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Summary

The aim of the study was to examine the influence of prebiotics (mannan oligosachacharides and S-glukanes)
on alternations in peripheral blood leukocytes and interleukin 1(IL1) activity in calves. Calves in group I
received feed supplemented by prebiotics. The second group of calves (group II) was the control group and
received the same feed, but without prebiotics. The leukocyte subpopulations were determined by flow cytometry
and the following parameters were assayed: the total number of leukocytes (WBC), general percentage of
lymphocytes (LYM) and their subsets CD2* (T lymphocytes), CD4* (T helper lymphocytes), CD8* (T suppres-
sor/cytotoxic lymphocytes) and WC4* (B lymphocytes) as well as neutrophils (PMNL) and mid-size leukocyte
per cent (MID), i.e. total value of monocytes, eosinophils and basophils. Additionally, the interleukin 1 activity
in serum of the calves was estimated during the study. The obtained results indicated that the percentage of
some subsets of T lymphocytes, such as CD 2* and CD 8", and also WC4", significantly increased in the peri-
pheral blood of the calves. A similar effect was observed for interleukin 1 (IL1) activity in the serum of the
studied calves. The remaining leukocyte parameters did not change significantly.
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Powszechne stosowanie przez szereg ostatnich lat
antybiotykowych stymulatorow wzrostu (ASW)
w hodowli zwierzat doprowadzito do zwigkszenia ry-
zyka narastania lekoopornos$ci zarazkdéw na antybio-
tyki oraz przenoszenia jej z patogendw zwierzecych
rowniez na ludzkie. W zwiazku z tym od 1 stycznia
2006 1. we wszystkich krajach UE wprowadzono bez-
wzgledny zakaz stosowania antybiotykowych stymu-
latorow wzrostu. Dla producentéw zwierzat hodowla-
nych skutki tej decyzji moga mie¢ jednak negatywny
wptyw na wyniki produkeji (2, 5, 7, 11).

Zakaz stosowania ASW wymusit koniecznos$¢ po-
szukiwania dla nich nowych alternatywnych zamien-
nikéw, ktore m.in. poprzez stymulacje naturalnych
mechanizmow obronnych organizmu zmniejszytyby
jego podatnos¢ na choroby, a tym samym umozhwﬂy
uzyskiwanie lepszych efektow produkcyjnych W zy-
wieniu zwierzat mozna stosowac rozne dodatki paszo-
we, ktore podobnie jak ASW wptywaja korzystnie na
mikroﬂorq przewodu pokarmowego, a takze posiada-
jainne pozytywne wlasciwosci (1, 3, 9). Jedna z alter-

natyw dla antybiotykow paszowych sa tzw. prebiotyki
(7).

Prebiotyki sa dodatkami paszowymi nie zawieraja-
cymi, jak wcze$niej stosowane probiotyki, zywych
mikroorganizmoéw, zawieraja natomiast substancje
odzywcze stymulujace wzrost naturalnej mikroflory
jelitowej przewodu pokarmowego zwierzat. Substan-
cje te dziataja rowniez ogolnie na organizm m.in. po-
przez wptyw na jego uktad odpornosciowy. Do pre-
biotykow zaliczane sa: fruktooligosacharydy, galakto-
ohgosacharydy oraz mannanoohgosacharydy (6, 10).
Coraz czgsciej stosowanym prebiotykiem w zywieniu
zwierzat jest wyciag ze §cian komorkowych drozdzy
Saccharomyces cerevisiae. Wyselekcjonowane 1 wy-
standaryzowane frakcje §cian komorkowych tych
drozdzy sa bogatym zrodlem naturalnych wielocukrow,
tzw. B-glukandw oraz mannanooligosacharydow
(MOS), ktore posiadaja silne wtasciwosci stymuluja-
ce uktad odpornosciowy. Mannanooligosacharydy
wptywaja ponadto korzystnie na mikroflor¢ przewo-
du pokarmowego, zapobiegajac przyleganiu bakterii
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patogennych do jego §luzowki. Wykazuja zwtaszcza
pozytywne dziatanie w walce z wysoce patogennymi
drobnoustrojami z rodzaju Salmonella, a takze bakte-
riami Escherichia coli, ograniczajac istotnie mozliwo$¢
zasiedlania przewodu pokarmowego przez te zarazki
(3,6, 8,9). Jednym z ostatnio wprowadzonych do ob-
rotu handlowych preparatow przeznaczonych dla zwie-
rzat gospodarskich zawierajacym MOS i S-glukany jest
Alphamune (Alpharma). Preparat ten stosuje si¢ u byd-
ta i $win jako dodatek do pasz w dawce 0,5-1 kg/tong.
Zawiera on wystandaryzowane frakcje 1,3-1,6 S-glu-
kandéw oraz f-mannany, w pelni wykorzystywane
zwlaszcza przez przezuwacze.

W oparciu o dotychczas opublikowane dane (3, 6,
8, 9) oczekiwano, ze prebiotyki moga wptywaé na na-
turalne mechanizmy obronne i odgrywa¢ pewna role
w utrzymaniu prawidtowego stanu zdrowotnego cie-
lat. Dlatego tez podjeto niniejsze badania w celu okres-
lenia wptywu mieszaniny prebiotykow — B-glukanow
1 mannanooligosacharydéw na odpornos¢ komorko-
wa 1 humoralna cielat w odniesieniu do zmian w sub-
populacjach obwodowych leukocytéw krwi oraz ak-
tywosci IL-1.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 12 klinicznie zdrowych cie-
lgtach, rasy ncb w wieku 6-8 tygodni o $redniej masie ciala
okoto 75 kg. Cielgta te podzielono na dwie rowne grupy.
Grupe I stanowity cielgta, ktore przez okres 7 tygodni otrzy-
mywaty pasz¢ z dodatkiem preparatu Alphamu-
ne (Alpharma) w dawce 14 g na zwierze¢ dzien-
nie. Grupe II (kontrolna) stanowily cielgta zy-
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(produkcji Serotec Ltd. Kidlington, Oxford, UK). Natomiast
dla oceny aktywnosci interleukiny 1 (IL-1) w surowicy
wykorzystano zestaw diagnostyczny ELISA (Quantikine®,
firmy R&D Systems) z wlasnymi modyfikacjami.

W przeprowadzonych badaniach oceniano dodatkowo
srednia mase ciata zwierzat w poszczegolnych grupach oraz
ich tygodniowe przyrosty, a takze stopien wykorzystania
paszy (FCR) przez te zwierzgta.

Analiza statystyczna otrzymanych wynikow przeprowa-
dzona byta w oparciu o $rednie arytmetyczne (X) i blad stan-
dardowy $redniej (SEM) badanych wskaznikow, a rdznice
znamienne statystycznie migdzy grupami zwierzat oce-
niono przy uzyciu testu t-Studenta na poziomie istotnosci:
p=<0,05p=<0,01ip=0,00I.

Wyniki i omowienie

Zmiany w obrazie biatokrwinkowym u cielat zywio-
nych pasza z dodatkiem prebiotykow i zwierzat kon-
trolnych przedstawiono w tab. 11 2. Roznice w ogo6l-
nej liczbie leukocytow (WBC) we krwi obwodowej
cielat nie byly istotne statystyczme migdzy badanymi
gmparnl zw1erza;r Istotnych réznic nie zaobserwowa-
no rowniez w warto$ciach wskaznika MID 1 odsetka
PMNL.

W trakcie doswiadczenia zaobserwowano natomiast
roznice istotne statystycznie dotyczace ogolnego od-
setka limfocytow we krwi obwodowej cielat (tab. 1).
Odsetek ten byt istotnie wyzszy u cielat doswiadczal-
nych w stosunku do kontrolnych (p < 0,01) w 42. dniu

Tab. 1. Wplyw paszy z dodatkiem prebiotykéw na wskazniki ukladu bia-
lokrwinkowego cielat

wione ta sama pasza bez dodatku prebiotyku.

Parametr
Badania laboratoryjn konan krwi

adania laboratoryjne wykonano we krwi || ype e LYM (%) PMNL (%) MID (%)
peinej i surowicy cielat. Krew do badan pobie- g
rano z zyly szyjnej zewnetrznej, przez okres grupa
7 tygodni, do probowek zawierajacych anty- I I I [ | ] | ]
koagulant (EDTA-K,, 0,07 mmol/l1 ml krwi), 0 9,30 | 8,83 | 70,00 | 80,67 | 24,00 | 17,67 | 6,00 | 5,00
dwukrotnie W ciagu tygodnia, zawsze w godzi- 2 10,93 | 12,95 | 67,33 | 76,67 | 2533 | 19,33 | 7,33 | 4,00
nach rannych przed karmieniem zwierzat.

We krwi pelnej oznaczano: ogdlna liczbg leu- 7 11,53 | 12,33 | 61,00 | 66,33 | 31,67 | 26,00 | 7,33 | 5,67
kocytow (WBC) z ocena jakosciowa poszcze- 9 11,47 | 12,17 | 65,33 | 68,67 | 26,00 | 25,00 | 8,67 | 6,33
golnych ich subpopulacji z podmg}em na limfo- 14 9.60 | 12,65 | 62,00 | 67,00 | 29.67 | 26,33 | 833 | 6,67
cyty (LYM), granulocyty obojgtnochlonne
(PMNL) oraz komorki $redniej wielkosci tzw. U L e s OO o TS
MID (mid-size leukocytes). Ostatni z wymienio- 2 8,80 | 12,10 | 64,67 | 59,00 | 27,67 | 32,00 | 7,67 | 9,00
nych parametrow, tj. wskaznik MID stanowi su- 23 8,63 | 11,50 | 67,33 | 64,33 | 24,67 | 2833 | 8,00 | 7,33
maryczng warto$¢ monocytow, bazofilow i eozy-

, . . . , . . 28 8,37 | 10,07 64,00 59,00 | 29,00 | 33,67 1,00 7,33
nofiléw krwi w jednostce objgtosci. Badania te
przeprowadzono przy uzyciu analizatora hema- 30 843 | 943 | 6867 | 61,67 | 23,33 | 29,67 | 8,00 | 8,67
tologicznego AutoCounter AC 920 (Swelab 35 950 | 8,83 67,67 68,00 | 23,67 | 23,00 | 8,67 | 9,00
Instrument AB, Sweden). W celu wykonania 37 9,07 | 977 | 70,00 | 61,33 | 27,33 | 30,67 | 567 | 8,00
szczegotowej analizy fenotypowej limfocytow
krwi obwodowej cielat wykorzystano cytometr 42 8,57 | 10,93 | 68,67** | 57,67 | 24,00 | 33,67 | 7.33 | 8,67
przeptywowy Coulter Epics XL 4C (Beckman 44 8,77 | 10,93 | 62,33 | 59,67 | 30,00 | 32,00 | 7,67 | 833
Coulter Company, USA) oraz panel przemwmgl = 942 | 1149 | 6590 | 6531 | 2650 | 27.31 | 752 | 7.28
monoklonalnych przeznaczonych do badania
subpopulacji llmfocyt()w T (CD2+), Th (CD4+), SEM 0,72 2,11 2,92 5,16 2,43 4,28 0,80 1,02

Ts/c (CD8") i B (WC4*) skoniugowanych z FITC

Objasnienia: *

*_p <00l
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Tab. 2. Wplyw paszy z dodatkiem prebiotykoéw na subpopulacje limfocytow krwi obwodowej oraz
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W przeprowadzo-

aktywnos$¢ interleukiny 1 w surowicy cielat nych badaniach zaob-
T serwowano r(')vlzniez
Daieit cD2* (%) cD4* (%) cD8* (%) wWea* (%) L1 pgmi) | ISTOTY WZrost aktyw-
; nos$ci interleukiny 1
(IL-1) w surowicy
' f ! i ! i ' i ' f krwi cielat zywionych
0 58,80 | 59,70 | 28,50 | 2575 | 18,43 | 18,73 | 18,53 | 18,63 | 0,10 0,20 | pasza z dodatkiem
2 61,17 | 56,00 | 3047 | 2395 | 2077 | 2133 | 2060 | 1833 | 020 | 030 | prebiotykéw (Alpha(i
7 6353 | 5733 | 27.90 | 2450 | 2073 | 1863 | 2223 | 2077 | 936+ | 020 | MUNE), notowany o
7. do 16. dnia trwa-
9 6447 | 6047 | 27,20 | 2255 | 20,77 | 1823 | 2120 | 2013 | 810* | 030 | iy dodwiadczenia
14 65,60 | 61,23 | 29,07 | 23,55 | 20,07 | 17,97 | 21,47 17,90 | 7,20* | 040 | (tab.2). Od wartosci
16 | 6573 | 60,20 | 30,20 | 2907 | 21,37 | 17.83 | 2313 | 19,30 | 7.18* | 020 WYJSCE)OI’VQJ /bhlSklEJ
21 | 6523 | 6040 | 3157 | 2073 | 2087 | 1833 | 2347 | 1043 | o0 | oz | 2¢O (0.1 pg/ml) ak-
tywno$¢ ta zwigkszy-
23 67,33 | 60,50 | 30,07 | 29,97 | 23,15* | 17,37 | 2590 | 17,43 | 0,20 020 | fasie w 7. dniu bada-
28 66,13 | 59,63 | 30,20 | 29,10 | 20,07* | 16,83 | 26,67 17,73 | 0,20 0,30 | niaiutrzymywatla si¢
30 67,37 | 60,43 | 29,70 | 24,95 | 20,40 | 16,30 28,87* | 18,40 | 0,30 0,40 | JOSZCZE HQPOC!WYZSTE-
nym poziomi€ w .
35 67,03 | 61,60 | 29,40 | 2565 | 18,87 | 16,50 | 28,77 | 21,47 | 0,20 0,20 yih p .
dniu  obserwacji.
37 65,27* | 52,50 | 29,87 | 28,43 | 19,3 | 17,20 | 25,0* | 17,50 | 0,20 010 | W tym samym czasie
42 63,97 | 53,67 | 29,57 | 30,20 | 19,70 | 18,33 27,07**| 18,30 | 0,10 0,10 | u zwierzat kontrol-
44 63,37 | 53,37 | 2157 | 32,20 | 2050 | 19,40 | 29,57* | 19,87 | 0,10 010 | nychnie stwierdzono
_ znaczacych zmian
X 64,63 | 58,34 | 2037 | 21,11 | 20,40 | 18,07 | 24,44 | 18,79 | 245 0,22 SO
W poziomie interleu-
SEM 0,89 7,52 1,33 4,06 1,13 0,98 1,08 2,21 | 0,07 008 | Kiny 1.
Objasnienia: * —p < 0,05; ** —p < 0,01 Zastosowanie jako
dodatku do paszy cie-

badania. Wyzsze warto$ci tego wskaznika u cielat zy-
wionych pasza z dodatkiem prebiotyku byty przede
wszystkim wynikiem zwigkszenia liczebnosci limfo-
cytow T (CD2") we krwi tych zwierzat (tab. 2). Wzrost
odsetka komorek CD2-pozytywnych byl wyraznie
widoczny juz po pierwszych 2 dniach podawania pre-
biotyku i utrzymywat si¢ on do konca prowadzonych
obserwacji, a roznice pomigdzy grupami byly istotne
statystycznie (p < 0,05) w 37. dniu trwania do§wiad-
czenia.

W badaniach oznaczono ponadto subpopulacjg¢ lim-
focytow Th (CD4") i Ts/c (CD8") (tab. 2). W obregbie
subpopulacji komorek CD4" nie zaobserwowano jed-
nak istotnych zmian pomigdzy badanymi grupami
cielat. Natomiast szczegotowa analiza subpopulacji
limfocytow CD8" (supresorowo-cytotoksycznych)
wykazata ich podwyzszenie u cielat otrzymujacych
dodatek prebiotyku (tab. 2). Wzrost ten byt istotny sta-
tystycznie w 21., 23. 1 28. dniu badania.

W przeprowadzonym do$wiadczeniu oceniono row-
niez odsetek limfocytow B (WC4¥) zaangazowanych,
jak wiadomo, w produkcje swoistych przeciwcial.
W grupie cielat kontrolnych odsetek tych limfocytow
utrzymywat si¢ na statym poziomie, natomiast w gru-
pie doswiadczalnej warto$ci te wzrosty znaczaco
w 30.,37.,42.144. dniu stosowania dodatku prepara-
tu Alphamune zawierajacego prebiotyki, a roznice
w porownaniu do kontroli byty istotne statystycznie
(tab. 2).

lat preparatu Alphamune zawierajacego preblotykl
w postaci mieszaniny B-glukandéw i f-mannandow
spowodowato istotny wzrost odsetka wybranych sub-
populacji limfocytoéw we krwi obwodowe;j cielat i1 ak-
tywnosci IL-1. U cielat otrzymujacych ten preparat
stwierdzono bowiem istotnie wyzsze wartosci zaro6w-
no w odniesieniu do odsetka limfocytow T, jak i B
w pordéwnaniu do zwierzat grupy kontrolnej. Jednak
na szczegolna uwage zasluguja zwtaszcza zmiany ob-
serwowane odnosnie do limfocytéw Ts/c, tj. supreso-
rowo-cytotoksycznych, a takze hmfocytow B (WC4Y).

Limfocyty Ts/c odgrywaja bowiem wazna rolg w pro-
cesie eliminacji komorek uszkodzonych pod wptywem
mutacji oraz zakazonych zarazkami chorobotworczy-
mi (4, 12). Natomiast limfocyty B uczestnicza aktyw-
nie w swoistej odpowiedzi immunologicznej zwigza-
nej z produkcja odpowiednich przeciwcial.

Stwierdzone immunostymulujace dziatanie prebio-
tykow zostato rowniez potwierdzone przez wielu in-
nych autorow, zwlaszcza w odniesieniu do mannano-
oligosacharydow (3, 8, 9).

Dziatanie immunostymulujace prebiotykow zwia-
zane jest glownie z pobudzaniem aktywnos$ci komo-
rek Zernych, np. neutrofilow i makrofagdéw za posred-
nictwem f3-glukanow, ktore taczac si¢ z receptorami
powierzchniowymi tych komoérek stymuluja je do pro-
dukcji cytokin, takich jak interleukina 1. Interleuki-
na 1 dziata z kolei stymulujaco na limfocyty T. Wy-
dzielana jest ona glownie przez monocyty, makrofagi
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Tab. 3. Wplyw paszy z dodatkiem prebiotykéw na przyrosty masy ciala i wskaznik wykorzystania paszy (FCR) cielat

Badany okres (tygodnie)
Parametr Gr. przed podawanie prebiotykow
doSwiadczeniem 1 2 3 4 5 6 7
$rednia masa cielat | ! 74 0,90 81,16 + 1,52 | 86,80 + 0,49 | 93,03 = 1,02 | 99,66 + 1,71 | 106,29 + 1,22 | 113,06 + 0,66 | 120,40 = 0,46
(kg) I 75 + 0,81 79,70 = 0,35 | 85,63 + 1,23 | 89,63 + 1,23 | 94,40 + 0,85 | 99,40 + 1,33 | 105,33 = 0,60 | 111,20 = 0,46
$rednie tyg. | 0 7,16+0,90 | 564+150| 6,23+1,20 | 6,63+1,20 | 6,63+1,10| 6,77+0,90| 7,34 +1,50
przyrosty m.c. (kg) | 0 4,70+ 0,70 | 5,93+1,20| 4,00+0,80 | 477+0,70 | 500+0,90| 593+1,20| 5,87+1,10
Wskaznik I 0 5,50 5,53 5,49 5,54 5,54 5,54 5,53
wykorzystania paszy
- FCR (kg/kg) I 0 6,50 5,50 6,01 5,50 5,53 5,54 6,60

oraz limfocyty T i B. IL-1 jest silnym czynnikiem ak-
tywujacym 1 roéznicujacym limfocyty T. Znalazto to
odbicie w zwigkszonej liczebnosci tych komorek. Jed-
nocze$nie doszto do pobudzenia i zwigkszenia odset-
ka poszczegdlnych subpopulacji limfocytow T, t;.
CD4"1CD8".

Limfocyty T uaktywniane moga by¢ rowniez za po-
$rednictwem innych cytokin, np. interleukiny 2 (IL-2),
nie analizowanej jednak w badaniach wtasnych. IL-2
produkowana jest gtéwnie przez limfocyty T CD4",
a takze CDS8". Interleukina ta dziata rowniez aktywnie
w procesie roznicowania 1 proliferacji limfocytow B.
Wzrost odsetka limfocytow B obserwowany w bada-
niach wlasnych sugerowa¢ moze wigc udziat i tej cy-
tokiny w procesie proliferacji limfocytow jako nastgp-
stwo immunostymulujacego dziatania stosowanych
prebiotykoéw. Badania w tym zakresie bgda rowniez
w przysztosci kontynuowane.

W przeprowadzonych badaniach oprocz zmian wy-
kazanych w statusie immunologicznym cielat zaob-
serwowano rowniez wyrazng popraweg efektow pro-
dukcyjnych w odniesieniu do przyrostow m.c. cielat
zywionych pasza z dodatkiem prebiotykow (tab. 3).
U cielat tych stwierdzono znacznie wyzsza $rednia
masg ciala w grupie jako nastepstwo wiqkszych tygo-
dniowych przyrostow masy tych zwierzat w porowna-
niu do grupy kontrolnej. Srednie tygodniowe przy-
rosty masy ciala u cielat w gr. I oscylowaly bowiem
w granicach od 5,64 + 1,50 do 7,34 + 1,5 kg i byly one
wyzsze od kontrolnych $rednio o 1,45 kg. Natomiast
w grupie kontrolnej przyrosty te byly generalnie niz-
sze 1 w przebiegu do$wiadczenia utrzymywaly si¢
w przedziale od 4,0 = 0,80 do 5,93 + 1,2 kg.

Korzystny efekt produkcyjny u cielat otrzymujacych
prebiotyki zaobserwowano rowniez w odniesieniu do
stopnia wykorzystania paszy (FCR), tj. ilo$ci paszy
(w kilogramach) przypadajacej na kg przyrostu m.c.
cielat (tab. 3). Wskaznik ten u zwierzat gr. [ wynosit
Srednio 5,52 1 byt on nizszy 0 0,36 w poroéwnaniu do
grupy kontrolnej W grupie kontrolnej ksztattowat si¢
on bowiem na $rednim poziomie rownym 5,88. Tak
wigc w wartosciach procentowych zuzycie paszy u cie-
lat doswiadczalnych bylo mniejsze o ponad 6%
(6,12%). Nalezy rowniez dodac, ze cielgta otrzymuja-

ce w paszy dodatek B-glukanow i MOS charakteryzo-
waly si¢ ponadto znacznie lepsza zywotno$cia 1 sta-
nem kondycyjnym, a ich podatno$¢ na infekcje, w tym
zwlaszcza uktadu pokarmowe go 1 oddechowego, byla
zdecydowanie nizsza niz u zwierzat kontrolnych.
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