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1. UvOD

Znatni se napori ulazu u razumijevanje crijevnih infekcijskih bolesti, njihove dijagnoze,
ukljucujuéi 1 biologiju uzro¢nika, otpornosti domacina i lijeenja u intenzivnoj mnostvenoj
proizvodnji svinja. Naprotiv, malo se zna o preventivi tih bolesti s pomocu
imunomodulacijskih 1 nutritivnih strategija, jer su ti problemi do sada bili rjeSavani
dodavanjem subterapijskih doza antibiotskih poticatelja rasta u hranu u svinjogojskoj
industriji, radi poboljSavanja proizvodne ucinkovitosti. S rastom spoznaja o imunosnom
sustavu svinje i njegovoj endogenoj modulaciji (VALPOTIC, 2002.), postalo je jasno da
egzogena modulacija predstavlja vazan profilakticki/terapijski pristup u preventivi/lijecenju
razli¢itih bolesti svinja, posebice crijevnih poremetnji, s pomocu Siroke lepeze modifikatora
imunosnog odgovora, bioaktivnih tvari koje su istovremeno neskodljive za Zivotinju i okolis,
ali i za konzumente namirnica animalnog podrijetla (VALPOTIC i sur, 1989., VIJTIUK i sur.,
1993., SVER i sur., 1996., VALPOTIC, 2000., BOZIC i sur., 2003., VALPOTIC, 2009.) i u
svijetu ( GALLOIS i sur., 2009.). Danas su oni vazna sastavnica alternativne strategije
neklini¢koj uporabi antibiotika, napose u proizvodnji Zivotinja namijenjenih ljudskoj prehrani,
i to posebice kao alternativna profilaksa/terapija za rastu¢i broj mikroba rezistentnih na
antibiotike (GALLOIS i sur., 2009.). S obzirom da su potonja istrazivanja komplementarna
nasem pristupu poticanja nespecificne imunosti odbijene prasadi s pomocu modifikatora
imunosnog odgovora radi pojacavanja otpornosti na crijevne infekcije bakterijske etiologije,
obratili smo pozornost na prirodne tvari s alternativnim potencijalima antibioticima u hrani,
kao §to su pcelinji propolis (SFORCIN, 2007.), B—glukani polisaharidi iz stani¢ne stijenke
pekarskog kvasca (LI i sur., 2005., EICHER i sur., 2006., KOGAN i KOCHER, 2007.),
brojnih vrsta gljiva (BARBISON i sur., 2002., BROWN i GORDON, 2003., VAN NEVEL i
sur., 2003., SHEN i sur., 2007.), smedih morskih algi (LEONARD i sur., 2010.), te brojnih
biljaka (MAO i sur., 2005., WINDISCH i sur., 2008.), posebice trava, kao $to su jeCam i zob
(O'SHEA i sur., 2010.), te miceliji mnogih vrsta gljiva, jer su makromolekule p—glukana uz
glikoproteine i hitin sastavnice stani¢ne stijenke tih vrsta gljiva. Primjerice, miceliji vrsta
gljiva Sitake (Lentinus edodes), maitake (Grifola frondosa), Sizofilan (Shizophyllum
commune), bijele trulezi (Sclerotinia sclerotiorum) i njezinih srodnika (S. glucanicum i S.
rolfsii), potom plemenite pecurke ili Sampinjona (Agaricus bisporus) i njezinih srodnika (A.
blazei, A. sylvaticus), kovréaste kokice (Sparassis crispa), bukovace (Pleurotus ostreatus), i

mesimakobu gljive (Phellinus linteus), sadrze B—glukane nazvane prema njihovim izvorima:



lentinan, grifolan, Sizofilan, SSG-glukan, skleroglukan ili manan (BARBISAN i sur., 2002.;
BROWN i GORDON, 2003.; SHEN i sur., 2007.). Njihovi mogu¢i imunosni i nutritivni
modulacijski u¢inci uglavnom su istrazivani na laboratorijskim glodavcima (VETVICKA i
sur., 2007., SHEN i sur., 2007.)., 2011). To se napose odnosi na propolis, ¢iji su
imunomodulacijski, adjuvantni, antooksidacijski 1 protuupalni ucinci istrazivan na Stakoru,
misu, zamorcetu i kokosi (SFORCIN i sur., 2005., MISSIMA i sur., 2010., MA i sur., 2011.,
FREITAS i sur., 2011.), dok za svinju nismo nasli podatke u dostupnim nam izvorima.
Takoder, za svinju nismo pronasli podatke o uporabi praskastih pripravaka osuSenih vrsta
gljiva u imunosnoj i nutritivnoj modulaciji, pa tako ni za pripravke plemenite pecurke.
Naprotiv, izvje$¢a o uincima B—glukana izdvojenog iz pekarskog kvasca Saccharomyces
cerevisiae ili biljne vrste Astragalus membranaceus podrijetlom iz Kine, na rast, digestiju i
imunosne pokazatelje u odbijene prasadi (MAO i sur., 2005., PRICE i sur., 2010.). Pripravci
B—glukana iz pekarskog kvasca S. cerevisiae i gljive Sclerotium rolfsii pokazali su sposobnost
u zastiti odbijene prasadi od pokusne infekcije F4+ enterotoksigenim sojem bakterije
Escherichia coli (ETEC) (STUYVEN i sur., 2009.). Medutim, i p—glukani iz je¢ma i zobi, te
iz smede morske alge Laminaria spp. povoljno su djelovali na neke proizvodne i imunosne
pokazatelje tovljenika (O'SHEA i sur., 2010.) i sisaju¢e prasadi (LEONARD i sur., 2010.).
Premda postoje vrlo indikativni podaci o ucincima B—glukana na crijevni imunosni sustav
misa (gdje se najranije mogu ocekivati) (SHEN i sur., 2007.), podaci o u¢incima glukana na
crijevni imunosni odgovor svinje vrlo su rijetki (GALLOIS i sur., 2009.), a podataka za
odbijenu prasad ili za sada nema ili nam nisu bili dostupni. Postoje podaci da dodavanje visih
koncentracija (2,5%) P—glukana u hranu za sisajuu prasad izaziva porast o- Cinitelja
nekrotiziranja tumora (TNF-o) i mRNA IL-1B, ali takoder i do porasta mRNA ILI-
receptorskog antagonista (IL-1Ra) u sluznici ileuma, nakon S$to je prasad imunizirana
bakterijskim lipopolisaharidom (EICHER i sur., 2006.). U odbijene prasadi pokusno
inficirane F4+ ETEC sojem dodavanje pripravaka p—glukana (0,05 do 0,075%) u hranu
smanjuje brojnost IgM+ i IgA+ plazma stanice u Peyerovim plo¢ama jejunuma/ileuma i
slezeni, ali ne i u mezenterijskom limfnom ¢voru u odnosu na kontrolnu prasad (STUYVEN i
sur., 2009.). U potonje je prasadi zabiljeZen, osim jakog porasta serumskih protutijela IgM
razreda specificnih za F4 antigen, i porast brojnosti IgM+ plazma stanica u slezeni §to
odrazava snazan sustavni humoralni imunosni odgovor na infekciju ETEC sojem. Premda
nedostatni i nekonzistentni, ovi podaci upucuju na Cinjenicu da je za poticanje Crijevne
imunosti nuzno utvrditi optimalnu dozu pripravka, §to potvrduju znatno brojniji i povoljniji

podaci o ucincima P-—glukana na sustavnu imunost u svinje (GALLOIS i sur., 2009.).
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Potencijali f—glukana u modulaciji sustavne imunosti svinje, posebice urodene imunosti,
pobudili su mnogo veée zanimanje, ali su izvjes¢a o ucincima pripravaka vrlo oprecna.
Pokazalo se da f—glukani imaju protuupalno djelovanje. Naime, odbijena prasada hranjena s
dodatkom 0,005% p—glukana u hrani, te imunizirana 14. dana nakon odbi¢a sa bakterijskim
lipopolisaharidom, slabije su lu¢ili proupalne citokine IL-6 i TNF-a, a znatno jace protuupalni
citokin IL-10 u in vitro uvjetima (LI i sur., 2005.). Ovi obrasci luéenja
proupalnih/protuupalnih citokina potvrdeni su u in vivo uvjetima u prasadi hranjene istim
koncentacijama glukana, nakon intraperitonejskog davanja bakterijskog lipopolisaharida radi
izazivanja upalne reakcije (LI i sur., 2005.). Zabiljezen je i porast sposobnosti fagocitoze, ali
ne i brojnosti leukocita u prasadi hranjene p—glukanom iz dviju vrsta smedih morskih algi
(LEONARD i sur., 2010.). U odbijene pak prasadi, uporaba —glukana iz istih vrsta algi
izaziva porast brojnosti monocita i ekspresije mMRNA za IL-8 (REILLY i sur., 2010.). Kada
tome dodamo podatke o porastu lu¢enja IL-1B i IL-2 u odbijene prasadi hranjene s dodatkom
B—glukana iz biljke Astragalus membranaceus (MAO i sur., 2005.), onda razabiremo njihovu
nekonzistentnost i nepredvidivost. Slijedom navedenoga, u nasim ¢emo istrazivanjima
utvrditi:

e Kkriterije zdravlja probavnog sustava odbijene prasadi, temeljem imunoloskih,
fizioloskih 1 mikrobioloskih funkcija, kao i1 proizvodnih pokazatelja, uz normalno
funkcioniranje sluznice crijeva i stanicnih/molekularnih sastavnica sustavne i crijevne
imunosti;

e znanstveno utemeljene preporuke za alternativu antibiotskim poticateljima rasta u
hrani nakon potpunog vrednovanja ucinaka odabranih modifikatora imunosnog
odgovora, propolisa, pripravka osusene plemenite peCurke (za sada neistrazenih u
svinja) i pB-glukana (nedovoljno provjerenog u in vitro uvjetima), koje bi bile
prepoznate od domace i medunarodne znanstvene zajednice, ali i prihvacene od

uzgajivaca svinja, proizvodaca stocne hrane i konzumenata.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. Imunosni sustav svinje

Veliki je interes znanstvenika za svinju kao pokusni model u biomedicinskim istrazivanjima
bolesti Covjeka 1 to zbog njezinog ksenotransplantacijskog potencijala te zbog
gospodarstveno vrlo znacajne vrste domacih zivotinja kao jednog od najznacajnijih izvora
hrane u svijetu (TUMBLESON i SCHOOK, 1996.). Tako, u zadnjih dvadesetak godina ta su
se istrazivanja uglavnom usmjerena prema imunosnom sustavu svinje i njegovih stani¢nih i
molekularnih sastavnica (BINNS, 1982.). Naime, imunosni je sustav svinje jedinstven u
odnosu na druge sisavce (REDDEHASE i sur., 1991.; BINNS, 1994., PABST i
ROTHKOTTER, 1999.) pri ¢emu su njegova glavna obiljezja slijedeca: obrnuta grada
limfnih ¢vorova, izravni put emigracije T i B limfocita iz limfnih ¢vorova u cirkulaciju preko
venula s visokim endotelom, neuobicCajena grade tonzila i Payerovih plo¢a napose
neisprekidane (od 1 do 3,5 m) dugacke ilealne Payerove ploce, u kojoj u mlade prasadi nema
T stanica i interfolikularnih podrucja, visoki udjeli (10-60%) izvantimusnih
dvostrukopozitivnin CD4" CD8" T—limfocita, velika populacija ySTCR" 0 limfocita, naro¢ito
u mlade prasadi; te izuzetna raznolikost u genskom sustavu koji regulira ekspresiju TCR.

Imunosni sustav u svinja djeluje kroz dva osnovna sustava: urodene i steCene
imunosti. Urodena se imunost razvila ranije nego steena imunost, jer je prisutna U
filogenetski nizih kraljeSnjaka, ali 1 u beskraljeSnjaka. S obzirom da pruza zaStitu od
mnogobrojnih 1 razli¢itih antigena iz okoliSa naziva se nespecificnom imunosti, za razliku od
steCene koja nastaje nakon dodira s odredenim, specificnim antigenom. Medutim, oba
sustava medusobno su povezana zajednickim efektorskim stanicama 1 molekulama i
preklapaju se u pruzanju zastite. Tako, urodena imunost zapocinje i regulira odgovor
elemenata steCene imunosti preko akutno faznih 1 protumikrobnih proteina (CRP,
haptoglobin, laktoferin, lizozim, laktoperoksidaza), granulocitnih leukocita i mononuklearnih
fagocita, te antigen prezentirajucih stanica (APC) i NK-stanica. Nakon dodira sa specificnim
antigenom ili nespecificnim mitogenima, T- i B- limfociti se senzibiliziraju, brzo proliferiraju
(HOSKINSON i sur., 1990.) i diferenciraju u induktorske/upalne CD4" stanice, Thl stanice
ili stani¢nog imunosnog odgovora na intracelularne patogene posredstvom aktiviranih
makrofaga/citolitickih CD8" limfocita ili pak pomoénitko/supresorske CD4" stanice, Th2 ili
humoralnog imunosnog odgovora na izvanstani¢ne patogene mikrobe posredstvom

aktiviranih B stanica i proizvodnje specifi¢nih protutijela (JOHNSON i sur., 2001.). Buduc¢i
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da urodena (nespecificna) imunost predstavlja prvu liniju obrane od infekcija 1 nuzna je za
indukciju/regulaciju ste¢ene (specificne) imunosti, jasno je da u neonatalne prasadi (napose
one koja ne posise dovoljno kolostruma i tako ne stekne pasivnu imunosnu zastitu) ¢esto
zakazuje nedovoljno razvijena aktivno ste¢ena imunost. Osim imunodeficijencije u mlade),
oslabljene fagocitoze, prisutna je 1 nedostatna funkcija antigen prezentirajucih stanica
(KOVARIK i SIEGRIST, 1998.). U perifernoj krvi neonatalne prasadi brojnost leukocita
kreée se od 4,2 do 9 x 10° /mL, a populacija tih stanica sastoji se od oko 60% neutrofilnih
granulocita i 38% limfocita. Neutrofili su aktivni i brzo migriraju u lumen crijeva nakon
inokulacije patogenih sojeva bakterije E. coli (YANG i SCHULTZ, 1986.). Medutim,
monociti neonatusa su, sli¢no fetalnim makrofagima, funkcionalno nezreli glede in vitro
fagocitne aktivnosti. Ta se niska aktivnost zadrzava tijekom prvog tjedna zivota, a potom
raste do vrijednosti u odraslih zivotinja. Izravna citoliti¢nost aktivnost NK-stanica takoder je
prilicno niska, dok je ona posredovana protutijelima usporediva s nalazima u starije prasadi
(HUH i sur., 1981.). Proizvodnja IFNa nije umanjena u neonatusa (ARTURSSON i sur.,
1992.). Ve¢ smo naveli da je pri rodenju praseta od elemenata specificne imunosti, u
potpunosti razvijen T-stani¢ni odjeljak u limfatickim tkivima i organima (BROWN i sur.,
2006.). Samo u sluznicu crijeva glavni ,,dotok* T stanica pocinje tek nakon rodenja i traje do
priblizno 7. tjedna zivota (VEGA-LOPEZ i sur., 1993., HAVERSON i sur., 2001.,
KOVSCA-JANJATOVIC, 2009). Naprotiv, B-stani¢ni odjeljak zastupljen je u timusu, dok
gau slezeni, limfnim ¢vorovima i crijevu gotovo nema. Nadalje, sustavnu imunost u
svinje ¢ine 1imunosne stanice 1 njihove efektorske 1 komunikacijske molekule
(imunoglobulini, citokini-monokini i limfokini). Stanice limfoidne i mijeloidne loze nastaju
1z mati¢nih stanica u koStanoj mozdini, sazrijevaju u srediSnjim limfatickim tkivima (timus,
Payerove ploce ileuma kao ekvivalent Fabricijeve burze) i vrSe obrambene funkcije u
perifernoj cirkulaciji, te u drugim tkivima. U perifernoj krvi odraslih svinja su prema The
Merck Manual (1998.) uobicajene sljedece vrijednosti: leukociti 11-22 x10%/L, limfociti 35-
75%, segmentirani neutrofili 20-70%, nesegmentirani neutrofili 0-4%, monociti 0-10%,
eozinofili 0-15%, bazofili 0-3%. U perifernoj krvi svinja T-limfociti ¢ine 45-57%, B-
limfociti 26-38%, a oko 5% svrstani su u 0-limfocite (NAGLIC i HAJSIG, 1993.). Do danas
je poznato 37 subpopulacija leukocita temeljem imunofenotipske karakterizacije njihovih
membranskih diferencijacijski (CD/SWC) biljega (HAVERSON i sur., 2001.). U perifernoj
krvi odraslih svinja, u stanju ,,mirovanja“, odnosno imunosnog neaktiviranja, biljezi
subpopulacija T- limfocita zastupljeni su u razli¢itim udjelima: TCRof} (14-34%), TCRyd
(31-39%), CD2 (58-72%), CD4 (23-43%) i CD8 (17-39%), Sto odrazava i relativnu brojnost
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tih stanica. Podskupina dvostruko pozitivnin CD4'CD8" s memorijsko-citolitickom
funkcijom (ZUCKERMANN i HUSMANN, 1996.) prisutna je u izvantimusnim prostorima
(za razliku od drugih vrsta u kojih je prisutna samo u timusu tijekom razvoja) s vise od 15%
(TOMASKOVIC, 1997.) i smatra se nezrelim T- limfocitima. U perifernoj krvi ima ih vise
od 60% (PESCOVITZ i sur., 1994.), a prisutni su takoder u odjeljcima crijevnog imunosnog
sustava (ZUCKERMAN i sur., 1996.). Najpouzdaniji biljeg T stanica jest CD3 molekula,
koja je uvijek udruzena s TCR (PESCOVITZ i sur., 1998.). Od ukupnog broja limfocita na B
stanice otpada 13-38% (TIZARD, 1996.). Tijekom sazrijevanja, na povrSini B limfocita
pojavljuju se i drugi diferencijacijski biljezi: CD1, SWC7 i CD21 (DENHAM i sur., 1994.), a
njihova fenotipska ekspresija razlikuje se ovisno o tkivu/organu svinje (TOMASKOVIC,
1997., SVER, 2001.; KOVSCA-JANJATOVIC, 2009.). Istrazivanja svinjskih CD/SWC
antigena u okviru tri Workshopa (Budimpesta, 1992., Davis, CS, SAD, 1995 i Ludhiana,
Indija, 1998.) rezultirala su otkricem 6 vrsno specifi¢nih biljega, od kojih je najzastupljeniji
SWC1 (SAALMULLER i sur., 1994.). Dio limfocita periferne krvi (koji imaju leukocitne
biljege CD45 i CD44, te molekule MHC I) ne moze se temeljem povrSinskih biljega svrstati
ni u T niti u B stanice, veé¢ su kao CD2" SWC1" stanice, koje nemaju ni CD4 ili CD8 biljege
niti povrSinske imunoglobuline (Ig) ili molekule FcR/MHC 1I, nazvani 0 - limfocitima
(BINNS, 1994.). Znacajno su zastupljeni u mlade prasadi, ali za razliku od ostalih sisavaca
ne pripadaju NK-stanicama (FERGUSON i sur., 1986.). Osim tri glavna izotipa svinjskih Ig
(IgM, IgG 1 IgA), molekularna i geneticka istraZivanja otkrila su da imunoglobulin G (IgG)
ima 5 podrazreda (IgG1, 1gG2a, IgG2b, 19gG3 i IgG4 (BUTLER i BROWN, 1994). U serumu
svinje, 88% od ukupnih imunoglobulina odnosi se na IgG (prosje¢na koncentracija iznosi
21,5 g/L), u kolostrumu oko 80% (PORTER i ALLEN, 1972.), a u mlijeku svega 20-30%
(CURTIS i BOURNE, 1971.). Imunoglobulin A (IgA) ¢ini oko 3% serumskih (prosje¢na
razina 1,8 g/L, 14% kolostrumskih i 82% u mlijeku, dok je imunoglobulin M (IgM) prisutan
u serumu s 14%, 5-6% u kolostrumu, i 18% u mlijeku. Svinjske imunosne i druge stanice
(napose neuroendokrine) proizvode brojne vrste imunosnih, protuupalnih i hematopoetskih
citokina i kemokina (MURTAUGH, 1994.), kao i imunomodulacijskih neurotransmitera
(KOON i POTHOULAKIS, 2006.). Takoder je otkrivena i prisutnost uobicajenih
protuvirusnih IFNa, B i ®, kao i imunosnog IFNy (LaBONNARDIERE i sur., 1994.).



2.2. Kolidijareje i kolienterotoksemije odbijene prasadi

Kolidijareja i kolienterotoksemija je slozena bolest u ¢ijem nastanaku sudjeluju hranidbeni,
fizioloSki 1 imunoloski Cimbenici, ali Cesto 1 utjecaji iz okolisa kojima je izloZena prasad
(MOON i BUNN, 1993.). Proljevi (kolidijareja i kolienterotoksemija) u odbijene prasadi
najcesce su posljedica kolonizacije tankog crijeva enterotoksogenim sojevima bakterije E.
coli posljedica ¢ega su brojna uginuéa prasadi, povecani zahtjevi za antibioticima, odnosno
Znacajni ekonomski gubici kao posljedica zaostajanja u rastu i povecanom periodu
potrebnom da bi svinje dosegle klaoni¢ku tezinu (NABUURS, 1998., HAMPSON i sur.,
2001.). U suvremenom intenzivnom svinjogojstvu bolest se najéesée pojavljuje 5 do 10 dana
nakon odbic¢a prasadi, odnosno u periodu kad se prasad u kratkom vremenu mora prilagoditi
na niz promjena u svom organizmu, okoliSu i hranidbi. Tako, na osnovi literaturnih
podataka, najveéi problem u suvremenom svinjogojstvu, osobito kod odbijene prasadi
predstavlja infekcija tankog crijeva enterotoksogenim sojem (ETEC) E. coli (DACKO i sur.,
2004.). U odbijene prasadi najces¢i su ETEC sojevi koji posjeduju F4 ili F18 fibrijske
adhezine, a oni omogucavaju naseljavanje sluznice tankog crijeva tako Sto se vezu uz
specificne receptore na resicama epitelnih stanica, a posljedica ¢ega je povecano izlu¢ivanje
H,O, Na+ i Cl-, smanjena apsorpcija tekuéine, dehidracija te acidoza kao posljedica

prekomjernog gubitka tekuéine i NaHCO3 iz organizma.

2.3. Imunomodulacija

Imunomodulacija je jedan od najnovijih terapijskih mogucnosti u inventaru veterinarske
klinicke imunologije. Naziv imunomodulacija opcenito se upotrebljava za oznacavanje
farmakologijske manipulacije imunosnim sustavom.Ta modulacija podrazumijeva upotrebu
tvari koje sposobnost mijenjanja jacine, ali 1 smjera imunosne reakcije. Medutim, danas se
zna da i sam imunosni sustav moze modulirati svoje aktivnosti s pomocu citokina,
glikoproteinskih molekula koje sintetiziraju imunosne stanice. Imunomodulacija ukljucuje
porast jacine imunosnog odgovora ili imunostimulaciju, pad jafine ili imunosuoresiju te
oporavak oslabljenog imunosnog odgovora ili imunorestoraciju. Nuznost i opravdanost
suprimiranja funkcije imunosnog sustava jasno su spoznate pri transplantaciji tkiva i organa i
te u slucaju pojave alergijskih i autoimunih bolesti. Medicinski izazvana supresija nema

prakticnog znacaja u proizvodnji i uzgoju domacih Zivotinja namjenjenih prehrani. Naprotiv,



mnogo je pozornosti posveceno stimulaciji imunosti domacih Zzivotinja od znacenja za
veterinu radi pojacavanje njihove aktivnosti prema bolestima. Specificna imunomodulacija
podrazumijeva ciljanu promjenu u odgovoru imunosnog sustava na podrazaj odredenim
antigenom, kao Sto se to postize vakcinacijom (BEVERLY, 1997.), dok nespecifi¢na
imunomodulacija podrazumijeva niz slozenih promjena koje rezultiraju promijenjenim
stanjem imunosnog sustava na Sirok raspon antigena. Programi vakcinacije vjerojatno su
najbolji primjer poticanja specifiéne imunosti u domacih zivotinja namijenjenih ljudskoj
prehrani ( svinja, govedo, ovca, koza, kuni¢) i domacih zivotinja pratitelja Covjeka (konj, pas,
macka). Kada, medutim, viSe zaraznih uzro¢nika sudjeluje u patogenezi odredene bolesti ili
kada je ucinak uzro¢nika nedvojbeno izazvan stresnim uvjetima okolisa, uporaba
nespecifi¢nih stimulatora stani¢ne 1 humoralne imunosti pruza mnoge prednosti u odnosu na
suvremene terapijske i profilakticke pristupe (BLECHA i CHARLEY, 1990.). Iznenadujuca
je Cinjenica u istrazivnju imunomodulacije njezino djelomicno zapostavljanje nakon uspjeha
kemoterapije i vakcinacije. Postupnim shvacanjem da vakcine i kemoterapeutici, uz znatne
uspjehe, imaju i odredena ograniCenja u sprje¢avanju i lijeCenju bolesti, posebice kad se radi
0 kemoterapiji onih virusne etiologije, ponovno je usredotoéena pozornost na
imunostimulatore kao sredstva za umanjivanje posljedica bolesti stoke ( BLECHA, 1998.).
Danas se zna da neki spojevi ili molekule, nazvani modifikatorima imunosnog odgovora
(MIO), kadri mijenjati normalni imunosni odgovor domacina i pojac¢ati njegovu nespecifi¢nu
otpornost na tumore, gljivicna, bakterijske i1 virusne infekcije. Razli¢ite su kemijske i
bioloske tvari bile uporabljene 1 vrednovane kao MIO u domacih Zivotinja. Drugi sinonim za
MIO Koji se cCesto rabe su: modifikatori bioloSkog odgovora, imunomodulatori,
imunopotencijatori i imunoterapijska sredstva. Premda postoji opsezna literatura o upotrebi
MIO-a u veterinarskoj medicini samo je u nekoliko slu¢ajeva neka od tih imunosno aktivnih
tvari postala terapijski proizvoz za svakodnevnu primjenu. Vecina istrazivanja MIO-a u
humanoj medicini usmjerena je prema imunomodulaciji u pacijenata oboljelih od raka i
pokusnim modelima za procjenu djelotvornosti M1O-a u imunoterapiji tumora i metastaza.
Veterinarska medicina ima sli¢an interes pri lijeCenju domacih Zivotinja pratitelja covjeka.
Medutim, u zivotinja koje se uzgajaju za prehranu ljuditemeljni cilj nespecifi¢ne
imunomodulacije jest uspostavljanje pojacana imunosne kompetencije u vrijeme kad je
zivotinja izloZena jednom ili nekolicini uzro¢nika bolesti, ili pak kada je imunosno
kompromitirana (BLECHA i CHARLEY, 1990.). Slijedom toga preporucljiva je primjena
nespecifiéne imunomodulacije u najmanje tri razlicita stanja : tijekom neonatalnog razdoblja

kada imunsni sustav nije funkcijski razvijen, za vrijeme imunosupresije ili uzro¢nikom
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bolesti. Imunomodulacija u domacih Zivotinja mora udovoljavati kriterijima koji nisu od
znacenja u podrucju humane medicine. Prvenstveno, ne smiju se pojaviti ostatci MIO-a u
mesu, mlijeku i jajima a posebice ako MIO moze postati toksican, teratogen, kancerogen, ili
pak kada nakon duzeg vremena izaziva popratne pojave nepozeljne a zdravlje Covjeka i
zivotinje. Takoder, takva tvari moraju biti kompatibilne s okoliSem.Moraju biti prikladne za
primjenu, djelovati u razdoblju nuznom za postizanje Zeljenog ucinka i ne smiju biti skupe za
prakti¢nu upotrebu u velikim uzgojima stoke. U takvim bi uzgojima bili prikladniji oni MIO-
i koji su aktivni kada se daju oralno. Osim toga MIO-i bi trebali biti kompatibilni sa Sirokim
izborom lijekova, ukljuéujuci antibiotike i antihelmintike,a ako se daju sa vakcinama trebali
bi djelovati poput adjuvansa (MULCAHY i QUINN, 1986.). Premda je vakcinacija uspjesna
u kontroli gospodarski vaznih bolesti, upak jos nije u stanju umanjiti velike gubitke mladih
Zivotinja u masovnim uzgojima svinja i peradi. U sluc¢ajevima kad viSe mikroorganizama
sudjeluje u patogenezi neke bolesti ili kad je djelovanje bolesti dodatno pojacano stresnim
Ciniteljima iz okoli$a, nespecifi¢ni imunostimulatori pruzaju brojne prednosti u odnosu na
raspoloziva terapijska i profilaticka sredstva. Niz dokazanih djelotvornosti nespecifi¢nih
imunostimulatora, kao i zeljene osobitosti jo§ neprovjerenih MIO-a, tvari koje se doslovno
otkrivaju svakodnevno, mogu se sazeti u nekoliko temeljnih ciljeva imunomodulacije:

1. Izazivanje jaceg 1 u€inkovitijeg imunosnog odgovora na one uzro¢nike koji uzrokuju
klinic¢ke 1 supklini¢ke oblike bolesti

2. Poticanje brzog uspostavljanja nespecificne i specificne imunosti u novorodenih i
mladih primljivih Zivotinja

3. PojaCavanje lokalnih zaStitnih imunosnih reakcija na mjestima vece izloZenosti
antigenima uzro¢nika bolesti, kao Sto je vime u visokomlije¢nih krava te gastrointestinalni 1
respiracijski sustavi u neonatalne prasadi i prezivaca

4. Sinergisticko djelovanje s vakcinalnim imunogenima i1 produZivanje trajanja
specificnog stani¢nog 1 humoralnog imunosnog odgovora nakon vakcinacije

5. Nadvladavanje imunosupresijskih ucinaka stresa na organizam uzrokovanog sa
mikroorganizmima koji izravno oSteCuju stanice imunosnog sustava, ometaju njihovu
funkciju ili uzrokuju perzistentne infekcije.

6. Selektivna stimulacija odredenih komponenti imunosnog sustava ili nespecifi¢nih
imunosnih mehanizama koji pruzaju ucinkovitu =zaStitu od umnazanja patogenih
mikroorganizama, posebice onih protiv kojih nema cjepiva

7. Odrzavanje imunosnog nadzora na visokoj razini radi brzog prepoznavanja i

pravodobnog eliminiranja neoplasti¢nih i ostalih promjena u organizmu Zivotinje



Danas je s pomocu visokosofisticiranih pokusnih tehnika i1 zahvaljuju¢i sve veéim
saznanjima o funkcioniranju imunosnog sustava moguce razvrstati velik broj tvari izdvojenih
iz biljnih, Zivotinjskih ili ljudskih tkiva te iz bakterija, virusa, parazita kao fizioloske i
mikrobne MIO-e. Opcenito MIO-i se nogu podijeliti na endogene , koji se stvaraju u
organizmu domacina (kao S§to su primjerice timusni hormoni, citokini, interferoni,
glukokortikoidi, neuropeptidi) i proizvod su njegova genoma, i egzogene, koji nisu proizvod
genoma sisavaca (ve¢ su mikrobnog podrijetla te sintetski proizvodi ili sastojci hrane), ali ¢iji
je mehanizam djelovanja ukljuCuje i poticanje stvaranja endogenih MIO-a i promjenu
imunosnog odgovara jedinke (ROTH, 1998.). Racionalan odabir odgovaraju¢eg MIO-a
trebao bi se temaeljiti na spoznajama o Kinetici uspostavljanja imunokompetencije tijekom
ontogeneze imunosnog sustava vrste i jedinke te na saznanjima o podrijetlu i prirodi
imunosupresijskih dogadaja u domacéina. Komponente imunosnog sustava najcesée su
izlozene djelovanjima MIO-a ukljucuju T i B limfocite, monocitno — makrofagni sustav,
granulocite, a u slucajevima nekih zaraznih bolesti te neoplazmi uzrokovanih virusima
prirodne ubilacke stanice (NK stanice). Sustav komplementa, citokini, interferoni i lizozim
takoder su prikladni za farmakolosku manipulaciju MIO-m (QUINN, 1990.).

Mehanizam djelovanja MIO-a, u vecini slu¢ajeva, nije dobro razjasnjen. Medutim, pouzdano
se zna da ne djeluje izravno na uzrocnika, ve¢ mijenja stani¢nu razinu cikli¢kog adenozin
monofosfata (CAMP) i /ili gvanozin monofosfata (cGMP), moduliraju aktivnost imunosnih
stanica, a time zapravo pojacavaju ili smanjuju ucinkovitost obrambenih mehanizama
domacina. Ovako izjenjena metabolicka aktivnost na stani¢noj razini moze se posti¢i na vise
nacCina, ali djelatni mehanizmi nisu potpuno jasni. Mnoge tvari koje izazivaju porast razine
CAMP-a poput glukokortikoida, djeluju imunosupresivni i inhibiraju efektorsku funkciju
limfocita. Naprotiv, tvari koje povisuju razinu cGMP-a kao §to to Cine biljni lektini,
bakterijski lipopolisaharidi i interleukin — 1, pojacavaju aktivnost limfocita i djeluju
imunostimulacijski. Stanice monocitno — makrofagnog sustava Cesto odgovaraju na
imunomodulaciju poja¢anom citolitickom reakcijom protiv mikrobnih i tumorskih ciljanih
stanica (EZEKOWITZ i GORDON, 1984.). Djelovanje mnogih M10-a na neutrofile izaziva
poveCanu  protumikrobnu aktivnost stanica koja se oc€ituje ubrzanim stavaranjem
superoksidnih aniona, proizvodnjon prostaglandina E i oslobadanjem lizosomskih enzima
(ABRAMSON i sur., 1984.). S obzirom na ¢injenicu da je veéina poznatih MIO-a djeluje na
vise od jedne populacije imunosnih stanica, kona¢ni ¢e u¢inak ovisiti o relativnoj primljivosti
tih stanica za uporabljeni MIO te o njihovoj ulozi pri uspostavljanju nespecifi¢nog ili

specificnog odgovora (ROTH, 1988.). Djelotvornost nekog MIO-a moze se vrednovati
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dodavanjem djelatne tvari stanicama u in vitro pokusima ili izravnim davanjem tvari
zivotinji. U nekim slu¢ajevima isti MIO moze pokazivati razlicitu djelotvornost u in vitro i in
vivo uvjetima. Osim toga potrebno je provjeriti biolosku kinetiku svakok pojedinog MIO-a
radi utvrdivanja optimalnog doziranja, vremena davanja i trajanje djelovanja. Konacno
vrednovanje ucinkovitosti MIO-a U pojaavanju imunosnog odgovora mora se provesti na

najmaje tri modelska sustava:

1. nakon pokusno izazvanog stresa
2. tijekom imunosupresije izazvane egzogenim glukokortikoidima
3. nakon izazivacke infekcije

Kriteriji za izbor MIO-a moraju se temeljiti na spoznajama o imunosnom profilu domacina
(najcesce pokusnog glodavca) i o prirodi imunosupresije. Medu istrazivanim MIO-ima
posebno isticemo BPM, pripravak inaktiviranog virusa Parapox ovis, za kojeg je barem
dijelom utvrden mehanizam djelovanja. Zna se da gubitak njegove virulencije viSe pogoduje
nastanku njegove imunostimulacijske nego imunizacijske aktivnosti. Sve se vise uvida da su
ucinci kemoterapije 1 vakcinacije, protiv mnogih slozenih bolesti domaéih Zivotinja
uvjetovanim stresnim ciniteljima iz okoliSa dosegli svoj vrhunac. Ve¢ je i danas moguce na
odgovarajuc¢i na¢in farmakoloSki modulirati imunosni odgovor s obzirom na uoceno klini¢ko
stanje Zivotinje ili na predvidljive promjene u uvjetima okoliSa koje bi mogle u zivotinja
stvoriti predispoziciju za nastanak imunosupresije, odnosno za pojavu infekcijskih bolesti.
Veliki izbor MIO-a nudi mogucnost pojacavanja naspecificne i specificne imunosti u
zivotinja te posljedi¢no ublazavanje stresa i /ili infekcijskih bolesti. Medutim, ne moze se
oc¢ekivati da ¢e bilo koji do sada poznatih MIO-a biti u stanju sprijeciti ili ublaziti
imunosupresije izazvane mnogobrojnim uzrocima 1/ili infekcija razliCite etiologije. Bolje
razumijevanje mehanizma stimulacije 1 supresiju imunonog odgovora domacina izazvanog sa
MIO-om, uputit ¢e i na razvoj novootkrivenih ili sintetiziranih specificnih tvari poznate i
predvidljive aktivnosti, bilo za pove€anje otpornosti na stresore i patogene organizme ili pak

za smanjenje uc¢inaka Stetnih imunosnih reakcija.

2.3.1. Modifikatori imunosnog odgovora

Danas se uz brojne sintetske spojeva koji pokazuje imunomodulacijsku aktivnost i veliki
broj tvari izdvojenih iz biljnih, Zivotinjskih ili ljudskih tkiva, te iz bakterija, virusa, i parazita
opisuju kao modifikatori imunosnog odgovora (MIO) (POLI, 1984., MULCAHY i QUINN,

1986.) Modifikatori imunosnog odgovora dijele se na endogene, koji se fizioloski stvaraju u
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organizmu domacina te su proizvod njegova genoma, 1 na egzogene, koji nisu proizvod
genoma sisavaca (ve¢ su mikrobnog podrijetla, sintetski proizvodi ili sastojci hrane), ali ¢iji
mehanizam djelovanja ukljucuje i poticanje stvaranja endogenih modifikatora imunosnog

odgovora i promjenu imunosnog odgovora jedinke (ROTH, 1988.) (Tablica 1).

Tablica 1. Podjela modifikatora imunosnog odgovora (VALPOTIC i sur., 2004.).

PODRIJETLO Oblik Vrsta modifikatora imunosnog odgovora
imunomodulacije
Timusni hormoni
Citokini i interleukini (limfokini, monokini)
N Interferoni (o, B, v, ®)
Fizioloska Cinitelj nekrotiziranja tumora (., B)
Cinitelj stimuliranja kolonija
C-reaktivni protein i neopterini
Imunogeni¢na DNA i RNA
ENDOGENI
ACTH i glukokortikoidi
: Hormon rasta i prolaktin
Neuroendokrina N
Tireoidni stimuliraju¢i hormon
Opioidni neuropeptidi (enkefalini, endorfini, dinorfini i neurotenzin)
Promuenj_eno Medudjelovanje mozga i imunosnog sustava
vladanje
Bakterije i njihovi derivati (P. acnes, E. coli, M. bovis, S.
pyogenes, L. casei, S. olivoreticuli, S. cerevisiae, K. pneumoniae,
. L lipopolisaharidi, muramildipeptidi, peptidoglikani)
Mikrobioloska Gljivice i njihovi derivati (T. inflatum, L. edolus, C. albicans)
Virusi (Duphamun-inaktiviran avipox virus, Baypamun®-inaktiviran
Parapox virus ovis)
Levamisol
Avridine
EGZOGENI Polianionsk_i ko;_)olimeri
Izoprinozin
Kemijska Indometacin
Derivati askorbinske Kiseline
Muramil dipeptid
Ciprofloksacin i ofloksacin
Organski spojevi germanija (***Ge)
Proteini
Nutritivna Vitamini (A, D, E, B-kompleks, C)
Minerali (selen, zeljezo, cink, bakar, kobalt)

Odabir odgovaraju¢eg modifikatora imunosnog odgovora temeljiti Se na spoznajama o0
kinetici uspostavljanja imunokompetencije tijekom ontogeneze imunosnog sustava vrste i
jedinke, te na saznanjima o podrijetlu i prirodi imunosupresijskih dogadaja u domacina
(KEHRLI i ROTH, 1990.). Molekule imunosnog sustava koje su najceS¢e izlozene

djelovanjima modifikatora imunosnog odgovora su T- i B- limfociti, monocitno-makrofagni
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sustav, granulociti, prirodne ubilacke stanice i ubilacke stanice (engl. nature Killer-NK i
killer-K cells). Sustav komplementa, citokini, interferoni i lizozim takoder su podesni za
farmakolos$ku manipulaciju pomo¢u modifikatora imunosnog odgovora (QUINN, 1990.).
lako mehanizam djelovanja modifikatora imunosnog odgovora nije dobro razjasnjen,
pouzdano se zna da ne djeluju izravno na uzro¢nika, ve¢ mijenjaju stani¢nu razinu ciklickog
adenozin monofosfata (CAMP) i/ili gvanozin monofosfata (cGMP), odnosno da moduliraju
aktivnost imunosnih stanica ¢ime pojacavaju ili smanjuju ucinkovitost obrambenih
mehanizama domacina (COFFEY i PILKINGTON, 1989.). Tako glukokortikoidi koje
izazivaju porast razine cAMP djeluju imunosupresivno i inhibiraju efektorsku funkciju
limfocita. Nasuprot njima, tvari koje povisuju razinu cGMP, poput biljnih lektina,
bakterijskih lipopolisadarida i interleukina-1, pojacavaju aktivnost limfocita i djeluju
imunostimulacijski. Stanice monocitno-makrofagnog sustava protiv mikrobnih i tumorskih
stanica odgovaraju na imunomodulaciju poja¢anom citolitickom reakcijom (ABRAMSON i
sur., 1984., EZEKOWITZ i GORDON, 1984., MURRAY, 1984., MELTZER i sur., 1987.).
Poznata je Cinjenica da modifikatori imunosnog odgovora najcesc¢e djeluje na vise od jedne
populacije imunosnih stanica, pri ¢emu njihov modulacijski u¢inak ovisi o primljivosti tih
stanica za uporabljeni modifikator imunosnog odgovora, te o njihovoj ulozi pri

uspostavljanju nespecifi¢nog ili specifi¢nog imunosnog odgovora (ROTH, 1988.).

2.3.2. Nespecifi¢cni modifikator imunosnog odgovora

U okviru veterinarske medicine istrazuje se brojni pripravci koji mogu utjecati na stvaranje
nespecifi€ne imunosti pri ¢emu moraju udovoljavati odredenim zahtjevima, posebice ako se
daju Zivotinjama namijenjenim ljudskoj prehrani. Naime, takvi pripravci ne smiju biti
toksi¢ni, teratogeni, mutageni, pirogeni, ne smiju ostavljati rezidue ili svoje Stetne metabolite
u tkivima. Nadalje, moraju biti kompatibilni s drugim lijekovima i vakcinama, ne smiju biti
skodljivi za samu zivotinju, ali ni za okoli§ te moraju imati ekonomsku opravdanost

(QUINN, 1990.).
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2.3.2.1. Plemenita pe¢urka (Agaricus bisporus)

Gljive su eukariotski organizmi koji imaju stanice obavijene stanicnom stjenkom Ccija
primarna uloga je osigurati ¢vrstocu stanice. Njhove stani¢ne stjenke gradene su u suhoj tvari
od 89 % polisaharida, od 3 % do 20 % proteina, te u manjim udjelima od lipida, minerala i
pigmenata (MOHACEK-GROSEV, 2001.). Polisaharidi su fibrilarne komponente kojih je
glavna komponenta hitin, dok su osnovne komponente matriksa polisaharidi poput manana i
a- i B-(1—3)-glukana (CHEUNG, 1997.). U kontroliranim uvjetima uzgoja, plemenita
pecurka (Agaricus bisporus) je najéeSce uzgajana vrsta gljiva koja u 5,52 % suhe tvari sadrzi
59,44 % proteina, 31,51 % ugljikohidrata i 6,32 % pepela (NOVAK, 1997.). Plemenite
pecurke Su izvor antioksidansa u prehrani, §to se u najvecoj mjeri pripisuje prisutstvu
polifenolnih spojeva, ali i a- i B-tokoferola, karotenoida, askorbinske kiseline te ergotioneina
(DUBOST, 2007., ELMASTAS i sur., 2007., BARROS i sur., 2008.). Suhi prah plemenite
pecurke, istrazivan in vivo na modelu Stakora, pokazao je sposobnost smanjivanja
koncentracije Secera i kolesterola u krvi (JEONG i sur. 2010.). Nadalje, dobre nutritivne
karakteristike plemenite pecurke, s niskim udjelom masnoca i visokim udjelom proteina te
ugljikohidrata, medu kojima su najzastupljenija dijetalna vlakna, ¢ine ih vrlo prihvatljivom
namirnicom ne samo za ¢ovjeka, ve¢ 1 za domace Zivotinje namijenjene ljudskoj prehrani,
kao $to su svinje i perad. Pri tomu, p—glukani izdvojeni iz micelija plemenite pecurke i
njezinih srodnika (A. blazei, A. sylvaticus) imaju protutumorski i imunostimulacijski u¢inak
na sustavnu i lokalnu (crijevnu) imunost zivotinja (BARBISAN i sur., 2002., BROWN i
GORDON, 2003., SHEN i sur., 2007). Tako su GIANNENAS i sur. (2010.) utvrdili da
pripravak osuSene plemenite pecCurke povoljno djeluje na crijevnu histmorfologiju i
populaciju komenzalnih mikrobiota u tovnih pili¢a, kao i na proizvodne pokazatelje i
antioksidativni status njihova mesa. S obzirom da je danas vecina istrazivanja usmjerena na
pronalazak biomolekula koje mogu pozitivno ili negativno modificirati odgovor imunoloskih
stanica, polisaharidi gljiva, posebice B-(1—3)-glukani opisuju se kao modulatori bioloskog
odgovora (engl. biologic response modifiers, BRMs) (DABA i EZERONYE, 2003.). Pri
tome ZEKOVIC (2005.) napominje da se imunofarmakoloska aktivnost B-glukana opisuje
kao nespecificna imunomodulacija u okviru koje se ukljucuju razli¢iti imunoloski putevi,
poput aktivacije makrofaga, stimulacije T-stanica, povecane proizvodnje antitijela i
aktivacije NK stanica (,,natural killer cells*) (ZEKOVIC, 2005., FORTES i sur., 2006.). -

glukani se mogu vezati i na specificne receptore na stani¢nim membranama neutrofila,
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eozinofila i NK stanica, kao i na neimunoloske stanice, poput endotelijalnih stanica,
alveolarnih epitalnih stanica i fibroblasta, i aktivirati ih (ZEKOVIC, 2005.).

2.3.2.2. Nativni propolis

Suvremena medicina pridaje sve vece znacenje pcelinjim proizvodima narocito u terapiji
mnogih bolesti (apiterapija). Interes za ljekovita svojstva pcelinjih proizvoda kao i
protutumorski ucinak istih, porastao je u zadnjih desetak godina, gdje se suvremenim
metodama istrazuje sastav pcelinjih proizvoda zbog bioloske ucinkovitosti na organizam.
Sam naziv propolis prema nekim autorima potjece od grckih rije¢i pro (pred, za) i polis
(grad), tj. za zastitu grada (odnosno kosnice), a prema drugima od rijeci propoliso, koja na
grékom ili na latinskom znaci zamazivati, zagladivati. Propolis je smolasta supstanca koju
pcele radilice sakupljaju s pupoljaka ili kore drveca i Siblja. Razlozi koji poticu pcele na
sakupljanje propolisa jo§ nisu dovoljno razumljivi. Smatra se da dinamika sakupljanja
propolisa ovisi o godiSnjem dobu, a ne o nazo¢nosti smole na bilju. Propolis se sakuplja
krajem ljeta i u jesen 1 vrlo rijetko u proljece. Posebno se ocituje skupljanje vece kolicine
propolisa u kasno ljeto i jesen kada pcele s njime pokuSavaju zatvoriti sve pore 1 pukotine na
kosnici u cilju obrane klupka od visoke hladnoce 1 nametnika koji bi kroz njih mogli uéi u
koSnicu. Sklonost raznih vrsta pcela za sakupljanje propolisa nije jednaka. Kavkaska pcela
(Apis mellifera caucasica) koristi velike koli¢ine propolisa (300 g), dok talijanska i
ukrajinska manje. Péele rasprostranjene u Indiji Apis dostra, Apis indica i Apis florea, te
africka podvrsta obi¢ne medonosne pcele (Apis mellifera scutellata) ne sakupljaju propolis ili
ga sakupe u neznatnoj koli¢ini (ORSOLIC i sur., 2010.). Propolis sluzi péelama za
premazivanje unutrasnjosti kosnice, ¢ime postizu bolje ocCuvanje topline zimi, Cuvanje
kosnice od propuha, vremenskih nepogoda i potresa. Takoder propolisom poliraju stanice
saca koje sluze kao skladiSta za med, cvjetni prah 1 kao kolijevka za li¢inke. Propolis sluzi
pcelama i za sprije€avanje zaraza u koSnicama 1 za balzamiranje uljeza koje ne mogu izbaciti.
Propolis u koSnici nije samo gradevni materijal ve¢, zahvaljujuéi lako hlapljivim etericnim
uljima, ima izrazit protumikrobni uéinak. Propolis je smolaste konzistencije. Zuto-zelene do
smede-crvene boje. Duzim stajanjem propolis postaje tamniji. Boja varira o podrucju sa
kojega je propolis sakupljen (tj. s kojih su ga biljaka pcele sakupile). Pcele sakupljaju
propolis sa vise od 60 razli¢itih vrsta biljaka. Duljim ¢uvanjem postaje tamniji i gubi

plasticnost. Na temperaturi iznad 30°C je mekan i ljepljiv, a ispod 15°C krut i ¢vrst. Ima
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specifican miris koji podsjeca na iglice bora, a pri sagorijevanju daje tipi¢ni miris tamjana.
Propolis je specificno gorkog okusa. Specifi¢na tezina propolisa je oko 1,112-1,136.
Temperatura topljenja propolisa je od 80 do 105°C zbog veéeg broja sastavnica. Razna
otapala otapaju pojedine sastavnice propolisa, ali niti jedno ga ne otapa u potpunosti. U
toploj vodi odvaja se od voska i tone na dno posude, dok vosak ispliva na povrsinu. Topivost
propolisa u vodi je slaba (7-11%). Alkohol otapa propolis na hladnom (60-70%). Najbolja
topljivost se postize mjesavinom razliitih otapala: eter + alkohol, kloroform + alkohol,
toluol + alkohol i dr. Topljivost ovisi 0 temperaturi i trajanju izdvajanja sastavnice. Propolis
se sastoji od 50-55% smola, 30% aromati¢nih etericnih ulja i oko 5% cvjetnog praha.
Propolis sadrzi preko 300 razlicitih sastavnica. Osnovne sastavnice propolisa su flavonoidi,
ali pored toga on sadrzi niz organskih kiselina, aldehida, terpena, estera alkohola, etera,
minerala, aminokiselina, 22 minerala, najmanje 7 vitamina (posebno se isticu vitamini B
kompleksa) i dr. (MARCUCCI, 1995.) FarmakoloSki najvazniji sastojci propolisa su
flavonoidi, te razli¢iti fenoli i1 aromati koji su odgovorni za njegovu biolosku aktivnost.
Sastavnice propolisa koje se ne otapaju u vodi i organskim otapalima su jo§ nepoznate.
Takve netopive sastavnice propolisa i dalje su predmet istrazivanja. U usporedbi s drugim
pcelinjim proizvodima, propolis je najslabije istraZzen. Sastav propolisa prije svega ovisi o
biljnim vrstama s kojih je sakupljen. Osim ljepljivih biljnih sastavnica, u propolisu se nalaze
razli€iti tipovi sekreta Zlijezda slinovnica (lipofilne tvari, sluz, ljepilo, ulje, a moguce 1 vosak)
ili izlu¢evine (smola, mlije¢ni sok biljke) (ORSOLIC i sur., 2009.) ¢ime se znaéajno mijenja
sastav propolisa nakon njegova skupljanja Vodena otopina propolisa moze se uporabiti
oralno 1 parenteralno §to poboljSava reapsorpciju 1 poboljSava ucinkovitost sastavnica
(JOSIPOVIC i ORSOLIC, 2008.) Isti autori pokazali su da predobrada s vodenom otopinom
propolisa povecava zastitu Zivotinja od razli¢itih infekcija Propolisne sastavnice znaajno
utjecu na nespecifi¢nu zastitu Zivotinja. Istrazivanja DIMOVA 1 suradnika (1988.) sugeriraju
da propolis stimulira makrofage, koji su glavni ¢imbenik zastite od Sirenja bakterija i gljivica,
a time povecava preZivljavanje zarazenih zivotinja 1 ljudi te pokazuje izrazitu obnovu
imunoloskog sustava. Propolisne sastavnice utjecu na specifi¢ne i nespecificne mehanizme
imunoloske obrane, primjerice oslobadanje ¢imbenika inhibicije migracije, fagocitozu
makrofaga, formiranje rozeta i povecanje broja stanica koje stvaraju protutijela
(MANOLOVA i sur., 1987.). Takoder, potvrdeno je da vodena otopina propolisa potice
makrofage na proizvodnju razli¢itih bioloSko aktivnih ¢imbenika, primjerice, ¢imbenika
nekroze tumora (TNF), komponenti komplementa, reaktivnih metabolita kisika i dr.

(ORSOLIC, 2012.) je pokazao da flavonoidi iz propolisa utje¢u na biosintezu limfocitnog
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interferona, c¢ije djelovanje moze biti dvojako: direktno (citotoksi¢no djelovanje) i1
imunostimulativno. Takoder, neke sastavnice propolisa inhibiraju nastanak metabolita
arahidonske kiseline i oslobadanje prostanglandina, tromboksana i leukotrijena u upalnoj
reakciji, koji utjeCu na razliite bioloske odgovore u upalnim bolestima, ukljucujuci
kemotaksiju, hormonsku sekreciju, ionski transport i razli¢ite enzimske funkcije (SVER i
sur., 1996.). Nakon obrade vodenom otopinom propolisa povecava se broj i metabolicka
aktivnost polimorfonuklearnih leukocita, $to govori da vodena otopina propolisa ne utjece
samo na metabolicku aktivnost makrofaga, nego i drugih stanica. Aktivacija makrofaga
vazna je za imunoloSka svojstva propolisa, budu¢i da makrofagi sudjeluju u regulaciji

imunoloske reakcije i aktivaciji B- i T-stanica.
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3. OBRAZLOZENJE TEME

U suvremenom svinjogojstvu znatni se napori ulazu u razumijevanje crijevnih infekcijskih
bolesti, njihove dijagnoze, ukljucujuci i biologiju samih uzro¢nika. Medutim, do danas se
vrlo malo se zna o preventivi tih bolesti s pomoc¢u imunomodulacijskih i nutritivnih strategija,
iz razloga Sto se problemi vec¢inom rjesavaju dodavanjem subterapijskih doza antibiotskih
poticatelja rasta u hranu pri ¢emu se koriste kako za unapredivanje rasta, tako i za kontrolu
crijevnih infekcija tijekom kriti¢nih razdoblja kao $to je odbiée prasadi. S obzirom da se gore
opisani zdravstveni problemi javljaju bez obzira na dodane antibiotske poticatelje rasta u
hranu, smatramo da bi bilo, zbog zdravlja i dobrobiti svinja, te gospodarstvenih (uzgajivaci
svinja i proizvodac¢i stoéne hrane) i zdravstvenih razloga (konzumenti), nuzno utvrditi
prirodne alternativne dodatke hrani i to radi prilagodbe na zabranu neklini¢ke uporabe
antibiotskih poticatelja rasta u hrani (u EU od 2006. godine), odnosno na skoro povlacenje
antibiotskih poticatelja rasta u proizvodnji zivotinja namijenjenih ljudskoj prehrani i u
Hrvatskoj kao ¢lanici EU od 01.07.2013. Slijedom navedenoga hipoteza naSeg istrazivanja je
da se:

e medu odabranim prirodnim tvarima (propolis ili pripravak plemenite pecurke in vivo,
te B-glukan in vitro) testiranim u planiranim pokusima, utvrditi najdjelotvornija
zamjena antibiotskim poticateljima rasta u poticanju sustavnog imunosnog odgovora,
a napose zaStitnog crijevnog mukoznog imunosnog odgovora, uz optimalno
funkcioniranje probave, stabilizaciju crijevnih mikrobiota, te normalne pokazatelje
op¢eg zdravstvenog stanja odbijene prasadi.

e odabrani najucinkovitiji alternativni dodatak hrani za odbijenu prasad uvede u
intenzivne uzgojne sustave za proizvodnju svinja, koji bi funkcionirali bez dodavanja
antibiotskih poticatelja rasta u hranu, te time postali neskodljivi po konzumente i

okolis§, kao 1 po dobrobit odbijene prasadi.
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4. MATERIJALI | METODE
4.1. Materijali

4.1.1. Tehnologijski uvjeti na farmi

Istrazivanje smo proveli na svinjogojskoj farmi OPG Zdravko Skare, Polonje, Sveti Ivan
Zelina. Specifi¢nost farme je da se prasiliste i odgajaliste nalazi u jednom objektu (Slika 1.)
dok je toviliSte zasebni, potpuno automatizirani objekt udaljen 1 km od odgajalista. Pokus
smo obavljali u prostoriji u sklopu odgajalista koja se sastojala od 10 zasebnih odjeljaka za
odbijenu prasad. Boksevi su opremljeni poluresetkastim plastiénim podom ispod kojeg se
nalazi kanal za skupljenje gnoja. Prasad smo hranili standarnom krmnom smjesom za
odbijenu prasad iz podnih valova. Svaki je boks bio opremljen automatskom pojilicom
smjesten 20 cm od poda. Prostorija je grijana plinskom grijalicom. S vanjskog zida sobe
dopire prirodno svjetlo kroz 4 vodoravna prozora. Umjetna rasvjeta sastoji se od 6
rasvjetnih tijela smjeStenih po sredini objekta. Naseljavanje odgajalista odvija se po principu

sve unutra-sve van. Izmedu pojedinih ciklusa praznjenja i punjenja odgajaliSte se Cisti i

dezinficira.

Slika 1. Svinjogojska farma OPG Zdravko Skarec, Polonje, Sveti lvan Zelina

(prasiliste 1 odgajaliste).
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4.1.2. Pokusna prasad

U pokusu smo koristili ukupno 90 krizane prasadi (Svedski Landrace x Yorkshire), Zenke i
kastrati, ujednacene mase oko 7 kg, u dobi od 28. do 56. dana Zivota, drzane podno u
odgajaliStu u uvjetima intenzivnog uzgoja i hranjene standardnim krmnim smjesama ST-1 i
ST-2 (Slika 2). Prasad smo razvrstali u 3 skupine sa po 30 jedinki u svakoj. Skupine smo
drzali odvojeno, ali u istom objektu. Prasad u skupini A hranili smo standardnom krmnom
smjesom SKS). Prasad u skupini B hranili smo standardnom krmnom smjesom uz dodadat
pripravka plemenite peCurke (PPP) u koncentraciji od 1%. Prasad u skupini C hranili smo
standardnom krmnom smjesom uz dodadat nativnog propolisa (NP) u koncentraciji od 0,1.

Tijekom cijelog pokusa prasadi su hrana i voda bili dostupni ad libitum.

Slika 2. Odjeljak s pokusnom prasadi.

4.1.3. Pokusni pripravci

U pokusu smo koristili slijedec¢e bioloske pripravke:

1. pripravak plemenite pec¢urke (Agaricus bisporus) iz komercijalnog uzgoja tvrtke GEA
d.o.0. Zagreba (Slika 3).
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Slika 3. Komercijalni uzgoj plemenite pecurke tvrtke GEA d.o.o.

Svjeze, netom ubrane plemenite pecurke, nakon Sto smo uzeli uzorke za analiticke i
mikrobioloske analize, suSili smo u suSari 6 sati na 42°C. OsuSene plemenite pecurke
samljeli smo u prah te njihov uzorak uzeli za analiticku i mikrobiolosku analizu. Potom
smo suhe plemenite pecurke u prahu umijesali u komercijalnu hranu za odbijenu prasad u
koncentraciju od 1% (Slika 4-5).

Slika 4. Uzorak suhe biomase u prahu plemenite pecurke
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SEM HV: 1.0 kV WD: 15.00 mm | MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 2.61 kx Det: SE 50 pm
Print MAG: 612 x Date(m/d/y): 02/12/13
Forensic Science Centre Zagreb
dr.sc. G. Mrsic; |.Spoljaric

Slika 5. Elektronskim mikroskopom SEM-u Tescan Mira3 FEG vizualizirana ultrastruktura
suhe biomase u prahu plemenite pecurke (Centar za forenzic¢na ispitivanja, istraZivanja i
vjestacenja Ivan Vucetié, Zagreb, Hrvatska).

2. nativni propolis proizvoda¢a OPG Spoljari¢ , Zagreb (Slika 6.).
A

Slika 6. P&elinje kosnice OPG Spoljari¢

Propolis smo uzeli iz ko$nica sa podruéja Ivani¢ Grada. Nakon oduzimanja, hladili smo ga

jedan sat na -20°C, te smo ga potom usitnili. Nakon $§to smo uzorak nativnog propolisa
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uzeli za analiticku analizu umjesali smo ga u komercijalnu hranu za odbijenu prasad u
koncentraciji od 0,1% (Slika 7-8).

W

AccV  Spot Magn Det WD F——— 200 um
250kv56 136x GSE 135 09Torr 1.0 Torr XL-30  GMrsic

Slika 8. Elektronskim mikroskopom SEM-u Tescan Mira3 FEG vizualizirana ultrastruktura
suhe biomase u prahu nativnog propolisa (Centar za forenzi¢na ispitivanja, istraZivanja i
vjestacenja Ivan Vucetié, Zagreb, Hrvatska).
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3. komercijalni pripravak B-glukana u obliku topivog praska (broj formule F3020, broj
proizvoda 08231-01) izdvojenog iz ne-GMO soja pekarskog kvasca S. cerevisiae
proizvodaca Biothera (Eagan, MN, SAD). Pripravak smo koristili za odredivanje

stupnja fagocitoze i mikrobicidnosti monocita i granulocita u in vitro uvjetima (Slika
9-10).

Slika 9. Uzorak suhe biomase B-glukana u obliku topivog praska (broj formule F3020, broj

proizvoda 08231-01) izdvojenog iz ne-GMO soja pekarskog kvasca S. cerevisiae proizvodaca
Biothera (Eagan, MN, SAD).
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SEM HV: 1.0 kV WD: 15.00 mm

SEM MAG: 86 x Det: SE

Print MAG: 48 x Date(ml/dly): 02/15/13 |
Forensic Science Centre Zagreb

dr.sc. Mrsic |. Spoljaric

Slika 10. Elektronskim mikroskopom SEM-u Tescan Mira3 FEG vizualizirana
ultrastruktura suhe biomase B-glukana u obliku topivog praska (broj formule F3020, broj
proizvoda 08231-01) izdvojenog iz ne-GMO soja pekarskog kvasca S. cerevisiae
proizvodaca Biothera (Eagan, MN, SAD). (Centar za forenzi¢na ispitivanja, istrazivanja i
vjestaCenja Ivan Vuceti¢, Zagreb, Hrvatska).

4.1.4. AnalitiCke metode

Nativni propolis 1 pripravak plemenite pecurke analizirali smo metodom vezanog sustava
plinske kromatografije - spektrometrija masa (GC-MS, Perkin Elmer, SAD) (Centar za
forenzi¢na ispitivanja, istrazivanja i vjeStacenja Ivan Vuceti¢, Zagreb, Hrvatska). Koristili
smo kolonu ,,Agilent 19091S 433, 350 °C Max, HP 5 MS, 0,25 mm x 30 m x 0,25 um*. Kao
plin nosilac koristili smo helij. Protok plina nosioca bio je 0,94 mL/min. Pocetna temperatura
GC-a bila je 80°C (sa zadrSkom od 2 minute), te se zatim penjala do 300 °C brzinom od 25
°C/min, te je na 300 °C zadrSka iznosila 5,20 minuta. Ukupno vrijeme analize iznosilo je 16
minuta. Nacin rada injektora bio je splitless, temperatura injektora iznosila je 275°C, dok je
vrijeme uzorkovanja iznosilo 0,5 minuta. Temperatura ionskog izvora iznosila je 275 °C, a

MS kvadrupola 150 °C, dok je nacin prikupljanja podataka bio scan. Uzorak za GC-MS
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analizu smo pripremili tako da smo u 0,5 mL propolisa/pripravka plemenite pecurke dodali
0,2 mL NaOH i 0,5 mL diklormetana. Potom smo ekstrakte diklormetana prenijeli u bocice za
GC-MS.

Elementnu kemijsku analizu uzoraka nativnog propolisa i pripravka plemenite pecurke na
prisustvo teskih metale napravili smo na elektronskom mikroskopu SEM-u Philips XL 30 s
EDX detektorom pomocéu programskog paketa Genesis verzija 6.02, proizvodac¢a Edax, i
EDX detektora aktivne povrSine 10 mm2, proizvodaca EDAX, model 135-10 PV9760/68

(Centar za forenzicna ispitivanja, istraZivanja i vjeStaCenja Ivan Vuceti¢, Zagreb, Hrvatska).

4.1.4. Pokusne skupine i plan pokusa

Prasad smo, po odbicu, izvagali i odabrali 90 po tezini ujednacene prasadi (uzevsi u obzir
samo podjednaku zastupljenost spolova) u 3 pokusne skupine (obiljezenih od A-C) sa po 30
prasadi u svakoj. Prasad u skupini A hranili smo standardnom krmnom smjesom (SKS).
Prasad u skupini B hranili smo standardnom krmnom smjesom uz dodadat pripravka
plemenite pecurke (PPP) u koncentraciji od 1%. Prasad u skupini C hranili smo standardnom
krmnom smjesom uz dodadat nativnog propolisa (NP) u koncentraciji od 0,1. Oznacili smo
ih u$nima markicama, i drzali u odvojenim odjeljcima odgajalista farme. Pokus je trajao 28
dana (do 56. dana Zivota), a tijekom toga razdoblja pratili smo dnevno ili u sedmodnevnim

razmacima skupine pokazatelja prikazanih u Tablici 2.
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Tablica 2. Plan in vivo/ex vivo pokusa za testiranje imunmodulacijskih i nutritivnih osobitosti
pripravka plemenite pecurke i nativnog propolisa

Skupina POKAZATELI
(br. Zdravstveni | Imunologija, | Bakteriologija (BAK), | Histopatologija (HP),
prasadi) | i proizvodni | hematologija | analiza hrane (AH) i elektronska
i serumska ambijentalni mikroskopija, analiza
biokemija uvjeti (AU) mesa (AM)
i BAK**
M.E T ODEUZO R C I (dan pokusa)
OZS, PDP, PK/S (puna | BAK (RO) AH, HP (TC, IHM (J, |
PDUH, KH, | krv/serum)* | (0. 14.2Li |AU | MLCi..)/ |iMLC)
SD (0,14, 21.i |28) (0.i BAK (0.i28.)
(0.,14.,21. 28.) 28.) (CFU),
28) AM
(0.i28.)
a())NTROLA 30 7/30* 7/30* 30 2+1
Plemenita 30 7/30 7/30 30 0+1
pecurka (B)
Nativni 30 7/30 7/30 30 0+1
propolis (C)
UKUPNO: 90 21/90 21/90 90 2+ 3=5

*Uzorci PK i RO samo od prasadi 1-7 oznacene usnim brojevima, **Zrtvuju se po 2 praseta iz kontrolne
skupine 0. dana pokusa, te 1 prase po skupini 28.dana pokusa (ukupno 5 prasadi) radi post mortem pretraga

(HP, IHM, BAK/ CFU/ml i AM).

Pokazatelji koje smo pratili (od 0. do 28. dana pokusa ili od 28. do 56. dana zivota) su:
- Zdravstveni i proizvodni (koji ukljucuju: OZS, PDP, PDUH, KH i SD) - pracenje u

sedmodnevnim razmacima (0., 7., 14., 21. i 28. dan);

- Imunoloski, hematoloski i serumsko biokemijski (iz uzoraka pune krvi=PK i seruma =

S) - pracenje u sedmodnevnim razmacima (0., 7., 14., 21. 1 28. dan)*;

- Bakterioloski (BAK), analiza hrane (AH) i ambijentalni uvjeti (AU) iz uzoraka za
BAK (RO) — pracenje u sedmodnevnim razmacima (0., 7., 14., 21. i 28. dan)*, dok

¢emo AH** 1 AU provesti 0. 1 28. dana pokusa;

- Histopatoloski (HP), elektronska mikroskopija, analiza mesa (AM) i BAK*** -
pra¢enje HP (TC, ML¢ i...), BAK (CFU), AM i IHM (J, 1i MLC) 0. i 28. dana pokusa
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4.1.5. Monoklonska, poliklonska protutijela i konjugati

Za citometrijska istrazivanja subpopulacija leukocita periferne krvi koristili smo monoklonska

protutijela (mPt) tvrtki Abcam, Cambridge, UK i AbD Serotec, Kidlington, Oxford, UK

(Tablica 3). Misja monoklonska protutijela su bila konjugirana s fluorescentnim bojama

fluorescein-izotiocijanatom (FITC) ili fikoeritrinom (Pe).

Tablica 3. Misja monoklonska protutijela (mPt) specificna za svinjske leukocitne CD
molekularne biljege i konjugati koriSteni za citometrijsku imunofenotipizaciju leukocita
periferne krvi odbijene prasadi.

mPt specificna

za molekularni Izotip Oznaka klona Konjugat Sta.mf na lzvor
. specifi¢nost
biljeg
Subpopulacija
CD4 1gG2b 74-12-4 Pe/Cy5® pomoc¢nickih T-
limfocita (Ty)
_ Abcam
Subpopulacija
CD8a IgG2a 76-2-11 Fikoeritrin citolitickih T-
stanica (T.)
CD45 1gG1 K252-1E4 FITC Leukociti ADbD Serotec
CD21 IgG1 BB6-11C9.6 FITC B-limfociti Abcam
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4.2. Metode
4.2.1. ,,In vivo* primjena pokusnih pripravaka

Prasad kontrolne skupine A hranili smo standarnom krmnom smjesom za odbijenu prasad bez
ikakvih dodataka. Prasadi pokusne skupine B umjesali smo 1% pripravka plemenite pecurke u
standarnu krmnu smjesu za odbijenu prasad od 0. — 28. dana pokusa Prasadi pokusne skupine
C umjesali smo 0,1% pripravka nativnog propolisa u standarnu krmnu smjesu za odbijenu

prasad od 0. — 28. dana pokusa.

4.2.3. ,,In vitro“ primjena pokusnih pripravaka

U in vitro uvjetima za analizu stupanja fagocitoze (ingestije) i mikrobicidnosti (digestije)
monocita i granulocita u kulturu stanica dodali smo 0,1 % B-glukana u obliku topivog praska
(broj formule F3020, broj proizvoda 08231-01) izdvojenog iz ne-GMO soja pekarskog kvasca
S. cerevisiae proizvodaca Biothera (Eagan, MN, SAD).

4.2.3. Pracenje proizvodnih pokazatelja

Prasad smo vagali tijekom pokusa u tjednim razmacima i biljezili promjene u tjelesnoj masi.
Promjene u tjelesnoj masi po pokusnim skupinama izra¢unavali smo temeljem odstupanja od
tezine na pocetku pokusa (0. dan = 100% tjelesne mase), odnosno temeljem odstupanja od
prosjecne tezine u pojedinoj skupini po danima pokusa (0.,14., 21., 28.) u usporedbi s

prosjecnom tezinom prasadi iz kontrolne skupine istoga dana pokusa.

4.2.4. Pracenje zdravstvenih pokazatelja

Prasad smo svakodnevno kontrolirali od 0. do 28. dana pokusa, radi pra¢enja pojave proljeva
ili drugih klini¢kih znakova koji bi upucivali na pojavu bolesti. JaCinu proljeva iskazali smo
na osnovi stupnjeva: 0 = normalni izmet, 1 = mekani izmet, 2 = teku¢i izmet 1 3 = profuzni
proljev. Osim morbiditeta, pratili smo i mortalitet prasadi tijekom pokusa. Pri prosudivanju
zdravstvenog stanja pokusne prasadi koristili smo, uz spomenute, hematoloske i biokemijske

podatke.
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4.2.5. Uzimanje uzoraka

Svu smo prasad izvagali prije pocetka tretiranja pokusnim pripravcima (0. dan), a potom smo
ih svakih 7 dana tijekom 5 tjedna trajanja pokusa do 28. dana pokusa). U istim vremenskim
razmacima (0., 14., 21., 28. dan pokusa) uzimali smo uzorke krvi i obriske rektalne sluznice,
a neposredno nakon zrtvovanja (0. i 28. dan) uzimali smo uzorke sadrzaja crijeva (jejunuma),
te mezenterijskog limfnog ¢vora za bakteriolosku, patohistolosku pretragu i elektronsku

mikroskopiju.

4.2.4.1. Periferna krv

Uzimali smo uzorke (ukupno 3 mL) krvi iz vene cava cranialis u staklene epruvete s
podtlakom (Venosafe, Terumo, EU) s dinatrijevom soli etilendiamintetraoctene Kiseline
(EDTA, Sigma) (1 mL) ili heparinom (1,5 mL) kao antikoagulansom (za proto¢nu
citometriju/hematologiju, odnosno fagocitozu/mikrobicidnost), te bez antikoagulansa s gelom
i Clot Act. (3,5 mL) radi odvajanja seruma za serumsku biokemiju (Venosafe, Terumo, EU).
Prilikom svakog uzimanje krvi od ukupno 30 zivotinja po skupini iz svake smo skupine
uzimali krv od 7 posebno oznacenih Zivotinja (krv je vadena svaki put istim zivotinjama)
(Slika 11).
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Slika 11. Uzorci periferne krvi i rektalnih briseva prasadi u pokusu.

4.2.4.2. Obrisci sluznice rektuma

Za bakterioloSku pretragu sluznice rektuma obriske smo uzimali 0., 14., 21., i 28. dana
pokusa i to od po 7 Zivotinja iz svake skupine (istih 7 zivotinja kojima smo vadili perifernu
krv) (Slika 12). Uzorke smo na farmi pohranili u prijenosni hladnjak te ih potom dostavili u
Laboratorij za op¢u bakteriologiju i mikologiju Hrvatskog veterinarskog instituta (HVI) u

Zagrebu.
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Slika 12. Uzorkovanje rektalnih briseva pokusnoj prasadi.

4.2.4.3. Sadrzaj jejunuma i tkivo jejunuma, i mezenterijalni limfni ¢vorovi

0. i 28. dana pokusa, odabranu smo prasad eutanazirali intrakardijalnim ustrcavanjem 0,3
mL/kg tjelesne mase preparata T61 (Hoechst, Njemacka) u skladu sa Zakonom i propisima za
postivanje etike o dobrobiti zivotinja Republike Hrvatske i europskim dokumentom o drzanju
i rukovanju sa laboratorijskim zivotinjama: “Directive for the Pritection of Vertebrate
Animals used for Experimental and other Purposes” (86/609/EEC).

Nakon razudbe eutanazirane prasadi uzeli smo slijedece uzorke:

. odrezak jejunuma sa sadrzajem za odredivanje broja bakterijskih stanica (10 cm
duljine, podvezan kirurskim koncem na svakom okrajku);

. za patohistolosku pretragu uzeli smo uzorke tkiva jejunuma, mezenterijalni limfni

¢vor u 10 %-tnoj otopini paraformaldehida u fosfatnom puferu (pH 7,2).
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4.2.6. Odredivanje imunosnih pokazatelja

Imunosne pokazatelje odredivali smo postupkom imunofenotipizacije i1 kvantifikacije
svinjskih CD+ subpopulacija T- i B-limfocita, te ukupnih leukocita periferne krvi pomocu
proto¢nog citometra Coulter EPICS-XL.

Takoder smo procjenjivali sposobnost fagocitoze i mikrobicidnosti granulocita i monocita
periferne krvi (B-glukan in vitro), te op¢i imunosni status temeljem brojnosti i udjela

pojedinih populacija leukocita u krvi i imunoglobulina u serumu.

4.2.5.1. Proto¢na citometrija (metoda modificirana POPOVIC i VALPOTIC, 2004.)

Udjel subpopulacija leukocita periferne krvi pokusne prasadi odredivali smo obiljezavanjem
stani¢énih membranskih biljega monoklonskim protutijelima protiv svinjskih CD antigena s
pomoéu protoéne citometrije prema opisanom postupku POPOVIC i VALPOTIC (2004).
Uzorke periferne krvi (100 uL) do obrade smo pohranili na 4°C, a zatim razrijedili fosfatnim
puferom (PBS; pH 7,4 — 7,6) i podesili broj leukocita na 2 x10%L. Suspenziji leukocita
dodali smo 50 puL mPt specificnog za pojedinu istrazivanu subpopulaciju svinjskih CD+
stanica (Tablica 2) i inkubirali na sobnoj temperaturi tijekom 20 minuta. Nakon inkubacije,
stanice smo isprali u 2 mL PBS-a centrifugiranjem tijekom 5 minuta na 2000 okretaja/minuti.
Dobiveni smo supernatant odlili, t¢ smo na talog dodali 50 pL kuni¢ji antimisji konjugat
konjugiranog s fluorescentnim bojama (FITC ili fikoeritrin) i inkubirali tijekom 20 minuta na
sobnoj temperaturi. Zatim smo stanice isprali u 2 mL PBS-a centrifugiranjem 5 minuta na
2000 okretaja/minuti, talogu dodali 2 mL lizirajueg reagensa (amonijevog klorida, NH4Cl,
pH 7,3), i inkubirali u mraku na sobnoj temperaturi 10 minuta. Supernatant smo odlili, a na
talog dodali 1 mL PBS-a, te u tako pripremljenim suspenzijama obiljezenih leukocita
odredivali udjele imunofenotipova svinjskih CD+ stanica pomocu protocnog citometra
Coulter EPICS-XL (Coulter, SAD). Uzorke leukocita periferne krvi pripremili smo u

triplikatu, a u svakom je triplikatu analizirano po 10 000 stanica.

4.2.5.2. Fagocitoza i mikrobicidnost (metoda modificirana po LUKAC i sur., 1994.)

Odredili smo stupanj fagocitoze (ingestije) i mikrobicidnosti (digestije) monocita i granulocita
periferne krvi u in vitro postupcima prema opisanom postupku LUKAC i sur. (1994.). Iz

uzorka periferne krvi (uz dodatak natrijevog heparina) istalozili smo eritrocite i odvojili
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plazmu, a sloj stanica iz plazme izdvojili 1 isprali tri puta Medijem 199 (MEM, Imunoloski
zavod, Zagreb), te podesili njihov broj na 1 x 106 /mL. Suspenziju stanica smo razdijelili u
male komorice (0,25 mL) promjera 1,5 cm i inkubirali pri 370 C u zraku sa 5% CO2 tijekom
30 min. Potom smo odlili supernatant, a stanice koje se nisu prihvatile za stjenke komorice
pomno smo isprali MEM-om zagrijanim na 370 C. U komoricu u kojoj su ostali adherirani
fagociti dodali smo 0,25 mL suspenzije sa 40 x 106/mL zivih stanica (najmanje 99%)
kvaséeve gljivice Saccharomyces cerevisiae, te ponovno inkubirali 30 min. Komoricu smo
potom isprali, a stanice obojili 0,05% narancastim akridinom (Sigma, St. Louis, SAD) u
MEM-u tijekom 1 min. MEM smo isprali, komoricu pokrili pokrovnicom, te mikroskopirali
fluorescentnim mikroskopom pri povecanju od 800x. Prebrojali smo najmanje po 100
granulocita i monocita sa fagocitiranim gljivicama. Rezultate fagocitoze iskazali smo kao
postotak stanica koje su fagocitirale, pri ¢emu je 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 unutarstanicnog ubijanja
gljivica (mikrobicidnost) odredivali smo temeljem razlikovanja mrtvih (crveno obojanih) i
zivih (zelenih) fagocitiranih gljivica, a iskazali smo je u postotnim vrijednostima, pri ¢emu je
% mikrobicidnosti = broj fagocitiranih mrtvih gljivica/broj ukupno fagocitiranih gljivica x
100.

4.2.7. Odredivanje hematoloSkih pokazatelja

HematoloSke pokazatelje (broj eritrocita 1 trombocita, razinu hemoglobina i hematokrit)
odredivali smo u uzorcima periferne krvi s EDTA kao antikoagulansom, standardnim
metodama pomocu automatskog elektronskog brojaca Serono Baker System 9120
(Pennsylvania, SAD). Brojnost leukocita smo odredivali pomocu automatskog elektronskog
brojaca Serono Baker System 9120 (Pennsylvania, SAD), a diferencijalnu krvnu sliku nacinili
smo iz razmaza periferne krvi obojanih po May Griinwald-Giemsi. Udjele pojedinih
populacija leukocita odredili smo pregledom krvnog razmaza mikroskopom Olympus BX 41

na imerznom povecanju.
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4.2.8. Odredivanje serumskih biokemijskih pokazatelja

Ukupne serumske proteine, albumine, jetrene enzime (alkalna fosfataza = ALP, aspartat
aminotransferaza = AST, alanin aminotransferaza = ALT, gama glutamil transferaza = GGT)
te glukozu, ureu, kolesterol i trigliceride odredivali smo standardnim metodama pomocu
automatskog analizatora Olympus AU 600 (Hamburg, Njemacka), a dobivene vrijednosti

vrednovali usporedbom s referentnim vrijednostima a za domacu svinju.
4.2.9. BakterioloSka pretraga

Ukupan broj stanica bakterije E. coli u 1 mL sadrzaja jejunuma (CFU/mL) odredili smo
standardnim postupkom dvostrukih serijskih razrjedenja sadrzaja jejunuma od 10" do 10 u
fizioloskoj otopini. Ovako pripremljena razrijedenja smo nacjepljivali na neselektivne
bakterioloske podloge (WINN i sur., 2006.). Od svakog razrjedenja ulili smo 1 mL u Petrijeve
zdjelice i naslojili na podlogu s fenolnim crvenilom (XLD podloga; GIBCO BRL; M56000).
Sposobnost tvorbe hemolizina izdvojenih sojeva, istrazili smo nacjepljivanjem 0,1 mL
sadrZaja jejunuma na krutu bakteriolosku podlogu kojoj je dodano 5% ovc¢je krvi 1 eskulin
(Blood Agar Base, No. 2, OXOID CM 271). Svako serijsko razrjedenje nacjepili smo na
dvije ploce hranjive podloge, a nakon inkubacije pri 37° C tijekom 24 sata izbrojali smo
porasle kolonije. Srednje vrijednosti ukupnog broja poraslih kolonija istog uzorka
nacijepljenog na dvije plo¢e oznafavana je CFU/mL odredenog bakterijskog izolata.
Bakterioloskom pretragom na selektivnim hranjivim podlogama izdvojili smo vrste bakterije
E. coli, a po pet pojedinacnih kolonija bakterije E. coli sa svake ploce, naknadno smo
umnozili radi odredivanja seroloske pripadnosti antigena brzom aglutinacijom na predmetnom
stakalcu pomoc¢u kuni¢jeg antiseruma priredenim od standardnih sojeva bakterije E. coli
(Statens Seruminstitut, Kopenhagen, Danska). Obriske sluznice rektuma obradili smo kao i

sadrzaj crijeva.

4.2.10. Histopatoloska pretraga

Patoanatomsku pretragu zrtvovanih prasadi napravili smo na Zavodu za patologiju
Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu pregledali smo leSine Zrtvovane prasadi (Slika

13.), te vodili protokol o nalazima. Tijekom razudbe uzimali smo uzorke tankoga crijeva i
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mezenterijalnih limfnih ¢vorova za histopatoloSsku analizu. Pripremljen histoloSke preparate

analizirali smo pomocu svjetlosnim mikroskopom s fotografskim uredajem (LEITZ, Dialux
20EB).

Slika 13. Razudba eutanazirane prasadi i uzimanje uzoraka.

Uzorke jejunuma i mezenterijalnih limfnih ¢vorova fiksirali smo u 10%-tnom puferiranom
paraformaldehidu te ih dehidrirali uranjanjem u 70%, 96%-tni etanol (1 sat), a zatim u dvije
izmijene 100 %-tnog etanola (1 sat). Nakon toga uzorke smo inkubirani preko noci u
kloroformu pri 56°C, a potom prenijeli u smjesu kloroforma i paraplasta (1:1) pri 56°C (1 sat).
Zatim smo uzorke uranjali u dvije izmijene paraplasta (paraplast | i paraplast II) tijekom 1
sata pri 56°C. Nakon hladenja na sobnoj temperaturi blokove smo rezali mikrotomom
(Reichert-Jung, Njemacka) na rezove debljine 5-6 pum i ravnali na povrSini vodene kupelji
zagrijane na 50°C. Dio rezova smo pohranili za elektronsku mikroskopiju (elektronski
mikroskop SEM Tescan Mira3 FEG), a dio za pripremu histoloskih preparata. Za histoloske
preparate, izrezano tkivo zalijepili smo na predmetna stakalca prethodno premazana s 2%
APES-om (3-aminopropil-trietoksilen, Sigma, St. Louis, SAD) u acetonu te ga deparafinirali
uranjanjem u dvije izmijene ksilola (10 min.) i niz etanola padaju¢e koncentracije (5 min. u
100%, 96%, 80% i 70%-tnom etanolu). Nakon ispiranja u dvije izmijene destilirane vode (5
min.), rezove tkiva uronili smo u hemalaun (10 min.), isprali u teku¢oj vodi te uronili u eozin

(2 min.). Rezove smo zatim ponovo ispirali u dvije izmijene destilirane vode (5 min.),
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dehidrirali u nizu etanola rastu¢e koncentracije (70%, 80%, 96%, 100%-tni etanol),
prosvijetlili kra¢im uranjanjem u ksilol, te uklopili u kanadski balzam. Nakon suSenja

preparate smo histopatoloski pretrazili i snimili odabrana podrucja pojedinih preparata.

4.2.11. Metode elektronske mikroskopije

Za vizualizaciju ultrastrukture istrazivanih pripravaka i njihovog elementarnog sastava (teskih
metala) koristili smo SEM/EDX metodu, odnosno skenirajuci elektronski mikroskop (SEM) i
energodisperzivni detektor X zraka (EDX). EDX analizu smo napravili pomoc¢u programskog
paketa Genesis verzija 6.02, proizvodaca Edax, i EDX detektora aktivne povrSine 10mm2,

proizvodaca EDAX, model 135-10 PVV9760/68 (Slika 14-15.).

Slika 14. Elektronski mikroskop tipa XL.30 ESEM, Philips, Nizozemska (Centar za forenzi¢na

ispitivanja, istraZivanja i vjeStacenja Ivan Vuceti¢, Zagreb, Hrvatska).

Za vizualizaciju ultrastruktura uzoraka tkiva prasadi tretiranih sa istrazivanim pripravcima
koristili smo elektronski mikroskop tipa SEM-u Philips XL 30 s EDX detektorom (Slika 15).
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Slika 15. Elektronski mikroskop tipa SEM-u Philips XL 30 s EDX detektorom (Centar

za forenziCna ispitivanja, istrazivanja i vjestacenja Ivan Vuceti¢, Zagreb, Hrvatska).

4.2.12. Statisticka obrada

Statisti¢ku obradu prikupljenih podataka proveli smo primjenom programa JMP 7.0
(Business unit if SAS, SAS inc.). Graficki prikaz rezultata pokusa napravljen je u programo
SAS 9.2 (SAS inc.). Za testiranje normalnosti distribucije podataka koriSten je Kolmogorov-
Smirnovim testom. Znacajnost razlika izmedu pokusnih skupina u odnosu na kontrolnu
skupinu prasadi, utvrdili smo koriste¢i analizu varijance (jednosmjerna ANOVA, Student t-
test). Skupine za koje je p vrijednost iznosila <0,05 smatrane su medusobno statisticki

znacajno razlicite te su tako 1 obiljeZene na grafickom prikazu rezultata.
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5. REZULTATI

Dobivene podatke razvrstali smo kroz 10 skupina pokazatelja: analititika pokusnih

pripravaka, proizvodni, zdravstveni, hematoloSki, imunosni, biokemijski, bakterioloski,

histopatoloski, kemijska analiza mesa, elektronska mikroskopija, mikroklimatski pokazatelji

I kao takve ih prikazali u ovom poglavlju:

5.1. Analiticki pokazatelji pokusnih pripravaka

Metodom vezanog sustava plinske kromatografije-spektrometrije masa (GC-MS) u bioloskim

pokusnim pripravcima nismo utvrdili prisutvo toksi¢nih spojeva Stetnih po zdravlje hranjenih

prasadi (Tablica 4, Slika 16-17).

Tablica 4. GC-MS kvalitativna analiza pokusnih pripravaka.

GC-MS kvalitativna analiza

Pripravak plemenite pecurke

Nativni propolis

e palmitinska kiselina
¢ linoleinska kiselina
e eikosanska kiselina

e ergosterol

benzil alkohol

benzojeva kiselina
4-vinilfenol
2-metoksi-4-vinilfenol
vanilin

benzil-benzoat
4-hidroksicinami¢na kiselina
ferulna kiselina

tektokrizin
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Slika 16. Histogramski prikaz GC-MS kvalitativne analize nativnog propolisa koristenog u
pokusu (PCentar za forenzi¢na ispitivanja, istrazivanja i vjeStaCenja Ivan Vucleti¢, Zagreb,
Hrvatska).
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Slika 17. Histogramski prikaz GC-MS kvalitativne analize pripravka plemenite pecurke
koriStenog u pokusu (Centar za forenzi¢na ispitivanja, istrazivanja i vjeStacenja Ivan Vucetic,
Zagreb, Hrvatska).

Elementnom kemijskom analizom uzoraka nativnog propolisa i pripravka plemenite pecurke
na prisustvo teskih metale radenoj na elektronskom mikroskopu SEM-u Philips XL 30 s EDX
detektorom (EDAX), aktivne povrsine 10mm?, nismo utvrdili njihovo prisustvo. U oba uzorka

utvrdili smo samo u tragovima natrij, sumpor i kalcij (Slika 18-19).
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EDS Quantitative Results
Element Wt% At%

CK 80.44 84.57
OK 19.56 15.43

SE1 /50um ’ 165x

C:\EDAX32\GENESIS\GENGSR. SPC
PROPOLIS

kv:25.0 Tilt:0.00 Tkoff:34.37 Det:SUTW Reso:172.91 Amp.T:25.6

C| Ka

Ka

P
“ R e
2.00

Slika 18 . Elementna kemijska analiza uzorka nativnog propolisa na prisustvo teskih metale
radene na elektronskom mikroskopu SEM-u Philips XL 30 s EDX detektorom (EDAX),
aktivne povrSine 10mm? (Centar za forenzitna ispitivanja, istrazivanja i vjeStacenja Ivan
Vuceti¢, Zagreb, Hrvatska).

4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 kev
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EDS Quantitative Results
Element Wt% At%
CK 65.02 71.66
OK: 33.26 27:52
NaK 0.85 0.49
SK 0.47 0.19
CakK 0.40 0.13

SE1 ' 50um 288x

C:\EDAX32\GENESIS\GENGSR. SPC
PRIPRAVAK PLEMENITE PECURKE
kv:25.0 Tilt:0.00 Tkof£:35.14 Det:SUTW Reso:172.91 Amp.T:25.6

C| Ka

D Ka

b, .l

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00

18.00 keVv
Slika 19. Elementna kemijska analiza uzorka pripravka plemenite pecurke na prisustvo teskih
metale radenej na elektronskom mikroskopu SEM-u Philips XL 30 s EDX detektorom
(EDAX), aktivne povrsine 10mm? (Centar za forenzi¢na ispitivanja, istrazivanja i vjestacenja
Ivan Vuceti¢, Zagreb, Hrvatska).
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5.2. Proizvodni pokazatelji

Promjena tjelesne mase pokusne prasadi u istrazivanom razdoblju prikazana je na Slici 8.
Statisticke znacajnosti su uocene 14. dana pokusa (za 10 % vise B skupina u odnosu na A
skupinu, te za 15% vise B skupina u odnosu na C skupinu). Takoder i 28. dana pokusa
nalazimo statisti¢ke znac¢ajnosti medu skupinama B i C (za 16% vise B skupina u odnosu na
C skupinu). Najveéu prosjene zavr$nu masu u pokusa ostvarila je skupina B (za 12% vise B
skupina u odnosu na C skupinu). Pokusana skupina C ostvarila je manju prosje¢nu zavr$nu
masu na kraju pokusa u odnosu na kontrolnu skupinu A (za 5% vise C skupina u odnosu na
A skupinu) (Slika 18).

MASA (k)

A B [ A B ¢ A B ¢ A B 4 GRUPA
0 — 1 — 2 — — 2 — dan pokusa

Slika 18. Promjena tjelesne mase u odbijene prasadi tretiranih (pripravkom plemenite
pecurke ili nativnim propolisom u hrani) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A
skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* -
statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znacajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005)

5.3. Zdravstveni pokazatelji

Broj uginuca i ucestalost proljeva u pokusne prasadi tijekom 5 tjedana trajanja pokusa,
prikazani su u Tablici 5. Prasad iz kontrolne skupine imala je ucestalost proljeva (6/30), dok
je prasad skupine B i C imala vrlo nisku pojavnost proljeva. Od 30 prasadi iz kontrolne
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skupine u 6 prasadi smo zabiljezili proljev od kojih je dvoje prasadi imalo mekani izmet,

dvoje tekuéi izmet, a dvoje profuzni proljev. Prasad iz kontrolne skupine kod kojih smo

zabiljezili profuzni proljev tijekom pokusa je uginula. U cCetiri praseta iz skupine B kod

kojih smo uocili proljev jedno prase je imalo mekani izmet, dok smo kod tri ostala praseta,

zabiljezili tekuéi izmet. U ovoj skupini nismo zabiljezili uginuéa prasadi. 1z skupine C

(Tablica 5).

Tablica 5. Pojavnost proljeva, ja¢ina proljeva, te uginuca u odbijene prasadi tretiranih

......

gljivama i propolisom tijekom 5 tjedana trajanja pokusa.

Broj prasadi s

Broj uginule

Nacdin imunizacije prasadi proljevom/ prasadi/prasadi
(oznaka)* ukupno prasadi ukupno
KONTROLA (A) 6/30 1/30
GLJIVE (B) 4/30 0/30
PROPOLIS (C) 2/30 2/30

* Svaka se skupina sastojala od 30 Zivotinja.
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5.4. Hematoloski pokazatelji

Niti jedan od istrazivanih pripravaka (pripravak plemenite pecurke, propolis) nije prouzroc¢io
znacajan utjecaj na fizioloske vrijednosti hemograma pokusne prasadi tijekom 5 tjedana
trajanja pokusa, naime sve dobivene vrijednosti nalaze se unutar fizioloskih granica za

prasad starosti od 28 do 56 dana.

Tijekom pokusnog razdoblje statisticku znacajnost u broju eritrocita zabiljezili smo 0. dana
pokusa i to medu grupama A i C (za 10 % viSe A skupina u odnosu na C skupinu), te
medusobno medu grupama B i C (za 12 % vise B skupina u odnosu na C skupinu). Nadalje
28. dana pokusa zabiljezene je statisticka znacajnost u broju eritrocita medu skupinama A i B

te Ai C (za4 % vise A skupina u odnosu na B skupinu, (za 7 % vise A skupina u odnosu na
C skupinu)) (Slika 19).

&0

BROJ ERITROCITA U PERIFERM QY KRYI POKUSHE PRASADI (10 Ef'l-)

A B C A B C A B c A B c grupa
B 0 —A — u — — n — — 23 —FA dan pokusa

Slika 19. Brojnost eritrocita u perifernoj krvi pokusne prasadi tretirane (pripravkom
plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A
skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* -
statistiCka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znacajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Kod vrijednosti prosjecnog volumena eritrocita u perifernoj krvi pokusne prasadi statisticke
znacajnosti su zabiljezene 0. dana pokusa medu pokusnim skupinama B i C u odnosu na
kontrolnu skupinu A (za 11 % vise B skupina u odnosu na A skupinu, za 12 % vise C skupina
u odnosu na A skupinu)), 14. dana pokusa izmedu pokusne skupine C i kontrolne skupine A
(za 8 % vise C skupina u odnosu na A skupinu), 21 dana pokusa izmedu pokusnih skupina B i
C u odnosu na kontrolnu skupinu A (za 4 % vise B skupina u odnosu na A skupinu, za 6 %
viSe C skupina u odnosu na A skupinu) te 28. dana pokusa izmedu pokusnih skupina Bi1 C u
odnosu na kontrolnu skupinu A (za 6 % vise B skupina u odnosu na A skupinu, za 8 % vise C

skupina u odnosu na A skupinu) (Slika 20).

VOLUMEN ERITROCITA (MCV}y U PERIFERNOJ KRV|

A B c A B c A B c A B c grupa
—— 0 —FHA —— u —A 21 — — 28 — dan pokusa

Slika 20. Volumen eritrocita (MCV) u perifernoj krvi pokusne prasadi tretirane (pripravkom
plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A
skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* -
statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znacajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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U koncentraciji hemoglobina (HGB) pokusne prasadi tijekom 5 tjedana pokusa zabiljezili
smo statistiCe znacajnosti 0. dana pokusa, i to medu skupinama A i B (za 13 % vise B
skupina u odnosu na A skupinu te skupina B i C (za 13 % vise B skupina u odnosu na C
skupinu). 14. dana pokusa zabiljezili smo statisticku znac¢ajnost medu skupinama A i B (za

16 % vise B skupina u odnosu na A skupinu) (Slika 21).

*# *

KONCENTRACUA HEMOGLOBINA (HGE) U PERIFERNOY KRYI POKUSNE PRASADI (g'l)

A B c A B C A B c A B c grupa
0 — — 1 — . — — 3 —A dan pokusa

Slika 21. Koncentracija hemoglobina (HGB) u perifernoj krvi pokusne prasadi tretirane
(pripravkom plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa.
(A skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pec¢urke; C skupina=nativni propolis)
(* - statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znacajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Kod prosjeéne mase hemoglobina po eritrocitu (MCH) u perifernoj krvi pokusne prasadi
statisticke znacajnosti smo zabiljezili 0.dana pokusa izmedu pokusnih grupa B i C u odnosu
na kontrolnu skupinu A (za 8 % vise B skupina u odnosu na A skupinu, za 9 % vise C skupina
u odnosu na A skupinu). 14. dana pokusa izmedu pokusnih grupa B i C u odnosu na kontrolnu
skupinu A (za 6 % vise B skupina u odnosu na A skupinu, za 7 % vise C skupina u odnosu na
A skupinu), 21. dana pokusa izmedu pokusnih grupa B i C u odnosu na kontrolnu skupinu A
(za 8 % vise B skupina u odnosu na A skupinu, za 9 % viSe C skupina u odnosu na A
skupinu) i 28. dana pokusa i to izmedu pokusnih grupa B i C u odnosu na kontrolnu skupinu
A (za 7 % vise B skupina u odnosu na A skupinu, za 8 % viSe C skupina u odnosu na A

skupinu) (Slika 21).
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Slika 21. Prosje¢na masa hemoglobina po eritrocitu (MCH) u perifernoj krvi pokusne
prasadi tretirane (pripravkom plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana
trajanja pokusa. (A skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C
skupina=nativni propolis) (* - statisticka znafajnost u odnosu na kontrolnu skupinu
(p<0,005); # - statisticka znacajnost medu pokusnim skupinama (p<0,005).

48



Kod vrijednosti prosje¢ne koncentracije hemoglobina u eritrocitima (MCHC) periferne
krvi statisticku znacajnost zabiljezili smo 0. dana pokusa i to medu pokusnim grupama
B i C u odnosu na kontrolnu skupinu (za 3 % vise B skupina u odnosu na A skupinu, za
1 % viSe C skupina u odnosu na A skupinu); 14. dana pokusa izmedu pokusne grupe B i
kontrolne grupe A (za 4 % vise B skupina u odnosu na A skupinu) te medusobnu
znacajnost medu pokusnim skupinama B i C (za 4 % vise B skupina u odnosu na C
skupinu); 21. dana pokusa medu pokusnim skupinama B i C u odnosu na kontrolnu
skupinu A (za 5 % vise B skupina u odnosu na A skupinu, za 3 % vise C skupina u

odnosu na A skupinu) (Slika 22).

FHO T

295 —
290 —
285

280 —

275 —

PROSJECHA KOMCENTRACUA HEMOGLOBINA U ERITROCITIMA MCGHC) PERIFERME KRV (g/L)

A B c A B [ A B [ A B [ grupa
0 — — u — 2 — pb—— 23 — dan pokusa

Slika 22. Prosje¢na koncentracija hemoglobina u eritrocitima (MCHC) u perifernoj krvi
pokusne prasadi tretirane (pripravkom plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5
tjedana trajanja pokusa. (A skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C
skupina=nativni propolis) (* - statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu
(p<0,005); # - statisticka znacCajnost medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Kod vrijednosti hematokrita (HCT) tijekom pokusa sattistiCke znacajnosti su uocene samo 0.
dana pokusa i to medu skupinama pokusne skupine B u odnosu na kontrolnu skupinu A (za
15 % vise B skupina u odnosu na A skupinu) te medu pokusnim skupinama B i C (za 13 %

viSe B skupina u odnosu na C skupinu) (Slika 23).

0.50

i

045

HEMATOKRIT (HCT) U PERIFERMOJ KRV POKUSNE PRASADI (L/L)

A B L4 A B L4 A B c A B L4 grupa
a2 —FA — 1 — _—n —A — = —FA dan pokusa

Slika 23. Hematokrit (HCT) u perifernoj krvi pokusne prasadi tretirane (pripravkom
plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A
skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* -
statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znacajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Broj leukocita u perifernoj krvi pokusne prasadi tijekom 5 tjedana trajanja pokusa nije se
znacajnije mijenjao u odnosu na 0. dan pokusa. Od 14. dana pokusa do 28. dana pokusa
skupina C pokazuje povecanje broja leukocita u odnosu na skupinu A ali bez zabiljeZzene
statisticke znacajnosti (Slika 24). Tako na kraju pokusa leukociti skupine C za 36 % su

brojniji u odnosu na skupine A i B.

BRQJ LEUKOCITA U PERIFERNQJ KRV POKUSNE PRASADI (B°/L)

A B [ A B [ A B C A B [+ Fupa
0 — — u —A F— o —QA F— 2 —FA dan pokusa

Slika 24. Broj leukocita u perifernoj krvi pokusne prasadi tretirane (pripravkom plemenite
pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A skupina=kontrola; B
skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* - statisti¢ka zna¢ajnost
u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znaCajnost medu pokusnim
skupinama (p<0,005).
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Tijekom 5 tjedana trajanja pokusa statisticku znacajnost u broju limfocita periferne krvi
pokusne prasadi zabiljezili smo 0. dana pokusa i to izmedu pokusne skupine B i kontrolne
skupine A (za 33 % viSe B skupina u odnosu na A skupinu). Nadalje 14. dana pokusa uocena
je statisticka znacajnost u broju limfocita periferne krvi izmedu pokusnik skupina B 1 C u
osnosu na kontrolnu skupinu A (za 2 % vise A skupina u odnosu na B skupinu, za 35 % vise

A skupina u odnosu na C skupinu) (Slika 2).

UDJEL LIMFOCITA U PERIFERNG) KRV POKUSNE PRASAD| ()

A B c A B c A B c A B c agupa
— 0o —FA — u — P 21 — P 28 — dan pokusa

Slika 25. Udjel limfocita u perifernoj krvi pokusne prasadi tretirane (pripravkom plemenite
pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A skupina=kontrola; B
skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* - statisti¢ka zna¢ajnost
u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisti¢ka znaCajnost medu pokusnim
skupinama (p=<0,005).
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Tijekom 5 tjedana pokusa statisticku zna¢ajnost u broju neutrofilnih granulocita periferne
krvi zabiljezili smo 0. dana pokusa i to izmedu pokusne skupine B i kontrolne skupine A (za
35 % viSe A skupina u odnosu na B skupinu), te 14. dana pokusa izmedu pokusne skupine C
u odnosu na kontrolnu skupinu A (za 46 % vise C skupina u odnosu na A skupinu) te medu
pokusnim skupina B i C (za 35 % vise C skupina u odnosu na B skupinu) (Slika 26).

UDJEL NEUTROFILNIH GRANULOCITA U PERIFERNOJ KRV| POKUSNE PRASAD| (%)

A B c A B c A B c A B c grupa
—— 0 —FHA —— u —A 21 — — 28 — dan pokusa

Slika 26. Udjel neutrofilnih granulocita u perifernoj krvi pokusne prasadi tretirane
(pripravkom plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa.
(A skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis)
(* - statisti¢ka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisti¢ka zna¢ajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).

53



Tijekom 5 tjedana statisticku znacajnost u broju trombocita u perifernoj krvi pokusne prasadi
zabiljezili smo 0. dana i to izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na kontrolnu skupinu A
(za 55 % viSe A skupina u odnosu na B skupinu, za 30 % viSe A skupina u odnosu na C
skupinu), 14. dana pokusa izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na kontrolnu skupinu A
(za 53 % viSe A skupina u odnosu na B skupinu, za 50 % viSe A skupina u odnosu na C
skupinu) te 28. dana pokusa takoder izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na kontrolnu
skupinu A (za u prosjeku 27 % vise A skupina u odnosu na B i C skupine) (Slika 27).

BROJ TROMEOCITA U PERIFERNOJ KRY1 POKUSHE PRASADI (071

A B L4 A B c A B C A B L4 grupa
o u — ——n — — 2 — dan pokusa

Slika 27. Udjel trombocita u perifernoj krvi pokusne prasadi tretirane (pripravkom plemenite
pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A skupina=kontrola; B
skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* - statisti¢ka zna¢ajnost
u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znacajnost medu pokusnim
skupinama (p<0,005).
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Tijekom 5 tjedana pokusa udjel bazofila u perifernoj krvi pokusne prasadi nije pokazao
statisticku znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 28). Na kraju pokusa statisticki
neznacajan poras udjela bazofila za 33% visSe zabiljezen je u skupini C u odnosu na skupinu
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e —
A B c A B [ A B [ A B [ grupa

— 0 — — o — —n — — 28 — dan pokusa

Slika 28. Udjel bazofila u perifernoj krvi pokusne prasadi tretirane (pripravkom plemenite
pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A skupina=kontrola; B
skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* - statisti¢ka zna¢ajnost
u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisti¢ka znaCajnost medu pokusnim
skupinama (p=<0,005).
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Tijekom 5 tjedana pokusa udjel eozinofila u perifernoj krvi pokusne prasadi nije pokazao
statisticku znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu. U odnosu na 0. dan pokusa uocena je
tendencija pada broja eozinofila u perifernoj krvi pokusne prasadi (Slika 29). Tako je na
kraju pokusa u sve tri skupine za u prosjeku od 78 % zabiljeZen pad udjela eozina u odnosu na

0. dan pokusa.

0

25

UDJEL EOZINOFILA U PERIFERNQY KRY¥1 POKUSME PRASADI (%)

A B [ A B [ A B G A B [ grupa
¢ — _ 4 — 0 — — 2 — dan pokusa

Slika 29. Udjel eozinofila u perifernoj krvi pokusne prasadi tretirane (pripravkom plemenite
pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A skupina=kontrola; B
skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* - statisticka znacajnost
u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znacajnost medu pokusnim
skupinama (p<0,005).
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Tijekom 5 tjedana pokusa udjel eozinofila u perifernoj krvi pokusne prasadi pokazao je
statisticku znacajnost 21. dana pokusa i medu pokusnim skupinama A i B u odnosu na

kontrolnu skupinu A (za 90 % vise A skupina u odnosu na B i C skupine) (Slika 30).
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UDJEL MOMOCITA U PERIFERNOJ KRW1 POKUSHME PRASADI (%)

o0 —
A B 4] A B G A B [ A B [ grupa

B & —A — 1w — 2 — B 2% — dan pokusa

Slika 30. Udjel monocita u perifernoj krvi pokusne prasadi tretirane (pripravkom plemenite
pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A skupina=kontrola; B
skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* - statisticka znacajnost
u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znacajnost medu pokusnim
skupinama (p<0,005).
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5.5 Imunosni pokazatelji

Utjecaj imunomodulacije pokusne prasadi testiranim pripravcima (pripravak plemenite
pecurke 1 nativnim propolisom) utvrdili smo slijede¢im pokazateljima kao $to su: udjeli
citolitickih T-limfocita, B-limfocita u populaciji leukocita periferne krvi i fagocitna i

mikrobicidna aktivnost granulocita i monocita periferne krvi.

5.5.1. Udjeli leukocita, te subpopulacija T- i B-limfocita periferne krvi

Od 14. do 28. dana pokusa u pokusnim skupinama prasadi zabiljezili smo porast udjela
CD45" stanica u odnosu na prasad iz kontrolne skupine. Tako 14. dana pokusa uoéavamo
statistiCku znacajnost izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na kontrolnu skupinu A (za 7
% vise B skupina u odnosu na A skupinu, za 23 % vise C skupina u odnosu na A skupinu).
Takoder istoga dana pokusa uocavamo i statisticku znacajnost medu pokusnim skupinama B i
C (za 7 % viSe C skupina u odnosu na B skupinu). 21. dana pokusa uocavamo statisticku
znacajnost izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na kontrolnu skupinu A (za 15 % vise B
skupina u odnosu na A skupinu, za 21 % vise C skupina u odnosu na A skupinu), a takoder i
izmedu pokusnih skupina B i C (za 7 % vise C skupina u odnosu na B skupinu). 28. dana
pokusa statisticku znacajnost nalazimo izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na kontrolnu
skupinu A (za u prosjeku 14 % vise B i C skupine u odnosu na A skupinu), te medusobno

medu pokusnim skupinama B i C (za 4 % viSe C skupina u odnosu na B skupinu) (Slika 31).
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UDJEL CDg5+ LEUKOCTA U PERIFERNCJ KRV]

A B c a B c A B c A B c grupa
— o — — 1 — — 21 — — 28 — dan pokusa

Slika 31. Udjeli CD45" leukocita u perifernoj krvi pokusne prasadi tretirane (pripravkom
plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A
skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* -
statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znacajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Sli¢an smo nalaz tijekom pokusa zabiljezili u kinetici promjena udjela CD4" pomoénickih T
limfocita. Tako smo u skupinama prasadi tretiranih s pripravkom plemenite pecurke i
nativnog propolisa zabiljezili porast udjela CD4" stanica u odnosu na prasad kontrolne
skupine od 14. do 28. dana pokusa. 14. dana pokusa statisticke znac¢ajnosti smo uo¢ili izmedu
pokusnih skupina B i C u odnosu na kontrolnu skupinu A (za 15 % vise B skupina u odnosu
na A skupinu, za 25 % vise C skupina u odnosu na A skupinu), te izmedu pokusnih skupina
BiC (za 13 % vise C skupina u odnosu na B skupinu). 21. dana pokusa statisticke
znacajnosti smo uocili izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na kontrolnu skupinu A (za
30 % vise B skupina u odnosu na A skupinu, za 24 % viSe C skupina u odnosu na A
skupinu), te izmedu pokusnih skupina B i C (za 8 % vise C skupina u odnosu na B skupinu).
28. dana pokusa statisti¢ku znacajnost smo uocili izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu
na kontrolnu skupinu A (za u prosjeku 33 % vise B i C skupine u odnosu na A skupinu)
(Slika 32).

*# *# * *

UDJEL CD4+ T LIMFOCITA U PERIFERNOJ KRV

A B c F B c a B ] a B c grupa
F—— 0 —A — u — 21 — fB— 28 — dan pokusa

Slika 32. Udjeli CD4" T-limfocita u perifernoj krvi pokusne prasadi tretirane (pripravkom
plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A
skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* -
statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znacajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Kinetika promjena udjela CD8" citolitickih T-limfocita (T.) sli¢na je s onom koju smo
utvrdili za Ty, stanice tijekom pokusa. Na kraju pokusa, u tretirane smo prasadi zabiljezili
porast udjela CD4" stanica u odnosu na netretiranu prasad. Statisti¢e znacajnosti udjela CD8"
citolitickih T-limfocita smo uocili 14. dana pokusa 1 to izmedu izmedu pokusnih skupina B i
C u odnosu na kontrolnu skupinu A (za 8 % vise B skupina u odnosu na A skupinu, za 16 %
viSe C skupina u odnosu na A skupinu), te izmedu pokusnih skupina B i C (za 8 % vise C
skupina u odnosu na B skupinu). 21. dana pokusa statisticke znacajnosti su uoc¢ene izmedu
pokusnih skupina B i C u odnosu na kontrolnu skupinu A (za u prosjeku 8 % vise B i C
skupine u odnosu na A skupinu). 28. dana pokusa statisticke znacajnosti smo uo¢ili izmedu
pokusnih skupina B i C u odnosu na kontrolnu skupinu A (za u prosjeku 20 % vise B i C
skupine u odnosu na A skupinu), te izmedu pokusnih skupina B i C (za 3 % vise C skupina u
odnosu na B skupinu) (Slika 33).
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Slika 33. Udjeli CD8" T-limfocita u perifernoj krvi pokusne tretirane (pripravkom plemenite
pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A skupina=kontrola; B
skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* - statisti¢ka zna¢ajnost
u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znaCajnost medu pokusnim
skupinama (p<0,005).
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Dvostruko pozitivne izvantimusne CD4"CD8" T-limfocite najbolje je stimulirao nativni
propolis, pocevsi od 21. dana pa do kraja pokusa. 14. dana pokusa uo¢ene su statisticke
znacajnosti izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na kontrolnu skupinu A (za 14 %
viSe B skupina u odnosu na A skupinu, za 12 % vise C skupina u odnosu na A skupinu).
21. dana pokusa statisticke znacajnosti smo uocili izmedu pokusnih skupina B i C u
odnosu na kontrolnu skupinu A (za 15 % vise B skupina u odnosu na A skupinu, za 21
% vise C skupina u odnosu na A skupinu), te izmedu pokusnih skupina B i C (za 10 %
vise C skupina u odnosu na B skupinu). 28. dana pokusa statisticke znacajnosti smo
uocili izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na kontrolnu skupinu A (za 17 % vise B
skupina u odnosu na A skupinu, za 26 % vise C skupina u odnosu na A skupinu), te
izmedu pokusnih skupina B i C (za 11 % viSe C skupina u odnosu na B skupinu) (Slika
34).
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Slika 34. Udjeli dvostruko pozitivnin CD4"CD8" T-limfocita u perifernoj krvi pokusne
prasadi tretirane (pripravkom plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana
trajanja pokusa. (A skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C
skupina=nativni propolis) (* - statisticka znafajnost u odnosu na kontrolnu skupinu
(p<0,005); # - statisticka znacajnost medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Tijekom cijelog pokusa u skupinama tretirane prasadi zabiljezili smo porast udjela CD21+
stanica u odnosu na prasad iz kontrolne skupine. Naime, ve¢ 14. dana pokusa najbolji
imunostimulacijski u¢inak pripravak plemenite peCurke i taj je u¢inak zadrzao do kraja
pokusa. 14. dana pokusa uocene su statisticke znacajnosti izmedu pokusnih skupina Bi C u
odnosu na kontrolnu skupinu A (za 10 % vise B skupina u odnosu na A skupinu, za 6 % vise
C skupina u odnosu na A skupinu), te izmedu pokusnih skupina B i C (za 4 % vise B skupina
u odnosu na C skupinu). 21. dana pokusa uoc¢ene su statisticke znacajnosti izmedu pokusnih
skupina B i C u odnosu na kontrolnu skupinu A (za u prosjeku 8 % vise B i C skupine u
odnosu na A skupinu). 28. dana pokusa uocene su statisticke znacajnosti izmedu pokusnih
skupina B i C u odnosu na kontrolnu skupinu A (za 18 % vise B skupina u odnosu na A
skupinu, za 8 % vise C skupina u odnosu na A skupinu), te izmedu pokusnih skupina B i C

(za 11 % vise B skupina u odnosu na C skupinu) (Slika 35).
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Slika 35. Udjeli CD21" B limfocita u perifernoj krvi pokusne prasadi tretirane (pripravkom
plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A
skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* -
statistiCka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znacajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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5.5.2. Sposobnost fagocitoze/mikrobicidnosti granulocita i monocita

Sposobnost fagocitoze (ingestije) 1 unutarstanicnog ubijanja (mikrobicidnosti) granulocita 1
monocita pokusne prasadi prije imunizacije (0. dan) i tijekom 6 tjedana nakon tretiranja

pripravkom plemenite pecurke ili nativnog propolisa prikazani su na Slikama 36-46.

Analizom kinetike promjena sposobnosti fagocitoze granulocita tijekom 5 tjedana pokusa
ustanovili smo povoljne ucinke istrazivanih pripravaka. Nativni propolis je pokazao bolji
rezulat u odnosu na kontrolu od 14. dana do kraja pokusa. Statisti¢ke zna¢ajnosti smo uocili
14. dana pokusa i to izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na kontrolnu skupinu A (za
17 % vise B skupina u odnosu na A skupinu, za 24 % viSe C skupina u odnosu na A
skupinu). 21. dana pokusa izmedu pokusne skupine C u odnosu na kontrolu A (za 10 %

vise C skupina u odnosu na A skupinu) (Slika 36).
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Slika 36. Sposobnost fagocitoze granulocita periferne krvi pokusne prasadi tretirane
(pripravkom plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa.
(A skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis)
(* - statisti¢ka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisti¢ka zna¢ajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Analizom kinetika promjena indeksa ingestije granulocita tijekom 5 tjedana pokusa
ustanovili smo povoljne ucinke vecine istrazivanih pripravaka. Tijekom cijelog pokusa
najpovoljnije na ingestijsku sposobnost granulocita periferne krvi prasadi utjecao je nativni
propolis. Statisti¢ke znac¢ajnosti smo uo€ili 0. dana pokusa izmedu pokusnih skupina Bi C u
odnosu na kontrolnu skupinu A (za 67 % vise B skupina u odnosu na A skupinu, za 60 %
viSe C skupina u odnosu na A skupinu), te izmedu pokusnih skupina B i C (za 17 % vise B
skupina u odnosu na C skupinu). 14 dana pokusa izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu
na kontrolnu skupinu A (za 42 % vise B skupina u odnosu na A skupinu, za 50 % vise C
skupina u odnosu na A skupinu) te 21. dana pokusa izmedu pokusne skupine C u odnosu na

kontrolnu skupinu A (za 34 % vise C skupina u odnosu na A skupinu) (Slika 37).

35 *_
30 {
2.5 —i
2.0 —:
is _,

10 —

INDEKS INGESTIE (IG) GRANULCCITA PERIFERNE KRV|

s —

o0 —
A E c A B c A B [~ A B c dgrupa

B o — —— u — 21 — f— 28 — dan pokusa
Slika 37. Indeks ingestije granulocita periferne krvi pokusne prasadi tretirane (pripravkom
plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A
skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* -
statistiCka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znacajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Kod oba ispitivana pripravka 14. dana pokusa doslo je do znacajnog pada mikrobicidnosti
granulocita periferne krvi. Daljnjim tijekom pokusa mikrobicidna sposobnost granulocita se
nije znacajno razlikovala izmedu pokusnih i kontrolne skupine. Statisticka znacajnost je
uocena 14. dana pokusa i to izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na kontrolnu skupinu
A (za 40 % vise A skupina u odnosu na B skupinu, za 50 % vise A skupina u odnosu na C

skupinu) (Slika 38).
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Slika 38. Sposobnost mikrobicidnosti granulocita periferne krvi pokusne prasadi tretirane
(pripravkom plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa.
(A skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis)
(* - statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znacajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Analiza kinetike promjene fagocitne funkcije monocita tijekom 5 tjedana pokusa u prasadi
pokusnih skupina bila je kontinuirana visa, u odnosu na vrijednosti kontrolne skupine.
Statisticka znacajnost je uocena 0. dana pokusa izmedu pokusne skupine B i kontrolne
skupine A (za 27 % vise B skupina u odnosu na A skupinu), te 14 dana pokusa izmedu
pokusne skupine C i kontrolne skupine A (za 36 % vise C skupina u odnosu na A skupinu)
(Slika 39).
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Slika 39. Sposobnost fagocitoze monocita periferne krvi pokusne prasadi tretirane
(pripravkom plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa.
(A skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis)
(* - statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisti¢ka zna¢ajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Analiza kinetike promjena indeksa monocita tijekom 5 tjedana pokusa, pokazala je povoljne
ucinke istrazivanih pripravaka na ingestiju mikroba. 0. dana pokusa uocena je statisticka
znacajnost izmedu pokusne skupine B i kontrolne skupine A (za 24 % vise B skupina u
odnosu na A skupinu). 14. dana pokusa uoéena je statistiCka znacajnost izmedu pokusne
skupine C u odnosu na kontrolnu skupinu A (za 40 % vise C skupina u odnosu na A skupinu)
te izmedu pokusnih skupina B i C (za 22 % vise C skupina u odnosu na B skupinu) (Slika
40).
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Slika 40. Indeks ingestije monocita periferne krvi pokusne prasadi tretirane (pripravkom
plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A
skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* -
statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znacajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Analiza kinetike promjena intenziteta unutarstani¢nog ubijanja mikroba tijekom 5 tjedana
pokusa, pokazala je povoljne u€inke vecine istrazivanih pripravaka na tu funkciju monocita.
Statisticki znacajna razlika je uocena 14. dana pokusa i to izmedu pokusne skupine C u
odnosu na kontrolnu skupinu A (za 60 % vise C skupina u odnosu na A skupinu), te izmedu

pokusnih skupina B i C (za 65 % vise C skupina u odnosu na B skupinu) (Slika 41).

SPOSOBNOST MIKROBICIDNOSTI (MBC) MONMOCITA PERIFERNE KRV (3)

A B c A B c A B c A B c oup
0 —H 1 — 2 — P 28 —H dan pokusza

Slika 41. Sposobnost mikrobicidnosti (MBC) monocita periferne krvi pokusne prasadi
tretirane (pripravkom plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja
pokusa. (A skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni
propolis) (* - statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka
znacajnost medu pokusnim skupinama (p<0,005).

69



Sposobnost fagocitoze granulocita uz dodatak B-glukana u in vitro tijekom 5 tjedana trajanja

pokusa nije pokazala statisticke znacajnosti (Slika 41).
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Slika 41.Sposobnost fagocitoze granulocita uz dodatak B-glukana u in vitro tijekom 5 tjedana
trajanja pokusa (A skupina=kontrola; | skupina=dodatak B-glukana in vitro) ) (* - statisticka
znaajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znafajnost medu
pokusnim skupinama (p<0,005).

70



Analizom kinetika promjena indeksa ingestije granulocita tijekom 5 tjedana pokusa nismo
ustanovili statisticki znacajne razliku medu skupinama. Sposobnost ingestije granulocita

kontinuirano je rasla u kontrolnoj i pokusnoj skupini tokom trajanja pokusa (Slika 42).
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Slika 42. Indeks ingestije granulocita uz dodatak B-glukana u in vitro tijekom 5 tjedana
trajanja pokusa (A skupina=kontrola; I skupina=dodatak p-glukana in vitro) ) (* - statisticka
znaajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znaCajnost medu
pokusnim skupinama (p<0,005).
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Sposobnost mikrobicidnosti granulocita uz dodatak B-glukana u in vitro tijekom 5 tjedana

trajanja pokusa takoder nije pokazala statisticke znacajnosti medu grupama (Slika 43).
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Slika 43. Sposobnost mikrobicidnosti granulocita uz dodatak -glukana u in vitro tijekom 5
tjedana trajanja pokusa (A skupina=kontrola; | skupina=dodatak B-glukana in vitro) ) (* -
statistiCka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znacajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Sposobnost fagocitoze monocita uz dodatak B-glukana u in vitro tijekom 5 tjedana trajanja
pokusa pokazala je statistiCku znacajnost i to 14. dana pokusa izmedu pokusne skupine I 1

kontrolne skupine A (za 25 % vise I skupina u odnosu na A skupinu) (Slika 44).
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Slika 44. Sposobnost fagocitoze monocita uz dodatak B-glukana u in vitro tijekom 5 tjedana
trajanja pokusa (A skupina=kontrola; | skupina=dodatak B-glukana in vitro) ) (* - statisticka
znaajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znafajnost medu
pokusnim skupinama (p<0,005).
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Indeks ingestije monocita uz dodatak B-glukana u in vitro tijekom 5 tjedana trajanja pokusa
pokazao je statisticku znacajnost 0. dana pokusa i to izmedu pokusne skupine I i kontrolne
skupine A (za 27 % vise I skupina u odnosu na A skupinu). od 14. do 28 dana pokusa grupa |
s dodatkom B-glukana u in vitro pokazala je vise vrijednosti indeksa ingestije monocita ali

bez zabiljezenih statisti¢kih znacajnosti medu skupinama (Slika 45.).
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Slika 45. Indeks ingestije monocita uz dodatak B-glukana u in vitro tijekom 5 tjedana trajanja
pokusa (A skupina=kontrola; | skupina=dodatak B-glukana in vitro) ) (* - statisticka
znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znacajnost medu
pokusnim skupinama (p<0,005).
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Sposobnost mikrobicidnosti monocita uz dodatak B-glukana u in vitro tijekom 5 tjedana
trajanja pokusa nije pokazao statisticku znacajnost medu skupinama. Mikrobocodnost
monocita je zadrzala trend rasta do kraja pokusa s blagim vec¢im vrijednostima pokusne

skupine | (Slika 46.).
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Slika 46. Sposobnost mikrobicidnosti monocita uz dodatak p-glukana u in vitro tijekom 5
tjedana trajanja pokusa (A skupina=kontrola; I skupina=dodatak B-glukana in vitro) ) (* -
statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statistiCka znacajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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5.6. Biokemijski pokazatelji

Kod koncentracije ukupnih proteina u serume pokusne prasadi zabiljezili smo statisticke
znacajnosti 0. dana pokusa izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na kontrolnu
skupinu A (za 20 % vise A skupina u odnosu na B skupinu, za 11 % vise A skupina u
odnosu na C skupinu). 21. dana pokusa izmedu pokusne skupine C u odnosu na
kontrolnu skupinu A (za 18 % vise A skupina u odnosu na C skupinu). 28 dana pokusa
izmedu pokusne skupine C i kontrolne skupine A (za 18 % vise A skupina u odnosu na
C skupinu) te izmedu pokusnih skupina B i C (za 14 % viSe B skupina u odnosu na C
skupinu) (Slika 47).
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Slika 47. Koncentracija ukupnih proteina u serumu pokusne prasadi tretirane (pripravkom
plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A
skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* -
statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statistiCka znacajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Koncentracija albumina u serumu pokusne prasadi pokazala je statisticku znacajnost 0.dana
pokusa i to izmedu pokusne skupine B u odnosu na kontrolnu skupinu A (za 17 % vise A
skupina u odnosu na B skupinu). 14. dana pokusa izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na
kontrolnu skupinu A (za 25 % vise A skupina u odnosu na B skupinu, za 13,8 % vise A
skupina u odnosu na C skupinu). 21. dana pokusa izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na
kontrolnu skupinu A (za u prosjeku 32 % vise A skupina u odnosu na B i C skupinu). 28.
dana pokusa izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na kontrolnu skupinu A (za u prosjeku

28 % vise A skupina u odnosu na B i C skupinu (Slika 48).
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Slika 48. Koncentracija albumina u serumu pokusne prasadi tretirane (pripravkom plemenite
pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A skupina=kontrola; B
skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* - statisticka znacajnost
u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statistiCka znacajnost medu pokusnim
skupinama (p<0,005).
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Tijekom istrazivanog perioda od 5 tjedana uocili statisti¢ki znacajne razlike razine alkalne
fosfataze u pokusne prasadi 14. dana pokusa izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na
kontrolnu skupinu A (za u prosjeku 30 % vise A skupina u odnosu na B i C skupinu) (Slika
49).
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RAZINA ALKALNE FOSFATAZE [ALP) (U/L)
!
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Slika 49. Razina alkalne fosfataze (ALP) u serumu pokusne prasadi tretirane (pripravkom
plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A
skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* -
statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znacajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Tijekom istrazivanog perioda od 5 tjedana razina aspartat aminotransferaze u serumu
pokusne prasadi pokazala je statisticke znaCajnosti 0. dana pokusa i to izmedu pokusne
skupine C i kontrolne skupine A (za 16 % vise A skupina u odnosu na C skupinu). 14. dana
pokusa izmedu pokusnih skupina B i C (za 32 % vise B skupina u odnosu na C skupinu)
(Slika 50).

RAZINA ASPARTAT AMINOTRANSFERAZE (AST) (U/L)

A B c a B c a B c A B c grupa
F—— 0 —A — u — 21 — fB— 28 — dan pokusa

Slika 50. Razina aspartat aminotransferaze (AST) u serumu pokusne prasadi tretirane
(pripravkom plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa.
(A skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis)
(* - statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisti¢ka zna¢ajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Tijekom 5 tjedana pokusa razina gama glutamiltransferaze nije pokazala statistiCku

znacajnost medu skupinama (Slika 51).

RAZINA GAMA GLUTAMILTRANSFERAZE (GGT) (UL)
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Slika 51. Razina gama glutamiltransferaze (GGT) u serumu pokusne prasadi tretirane
(pripravkom plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa.
(A skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis)
(* - statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisti¢ka zna¢ajnost

medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Tijekom istrazivanog perioda od 5 tjedana zabiljezili smo dobno ovisni porast razine alanin
aminotransferaze pokusne prasadi. Statisticku znacajnost smo zabiljezili 14. dana pokusa

izmedu pokusnih skupina B i C (za 30 % viSe B skupina u odnosu na C skupinu (Slika 52).

RAZINA ALANIN AMINOTRANSFERAZE (ALT) (/L)

a B c A B c A B c A B c grupa
F—— 0o —FA —— u —A 21 — F— 28 — dan pokusa

Slika 52. Razina alanin aminotransferaze (ALT) u serumu pokusne prasadi tretirane
(pripravkom plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa.
(A skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis)
(* - statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisti¢ka zna¢ajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Tijekom istrazivanog perioda od 5 tjedana zabiljeZili smo statisticku zna¢ajnost koncentracije
glukoze u serumu pokusne prasadi 0. dana pokusa i to izmedu pokusnih skupina B i C u
odnosu na kontrolnu skupinu A (za 34 % vise A skupina u odnosu na B skupinu, za 15 %
viSe A skupina u odnosu na C skupinu), te izmedu pokusnih skupina B i C (za 12 % vise C

skupina u odnosu na B skupinu) (Slika 53).

KOMCENTRACLIA GLUKOZE [(GLUK) (micromol/L)

A B c A B L4 A B L4 A B c grupa
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Slika 53. Koncentracija glukoze (GLUK) u serumu pokusne prasadi tretirane (pripravkom
plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A
skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* -
statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znacajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Tijekom istraZzivanog perioda od 5 tjedana ustanovili smo statisticku zna€ajnost u razini
kolesterola u serumu pokusne prasadi 0. dana pokusa izmedu pokusnih skupina B i C u
odnosu na kontrolnu skupinu A (za 37 % vise A skupina u odnosu na B skupinu, za 25 %
viSe A skupina u odnosu na C skupinu). 14. dana pokusa izmedu pokusne skupine B i
kontrolne skupinu A (za 30 % vise B skupina u odnosu na C skupinu). 21. dana pokusa
izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na kontrolnu skupinu A (za u prosjeku 25 % vise B
I C skupina u odnosu na A skupinu). 28. dana pokusa izmedu pokusne skupine C i kontrolne
skupine A (za 26 % vise C skupina u odnosu na A skupinu) (Slika 54).

40 —

KONCENTPACILIA KOLESTEROLA [CHOL) [MmokL)
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Slika 54. Koncentracija kolesterola (CHOL) u serumu pokusne prasadi tretirane (pripravkom
plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A
skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* -
statistiCka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statisticka znacajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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Tijekom istraZzivanog perioda od 5 tjedana ustanovili smo statisticku znacajnost u
koncentraciji triglicerida u serumu pokusne prasadi 0. dana pokusa izmedu pokusnih skupina
B i C u odnosu na kontrolnu skupinu A (za u prosjeku 74 % vise A skupina u odnosu na B i
C skupinu). 14. dana pokusa izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na kontrolnu skupinu
A (za u prosjeku 13 % viSe B 1 C skupina u odnosu na A skupinu). 28. dana pokusa izmedu
pokusnih skupina B i C u odnosu na kontrolnu skupinu A (za u prosjeku 41 % vise B i C

skupina u odnosu na A skupinu) (Slika 55).
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Slika 55. Koncentracija triglicerida (TRIG) u serumu pokusne prasadi tretirane (pripravkom
plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A
skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* -
statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statistiCka znacajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).

84



Tijekom istrazivanog perioda od 5 tjedana ustanovili smo statisticku znacajnost uree u
serumu pokusne prasadi 0. dana pokusa izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na
kontrolnu skupinu A (za 47 % vise A skupina u odnosu na B skupinu, za 23 % vise A
skupina u odnosu na C skupinu), te izmedu pokusnih Skupina B i C (za 35 % viSe C skupina
u odnosu na B skupinu). 14. dana pokusa izmedu pokusnih skupina B i C u odnosu na
kontrolnu skupinu A (za u prosjeku 35 % vise B i C skupina u odnosu na A skupinu) (Slika
56).
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Slika 56. Koncentracija uree (UREA) u serumu pokusne prasadi tretirane (pripravkom
plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A
skupina=kontrola; B skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis) (* -
statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,005); # - statistiCka znacajnost
medu pokusnim skupinama (p<0,005).
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5.7. Bakterioloski pokazatelji

Rezultate bakterioloskih analiza rektalnih obrisaka za sve skupine prasadi tijekom 5
tjedana trajanja pokusa, obradili smo i prikazali na razini grupnog uzorka (7 prasadi po
skupini) i to za 0., 14., 21.,i 42. dan pokusa (Tablica 6). 1z Tablice 6 je vidljivo da su iz
rektalnih obrisaka prasadi svih skupina tijekom cijelog pokusa naj¢esc¢e dobiveni izolati bili
nepatogeni i patogeni izolati bakterije E. coli. Osim navedenih izolata, tijekom cijelog
pokusa, iz uzoraka svih skupina prasadi, izdvojeni su i nepatogeni izolati bakterija
Enterococcus spp. i Proteus sp., koji su dokazani u manjem broju rektalnih obrisaka u odnosu
na broj obrisaka pozitivnih na prisutnost izolata E. coli i to neovisno o skupini prasadi. Neke
od patogenih hemoliti¢kih izolata bakterije E. coli smo serotipizirali na prisutnost OK
seroloskih grupa i fimbrijskih antigena (F), te utvrdili prisutnost F4 i F5 fimbrija. Ukupno
tijekom 5 tjedana trajanja pokusa najviSe je prasadi (6) s enterotoksigenom E. coli F4+
pronadeno u izolatima C skupine pokusne prasadi. Nadalje, u prasadi iz skupine B u svega
jednom uzorku su izolirani hemoliti¢ki izolati bakterije E. coli posljedi¢no ¢emu je uginulo
samo jedno prase. U svim pokusnim skupinama, nalaz nehemolitickih izolata bakterije E. coli

varira od jednog do Cetiri pozitivna uzorka po danu pokusa .
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Tablica 6. Bakterijski izolati iz obrisaka sluznice rektuma (0. r.) pokusne prasadi po pojedinoj
skupini, tretiranih (pripravkom plemenite pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 35 dana
trajanja pokusa, te broj bakterija (CFU/mL) 0. i 28. dana pokusa.

Dan
pokusa
Izolat (0. r.)* Kontrola (A) | Pripravak Nativni
plemenite propolis
pecurke ©
(B)
0. E. coli, Enterococcus spp., Proteus sp. + +
E. coli (apatogena) ++ ++
Bacillus cereus, E. coli,Enterococcus +
spp.
E. coli (apatogena) i Proteus sp. +
E. coli i Enterococcus spp. ++++ +++ ++++
Enterotoksigena E. coli F4+ +
Enterococcus sp.,Bacillus cereus, +
CFU/mL * 107 * 10 /
14. E. coli (apatogena) ++ +
E. coli (apatogena) + Enterococcus spp. ++ ++++ +4++++
E. coli, Enterococcus spp., Proteus sp. +
E. coli, Proteus sp. ++ +
Enterococcus spp +
Bacillus cereus, E. coli +
Proteus sp. +
21. . coli (apatogena) + + ++
Enterococcus sp. +++ +
E. coli (apatogena) + ++ ++++
Enterococcus spp.
Enterotoksigena E. coli F4+ + ++++
Enterococcus sp,. Enterotoksigena E. +
coli F4+
Proteus sp. +
28. [E. coli (apatogena) +
Enterococcus sp. + ++++
E. coli (apatogena) + + +
Enterococcus spp.
E. coli, Enterococcus spp., Proteus sp. +
Enterococcus sp., Proteus sp. +
Proteus sp., E. coli (apatogena) ++
Bacillus sp., E. coli (apatogena) +
Enterococcus sp., Bacillus sp. +
CFU/mL * 107 *10° *10°

*porast kolonija do razrjedenja (CFU/mI)

U jejunumu prasadi iz kontrolne skupine prosjecan broj CFU/mL se smanjio 28. dana pokusa
u odnosu na 0. dan pokusa §to je vidljivo iz Tablice 6. Takoder se broj bakterija smanjio i i
pokusnoj skupini B (pripravak plemenite pecurke) i pokusnoj skupini C u odnosu na 0. dan
pokusa, ali je i bitno manji u odnosu na broj bakterija prasadi iz kontrolne skupine na kraju
pokusa (10° CFU/mL).
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5.8. Patoanatomski nalaz

Patoanatomski nalazi pri razudbi dva praseta 0. dana pokusa (prase 1, prase 2) i tri praseta 28.

dana pokusa (po jedan iz svake pokusne skupine: prase 3 iz skupine A; prase 4 iz skupine B;

prase 5 iz skupine C) nisu pokazali bitne makroskopski vidljive patoloske promijene (Tablica

7).

Talica 7. Razudbeni nalazi prasadi zrtvovanih 0. i 28 dana pokusa.

RAZUDBENI NALAZ PRASADI

Prasad Zrtvovana 0. dana pokusa

Prasad zrtvovana 28. dana pokusa

prasa 1 prasa 2 prase 3 prase 4 prase 5
muskog spola: zenskog spola: muskog spola: | muskog spola: zenskog spola:
Nalaz na svim | Apostemozna upala | Hiperplasti¢ni Hiperplasti¢ni Edem i hiperemija
organima — bez | predlopati¢nog limfadenitis  svih | limfadenitis  svih | plua. Nalaz na
osobitosti (b.0.) limfnog ¢vora; nalaz | potkoznih i | potkoznih i|svim ostalim

na ostalim organima | mezenterijalnih mezenterijalnih organima b.o..

b.o.

limfnih ¢vorova.
Edem i hiperemija

pluca. Nalaz na
svim ostalim
organima b.o

limfnih ¢vorova.
Ascites niskog
stupnja. Folikularna
hiperplazija

slezene. Edem i
hiperemija  pluca.
Erozija po
zljezdanoj sluznici
zeluca.

b.o

88




5.9. Patohistoloski nalaz

Histopatoloske promjene u sluznici jejunuma i u mezenterijskim limfnim ¢vorovima prasadi

u pokusu prikazane su 28. dana pokusa (Slike 57-70).

U jejunumu praseta iz kontrolne skupine 28. dana pokusa vidljivo je vrlo umjereno ostecenje
epitela, potom vrlo slabo zadebljanje sluznice i vrlo blaga deskvamacija resica, te blaga
infiltracija mononuklearnih leukocita (MNL) i globularnih leukocita (GL) u lamini propriji
(LP) (Slika 57-58.).

Slika 58. Jejunum praseta iz kontrolne skupine 28. dana pokusa; HE, x (LEITZ DIALUX 2D
ED, Centar za forenzina ispitivanja, istraZivanja i vjeStacenja Ivan Vuceti¢, Zagreb,
Hrvatska).

SEM HV: 25.0 kV WD: 15.00 mm [

SEM MAG: 352 x Det: BSE 200 pm
Print MAG: 124 x  Date(m/dly): 04/03/13
[Forensic Science Centre Zagreb
dr.sc. G.Mrsic |. Spoljaric

Slika 59. Ultrastruktura jejunuma praseta iz kontolne skupine 28. dana pokusa elektronskim
mikroskopom SEM Tescan Mira3 FEG (Centar za forenzi¢na ispitivanja, istrazivanja i
vjestacenja Ivan Vuceti¢, Zagreb, Hrvatska).
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U mezenterijalnim limfnim ¢vorovima praseta iz kontrolne skupine 28. dana pokusa vidljiva

je blaga difuzna hiperplazija limfocita (Slika 60-61.).

Slika 60. Mezenterijski limfni ¢vor praseta iz kontrolne skupine 28. dana pokusa; HE, x 200
(LEITZ DIALUX 2D ED, Centar za forenzi¢na ispitivanja, istrazivanja i vjeStacenja Ivan
Vuceti¢, Zagreb, Hrvatska).

SEM HV: 25.0 kV WD: 15.00 mm ‘ MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 568 x Det: BSE >200 Hm
Print MAG: 200 x  Date(m/dly): 04/03/13

Forensic Science Centre Zagreb

dr.sc. G.Mrsic I. Spoljaric

Slika 61. Ultrastruktura mezenhimalnog limfnog ¢vora 28. dana pokusa praseta iz kontrolne
skupine vizualizirana elektronskim mikroskopom SEM Tescan Mira3 FEG (Centar za
forenzicna ispitivanja, istrazivanja i vjeStacenja Ivan Vuceti¢, Zagreb, Hrvatska).

90



U jejunumu praseta iz skupine B 28. dana pokusa vidljiva je jaka infiltracija lamine proprije
sa mononuklearima i manji broj globularnih leukocita te blaga deskvamacija i stapanje
pojedinacnih resica (Slika 62-64).

Slika 62. Jejunum praseta iz skupine B 28. dana pokusa; HE, x (LEITZ DIALUX 2D ED,
Centar za forenziCna ispitivanja, istrazivanja i vjeStacenja Ivan Vuceti¢, Zagreb, Hrvatska).

SEM HV: 25.0 kV WD: 15.00 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 3.39 kx Det: BSE 20 ym
Print MAG: 1.19 kx  Date(m/dly): 04/03/13
Forensic Science Centre Zagreb
dr.sc. G.Mrsic . Spoljaric

Slika 63. Ultrastruktura jejunuma praseta iz skupine B 28. dana pokusa vizualizirana
elektronskim mikroskopom SEM Tescan Mira3 FEG (Centar za forenzi¢na ispitivanja,
istrazivanja 1 vjeStaenja Ivan Vuceti¢, Zagreb, Hrvatska).
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SEM HV: 25.0 kV WD: 15.00 mm L1 ‘ [ MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 262 x Det: SE 500 ym
Print MAG: 92 x Date(m/dly): 04/03/13

Forensic Science Centre Zagreb

dr.sc. G.Mrsic |. Spoljaric

Slika 64. Ultrastruktura resice jejunuma praseta iz skupine B 28. dana pokusa vizualizirana
elektronskim mikroskopom SEM Tescan Mira3 FEG (Centar za forenzi¢na ispitivanja,
istrazivanja 1 vjeStaenja Ivan Vuceti¢, Zagreb, Hrvatska).
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U mezenterijalnim limfnim ¢vorovima praseta iz skupine B 28. dana pokusa vidljiva je

izrazita folikularna hiperplazija lifnog ¢vora te u srzi manji broj globularnih leukocita (Slika
65-66.).

Slika 65. Mezenterijski limfni ¢vor praseta iz skupine B 28. dana pokusa; HE, x 200 (LEITZ
DIALUX 2D ED, Centar za forenzi¢na ispitivanja, istrazivanja i vjestacenja Ivan Vucetié,
Zagreb, Hrvatska).

SEM HV: 25.0 kV WD: 15.00 mm L
SEM MAG: 744 x Det: BSE 200 pm
Print MAG: 262 x  Date(m/dly): 04/03/13

Forensic Science Centre Zagreb
dr.sc. G.Mrsic |. Spoljaric

Slika 66. Ultrastruktura mezenhimalnog limfnog ¢vora praseta iz skupine B 28. dana pokusa
vizualizirana elektronskim mikroskopom SEM Tescan Mira3 FEG (Centar za forenzi¢na
ispitivanja, istraZivanja i vjeStacenja Ivan Vuceti¢, Zagreb, Hrvatska).
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U jejunumu praseta iz skupine C 28. dana pokusa vidljiv je mononuklearni infiltrat u lamini

propriji, te blaga deskvamacija vrha resica s mjestimi¢nim spajanjem resica (Slika 67-68.).

Slika 67. Jejunum praseta iz skupine C 28. dana pokusa; HE, x (LEITZ DIALUX 2D ED,
Centar za forenzicna ispitivanja, istraZivanja i vjeStacenja Ivan Vuceti¢, Zagreb, Hrvatska).

SEM HV: 25.0 kV WD: 15.00 mm ‘

SEM MAG: 852 x Det: BSE 100 pm
Print MAG: 300 x  Date(m/dly): 04/03/13
Forensic Science Centre Zagreb
dr.sc. G.Mrsic |. Spoljaric

Slika 68. Ultrastruktura jejunuma praseta iz skupine C 28. dana pokusa vizualizirana
elektronskim mikroskopom SEM Tescan Mira3 FEG (Centar za forenzi¢na ispitivanja,
istrazivanja 1 vjeStaenja Ivan Vuceti¢, Zagreb, Hrvatska).

94



U mezenterijalnim limfnim ¢vorovima praseta iz skupine C 28. dana pokusa vidljiva je jaca

infiltracija limfnog ¢vora s globularnim leukocitima (Slika 69-70.).

Slika 69. Mezenterijski limfni ¢vor praseta iz skupine C 28. dana pokusa; HE, x 200 (LEITZ
DIALUX 2D ED, Centar za forenzi¢na ispitivanja, istrazivanja i vjeStacenja Ivan Vucetic,
Zagreb, Hrvatska).

SEM HV: 25.0 kV WD: 15.00 mm

SEM MAG: 514 x Det: BSE 200 pm
Print MAG: 181 x  Date(m/dly): 04/03/13
Forensic Science Centre Zagreb
dr.sc. G.Mrsic I. Spoljaric

Slika 70. Ultrastruktura mezenhimalnog limfnog ¢vora praseta iz skupine C 28. dana pokusa
vizualizirana elektronskim mikroskopom SEM Tescan Mira3 FEG (Centar za forenzi¢na
ispitivanja, istrazivanja i vjeStacenja Ivan Vuceti¢, Zagreb, Hrvatska).

95



5.9. Kemijska analiza mesa

Kemijskom analizom uzorka mesa buta pokusne prasadi nismo uocili odstupanje od
referentnih vrijenosti za svinjsko meso (Tablica 8). Meso prasadi skupine B (pripravak
plemenite pecurke) sadrzavalo je najmanju koli¢inu masti, dok je za meso prasadi skupine C

(nativni propolis) vidljiva nesto visa razina kolagena u uzorku.

Tablica 8. Kemijska analiza uzoraka mesa pokusne prasadi tretirane (pripravkom plemenite
pecurke ili nativnim propolisom) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. (A skupina=kontrola; B
skupina=pripravak plemenite pecurke; C skupina=nativni propolis)

Skupina A B C
(kontrola) (pripravak plemenite ( nativni propolis)
pecurke)
Voda 78,3 79,5 79,4
Sirove bjelan¢evine 16,03 16,35 16,34
Kolagen 0,1466/1,17 0,1043/0,83 0,2943/2,35
Ukupni pepeo 1,22 1,15 1,29
Ukupne masti 2,57 2,27 2,66

5.10. Mikroklimatski pokazatelji

Mikroklimatski pokazatelji na svinjogojskoj farmi mjereni 14. dana istrazivanja u objektu
gdje se odvijao pokus odgovaraja zahtjevima odbijene prasad u pogledu mikroklimatskih
uvjeta.
Dobivene su slijedece vrijednosti:

e Temperatura zraka = 24,5°C

e Relativna vlaga zraka = 52 %

e Brzina strujanja zraka = 0.1 m/s

e Uglji¢ni dioksid = 900 ppm

e Amonijak =5 ppm
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6. RASPRAVA

Svinjogojska proizvodnja je jedna od najznacajnijih grana poljoprivredne proizvodnje u
Hrvatskoj, prisutna u ekstenzivnom (tradicijskom) ili intenzivnom (industrijskom) nacinu
uzgoja svinja u gotovo svim dijelovima zemlje. Poznato je da je industrijski uzgoj svinja
mnostveni uzgoj, i da su gubici tijekom pojedinih njegovih faza uvijek gospodarski znacajni,
pa su stoga i sa zdravstvenog, bioetickog i financijskog aspekta neprihvatljivi. Najznacajniji
dio tih gubitaka odnosi se na sisajucu i odbijenu prasad, pa su stoga za te dobne kategorije
uvedene preventivne i terapijske mjere suzbijanja (uglavnhom antibioticima) perinatalnih
infekcija diSnog, a napose probavnog sustava. Premda se zna da profilakticka uporaba
antibiotika u uzgoju konzumnih zivotinja nije idealan pristup, ipak do danas veéina farmi
temelji preventivu crijevnih infekcija mladuncadi na tom pristupu (NAGY 1 FEKETE, 1999.).
Medutim, mnoge farme primjenjuju tehnologije upravljanja uzgojem koje ukljucuju sustave
,Sve unutra, sve van®, vode brigu da nastambe budu Ciste i suhe, kao i standarde ,,dobre
farmske prakse”, radi dugoro¢ne preventive kolidijareje. Preventiva 1 kolidijareje i
kolienterotoksemije, temeljena na nasljednoj otpornosti prasadi, premda teoretski moguca,
nije ¢ini se prakticki rjeSiva zbog vezanog nasljedivanja gena za sklonost prema stresu s
odsustvom gena za enterocitne receptore za ETEC sojeve (VOGELLI i sur., 1994.). Pristup
kojim se otklanjaju ¢initelji upravljanja uzgojem koji predisponiraju pojavi proljeva u mlade
prasadi ukljuCuje odabirno odbice, temeljeno na dobi i teZini prasadi, dijetetsku hranidbu
odbijenika, izbjegavanje prenaseljavanja objekata, kao i uporabe objekata kontaminiranih
prethodnim naseljavanjem prasadi. Poznato je da hranidba takoder ima znacajnu ulogu u
modulaciji prijemljivosti prasadi prema infekcijskim bolestima. Zna se da je nutritivna
deficijencija povezana s oslabljenim imunosnim odgovorom na prirodne ili izazivacke
infekcija zbog slabljenja stani¢ne imunosti, proizvodnje protutijela i citokina, §to dovodi do
op¢e imunodeficijencije (ADAMS, 2004.). Soga je za suvremenu animalnu proizvodnju
izuzetno vazna spoznaja da nutrienti 1 nutraceutici mogu modulirati aktivnosti imunosnog
sustava. Primjena nutrienata ili nutraceutika radi moduliranja sustavnog i crijevnog
imunosnog sustava ¢ini osnovu nutritivne imunologije ili nutritivne imunomodulacije. Ona se
definira kao modulacija aktivnosti imunosnog sustava specificnim nutrientima ili
nutraceuticima, koji se dadavaju hrani u koli¢inama iznad uobicajenih za doti¢nu smjesu
(GRIMBLE, 2001.). Osim toga, nutritivna imunomodulacija moZe regulirati ucinke
prekomjerne imunosne aktivacije na inhibiciju rasta. No za sada nisu utvrdene specificne

nutritivne potrebe prasadi za optimalnu imunosnu funkciju, koje bi istovremeno zadovoljavale
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proizvodnost na gornjoj granici njihova bioloskog potencijala (JOHANSON i sur, 2001.). Pri
tomu je nuzno utvrditi relevantne znanstvene pokazatelje za optimalnu imunosnu i nutritivnu
modulaciju otpornosti mlade prasadi prema crijevnim infekcijama, kao Sto su koidijareja i
kolienterotoksemija i preporuciti ih za primjenu u intenzivnoj proizvodnji svinja.

Na osnovi dostupnih literaturnih podataka o bioloskim svojstvima plemenite pecurke
Agaricus bisporus i1 nativnog propolisa, u okviru provedenih istrazivanja, provjerili smo i
definirali njihove moguce probiotske i imunomodulacijske uc¢inak na zdravlje i proizvodnost
prasadi i to u dobi od 26 do 51 dana starosti. Naime, brojni literaturni podaci opisuju njihove
blagotvorne ucinke (GOU i sur., 2003., WILLIS i sur., 2007., WALLACE i sur., 2010.,
GIANNENAS i sur., 2010.) sto je u suglasju i sa u naSem radu dobivenim rezultatima.
Medutim, dobivene rezultate nasih istrazivanjima o povoljnim u¢incima testiranih pripravaka
na zdravstvene i proizvodne pokazatelje u prasadi, nismo mogli u potpunosti objektivno
vrednovati iz razloga Sto u dostupnoj nam literaturi nismo na$li opisana slicna istrazivanja.
Naime, u naSem radu testirani pripravci uglavnom su istrazivani na laboratorijskim
glodavcima (VETVICKA i sur., 2007., SHEN i sur., 2007., ORSOLIC i sur., 2009.) radi
utvrdivanje njihovih potencijala za uporabu u humanoj medicini, dok je njihov
imunostimulacijski i proizvodni potencijal nedovoljno, odnosno samo djelomi¢no opisan u
veterini (SPOLJARIC i sur., 2011.).

Stoga, u nasSim istrazivanjima, kao dvije osnovne polaziSne tocke, koristili smo literaturne
podatke o probiotskom i imunostimulacijskom u¢inku plemenite peurke na modelu tovnih
piliéa (MRSIC, 2011.), odnosno propolisa na modelu laboratorijskih miseva (ORSOLIC i sur.,
2009.). Tako, pripravak suhe biomase plemenite pecurke nakon umjesavanja u komercijalnu
hranu za tov pili¢a u koncentraciji od 10 g/kg pokazao je nutritivni dok u koncentraciji od 20
g/kg imunostimulacijski u€inak na pili¢e u tovu tijekom 38 dana. Flavonoidnim sastavnicama
propolisa pripisuje se probiotski i imunostimulacijski uéinak propolisa. Medutim, ORSOLIC
i sur. (2009.) napominju da intenzitet tih uc¢inaka ovisi o samoj koncentraciji flavonoida u
pripravku propolisa koja varira s obzirom na razliita geografska podrucja i biljke koje tamo
obitavaju. U naSim istrazivanjima u stocnu hranu za prasad umjesavali smo testirane
pripravke to¢no odredenog analitickog sastava na osnovi kojih smo u pripravku plemenite
pecurke zabiljezili ve¢i udio bjelancevina S§to je i1 rezultiralo njegovim za 15,6% jac¢im
nutritivnim uc¢inkom na kraju istrazivackog razdoblja u odnosu na propolis. Takoder,
analitickim analizama utvrdili smo da 1 nativni propolis i1 pripravak plemenite pecurke sadrze
farmakoloski bioaktivne tvari kojih su ucinci povezani s regulacijom imunosnog sustava

(BROWN i GORDON, 2003., AIDA i sur., 2009.). ORSOLIC i sur. (2002.) napominju da se
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imunomodulacijska svojstva propolisa i njegovih flavonoidnih sastavnica ocituje u aktivaciji
makrofaga §$to je u suglasju s rezultatima dobivenim u ovom radu. Naime, u prasadi hranjenih
uz dodatak propolisa na kraju istrazivackog razdoblja zabiljezili smo za 10 % jacu aktivaciju
makrofaga u odnosu na svinje iz kontrolne skupine. Nadalje, aktiviranim makrofazima je
povecana fagocitna aktivnost, sposobnost razgradnje fagocitnih tvari 1 sposobnost
prezentiranja antigena pomoc¢ni¢kih T limfocita. Takoder i mehanizmi djelovanja bioaktivnih
molekula gljiva donekle su poznati, a temelje se na vezanju oa-manana za manozu na
membrani limfoidnih i mijeloidnih stanica (TZIANABOS, 2000.), dok se p-D-glukani vezu za
receptore na povrsini makrofaga, neutrofila, NK-stanica, T-limfocita, dendritickih stanica,
fibroblasta 1 endotelnih stanica i mijenjanju njihove imunosne i metaboli¢ke aktivnosti
(BROWN i GORDON, 2003., HERRE i sur., 2004.). Zanimljiv je i mehanizam djelovanja
lektina izdvojenog iz plemenite peurke (ABL-lektin), koji se u in vitro uvjetima veze za
specifi¢ne receptore na membrani misjih T limfocita i potice aktivnost unutarstani¢ne protein
tirozin kinaze, enzima Kkoji potom aktivira CD25+ i CD69+ rane aktivacijske biljege T
limfocita (HO i sur., 2004.). S obzirom da u dostupnoj literaturi nema podataka o u¢incima
pripravka plemenite peCurke 1 nativnog propolisa na kinetiku promjena udjela CD45+, CD4+,
CD8+ i CD21+ limfoidnih stanica periferne krvi prasadi u tovu, nismo mogli usporedivati
naSe podatke niti u potpunosti vrednovati njihov objektivni znacaj. Medutim, rezultati su
indikativni 1 ukazuju na znacajno, podjednakog intenziteta, imunostimulacijsko djelovanje
pripravka plemenite pecurke i nativnog propolisa dodanih u hranu za prasad. Stoga smatramo
da je utvrdeni imunostimulacijski u¢inak pripravaka na udjel limfoidnih stanica periferne krvi
prasadi prvi takav podatak u nas, i vjerojatno jedan od prvih podataka te vrste u svijetu.
Naime, na kraju pokusa prasad koja je bila hranjena s dodatkom istrazivanih pripravka u
perifernoj krvi imala je ve¢i udjel limfoidnih stanica u usporedbi s prasadi iz kontrolne
skupine i to u prosjeku za: 14,3 % CD45+, 26 % CD4+ , 20 % CD8+, 23,3% CD4+CDS8 i
11,2 % CD21+. Dobiveni rezultati mogli bi posluziti kao model za nespecifi¢nu
imunoprofilaksu u intenzivnoj svinjogojskoj proizvodnji uporabom tvari, poput pripravka
plemenite pecurke 1 nativnog propolisa, koje imaju osobitosti 1 nutraceuitika i
imunomodulatora, a ti bi rezultati mogli biti znacajni 1 u Sirem kontekstu preventivne
veterinarske medicine 1 animalne proizvodnje. Naime, poznato je da u Zivotinja uspostavljanje
jaceg 1 trajnijeg imunosnog odgovora, moze umanjiti prirast, iskoriStavanje hrane 1
reprodukcijski potencijal Zivotinje Sto uzrokuje velike gubitke u proizvodnosti (VERDONCK
I sur., 2008.) s§to nije u suglasju sa nasSim rezultatima, jer su svinje hranjene uz dodatak

ispitivanih pripravaka imale na kraju pokusa vecu tjelesnu masu u odnosu na kontrolne svinje
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za u prosjeku 8%. Nadalje, njihovo opce zdravstveno stanje procijenili smo i prac¢enjem
vrijednosti pojedinih istrazivanih hematoloskih i biokemijskih parametara. Ve¢ina promjena
bila je unutar fizioloskih vrijednosti za svinja u tovu, Sto ukazuje da testirani pripravci nisu
uzrokovali nuspojave. Na osnovi nam dostupnih literaturnih podataka, napominjemo da
slicnih istrazivanja ima s nizom imunobiotika/nutraceutika, ali drugog podrijetla i/ili
formulacije. Medutim, ta istrazivanja, za razliku od naSih, nisu polucila zadovoljavajuce
rezultate, niti su dala prakticna rjesenja. Stanje umijeca glede rjeSavanja zdravstvenih
problema vezanih za gubitke od ETEC infekcija u odbijene prasadi ne nudi ni patentibilna
cjepiva protiv kolidijareje/kolienterotoksemije. Naime, postoje brojni znanstveni radovi, ali su
njihovi rezultati ¢esto nekonzistentni 1 nereproducibilni, napose glede standardizacije u¢inaka
vakcinalnih pripravaka, pa stoga nisu trenutno podloga =za testiranje prakticnih
proizvoda/rjesenja u podruéju preventive/kontrole crijevnih infekcija bakterijske etiologije u
prasadi. Nadalje, na osnovi rezultata bakterioloSkih pretraga obrisaka sluznica rektuma
prasadi hranjenih uz dodatak pripravka plemenite pecurke i propolisa tijekom cijelog pokusa
nije dokazana prisutnost patogenog soja bakterije E. coli niti bakterije Salmonele sp. cemu u
prilog govori i klini¢kivrlo blagi izrazaj proljeva tijekom cijelog pokusa. Dobiveni rezultati u
suglasju su s literaturnim podacima. Naime, ORSOLIC i sur. (2009.) opisali su
protubakterijsku i protugljivicnu aktivnost propolisa i to za: Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Staphylococcal i Sreptococcal sp., Corynebacterium, Escherichia coli
026, Escherichia coli 0111, Klebsiella ozaenae, Salmonella choleraesuis, Salmonella
enteritidis, Salmonella typhosa, Salmonella dublin, Salmonella gallinarum, Salmonella
pullorum, Shigella dysenteriae, Shigella sonnei, Proteus vulgaris, Mycobacterium, Bacillus
alvei, Bacillus larvae, Bacillus mesentericus, Bacillus subtilis, Micosporum audomii,
Micosporum canis, Micosporum cookei, Micosporum distortum, Micosporum ferrugineum,
Micosporum gypseum, Trichophyton ferrugineum, Trichophyton schoenleim, Trichophyton
schoenlemi, Trichophyton tonsurans, Trichophyton verrucosum, i druge. OZTUIK i sur.
(2011.) u svojim istrazivanjima takoder su opisali i jaki antibakterijski ucinak pripravaka
gljiva roda Agaricus na Gram (+) bakterije i to posebice na bakterije Microccocus luteus,
Microcococcus flavus i Bacilus subtilis. U nasim istrazivanjima, u obriscima rektuma sluznice
prasadi hranjenih uz dodatak pripravka plemenite pecurke i nativnog propolisa ve¢ nakon dva
tjedna hranjenja smanjen je broj Enterobacterioceae. MRSIC ~ (2011.) je u svojim
istrazivanjima pokazao da pripravak Agaricus bisporus dodan u komercijalnu hranu u
koncentraciji od 20 g/kg u obriscima sluznice rektuma pilica podize broj bakterije

Lactobacillus sp. za u prosjeku od 14,6 % u odnosu na pili¢e iz kontrole. U nasim pokusima
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nismo analizirali utjecaj plemenite peCurke i nativnog propolisa na rast  bakterije
Lactobacillus sp. Opisani rezultati bakterioloskih analiza u nasim pokusima, osim §to su
pokazatelji, odnosno indikatori za procjenu opéeg zdravstvenog stanja i zdravlja probavnog
sustava prasadi, mogu se promatrati i u kontekstu zajedno sa histopatoloskim pokazateljima.
Pripravci nativnog propolisa 1 plemenite peCurke zastitili su sluznicu tankog crijeva u odnosu
na sluznicu prasadi hranjenih bez dodatka testiranih pripravaka. Dokaz bolje stanicne
imunosne zastite crijeva prasadi hranjenih uz dodatak propolisa i/ili plemenite pecurke jest
Cinjenica da je sluznica jejunuma 1 ileuma bila neSto manje zadebljala, s opseznijim
infiltratom limfoidnih i mijeloidnih stanica od sluznice prasadi hranjenih komercijalnom
hranom. Rezultate sliéne nasima, opisali su MRSIC i sur. (2013.), ali na modelu piliéa
hranjenih uz dodatak pripravka plemenite pecurke. Nadalje, u naSim istrazivanjima, u prasadi
hranjenih 28 dana uz dodatak pripravka plemenite pecurke i1 nativnog propolisa patoanatomski
nalazi pri razudbi nisu pokazali nikakve makroskopski vidljive patoloske promijene. Takoder,
niti histopatoloske promjene sluznice tankog i debelog crijeva prasadi hranjene uz dodatak
pripravka plemenite pecurke i nativnog propolisa nisu se znatnije razlikovale od prasadi
hranjenih samo komercijalnom hranom, te se mogu okarakterizirati blagim oSte¢enjima
crijevnin  resica, umjerenom infiltracijom  mononuklearnih  leukocita, znatnom
proliferacijom/hiperplazijom dispergiranih limfocita i globularnih leukocita u lamini propriji,
njihovih veéih nakupina (solitarni limfni ¢vorovi) u mukozi i submukozi, odnosno limfoidnih
1 mijeloidnih stanica u agregiranim limfatickim tkivima. Opisani patoanatomski 1
histopataloski nalazi u okviru nasih istrazivanja u suglasju su s literaturnim podacima koje su
opisali GIANNENAS i sur. (2010.). Shodno tome, i u naSim istrazivanjima niti meso svinja
hranjenih uz dodatak pripravka plemenite pecurke i1 nativnog propolisa nije imalo bitno
promijenjen kemijski sastav u odnosu na meso 5 tjedana starih svinja hranjenih
komercijalnom hranom (LESIOW, 2009.). Tako na osnovi udjela vode, bjelan¢evina, masti i
pepela u mesu pokusnih svinja mozemo zakljuciti da se ono odlikuje niskom energetskom
vrijednosti te se kao takvim moze smatrati povoljnim dijetetskim proizvodom namijenjenim
za ljudsku prehranu §to je u suglasju s KRALIK 1 sur. (2008.). Naime, znatni se napori ulazu u
razumijevanje crijevnih infekcijskih bolesti, njihove dijagnoze, ukljucujué¢i i biologiju
uzrocnika, otpornosti domacina i lijeenja u intenzivnoj mnoStvenoj proizvodnji svinja.
Naprotiv, malo se zna o preventivi tih bolesti s pomo¢u imunomodulacijskih i1 nutritivnih
strategija, jer su ti problemi do sada bili rjeSavani dodavanjem subterapijskih doza
antibiotskih promotora rasta u hranu u svinjogojskoj industriji. Tako su antibiotski promotori

rasta koriSteni za unapredivanje rasta, ali i za kontrolu crijevnih infekcija tijekom kriticnih
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razdoblja kao §to je odbic¢e prasadi. Bojazan od moguceg rizika po ljudsko zdravlje zbog
uporabe i/ili zlouporabe antibiotskih promotora rasta u hrani za svinje, dovela je do zabrane
njihove uporabe u zemljama EU (propis EK broj 1831/2003). Radi prilagodavanja na
povlacenje antibiotskih promotora rasta iz uporabe (u EU od 2006. godine), sada postaje
nuzno i1 za Hrvatsku, kao zemlju ¢lanicu EU od 01.07.2013. godine, da prihvati nadolazece
propise EU te da se prikljuci europskim znanstvenim trendovima u veterinarskoj medicini u
cilju utvrdivanja relevantnih zdravstvenih kriterija, napose probavnog sustava, kao i
znanstveno utemeljenih preporuka za uporabu alternativa antibiotskim poticatelja rasta u
hrani. Naime, od 2006. godine, Europske upute ograni¢avaju neklinicku uporabu antibiotskih
poticatelja rasta u proizvodnji zivotinja namijenjenih ljudskoj prehrani. Primjerice, prasad s
diarejom izazvanom ETEC sojevima lijecila se oralnim (neomicin, kolistin, aminozidin,
kanamicin, i polimiksin) i/ili parenteralnim (ampicilin, kvinolonii fluorokvinoloni) davanjem
antibiotika. Medutim, zadnjih desetak godina neki su antibiotici (Kloramfenikol i nitrofurani)
uklonjeni s trziSta zbog trajnog hazarda za zdravlje ¢ovjeka ili zbog razvitka rezistencije medu
uzro¢nicima bolesti u ¢ovjeka, konzumenta svinjskog mesa, ali i zbog rizika od zagadivanja
okolisa. Pocetna iskustva s napustanjem uporabe antibiotskih poticatelja rasta u intenzivnoj
svinjogojskoj proizvodnji u EU i SAD pokazala su da postoje problemi kao $to su pad
proizvodnosti, porast morbiditeta’konverzije hrane 1 povecana ucestalost probavnih
poremetnji zbog tzv. ,.disbakterioza”i/ili infekcija enterobakterijama. Tako, jedan od prvih
pokusaja neantibiotskih i neimunosnih preventivnih pristupa za kontrolu crijevnih infekcija
mlade prasadi temeljio se na dodavanju organskih kiselina (THOMLINSON i LAWRENCE,
1981.) ili probiotika u vodu za pice ili hranu (MAXWELL i STEWART, 1995., JIN i sur.,
2000., KIERS i sur., 2002.), sto nije polucilo dobre rezultate, odnosno u suprotnosti je sa
rezultatima dobivenim u ovom. Naime, od 1980-tih pojavljuju se zanimljiva izvjeséa o
brojnim prirodnim ili sintetickim tvarima koje mogu uspostaviti oSte¢enu imunosnu funkciju
ili pak pojacati nespecificnu i1 specificnu imunost u domacih Zivotinja, pa stoga djeluju kao
imunomodulatori (BLECHA i CHARLEY, 1990., VALPOTIC, 2000.) §to je u suglasju i s
rezultatima nasih istrazivanja. Naime, utvrdeni nutritivni i imunomodulacijski ucinci
pripravka plemenite gljive Agaricus bisporus i nativnog propolisa indikativani su pokazatelji
opravdanosti umjesavanja te gljiva, u krmne smjese u intenzivnom uzgoju prasadi u dobi od
26 do 51 dana starost. Tako, svi u naSem radu dobiveni rezultati govore u prilog opravdanosti
vrednovanja nativnih pripravaka ili bioaktivnih molekularnih sastavnica plemenite pecurke i
nativnog propolisa (ali i drugih vrsta gljiva i biljaka koje sadrze bioaktivne molekule) radi

eventualne primjene kao prirodnih tvari s nutritivnim i imunomodulacijskim osobitostima pri
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sastavljanju receptura hrane bez uobicajeno dodavanih antibiotskih poticatelja rasta. Naime,
prirodno izbalansirana hranidba koja se moze optimizirati uporabom prirodnih dodataka hrani
(prebiotika, probiotika i imunomodulatora) koji kao nutraceutici mogu u potpunosti zamijeniti
sintetske dodatke, pa i1 antibiotske poticatelje rasta, i zadovoljiti fizioloSke potrebe zivotinja,
nakon provjere u pokusima u simuliranim uvjetima te u terenskim (farmskim) pokusima, a
bez posljedica po konzumente i okoli§ (CHANG i BUSWELL, 1996., BARROS i sur., 2008.,
GALLOIS i sur., 2009., AIDA i sur., 2009., VALPOTIC, 2009., WANI i sur., 2010.). Stoga
se danas intenzivna proizvodnja zivotinja namijenjenih ljudskoj prehrani (napose svinja) ne bi
smjela odvijati bez nutraceutika i imunomodulatora dodanih u hrani, koji osim §to time
postaju sastojci hrane, imaju ujedno i povoljan utjecaj na zdravlje, kako u preventivi, tako i u
terapiji bolesti. Predmnijeva se da takve tvari podrijetlom iz plemenite pecurke i nativnog
propolisa djeluju u svinja: kompetitivno (prema Stetnim tvarima i/ili uzro€nicima probavnih
infekcija), imunomodulacijski (na stani¢ne i molekularne sastavnice urodene i stecene
crijevne i sustavne imunosti), te da pospjesuju probavljivosti nutrijenata (KLASING, 2007.,

BARROS i sur., 2008., WANI i sur, 2010.).
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7. ZAKLJUCAK

Temeljem dobivenih rezultata izveli smo zakljuke glede utjecaja pripravka plemenite
pecurke i1 nativnog propolisa na istrazivane pokazatelje u odbijene prasadi koje smo, shodno
naslovu teze, grupirali kao proizvodne, imunosne i zdravstvene. Zbog mnozine podataka, u
svakoj ¢emo grupi pokazatelja iznijet samo utjecaj onih medu istrazivanim pripravcima na
obradenu prasad, koji se kvalitativno i kvantitativno razlikuje od vrijednosti zabiljezenih u

kontrolne netretirane prasadi.

1. Proizvodni pokazatelji

U prasadi obradenih pripravkom plemenite pecurke zabiljeZeno je:
o najveca prosjecna tjelesna masa na kraju istrazivanog razdoblja,

J najveci prirast tjelesne mase u odnosu na 0. dan, i u odnosu na neobradenu prasad.
Nesto slabije proizvodne rezultate polucila je prasad obradena nativnim propolisom.

2. Imunosni pokazatelji

U prasadi obradenih pripravkom plemenite pecurke ili nativnim propolisom na kraju pokusa
zabiljezen je:

o jednakodjelotvoran imunomodulacijski u¢inak ispitivanih pripravaka.

U prasadi obradenih nativnim propolisom zabiljezen je:

o na kraju pokusa u perifernoj krvi veci broj leukocita,

. sedam dana ranije porast udjela CD45" , CD4", CD 8" limfoidnih stanica u perifernij
krvi,

o na kraju pokusa veé¢i stupanj fagocitoze (ingestije) i mikrobicidnosti (digestije)

monocita i granulocita periferne krvi

U prasadi obradenih pripravkom plemenite pecurke zabiljezen je:
. na kraju pokusa u perifernoj krvi ve¢i broj limfocita,

o sedam dana raniji porast udjela CD4" CD8" T limfocita, i B limfocita
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3. Zdravstveni pokazatelji

Pojavnost i ja¢inu crijevnih infekcija pratili smo dnevno tijekom trajanja pokusa, i utvrdili:

nizu pojavnost i jac¢inu proljeva u prasadi obradene nativnim propolisom,

znatno manja uginuéa u prasadi obradena pripravkom plemenite pecurke.

Premda su ovi pokazatelji indikativni za procjenu zdravlja probavnog sustava, moraju se

promatrati u kontekstu s bakterioloSkim i1 histopatoloskim pokazateljima:

na kraju pokusa neobradena prasad imala znatno veci broj CFU/mL sadrzaja jejunuma
od obradene prasadi, pri ¢emu su oba ispitivana pripravka bila jednako uc¢inkovita.
medutim, tijekom 5 tjedana trajanja pokusa najvise je prasadi (6) s enterotoksigenom
E. coli F4+ pronadeno u izolatima skupine pokusne prasadi obradene nativnim
propolisom, dok je u prasadi obradene pripravkom plemenite pecurke U svega jednom
uzorku izoliran hemoliticki izolati bakterije E. coli posljedi¢no ¢emu je i uginulo
samo jedno prase.

Sluznica jejunuma obradene prasadi bila je manje zadebljana, i s opseznijim infiltratom
limfoidnih 1 mjeloidnih stanica od one u neobradene prasadi,

stani¢nost mezenterijalnih limfnih ¢vorova bila je povecana u prasadi obradene

pokusnim pripravcima u odnosu na neobradenu prasad.

Opce zdravstveno stanje pokusne prasadi procijenili smo, osim dnevnim klini¢kim pregledom

i tiednom hematoloskom i biokemijskom pretragom, i utvrdili da:

niti jedan od pokusnih pripravaka nije znatnije utjecao na hemogram i eritrocitne
konstante, Sto pokazuje da nisu izazvali Stetne popratne pojave,
niti jedan od pokusnih pripravaka nije znatnije utjecao na konstante biokemijskih

parametara.

S obzirom na brojnost u ovom radu istrazivanih pokazatelja i mnozinu podataka dobivenih u

ovom kontroliranom in vivo pokusu, stekli smo dobar uvid, kako u potencijale, tako i u

ograni¢enja istrazivanih pripravaka plemenite pecurke i nativnog propolisa kao prirodnih

alterantiva antibiotskim poticateljima rasta u stocnoj hrani. Slijedom navedenoga, izvodimo

konacni zakljucak da je pripravak plemenite peCurke umjeSan u komercijalnu hranu za
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odbijenu prasad djelotvoran i nutraceutik i imunomodulator, za razliku od nativnog propolis

za kojeg smo utvrdili samo imunomodulacijki ucinak.
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