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Utjecaj komercijalnog i
pokusnog probiotika na
humoralni imunosni odgovor
pilica u tovu cijepljenih protiv
virusa zarazne bolesti burze

A. Kavazovi¢*, E. Residbegovic, A. Gagic, E. Alibegovic-Zeci¢,
T. Goleti¢, C. Crnkié, A. Softi¢, A. Kustura i A. Koro

Sazetak

IstraZivanje je provedeno da bi se ispitao
utjecaj dodatka probiotika u vodi za pic¢e na
imunosni odgovor protiv virusa zarazne
bolesti burze pilica u tovu. Ukupno 240
jednodnevnih pilica Cobb 500 provenijence
nasumice su podijeljeni u tri skupine i to
dvije ogledne (P, i P,) i jednu kontrolnu (K)
svaka u 8 ponavljanja s po 10 pili¢a. Skupina
P, dobivala je komercijalni probiotik Probios®,
topivi prasak za perad firme Chr. HANSEN
A/S, Danska, a skupina P, pokusni probiotik
pripremljen prema vlastitoj recepturi.
Kontrolnu skupinu predstavljali su pili¢i bez
probiotickog tretmana. Probioticki tretman se
provodio u oglednih skupina pili¢a u prva tri
dana zivota i trodnevno pri cijepljenju pilica.
Tijekom ogleda svi pili¢i su cijepljeni u dobi
od 14 dana protiv virusa zarazne bolesti
burze cjepivom TAD GUMBORO®, sukladno

Kontrolom

titru kongenitalnih protutijela.
seruma pilica u dobi od 21 dan srednja
vrijednost titra protutijela u sve tri skupine
pili¢a bila je ujednacena. Medutim, u dobi od
33 dana ustvrdene su znacajno (P<0,05) vece
srednje vrijednosti titra protutijela u pilica
oglednih skupina u odnosu na kontrolnu
skupinu. Statisticka znacajnost razlika srednje
vrijednosti titra protutijela potvrdena je i
izmedu oglednih skupina u korist skupine
P, u kojoj su pili¢i dobivali komercijalni
probiotik Probios®. Pri kontroli seruma na
kraju tova, 42. dana, znacajno (P<0,05) vecu
srednju vrijednost titra protutijela imali su
pili¢i kojima je davan komercijalni probiotik
Probios®. U pli¢a iz skupine tretirane pokusnim
probiotikom ustvrdena je veca vrijednost
protutijela bez statisticke znacajnosti razlika,
u usporedbi s kontrolnom skupinom.
Kljuéne rijeci: pilici; tov;
protutijela; imunosni odgovor
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Uvod

Ekonomicnost  proizvodnje mesa
brojlera ovisi o odabiru najboljih
komercijalnih ~ hibrida, = provodenju

potrebnih uvjeta smjestaja i hranidbe te
primjeni specifi¢nih i nespecifi¢nih mjera
zdravstvene zastite proizvodnih jedinki.
Medutim, uvjeti u intenzivnom drzanju
komercijalnih  brojlerskih  pilica su
izrazito stresni, narocito u prvim danima
zivota, kada imunosni sustav i crijevna
mikrobiota jos uvijek nisu potpuno
razvijeni.

Koristenje probiotika tijekom tog
kriticnog razdoblja moZe poboljsati
opée zdravstveno stanje pilica i
proizvodne rezultate tijekom razdoblja
tova. Dosadasnja istrazivanja primjene
ukazuju da probiotici povoljno utjecu
na proizvodne rezultate i humoralni
imunosni odgovor bez Stetnih posljedica
na konzumente proizvoda mesa peradi, u
vidu pojave rezistencije mikroorganizama
i zadrZavanja rezidua u mesu peradi, Sto
je slucaj kod koriStenja antibiotika kao
promotora rasta (ReSidbegovi¢ i sur.,
2001., Kavazovic¢i sur., 2011., Salim i sur.,
2013., Manafi i sur., 2018.).

Probioticki preparati koji se koriste
u zivotinja u intenzivnoj proizvodnji
mogu sadrzavati jednu ili viSe vrsta
mikroorganizama. Kao mikrobni
probiotici koriste se bakterije iz rodova
Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium,
Enterococcus, Pediococcus, a zajedno s
Bacillus sp., kvascima (Saccharomyces
cerevisine) i filamentoznim gljivicama
(Aspergillus oryzae, Candida pintolopesii)
glavni su sastojak probiotickih preparata
koji se najcesce koriste u ishrani farmskih
zivotinja. Mlijecne bakterije se ubrajaju
u glavne probioticke mikroorganizme,
a obuhvacaju vise rodova, od kojih su
najvise istrazeni Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus i
Pediococcus (Fuller, 1999., Mahfuz i sur.,,
2017.). Probiotici, posebno laktobacili
mogu modulirati odgovor sistemskih
protutijela na brojne antigene u peradi.

Uloga probiotika ocituje se u povecanju
opce, nespecificne otpornosti organizma,
odnosno jacanju prirodne obrane
organizma.

Vedi titar protutijela protiv virusa
zarazne bolesti burze u brojlera
tretiranih probiotikom Protexin
zabiljezili su Kabir i sur. (2004.), a
rezultati Nikpirana i sur. (2013.)
pokazuju da dodatak istog probiotika
znacajno (P<0,05) povedava imunosni
odgovor u brojlerskih pili¢a na cjepivo
protiv virusa Newcastelske bolesti u
usporedbi s pili¢cima kontrolne skupine
i skupine tretirane probiotikom.
Dodavanjem probiotika Bacillus subtilis
(50 mg/kg), Khaksefidi i Ghoorchi
(2006.) su ustvrdili znacajan pozitivan
utjecaj (P<0,05) na rast titra protutijela
u pili¢a 10 dana nakon cijepljenja protiv
Newecastelske bolesti. Nayebpor i sur.
(2007.) su ispitivanjem dodatka 0,1%
i 0,15% probiotika Primalac u hrani
ustvrdili znacajno vedi titar protutijela
u serumu tovnih pilica protiv virusa
zarazne bolesti burze u odnosu na
kontrolnu skupinu. Rezultati Landy i
Kavyani (2013.) ukazuju da bi dodavanje
0,9 g Primalac probiotika/kg hrane,
u uvjetima povecane ambijentalne
temperature, moglo imati pozitivan
utjecaj na imunosni odgovor nakon
cijepljenja protiv virusa zarazne bolesti
burze i virusa Newcastelske bolesti te
infektivnog bronhitisa.

Kontinuirana, programska uporaba
probiotickog sredstva pripremljenog
od inaktiviranog pekarskog kvasca,
vitamina C i laktoze pozitivno djeluje
na prosje¢nu vrijednost visine titra
protutijela protiv virusa zarazne bolesti
burze (Residbegovié i sur., 2001.).

Koristenjem ELISA testa Amakye-
Anim i sur. (2000.) ustvrdili su znacajno
(P<0,05) povecanje titra protutijela 14
dana nakon cijepljenja protiv uzroc¢nika
virusa zarazne bolesti burze kao i
znacajno (P<0,05) povecanje tjelesne
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mase pilica koji su hranjeni obrokom
s dodatkom 1000 ppm askorbinske
kiseline. Dodavanje 200 ppm vitamina C
u obroku brojlerskih pili¢a tijekom tova
rezultiralo je znacdajnim povecanjem
titra protutijela protiv uzroc¢nika virusa
zarazne bolesti burze ELISA testom
pri kontroli seruma 28 dana nakon
cijeplijenja (Lohakare i sur.,, 2005.).
Rezultati drugih autora pokazuju da
dodatak probiotika koji sadrzi Ccetiri
Bacillus speciesa i Saccharomyces boulardii
(Microguard®) ima pozitivne ucinke
na stvaranje protutijela protiv virusa
Newcastelske bolesti i virusa avijarne
influence (Manafi i sur., 2018.).

Materijali i metode

Za istrazivanje je ukupno koristeno
240 jednodnevnih pilica. Pili¢i su
podijeljeni u tri skupine (dvije ogledne
- P, i P, ijedna kontrolna - K). Svaka od
tri skupine je imala po 80 pili¢a i to 8
ponavljanja s po 10 pili¢a. Za hranidbu
pilic¢a tijekom tova od 42 dana koriStene
su kompletne krmne smjese: starter,
gover i finiSer. Pili¢i su tijekom tova
hranu i vodu dobivali ad libitum.

Komercijalni  probiotik  Probios®,
topivi prasak za perad firme Chr.
HANSEN A/S, Danska, sadrzavao je 1,1
x 10® CFU/g mlije¢nokiselinskih bakterija
vrsta Lactobacillus plantarum, Enterococcus
faecium, Lactobacillus casei; 25% natrijevog
tiosulfata; 55% sirutke u prahu i 20%
natrijeva silicijeva aluminata. Prema
preporuci proizvodaca pili¢i skupine
P, dobivali su preparat u vodi za pice u
koli¢ini od 1 mg po piletu pri svakom
tretmanu.

Pili¢i skupine P, su tretirani pokusnim
probiotikom koji se sastojao od dvije
odvojene  komponente  pripremljene
prema vlastitoj recepturi. Komponenta
koja je sadrzavala 5% inaktiviranog
pekarskog kvasca, 20% vitamina C, 4%
laktoze i 71% glukoze kao najprisutnijeg
nosaca davana je u kolicini od 0,3 g po

piletu, a kultura L. acidophilus izolirana
iz acidofilnog mlijeka aplicirana je u
koli¢ini od 1 mL pripremljene suspenzije
(10¢ CFU/mL) po piletu u vodi za pice pri
svakom tretmanu.

Probioticki tretman se provodio
prva tri dana Zivota i trodnevno pri
cijepljenju pilica (dan prije, na dan i
dan nakon cijepljenja). Pili¢i iz sve tri
skupine su u dobi od 14 dana cijepljeni
protiv virusa zarazne bolesti burze
cjepivom TAD GUMBORO®, sukladno
titru kongenitalnih protutijela. Kontrolnu
skupinu predstavljali su pili¢i bez
probiotic¢kog tretmana.

Uzorci krvi za seroloska ispitivanja
uzeti su od jednodnevnih pilica
za odredivanje titra kongenitalnih
protutijela. Tijekom kontrole krv je
uzorkovana od pilic¢a iz svake skupine (po
dva pili¢a po ponavljanju) u dobi od 21,
33142 dana, odnosno ukupno 16 uzoraka
krvi po skupini. Za utvrdivanje ELISA
titra protutijela protiv virusa zarazne
bolesti burze koristen je komercijalni
imunoenzimski test FlockChek® IBD
Antibody Test Kit, sukladno uputstvu
proizvodaca (IDEXX Laboratories Inc.,
SAD).

Statisticka analiza

Za obradu dobivenih podataka
koristen je statisticki program Minitab
Release 14 for Windows (Minitab, 2003).
Rezultati su obradeni jednostrukom
analizom varijance (One-way ANOVA),
a za testiranje razlika srednjih vrijednosti
koristen je Tukey test (Tukey 95%
Simultaneous Confidence Intervals).
Za provodenje analize varijanse svi
rezultati su prethodno transformirani u
logaritamske (log 10) vrijednosti nakon
Cega je Ryan-Joiner test normaliteta

(Minitab, 2003.) pokazao priblizno
normalnu raspodjelu frekvencija
transformiranih  vrijednosti  (P>0,05).

Statisticka znacajnost razlika utvrdena je
na razini od P<0,05.
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Rezultati i rasprava

U Tabeli 1 prikazane su srednje
vrijednosti titra protutijela u pilica
nakon cijepljenja protiv virusa zarazne
bolesti burze tijekom razdoblja tova.
Kontrolom seruma pilica u dobi od 21
dan srednja vrijednost titra protutijela
bila je ujednacena u sve tri skupine pili¢a,
a analizom varijance izmedu srednjih
vrijednosti nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike (P<0,05), sto je sukladno
rezultatima Cardoso Bitterncourt i
sur. (2014.) koji su ustvrdili vedi titar
protutijela protiv virusa Newecastelske
bolesti bez statisticke znacajnosti, u
usporedbi s kontrolnom i skupinom
tretiranom antibiotikom kao promotorom
rasta. U nasim istraZivanjima, pri kontroli
humoralnog imunosnog odgovora u
pilica u dobi od 33 dana utvrdene su
znacajno (P<0,05) vece srednje vrijednosti
titra protutijela protiv virusa zarazne
bolesti burze u pilica oglednih P i P,
skupina u odnosu na kontrolnu skupinu.
Pored toga, potvrdena je i statisticka
znacajnost razlika srednje vrijednosti
titra protutijela izmedu ogledne P, i P,
skupine.

Na kraju tova, 42. dana, ustvrdena
je znacajno veca (P<0,05), odnosno
veca srednja vrijednost titra protutijela
u pili¢a P, i P, skupine, respektivno, u
usporedbi s kontrolnom skupinom.

Utvrdene, znacajne razlike u produkciji
protutijela oglednih u odnosu na
kontrolne jedinke mogu se pripisati
probiotskim mikroorganizmima koji
sigurno pomazu u iskoriStavanju
hranjivih tvari nuznih za produkciju
protutijela. Fuller-ovi (1989.) pokusi
in wvitro pokazali su da limfociti
periferne krvi ljudi stimulirani malim
koli¢inama jogurta koji je sadrzavao
zive laktobacile proizvode 3-4 puta vise
interferona nego kontrolne stanice, sto
je i klini¢ki dokazano. Pored povecdane
produkcije  interferona, autor je
ustanovio i povecanje broja B limfocita,
stanica ubojica iIgG. Slozen mehanizam
djelovanja objasnjava ¢injenicom da se
laktobacili adheriraju za limfocite koji
produciraju interferon, $to bi mogao
biti bitan dio procesa stimulacije.
Rezultati nasih istrazivanja ukazuju
na mogudi pozitivan ucinak komercijal-
nog i pokusnog probiotika na stvaranje
protutijela protiv virusa zarazne bolesti
burze i suglasni su s rezultatima drugih
autora koji su ispitivali utjecaj razli¢itih
probiotika na humoralni imunosni odgo-
vor u brojlerskih piliéa (Amakye-Anim
i sur., 2000., Residbegovi¢ i sur., 2001.,
Lohakare i sur., 2005., Kavazovic¢ i sur.,
2011.). Vedi titar protutijela protiv virusa
zarazne bolesti burze u brojlera tretira-
nih s probiotikom Protexin zabiljezili su
Kabir i sur. (2004.), a rezultati Nikpiran-a

Tabela 1. Srednje vrijednosti ELISA titra protutijela protiv zarazne bolesti burze u pilica tijekom ogleda

Dob pilic¢a

11243 11388
33 2947°¢ 2675°
42 2014° 18532

K - Kontrolna skupina

P, - Ogledna skupina tretirana komercijalnim probiotikom

P, - Ogledna skupina tretirana pokusnim probiotikom

11054 0,702
21712 356 0,001
14512 374 0,019

SD - Zajednicka (dijeljena) standardna devijacija za sve srednje vrijednosti u istom redu udruzena s One-way ANOVA

procedurom u programu Minitab 14 (Minitab, 2003.).

e - yrijednosti u istom redu koje ne sadrze istu slovnu oznaku znacajno se razlikuju na razini od P<0,05.
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i sur. (2013.) ukazuju da i dodatak istog
probiotika znacajno (P<0,05) povecdava
humoralni imunosni odgovor u broj-
lerskih pilica na cjepivo protiv virusa
Newcastelske bolesti u usporedbi s pilici-
ma kontrolne skupine i skupine tretirane
probiotikom.

Ispitujuci ucinke dodavanja
probiotika Protexin®, rezultati Hajati
i sur. (2014.) upucuju na zakljucak da
se dodatkom spomenutog suplementa
postize  bolji humoralni imunosni
odgovor u roditeljskih jedinki Cobb
500 protiv virusa zarazne bolesti burze,
avijarne influence i Newcastelske bolesti,
ali da bi trebalo provesti istrazivanja
u cilju procjene kako razliciti faktori:
starost, genetika, ishrana, zdravstveni
status i uvjeti drzanja mogu utjecati na
primjenu probiotika.

Dodavanje probiotika koji sadrzi
Cetiri Bacillus speciesa i Saccharomyces
boulardii (Microguard®) pokazuje
pozitivan uéinak na tvorbu protutijela
protiv virusa Newcastelske bolesti i
virusa avijarne influence (Manafi i sur.,
2018.). Iako je prema literaturi vedi broj
istrazivanja u kojima se navode pozitivni
udinci primjene probiotika na humoralni
imunosni odgovor u brojlerskih pilica,
evidentni su i navodi nekih autora (Dibaji
i sur., 2015.)) da dodatak probiotika
(Biomin i Protexin, respektivno) nema
stimulirajudi utjecaj na porast protutijela
i imunosni odgovor u brojlerskih pilica
cijepljenih protiv virus bolesti zarazne
bolesti burze, virusa Newcastelske
bolesti i virusa Infektivnog bronhitisa,
a izostanak stimulacije humoralne
imunosti autori vezuju za vrstu i sojeve
bakterija prisutnih u probiotiku.

Zakljucak

Primjena komercijalnog (Probios®) i
pokusnog (kultura Lactobacillus acido-
philus izolirana iz acidofilnog mlijeka,
inaktivirani pekarski kvasac, vitamin C
i laktoza) probiotika, temeljem rezultata

dobivenih ovim istrazivanjem, ukazuje
na njihov potencijalno pozitivan ucinak
na humoralni imunosni odgovor nakon
cijepljenja protiv virusa zarazne bolesti
burze piliéa u tovu, mogucde je unaprije-
diti mehanizam interakcije specificne i
nespecifi¢ne imunomodulacije.
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Effect of commercial and experimental probiotics on immune
response to Infectious Bursal Disease vaccination in broiler

chickens
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The experiment was conducted to evaluate
the effect of probiotics in drinking water on
the immune response against Infectious Bursal
Disease Virus (IBDV) in broiler chickens. A
total of 240 one day old broiler chicks (Cobb
500) were randomly divided into three groups.
Two groups (P, and P,) were experimental and
one was control (K), each with eight replicate
pens of ten chicks. Chicks of the P, group
were given the commercial probiotic Probios®,
soluble poultry powder (Chr. HANSEN A/S,
Denmark) and chicks of the P, group were
given an experimental probiotic prepared
according to an original recipe. Chicks of the
control group received no treatment. Probiotic
treatment was given to the experimental
groups during the first three days of life and
for three days during the vaccination of chicks.
During the experiment, chicks were vaccinated
at 14 days of age against IBDV with the TAD
GUMBORO® vaccine in accordance with

congenital antibody titers. Controlling the
immune response against IBDV at 21 days of
age, the mean value of the antibody titer was
uniform in all three groups of chicks. However,
at 33 days of age, a significantly (P<0.05) higher
mean antibody titre was found in chicks of
the experimental groups compared to the
control. Statistically significant differences in
mean values of the antibody titers were also
confirmed among the experimental groups in
favour of the P, group. At 42 days of age, at the
end of the fattening period, chicks treated with
the commercial probiotic Probios® (P,) showed
significantly (P<0.05) higher antibody titres
than the control. A higher antibody value was
determined in chicks from the group treated
with experimental probiotics, but without
statistical significance compared to the control
group.

Key words: broiler chickens; fattening;
probiotics; antibodies; immune response
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