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1. UVOD
Manan oligosaharidi (MOS) se često spominju kao jedna od nekoliko mogućih alternativa antimikrobnim promotorima rasta u uzgojima konzumnih životinja. Dobivaju se od stanične stijenke pekarskog kvasca Saccharomyces cerevisiae, i dodaju se u prehranu životinja u cilju unapređivanja zdravlja probavnog sustava, općeg zdravlja, proizvodnih rezultata u stočarstvu i performansi životinja. Spadaju u skupinu dodataka hrani za životinje nazvanih nutricini, nisu izvorni nutrienti ni za životinju niti za crijevne mikrobiota, jer imaju blagotvoran učinak na opće zdravstveno stanje i proizvodnost domaćih životinja (Halas i Nochta, 2012).
 Mehanizmi djelovanja MOSa temelje se na pozitivnim učincima na crijevne mikrobiota, na morfologiju crijeva i na imunosni odgovor odbijene prasadi (Davis i sur., 2004). Prvi spomenuti učinak se potvrdio u istraživanjimaa koja su dokazala da, MOS djeluje na crijeve patogene mikroorganizme poput bakterija E. coli i Salmonella, čiji se broj znatno povećava tijekom stresnih razdoblja kao što je odbiće, tako da za njega adheriraju te bakterije lpje inače adheriraju za receptore slične kemijske građe na epitelnim stanicama crijeva (Spring i sur., 2000). Time se umanjuje potencijal njihovog naseljavanja crijeva i rizik od posljedičnog obolijevanja prasadi. Smanjenje brojnosti patogenih mikrobiota povezan je  također i s povećanjem broju komenzalnih mikroorganizama, posebice bakterija iz roda Lactobacillus (Halas i Nochta, 2012). Drugi zapaženi učinak na morfologiju crijevne stijenke, temelji se na nalazima da je dodavanje MOSa značajno povećalo odnos visine crijevnih resica i dubine kripta u jejunumu prasadi (Poeikhampha i Bunchasak, 2011). Ova je promjena izravno povezana s povećanjem apsorptivne površine, pa time i boljom resorpcijom nutrijenata. Prije spomenuta promjena u odnosima mikrobiota dovodi do brže izmjene epitela crijeva, i to zbog generalnog trofičkog učinka mikrobiota, odnosno bolje proizvodnje masnih kiselina u crijevima (Shen i sur. 2009). Imunološki je učinak pak dvostruk,  i temelji se na neizravnom učinku zbog promjene mikrobiota, koji su glavni poticatelj lokalnog (crijevnog) imunosnog odgovora prasadi , kao i općeg imunosnog statusa životinje, ali i na izravnom učinku s obzirom da MOS potiče sekreciju imunoglobulina A iz crijevne mukoze (Halas i Nochta, 2012).
2. HIPOTEZA

Hipoteza ovog studentskog rada je primjena i stupanj učinkovitosti manan oligosaharaida kao zamjene antibiotskim promotorima rasta u intenzivnoj svinjogojskoj proizvodnji u Republici Hrvatskoj. Pretpostavljamo da će testni pripravak u dozi od 0.2% umješan u hranu za odbijenu prasad značajno poboljšati proizvodne rezultate (prirast, unos hrane i konverzija), smanjiti učestalost i jačinu proljeva te djelovati na lokalnu i sustavnu imunost životinja.
3. OPĆI I SPECIFIČNI CILJEVI RADA

Opći cilj ovog studentskog znanstvenog rada je istražiti učinkovitost jednog dodatka hrani za životinje koji ima iznimnu mogućnost zamjene antibiotskih promotora rasta s obzirom da su dosadašnja istraživanja samo djelomično potvrdila njegove pozitivne učinke na zdravlje i proizvodnost životinja. Također želimo usporediti podatke inozemnih i domaćih autora o proizvodnim, imunosnim i zdravstvenim pokazateljima u odbijene prasadi hranjene sa ili bez dodatka MOSa, u farmskim uzgojnim uvjetima tipičnim za Republiku Hrvatsku.
Specifični cilj ovog rada je utvrditi da li i u kojoj mjeri dodatak manan oligosaharida u hranu za prasad stimulira intenzitet rasta, unos i iskoristivost hrane s ciljem poboljšanja konkurentnosti hrvatskih proizvođača.
Drugi specifični cilj je utvrditi djelotvornost pripravka na zdravstveno stanje odnosno imunosni sustav, te utvrditi mogućnost stimulacije lokalne i/ili sustavne imunosti odnosno prevenciju crijevnih infekcija bakterijske etiologije koje u intenzivnoj proizvodnji najčešće rezultiraju proljevom i uginućem.
4. MATERIJAL I METODE
4.1 Pokusne životinje
Istraživanje je provedeno na komercijalnoj svinjogojskoj farmi u istočnom dijelu Hrvatske. U pokusu je uporabljeno ukupno 46 prasadi (Topigs križanaca), obaju spolova (ženke i kastrati), odbijenih sa 26 dana starosti, ujednačene tjelesne mase (prosječno 7,25 kg) i dobrog zdravstvenog stanja. Prasad je podijeljena u 2 skupine (kontrolna i pokusna s dodatkom MOSa u hrani) od po 23 životinja i držana u odvojenim odjeljcima u istoj nastambi odgajališta. Prasad je od drugog tjedna starosti ponuđena predstarterom (bez dodatka antimikrobnih preparata i antibiotika), u koju je na dan odbića (28 dan starosti) umiješan MOS. Od odbića nadalje za krmnu  smjesu se koristila oznaku SO-0, koja je po kemijskom sastavu identična predstarteru, s izuzetkom dodatka MOS-a.  
Uzorci korišteni u ovom istraživanju prikupljeni su u sklopu izrade disertacije Hrvoja Valpotića DVM, pod naslovom „Nutritivna i imunosna molulacija crijevne imunosti na bakteriju Escherichia coli u odbijene prasadi“.
Tijekom pokusa s prasadi smo postupali u skladu sa Zakonom o zaštiti životinja (NN 135/06, 37/13, 125/13).
4.2. Krmne smjese za odbijenu prasad


Pokusna prasad je hranjena brašnastom smjesom iz plastičnih hranilica. U prvom dijelu pokusa (od 0. do 21. dana) prasad je hranjen krmnom smjesom SO – 0, u koju je umješan 0,2% MOSa (Tablica 1), dok su u daljnjem tijeku pokusa (od 22. do 35. dana) hranjena krmnom smjesom SO – 1 (Tablica 1), u koju je također dodan MOS u istom postotku. Dodani je nutraceutik zamijenio 0,2% kukuruza u smjesi.
Tablica 1. Sastojci i receptura krmnih smjesa  I vitaminsko-mineralnog dodatka za odbijenu prasad korištenih u pokusu
	Receptura i kemijski sastav hrane (%)
	SO – 0
	SO – 1 

	Kukuruz
	44,88
	45,85

	Ječam
	11
	14

	Sojina sačma
	11
	11

	Riblje brašno
	4
	3,5

	Mlijeko u prahu
	12
	4

	Soja-punomasna
	14,5
	15,95

	MKF
	0,8
	0,9

	Vapnenac
	0,8
	0,9

	Sol
	0,3
	0,3

	Premiks*
	0,5
	0,5

	Lizin
	0,12
	0,1

	Metionin + Cistein
	0,1
	0

	Kemijski sastav
	
	

	Metabolička energija (MJ/kg)
	13,84
	13,74

	Sirova bjelančevina
	21,61
	19,78

	Sirova mast
	5,21
	5,12

	Sirova vlaknina
	3,85
	4,33

	Pepeo
	5,54
	5,54

	Natrij
	0,17
	0,13

	Kalcij
	0,41
	0,58

	Fosfor
	0,43
	0,40

	Lizin (g/kg)
	13,7
	11,6

	Metionin+Cistein (g/kg)
	8,3
	6,7


*osigurao je slijedeće hranjive tvari po kg hrane: vitamin A, 10.000 IJ; vitamin D3, 2.000 IJ; vitamin E, 20 mg; tiamin, 2 mg; riboflavin, 4 mg; niacin, 25 mg; pantotenska kiselina, 15 mg; piridoksin, 3 mg; kolin klorid, 500 mg; vitamin B12, 20 μg; biotin, 10 μg; kobalt, 0,30 mg; bakar, 35 mg; mangan, 30 mg; željezo, 100 mg; cink, 65 mg; jod, 0,75 mg; selen, 0,10 mg 
4.3. Monoklonska i poliklonska protitijela (mPt/pPt) i konjugati

Za istraživanje promjena udjela subpopulacija svinjskih mijeloidnih i limfoidnih stanica rabili smo mPt specifična za diferencijacijske antigenske  biljege na membranama leukocita (Engl. cluster of differentiation antigens = CD), odnosno njihovih subpopulacija (Saalmüller i sur., 1994). Za citometrijska istraživanja subpopulacija leukocita periferne krvi uporabili smo mišja mPt reaktivna sa svinjskim CD antigenima  (Tablica 2): Kao sekundarna protutijela rabili smo kunićja pPt protiv mišjeg IgG (AbDSerotec), konjugirana s fluorescentnim bojama fluorescein-izotiocijanatom (FITC) ili fikoeritrinom (Pe).

Tablica 2. Mišja monoklonska protutijela (mPt) specifična za svinjske leukocitne CD molekulrne biljege i konjugati (boje) korišteni za citometrijsku imunofenotipizaciju leukocita periferne krvi odbijene prasadi

	mPt specifična za molekularni biljeg
	Izotip
	Oznaka klona
	Konjugirana boja
	Stanična specifičnost
	Izvor

	CD4
	IgG2b
	74-12-4
	Pe/Cy5®
	Subpopulacija pomoćničkih T-limfocita (Th)
	Abcam

	CD8a
	IgG2a
	76-2-11
	Fikoeritrin
	Subpopulacija citolitičkih  T-stanica (Tc)
	

	CD45
	IgG1
	K252-1E4
	FITC
	Leukociti
	AbD Serotec

	CD21
	IgG1
	BB6-11C9.6
	FITC
	B-limfociti
	Abcam


4.4. Praćenje proizvodnih pokazatelja
Prasad je tijekom istraživanja vagana u tjednim razmacima te se vodila evidencija promjena u tjelesnoj masi. Promjene u tjelesnoj masi po pokusnim skupinama izračunavali smo temeljem odstupanja od težine na početku pokusa (0. dan = 100% tjelesne mase), odnosno temeljem odstupanja od prosječne težine u pojedinoj skupini po danima pokusa (7., 14., 21., 28. i 35. dan) u usporedbi s prosječnom težinom prasadi iz kontrolne skupine istoga dana pokusa. Tjedno smo pratili unos hrane, a na kraju pokusa izračunali ukupan unos hrane po skupinama prasadi, konverziju hrane i ukupan prirast tjelesne mase u odnosu na 0. dan pokusa. Konverzija hrane predstavlja ukupnu količinu pojedene hrane podijeljene sa ukupnim prirastom tjelesne mase skupine u promatranom razdoblju. Dva puta tijekom pokusa (0. i 35. dan) analizirali smo kemijski sastav hrane za prasad.

4.5. Praćenje zdravstvenih pokazatelja
Prasad smo svakodnevno promatrali radi uočavanja pojave proljeva ili dugih kliničkih znakova poremećaja zdravstvenog stanja, te bilježili pojavu i jačinu proljeva. Jačinu proljeva iskazali smo slijedećim stupnjevima: 0 = normalni feces, 1 = mekani feces, 2 = tekući feces i 3 = špricajući proljev. Osim morbiditeta, pratili smo i martalitet tijekom pokusa, a uginulu prasad razuđivali, pregledali patoanatomski i vodili protokol o nalazima. U slučaju nalaza znakova crijevnih infekcija uzimali smo uzorke tankoga crijeva (jejunum i ileum) i MLČ za bakteriološku i histopatološku pretragu. Pri prosuđivanju zdravstvenog stanja pokusne prasadi koristili smo, uz spomenute, i hematološke i biokemijeke podatke (ovi podaci, kao i oni temeljem histopatoloških nalaza, nisu prikazani u ovom radu).
4.6. Uzimanje uzoraka za bakteriološku i imunološku pretragu


Radi praćenja zdravlja probavnog sustava prasadi uzimali smo uzorke crijevnih mikrobiota za bakteriološku pretragu, a radi određivanja imunosnih pokazatelja uzimali smo uzorke periferne krvi za analizu promjena udjela mijeloidnih i limfoidnih stanica protočnom citometrijom.  
4.7. Uzimanje rektalnih obrisaka i uzoraka krvi
Za bakteriološku pretragu uzimali smo rektalne obriske 0., 14., 21. i 35. dana pokusa. Uzorke smo pohranili u priručni hladnjak i dostavili u Laboratorij za opću bakteriologiju i mikologiju Hrvatskog veterinarskog instituta (HVI) u Zagrebu  radi serotipizacije crijevnih bakterija. Za protočnu citometriju uzimali smo uzorke (1 ml) krvi iz velike šuplje vene u staklene epruvete s podtlakom (Beckton Dickinson, Plymouth, UK) s dinatrijevom soli etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA, Sigma) kao antikoagulansom. 

4.8. Imunofenotipizacija leukocita perferne krvi  s pomoću protočne citometrije
Uzorke periferne krvi (100 μL) do daljnje obrade smo pohranili na 4˚C, a zatim razrijedili fosfatnim puferom (PBS; pH 7,4 – 7,6) i podesili da broj leukocita bude 2 x 106/L. Suspenziji leukocita dodali smo 50 μL mPt specifičnog za pojedinu istraživanu subpopulaciju svinjskih CD+ stanica (Tablica 2) i inkubirali kroz 20 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije stanice smo isprali u 2 mL PBS-a centrifugiranjem kroz 5 minuta na 2000 okretaja/minuti. Dobiveni smo supernatant odlili, na talog dodali 50 μL sekundarnog protutijela (kunićje pPt protiv mišjeg IgG) konjugiranog s FITC ili Pe i inkubirali kroz 20 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim smo stanice isprali u 2 ml PBS-a centrifugiranjem kroz 5 minuta na 2000 okretaja/minuti, talogu dodali 2 mL lizirajućeg reagensa (amonijevog klorida, NH4Cl, pH 7,3), a smjesu inkubirali kroz 10 minuta u mraku na sobnoj temperaturi. Supernatant smo odlili, a na talog dodali 1 mL PBS-a te smo u tako pripremljenim suspenzijama obilježenih leukocita određivali udjele imunofenotipova svinjskih CD+ stanica s pomoću protočnog citometra Coulter EPICS-XL (Hialeah, FL, SAD). Uzorke leukocita periferne krvi pripremili smo u triplikatu, a u svakom je triplikatu analizirano po 10 000 stanica.

4.9. Statistička obrada

Statističku obradu prikupljenih podataka proveli smo primjenom referentnog programa Statistica 8.0 (StatSoft Inc., 2008). Osnovnu obradu podataka učinili smo uobičajenim postupcima deskriptivne statistike. Raspodjelu vrijednosti pojedinih pokazatelja po skupinama provjerili smo Kolmogorov-Smirnovim testom. Značajnost razlika između pokusne i kontrolne skupine u pokazateljima koji pokazuju normalnu raspodjelu, utvrdili smo Studentovim t-testom. Za utvrđivanje značajnosti razlika između pokusne i kontrolne skupine u pokazateljima koji nisu slijedili normalnu raspodjelu, koristili smo Mann-Whitneyev  U-test. 
5. REZULTATI 
5.1. Proizvodni pokazatelji

Radi utvrđivanja kinetike rasta (povećanja tjelesne mase; TM) pokusne prasadi, unosa hrane i konverzije hrane analizirali smo prosječni dnevni prirast (PDP), prosječni dnevni unos hrane (PDUH) i prosječnu tjednu konverziju (K) hrane tijekom pokusnog razdoblja od 5 tjedana (Tablica 3). 
Tablica 3. Tjelesna masa (TM) prosječni dnevni prirast (PDP), prosječni dnevni unos hrane (PDUH) i prosječna tjedna konverzija (K) hrane u 4 tjedna stare odbijene prasadia
	Tretman
	0. – 7.
	7. – 14.
	14. – 21.
	21. – 28.
	28. – 35.
	0. – 35.

	Nikakav 
	7,20

214
419

1,96
	8,87

172

464

2,70
	10,05

273

780

2,86
	12,05

261

565

2,16
	13,42

562

975

1,74
	17,61

296

641

2,17

	TM (kg)

                                                           PDP (g)

                                                           PDUH (g)

                                                           K 
	
	
	
	
	
	

	MOS 
	7,31

203

334

1,65
	8,78

185

383

2,07
	9,66

343

549

1,60
	12,08

333

707

2,12
	14,71

277

721

2,60
	16,66

268

539

2,01

	TM (kg)

                                                           PDP (g)

                                                           PDUH (g)

                                                           K 
	
	
	
	
	
	


a hranjena komercijalnom smjesom za odbijenike SO-0 (od 0. do 21. dana pokusa), odnosno SO-1 (od 22. do 35. dana pokusa); u obje smjese za odbijenike iz pokusne skupine dodan je MOS (0,2%), dok su prasad iz kontrolne skupine hranjena izvornom formulacijom smjesa
Skupina prasadi tretirana MOS-om imala je nižu prosječnu TM (16,65 kg ili prirast od 129,97 %, što je za 5,45 % niže od kontrolne prasadi) na kraju istraživanja, uz nešto nižu konverziju (2,01) od kontrole (2,17). Međutim, ta je prasad imala nešto slabiji PDP/PDUH (268g/539g) u odnosu na kontrolu (296g/641g) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. 
5.2. Zdravstveni pokazatelji
Pojavnost (učestalost) proljeva, stupnjevana jačina proljeva (SJP), prosječna jačina proljeva (PJP), te broj uginuća u pokusne prasadi tretirane nutraceutikom MOS, tijekom 5 tjedana trajanja pokusa, prikazani su u Tablici 4.  

Tablica 4. Pojavnost proljeva, jačina proljeva, te uginuća u odbijene  (4 tjedna stare) prasadi hranjene smjesom SO-0 (od 0. do 21. dana pokusa), odnosno SO-1 (od 22. do 35. dana pokusa)
	Tretman 
	Broj prasadi s proljevom/

ukupno prasadi (%)*
	Stupnjevi jačine proljeva (SJP)
	Prosječna jačina proljeva (PJP)
	Broj uginule prasadi/

ukupno

prasadi(%)

	
	
	Zbir SJP**
	% razlike prema kontroli
	PJP***
	% razlike prema kontroli
	

	Nikakav
	12/23 (52,2)
	54
	/
	1,54
	/
	4/23 (17,4)

	MOS
	6/23 (26,1)
	43
	- 20,37
	1,23
	- 20,13
	5/23 (21,7)


* Tijekom 35 dana pokusa.

**Stupnjevi jačine proljeva: 0 = nornalan feces, 1 = mekani faces, 2 = tekući feces i 3 = špricajući proljev, zbrajani kroz 35 dana pokusa.

***Zbir SJP/35.

Prasad iz kontrolne skupine imala je najveću pojavnost proljeva (12/23 ili 52%), dok je MOS-om tretirana prasad imala znatno nižu pojavnost proljeva (6/23 ili 26%). PJP, tijekom 35 dana trajanja pokusa, bila je najviša u kontrolne prasadi (1,54 ili mekani do tekući feces), dok je prasad u skupini tretiranoj MOS-om imala nešto manju PJP (1,23). Međutim, broj uginuća bio je veći u skupini prasadi tretiranoj nutraceutikom MOS-om (5/23 ili 21%) u usporedbi s kontrolom (4/23 ili 17%).


U kontrolnoj skupini zabilježeno je najviše prasadi s hemolitičkim izolatima bakterije Escherichia coli (6) dok je nešto manji broj takvih izolata (5) nađen u skupini obrađenoj nutraceutikom MOS. U prasadi iz kontrolne skupine u odnosu na pokusnu prosječan broj bakterijskih stanica iz sadržaja dijela jejunum (CFU/mL) bio je i ostao najveći temeljem nalaza 0. (90 x 108 odnosno 48 x 107) i 35. dana pokusa (19 x 108 odnosno 23 x 107).
5.3. Imunosni pokazatelji
Kinetika promjena udjela imunosnih stanica u perifernoj krvi pokusne prasadi, prije tretmana (0. dan) i tijekom 5 tjedana nakon tretmana nutraceutikom MOS -om, prikazana je u Tablici 5. 

Tablica 5. Udjeli CD45 limfoidnih/mijeloidnih stanica, te CD4+, CD8+, CD4+/CD8+ T limfocita i CD21+ B limfocita u perifernoj krvi odbijene (4 tjedna stare) prasadi hranjene komercijalnom smjesom za odbijenike SO-0 (od 0. do 21. dana pokusa), odnosno SO-1 (od 22. do 35. dana pokusa); u obje smjese za odbijenike iz pokusne skupine dodan je MOS (0,2%), dok su prasad iz kontrolne skupine hranjena izvornom  smjesom
	MOS, %
	Dan
	CD45+
	CD4+
	CD8+
	CD4+CD8+
T limfocita
	CD21+
B limfocita

	0
	0.
	55,31A±1,41
	19,34A±0,50
	11,06A±0,28
	3,30±0,09
	22,07±0,60

	0.2
	
	50,57B±0,89
	17,68B±0,32
	10,11B±0,18
	3,03±0,05
	20,06±0,41

	0
	7.
	56,28±1,31
	19,70±0,47
	11,14±0,23
	3,35±0,07
	22,11±0,53

	0.2
	
	53,96±0,74
	18,67±0,38
	10,79±0,15
	3,23±0,04
	21,56±0,29

	0
	14.
	58,30±0,75
	20,46±0,23
	11,73±0,12
	3,46±0,04
	23,16±0,35

	0.2
	
	59,87±0,85
	20,94±0,13
	11,97±0,07
	3,60±0,03
	23,95±0,14

	0
	21.
	60,51A±0,46
	23,02±0,16
	12,10A±0,09
	3,63±0,03
	24,35A±0,24

	0.2
	
	65,82B±0,49
	21,18±0,16
	13,16B±0,10
	3,94±0,03
	26,33B±0,20

	0
	28.
	61,27A±0,35
	21,53A±0,10
	12,27A±0,07
	3,67a±0,02
	24,51A±0,14

	0.2
	
	69,45B±0,35
	24,30B±0,12
	13,89B±0,07
	4,23b±0,06
	27,78B±0,14

	0
	35.
	61,46A±0,27
	21,60A±0,13
	12,34±0,10
	3,76±0,06
	24,52A±0,13

	0.2
	
	69,65B±0,21
	24,30B±0,11
	13,81±0,07
	4,20±0,03
	27,74B±0,15


Vrijednosti označene različitima velikim slovima razlikuju se statistički vrlo značajno (P<0,01), a one malim slovima statistički značajno (P<0,05).

Svaka se skupina sastojala od 7 prasadi.

SV ± SPSV = srednja vrijednost ± standardna pogreška SV. 
Premda su udjeli CD45+ limfoidnih/mijeloidnih stanica, prije tretmana (0. dan) bili  znatno niži u skupini prasadi koja je bila tretirana MOS-om, u usporedbi s prasadi iz kontrolne skupine,  ipak se taj trend mijenja od 21. do 35. dana pokusa, kada smo zabilježili značajan porast udjela CD45+ stanica u odnosu na kontrolu (Tablica 5).

Kinetika promjena udjela CD4+ pomoćničkih T limfocita (Th), bila je slična onoj za CD45+ stanice, osim što je MOS stimulirao značajan porast Th samo između 28. i 35. dana pokusa. Kinetika promjena udjela CD8+ citolitičkih T limfocita (Tc) istovjetna je s onom utvrđenom za Th stanice od 0. do 14. dana pokusa, ali se nakon toga razdoblja razlikuje tako što je MOS znatno stimulirao Tc stanice samo između 21. i 28. dana pokusa. Pripravak je stimulirao i dvostruko pozitivne izvantimusne CD4+CD8+ T limfocite, ali samo 28. dana pokusa. Značajno je potaknuo proliferaciju CD21+ B stanica između 21. i 35 dana pokusa (Tablica 5).

6. RASPRAVA
Poznato je da dobro zdravlje i visoka proizvodnost prasadi ovisi o nizu činitelja koji uključuju genetiku, smještaj i tehnologiju uzgoja, kao i učestalost izlaganju uzročnicima bolesti, te programe cijepljenja. Međutim, hranidba također ima značajnu ulogu u modulaciji primljivosti prasadi prema infekcijskim bolestima. Stoga je za suvremenu animalnu proizvodnju izuzetno važna spoznaja da nutrienti mogu modulirati aktivnosti imunosnog sustava. Primjena nutrienata ili nutraceutika (u našem slučaju prebiotika MOS-a) radi moduliranja imunosnog sustava čini osnovu nutritivne imunologije/imunomodulacije (Grimble, 2001). Osim toga, ona može regulirati učinke imunosne aktivacije na inhibiciju rasta.
Kada je prebiotik MOS bio primijenjen u ranijoj dobi (od 2. tjedna života), ubrzao je rast prasadi, smanjio brojnost  crijevnih mikrobiota, unaprijedio zdravlje i funkciju probavnog sustava, ali nije djelovao na razine serumskih i crijevnih imunoglobulina (Castillo i sur., 2008). S obzirom da smo u našem istraživanju MOS primjenili tek od 4. tjedna života, vjerojatno je izostao njegov, inače dokazani učinak na proizvodne pokazatelje (Miguel i sur., 2004), ponajviše na rast odbijenika (Le Mieux i sur., 2003), ali smo zabilježili njegov značajan učinak na stimulaciju stanične imunosti u perifernoj krvi pokusne prasadi. Slični su podaci utvrđeni za subpopulacije leukocita prasadi hranjene fosforiliziranim pripravkom MOS (Davis i sur., 2004). Također je utvrđen utjecaj MOS na porast serumske razine haptoglobina u prasadi pokusno inficirane bakterijom Salmonella enterica, ali je i ovdje (kao i u našim istraživanjima) izostao njegov utjecaj na rast odbijene prasadi (Burkey i sur., 2004).  Međutim, postoje i izvješća o uspješnosti MOS, kao alternativnog promotora rasta protumikrobnim lijekovima umiješanima u krmne smjese za odbijenu prasad u tri različite farme. Naime, pripravak je potaknuo prosječni dnevni prirast i prosječni dnevni unos hrane, a snizio konverziju u odnosu na skupine prasadi tretirane tilozinom ili sulfametazinom (Rozeboom i sur., 2005). Premda u našem pokusu nisu zabilježeni slični učinci MOS na proizvodne pokazatelje, ipak valja reći da je prasad tretirana njime imala nižu konverziju (2,01) od kontrolne netretirane prasadi (2,17). Zanimljivo je da je prasad tretirana MOSom ostvarivala značajno bolje priraste u većem dijelu istraživanog razdoblje (7. – 28. dan) da bi u zadnjem tjednu vjerojatno zbog snažnog kompenzatornog rasta kontrolne prasadi izgubila početnu prednost te u ukupnom prirastu završila sa značajno slabijim rezultatom.   
Premda su ovi pokazatelji, uz one o pojavnosti, jačini i trajanju proljeva,  indikativni za procjenu općeg zdravstvenog stanja i zdravlja probavnog sustava, moraju se promatrati u kontekstu s bakteriološkim pokazateljima. Tako je 35. dana pokusa netretirana prasad imala znatno veći broj CFU/ml sadržaja jejunuma od  prasadi tretirane MOS-om. Pri tome je iz rektalnih obrisaka netretirane prasadi izdvojeno 6 izolata hemolitičkih sojeva bakterije E. coli, dok ih je nešto manje (5) nađeno u prasadi tretirane nutraceutikom MOS-om.

U dostupnoj nam literaturi nismo pronašli podatke o utjecaju MOS-a na promjene udjela istraživanih subpopulacija leukocita periferne krvi, pa ćemo stoga razmotriti naše citometrijskee rezultate u usporedbi s istraživanjima o utjecaju pripravka na druge subpopulacije  imunosnih stanica i/ili druga limfatička tkiva svinje. Primjerice, nalaz porasta brojnosti ilealnih makrofaga u prasadi tretirane s MOS-om (Bontempo i sur., 2006), kao i nalaz njihove pojačane fagocitozne aktivnosti (Davis i sur., 2004), mogu se donekle povezati s našim nalazom porasta udjela subpopulacija leukocita periferne krvi pokusne prasadi. Nalaz porasta brojnosti CD8+ T limfocita u ileumu u prasadi tretirane s MOS-om (Davis i sur., 2004), može se također povezati s našim nalazom porasta brojnosti Tc limfocita u cirkulaciji. Nalaz da MOS ne utječe na  promjenu u reaktivnosti sIgA u ileumu (Castillo i sur., 2008) nije u suglasju s našim  nalazom o porastu brojnosti CD21+  B limfocita u cirkulaciji, jer će u zametnim stredištima Peyerovih ploča ileuma glavnina stanica nakon aktivacije (primerice B stanica koje pristižu u sluznicu crijeva iz cirkulacije) eksprimirati biljeg B limfocita, preteča plazma stanica koje luče imunoglobuline, pa tako i one IgA razreda. 

Naši podaci o stimulacijskom učinku MOS-a na cirkulirajuće imunosne stanice  su iznenađujući, s obzirom da  prebiotik MOS, po svojim osobitostima, pripada skupini nestaničnih modulatora populacija komenzalnih, odnosno patogenih mikrobiota probavnog sustava (što je u suglasju s našim podacima), te da je shodno tomu djelotvoran kao promotor rasta (što mi u ovom model sustavu nismo utvrdili), a manje kao imunostimulator (Castllo i sur., 2008). Međutim, podatak o imunostimulacijskom učinku MOS u našem istraživanju podupiru nalazi drugih autora (O'Quinn i sur., 2001; Newman i Newman, 2001; Davis i sur., 2004; Šperanda i sur., 2008). Tako, O'Quinn i sur. (2001) utvrđuju porast titra IgA protutijela u sekretima sluznice mliječne žlijezde krmača koje su s hranom dobivale MOS, dok Šperanda i sur. (2008) kod odbijene prasadi utvrđuju značajan porast ukupnih leukocita te limfocita i neutrofila iako je i u tom istraživanju izostalo poboljšanje proizvodnih pokazatelja. 
Kako se danas intenzivno traga za alternativama nekliničkoj uporabi antibiotika u hrani za konzumne životinje, dijelimo mišljenje mnogih istraživača da su prebiotici (poput MOS-a), zeoliti i imunomodulatori (Valpotić i sur., 2004), uz vakcine i imunoterapiju monoklonskim protutijelima (Nagy i Fekete, 2005), tvari od izbora (Lalles i sur., 2007), prvenstveno kao promotori rasta i regulatori crijevnih mikrobiota (Spring, 2003), ali i kao preventivna sredstva  za suzbijanje i kontrolu infekcija, posebno crijevnih, izazvanih enterotoksigenim sojevima bakterije E. coli  u mlade netom odbijene prasadi (Zang i sur., 2003; Duncker i sur., 2006).
Naime, unapređivanje općeg zdravlja probavnog sustava mlade prasadi uporabom polisaharidnih/oligosaharidnih (poput MOS-a) analoga crijevnim receptorima, koji bi vezivanjem intraluminalnih bakterija blokirali njihovu adheziju za sluznicu crijeva i time spriječili izazivanje infekcija, primjenom zeolita koji bi adsorbirali njihove toksične proizvode, kao i davanjem imunmodulatora, koji bi pojačavali urođenu i stečenu otpornost životinje prema bolestima probavnog sustava koje su neminovne u perinatalnom razdoblju, ali i nakon odbića. Takav bi pristup rezultirao boljim zdravstvenim i proizvodnim pokazateljima u intenzivnoj svinjogojskoj proizvodnji.
7. ZAKLJUČCI

Temeljem dobivenih rezultata izveli smo zaključke glede utjecaja pripravka MOS-a  na istraživane pokazatelje u odbijene prasadi, koje smo grupirali kao proizvodne, zdravstvene i imunosne.

 Proizvodni pokazatelji 

U prasadi iz skupine tretirane nutraceutikom MOS-om u odnosu na kontrolu zabilježen je:

· 
slabiji unos hrane, 

· 
slabiji prirast i nižu prosječnu tjelesnu masu na kraju istraživanog razdoblja, 

· 
nižu, odnosno bolju  konverziju hrane. 
Zdravstveni pokazatelji

Pojavnost i jačinu crijevnih infekcija pratili smo dnevno tijekom trajanja pokusa, i utvrdili da prasad tretirana MOS-om ima:

· 
niži zbirni stupanj jačine proljeva,

· 
nižu prosječnu jačinu proljeva tijekom pokusnog razdoblja od 35 dana,

· 
više uginuća od kontrolne, netretirane prasadi.

· 
nižu brojnost CFU/mL u jejunumu 35. dana pokusa,

· 
manji broj hemolitičkih izolata bakterije E. coli izdvojenih iz rektalnih obrisaka tijekom pokusa. 
Imunosni pokazatelji

Sustavna stanična imunost bila je na znatno višoj razini u prasadi tretirane MOS-om  nego u netretirane prasadi. Tako smo, u perifernoj krvi utvrdili:

· 
porast udjela CD45+  stanica od 21. do 35. dana pokusa,

· 
porast udjela subpopulacija CD4+ (Th)  i  CD8+  ( Tc)  T limfocita od 28. do 35. dana pokusa, odnosno od 21. do 28. dana pokusa, 

· 
porast udjela CD21+ B limfocita od 21. do 35. dana pokusa, 

· 
porast udjela subpopulacije dvostruko pozitivnih CD4+  CD8+  T limfocita 28. dana pokusa.
Slijedom navedenoga, možemo izvesti opći zaključak da je manna oligosaharid, bio najučinkovitiji u pojačavanju nespecifične sustavne imunosti, tako što je značajno potaknuo proliferaciju subpopulacija cirkulirajućih imunosnih stanica, što je rezultiralo i održavanjem boljeg zdravlja probavnog sustava odbijenika. Međutim, pripravak nije pokazao učinkovitost kao promotor rasta (u primjenjenoj koncentraciji u hrani nije djelovao na unos hrane i prirast tjelesne mase) u ovom modelu istraživanja, s izuzetkom postizanja niže konverzije hrane.
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9. SAŽETAK
Ana Bach
Učinkovitost manan oligosaharida (Bio Mos®) kao zamjene antibiotskim promotorima rasta u odbijene prasadi

Cilj ovog istraživanja je istražiti učinkovitost mannan oligosaharida dobivenog is stanične stijenke kvasca kao moguće zamjene antibiotskim promotorima rasta u hranidbi odbijene prasadi. Pokus je proveden na 46 prasadi (28 dana stare sa 7.25±0.15 kg TM) koja je podjeljena na kontrolnu i pokusnu skupinu i hranjena komercijalnom smjesom bez antibiotika ili ostalih antimikrobnih preparata tijekom 5 tjedana nakon odbića. Pokusna skupina je u smjesi dobivala 0.2% pripravka (BioMos®) tijekom cijelog perioda istraživanja. Uzorke krvi za protočnu citometriju uzimali smo tjedno od 7 prasadi od koje smo 0., 14., 21. i 35. dana pokusa uzimali i rektalne obriske za bakteriološku pretragu. Prasad je svakodnevno promatrana radi uočavanja pojave i jačine proljeva ili dugih kliničkih znakova poremećaja zdravstvenog stanja. Sva prasad i hrana je vagana tjedano radi praćenja proizvodnih pokazatelja. Skupina prasadi tretirana MOS-om imala je nižu prosječnu TM (16,65 kg što je za 5,45 % niže od kontrolne prasadi) na kraju istraživanja, uz nešto nižu konverziju (2,01) od kontrole (2,17) te nešto slabiji PDP/PDUH (268g/539g) u odnosu na kontrolu (296g/641g) tijekom 5 tjedana trajanja pokusa. Prasad iz kontrolne skupine imala je najveću pojavnost proljeva (12/23 ili 52%), dok je MOS-om tretirana prasad imala znatno nižu pojavnost proljeva (6/23 ili 26%). PJP je bila najviša u kontrolne prasadi (1,54), dok je prasad u skupini tretiranoj MOS-om imala nešto manju PJP (1,23). Međutim, broj uginuća bio je veći u skupini prasadi tretiranoj MOS-om (5/23 ili 21%) u usporedbi s kontrolom (4/23 ili 17%). Statistički značajno više (P<0.01) vrijednosti udjela CD45+ stanica u odnosu na kontrolu zabilježili smo od 21. do 35. dana; CD4+ pomoćničkih T limfocita (Th), između 28. i 35. dana (P<0.01); CD8+ citolitičkih T limfocita (Tc) između 21. i 28. Dana (P<0.01); CD4+CD8+ T limfocita 28. dana(P<0.05); CD21+ B stanica između 21. i 35 dana (P<0.01). Testirani pripravak je bio najučinkovitiji u pojačavanju nespecifične sustavne imunosti te smanjenju pojavnosti I jačine proljeva, međutim nije pokazao učinkovitost kao promotor rasta, s izuzetkom postizanja niže konverzije hrane.

Ključne riječi: manan oligosaharid, odbijena prasad, zdravstveno stanje, proizvodnost
10. SUMMARY
Ana Bach

Efficiency of mannan oligosacharide (BioMos®) as an alternative to antibiotic growth promoters in weaned pigs
Aim of this investigation was to evaluate the efficiency of mannan oligosaccharide obtained from the yeast cell wall as a possible alternative to antibiotic growth promoters in diets of weaned pigs. Trial was conducted on 46 piglets (28 days old with 7.25±0.15 kg BW) that were assigned to control and experimental group and fed a commercial feed mixture without antibiotics and other antimicrobials during 5 weeks after weaning. Experimental group received feed with 0.2% of BioMos® during the entire trial. Blood samples for flow cytometry were collected from 7 pigs from which rectal swabs for bacteriology were also taken on days 0., 14., 21., and 35. Pigs were monitored daily for onset of diarrhea and other clinical signs of illness. All pigs and feed were weighed weekly for the monitoring of performance. Piglets treated with MOS had lower average BW (16,65 kg which is 5,54% lower from control); better feed conversion (2,01 compared to 2,17); and lower ADG/ADFI (268/539 g compared to 296/641 g) during 5 weeks of the experiment. Control piglets had the most diarrhea incidence (12/23 or 52%), while the treated piglets had (6/23 or 26%). Average diarrhea score was higher in the non treated piglets (1,54) compared to (1,23) of the treated piglets. However, overall mortality was higher in the treated group (5/23 or 21%) compared to non-treated piglets (4/23 or 17%). Significantly higher (P<0.01) values of CD45+ cells were recorded in treated pigs from days 21. to 35.; CD4+ T helper lymphocytes (Th), from days 28. to 35. (P<0.01); CD8+ cytolytic T lymphocytes (Tc) from days 21. to 28. (P<0.01); CD4+CD8+ T lymphocytes on day 28. (P<0.05); and CD21+ B cells from days 21. To 35. (P<0.01). Mannan oligosaccharide was most efficient in increasing the level of non specific system immunity and the reduction of incidence and severity of diarrhea. However it did not increase performance of treated animals with the exception of decreasing feed conversion ratio.
Key words: mannan oligosaccharide, weaned pigs, health status, performance

