubenbaum* na njemackom, ,,charaoupi na grékom te ,,charnup“. Primjerice u
zemljama dalekog istoka nazivlja za roga¢ su poput ,,chum het Tai* u Tajlandu, ,,Chiao-
tou-shu* u Kini te ,,gelenggang“ u Maleziji. Za rogac¢ u R. Hrvatskoj koriste se brojni
nazivi poput: rozicak, rozi¢, rogoc, kaluber, rozki, rozi¢ek, slatka korica, karuba i sl.
Prema legendi roga¢ je bio hrana u pustinji Ivanu Krstitelju temeljem cega je danas
opisan za rogac i naziv kruh sv. Ivana. Tijekom povijesti poznata je vrlo znac¢ajna ulogu
rogaca u zlatarstvu. Naime, u anticko doba sjemenke rogaca, zbog svoje ujednacene
prosjecne mase od 0,190 do 0,215 g, koristile su se kao mjerne jedinice mase, odnosno
karat, za zlato, dijamante, bisere i drugo drago kamenje. Tako je danasnji karat
medunarodno normiran 1905. godine pod nazivom metarski karat (engl. metric carat),
vrijednosti 0,2 g. Od 2007. godine roga¢ je u Tunisu uvrsten na nacionalnu listu prioriteta
genetskih resursa za oCuvanje i upravljanje. Nazalost, u R. Hrvatskoj uzgoj rogaca je
zanemaren, iako je njegov plod mahuna visoke ljekovite i hranidbene vrijednosti od
interesa humane ali i veterinarske medicine. Iznimka je Komiza na otoku Visu u kojoj

uzgaja i preraduje autohtona sorta rogaca narodnog imena "komiski Veliki ili Tusti
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rogac" (Slika 1.). Naime na podruc¢ju Komize nalaze se stoljetni nasadi za koje je poznato
da su se tradicionalno sadili prilikom svetkovina. Danas zahvaljuju¢i u Komizi mlinu za
mljevenje rogaca dnevnog kapaciteta od 1000 kg, na otoku Visu uz badem, smokvu i
maslinu roga¢ predstavlja vrlo znacajnu poljoprivrednu i gospodarsku i kulturu

(SRECEC i MILICEVIC BRADAC, 2020.).

Slika 1. Stablo roga¢a u Komizi na otoku Visu.
(izvor slike: Katarina Popovic)

Roga¢ je vazdazelena diecijska ili dvodomna biljka kojoj se prema floralnoj
morfologiji razlikuju Zenske, muske ali 1 hermafroditne biljke. Njegov zivotni vijek je
do 150 godina. Koznati listovi duzine do 7 cm postavljeni su parno perasto te svake druge
godine otpadaju tijekom srpnja. U jesen biljka cvijeta malim, mnogobrojnim
jednospolnim cvjetovima. Biljka zenskog spola razvija plodove u obliku mahune koje se
danas osim u prehrambene svrhe koriste i u proizvodnji farmaceutskih i kozmeti¢kih
pripravaka. Danas, zahvaljuju¢i brojnim istraZivanja u podru¢ju biomedicine opisani su
vrlo znacajni ucinci bioaktivnih sastojaka ploda rogaca na zdravlje ¢ovjeka i zivotinja
poput.  antioksidacijskog,  antibakterijskog,  protugljivicnog,  protuupalnog,
protudijarejnog, antidijabetickog te hepatoprotektivnog 1 antiproliferativnog
(MAHMOUDI i sur., 2022.).

2.1.1. Plod rogaca (Ceratonia sliqua L.)
Plod rogaca je mahuna (Slika 2.). Mahuna moze biti izduZzeno ravnog ili
zakrivljenog oblika duzine od 10 do 30 c¢m i S$irine od 1,5 do 3,5 cm. 90% mahune

izgraduje pulpa, a tek 10% sjemenke. Sama pulpa izgradena je koznatog vanjskog sloja
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perikarpa i unutarnjeg sloja mekseg mezokarpa koji razdvaja i okruzuje sjemenke.
Sjemenka je gradene od tri dijela: ljuska (30-33%), endosperm (42-46%) i embrij ili klica
(23-25%) PAPAEFSTATHIOU i sur. (2018.).

Slika 2. Plod rogaé stabla rogaca u Komizi na otoku Visu.
(izvor slike: Zrinka Zderi¢ Savatovic)

Po svom kemijskom sastavu pulpa i sjemenke se znatno razliku temeljem ¢ega je i svrha

njihove primjene razlicita (Tablica 1.).

Tablica 1. Kemijski sastav ploda rogac¢a (mahune) (PAPAEFSTATHIOU i sur., 2018.).
Seceri
ciklitoli
vlakna

folne kiseline
PULPA polifenoli flavanoidi
MAHUNA tanini
aminokiseline

minerali

guma

SJIEMENKA polifenoli
proteini

U dostupnoj literaturi opisano je da se plod rogaca kao prehrambena namirnica
koristi jos iz antickog doba tijekom kojeg su ga Egipc¢ani i Stari Grci konzumirali kao
vodene ekstrakte ili pe¢ene sjemenke (MARAKIS, 1996). Danas se mahuna rogaca zbog
bogatog sastava bioaktivnih supstanci u svom sastavu ne koristi samo kao hrana za
covjeka ve¢ i kao obecavaju¢i funkcionalni i nutraceutski dodatak stocnoj hrani za
zivotinje (IOANNOU i sur., 2023.). Prema istrazivanjima NASAR-ABBAS i sur. (2016.)
dobra nutritivna vrijednost mahune rogaca istice se znacajnim udjelom Secera (46%),

prehrambenih vilakana (40%), polifenola (20%) i proteina (7%). Zahvaljujuci prethodno
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opisanom nutritivnom sastavu, mahuna rogaca ima niski glikemijski indeks te znacajan
antioksidativni potencijal koji je posljedica visokih udjela polifenolnih komponenti,
odnosno flavonolnih glikozida (kvercetin, miricetin i kemferol te njihovi derivatima) i
hidrolizabilnog tanina. Takoder, mahuna rogaca sadrzi i niske koncentracije masti (0,9-
1,3%) i masnih kiselina od kojih su najzastupljenije linolenske i oleinske kiseline
(STAVROU isur., 2018.). Mahuna roga¢a uz minerale poput kalija (993-1089 mg/100g),
kalcija (266-319 mg/100g), fosfora (76-79 mg/100g) i magnezija (55-56 mg/100g),
zeljeza (18-20 pg/g), cinka (7- 8,5 pg/g) i bakra (5-8 pg/g) takoder sadrzi i vitamine A,
C, B6, E, riboflavin, tiamin, folat, niacin te pantotensku kiselinu (SRECEC i MILICEVIC
BRADAC, 2020.). Tako HIGAZY i sur. (2018.) opisuje da roga¢, kao dobar izvor mikro-
i makroelemenata, ima u¢inak koenzima antioksidacijskim enzimima pri ¢emu moze
zaStiti organizma od nakupljanja slobodnih radikala. Nadalje, PAPAEFSTATHIOU i sur.
(2018.) navode da se mahuna rogaca temeljem standarda Svjetske zdravstvene
organizacije (WHO) smatra dobrim izvorom aminokiselina. Naime, dokazano je da sadrzi
17 aminokiselina (serin, asparaginska kiselina, glicin, glutaminska kiseline, treonin,
alanin, valin, histidin, arginin, tirozin, izoleucin, prolin, izoleucin, metionin, izoleucin,
leucin, cistein, izoleucin, fenilalanin, lizin) od kojih glutaminska kiselina, leucin, valin i
alanin ¢ine 57%. Takoder sadrzi svih sedam esencijalnih aminokiselina (lizin, metionin,
izoleucin, treonin, leucin, valin, fenilalanin) (GIOXARI i sur., 2022.). KIS i sur. (2014.)
opisuju da mahuna rogaca zbog udjela od oko 35% saharoze, 7% fruktoze te 4% glukoze
u ukupnom Seceru ima visoku energetsku vrijednost §to je u nedostatku zitarica ¢ini
alternativnim krmivom za zivotinje. Naime, kao alternativna hrana sve se vise koristi u
hranidbi konja i pasa koji su intolerantni na Skrob i zitarice. Medutim, zbog visokog udjela
tanina u sjemenkama (15-20%) preporuka je da se usitnjena sa sjemenkama mahuna
rogaca u dnevni obrok za zivotinje umjeSava u udjelu ne visem od 5% (SILANIKOVE i
sur., 2006.). Naime, prema istrazivanjima MARISCAL-LANDIN i sur. (2004.) mahune
rogaca zbog sadrzaja tanina u sjemenkama djeluju protunutritivno, odnosno smanjuju
sposobnosti probavljivosti proteina u obrocima za zivotinje posljedi¢no ¢emu se Smanjuju
njihovi parametri proizvodnosti. U suglasju sa prethodno navedenim su rezultati
istrazivanja PELEGRIN-VALLS i sur. (2022.) u kojima mahuna roga¢a dodana u
koncentraciji od 30% u dnevni obrok za sisajuc¢u janjad tijekom 54 dana, ima pozitivan

ucinak na zdravstvene parametre, ali istovremeno i1 negativan ucinak na promatrane
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parametre proizvodnosti. Medutim, dobiveni rezultati u dijelu prethodno opisanog
istrazivanja, U kojem je u dnevni obrok umjesavana 50% niza koncentracija mahune
rogaca tijekom istog vremenskog perioda, pokazali su da tako pripremljen energetski
bogat dnevni obrok ima zastitni u¢inak na zdravlje te pozitivni u¢inak na proizvodnost
hranjene sisajuée janjadi. Rezultate sli¢cnim prethodno navedenim, opisali su OBEIDAT
I sur. (2011.) ali na modelu nesisajuce janjadi hranjene uz dodatak rogaca. BARAK i
MUDGIL (2014.) na modelu tovnog pileta dodatkom rogaca u koncentraciji od 10% do
12% u dnevni obrok, opisali su pozitivne uéinke rogaca na njihove proizvodne osobine i
zdravstveni status, pri ¢emu nisu zabiljezeni njegovi Stetni ucinci niti na njihovo meso
koje je u cijelosti bilo upotrebljivo za potrebe trzista nakon klaonicke obrade.
MAHMOUDI i sur. (2022.), temeljem pozitivnog djelovanja na mikrobiom crijeva i
kemijsku kvalitetu mesa tovnih pili¢a, suhi pripravak ploda rogaca preporucuju kao
izvediv, odrziv i u¢inkovit probiotik u koncentraciji od 3 do 7%. Nadalje, tanini rogaca
odrzavaju i dobro zdravlje i funkcije probavnog sustava djelujuci protudijarei¢no i
antibakterijski i to sa posebnim osvrtom na Enterococcus sp., Listeriu monocytogenes, te
Pectobacterium atrosepticum. Tako BASHARAT i sur. (2023.) opisuje da tanini iz ploda
rogaca u koncentraciji od 2% u tankom crijevu onemoguéeno vezanje bakterija E. coli na
njihove resice. AWUCHI i OKPALA (2022.) opisali su protugljivi¢nu i protuvirusnu
aktivnost rogaca i to za gljivicu Geotrichum candidum, te za RNA virus iz porodice
Paramyxoviridae, odnosno uzro¢nika Newcastleske bolesti ptica. Nadalje, tanini,
trjeslovine i prehrambena vlakna poput pektina i lignina ploda rogac¢a dobri su
stabilizatori probave, odnosno ¢esto se koriste kao pripravak za smirivanje proljeva, upale
crijevne sluznice te otezane probave, ali i pri lijeCenju zeluanih tegoba. Njihovo
adstrigeno djelovanje nastaju uslijed njihove interakcije s proteinima posljedi¢no ¢emu
se proteini taloze pri ¢emu stvaraju zastitni polisaharidni sloj na sluznici probavnog trakta
koji smanjuje samu podrazljivost crijeva (GIOXARI i sur., 2022.). Plod rogaca prepoznat
je i kao vrlo bogat izvor netopivih, topivih te ukupnih prehrambenih vlakana na sto
dokazuju brojni rezultati znanstvenih studija. Nastavno na prethodno navedeno,
prehrambena vlakna rogaca, zbog nemoguénosti njihove probavljivosti od strane enzima
probavnog sustava, osim pozitivnih u¢inaka na probavni trakt poboljSavaju i apsorpciju
kalcija te jacaju imunosni odgovor (AISSA i sur., 2021.). Dodatni zastitni u¢inka na

zdravlje, mahuna rogaca ima zahvaljujuci i sadrzaju ciklitola, odnosno 5-7% D-pinitola
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za kojeg je poznato uéinak sli¢an inzulinu. Naime, na modelu $takora i majmuna oboljelih
od dijabetesa dodatkom iz mahune rogaca izoliranog D-pinitola u koncentraciji od 1,5%
u dnevni obrok tijekom 4 tjedna zabiljeZeni su snizeni udjeli glukoze, kolesterola i
triglicerida u serumu (AZAB, 2022.). YILMAZ i sur. (2018.). sli¢ne rezultate zabiljezili
su na modelu ribe tilapije (Oreochromis mossambicus) nakon umje$avanja u dnevni
obrok tijekom 60 dana 1,5% sirupa od ploda rogaca. Takoder zabiljezili su pozitivan
uc¢inak na istrazivane imunosne parametre, odnosno zabiljeZena je povecana Sposobnost
razgradnje fagocitnih tvari te fagocitna aktivnost. Opisana imunomodulacijska svojstva
mahune rogac¢a mogu se pripisati zna¢ajnom sadrzaju polifenola, odnosno flavanoida.
Tako je u novijoj literature za flavanoide rogaca poput hesperidina, apigenina, luteolina i
kvarcetina opisan njihov pozitivan utjecaj na imunosni sustav (MARTINEZ i sur., 2019.;
CAPCANARI i sur.,2022.). Nadalje, za kvercetin iz rogaca dokazano je protubakterijsko,
protufungalno i protuvirusno djelovanje (PAZIR i ALPER, 2018.). U istrazivanju
KISHAWY i sur. (2020.) provedenom na modelu ribe tilapia (Oreochromis niloticus)
koje su hranjene uz dodatak manana iz rogaca zabiljezen je povecan dnevni prirast, bolja
konverzija hrane, te pojacanu aktivnost humuralne imunosti temeljem lizozimske
aktivnosti i ukupnog IgM-a. Nadalje, IOANNOU i sur. (2023.) opisuju da konzumacija
mahune rogaca smanjuje rizik od zdravstvenih poremecaja i to zbog povoljnog udjela
antioksidacijski aktivnih polifenola. Prema istrazivanjima STAVROU i sur., (2018.)
glavni polifenolni spojevi rogaca su galna kiselina, katehin, epikatehin, epikatehingalat,
epigalokatehin, epigalokatehingalat, miricetin i kvercetin. Na modelu S$takora za
kvercetin, miricetin 1 katehin iz ploda rogaca osim antioksidativnih, utvrdena su
zadovoljavajuéa antihiperglikemijska, protuupalna te protutumorska svojstva (GARCIA-
DIEZ i sur., 2022.). Naime, u suvremenoj literaturi opisano je da kvarcetin pojacava
apoptozu (programirana stani¢na smrt) T-leukemi¢nih stanica izravnom inhibicijom
aktivnosti antiapoptotskog protein BCL-XL proteina. Takoder na modelu misa dokazano
je da galna kiselina izolirana iz ploda rogaca inhibira proliferaciju stanica osteosarkoma
te stimulira njihovu apoptozu (BASHARAT i sur., 2023.). Danas u suvremenom
svinjogojstvu odbice je glavni kritiéni period uzgoja svinja zbog povecane podloznosti
infekcijama, posebice probavnim poremecajima i proljevima. Prevencija i kontrola
proljeva povezanih s odbi¢em posljednjih se desetljeca odrzavala uporabom antibiotika i

metala (poput bakra) uklopljenih u hranu. Medutim, povecana otpornost bakterija na
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antibiotike i ekoloski problemi povezani sa uporabom visokih razina bakra i cinka u hrani
doveli su i do zabrane istih. Zato se radi odrzavanje visoke proizvodnosti i dobrog
zdravstvenog stanja prasadi, danas intenzivno traga za pogodnijim pripravcima, koji nisu
Stetni za zdravlje Zivotinja i Covjeka, a ekologki su prihvatljivi za okoli§. Tako su ZDERIC
SAVATOVIC i sur. (2017.) opisali da rogaé umjesavan u komercijalnu hranu za
odbijenike nije znacajno utjecao na fizioloske vrijednosti hemograma pokusnih zivotinja
tijekom 42 dana hranjenja. SPOLJARIC i sur. (2019.) utvrdili su u odbijenika hranjenih
uz dodatak rogaceve pogace izmedu 14. i 42. dana hranjenja znakovito povecanje udjela
CD45%, CD4", CD8*, CD21" limfoidnih stanica iz periferne krvi. Prethodno istrazivanje
se moze povezati i s ¢injenicom da je roga¢ bogat cinkom, koji kao mineral od izrazitog
je znacaja za funkciju imunosnog sustava (CAPCANARI i sur., 2022.). S obzirom da
nema novijih podataka o uc¢inku rogaca na kinetiku promjena pojedinih subpopulacija T
limfocita u perifernoj krvi domace svinje, potrebno je taj ucinak istraziti u skladu s
preporukama istraZivanja koja su proveli ANDRISIC i sur. (2020.). Medutim, INSERRA
1 sur., (2015.) u mesu odrasle svinje, hranjenih dodatkom rogaca u koncentraciji od 8% 1
15% u dnevni obrok, zabiljezili su smanjenu koncentraciju zasi¢enih masnih kiselina, a

povecanu koncentraciju nezasi¢enih masnih kiselina.

2.3. Odbice prasadi

Danas u suvremenom svinjogojstvu i nadalje je odbice prasadi kriti¢ni trenutak uzgoja
svinja zbog povecanih probavnih poremecaja, odnosno proljeva, te poveéane podloznosti
brojnim infekcijama. Naime tijekom odbica vrlo slozeni socijalni, nutritivni, fizioloski i
okolisni stresovi interferiraju s adaptacijom i razvojem probavnog sustava odbijenika.
Tako, HOLMAN i sur. (2021.) opisuju razvoj velikih promjena u morfologiji crijeva u
oko 10% prasadi odbijenih u dobi od 28 dana koji u razdoblju od 48 sati po odbicu nisu
konzumirali krutu hranu. Nadalje, KARASOVA i sur. (2021.) oStecenja crijevnih resica
u odbijenika, poput povecanja njihove Sirine 1 smanjenja visine, odnosno povecanja
dubine kripti, te smanjenja njihovog resorptivnog kapaciteta, odnosno aktivnosti enzima
njihovih Cetkastih poruba, i nadalje objasnjavaju kao posljedicu smanjenog unosa hrane
te razvoja pothranjenosti i zaostajanja u rastu. TANG i sur. (2022.) napominju da samo
pravilna prehrana u fazi odbi¢a podrzava optimalan razvoj crijeva i jaku crijevnu barijeru

protiv patogena, dok smanjen unos hrane ima znacajan u¢inak na proizvodne parametre
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u kasnijim fazama tova. Takoder, dostupni literaturni podaci opisuju da stresni uvjeti
odbica znacajno utjecu i na funkciju imunosnog sustava odbijenika pri ¢emu je znacajno
oslabljena, kako humoralna tako i stani¢na imunost (SOUTHEY i sur., 2021.). Naime,
vrijeme komercijalnog odbi¢a (u dobi od oko 28 dan) podudara se s razdobljem opadanja
pasivnog imuniteta odbijenika, odnosno s vremenom kada se njihova pasivna laktealna
imunost steCena od majke znacajno smanjuje. Upravo zato GROOT i sur. (2021.)
napominju da su odbijenici u razdoblju odbi¢a imunodeficijentne Zivotinje jer njihov
imunosni sustav nije u potpunosti razvijen. Sama ¢injenica da aktivna imunost odbijenika
jos$ nije sasvim razvijena do dobi od 7-9 tjedana, a da prestaje njihova pasivna imunosna
zaStita upucuje na mogucénost povecane pojavnosti infekcijskih bolesti. Nadalje, tijekom
razdoblja odbica dolazi i do slabljenja imunosne funkcije tankog crijeva odbijenika, sto
rezultira padom imunosne funkcije limfocita, ali povecanjem aktivnosti intestinalnih pro-
I protuupalnih citokina te povecane ekspresije njihovih gena §to posljedi¢no utjece na
promjenu morfologije crijeva (DING i sur., 2022.). Prethodno navedeno moze nepovoljno
utjecati na probavu i apsorpciju hranjivih tvari, izlu¢ivanje protutijela 1 odrzavanje
funkcije crijevne barijere, ¢ime se smanjuje ucinak rasta svinja nakon odbijanja Naime,
odbijenici u stanju stresa, podlozni su infekciji tankog crijeva brojnim patogenim
mikroorganizmima, od kojih je naj¢esc¢a uzrokovana enterotoksigenim sojem bakterije E.
coli. Kolonizacija tankog crijeva E. coli najé¢es¢e 5. do 10. nakon odbi¢a u odbijenika
uzrokuje opsezan proljev, odnosno povecano izlu¢ivanje H>O, Na* i Cl" iona, smanjenu
apsorpciju tekucine, dehidraciju, acidozu kao posljedicu prekomjernog gubitka tekucine
i NaHCOz3 iz organizma, odnosno oboljenje naziva kolibaciloza odbijene prasadi (KOP)
koja Cesto ima i smrtni ishod. Prema KWANGWOOK i sur. (2022.) patogenost
enteropatogenih sojeva E. coli u probavnom traktu odbijenika posljedica je ekspresije
dva osnovna ¢imbenika virulencije poput:
- prisutnosti fimbrija, odnosno struktura na povrsini stanice bakterijske pomocu kojih

adheriraju uz epitelne stanice sluznice crijeva;
- sposobnosti stvaranja enterotoksina.

Zabrana koristenja APR-a u hrani za zivotinje potaknula je pronalazenje novih
gospodarsko opravdanih rjeSenja za uspostavu Uzgojno ujednacenih sustava svinja
zastitnih za dobrobit svih zivotinja u proizvodnji, prihvatljivih za okolis, te kompatibilnih

sa propisima EU-a, odnosno prihvatljivin za trzista u okviru javnog (konzumenti),
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javnozdravstvenog (populacija) i poljoprivrednog sektora (proizvodaci svinjetine/stocne
hrane). Temeljem toga i sami proizvodaci hrane za svinje moraju pronaci alternativne
nac¢ine da upravo hranidbom optimiziraju imunosni status i proizvodnost svinja. TeZiste
prethodno spomenutih rjeSenja mogle bi biti nove hranidbene strategije koje moduliraju
imunosni sustav, odnosno odrzavaju dobro zdravstveno stanje ¢ime nadalje preveniraju
nastanak bolesti. Tako, RODRIGUES i sur. (2022.) opisuju interakcije izmedu hranidbe
I imunosnog sustava zivotinja koje utjecu na njihovu proizvodnost, odnosno na njihove
potrebe za hranjivim tvarima na nacin da: imunosni odgovor na patogene mikrobe
usporava rast i mijenja metabolizam pri ¢emu se mijenjaju potrebe za hranjivim tvarima;
hranidba utje¢e na imunokompetenciju svinje i njenu otpornost na zarazne bolesti. PENG
i sur. (2021.) napominju da je u odbijenika upravo probavni sustav mjesto najbitnije
interakcije stanica sluzni¢ke imunosti domacina i antigena unesenog hranom pri ¢emu je
vrlo znac¢ajna uloga mikrobioma. Nadalje, u svojim istrazivanjima ukazuju da u crijevima
prasadi prije i poslije odbica 95% mikrobioma ¢ine anaerobne bakterije koljena
Firmicutes, Bacteriodetes i Proteobacteria. Prije odbi¢a prasadi zabiljezili su 54%
Firmicutes, 38,7% Bacteroidetes i 4,2% Proteobacteria. Medutim, poslije odbica, uslijed
prelaska s tekucée na krutu hranu odnos se mijena u korist Bacteroidetes (59,6%), dok se
udjeli Firmicutes (35,8%) i Proteobacteria (1%) smanjuju. Nadalje, ZGOMBA
MAKSIMOVIC i sur. (2019.) napominju da se nakon odbi¢a u crijevima prasadi smanjuje
broj bakterija roda Lactobacillus, dok se brojnost bakterija rodova Clostridium spp.,
Prevotella spp. i E. coli povecava. Temeljem toga, pripravci od odabira za alternativnu
neklini¢ku uporabu antibiotika u hrani odbijenika, moraju prvenstveno djelovati kao
regulatori crijevne mikrobiote, ali i kao preventivna sredstva za suzbijanje i kontrolu
infekcija, posebno onih izazvanih enterotoksigenim sojevima bakterije E. coli. Nastavno
na prethodno navedeno, strategije prevencije i kontrole proljeva odbijenika, radi
odrzavanja njihove visoke proizvodnosti i dobrog zdravstvenog statusa, nuzno je
intenzivno tragati upravo za prirodnim pripravcima koji ¢e promicati zdravlje njihovog
probavnog sustava, pri ¢emu nece biti Stetni za zdravlje ni covjeka ni Zivotinja, ekoloski
biti prihvatljivi za okoli§ i to sve u skladu sa danas aktualnom strategijom ,,Jednog
zdravlja — Jedne dobrobiti“ (PINILLOS i sur., 2016.). Nadalje, istrazivanja GROOT-a i
sur. (2021.) ukazuju da crijevna mikrobiota odbijenika osim $to ima pozitivan utjecaj na

iskoristivost hranjivih tvari, poboljsavaju fizioloska i morfoloska svojstva probavnog
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sustava, sprecavaju prodor patogenih bakterijskih vrsta, imaju i vrlo znac¢ajnu imunosnu
ulogu. Upravo je iz tog razloga od velikog interesa razumjeti imunobioloski status
odbijenika temeljem prethodnog uvida u njihovu prenatalnu i perinatalnu ontogenezu
imunosnog sustava. Temeljem najnovijih istrazivanja, PABST (2020.) objasnjava da je
upravo dobna kategorija odbijenika najbolji pokusni model za biomedicinska istrazivanja
od interesa za humanu medicinu i to sa posebnim osvrtom na imunosni sustav, odnosno
njegovih molekularnih i stani¢nih sastavnica. Naime, imunosni sustav odbijenika
jedinstven je u odnosu na ostale sisavce pa i ¢ovjeka i to zbog: neuobicajene grade limfnih
¢vorova kojima je izvana smjeStena mala srz, dok su korteks i parakorteks veéi te dosezu
do sredis$njeg dijela limfnog ¢vora; izavne emigracije iz limfnih ¢vorova u cirkulaciju T i
B limfocita i to putem venula visokog endotela, umjesto eferentnim limfnim zilama;
neuobicajene grade Payerovih ploca i tonzila, odnosno ilealne Payerove plo¢e duzine od
1 do 3,5 metra u kojoj nema interfolikularnih podru¢ja niti T stanica; vrlo visokog udjela
izvantimusnih dvostrukopozitivnin CD4*CD8" T-limfocita (10-60%); vrlo visokog
udjela gama delta limfocita T (ydTCR); raznolikosti genskog sustava koji regulira
ekspresiju T stani¢nog receptora (TCR). Osim svega prethodno navedenog, odbijenici
zasluzuju veliku istrazivacku pozornost i zbog svog komercijalnog znacaja kao izvora
hrane §irom svijeta. Godisnje u svijetu ugine preko 10 milijuna odbijenika i to pretezito
od crijevnih bolesti bakterijske etiologije. Zbog te ¢injenice, znanstvenici u podrucju od
interesa za zdravlje i uzgoj odbijenika, razdoblje odbi¢a prasadi smatraju ciljem, a ne

sredstvom svojih istraZivanja.
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3. OBRAZLOZENJE TEME
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U suvremenom intenzivnom svinjogojstvu znatni se napori ulazu u razumijevanje
I dijagnozu crijevnih infekcijskih bolesti, ukljucujuéi biologiju uzro¢nika, otpornost i
lijeCenje domacina, pri ¢emu se malo zna o preventivi tih bolesti s pomoc¢u nutritivnih i
imunomodulacijskih strategija. Stoga, danas, kada je legislativom regulirana i napustena
uporaba APR-a u svinjogojskoj proizvodnji, jedna od mogucih alternativnih strategija za
preventivu/kontrolu ofuvanja zdravlja i proizvodnosti odbijene prasadi u intenzivnom
uzgoju moglo bi biti umjeSavanje u hranu i povoljno djelovanje pripravka rogaca. Naime,
iako je poznat pozitivan ucinak dodanog rogaca u hranu za odredene dobne kategorije
nekih vrsta zivotinja, u dostupnoj literaturi nema podataka o povezanosti pripravaka
rogaca s zdravljem i proizvodnosti odbijenika, te na parametre ocjene kemijske kvalitete
i higijenske ispravnosti njihovog mesa.

Stoga, temeljem dobivenih preliminarnih rezultata predloZenog istraZivanja na
modelu odbijenika, op¢i cilj je utvrditi znanstveno utemeljene pokazatelje za potencijalno
uvodenje rogaca kao alternativnog dodatka hrani u uzgojne sustave za proizvodnju svinja,
koji sada moraju funkcionirali bez APR, te bi stoga i zbog toga, trebao biti neskodljiv za
zdravlje konzumenata, po okoli$, kao i1 po dobrobit odbijene prasadi. Stoga, ¢e se u okviru
predlozenih istraZivanja nastojati utvrditi u uzgojnim sustavima svinja, dali rogac
(Ceratonia siliqua L.) dodan u dnevni obrok za odbijenu prasad, ima zastitni ucinak na
zdravlje te pozitivni u€inak na proizvodnost 1 kvalitetu mesa.

Tako su specifi¢ni ciljevi ovog istrazivanja su odrediti u¢inak rogaca (Ceratonia siliqua
L.) na:

e prosjecni dnevni prirast, konverziju hrane po jedinici prirasta, pojavu i intenzitet
proljeva (diarrhea score), gubitke zbog oboljevanja i zaostajanja u rastu te
mortalitet do ulaska u predtov;

e razine serumskih koncentracija kolesterola i glukoze, razine stani¢ne i humoralne
imunosti, sposobnost fagocitoze/mikrobicidnosti granulocita i monocita te broj
bakterija u obrisku sluznice rektuma;

e udjele u mesu vode, bjelancevina, kolagena, masti i ukupnog pepela.

Dobiveni rezultati predlozenog istrazivanja, ukoliko ga prepozna znanstvena zajednica,
mogli bi doprinijeti dodatnim spoznajama i to:
(a) kratkoro¢no, da se preveniraju/kontroliraju zdravstveni problemi u intenzivnom

uzgoju svinja, napose u odbijene prasadi primjenom nutritivne modulacije s pomocu
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pripravka rogaca, Sto je u skladu s propisom EU o zabrani dodavanja APR u hranu
zivotinjama namijenjenim ljudskoj prehrani, i

(b) dugoro¢no, da se odrzi ili oporavi zdravlje i proizvodnost svinja uporabom
gospodarski  kompetitivnih alternativa APR u hrani, koje bi bile prihvatljive
uzgajivacima, proizvodacima sto¢ne hrane i konzumentima.

Takoder, dobiveni rezultati koristiti ¢e za daljnja istrazivanja modulacijskog potencijala
pripravka rogaca kao funkcionalnog dodatka krmnim smjesama u dnevnom obroku u
drugih vrsta domacih zivotinja u kontroliranom uzgoju, napose u vrsta u kojih je Zeludac

slozene grade (prezivaci).
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4. MATERIJAL I

METODE
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4.1. Materijal

4.1.1. Tehnologijski uvjeti na farmi

Istrazivanje je provedeno na svinjogojskoj farmi vlasni§tva OPG Zivkovi¢,
Kvarte, Perusi¢ na kojoj su postivani tehnolosko-tehnicki uvjeti za pravilan smjestaj i
hranidbu prasadi, te nesmetan rad uzgajivaca 1 istrazivaca. Na farmi se prasiliste 1
odgajaliste nalaze unutar jednog objekta, dok se kilometar udaljeno nalazi toviliste. In
vivo pokus proveden je u boksovima odgajalista. Svaki boks je bio opremljen podnim
valovom i pojilicom. lzvor vanjskog prirodnog svjetla su bili prozori smjesteni na
vanjskom zidu objekta, dok su izvori umjetne rasvjete bili smjeSteni na sredini stropa.

Prostor odgajalista je 48 sati prije smjeStaja pokusnih Zivotinja o¢iS¢en i1 dezinficiran.

4.1.2. Zivotinje

U svrhu istrazivanja utjecaja suhog pripravka rogaca (Ceratonia siliqua L.) na
zdravlje i proizvodnost odbijenika, u okviru planiranog pokusa koristen je uzorak od 60
odbijenika (krizanci Svedski Landras/Yorkshire), odnosno 30 Zenki i 30 kastrata,
ujednacene mase oko 7 kg, u dobi od 28. do 70. dana zivota iz populacije istovrsnih
zivotinja svinjogojske farme vlasniitva OPG Zivkovié, Kvarte, Perusi¢ (Slika 3.).
Tijekom cijelog pokusa prasadi su hrana (standardna krmna smjesa SO-1 za odbijenike do
20 kg) i voda bili dostupni ad libitum. Zivotinjama je procijenjen zdravstveni status prije
ukljucivanja u pokus te su 48 sati prije pocetka pokusa bili Smjesteni u pokusne prostore.
Ovo istrazivanje dio je HRZZ projekta “Taxonomy, Ecology and Utilization of Carob
Tree (Ceratonia siliqua L.) and Bay Laurel (Laurus nobilis L.) in Croatia (IP-11-2013-
3304) za koje je dobivena Odluka Etickog povjerenstva u veterinarstvu (klasa: 640-01/16-
17/81; ur. broj: 251-61-01/430-16-2) od strane Veterinarskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu.
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Slika 3. Zivotinje u pokusu
(izvor slike: Zrinka Zderi¢ Savatovic).

4.1.3. Pokusni pripravak

U pokusu je koristen kao bioloski pripravak suha biomasa rogaca podrijetlom iz
uzgoja PZ KOMIZA (Komiza, otok Vis) (Slika 4.). Uzorci pripravka rogacda, prije
umjesavanja u komercijalnu hranu, uzeti su za analiti¢ku i mikrobiolosku analizu. Potom
je suha biomasa roga¢a umjesavana u tvornici stoéne hrane KUSIC PROMET d.o.o.
(Sveti Ivan Zelina, Hrvatska) u komercijalnu hranu za odbijenu prasad u koncentraciju
od 4%.

) ey e g
A H .

Slika 4. Pokusna biomasa rogaca pOdI‘lJeﬂO } uzgoja PZ KOMIZA (Komiza, otok
Vis) (izvor slike: Zrinka Zderi¢ Savatovi¢).

4.1.4. Pokusne skupine
U prostoru odgajalista farme, pokusne Su Zivotinje odvojene u dvije skupine
(kontrolna i pokusna skupina) od kojih je svaka imala po 30 zivotinja (15 Zenskog i 15

muskog spola), te Su oznacene usnim markicama i 6 tjedana drzane podno u uvjetima
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intenzivnog uzgoja i hranjene. Kontrolna prasad (skupina K) tijekom cijelog pokusa
hranjena je standardnom smjesom bez umjesavanja suhe biomase rogaca, dok je pokusnoj
skupini prasadi (skupina P) u dnevni obrok tijekom cijelog pokusa umjesavan 4% suhi

pripravak rogaca (Tablica 2.).

Tablica 2. Sastav krmnih smjesa za Zivotinje u pokusu prema recepturama tvornice
stocne hrane KUSIC PROMET d.o.o. (Sveti Ivan Zelina, Hrvatska).

Krmivo (%) Kontrolna - krmna Pokusna - krmna
smjesa smjesa
Kukuruz 66,50 60,00
Sojina sa¢ma 44,5% SP 25,00 26,50
Kvasac VPC 70% SP 3,00 4,00
Repicino ulje 1,50 1,50
Vapnenac 1,50 1,50
MonoCaP 1,00 1,00
Sol 0,50 0,50
DL - Metionin 0,10 0,10
L- Lizin 0,40 0,40
Premiks* 0,50 0,50
Nutritivna vrijednost (100g/1000g ST)
Sirovi protein 18,98 18,94
Sirova mast 4,52 4,46
Sirova vlakna 3,06 3,37
Kalcij 0,79 0,81
Fosfor 0,60 0,59
Natrij 0,21 0,22
Lizin 1,30 1,40
Metionin 0,38 0,40
Metabolicka energija, MJ/kg 13,49 13,33

4.1.5. Monoklonska protutijela za viSebojnu proto¢nu citometriju

Za citometrijska istrazivanja subpopulacija leukocita periferne krvi odbijenika
koriStena su mi$ja monoklonska protutijela (mPt) obiljezena florokromima tvrtki: Abcam
(Cambridge, UK), AbD Serotec (Kidlington, Oxford, UK), Novus Biologicals (Colorado,
SAD), Southern Biotech (Birmingham, SAD) (Tablica 3.).
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Tablica 3. Prikaz koristenih mi§jih monoklonskih protutijela za leukocitne antigene
odbijenika i fluorokroma s kojima su obiljezena.

mPt
specifi¢na .y
- . Stani¢na
za Klon 1zotip Konjugat o x Izvor
. specifi¢nost
molekularni
biljeg
Fluorescein- . AbD  Serotec,
S Ukupni o
CD45 K252-1E4 IgG1 izotiocijanat leukociti Kidlington,
(FITC) Oxford, UK
Novus
CD3¢ PPT3 IgGlx *Alexa Fluor® 405 T-limfociti Biologicals,
Colorado, SAD
Subpopulacija
CD4 74-12-4 1gG2b Streptavidin por}locm?klh Abcam,
T-limfocita (Tn) .
- Cambridge,
Subpopulacija UK
CD8a 76-2-11 IgG2a Fikoeritrin citoliti¢kih
T-stanica (T¢)
Southern
cD21 BB6-11C9.6 | IgGlk R-fikoeritrin* | B-limfocit Biotech,
Birmingham,
SAD

4.1.6. Plan pokusa
Pokus je proveden kroz dvije faze:

- tijekom prve ex vivo faze tri tjedna prije poc¢etka druge faze radena su istrazivanja vezana
uz sastavljanje receptura dnevnog obroka. U navedenom periodu za suhi pripravak rogaca
analizirani su kemijski sastav i mikrobioloska ispravnost.

- tijekom druge in vivo faze Sest je tjedana radeno istrazivanje na pokusnim zivotinjama,
odnosno odbijenicima. Pokus je zapocet 48 sati nakon §to SU Zivotinje smjeStene U
pokusne prostorije te su formirane skupine. U navedenom periode pokusnim zivotinjama
praceni su pokazatelji proizvodnosti (prosjecni dnevni unos hrane; prosjecni dnevni
prirast tjelesne mase; iskoristivost hrane (konverzija); pojava, ja¢ina i trajanje proljeva
(diarrhea score); kemijska analiza mesa) i zdravlja (dnevno klini¢ko pracenje opceg
zdravstvenog stanja Zzivotinja; hematoloSka pretraga u dvotjednim razmacima,
bakterioloska analiza sluznice rektuma; patohistoloska analiza sluznice tankog crijeva
(jejunum, ileum) i mezenterijskih limfnih ¢vorova). Pokus je u cijelosti sproveden
sukladno Zakonu o dobrobiti zivotinja (Narodne novine, NN 135/06, NN 37/13) i

Pravilniku o zastiti zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (NN 55/13).
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4.1.7. Uzorci

Uzorci periferne krvi od svake zivotinje uzeti su venepunkcijom iz V. jugularis u
sterilnim epruvetama s antikoagulansom dinatrijeva sol etilendiamintetraoctene kiseline
(EDTA, Sigma SAD) ili bez antikoagulansa (za seroloske pretrage) 0., 14., 28. te 42. dana
pokusa. Na kraju pokusa od po sedam nasumi¢no odabrane zivotinje iz svake skupine
napravljena je patoanatomska analiza te su tijekom razudbe uzeti uzorci tkiva tankog
crijeva (jejunum, ileum) i mezenterijskih limfnih ¢vorova za histopatolosku analizu (Slika
5.).

Slika 5. Egzenterirani uzorcijejunuma, ileuma i mezenterijski limfni ¢vorovi Zrtvovane
pokusne zivotinje 42 dana pokusa (izvor slike: Daniel Spoljaric).

4.2. Metode

4.2.1. Analiticke metode ,,ex vivo* faze pokusa

Za suhi pripravak rogac¢a temeljem odabranih parametara odreden je:
a) kemijski sastav: pepeo/HRN ISO 5984:2004; sirovi protein/HRN EN ISO 5983-
2:2010; mast/HRN ISO 6492:2001 modificirana prema uputama sustava za ekstrakciju
ANKOM XT15; sirova vlakna/HRN EN ISO 6865:2001 modificirana prema uputama
FOSS Fiber Cap manual, kalcij/RU-5.4.2-11, 1. izdanje; ugljikohidrati i
polifenoli/metoda tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) prema
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uputama BELSCAK-CVITANOVIC i sur. (2011.); natri/HRN ISO 7485:2001;
kalij/HRN ISO 7485:2001

b) mikrobioloska ispravnost: horizontalna metoda za detekciju, brojenje i serotipizaciju
bakterija Salmonella spp./HRN EN ISO 6579-1:2017; horizontalna metoda za
dokazivanje i odredivanje broja bakterija Listeria monocytogenes i drugih vrsta Listeria
spp./HRN EN ISO 11290-1:2017, vodoravni postupak brojenja koagulaza-pozitivnih
stafilokoka (Staphylococcus aureus i drugih vrsta)/HRN EN 1SO 6888-1:2003,
horizontalna metoda za brojenje sulfitreduciraju¢ih bakterija u anaerobnim
uvjetima/HRN ISO 15213:2004, horizontalna metoda za dokazivanje prisutnosti i
odredivanje broja Enterobacteriaceae/HRN 1SO 21528-2:2017, horizontalna metoda za
odredivanje broja mikroorganizama/HRN EN ISO 4833-1:2013.

4.2.2. Metode in vivo faze pokusa

4.2.2.1. Praéenje proizvodnih pokazatelja

Tijekom istrazivanja provedeno je ukupno 4 pojedinac¢nih vaganja prasadi u
dvotjednim razmacima: 0., 14., 28. te 42. dana istrazivanja (Slika 6.). Pri prosudivanju
proizvodnih parametara prasadi u pokusu koriSteni su dobiveni podatci za prosjecni
dnevni unos hrane, prosjecni dnevni prirast tjelesne mase, iskoristivost hrane

(konverzija), te kemijske analize mesa.

Slika 6. Vaganje pokusne Zivotinje (izx}or slike: Daniel Spoljarig).
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4.2.2.1.1. Odredivanje prosje¢nog dnevnog unosa hrane

Prosjecni dnevni unos hrane odredivan je na kraju svakog razdoblja vaganja
tijekom istrazivanja. Od mase ukupne ponudene hrane oduzeta je preostala hrana u
hranilicama i ostatak u vre¢ama, te je dobiven ukupni unos hrane. Kako bi se izra¢unao
dnevni unos hrane pojedinog razdoblja po zivotinji, ukupni unos hrane podijeljen je s
trajanjem razdoblja istrazivanja u danima i brojem prasadi u podskupini. Tako je prosje¢ni
dnevni unos hrane, za cijeli period istrazivanja dobiven prema formuli: prosje¢ni dnevni
unos hrane = (ukupna ponudena hrana - ostatak hrane u hranilicama i vre¢ama)/dani

trajanja istrazivanja/broj zivotinja u istrazivanju.

4.2.2.1.2. Odredivanje prosje¢nog dnevnog prirasta tjelesne mase
Prosjeéni dnevni prirast tjelesne mase izra¢unat je iz podataka o tjelesnim masama
I duljini pojedinog razdoblja u pojedinim razdobljima i to po formuli: dnevni prirast =

(zavrs$na tjelesna masa - pocetna tjelesna masa)/trajanje razdoblja u danima.

4.2.2.1.3. Odredivanje iskoristivosti hrane (konverzija)
Iskoristivost hrane (konverzija) izracunata je na osnovi dnevnog prirasta tjelesne
mase i dnevnog unosa hrane i to prema formuli: iskoristivost hrane = dnevni unos/dnevni

prirast.

4.2.2.1.4. Kemijska analiza mesa

Kemijska analiza mesa napravljena je od po 7 prasadi iz svake skupine Zivotinja.
Na kraju pokusa na liniji klanja (Klaonica 25 sitne i krupne stoke, 10380 Sv. Ivan Zelina,
Cre¢an 10 - ugovorna klaonica OPG Zivkovié, Kvarte, Perusi¢), nakon klaonicke obrade
i hladenja (24h, temperatura 4°C), uzeti su uzorci S anatomske pozicije m.
semimembranaceus, na desnoj/lijevoj polovici trupa i to za odredivanje: vode (referentna
gravimetrijska metoda 1SO 1442), masti (metoda 1SO 1443), bjelan¢evina (metoda ISO
937), pepela (metoda 1SO 936), kolesterola (ELISA).
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4.2.2.2. Pracenje zdravstvenih pokazatelja

Prasadi u pokusu svakodnevno je op¢im klinickim pregledom prac¢eno njihovo
op¢e zdravstveno stanje (pregled vidljivih sluznica, povrSinskih limfnih ¢vorova i
dla¢nog pokrova te utvrdivanje stanja periferne cirkulacije). Takoder, u prostoru u kojem
su bile smjestene Zivotinje, tijekom cijelog pokusa je svakodnevno po dva sata, uvijek u
isto vrijeme, procjenjivana konzistencija isklju¢ivo svjezeg izmeta. Naime, radi klini¢kih
znakova koji bi upucéivali na pojavu bolesti pracena je pojava, jacina i trajanje proljeva
(diarrhea score, dostupno na: https://www.alltech.com.). Za procjenu ozbiljnosti proljeva
koriSteni su broj¢ani stupnjevi od 1 do 5: 1- ¢vrsti formiran izmet, 2 - blago mekani
umjereno formiran izmet; 3 - mekani djelomi¢no formirani izmet, 4 - polutekuci izmet;
5- vodenasti sluzav izmet. Za procjenu jacine proljeva po skupini zivotinja koriStena je
slijedeca metoda: ukoliko je manje od 10% Zivotinja u grupi imalo konzistenciju izmeta
1. do 2. stupnja ne duze od tri dana definirana je normalna pojavnost proljeva kod
odbijene prasadi; ukoliko je 10 od 20% zivotinja u grupi imalo konzistenciju izmeta 2. do
3. stupnja u trajanju od tri od pet dana definirana je umjerena pojavnost proljeva kod
odbijene prasadi; ukoliko je 10 od 20% Zivotinja u grupi imalo konzistenciju izmeta 4. do
5. stupnja u trajanju vise od pet dana definirana je ozbiljna pojavnost proljeva kod
odbijene prasadi. 14., 28. i 42. dana pokusa izraunat je omjer prosjecne ozbiljnosti
proljeva (zbroj svih broj¢anih stupnjeva zivotinja jedne skupine podijeljen je brojem
zivotinja skupine). Osim oboljenja pra¢ena su i uginuca Zivotinja. Pri prosudivanju
zdravstvenog stanja prasadi u pokusu koristeni su, uz spomenute, i podatci hematoloskih,

biokemijskih, imunosnih, bakterioloskih, patoanatomskih te histoloskih analiza.

4.2.2.2.1. Odredivanje hematoloskih pokazatelja

Hematoloski pokazatelji (eritrociti, leukociti, trombociti, hemoglobin, hematokrit,
prosjecni volumen eritrocita, prosjeCna masa hemoglobina u eritrocitu, prosjecna
koncentracija hemoglobina u eritrocitu) odredivani su u dvotjednim razmacima (0., 14.,
28., 1 42. dana pokusa) u uzorcima periferne krvi odbijenika, dobivenim venepunkcijom
iz v. jugularis u sterilnim epruvetama EDTA (Sigma) standardnim metodama pomocu
automatskog hematoloskog analizatora ABACUS JUNIOR (Diatron, MI PLC, SAD).
Udjeli pojedinih populacija leukocita (diferencijalna krvna slika) odredivani su

mikroskopskim (Olympus BX 41 na imerznom povecanju) pregledom obojanih razmaza
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periferne krvi prasadi metodom po May Grunwald-Giemsi. Dobivene su vrijednosti

procjenjivane usporedbom s referentnim vrijednostima za domacu svinju.

4.2.2.2.2. Odredivanje serumskih biokemijskih pokazatelja

Biokemijski pokazatelji (ukupni serumski proteini, glukoza, urea, kolesterol,
trigliceridi, albumini, jetreni enzimi: alkalna fosfataza (ALP); aspartat aminotransferaza
(AST); alanin aminotransferaza (ALT); gama glutamil transferaza (GGT)), odredivani su
u dvotjednim razmacima (0., 14., 28., i 42. dana pokusa) u uzorcima periferne Kkrvi
odbijenika, dobivenim venepunkcijom iz v. jugularis u sterilnim epruvetama bez
antikoagulansa standardnim metodama pomoc¢u biokemijskog analizatorg Beckman
Coulter AU 680 (Beckman Coulter Biomedical Ltd., Irska). Dobivene su vrijednosti

procjenjivane usporedbom s referentnim vrijednostima za domacu svinju.

4.2.2.2.3. Odredivanje imunosnih pokazatelja

Imunosni  pokazatelji odredivani su postupkom imunofenotipizacije i
kvantifikacije svinjskih CD* subpopulacija T i B limfocita, procjenom funkcionalne ex
vivo i in vitro sposobnost fagocitoze i mikrobicidnosti monocita/granulocita, te udjela

imunoglobulina u serumu iz periferne krvi prasadi.

4.2.2.2.3.1. Protoéna citometrija (metoda modificirana prema POPOVIC i VALPOTIC,
2004.)

U dvotjednim razmacima (0., 14., 28., i 42. dana pokusa) u uzorcima periferne
krvi odbijenika, dobivenim venepunkcijom iz v. jugularis u sterilnim epruvetama s
EDTA, unutar 24 sata od venpunkcije, na protocnom citometru Beckman Coulter
Navious (Beckman Coulter Biomedical Ltd., Irska) odredivani su udjeli T limfocita
(CD45CD3¢") i B limfocita (CD45°CD3¢'CD21") (Tablica 4.).

Tablica 4. Shema citometrijska analize T limfocita (CD45°CD3¢"CD21°) i njihovih
subpopulacija s obzirom na ekspresiju molekula CD4, CD8a, i B limfocita (CD45"CD3¢
CD21%).

CD4'D8a*
CD4'D8a*
Limfociti CD45" CD3:*CD21- CD4*CD8a"
CD4D8u
CD3:sCD21"
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4.2.2.2.3.2. Fagocitoza (ingestija) i mikrobicidnost (digestija) (metoda modificirana po
LUKAC i sur., 1994.)

U dvotjednim razmacima (0., 14., 28., i 42. dana pokusa) u uzorcima periferne
krvi odbijenika, dobivenim venepunkcijom iz v. jugularis u sterilnim epruvetama s
antikoagulansom (natrijevog heparina) eritrociti su istalozeni te je plazma odvojena.
Potom je iz plazme izdvojen sloj stanica kojima je broj nakon tri ispiranja medijem 199
(MEM, Imunologki zavod, Zagreb) podesen na 1 x 108/mL. Tako pripremljena suspenzija
stanica je razdijeljena u komorice (volumen 0,25 mL, promjer 1,5 cm) te su 30 min. bili
inkubirani na temperaturi od 37°C i 5% CO>. Nakon toga je odliven supernatant, a MEM-
om zagrijanim na 37°C su isprane stanice koje se nisu prilijepile za stjenku komorice.
Potom je 30 min. inkubirana komorica u koju je na adherirane fagocite dodano 0,25 mL
suspenzije 40 x 10%/mL zivih stanica kvaséeve gljivice Saccharomyces cerevisiae. Nakon
inkubacije, komorica je isprana te su stanice u MEM-u tretirane s 0,05% naranéastim
akridinom (Sigma, St. Louis, SAD). Po isteku jedne minute stanice su MEM-om isprane,
te je pokrovnicom pokrivena komorica i fluorescentnim je mikroskopom mikroskopirano
pri povecanju od 800x. Potom je po komorici ukupno pregledano 100 granulocita i
monocita s fagocitiranim gljivicama. Rezultati fagocitoze su iskazani kao postotak stanica
koje su fagocitirale, a izracunati su prema formuli: postotak fagocitne aktivnosti = broju
stanica koje su fagocitirale/ukupan broj stanica x 100, odnosno kao indeks ingestije (ii),
pri ¢emu je ii = broj fagocitiranih gljivica/broj fagocita. Sposobnost mikrobicidnosti
(unutarstani¢no ubijanje gljivica) je odredena temeljem razlikovanja crveno obojanih
mrtvih i zeleno obojanih zivih fagocitiranih gljivica, a iskazana je u postotnim
vrijednostima i to prema formuli: postotak mikrobicidnosti = broj fagocitiranih mrtvih

gljivica/broj ukupno fagocitiranih gljivica.

4.2.2.2.3.3. Imunohematologija

U dvotjednim razmacima (0., 14., 28., i 42. dana pokusa) u uzorcima periferne
krvi odbijenika, dobivenim venepunkcijom iz v. jugularis u sterilnim epruvetama bez
antikoagulansa standardnim metodama pomoc¢u biokemijskog analizatorg Beckman
Coulter AU 680 (Beckman Coulter Biomedical Ltd., Irska) odredene su serumske razine

imunoglobulina (zbog prisutnih alfa-globulina) tako $to su od dobivenih vrijednosti za
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ukupne proteine oduzete vrijednosti dobivene za albumine. Dobivene su vrijednosti

procjenjivane usporedbom s referentnim vrijednostima za domacu svinju.

4.2.2.2.4. Proteini akutne faze (PAF)

Spektrofotometrijski je u serumu odbijenika odredivana razina haptoglobina
(HpG) pomocu testova tvrtke Olympus (OSR6165). Imunoenzimnim sendvi¢ testom U
serumu odbijenika je odredivana razina C-reaktivnog proteina (CRP) pomoc¢u Tridelta
"Phase"TM reagensa za svinjski CRP (Tridelta Ltd., Irska). Na mikrotitracijske plo¢ice
naneseni su uzorci seruma. Nevezane molekule CRP-a uklonjene su ispiranjem te je
potom dodan peroksidazom, odnosno specifi¢no protutijelo za svinjski CRP. Zatim su
plocice ispirane kako bi se uklonila nevezana protutijela i potom je dodana otopina
substrata tetrametil benzidina (TMB). Nakon toga je pomocu aparata BioTek Absorbance
Microplate Reader ELx808 (BioTek Instruments, Inc., Highland Park, VT, SAD) ocitan
intenzitet obojenja. Koncentracija CRP-a u uzorku istrazivanog seruma bila je

proporcionalna dobivenim podacima za intenzitet obojenja.

4.2.2.2.5. Bakterioloska pretraga

Obrisci rektuma sluznice za bakteriolosku analizu uzimani su sterilnim Stapicem
0., 14., 28., 1 42. dana pokusa i1 to od po 7 Zivotinja iz svake skupine. Za svaki uzorak
odredivan je ukupan broj bakterija (CFU, colony forming units, engl.) (sa posebnom
osvrtom E. coli, Enterococcus spp., Proteus sp., Bacillus cereus) standardnim postupkom
dvostrukih serijskih razrjedenja od 10! do 10'° u fiziologkoj otopini (horizontalna metoda
za odredivanje broja mikroorganizama), te nacjepljivanjem na selektivne 1 neselektivne

hranjive podloge prema opisanom postupku HABRUN (2014.).

4.2.3 Statisticka obrada

Za procjenu odgovarajuceg broja zivotinja koriSten je program G-power test
3.1.9.4. Kao adekvatan test koriSten je F-test s analizom varijance, uklju¢enim
ponavljajué¢im mjerenjima u 4 razlicita perioda te interakcijama unutar i izmedu grupa
i perioda. Za odredivanje veli¢ine efekta (f) uzeta je direktna metoda - parcijalna eta
(np?) $to je alternativna mjera povezanosti za uzorak koja opisuje udio ukupne varijacije

objasnjene prediktorskom varijablom, nakon isklju¢ivanja (djelomi¢nog izdvajanja)
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varijance iz drugih prediktorskih varijabli iz ukupne varijance. Uzeta je velika konvencija
np?od 0.14 te je veli¢ina efekta iznosila 0.40. Postavljena a. vrijednost (error probability)
iznosila je 0,05, a snaga testa (1-B error probability) 90% (P=0,90). Izracunato je da
ukupna veli¢ina uzoraka odnosno broj zivotinja mora iznositi minimalno 14, odnosno 7
zivotinja po skupini po svakom periodu. Statisticka analiza dobivenih podataka odradena
je pomocu programskog paketa SAS 9.4. (2002-2012 SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
Deskriptivna statistika u¢injena je pomoc¢u SAS modula PROC MEANS i PROC FREQ.
Normalna raspodjela podataka testirana je pomoc¢u procedure TRANSREG. Ukoliko su
pretpostavke normalne distribucije analiziranih zavisnih varijabli bile narusene te u
slu¢aju pojave heterogenosti varijanci, provedena je transformacija varijabli pomocu
BOX-COX transformacije. Za testiranje prisutnosti ekstremnih vrijednosti koristena je
robusna metoda (PROC ROBUSTREG) s opcijom procjene prema HUBER-u (M
estimation). Generalni linearni mjesoviti model (PROC GLIMMIX) koristen je za analizu
pokazatelja izmedu skupina i vremenskih perioda, a u model je ukljucen i slucajni efekt
Zivotinje na ponavljajuée mjerenje tijekom vremena. Grafikoni su napravljeni pomocu

procedure SGPLOT u rezoluciji od 500 tocaka po incu.
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5. REZULTATI
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Dobiveni rezultati razvrstani su u 9 skupina: analitika pokusnog pripravka,
proizvodni pokazatelji, zdravstveni pokazatelji, hematoloski pokazatelji, imunosni
pokazatelji, biokemijski pokazatelji, bakterioloski pokazatelji, patoanatomski
pokazatelji, pokazatelji kemijske analize mesa i te su kao takvi prikazani u ovom

poglavlju:

5.1. Analiti¢ki pokazatelji pokusnog pripravka

Temeljem rezultata mikrobioloskih analiza u 25 g uzorka suhog pripravka rogaca
nisu izolirane bakterije Salmonella spp. i Listeria monocytogenes te temeljem rezultata
ukupne mikrobioloske analize tijekom cijelog pokusa koristen je mikrobioloski ispravan

pripravak kao dodatak u dnevni obrok za pokusnu prasad. (Tablica 5. ).

Tablica 5. Prikaz mikrobioloskih analiza za pripravak suhog rogaca koristenog tijekom
6 tjedana pokusa.

Pokazatelji/ CFU u uzorku
grani¢ne vrijednosti (m*, M*¥) suhog pripravka rogaca (25 Q)
Salmonella spp. /

n.n.u25g n.n. / zadovoljava
Listeria monocytogenes /

n.n.u25g n.n. / zadovoljava
Aerobne mezofilne bakterije /

m=10*CFU/g; M=10°CFU/qg < 10*/ zadovoljava
Staphylococcus aureus/

m=10CFU/g; M=10°CFU/g < 10/ zadovoljava
Sulfitreducirajuce klostridije /

m=10CFU/g; M=10?CFU/qg < 10/ zadovoljava
Enterobacteriacea /

m=10°CFU/g; M=10°CFU/qg < 10?/ zadovoljava

CFU/g- (engl. colony forming unit) broj kolonija u gramu uzorka;

n.n. —nije nadeno;

m* - grani¢na vrijednost ispod koje se svi rezultati smatraju zadovoljavajuéim;

M* - grani¢na dopustena vrijednost iznad koje se rezultati smatraju zadovoljavajuéi

Temeljem rezultata kemijske analize 100 g uzorka suhog pripravka rogaca tijekom
cijelog pokusa u dnevni obrok za pokusnu prasad dodavan je pripravak kojeg su glavne
sastavnice ugljikohidrati i prehrambena vlakna. (Tablica 6.)
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Tablica 6. Prikaz kemijskog sastava za pripravak suhog rogaca (cijela mahuna sa
sjemenkama) koristenog tijekom 6 tjedana pokusa.

Hranjiva vrijednost 100g/1000g ST
Suha tvar 92,00
Pepeo 3,00
Sirovi protein 7,00
Sirova vlakna 10,00
Neutralna detergent vlakna 46,00
Kisela detergent vlakna 34,00
Lignin 23,60
Eterni ekstrakt 2,00
Ukupni Seceri 11,00
Tanini, kondenzirani (ekv. katehina) 1,60
Kalcij 0,49
Fosfor 0,15
Bruto energija (MJ/kg ST) 18,00
Probavljiva energija za svinje (MJ/kg ST) 9,90
Metabolicka energija za svinje (MJ/kg ST) 9,70

5.2. Proizvodni pokazatelji

Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je u odnosu na kontrolnu skupinu
zivotinja (skupina K) statisticki znaajno vecu tjelesnu masu (kg) 14. dana pokusa
(p<0,0001) 12,14 95% IP [11,76, 12,52] vs 10,06 [9,68, 10,44], 28. dana pokusa
(p<0,0001) 17,75 95% IP [17,36, 18,13] vs 13,46 [13,07, 13,84] i 42. dana pokusa
(p<0,0001) 19,69 95% IP [13,31, 20,07] vs 16,78 [16,40, 17,16]. Kontrolna skupina
prasadi imala je statisticki znac¢ajno manju tjelesnu masu (kg) nultog dana 6,84 95% IP
[6,46, 7,22] u odnosu na 14., 28. i 42 dan pokusa (p<0,0001). Kontrolna skupina prasadi
imala je statisticki znac¢ajno manju tjelesnu masu (kg) 14. dana u odnosu na 28. 1 42 dan
pokusa (p<0,0001) te 28. dana u odnosu na 42. dan pokusa (p<0,0001). Pokusna skupina
prasadi imala je statisticki zna¢ajno manju tjelesnu masu (kg) nultog dana 7,04 95% IP
[6,66, 7,42] u odnosu na 14., 28. i 42 dan pokusa (p<0,0001). Pokusna skupina prasadi
imala je statisti¢ki znacajno manju tjelesnu masu (kg) 14. dana u odnosu na 28. 1 42 dan

pokusa (p<0,0001) te 28. dana u odnosu na 42. dan pokusa (p<0,0001) (Slika 7.).
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Slika 7. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) tjelesne mase (kg)
u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak rogac¢a) kroz period
od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki znacajne razlike izmedu
skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****p<0,0001.

Iz Tablice 7. je vidljivo da prasad iz skupine P (hranjena uz dodatak 4% rogaca)
ima bolji prosjec¢ni dnevni unos hrane (+ 9,7%), veéi prosjecni dnevni prirast tjelesne
mase (+ 21,4%), te bolju iskoristivosti hrane (konverzija) (- 12,7%) od one u kontrolne

prasadi (skupina K).

Tablica 7. Unos hrane, prirast tjelesne mase i konverzija u kontrolnoj i pokusnoj skupini
prasadi (prasad hranjenja uz dodatak rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak
okusa).

skupina | skupina

Proizvodni parametri po skupinama K P
Srednja vrijednost tjelesne mase 0. dana u kg 6,847 7,0493
Srednja vrijednost prirasta tjelesne mase 42. dana 9,94 12,64
Ukupan unos hrane u kg 945 1050
Srednje vrijednosti prosje¢nog dnevnog unosa hrane u kg 0,75 0,83
Srednje vrijednosti prosje¢nog dnevnog prirast tjelesne mase u kg 0,236 0,300
Konverzija 3,16 2,76
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5.3. Zdravstveni pokazatelji

Procjena pojavnosti, ozbiljnosti i jacine proljeva u prasadi po danima tijekom 6
tjedana trajanja pokusa, prikazani su u Tablice 8. U kontrolnoj skupini tijekom cijelog
pokusa 13 prasadi imalo je proljev umjerene jacine izuzev 13. dana pokusa kada je za
troje prasadi utvrdena umjerena jacina proljeva. U istom pokusnom razdoblju u skupini
prasadi hranjenih uz dodatak pripravka rogaca samo su dvije Zivotinje razvile proljev u
trajanju od jednog (jedna Zivotinja 15. dana pokusa) do dva dana (jedna Zivotinja 12.1 13.
dana pokusa) normalne jac¢ine. Temeljem prethodno navedenog u prasadi skupine kojoj
je u dnevni obrok umjeSavan pripravak rogaca zabiljeZena je manja prosje¢na ozbiljnosti
proljeva za 90,44% 14. dana pokusa, odnosno za 90% 28. dana pokusa u odnosu na

kontrolnu prasad. U ni jednoj od skupina nisu zabiljezena uginuca prasadi.
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Tablica 8. Procjena pojavnosti, ozbiljnosti i jacine proljeva u prasadi po danu
tijekom 6 tjedana trajanja pokusa.

broj zivotinja sa *brojCani stupnjevi | ***prosjecna jacina **jacina proljeva
proljevom procjene jacine proljeva

Dan proljeva

pokusa skupina K/skupina P | skupina K/skupina P | skupina K/skupina P | skupina K/skupina P
1. -/- -/- -/-
2. -/- -/- -/-
3. 1/- 2/- normalna/-
4, 2/- 2-2/- normalna/-
5. 2/- 2-2/- normalna/-
6. -/- -/- -/-
7. -/- -/- -/-
8. -/- -/- -/-
9. 2/- 3-3/- normalna/-
10. 2/- 3-3/- normalna/-
11. 2/- 3-3/- normalna/-
12. 2/1 2-2/2 normalna/-
13. 3/1 2-3-2/2 umjerena/normalna
14. 1/- 2/- _I normalna/-
15. 1/1 2/2 normalna/normalna
16. 1/- 2/- normalna/-
17. 1/- 2/- normalna/-
18. 1/- 2/- normalna/-
19. 1/- 2/- normalna/-
20. -/- -/- -/-
21. -/- -/- -/-
22. 2/- 2-2/- normalna/-
23. 1/- 2/- normalna/-
24, 1/- 2/- normalna/-
25. -/- -/- -/-
26. -/- -/- -/-
217. -/- -/- -/-
28. /- /- | 060006 | /-
29. -/- -/- -/-
30. 1/- 2/- normalna/-
31. 1/- 2/- normalna/-
32. 1/- 2/- normalna/-
33. -/- -/- -/-
34, -/- -/- -/-
35. 1/- 2/- normalna/-
36. 1/- 2/- normalna/-
37. 1/- 2/- normalna/-
38. -/- -/- -/-
39. -/- -/- -/-
40. -/- -/- -/-
41, -/- -/- -/-
42. /- /- [ o040 | /-

‘nije zabiljeZen proljev; *procjena ozbiljnosti proljeva: 1- ¢vrsti formiran izmet, 2 - blago mekani umjereno
formiran izmet; 3 - mekani djelomi¢no formirani izmet, 4 - polutekuci izmet; 5- vodenasti sluzav izmet;
**pojavnost proljeva: normalna pojavnost (manje od 10% Zivotinja u grupi ima konzistenciju izmeta 1. do
2. stupnja ne duze od tri dana); umjerena pojavnost (10 od 20 % Zivotinja u grupi ima konzistenciju izmeta
2. do 3. stupnja u trajanju od tri od pet dana); ozbiljna pojavnost (10 od 20 % zivotinja u grupi ima
konzistenciju izmeta 4. do 5. stupnja u trajanju vise od pet dana).
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5.4. Hematoloski pokazatelji

Istrazivani pripravak (suhi pripravak rogaca) nije prouzro¢io zna¢ajan utjecaj na
fizioloske vrijednosti hemograma pokusne prasadi tijekom 6 tjedana trajanja pokusa,
naime sve dobivene vrijednosti nalazile su se unutar fizioloskih granica za prasad starosti
od 28 do 70. dana zivota.

Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je statisti¢ki znac¢ajno veéu koncentraciju
eritrocita (10'%/L) nultog dana 6,89 95% IP [6,59, 7,18] u odnosu na 14. dan (p<0,05)
6,34 95% IP [6,05, 6,63], 28. dan (p<0,01) 6,13 95% IP [5,58, 6,42] i 42. dan pokusa
(p<0,01) 6,14 95% IP [5,85, 6,43] (Slika 8.).
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Srednje vrijednosti skupina
Kontrolna 6.6043 6.6271 6.4729 6.1629
Pokusna 6.89 6.3414 6.13 6.1457

Slika 8. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije
eritrocita (10'%/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak
rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki znacajne
razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je statisti¢ki znacajno vec¢i volumen eritrocita
(fL) 42. dana pokusa (p<0,01) 57,14 95% IP [54,77, 59,50] u odnosu na kontrolnu
skupinu prasadi (skupina K) 51,57 95% IP [49,20, 53,93]. Pokusna skupina prasadi imala
je statisticki znacajno veci volumen eritrocita (fL) 42. dana (p<0,05) u odnosu na nulti
dan pokusa 53,71 95% IP [51,34, 56,08] (Slika 9.).
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Slika 9. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) volumena
eritrocita (fL) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak
rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki znacajne
razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja
(skupina K) statisticki znacajno veéu koncentraciju hemoglobina (g/L) nultog dana
(p<0,05) 119,0 95% IP [113,9, 123,8] vs 110,7 95% IP [105,6, 115,6], 28. dana (p<0,05)
112,3 95% IP [107,2, 117,1] vs 104,4 95% IP [99,3, 109,3] i 42. dana pokusa (p<0,001)
107,395% IP [102,2, 112,1] vs 94,2 95% IP [89,1, 99,1]. Kontrolna skupina prasadi imala
je statisticki znacajno manju koncentraciju hemoglobina (g/L) 42. dana u odnosu na nulti
dan pokusa (p<0,0001), 14. dan (p<0,0001) 113,3 95% IP [108,2, 118,1] i 28. dan pokusa
(p<0,05). Isto tako, kontrolna skupina prasadi imala je statisti¢ki znacajno manju
koncentraciju hemoglobina (g/L) 28. dan pokusa u odnosu na 14. dan pokusa (p<0,05).
Pokusna skupina prasadi imala je statisticki znacajno manju koncentraciju hemoglobina

(g/L) 42. dana u odnosu na nulti dan pokusa (p<0,01) (Slika 10.).
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Slika 10. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije
hemoglobina (g/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak
rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki znacajne
razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001; ****p<0,0001.
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Nije bilo statisticki znacajnih razlika izmedu skupina prasadi po periodu za prosjecne
mase hemoglobina po eritrocitu (pg). Kontrolna skupina prasadi (skupina K) imala je
statistiCki znac¢ajno manju prosje¢nu masu hemoglobina po eritrocitu (pg) 28. dana
(p<0,05) 14,82 95% IP [14,13, 15,52] u odnosu na nulti dan pokusa 16,12 95% IP [15,43,
16,82] (Slika 11.).
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Slika 11. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) prosje¢ne mase
hemoglobina po eritrocitu (pg) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja
uz dodatak rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan O — pocetak pokusa). Oznake za
statisticki znac¢ajne razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je statisticki znacajno manju koncentraciju
hemoglobina u eritrocitima (g/L) 14. dana pokusa (p<0,05) 291,8 95% IP [287,7, 295,9]
u odnosu na kontrolnu skupinu prasadi (skupina K) 298,4 95% IP [294,3, 302,5].
Kontrolna skupina prasadi imala je statisticki znacajno manju koncentraciju hemoglobina
u eritrocitima (g/L) 42. dana (p<0,05) 289,5 95% IP [285,5, 293,6] u odnosu na 14. dan
pokusa (Slika 12.).
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Slika 12. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) prosjecne
koncentracije hemoglobina u eritrocitima (g/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi
(prasad hranjenja uz dodatak rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa).
Oznake za statisticki znacajne razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom
intervalu *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je statisticki zna¢ajno veéi udio hematokrita
(%) nultog dana pokusa (p<0,0001) 42,5 95% IP [40,5, 44,6] u odnosu na kontrolnu
skupinu prasadi (skupina K) 35,5 95% IP [33,5, 37,5]. Pokusna skupina prasadi imala je
statistiCki znacajno ve¢i udio hematokrita (%) nultog dana u odnosu na 14. dan
(p<0,0001) 35,4 95% IP [33,5, 37,5], 28. dan (p<0,0001) 32,9 95% IP [31,0, 34,9] i 42.
dan pokusa (p<0,0001) 34,8 95% IP [32,8, 36,8] (Slika 13.).
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DANI
Srednje vrijednosti skupina
Kontrolna 35.514 33.957 35.071 33.414
Pokusna 42.543 35.471 32.914 34.8

Slika 13. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) udjela
hematokrita (%) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak
rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki znacajne
razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01,;
***n<0,001; ****p<0,0001.
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Nije bilo statisti¢ki znagajnih razlika u koncentraciji leukocita (10%/L) izmedu kontrolne

(skupina K) i pokusne skupine (skupina P) prasadi te izmedu perioda pokusa unutar

pojedine skupine (Slika 14.).
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Slika 14. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije
eritrocita (10'%/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak
rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki znacajne
razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01;

*#%0<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je statisticki znac¢ajno vec¢i udio limfocita (%)
nultog dana (p<0,01) 66,8 95% IP [60,5, 73,8] nasuprot kontrolne skupine prasadi
(skupina K) 52,5 95% IP [45.9, 60,1]. Nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika u udjelu

limfocita (%) unutar perioda po skupini zZivotinja (Slika 15.).
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Srednje vrijednosti skupina
Kontrolna  52.571 62.143 63.286 52.571
Pokusna 66.857 59.143 54.429 59.286

Slika 15. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) udjela limfocita
(%) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak rogaca) kroz
period od 6 tjedana (dan O — pocetak pokusa). Oznake za statisticki znacajne razlike
izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****p<0,0001.
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Nije bilo statisticki znacajnih razlika u udjelu neutrofilnih granulocita (%) izmedu

kontrolne (skupina K) i pokusne skupine (skupina P) prasadi te izmedu perioda pokusa

unutar pojedine skupine (Slika 16.).
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Slika 16. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) udjela
neutrofilnih granulocita (%) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz
dodatak rogac¢a) kroz period od 6 tjedana (dan O — pocéetak pokusa). Oznake za statisti¢ki
znacajne razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja
(skupina K) statisti¢ki zna¢ajno manju koncentraciju trombocita (10%L) nultog dana
pokusa (p<0,0001) 486,86 95% IP [395,68, 578,04] vs 808,86 [717,68, 900,04], 14. dana
pokusa (p<0,0001) 440,00 95% IP [348,82, 531,18] vs 838,86 [747,68, 930,04], 28. dana
pokusa (p<0,05) 602,29 95% IP [511,11, 693,47] vs 742,86 [651,68, 834,04] i 42. dana
pokusa (p<0,05) 552,43 95% IP [461,25, 643,61] vs 719,57 [628,39, 810,75]. Pokusna
skupina prasadi imala je statisti¢ki znacajno veéu koncentraciju trombocita (10%/L) 28.

dana (p<0,05) u odnosu na 14. dan pokusa (Slika 17.).
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Srednje vrijednosti skupina
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Slika 17. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije
trombocita (10%/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak
rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki znacajne
razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001; ****p<0,0001.
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Nije bilo statisticki znacajnih razlika udjela bazofila izmedu kontrolne (skupina K) i

pokusne skupine (skupina P) prasadi tijekom perioda od 6 tjedana kao ni statisticki

znacajnih razlika unutar perioda po skupini zivotinja (Slika 18.).
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Slika 18. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) udjela bazofila
(%) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak rogaca) kroz
period od 6 tjedana (dan O — pocetak pokusa). Oznake za statisti¢ki znacajne razlike
izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;

##3x0<0,0001.
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Nije bilo statisticki znacajnih razlika udjela eozinofila (%) izmedu kontrolne (skupina K)
I pokusne skupine (skupina P) prasadi tijekom perioda od 6 tjedana. Pokusna skupina
svinja imala je statisticki znacajno manji udio eozinofila (%) 42. dana (p<0,05) 0,57 95%

IP [0,26, 1,22] u odnosu na nulti dan pokusa 2,28 95% IP [1,56, 3,33] (Slika 19.).
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Srednje vrijednosti skupina
Kontrolna 2.1429 1.4286 0.8571 0.7143
Pokusna 2.2857 1.5714 1.4286 0.5714

Slika 19. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) udjela eozinofila
(%) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak rogaca) kroz
period od 6 tjedana (dan O — pocetak pokusa). Oznake za statisti¢ki znacajne razlike
izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****p<0,0001.
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Nije bilo statisticki znacajnih razlika u udjelu monocita (%) izmedu kontrolne (skupina
K) 1 pokusne skupine (skupina P) prasadi te izmedu perioda pokusa unutar pojedine

skupine (Slika 20.).
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Slika 20. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) udjela monocita
(%) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak rogaca) kroz
period od 6 tjedana (dan O — pocetak pokusa). Oznake za statisticki znacajne razlike
izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****p<(0,0001.

5.5 Imunosni pokazatelji

Imunomodulacijski u¢inak testiranog pripravka (suhi pripravak rogaca) u pokusne
prasad utvrden je slijede¢im pokazateljima kao Sto su: udjeli citoliti¢kih T limfocita, B
limfocita u populaciji leukocita periferne krvi te fagocitna i mikrobicidna aktivnost

granulocita i monocita periferne krvi.
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5.5.1. Udjeli subpopulacija T i B limfocita periferne krvi

Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja
(skupina K) statisti¢ki znacajno ve¢i udio CD45" leukocita (%) 14. dana (p<0,001) 59,6
95% IP [58,4, 60,8] vs 56,0 95% IP [54,8, 57,3], 28. dana (p<0,0001) 68,1 95% IP [66,9,
69,3] vs 57,9 95% IP [56,6, 59,1] i 42. dana pokusa (p<0,0001) 72,0 95% IP [70,9, 73,2]
vs 60,9 95% IP [59,7, 62,1]. Kontrolna skupina prasadi imala je statisticki zna¢ajno veci
udio CD45" leukocita (%) 14. dana pokusa u odnosu na nulti dan (p<0,0001) 50,7 95%
IP [49,3, 52,0], 28. dan pokusa u odnosu na nulti dan (p<0,0001) te 42 dan pokusa u
odnosu na nulti dan (p<0,0001), 14. dan (p<0,0001) i 28. dan pokusa (p<0,01). Pokusna
skupina prasadi imala je statisticki znacajno ve¢i udio CD45" leukocita (%) 14., 28., i 42.
dana u odnosu na nulti dan (p<0,0001) 50,5 95% IP [49,3, 51,8], 28. i 42. dana u odnosu
na 14. dan pokusa (p<0,0001) te 42. dana u odnosu na 28. dan pokusa (p<0,001) (Slika
21.).
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Slika 21. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) udjela CD45*
leukocita (%) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak
rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki znacajne
razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) u odnosu na kontrolnu skupinu prasadi (skupina K)
imala je statisti¢ki zna¢ajno ve¢i udio CD4" pomo¢nickih T limfocita (%) 14. dana pokusa
(p<0,0001) 21,3 95% IP [20,9, 21,7] vs 18,8 [18,4, 19,1], 28 dana (p<0,0001) 27,2 95%
IP [26,8, 27,6] vs 20,2 [19,8, 20,6] i42. dana pokusa (p<0,0001) 27,3 95% IP [26,9, 27,7]
vs 21,3 [21,0, 21,7]. Kontrolna skupina prasadi imala je statisticki znac¢ajno veci udio
CD4" pomo¢nickih T limfocita (%) 14. dana (p<0,001), 28. dana (p<0,0001) i 42. dana
(p<0,0001) u odnosu na nulti dan pokusa 17,7 95% IP [17,3, 18,0]. Isto tako, kontrolna
skupina prasadi imala je statisti¢ki zna¢ajno ve¢i udio CD4* pomo¢énickih T limfocita (%)
28. dana (p<0,0001) i 42. dana (p<0,0001) u odnosu na 14. dan pokusa te 42. dana
(p<0,001) u odnosu na 28. dan pokusa. Pokusna skupina prasadi imala je statisticki
znacajno veéi udio CD4* pomoénickih T limfocita (%) 14. dana (p<0,0001), 28. dana
(p<0,0001) i 42. dana (p<0,0001) u odnosu na nulti dan pokusa 17,9 95% IP [17,5, 18,2].
Isto tako, kontrolna skupina prasadi imala je statisticki znacajno veéi udio CD4*
pomo¢énickih T limfocita (%) 28. dana (p<0,0001) i 42. dana (p<0,0001) u odnosu na 14.
dan pokusa (Slika 22.).

56



28 %* *
SKUPINA @ KONTROLNA @ POKUSNA T T
27 g
26
25
= 24 —
=
<+ 23
o
_ *
E 22
Q
(o] 21
[T
=
| 20
|_
19
18
17
16
I I I I
0 14 28 42
DANI
Srednje vrijednosti skupina
Kontrolna 17.7 18.779 20.21 21.367
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Slika 22. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) udjela CD4*
pomocénickih T limfocita (%) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja
uz dodatak rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan O — pocetak pokusa). Oznake za

statisticki zna¢ajne razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

Pokusna skupina prasadi (skupina P) u odnosu na kontrolnu skupinu prasadi (skupina K)
imala je statisti¢ki znacajno veéi udio CD8" citoliti¢kih T limfocita (Tc) (%) nultog dana
pokusa (p<0,05) 10,2 95% IP [9,8, 10,6] vs 9,6 [9,2, 9,9], 14. dana pokusa (p<0,01) 11,9
95% IP [11,5, 12,3] vs 11,1 [10,7, 11,5], 28 dana (p<0,001) 15,1 95% IP [14,7, 15,6] vs
14,1 [13,6, 14,5] i 42. dana pokusa (p<0,0001) 14,8 95% IP [14,1, 15,2] vs 12,3 [11,9,
12,7]. Kontrolna skupina prasadi imala je statisticki zna¢ajno veéi udio CD8" citolitickih
T limfocita (%) 14. dana (p<0,0001), 28. dana (p<0,0001) i 42. dana (p<0,0001) u odnosu
na nulti dan pokusa. Isto tako, kontrolna skupina prasadi imala je statisticki znacajno veci
udio CD8" citoliti¢kih T limfocita (%) 28. dana (p<0,0001) i 42. dana (p<0,01) u odnosu
na 14. dan pokusa te 42. dana (p<0,0001) u odnosu na 28. dan pokusa. Pokusna skupina
prasadi imala je statisti¢ki znacajno ve¢i udio CD8" citolitickih T limfocita (%) 14. dana
(p<0,0001), 28. dana (p<0,0001) i 42. dana (p<0,0001) u odnosu na nulti dan pokusa. Isto
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tako, pokusna skupina prasadi imala je statisti¢ki znacajno veéi udio CD8" citolitickih T

limfocita (%) 28. dana (p<0,0001) i 42. dana (p<0,0001) u odnosu na 14. dan pokusa

(Slika 23.).
17[SKUPINA _® KONTROLNA ® POKUSNA
16 - *
*

15 -
= 144
o=
+
8 13 -
o *
E
S 124
o
[
s
S 11 *
)

10 -

g —_
8 -
[ T T [
0 14 28 42
DANI
Srednje vrijednosti skupina
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Slika 23. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) udjela CD8*
citolitickih T limfocita (%) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz
dodatak rogac¢a) kroz period od 6 tjedana (dan O — pocetak pokusa). Oznake za statisti¢ki
znacajne razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) u odnosu na kontrolnu skupinu prasadi (skupina K)
imala je statisticki znacajno ve¢i udio dvostruko pozitivnih izvantimusnih CD4*CD8" T
limfocita (%) 14. dana pokusa (p<0,01) 3,7 95% IP [3,5, 4,0] vs 3,3 [3,1, 3,5], 28 dana
(p<0,01) 4,1 95% IP [3,9, 4,3] vs 3,6 [3,4, 3,8] i 42. dana pokusa (p<0,0001) 4,3 95% IP
[4,0, 4,5] vs 3,5 [3,3, 3,7]. Kontrolna skupina prasadi imala je statisticki znac¢ajno veci
udio dvostruko pozitivnih izvantimusnih CD4*CD8" T limfocita (%) 14. dana (p<0,01),
28. dana (p<0,0001) i 42. dana (p<0,001) u odnosu na nulti dan pokusa 2,8 95% IP [2,6,
3,0]. Pokusna skupina prasadi imala je statisticki znac¢ajno veéi udio dvostruko pozitivnih
izvantimusnih CD4*CD8" T limfocita (%) 14. dana (p<0,0001), 28. dana (p<0,0001) i 42.
dana (p<0,0001) u odnosu na nulti dan pokusa 2,8 95% IP [2,6, 3,0]. Isto tako, pokusna
skupina prasadi imala je statisticki znacajno veéi udio dvostruko pozitivnih izvantimusnih
CD4*CD8* T limfocita (%) 42. dana (p<0,01) u odnosu na 14. dan pokusa (Slika 24.).
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Slika 24. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) udjela dvostruko
pozitivnih izvantimusnih CD4*CD8" T limfocita (%) u kontrolnoj i pokusnoj skupini
prasadi (prasad hranjenja uz dodatak rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan O — pocetak
pokusa). Oznake za statisticki znaCajne razlike izmedu skupina po pojedinom
vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) u odnosu na kontrolnu skupinu prasadi (skupina K)
imala je statisti¢ki zna¢ajno ve¢i udio CD21" B limfocita (%) 14. dana pokusa (p<0,0001)
24,3 95% IP [23,9, 24,7] vs 22,1 [21,7, 22,5], 28 dana (p<0,0001) 26,1 95% IP [25,7,
26,5] vs 23,8 [23,4, 24,2] i 42. dana pokusa (p<0,0001) 29,2 95% IP [28,7, 29,6] vs 24,0
[23,6, 24,4]. Kontrolna skupina prasadi imala je statisti¢ki znac¢ajno veéi udio CD21* B
limfocita (%) 14. dana (p<0,0001), 28. dana (p<0,0001) i 42. dana (p<0,0001) u odnosu
na nulti dan pokusa 20,34 95% IP [19,9, 20,7]. Isto tako, kontrolna skupina prasadi imala
je statisticki znacajno veci udio CD21* B limfocita (%), 28. dana (p<0,0001) i 42. dana
(p<0,0001) u odnosu na 14. dan pokusa. Pokusna skupina prasadi imala je statisticki
znacajno veéi udio CD21" B limfocita (%) 14. dana (p<0,0001), 28. dana (p<0,0001) i
42. dana (p<0,0001) u odnosu na nulti dan pokusa 20,1 95% IP [19,8, 20,5]. Isto tako,
pokusna skupina prasadi imala je statisti¢ki znacajno veéi udio CD21* B limfocita (%)
28. dana (p<0,0001) i 42. dana (p<0,0001) u odnosu na 14. dan pokusa te 42. dana
(p<0,0001) u odnosu na 28. dan pokusa (Slika 25.).
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B-LIMFOCITI CD21+ (%)

DANI
Srednje vrijednosti skupina
Kontrolna 20.336 22127 23.831 24.069
Pokusna 20.183 24.296 26.096 29.199

Slika 25. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) udjela CD21" B
limfocita (%) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak
rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki znacajne
razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001.
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5.5.2. Sposobnost fagocitoze/mikrobicidnosti granulocita i monocita
Ingestija (sposobnost fagocitoze) i mikrobicidnosti (unutarstani¢no ubijanje)
granulocita i monocita pokusne prasadi tijekom 6 tjedana tretiranja pripravkom suhog

rogaca prikazani su na Slikama 26.-31..

Nije bilo statisticki znacajnih razlika udjela sposobnosti fagocitoze granulocita periferne
krvi (%) izmedu kontrolne (skupina P) i pokusne skupine (skupina P) prasadi tijekom
perioda od 6 tjedana. Kontrolna skupina prasadi imala je statisti¢ki zna¢ajno manji udio
sposobnosti fagocitoze granulocita periferne krvi (%) 14. dana (p<0,01) 73,0 95% IP
[66,2, 80,4] u odnosu na nulti dan pokusa 89,1 95% IP [84,3, 94,2]. Pokusna skupina
prasadi imala je statisticki znacajno manji udio sposobnosti fagocitoze granulocita
periferne krvi (%) 42. dana (p<0,05) 77,3 95% IP [70,8, 84,3] u odnosu na nulti dan
pokusa 90,1 95% IP [85,5, 95,0] (Slika 26.).
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Kontrolna  89.143 73 80 83.143
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Slika 26. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) udjela
sposobnosti fagocitoze granulocita periferne krvi (%) u kontrolnoj i pokusnoj skupini
prasadi (prasad hranjenja uz dodatak rogac¢a) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak
pokusa). Oznake za statisticki znaajne razlike izmedu skupina po pojedinom
vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je u odnosu na kontrolnu skupinu (skupina K)
statistiCki znacajno vec¢i indeks ingestije granulocita periferne krvi nultog dana pokusa
(p<0,0001) 2,43 95% IP [2,02, 2,84] vs 0,89 [0,48, 1,30] i 14. dana pokusa (p<0,05) 1,73
95% IP [1,32, 2,14] vs 1,03 [0,62, 1,44]. Kontrolna skupina prasadi imala je statisticki
znacajno veci indeks ingestije granulocita periferne krvi 28. dana (p<0,05) 1,64 95% IP
[1,23,2,05] i 42. dana (p<0,001) 2,18 95% IP [1,77, 2,59] u odnosu na nulti dan te 42 dan
pokusa (p<0,01) u odnosu na 14. dan pokusa (Slika 27.).
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INDEKS INGESTIJE GRANULOCITA PERIFERNE KRVI

DANI
Srednje vrijednosti skupina
Kontrolna 0.8943 1.0371 1.6457 2.1857
Pokusna 2.4314 1.7329 1.8371 2.2886

Slika 27. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) indeksa ingestije
granulocita periferne krvi u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz
dodatak rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki
znaCajne razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je statisticki zna¢ajno manji udio sposobnosti
mikrobicidnosti granulocita periferne krvi (%) 14. dana pokusa (p<0,001) 1,43 95% IP
[0,95, 2,14] u odnosu na kontrolnu skupinu prasadi (skupina K) 3,71 95% IP [2,89, 4,77].
Pokusna skupina prasadi imala je statisticki znacajno manji udio sposobnosti
mikrobicidnosti granulocita periferne krvi (%) 14. dana pokusa u odnosu na nulti dan
(p<0,05) 2,85 95% IP [2,14, 3,80], 28. dan (p<0,001) 3,71 95% IP [2,89, 4,77] i 42. dan
pokusa (p<0,01) 3,28 95% IP [2,51, 4,28] (Slika 28.).
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PERIFERNE KRVI (%)

0 14 28 42
DANI
Srednje vrijednosti skupina
Kontrolna 3.2857 3.7143 4.4286 4.4286
Pokusna 2.8571 1.4286 3.7143 3.2857

Slika 28. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) udjela
sposobnosti mikrobicidnosti granulocita periferne krvi (%) u kontrolnoj i pokusnoj
skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 —
pocetak pokusa). Oznake za statisti¢ki znacajne razlike izmedu skupina po pojedinom
vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je statisticki znacajno veci udio sposobnosti
fagocitoze monocita periferne krvi (%) nultog dana pokusa (p<0,05) 82,1 95% IP [72,2,
93,4] u odnosu na kontrolnu skupinu prasadi (skupina K) 63,1 95% IP [51,1, 77,9]. Nije
bilo statisticki znac¢ajnih razlika u udjelu sposobnosti fagocitoze monocita periferne krvi

(%) unutar perioda po skupini zivotinja (Slika 29.).
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Srednje vrijednosti skupina
Kontrolna  63.143 49 72.429 62.714
Pokusna 82.143 60.714 75.571 71.571

Slika 29. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) udjela
sposobnosti fagocitoze monocita periferne krvi (%) u kontrolnoj i pokusnoj skupini
prasadi (prasad hranjenja uz dodatak rogac¢a) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak
pokusa). Oznake za statisticki znaCajne razlike izmedu skupina po pojedinom
vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je statisticki znacajno veéi indeks ingestije
monocita periferne krvi nultog dana pokusa (p<0,05) 1,07 95% IP [0,88, 1,27] u odnosu
na kontrolnu skupinu prasadi (skupina K) 0,77 95% IP [0,58, 0,97]. Kontrolna skupina
prasadi imala je statisticki znacajno veci indeks ingestije monocita periferne krvi 28. dana
(p<0,01) 1,01 95% IP [0,82, 1,21] u odnosu na 14. dan pokusa 0,57 95% IP [0,37, 0,76].
Pokusna skupina prasadi imala je statisticki znacajno manji indeks ingestije monocita
periferne krvi 14. dana (p<0,05) 0,68 95% IP [0,48, 0,87] u odnosu na nulti dan pokusa
(Slika 30.).
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Srednje vrijednosti skupina

Kontrolna 0.7786 0.5729 1.0186 0.78
Pokusna 1.0786 0.68 0.9457 0.8829

Slika 30. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) indeksa ingestije
monocita periferne krvi u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz
dodatak rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki
znacajne razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Kontrolna skupina prasadi (skupina K) imala je statisti¢ki znacajno vec¢i udio sposobnosti
mikrobicidnosti monocita periferne krvi (%) 42. dana 36,1 95% IP [29,4, 44,4] u odnosu
na nulti dan (p<0,05) 20,0 95% IP [14,6, 27,3] i 14. dan pokusa (p<0,01) 17,1 95% IP
[12,1, 24,1] te 28. dana pokusa 32,8 95% IP [26,3, 41,0] u odnosu na 14. dan pokusa
(p<0,05). Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je statisticki zna¢ajno veéi udio
sposobnosti mikrobicidnosti monocita periferne krvi (%) 42. dana 40,4 95% IP [33,4,
48,8] u odnosu na nulti dan (p<0,01) 18,7 95% IP [13,5 25,8] i 14. dan pokusa (p<0,0001)
13,8 95% IP [9,4, 20,4] te 28. dana pokusa 28,4 95% IP [22,2, 36,3] u odnosu na 14. dan
pokusa (p<0,05) (Slika 31.).
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PERIFERNE KRVI (%)
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Srednje vrijednosti skupina
Kontrolna 20 17.143 32.857 36.143
Pokusna 18.714 13.857 28.429 40.429

Slika 31. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) udjela
sposobnosti mikrobicidnosti monocita periferne krvi (%) u kontrolnoj i pokusnoj skupini
prasadi (prasad hranjenja uz dodatak rogac¢a) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak
pokusa). Oznake za statisticki znaCajne razlike izmedu skupina po pojedinom
vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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5.6. Biokemijski pokazatelji

Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je statisticki znac¢ajno vecu koncentraciju
ukupnih proteina (g/L) nultog dana pokusa (p<0,05) 49,55 95% IP [45,43, 53,67] u
odnosu na kontrolnu skupinu prasadi (skupina K) 41,82 95% IP [37,71, 45,94]. Nije bilo
statisticki znacajnih razlika u koncentraciji ukupnih proteina (g/L) izmedu perioda pokusa

unutar pojedine skupine (Slika 32.).
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Srednje vrijednosti skupina

Kontrolna  41.829 48.171 43.886 46.446
Pokusna 49.557 47.003 48.557 49.78€

Slika 32. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije
ukupnih proteina (g/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz
dodatak rogac¢a) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki
znacajne razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

68



Pokusna skupina prasadi (skupina P) u odnosu na kontrolnu skupinu prasadi (skupina K)
imala je statisticki znac¢ajno vecu razinu albumina (g/L) nultog dana (p<0,01) 28,03 95%
IP [26,12, 29,93] vs 24,21 [22,31, 26,11], 14. dana (p<0,01) 27,02 95% IP [25,12, 28,92]
Vs 22,62 [20,72, 24,52], 28. dana (p<0,001) 22,46 95% IP [20,56, 24,36] vs 17,68 [15,78,
19,58] te 42 dana (p<0,001) 22,68 95% IP [20,77, 24,58] vs 17,30 [15,40, 19,21]. U obje
skupine razine albumina su bile statisticki znacajno vece nultog i 14 dana (p<0.001) u

odnosu na 28. i 42. dan (Slika 33.).
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Kontrolna 24.214 22.624 17.686 17.307
Pokusna 28.029 27.024 22.466 22.681

Slika 33. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti(IP) koncentracije
albumina (g/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak
rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki znacajne
razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja
(skupina K) statisticki znacajno vecu koncentraciju imunoglobulina (g/L) nultog dana
(p<0,01) 25,34 95% IP [21,28, 29,40] vs 13,80 95% IP [9,73, 17,86], 28. dana (p<0,01)
30,34 95% IP [26,02, 34,66] vs 21,42 95% IP [17,35, 25,48] i 42. dana pokusa (p<0,001)
32,47 95% IP [28,41, 36,53] vs 23,76 95% IP [19,70, 27,82]. Kontrolna skupina svinja
imala je statisticki znacajno manju koncentraciju imunoglobulina (g/L) nultog dana u

odnosu na 42. dan pokusa (p<0,05) (Slika 34.).
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Kontrolna 13.8 21.147 21.42 23.764
Pokusna 25.343 24.379 30.345 32.479

Slika 34. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije
imunoglobulina (g/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz
dodatak rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki
znacajne razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Nije bilo statisticki znacajnih razlika koncentracije alkalne fosfataze izmedu kontrolne
(skupina K) i pokusne skupine (skupina P) prasadi tijekom perioda od 6 tjedana.
Kontrolna skupina prasadi imala je statisticki znacajno vece koncentracije alkalne
fosfataze 14. dana (p<0,001) 405,57 95% IP [350,21, 469,69] i 28. dana (p<0,05) 349,86
95% IP [295,12, 414,75] u odnosu na nulti dan pokusa 203,14 95% IP [151,54, 272,31].
Pokusna skupina prasadi imala je statisti¢ki znac¢ajno veée koncentracije alkalne fosfataze
14. dana (p<0,05) 329,14 95% IP [274,69, 394,39] i 42. dana (p<0,01) 353,57 95% IP
[298,78, 418,40] u odnosu na nulti dan pokusa 183,86 95% IP [133,00, 254,15] (Slika
35.).

550 1[SKUPINA _® KONTROLNA ® POKUSNA

500 —

450 —

400 —

350 —

300

250 —

200 —

ALKALNA FOSFATAZA (p/L)

150

100

DANI
Srednje vrijednosti skupina
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Slika 35. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije
alkalne fosfataze (u/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz
dodatak rogac¢a) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki
znacajne razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Nije bilo statisticki znacajnih razlika koncentracije aspartat aminotransferaze izmedu
kontrolne (skupina K) i pokusne skupine (skupina P) prasadi tijekom perioda od 6 tjedana.
Kontrolna skupina prasadi imala je statisticki znacajno vece koncentracije aspartat
aminotransferaze 14. dana (p<0,05) 45,45 95% IP [36,16, 54,89], 28. dana (p<0,01) 53,68
95% IP [44,24, 63,12] i 42. dana (p<0,0001) 73,77 95% IP [64,33, 83,21] u odnosu na
nulti dan pokusa 29,37 95% IP [19,93, 38,81]. Isto tako, kontrolna skupina prasadi imala
je statisticki znacajno vece koncentracije aspartat aminotransferaze 42. dana u odnosu na
14. dan (p<0,001) i 28. dan pokusa (p<0,01). Pokusna skupina prasadi imala je statisticki
znacajno vece koncentracije aspartat aminotransferaze 14. dana (p<0,001) 47,00 95% IP
[37,55, 56,44], 28. dana (p<0,0001) 55,40 95% IP [45,95, 64,84] i 42. dana (p<0,0001)
64,04 95% IP [54,60, 73,48] u odnosu na nulti dan pokusa 19,75 95% IP [10,30, 29,19].
Isto tako, pokusnha skupina prasadi imala je statisticki znacajno vece koncentracije

aspartat aminotransferaze 42. dana u odnosu na 14. dan pokusa (p<0,05) (Slika 36.).
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Slika 36. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije
aspartat aminotransferaze (/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja
uz dodatak rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za
statistiCki znacajne razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je statisticki znacajno veée koncentracije
gama glutamil transferaze (p/L) nultog dana pokusa (p<0,05) 33,47 95% IP [26,89, 40,04]
u odnosu na kontrolnu skupinu prasadi (skupina K) 22,80 95% IP [16,22, 29,37]. Nije
bilo statistiCki znacajnih razlika u koncentraciji gama glutamil transferaze (u/L) unutar

perioda po skupini zivotinja (Slika 37.).
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Pokusna 33.471 30.114 27.357 29.914

Slika 37. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije
gama glutamil transferaze (w/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja
uz dodatak rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za
statisti¢ki znacajne razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je statisti¢ki znacajno vecu razinu alanin
aminotransferaze (w/L) 14. dana pokusa (p<0,05) 116,17 95% IP [92,24, 146,31] u
odnosu na kontrolnu skupinu prasadi (skupina K) 73,55 95% IP [51,10, 105,88]. Pokusna
skupina prasadi imala je statisticki znacajno vec¢u razinu alanin aminotransferaze 14. dana
(p<0,05) 116,17 95% IP [92,24, 146,31] i 42. dana (p<0,01) 135,34 95% IP [111,04,
164,97] u odnosu na nulti dan pokusa 31,10 95% IP [13,14, 73,60] te 28. dana (p<0,05)
74,45 95% IP [51,95, 106,71] u odnosu na 42. dan pokusa 135,34 95% IP [111,04,
164,97] (Slika 38.).
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Slika 38. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije
alanin aminotransferaze (u/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja
uz dodatak rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za
statisti¢ki znacajne razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je statisticki znacajno manje koncentracije
glukoze (umol/L) nultog dana pokusa (p<0,0001) 4,15 95% IP [3,76, 4,55] u odnosu na
kontrolnu skupinu prasadi (skupina K) 5,93 95% IP [5,53, 6,32]. Kontrolna skupina
prasadi imala je statisticki znacajno manju koncentraciju glukoze 28. dana 5,07 95% IP
[4,67, 5,46] u odnosu na nulti dan (p<0,05) i u odnosu na 14. dan pokusa (p<0,05) 5,84
95% IP [5,45, 6,24]. Pokusna skupina prasadi imala je statisticki znaajno manju
koncentraciju glukoze nultog dana u odnosu na 14. dan (p<0,0001) 5,60 95% IP [5,21,
5,99] i u odnosu na 42. dan pokusa (p<0,001) 5,43 95% IP [5,04, 5,83] te 28. dana 4,69
95% [4,30, 5,08] u odnosu na 14. dan (p<0,01) i na 42. dan pokusa (p<0,05) (Slika 39.).
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Slika 39. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije
glukoze (umol/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak
rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki znacajne
razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je statisticki znacajno vece koncentracije
kolesterola (mmol/L) nultog dana pokusa (p<0,001) 3,03 95% IP [2,70, 3,40] u odnosu
na kontrolnu skupinu prasadi (skupina K) 1,92 95% IP [1,60, 2,30], ali i statisticki
znacajno manje koncentracije 28. dana (p<0,05) 1,44 95% IP [1,13, 1,83] vs 2,07 [1,75,
2,45]. Pokusna skupina prasadi imala je statisticki znaCajno manje koncentracije
kolesterola (mmol/L) 14. dana (p<0,0001) 1,69 95% IP [1,37, 2,08], 28 dana (p<0,0001)
i 42. dana (p<0,001) 1,94 95% IP [1,63, 2,33] u odnosu na nulti dan pokusa (Slika 40.).
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Slika 40. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije
kolesterola (mmol/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz
dodatak rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki
znacajne razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) u odnosu na kontrolnu skupinu prasadi (skupina K)
imala je statisti¢ki znacajno vecu koncentraciju triglicerida (mmol/L) nultog dana pokusa
(p<0,001) 0,88 95% IP [0,75, 1,04] vs 0,39 [0,27, 0,56], te statisticki zna¢ajno manju
koncentraciju 14. dana pokusa (p<0,05) 0,49 95% IP [0,36, 0,65] vs 0,71 [0,58, 0,87], 28
dana (p<0,05) 0,54 95% IP [0,41, 0,70] vs 0,82 [0,69, 0,97] i 42. dana pokusa (p<0,01)
0,60 95% IP [0,47, 0,76] vs 0,96 [0,83, 1,12]. Kontrolna skupina prasadi imala je
statisti¢ki znacajno vecu koncentraciju triglicerida (mmol/L) 14. dana (p<0,01), 28. dana
(p<0,001) i 42. dana (p<0,0001) u odnosu na nulti dan pokusa te 42. dana (p<0,05) u
odnosu na 14. dan pokusa. Pokusna skupina prasadi imala je statisticki zna¢ajno manju
koncentraciju triglicerida (mmol/L) 14. dana (p<0,001), 28. dana (p<0,01) i 42. dana
(p<0,01) u odnosu na nulti dan pokusa (Slika 41.).
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Slika 41. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije
triglicerida (mmol/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz
dodatak rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki

znacajne razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je statisticki znacajno vecu koncentraciju
ureje (mmol/L) nultog dana pokusa (p<0,05) 5,70 95% IP [4,89, 6,50] u odnosu na
kontrolnu skupinu prasadi (skupina K) 4,44 95% IP [3,63, 5,24]. Kontrolna skupina
prasadi imala je statisticki znac¢ajno vec¢u koncentraciju ureje (mmol/L) 42. dana (p<0,05)
5,49 95% IP [4,69, 6,29] u odnosu na 14. dan pokusa 4,08 95% IP [3,28, 4,88] (Slika
42.).
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Slika 42. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije
ureje (mmol/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak
rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki znacajne
razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je statisticki zna¢ajno manje koncentracije C-
reaktivnog proteina (mg/L) 28. dana pokusa (p<0,01) 2,70 95% IP [2,61, 2,77] u odnosu
na kontrolnu skupinu prasadi (skupina K) 2,88 95% IP [2,80, 2,96]. Kontrolna skupina
prasadi imala je statisti¢ki znacajno vece koncentracije C-reaktivnog proteina (mg/L) 28.
dana (p<0,001) i 42. dana (p<0,01) 2,82 95% IP [2,74, 2,90] u odnosu na nulti dan pokusa
2,64 95% IP [2,56, 2,72] te 28. dana (p<0,05) u odnosu na 14. dan pokusa 2,75 95% IP
[2,67, 2,82] (Slika 43.).
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Slika 43. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije C-
reaktivnog proteina (mg/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz
dodatak rogac¢a) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki
znacajne razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Pokusna skupina prasadi (skupina P) imala je u odnosu na kontrolnu skupinu prasadi
(skupina K) zivotinja statisti¢ki znacajno manju koncentraciju haptoglobina (g/L) 14.
dana (p<0,01) 0,32 95% IP [0,29, 0,35] vs 0,40 95% IP [0,37, 0,44], 28. dana (p<0,01)
0,47 95% IP [0,44, 0,50] vs 0,54 95% IP [0,50, 0,57] i 42. dana pokusa (p<0,0001) 0,27
95% IP [0,24, 0,30] vs 0,43 95% IP [0,40, 0,46]. Kontrolna skupina prasadi imala je
statisticki znacajno manju koncentraciju haptoglobina (g/L) nultog dana 0,34 95% IP
[0,31, 0,38] u odnosu na 28. dan pokusa (p<0,0001) 1 42. dan pokusa (p<0,01) te znacajno
vecu koncentraciju 28. dana u odnosu na 14. dan (p<0,0001) i 42. dan pokusa (p<0,001).
Pokusna skupina prasadi imala je statisticki znacajno veéu koncentraciju haptoglobina
(g/L) 28. dana u odnosu na nulti. dan pokusa (p<0,0001) 0,31 95% IP [0,28, 0,34], 14.
dan (p<0,0001) i 42. dan pokusa (p<0,0001) (Slika 44.).
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Slika 44. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti (IP) koncentracije
haptoglobina (g/L) u kontrolnoj i pokusnoj skupini prasadi (prasad hranjenja uz dodatak
rogaca) kroz period od 6 tjedana (dan 0 — pocetak pokusa). Oznake za statisticki znacajne
razlike izmedu skupina po pojedinom vremenskom intervalu *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001.
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5.7. Bakterioloski pokazatelji

Iz Tablice 9. vidljivo je da su iz uzoraka obrisaka rektuma prasadi iz oba dvije
skupine najc¢esce dobiveni izolati bakterije E. coli. tijekom cijelog pokusa. Takoder, osim
prethodno navedenih izolata, tijekom cijelog pokusa, neovisno o skupini prasadi, iz
manjeg broja uzoraka rektalnih obrisaka prasadi izdvojeni su i dokazani nepatogeni
izolati bakterija Proteus sp. i Enterococcus spp.. Serotipizacijom patogenih hemoliti¢kih
izolata bakterije E. coli utvrdena je prisutnost F4 i F5 fimbrija. Tijekom 6 tjedana trajanja
pokusa u izolatima 5 prasadi kontrolne skupina (skupina K) pronadena je
enterotoksigena E. coli F4". Za razliku od kontrolna skupine u pokusnoj skupini prasadi
(skupina P) u svega jednom uzorku izolirani su hemoliti¢ki izolati bakterije E. Coli.
Nadalje, neovisno o skupini, nalaz pozitivnih uzoraka na nehemoliti¢ke izolate bakterije
E. coli utvrden je u prosjeku u jednom do Eetiri uzorka po danu pokusa. 1z Tablice 11.
takoder je vidljivo da je u rektalnom obrisku prasadi iz kontrolne skupine smanjen
prosjecni broj CFU/mL 42. dana pokusa u odnosu na 0. dan pokusa. Medutim, 42. dana
pokusa broj bakterija je bitno manji iz uzoraka obrisaka prasadi pokusne skupine (10
CFU/mL) u odnosu na broj bakterija prasadi iz kontrolne skupine na kraju pokusa (107
CFU/mL).
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Tablica 9. Bakterijski izolati iz uzoraka obrisaka sluznica rektuma kontrolne i pokusne
prasadi (prasad hranjenja uz dodatak rogaca) tijekom 42 dana trajanja pokusa, te broj
bakterija (CFU/mL) 0. i 42. dana pokusa.

Dani Izolat* Skupina K Skupina P
pokusa (kontrola) (pripravak
suhog rogaca)

E. coli (apatogena) ++ ++
E. coli (apatogena) i Proteus sp. +
E. coli, Enterococcus spp., Proteus sp. + +
E. coli i Enterococcus spp. ++++ +++
Bacillus cereus, E. coli, Enterococcus spp.
Enterotoksigena E. coli F4+
Enterococcus sp.,Bacillus cereus,
CFU/mL * 106 *10°8

14. E. coli (apatogena) ++
E. coli (apatogena) + Enterococcus spp. ++ ++++
E. coli, Enterococcus spp., Proteus sp. +
E. coli, Proteus sp. ++ +
Bacillus cereus, E. coli +
Proteus sp. +
Enterococcus spp

28. E. coli (apatogena) + +
E. coli (apatogena)+, Enterococcus spp. ++ ++++
Enterococcus sp. +++ +
Enterotoksigena E. coli F4+ +
Enterococcus sp,. Enterotoksigena E. coli F4+
Proteus sp. +

42. E. coli (apatogena)
E. coli (apatogena)+, Enterococcus spp. +
Enterococcus sp. +
Proteus sp., E. coli (apatogena) ++
Bacillus sp., E. coli (apatogena) +
E. coli, Enterococcus spp., Proteus sp. +
Enterococcus sp., Proteus sp. +
Enterococcus sp., Bacillus sp.
CFU/mL * 10° * 104

- kontrolna skupina prasadi (skupina K); pokusna skupina prasadi (skupina P - prasad hranjenja uz
dodatak rogaca);
*porast kolonija do razrjedenja (CFU/ml).
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5.8. Patoanatomski nalaz

Patoanatomski nalazi pri razudbi sedam prasadi po skupini 42. dana pokusa
(prasad 1-7 iz skupine K; prasad 8-14 iz skupine P) nisu pokazali zna¢ajne makroskopski
vidljive patoloske promijene (Tablica 10.).

Tablica 10. Razudbeni nalazi pokusnih zivotinja zrtvovanih 42 dana pokusa.

Zrtvovana
prasad 42. RAZUDBENI NALAZ PRASADI
dana pokusa

1 | muski spol: nalaz bez osobitosti (b.0.) na svim organima

2 | prase zenskog splola: hiperemija i edem pluca, nalaz bez osobitosti (b.0.) na svim
organima

3 | zenski spol: hiperplasti¢ni limfadenitis vec¢ine mezenterijalnih i potkoznih limfnih
¢vorova, nalaz bez osobitosti (b.0.) na svim organima

SkupinaP | 4 | muski spol: erozija po Zljezdanoj sluznici Zeluca, nalaz bez osobitosti (b.0.) na svim
organima

zenski spol: nalaz bez osobitosti (b.0.) ha svim organima

muski spol: ascites niskog stupnja, nalaz bez osobitosti (b.0.) ha svim organima

zenski spol: nalaz bez osobitosti (b.0.) ha svim organima

muski spol: nalaz bez osobitosti (b.0.) na svim organima

zenski spol: nalaz bez osobitosti (b.0.) ha svim organima

PO |01

0 | zenski spol: erozija po Zljezdanoj sluznici Zeluca, nalaz bez osobitosti (b.0.) na
Skupina K svim organima

11 | muski spol: nalaz bez osobitosti (b.0.) na svim organima

12 | Zenski spol: nalaz bez osobitosti (b.0.) na svim organima

13 | muski spol: hiperplazija slezene, nalaz bez osobitosti (b.0.) na svim organima

14 | Zenski spol: nalaz bez osobitosti (b.0.) na svim organima

- kontrolna skupina prasadi (skupina K); pokusna skupina prasadi (skupina P - prasad hranjenja uz
dodatak rogaca).

5.10. Kemijska analiza mesa

Kemijskom analizom uzorka mesa buta prasadi iz pokusne (skupina P) i kontrolne
(skupina K) skupine nije zabiljezeno odstupanje u odnosu na referentne vrijednosti za
svinjsko meso (Tablica 11.). Medutim, meso prasadi skupine P (suhi pripravak rogaca)
sadrzavalo je manju koli¢inu masti i nizu razinu kolesterola u uzorku u odnosu na meso

prasadi iz skupine K.
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Tablica 11. Kemijski sastav 100 g uzoraka mesa pokusne prasadi tijekom 6 tjedana

trajanja pokusa (- kontrolna skupina prasadi (skupina K); pokusna skupina prasadi
(skupina P - prasad hranjenja uz dodatak rogaca).

Skupina A Skupina B
(kontrola) (pripravak suhog rogaca)
Voda (%) 79,1 79,3
Ukupne bjelancevine (%) 16,12 16,27
Ukupne masti (%) 65,0 59,6
UKkupni pepeo (%) 1,27 1,19
Kolesterol (mg/100 g) 82,4 76,3
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6. RASPRAVA
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Danas je u Republici Hrvatskoj brojno stanje svinja nezadovoljavajuce, iako je
tradicija svinjogojske proizvodnje vrlo duga te ujedno i jedna od najvaznijih grana
poljoprivredne proizvodnje. Prema podacima koje je objavila Glavna uprava za
poljoprivredu i ruralni razvoj Europske unije za 2022. godinu (The Commission's
Directorate-General for Agriculture and Rural Development) broj krmaca u Republici
Hrvatskoj za kalendarsku godinu 2022. je za 13,5 posto manji u odnosu na prethodnu
godinu (dostupno na: https://commission.europa.eu/about-european-
commission/departments-and-executive-agencies/agriculture-and-rural-
development_hr). Navedeno proizlazi prije svega iz situacije trziSne nestabilnosti,
odnosno nekontroliranog uvoza svinjskog mesa zbog c¢ega dolazi do stagnacije i/ili
prestanka proizvodnje, i to ve¢inom u okviru manjih proizvodnih jedinica. Takoder,
unato¢ ogromnim poticajima i ulaganjima u poljoprivredu, svinjogojska proizvodnja u
Republici Hrvatskoj suocena je i s problemima uzrokovanima pandemijom bolesti
COVID-19, ratom u Ukrajini i pojasu Gaze te visokim cijenama stocne hrane i energije.
Nadalje, pojava africke svinjske kuge dodatno je pridonijela poremecaju i strahu od
desetkovanja sto¢nog fonda u svinjogojstvu Republike Hrvatske, $to je ujedno i velik
izazov prilagodbi proizvodnje na nove ekoloske standarde. Tako drustveno ekonomske i
socijalne promjene, odnosno ekoloske ugroze, i na globalnoj i na nacionalnoj razini,
postavljajucéi kriterije odrzivog stoCarenja, usmjeravaju svinjogojsku proizvodnju prema
znatnim promjenama, i to u okviru provedbe tehnoloskih procesa, ali i same organizacije.
Naime, MARGETA i sur. (2022.) napominju da u bliskoj budu¢nosti, u okviru preduvjeta
ekonomske dobrobiti i dobiti, svinjogojska se proizvodnja vise nec¢e moci oslanjati samo
na proizvodnju zivotinja, odnosno svinjskog mesa 1 proizvoda, ve¢ ¢e se morati poceti
razvijati i trziSno dokazivati temeljem strategija za odrZivi razvoj, zastite okolisa, Cistoce
proizvodnje, ekoloske svijesti potrosaca, visokog stupanja finalizacije krajnjih proizvoda
te ponovne uporabe biootpada. Sve je to navedeno u okviru strateskih smjernica Europske
unije, odnosno u dokumentu Zeleni plan (Green Deal) (dostupno na:
https://ec.europa.eu/info/strategy/priorities-2019-2024/europeangreen-deal _hr).
Takoder, za unapredenje svinjogojske proizvodnje vrlo je vazan i dokument o Europskom
akcijskom planu borbe protiv antimikrobne otpornosti ,,Jedno zdravlje “, koji je usvojen
u Strasbourgu 2018. godine. Nadalje, neizostavan su doprinos napretku suvremenog

svinjogojstva i brojne druge smjernice Europske unije (engl. European Union), Svjetske
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zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization, WHO), Saveza veterinara
Europe pri Europskoj agenciji za lijekove (engl. European Medicines Agency, EMA) i
Europske agencije za sigurnost hrane (engl. European Food Safety Authority, EFSA) koji
zajedno reguliraju uporabu medicinski vaznih antimikrobnih sredstava u zivotinja koje se
koriste za proizvodnju hrane (MENCIK i sur., 2022.).

Danas je u suvremenom svinjogojstvu odbice i dalje glavni kriti¢ni period uzgoja
svinja. Nezreo imunosni sustav, stres povezan s odvajanjem od majke te promjene u
hranidbi 1 okoliSu nepovoljno utjecu na endokrine funkcije, rast 1 dobrobit odbijene
prasadi. Svi ti ¢imbenici u prasadi mogu dovesti do crijevnih disfunkcija zbog
proliferacije patogenih bakterija (E. coli) i upale sluznice, $to rezultira smanjenjem
probavnih svojstava, odnosno smanjenjem apsorpcije hranjivih tvari, znatnog zastoja u
rastu te velikih ekonomskih gubitaka zbog povecane podloznosti infekcijama, posebice
probavnih poremeéaja i proljeva (LOPEZ-COLOM i sur., 2019.). Prevencija i kontrola
proljeva povezanih s odbi¢em posljednjih se desetlje¢a odrzavala uporabom antibiotika i
metala (poput bakra) uklopljenih u hranu. Povecana otpornost bakterija na antibiotike i
ekoloski problemi povezani s uporabom visokih razina bakra i cinka u hrani doveli su i
do njihove zabrane. Naime, u suvremenoj proizvodnji zivotinja od 1. sije¢nja 2006.
godine u Europskoj uniji temeljem EU uredbe br. 355/2003 od 20. veljace 2003. godine
zabranjeni su antibiotici kao poticatelji rasta u hrani za Zivotinje, i to zbog opasnosti
njihove uporabe 1/ili zlouporabe za zdravlje 1 Zivotinja i ljudi. Tako je i od 1. srpnja. 2013.
godine 1 u Republici Hrvatskoj zabranjena njihova neklinicka uporaba u proizvodnji
zivotinja namijenjenih ljudskoj prehrani (VILIBIC-CAVLEK i sur., 2022.). Medutim,
povlacenje APR-a iz hrane za odbijenike uzrokovalo je slabiju iskoristivost hrane,
smanjenje proizvodnosti, ali i porast obolijevanja, pa i smrtnosti zivotinja (VINCE i sur.,
2022.). Stoga, od interesa je za veterinarsku medicinu utvrdivanje znanstveno utemeljenih
1 inovativnih alternativnih strategija odrZivih metoda kontrola stresnih Cinitelja za
zdravlje zivotinja, pa tako 1 odbijenika, u odgovaraju¢im sustavima hranidbe koji moraju
funkcionirati bez dodataka antibiotskih poticatelja rasta. Upravo je zato vazno sastaviti
recepture dnevnih obroka koje ¢e =zastititi zdravlje odbijenika, podignuti njihovu
proizvodnost i poboljsati njihovu klaoni¢ku kvalitetu te ujedno biti i ekonomski isplative.
Tako danas$nja istrazivanja sve viSe prepoznaju utjecaj nutritivne modulacije na zdravlje

I proizvodnost odbijenika, poput poboljsanog unosa hrane, bolje probavljivosti i
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apsorpcije hranjivih tvari, smanjenja oksidacijskog stresa, modulacije imunosnog sustava
te modeliranja sastava crijevne mikrobiote. Pritom se sve viSe prepoznaje kao dobra
alternativa antibiotskim poticateljima rasta dodatak probiotika, prebiotika i sinbiotika u
krmnim smjesama ¢ime se postize dobra produktivnost odbijenika, smanjeni troSkovi
hrane, poveéana hranjiva vrijednost i higijenska sigurnost proizvedene hrane, a sve u cilju
potpunije zatite okolisa (SPIRANEC i sur., 2013.; SPOLJARIC i sur., 2015.; STOLIC i
sur., 2019.; JUHASZ.i sur., 2023.). Prethodno potvrduju u najnovijim istraZivanjima
AYAD i sur. (2024.) koji preporucuju umjesavanje pripravka rogac¢a u hranu za covjeka
ali i zivotinje i to sve u cilju razvoja funkcionalne hrane.

Na osnovi ¢injenice da je roga¢ uvrsten u EU registar (dodataka hrani za sve vrste
zivotinja (EU direktiva 85/429/EEC, dostupno na: https://ec.europa.eu/food/food-feed-
portal/screen/feed-additives/search/details/POL-FEED-IMPORT-251) i  dostupnih
literaturnih podataka o njegovim bioloskim svojstvima (BAMPIDIS i sur., 2022.), u
okviru provedenih istrazivanja, provjerili smo i definirali njegov mogué¢i modulacijski
potencijal kao funkcionalnog dodatka krmnim smjesama u dnevnom obroku prasadi u
dobi od 26 do 70 dana. Iz istrazivanja drugih autora mozemo zakljuciti da je plod rogaca
zbog bogatog sastava bioaktivnih supstancija u svom sastavu obec¢avajuéi funkcionalni i
nutraceutski dodatak sto¢noj hrani za zivotinje (IOANNOU i sur., 2023.). Njegove
blagotvorne ucinke opisuju brojni autori (AISSANI i sur., 2012.; BOUBLENZA i sur.,
2019.; PILUZZA i sur. 2020; JUHASZ,i sur., 2023.), sto su potvrdili i rezultati nasih
istrazivanja. SPOLJARIC i sur. (2019.) za pripravak sorte roga¢a narodnog imena komiski
Veliki, podrijetlom iz uzgoja PZ KOMIZA, Komiza, otok Vis, sorte i izvora kojeg smo i
mi testirali u ovom istrazivanju, zabiljezili su znatan antioksidacijski potencijal temeljem
kojeg su ga preporucili kao prirodan izvor bioloski aktivnih tvari koji se moze koristiti u
ishrani prasadi. Njihovi su rezultati pokazali da pripravak rogaca, testiran i u nasim
istrazivanjima, ima snaznu antioksidacijsku aktivnost prema difenil-1-pikrilhidrazilu
(DPPH) od 56,87+0,66 umol TE/g uzorka (TE — ekvivalent troloksa /vodotopljivi analog
vitamina E/) koja je i statisticki znacajno korelirala s njegovim vrlo bogatim sadrzajem
ukupnih fenola (9,98+0,18 mg GAE/g u suhoj tvar) i flavonoida (6,56+0,19 mg GAE/g u
suhoj tvari) (GEA — ekvivalent galne kiseline). Nasi rezultati kemijskih analiza potvrdili
su vrlo visok sadrzaj ukupnih fenola u testiranom pripravku rogaca, ¢ija je vrijednost u
skladu s istrazivanjima SPOLJARIC i sur. (2019.). DJEBARI i sur. (2024.) opisuju da
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fenolni spojevi posjeduju Sirok raspon bioloskih aktivnosti poput: antioksidativno,
antimikrobno, protuupalno, antitumorsko, antikancerogeno, antilipidemsko i
neuroprotektivno djelovanje. Tako, iz istrazivanja drugih autora mozemo zakljuciti da
umjeSavanje u hranu bioloskih pripravaka, poput rogaca, bogatih fenolima, smanjuje
oksidacijski stres hranjenih zivotinja, koje su onda boljeg zdravstvenog i proizvodnog
statusa (VILAS-BOAS i sur., 2022.). U naSim smo istrazivanjima za testirani pripravak
rogaca utvrdili mikrobiolosku ispravnost te dobre nutritivne i energetske vrijednosti koje
su u skladu s rezultatima NASAR-ABBAS i sur. (2016.). Naime, u testiranom pripravku
rogaca zabiljezili smo vrlo visoku koncentraciju sirovih vlakana (10,00 g u 100g/1000 g
suhe tvari) i sirovih proteina (7,00 g u 100g/1000 g suhe tvari) $to ga prema navodima
KISA i sur. (2014.) zaista &ini alternativnim krmivom za Zivotinje u slu¢aju nedostatka
Zitarica. Iz istrazivanja drugih autora takoder se moze zakljuciti da je rogac vrlo vrijedno
krmivo za zivotinje zbog vrlo visokog sadrzaja aminokiseline lizin (SIANO i sur., 2023.).
Nadalje, SILANIKOVE i sur. (2006.) preporucuju da se pripravak sjemenke rogaca zbog
visokih udjela tanina (oko 15-20%) u dnevni obrok za zivotinje dodaje u udjelu ne vec¢em
od 5%. Pritom je vazno napomenuti da visok sadrzaj tanina ima protunutritivni u¢inak,
odnosno smanjuje sposobnost probavljivosti proteina iz obroka (VILAS-BOAS i sur.,
2022.). To potvrduju i rezultati MARISCAL-LANDIN i sur. (2004.) koji su zabiljezili
smanjenje proizvodnih parametara odbijenika nakon umjeSavanja u dnevni obrok 6%
rogada. Za pripravak testiran u ovom radu SPOLJARIC i sur. (2019.) prethodno su
utvrdili vrlo visok udio tanina (658,75+18,75 pg TAE/g; TAE — ekvivalent taninske
kiseline) Sto su potvrdili i nasi rezultati. Stoga, u skladu s prethodno navedenim, tijekom
naSeg istrazivanja u dnevni obrok za prasad umjeSavali Smo svega 4% rogaca, pri cemu
dobiveni rezultati njihove proizvodnosti nisu bili u skladu s rezultatima MARISCAL-
LANDIN i sur. (2004.). Promatraju¢i utjecaj testiranog pripravka na proizvodne
pokazatelje, izravno smo myjerili/izracunavali (unos hrane, prirast tjelesne mase i
konverziju) za svu pokusnu prasad istodobno, u tjednim razmacima prema planu pokusa.
Utvrdili smo da prasadi iz skupine P (hranjena uz dodatak 4% rogaca) ima bolji prosjecni
dnevni unos hrane (+9,7%), veéi prosjecni dnevni prirast tjelesne mase (+21,4%),
statisticki znacajno vecu prosjecnu tjelesnu masu na kraju istrazivanog razdoblja (+14,8%
u odnosu na kontrolu ) te bolju iskoristivost hrane (konverzija) (-12,7%) od one u

kontrolne prasadi. Poboljsanje iskoristivosti hrane moglo bi biti posljedica stimulacije
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zelucane sekrecije 1 aktivnosti Zzlijezda slinovnica, $to Smanjuje broj patogenih
mikroorganizama te opcenito Smanjuje mikrobnu fermentaciju u crijevu poboljsavajuci
pritom probavni i resorptivni kapacitet crijeva odbijenika (JUHASZ i sur., 2023.). Sli¢ne
rezultate, ali na modelu ribe tilapija (Oreochromis niloticus), KISHAWY i sur. (2020.)
pripisuju visokom udjelu manana u pripravku rogaca koji su umjesavali u dnevni obrok.
Slican trend, primijeéen i u nasim istrazivanjima, mogao bi biti povezan s prethodno
utvrdenim visokim udjelom galaktomanana u pripravku rogaca (41,5 g u 100 g suhe tvari)
koji smo umjesavali u hranu (SRECEC i MILICEVIC BRADAC, 2020.). Nadalje, s
obzirom na to da su proizvodni pokazatelji u izravnoj vezi s pokazateljima zdravlja,
posebice s zdravljem probavnog sustava, zajedni¢ki smo ih procjenjivali temeljem
pojavnosti, ozbiljnosti 1 ja¢ine proljeva u zivotinja, a prema ranije opisanom stupnjevanju
i izradunu (ZDERIC SAVATOVIC i sur., 2023.). Tako smo zabiljezili da je u kontrolnoj
skupini tijekom cijelog pokusa 13 prasadi imalo proljev umjerene jacine, izuzev 13. dana
pokusa kada je za troje prasadi istodobno utvrdena umjerena jacina proljeva. U istom
pokusnom razdoblju u skupini prasadi hranjene uz dodatak pripravka rogaca primijetili
smo da su samo dvije Zivotinje razvile proljev u trajanju od jednog (jedna zivotinja 15.
dana pokusa) do dva dana (jedna Zivotinja 12. 1 13. dana pokusa) normalne jacine.
Temeljem navedenog u prasadi skupine kojoj je u dnevni obrok umjeSavan pripravak
rogaca zabiljezili smo manju prosjecnu ozbiljnost proljeva za 90,44% 14. dana pokusa,
odnosno za 90% 28. dana pokusa u odnosu na kontrolnu prasad. Prethodno opisani
protuproljevni u¢inak rogaca potvrduje tvrdnje drugih autora koji smatraju da je rogac
dobar stabilizator probave zahvaljuju¢i sadrzaju tanina, pektina i lignina (BOUBLENZA
isur., 2019.; PILUZZA i sur. 2020.; AISSANI i sur., 2021.). Za tanine iz rogaca uvrdeno
je da djeluju adstringentno na sluznicu crijeva, odnosno da vezu toksine i bakterije
(JUHASZ i sur., 2023.). Adstringentno se djelovanje pojavljuje uslijed reakcije taloZenja
proteina pomocu treslovina, zbog ¢ega dolazi do stvaranja zastitnog polisaharidnog sloja
na sluznici koju potom oblaze sluz, te se tako smanjuju podrazaji u crijevima
(BOUBLENZA i sur., 2019.; PILUZZA i sur. 2020.; AISSANI i sur., 2021.). LIU i sur.
(2014.) uinvivo i in vitro uvjetima istrazivanja dokazali su da tanini inhibiraju PKA/p-
CREB put (put protein-kinaza — protein koji veze element odgovora ciklickog adenozin-
monofosfata) te posljedi¢no i ekspresiju akvaporina 2 i 3 koji kontroliraju prijenos vode
unutar stanica (VLASIOS i sur., 2016.). Nadalje, OH i sur. (2021.) opisuju da mineral
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cink ima vrlo znacajnu ulogu u razvoju i odrzavanju zdravlja probavnog trakta u
odbijenika kojem su u ovom radu testiranom roga¢u SRECEC i MILICEVIC BRADAC
(2020.) u prethodnim istrazivanjima utvrdili sadrzaj od 7-8,5 ug/g. 1z dobivenih nasih
rezultata, koji su suprotni navodima VILAS-BOAS i sur. (2022.), mozemo zakljuciti da
je roga¢ dodan u koncetraciji od 4% u dnevni obrok optimalnog sadrzaja tanina i cinka
koji djeluju kao promotori zdravstvenog stanja hranjenih odbijenika.

U uvjetima farmskih pokusa logi¢no je za ocekivati izlozenost prasadi
uzro¢nicima prirodnih infekcija crijevnih bolesti, osobito patogenim ETEC sojevima.
Analizom crijevne mikropopulacije pokazali smo da u prasadi hranjene uz dodatak
pripravka rogaca tijekom cijelog pokusa nije dokazana prisutnost patogenog soja
bakterije E. coli niti bakterije Salmonella sp. Dobiveni su rezultati u skladu s rezultatima
in vitro istrazivanja VLASIOS i sur., (2016.) koji smatraju da 2%-tna otopina rogaca
blokira hemaglutinaciju i adheziju E. coli na izoliranim crijevnim epitelnim stanicama.
Istrazivanje JUHASZ i sur. (2023.) opisuje da se zbog bolje iskoristivosti hrane pojadava
zelucana sekrecija i aktivnost zlijezda slinovnica zbog ¢ega se smanjuje broj patogenih
mikroorganizama u crijevu. Sli¢an smo trend primijetili i u nasem istrazivanju. Naime,
42. dana pokusa u tretirane prasadi zabiljezili smo za 12,7% bolju konverziju te znatno
nizi ukupni broj bakterija u crijevu (10* CFU/mL) u odnosu na netretiranu prasad, §to
dodatno upucuje na zaklju¢ak da istrazivani pripravak rogaca ima vaznu ulogu u
odrZavanju zdravstvenog, ali 1 proizvodnog statusa domacina. Iz istrazivanja drugih
autora moze se zakljuciti da rogac¢ poput prebiotika, zahvaljujuc¢i visokom sadrzaju
ugljikohidrata koji su supstrat za crijevni mikrobiom, dodan u hranu za svinje je dobra
aternativa APR-ima (JUHASZ i sur., 2023.). Temeljem literaturnih podataka, prebiotici,
poput pulpe rogaca i cikorije, uglavnom su slozeni ugljikohidrati koji kao dodaci hrani,
bogati polifenolima, odnosno taninima, snizavaju udjele lipida i kolesterola u krvi i mesu
hranjenih Zivotinja (MAHFUZ et al., 2021.; JUHASZ i sur., 2023.). Sli¢ne smo rezultate
zabiljezili 1 u nasim istraZivanjima, koji su pokazali da roga¢ u mesu ima sposobnost
snizavanja masti (za 8,31%) i kolesterola (za 7,4%). Dobiveni rezultati odgovaraju
rezultatima MAHMOUDI i sur. (2022.) koji su takoder dobili snizene koncentracije masti
i kolesterola, ali u mesu brojlera hranjenih 42 dana uz dodatak pripravka rogaca u dnevni
obrok u koncentraciji od 3 do 7%. Nadalje, i na osnovi zabiljezenih udjela vode,

bjelanCevina, masti i pepela u mesu tretirane prasadi mozemo zakljuciti da se ono odlikuje
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niskom energetskom vrijednosti te se ono kao takvim moze smatrati povoljnim
dijetetskim proizvodom namijenjenim za ljudsku prehranu, sto je u skladu s KRALIK i
sur. (2008.).

U naSim Smo istrazivanjima primijetili i snizene udjele triglicerida (37,5%),
kolesterola (22,7%) i glukoze (3,7%) u serumu tretirane prasadi u odnosu na kontrolnu
prasad. Opisani rezultati ne iznenaduju jer pripravak testiran u ovim istrazivanjima
sadrzava vrlo visoke vrijednosti za ukupne polifenole (9,98+0,18 mg GAE/g u suhoj tvar)
za koje su brojni autori opisali protudijabeti¢ki u¢inak (SPOLJARIC i sur., 2019.;
GARCIA-DIEZ i sur., 2022.). Nasi rezultati su u suglasju s rezultatima SIANO i sur.
(2023.) koji su takoder primjetili nize koncentracije serumske glukoze uslijed inhibicije
enzima a-amliaze svinjske gusterace i a-glikozidaze tankog crijeu u svinja hranjenih uz
dodatak rogaca. Prema sli¢nim istraZivanjima koje je proveo AZAB (2022.), ali na
modelu Stakora i majmuna, smanjeni udjeli glukoze, kolesterola i triglicerida u serumu
tretirane prasadi mogli bi se pripisati sadrzaju ciklitola, odnosno D-pinitola iz rogaca.

Nadalje, za ostale pracene biokemijske parametre u ovom istrazivanju mozemo
re¢i da smo utvrdili samo fizioloske oscilacije tijekom pokusa, odnosno da su sve
zabiljezene promjene bile unutar raspona normalnih (referentnih) vrijednosti za domacu
svinju (KANEKO i sur., 1997.; COOPER i sur., 2014.). Op¢e zdravstveno stanje prasadi
procjenjivali smo pra¢enjem i odabranih hematoloskih parametara Cije su zabiljezene
vrijednosti bile unutar fizioloskih raspona za svinje u tovu, sto je u skladu s opisanim
rezultatima tijekom prethodnih istrazivanja ZDERIC SAVATOVIC i sur. (2017.). Naime,
s obzirom na to da pripravak rogaca nije znatnije utjecao na hematoloSke pokazatelje
zdravstvenog stanja tretirane prasadi, odnosno na njihove na hemograme i eritrocitne
konstante, smatramo da ne izaziva stetne popratne pojave.

Pri procjeni zdravstvenog stanja zivotinje vrlo je vazna i procjena njezina

......

imunostimulacijski ucinak koji bi mogao biti povezan s njegovim sadrzajem
farmakolosko bioaktivnih tvari ¢iji su ucinci vazni za regulaciju imunosnog sustava.
Naime, utvrdili smo u testiranom pripravku vrlo visok sadrzaj prehrambenih vlakana
(10,00 g u 100 g/1000 g suhe tvari), polisaharida (11,00 g u 100 g/1000 g suhe tvari) te
polifenola (9,98+0,18 mg GAE/g u suhoj tvar) za koje se u literaturi opisuje

imunostimulacijska aktivnost (KAO i sur., 2013.; AISSA i sur., 2021.; ZHAN i sur.,
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2024.). Nadalje, u novijoj literaturi za flavonoide rogaca, poput hesperidina, apigenina,
luteolina i kvarcetina, pripisuje se pozitivan utjecaj na funkcije imunosnih stanica kao $to
su B-stanice, T-stanice, makrofagi, neutrofili, bazofili i mastociti (MARTINEZ i sur.,
2019.; CAPCANARI i sur., 2022.). Takoder, CAPCANARI i sur. (2022.) naglasavaju da
je i cink iznimno vazan za funkciju imunosnog sustava, ¢iji je sadrzaj u rogacu vrlo visok.
Poznato je da bioaktivne tvari velike molekularne mase u okviru egzogene
imunostimulacije ponajprije poti¢u stimulaciju nespecifi¢ne ili urodene imunosti, ¢iji su
glavni stani¢ni elementi monociti/makrofagi, neutrofilni granulociti, NK stanice i vy
TCR+ T limfociti. Stoga smo u nasim istrazivanjima posebno provjerili utjecaj pripravka
rogaca na neutrofilne granulocite, monocite, proteine akutne faze i ukupne
imunoglobuline. YILMAZ i sur. (2018.) u svojim su istrazivanjima zabiljezili pove¢anu
fagocitnu aktivnost te sposobnost razgradnje fagocitnih tvari u riba hranjenih pripravkom
rogaca. lako su istrazivanja utvrdena na drugom pokusnom modelu u odnosu na nasa
istrazivanja i kao takva ih je tesko usporedivati, ali s obzirom na pozitivnu aktivnost u
skladu su s nasim istrazivanjima. Naime, iako smo utvrdili ve¢u sposobnost fagocitoze i
visi indeks ingestije granulocita od 14. do 28. dana pokusa u tretirane prasadi, na kraju
istrazivackog razdoblja granulocitna se fagocitna i mikrobicidna sposobnost nije znatno
razlikovala izmedu pokusnih i kontrolne skupine. Ovi rezultati mogu biti takoder
indikatori za procjenu zdravlja probavnog sustava prasadi ako se promatraju zajedno s
histopatolo$kim pokazateljima i rezultatima bakterioloskih pretraga obrisaka sluznica
rektuma prasadi hranjene uz dodatak pripravka rogaca. Naime, jo$ su davne 1974. godine
BELLAMY i NIELSEN opisali da neutrofilni granulociti zbog inokulacije crijeva
bakterijskim stanicama migriraju kroz epitel sluznice crijeva u lumen te svojom
mikrobicidnom sposobnoS¢u Stite sluznicu crijeva fagocitozom ili otpustanjem
lizosomnog sadrzaja s lizozimom i laktoferinom. Nadalje, na kraju istrazivackog
razdoblja, u prasadi tretirane pripravkom rogaca monociti SuU zamjetno bolje fagocitirali
(+14,1% u odnosu na kontrolu), imali visi indeks ingestije (+13,07% u odnosu na
kontrolu) i ve¢u sposobnost mikrobicidnosti (+11,8% u odnosu na kontrolu). Potom, iako
smo od 28. do 42 dana pokusa zabiljezili za u prosjeku 39% povisene ukupne
imunoglobuline u tretirane prasadi u odnosu na netretiranu prasad, zabiljezeno je bilo
unutar raspona normalnih (referentnih) vrijednosti za odbijenu prasad (FRIENDSHIP i

sur., 1984.), odnosno za domaci svinju (THORN, 2000.). S obzirom na to da smo u
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dostupnoj literaturi pronasli samo podatke o ucinku pripravka rogac¢a na kinetiku
promjena udjela CD45%, CD4", CD8" i CD21" limfoidnih stanica periferne krvi prasadi
koje su objavili SPOLJARIC i sur. (2019.), nismo mogli sasvim objektivno usporedivati
nase podatke niti u potpunosti vrednovati njihovo znacenje. Medutim, rezultati su
indikativni i pokazuju da smo uporabom pripravka rogaca u nasem istrazivanju vrlo
vjerojatno postigli optimalnu razinu imunosne reaktivnosti, koja nije negativno utjecala
na rast, unos hrane i konverziju, ve¢ naprotiv, unaprijedila je proizvodnost i zdravlje
pokusne prasadi. Nadalje, VERDONCK i sur. (2008.) napominju da u Zivotinja
uspostavljanje trajnijeg i jaCeg imunosnog odgovora moze umanjiti prirast i iskoristivost
hrane uzrokuju¢i pritom velike gubitke u proizvodnosti, $to nije u skladu s nasim
rezultatima. Naime, prasad hranjena dodatkom pripravka rogaca imala je na kraju pokusa
vecu tjelesnu masu u odnosu na kontrolnu prasad u prosjeku za 17,3 %. Takoder, na kraju
pokusa prasad koja je bila hranjena dodatkom istrazivanog pripravka rogaca u perifernoj
krvi imala je veéi udio limfoidnih stanica u usporedbi s prasadi iz kontrolne skupine, i to
za: 18,3% CD45", 27,7% CD4", 20,5% CD8", 22,1% CD4*CD8" i 21,2% CD21". Blaga
odstupanja od dobivenih vrijednosti u odnosu na vrijednosti koje su objavili SPOLJARIC
1 sur. (2019.) treba promatrati u kontekstu razli¢itosti uvjeta drzanja, odnosno ¢initelja
okoli$a, ali 1 samog nacina hranjenja.

Faza akutnog odgovora (FAO) rani je obrambeni sustav organizma protiv raznih
uzroka, prije nego $to se aktiviraju ili razviju specifiéne adaptivne ili imunosne reakcije.
Jedna je od klju¢nih znacajki pojacana ili, rjede, smanjena regulacija sinteze odredenog
broja proteina plazme u jetri. Kvalitativnim i kvantitativnim podacima o tim proteinima
akutne faze (PAF) nedostaje specifiCnost za identifikaciju bilo kojeg specificnog
stresnog/traumatskog/upalnog stanja, ali kao klju¢ni bioloski biljezi adaptivne reakcije
oni pridonose njezinu prepoznavanju i onda su iznimno korisni za pracenje. Danas se PAF
opisuje ne samo kao pokazatelj vrednovanja izlozenosti imunosnim poremecajima,
stresorima, toksinima, supklinickim infekcijama, ozljedama tkiva, nego i kao relevantan
parametar procjene zdravlja i dobrobiti zivotinja, a time i njihove proizvodnosti (SACO
|i BASSOLS, 2022.). Naime, PAF-ovi su elementi zastite nespecificnog imunosnog
odgovora na upalu, odnosno na otpustanje upalnih medijatora u cirkulaciju. Nadalje,
sintetizira ih jetra kao odgovor na protuupalne citokine, pri ¢emu njihove koncentracije u

plazmi mogu rasti ili padati (pozitivni ili negativni PAF). Promjene u koncentraciji PAF-
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a kao sastavnica urodene imunosti posredovane citokinima, kao $to su IL-1, IL-6 i TNF-
a, u domacina sprjecava daljnje ostecenje tkiva, izolira i unistava infektivne patogene i
aktivira procese popravka. Sli¢no vecini drugih sisavaca, i U svinja su glavni pozitivni
PAF-ovi (poviSena koncentracija u upali) CRP, serumski amiloid A (SAA) i HpG. Osim
toga, posebno je za svinju izrazena regulacija inhibitora inter-a-tripsina teSkog lanca H4
(ITIH4), koji se prije nazivao glavnim proteinom akutne upalne faze (engl. pig major
acute phase protein, pig-MAP). Negativni proteini akutne faze (sniZena koncentracija u
upali) jesu apolipoprotein A-1 (ApoA-l) i albumin (MILLER | GIANAZZA, 2023.).
Utvrdeno je da se stupanj regulacije razlikuje ovisno o vrsti uzroénika infekcije ili
vanjskom utjecaju (transport, smjestaj, hranjenje) ili fizioloSkom stanju (odbijanje,
trudnoda, prasenje). Tako LOPEZ-COLOM i sur. (2019.) opisuju da su proteini akutne
faze kod odbijenika vrlo korisni neinvazivni upalni biomarkeri za procjenu
gastrointestinalnog oStecenja u prasadi oboljele od probavnih bakterijskih infekcija. Od
istrazivanih najvaznijih PAF-ova prasadi kao pokazatelja zdravlja i dobrobiti, a time i
proizvodnosti, u odnosu na netretiranu prasad, u prasadi tretirane pripravkom rogaca
zabiljezili smo pad razine HpG-a 14., 28.142. (0,27-0,31 g/L) koje su bile unutar raspona
normalnih vrijednosti za odbijenu prasad (HISS i sur., 2003.). Nadalje, testirani pripravak
rogaca u prasadi nije izazvao porast koncentracije CRP-a u serumu. Naime, tijekom
istrazivackog razdoblja zabiljezili smo trend rasta razine CRP-a i HpG-a u netretirane
prasadi prema kraju pokusa, dok smo u tretirane prasadi zabiljezili trend pada. Suprotno
nasim rezultatima BADIA i sur. (2012.) u prasadi hranjenih uz dodatak rogaca u
koncentraciji od 5% tijekom 4 tjedna zabiljezili su pad CRP-a. Temeljem dobivenih
rezultata za PAF-ove istrazivane u ovom radu mozemo zakljuciti da prasad hranjena uz
dodatak rogaca nije bila izlozena infekciji ili stresu niti da je bila u akutnoj fazi imunosnog
odgovora, sto je rezultiralo odrzavanjem dobrog zdravlja njihova probavnog sustava, kao
I njihova opéeg zdravstvenog statusa. Nadalje, prema navodima MILLER | GIANAZZA
(2023.), tijekom odgovora akutne faze jetra smanjuje proizvodnju albumina u prosjeku
za oko 10-30% u korist proizvodnje pozitivnog PAF-a, sto je u skladu s rezultatima
dobivenima u naSim istrazivanjima. Naime, na kraju istraZzivackog razdoblja u prasadi
tretirane pripravkom rogaca zabiljezili smo pad koncentracije albumina za 31% u odnosu

na kontrolnu prasad.
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Razmatraju¢i imunosne 1 proizvodne pokazatelje =zabiljezene u naSem
istrazivanju, vrlo je vjerojatno da smo uporabom pripravka rogaca postigli optimalnu
razinu stani¢ne i humoralne imunosne reaktivnosti, §to nije negativno utjecalo na rast,
unos hrane i iskoristivost hrane, ve¢ naprotiv, unaprijedilo je proizvodnost i zdravlje
pokusne prasadi. Dobiveni bi rezultati osim toga mogli posluziti kao model za
nespecificnu imunoprofilaksu u intenzivnoj svinjogojskoj proizvodnji uporabom tvari
poput pripravka rogaca, koja ima osobitosti i nutraceutika i imunomodulatora, a ti bi
rezultati mogli biti vazni i u Sirem kontekstu preventivne veterinarske medicine i

animalne proizvodnje.
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7. ZAKLJUCCI
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S obzirom na brojnost istrazivanih pokazatelja i mnoZzinu podataka dobivenih u ovom

radu, stekli smo dobar uvid, kako u potencijale, tako i u ograniCenja istrazivanog

pripravaka rogaca kao prirodne alternative antibiotskim poticateljima rasta u hrani za

odbijenike. Temeljem prikazanih rezultata mozemo zakljuciti da je dodatak pripravka

rogaca u koncentraciji od 4 % u dnevni obrok tijekom 6 tjedana:

pozitivno djelovao na zavr$ne mase i na intenzitet rasta odbijenika u pokusu;
pozitivno djelovao na unos hrane odbijenika;

pozitivno djelovao na konverziju, odnosno na pretvorbu hrane u jedinicu prirasta;
djelovao na pojavnost klini¢ki vrlo blage prosje¢ne ozbiljnosti proljeva te nije
uzrokovao smrtnost tretiranih odbijenika u odnosu na netretiranu skupinu odbijenika;
djelovao na smanjenje ukupnog broja bakterija u probavnom traktu hranjenih
odbijenika, odnosno na odsutnost patogenih sojeva bakterije E. coli i bakterije
Salmonele sp.;

pozitivno djelovao na odrzavanje pozeljne ravnoteze crijevnih bakterija u hranjenih
odbijenika;

poboljsao hemogram i eritrocitne konstante te konstante biokemijskih parametara
unutar fizioloskih raspona za dobnu kategoriju vrste svinja sto pokazuje da nije
1zazvao Stetne popratne pojave;

doprinio snizenju razine CRP-a i HpG-a u tetretirane prasadi;

doprinio snizenju udjela triglicerida i kolesterola u serumu hranjenih odbijenika;
doprinio snizenju udjela ukupnih masti i kolesterola u mesu hranjenih odbijenika;
znatno stimulirao porast brojnosti CD45", CD4", CD8" i CD21" limfoidnih stanica u
perifernoj krvi tretiranih odbijenika;

pozitivno djelovao na fagozitozu i mikrobicidnost granulocita i monocita hranjenih
odbijenika.

uzevsi u obzir sve promatrane parametre ovog istrazivanja slobodni smo zakljuciti da
je pripravak rogaca umjesan u hranu za odbijenike djelotvoran i nutraceutik i
imunomodulator, odnosno da ima zastitini u¢inak na zdravlje te pozitivni u¢inak na

proizvodnost i kvalitetu mesa hranjene prasadi.
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Zrinka Zderi¢ Savatovié, lije¢nica stara 45 godina, rodena je u Osijeku, RH. U gimnaziju
Marienberg je krenula u Neuss, Njemacka, a zavrsila je Jezicnu Gimnaziju u Osijeku,
RH, gdje je i zapocela studij medicine. Nakon zavrsetka prve godine studija seli se u
Zagreb gdje nastavlja studirati i gdje i zavrsava studij te zapocinje svoju karijeru. Nakon
zavrsetka Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu upisuje postdiplomski studij na
Pridoslovno-matemati¢kom fakultetu Sveucilista u Zagrebu, nakon zavrsetka kojega
upisuje doktorski studij na Veterinarskom fakultetu Sveucilista u Zagreb.

Zrinka Zderi¢ Savatovi¢ posjeduje hrvatsku i DHA (Dubai) licencu te je upisana u registar
lijecnika u Engleskoj. Takoder je internacionalni pridruzeni ¢lan RCGP, Engleska. U
SV0joj izobrazbi Zrinka Zderi¢ Savatovi¢ posjeduje amercki certifikat za lije¢nika estetske
medicine te je SCOPE certificirani lijecnik za pretilost.

Karijeru lijecnice je zapocela u Hrvatskoj gdje je prije preseljenja u Dubai, 2013. godine,
radila u svojoj ambulanti s 2200 upisanih pacijenata. Od 2013. Zrinka Zderi¢ Savatovié¢
zivi i radi u Dubai-u, UAE.

Zrinka Zderi¢ Savatovi¢ je privrzena svom poslu. Njena etika i medicinska praksa su je
oblikovali u briznu i savjesnu osobu s ciljem osnazivanja zdravlja i dobrobiti pacijenata.
Njena etika rada je usmjerena, organizirana, komunikativna, odgovorna i ciljana, a kao
priznanje toga bila je Predsjednica Etickog Povjerenstva Doma zdravlja Zagrebacke
zupanije od 2010.-2013. godine.
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