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Abstrakt Dva pripravky s obsahom huminovych latok boli
porovnané v suvislosti s ich u¢inkom na niektoré imunologické
parametre u prasiatok. Celkovo 18 kusov krizencov (Slovenské biela
oSipana x Landrace) bolo rozdelenych do troch skupin: kontrolna a
dve pokusné. Prasiatka v pokusnych skupindch boli kfmené
kimnymi zmesami s pridavkom dvoch roznych pripravkov s
huminovymi ladtkami v mnozstve 6 g/kg: HUMAC® Natur AFM
(skupina HN) a HUMAC® Natur AFM MycotoxiSorb (skupina
HNM). V skupine HNM bola zaznamenana signifikantne vySSia
fagocytarna aktivita oprati kontrole. Signifikantne vySSie zastUpenie
pomocnych T lymfocytov a vysi pomer CD4:CD8 bol
zaznamenany Vv skupine HN oproti skupine HNM. Efekt
huminovych l&tok bol vyrazny iba na zaciatku experimentu, na 27.
denn nebol zaznamenany vyznamny vplyv podavanych latok na
sledované parametre.
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1. UvoD

V zaujme odbornikov z oblasti vyzivy zvierat je hl'adat’ stdle nové
bioaktivne latky, ktoré by pozitivne ovplyvnili zdravie zvierat a
zlepsili produkéné ukazovatele. K takymto latkam sa uz bezpochyby
radia g huminové laky, o ktoré vo vyZive zvierat vzréstol
mimoriadny zaujem v poslednych dvoch desatro¢iach. Jedna sa o
skupinu prirodnych organickych zlacenin vznikajicich v péde. V
prevazngj miere pozostavaju z frakcii huminovych kyselin,
fulvovych kyselin a huminov, v menSg miere obsahuji ulmové
kyseliny a v stopovych mnozstvach minerdine latky, ako su Zelezo,
mangan, med a zinok (Aiken a kol. 1985, Stevenson 1994). Svoje
uplatnenie si nasli v pol'nohospodarstve, priemysle, ale aj v oblasti
ochrany Zivotného prostredia. Pre svoje analgetické, antimikrobidlne
a protizapalové u¢inky sa vyuzivaju v humannej a veterinarnej
medicine avo farmakol 6gii (EMEA 1999).

Rb&znym druhom zvierat boli huminové latky podavané do krmiva
(El-Husseiny akol. 2008, Taklimi a kol. 2012, Abdel-Mageed 2012,
Arif akol. 2016) alebo do vody (Mirnawati a Marlida 2013, Lala a
kol. 2017). V ramci tychto a podobnych experimentov boli
pozorované zlepSenia roznych produkénych parametrov. Okrem
toho boli u zvierat zaznamenané aj imunostimulaéné ucinky, ktoré
sa prejavili zvySenou aktivitou buniek imunitného systému (Cetin a
kol. 2011, Dabovich a kol. 2003, Mudronova a kol., 2020).

Cielom tejto S$tudie bolo porovnat vplyv dvoch pripravkov,
obsahujlcich huminové létky, na vybrané ukazovatele imunitného
profilu (percentudine zastUpenie subpopulécii lymfocytov a
fagocytarna aktivita fagocytov) u prasiatok.

2. MATERIAL A METODIKA

V experimente boli pouZité prasiatka krizencov Slovenskej bielg
osipanej x Landrace v celkovom pocte 18 kusov. Na zaliatku
experimentu boli vo veku 34 dni a ich priemernd hmotnost’ bola
11,89 kg/ks. Zvierata boli umiestnené v priestoroch spifiajiicich
Standardné zootechnické poziadavky s priemernou teplotou 20 + 1,5
°C a relativnou vlhkostou 68 + 4,5 %. Pocas celého pokusu boli
prasata kifmené kompletnou kifmnou zmesou na baze kukurice,
pSenice, ja¢menia a séjového extrahovaného Srotu s nutricnym
zloZzenim zodpovedajcim normam pre prislusni kategoriu zvierat.
Za ucelom experimentu boli zvieratd rozdelené do troch skupin:
kontrolna skupina bez pridavku huminovych latok (n=6), pokusna
skupina ,,HN* s pridavkom 0,6 % HUMAC® Natur AFM (Humac
sr.0.,, KoSice, Slovakia) (n=6) a pokusna skupina ,HNM“ s
pridavkom 0,6 % HUMAC® Natur AFM MycotoxiSorb (Humac
s.r.0., Kosice, Slovakia) (n=6). V Tabulke ¢. 1 si uvedené
charakteristiky pouZitych pripravkov.

Vsetkym zvieratim bola na siedmy a dvadsiaty siedmy den pokusu
odobraté krv zo sinus ophtalmicus. Zrazeniu krvi bolo vo v&etkych
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vzorkéch zabranené pridavkom antikoagulantu (heparin 10 — 20
IU.ml-1 v PBS, Zentiva, Ceska republika). Vybrané imunologické
parametre boli analyzované pomocou prietokového cytometra BD
FACSCantoTM (Becton Dickinson Biosciences, USA) a softvéru
BD FACS DivaTM. Hodnotené subpopulacie lymfocytov boli
identifikované s pouZzitim kombinacii priamo zna¢enych mysacich
anti-prasacich  monoklondnych  protilatok: CD3e/CD21 a
CD4/CD8a (Tabulka ¢. 2). Bunky boli identifikované na zaklade
pritomnosti charakteristickych znakov ako: T lymfocyty (CD3+), B
lymfocyty (CD21+), pomocné T lymfocyty (Th; CD4+CD8-),
cytotoxické T lymfocyty (Tc; CD4-CD8+) a dvojito pozitivne T
lymfocyty (CD4+CD8+). Z vysledkov merani bol taktiez
vyhodnocovany pomer lymfocytov CD4:CD8. Fagocytéarna aktivita
bola vykonana pomocou komeréného testu Phagotest® (Celonic,
Nemecko). Na &tatistickd analyzu bola pouzita jednocestnA ANOVA
(Tukey’'s multiple comparisons test) v softvéri GraphPad Prism 8.0.
Vydedky st vyjadrené ako priemer + Standardné chyba priemeru
(SEM).

Tabul'ka ¢.1 Charakteristika pripravkov s huminovymi latkami

Parameter HUMAC Natur HUMAC Natur
AFM AFM MycotoxiSorb

Velkost’ ¢astic do 100 pm do 200 um

pH 58 58

Vihkost’ max. 15 % max. 21 %

min. 65 % v suSine
min. 5% v sudine
24,3 glkg

3,69 %

Huminové kyseliny min. 65 % v suSine
Fulvové kyseliny min. 5% v sudine
Hruba vldknina -

Popol nerozpustny v HCI -

Tabul’ka ¢. 2 Protilatky pouZitych na analyzu pomocou prietokovej

cytometrie
Protildtka  Fluorochrém  Klon Objemna  Vyrobca
50 pL Kkrvi
anti-CD3e  FITC BB23- 4puL BD
8E6 Biosciences,
USA
anti-CD4 FITC MIL 4L AbD Serotec,
17 UK
anti-CD8a  R-PE MIL 2L AbD Serotec,
12 UK
anti-CD21  R-PE BB6- 2L Suthern
11C9.6 Biotech, USA

Realizacia vyskumu bola schvédlend Etickou komisiou UVLF v
Kosiciach, €. povolenia EKVP/2023-01.

3. VYSLEDKY A DISKUSIA

Vybrané imunologické parametre boli hodnotené na zéklade
percentua neho zastdpenia lymfocytov a ich subpopulacii (Grafy 1-
7) a na z&klade fagocytarnej aktivity fagocytov (Graf 8). Celkovy
pocet lymfocytov nebol pridavkom huminovych latok signifikantne
ovplyvneny ani pri jednom z testovanych pripravkov. Na siedmy
den pokusu bol v§ak v skupine HNM zaznamenany trend zvysenia T
lymfocytov (p = 0,0866) pri porovnani s kontrolnou skupinou (Graf
2). Ostatné subpopulacie lymfocytov neboli v porovnani s
kontrolnou skupinou na siedmi defi ovplyvnené ani jednym z
podavanych pripravkov. Rovnako na 27. den pokusu nebol
pozorovany vyznamny vplyv podavanych pripravkov na
percentualne zastlpenie subpopulécii lymfocytov. AvSak v skupine
HN bolo na siedmi deii pokusu zaznamenané signifikantne vySSie
zastipenie pomocnych T lymfocytov v porovnani s HNM skupinou
(p < 0,05) (Graf 4), ade v porovnani s kontrolnou skupinou toto
zvySenie nebolo signifikantné. Toto signifikantne vySSie zastUpenie
pomocnych T lymfocytov v HN skupine oproti skupine HNM sa
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odzrkadlilo g na hodnoteni pomeru buniek CD4+ ku CD8+ (Graf
7). Vzajomnym porovnanim tychto dvoch skupin bola v siedmom
dni pokusu zaznamenana Statistickd vyznamnost' (p < 0,05). V
porovnani s kontrolnou skupinou vSak v Ziadnegl pokusne skupine
nebol zaznamenany signifikantny rozdiel pomeru buniek CD4+ ku
CD8+.

Graf ¢.1, Porovnanie percentua neho zastUpenia lymfocytov
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Graf ¢.2, Porovnanie percentua neho zast(ipenia subpopul&cie T
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Graf ¢.3, Porovnanie percentud neho zast(ipenia subpopul &cie B
lymfocytov (CD21+)
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V naSqg predchadzajlcej stadii, v ktorej boli prasiatkam podavané
huminové laky v pripravku HUMAC® Natur AFM (Humac s.r.o.,
KoSice, Slovakia) v 0,5 % koncentrécii, bol taktiez pozorovany
trend v naraste poctu sledovanych subpopulacii lymfocytov (CD3+,
CD21+, CD4-CD8+, CD4+CD8+) (Bujiidk a kol, 2023).
Zaznamenané bolo g signifikantné zvySenie podielu T pomocnych
lymfocytov (CD4+CD8-) (P< 0,001) a nesignifikantne zvyseny

pomer CD4+ k CD8+ v porovnani s kontrolnou skupinou. V
experimentalnej praci Mudroiiova a kol. (2020) doslo k
signifikantnému zvySeniu percentuéneho podielu CD4+ lymfocytov
u brojlerov kfmenych kfmnou zmesou s pridavkom huminovych
latok v 0,8 % koncentrécii. TaktieZ tu bol zaznamenany vyznamny
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pokles CD8+ lymfocytov, ¢o viedlo k Statisticky vys$$iemu pomeru
CD4.CD8. Podobné vysledky boli zistené g u hydiny, ktora bola
kifmena krmivom s pridavkom humatu (0,15 %) (Cetin a kol. 2011).
Vys§i relativny pocet lymfocytov bol pozorovany a u oSipanych,
ktorych krmivo bolo suplementované huminovymi latkami v 10 %
koncentrécii (Wang akal., 2008).

Graf ¢.4, Porovnanie percentudneho zastlpenia subpopuléacie
pomocnych T lymfocytov (CD4+CD8-)
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Graf ¢.5, Porovnanie percentudl neho zastUpenia subpopul écie
cytotoxickych T lymfocytov (CD4-CD8+)
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Graf ¢.6, Porovnanie percentudlneho zastUpenia subpopul &cie
dvojito pozitivnych T lymfocytov (CD4+CD8+)
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Na siedmy den pokusu bola v skupine HNM pozorovana
signifikantne vy&Sia fagocytarna aktivita v porovnani s kontrolnou
skupinou (Graf 8). Na 27. deii pokusu sa vSak uz tento vplyv
pripravku  HUMAC® Natur AFM MycotoxiSorb neprejavil.
Pripravok HUMAC® Natur AFM (Humac s.r.0., Kosice, Slovakia)
fagocytarnu aktivitu nijako neovplyvnil pocas celého pokusu,
podobne ako v naSgl predch&dzajicej Stadii pri pouziti 0,5 %
koncentracie (Bujndk a kol, 2023). Pozitivny vplyv huminovych
l&tok na fagocytarnu aktivitu bol preukézany vo viacerych &uadiach
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vykonanych na hydine (ELnaggar a El-Kelawy, 2018; Mudrofiova a
kol., 2020; Mudronova a kol., 2021).

Graf ¢.7, Porovnanie pomerného zastUpenia CD4:CD8 subpopul &cii
T lymfocytov
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Graf ¢.8, Porovnanie fagocytéarne aktivity
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Vysledky nasej, ale aj roznych inych $tidii naznacuja, ze huminové
latky m6zu mat’ okrem inych aj imunostimulaény uéinok. Pozitivny
efekt, ktory od pripravkov s huminovymi latkami oCakavame, sa
pravdepodobne vyraznejSie prejavuje u zvierat v rannom veku. Na
ucinok huminovych latok moéze vplyvat mnozstvo faktorov, akymi
sii: zlozenie humétov, ich mnoZstvo pouzité v pripravkoch, spdsob
podavania v diétach, druh zvierat a podl'a ELnaggara a El-Kelawyho
(2018) g chov zvierat v rbznych regionoch sveta liSiacich sa
podnebim. Imunomodulacny efekt huminovych latok mdze
teoreticky vyplyvat’ z tvorby komplexov humatov so sacharidmi,
ktoré sa viazu na povrch T lymfocytov a NK buniek a ovplyviuji
ich funkcie, vratane tvorby cytokinov, ¢im mézu d’alej ovplyviovat’
ostatné bunky imunitného systému (Terratol 2019).

4. ZAVER

Pozitivny imunomodulaény uéinok pridavku huminovych latok do
kimnych zmesi prasiat naznacuju, okrem inych, aj vysledky
predlozenej Stadie. AvSak efekt pripravkov sa preukazatelne
prejavil u prasiatok iba na zatiatku pokusu, teda kratko po odstave.
Pripravok HUMAC® Natur AFM MycotoxiSorb vyraznejSie
ovplyvnil fagocytarnu aktivitu a preukézal pozitivny trend na
zastipenie T lymfocytov na siedmi dent pokusu. Rovnako na siedmi
defi pokusu bolo vplyvom pridavku HUMAC® Natur AFM zvySené
zastUpenie pomocnych T lymfocytov, vyznamne v porovnani s
HNM skupinou.
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