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Probiotiki se vse bolj uveljavljajo tudi kot krmni dodatki. Namen nase naloge je bil
ugotoviti ali se probioti¢na seva Lactobacillus (Lb.) gasseri LF221(Rif ") in Lb.
gasseri K7(Rif ") pripenjata na ¢revesno sluznico odstavljenih pujskov, ali vplivata
na morfometricne parametre Crevesnih resic in na sestavo mikrobne zdruzbe
sluznice tankega Crevesa ter ali obstaja povezava med parametri ¢revesnih resic in
rastnimi parametri. Raziskava je bila opravljena in vivo na 24-ih odstavljenih
pujskih, naklju¢no razdeljenih v 3 poskusne skupine. Pujski dveh poskusnih skupin
so prejemali 2 tedna enkrat dnevno po 5 x 10" ke laktobacilov seva Lb. gasseri
LF221(Rif ") oziroma K7(Rif ). Tretja skupina je bila kontrolna. Pujske smo
stehtali ob vhlevitvi ter 5., 13. in 19. dan. Po 2 pujska iz vsake skupine smo 5. in
20. dan zrtvovali ter odvzeli vzorec dvanajstnika, tesCega in vitega Crevesa za
morfometricne meritve ¢revesnih resic in mikrobiolosko analizo ¢revesne sluznice.
Ugotavljali smo razlike med skupinami in znotraj skupine v prirastu in viSini
¢revesnih resic posameznega dela Crevesa, vpliv dodanih probiotikov na prirast
pujskov, povezavo med visino resic in telesno maso, sposobnost poselitve oziroma
zadrzevanja omenjenih sevov v cCrevesu ter mikrobiolosko sestavo cCrevesne
sluznice. Seva LF221(Rif ") in K7(Rif ") smo odkrili v ¢revesni sluznici posameznih
zivali 5. dan, v blatu in vsebini posameznih delov ¢revesa pa tudi 20. dan, ko je
minilo 6 dni od zadnjega odmerka. Razlike v prirastu med skupinami pujskov niso
bile statisticno znalilne. Znacilne povezave med telesno maso ali aplikacijo
probioticnih sevov in viSino resic nismo ugotovili za nobeno skupino. Ugotovili
smo velike razlike v Stevilu koliformnih bakterij in laktobacilov med Zivalmi iz iste
skupine. Neposrednega vpliva aplikacije sevov K7(Rif ") ali LF221(Rif ") na §tevilo
koliformnih bakterij nismo ugotovili.
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Probiotics are increasingly used also as feed supplements in piglet nutrition. The
aim of our thesis was to investigate the adhesion of Lactobacillus (Lb.) gasseri
LF221(Rif ") and Lb. gasseri K7(Rif ") strains to intestinal mucosa of weaned
piglets, the possible effects of two strains on morphometrical parameters of
intestinal villi and on the composition of small intestine’s microflora, as well as to
establish whether there is a correlation between the intestinal villi parameters and
growth parameters. Research was performed in vivo on 24 weaned piglets,
randomly distributed in 3 groups. Pigs assigned to two experimental groups were
given 5 x 10" cfu of lactobacilli Lb. gasseri LE221(Rif ") or K7(Rif ") strain once
daily for two weeks. The pigs of the third group represented the control group. We
weighed the pigs at the beginning of experiment and also on day 5, 13 and 19. Two
pigs from each group were sacrificed on day 5 and 20 in order to obtain samples of
duodenum, jejunum and ileum for morphometrical analysis of intestinal villi and
microbiological examination of intestinal mucosa. The differences in weight gain
and height of intestinal villi from different parts among the groups and within
groups, effect of applied probiotics on the weight gain, correlation between villi
height and body weight, the colonization or persistence ability of two probiotic
strains and microbiological composition of intestinal mucosa were studied.
LF221(Rif ") and K7(Rif ") strains were detected in intestinal mucosa of individual
animals on day 5, while in faecium and in intestinal content of particular parts also
on day 20, i.e. six days after the last dose. The differences in weight gain among the
groups were not statistically significant. Significant effect of body weight or
probiotic application on the microvilli height was also not found in any group. We
established evident differences in coliform and lactobacilli viable counts among
animals within the same group. Direct effect of LF221(Rif ") or K7(Rif )
application on coliform counts was not established.
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1 UvVOD

Mlecnokislinske bakterije (MKB) tradicionalno uporabljajo pri pripravi fermentiranih zivil
in napitkov. Zaradi njihovega koristnega delovanja na ravnotezje ¢revesne mikroflore v
zadnjih tridesetih letih intenzivno proucujejo moznosti uporabe teh bakterij tudi v
terapevtske namene, v obliki probioticnih pripravkov. Pojem probiotik oznacuje eno ali
ve¢ kultur Zivih mikroorganizmov, ki po zauzitju v prebavilih ljudi ali zivali delujejo
koristno in izboljSujejo lastnosti avtohtone mikroflore prebavnega trakta gostitelja (Huis
in’t Veld in Havenaar, 1993).

Pogosta uporaba antibiotikov, ki se je zacela Ze v 50-ih letih 20. stoletja, je pripeljala do
Sirjenja antibioti¢ne rezistence in do kroni¢nih motenj crevesne mikroflore ob antibioti¢nih
terapijah. To je dodatno spodbudilo razvoj probioti¢nega koncepta, ki ponuja naraven
nacin vzpostavljanja in ohranjanja ravnotezja crevesne mikroflore. Probiotike lahko
uporabljamo v obliki liofiliziranih ali suSenih pripravkov ali pa jih dodajamo
fermentiranim, najpogosteje mle¢nim izdelkom. Te proizvode imenujemo tudi
»funkcionalna Zivila«. Pojem so uvedli v poznih 20-ih letih 20. stoletja na Japonskem,
nanaSa pa se na »Zzivila obogatena s specificnimi sestavinami, ki imajo koristen u¢inek na
zdravje ljudi« (Food for Specified Health Use - FOSHU) (Sanders in Huis in’t Veld, 1999).

Da bi se lahko nek mikroorganizem uporabil v humani ali zivalski prehrani kot probiotik,
mora zadovoljiti strogim probioti¢nim kriterijem (Kullen in Klaenhammer, 1999). Glavni
kriterij pri izbiri je sposobnost prezivetja v prebavnem traktu, kjer ustvarjajo ovire nizek
pH Zelodca, encimi prebavnega trakta in Zoléne soli v tankem crevesju (Baynes in
Dominiczak, 1999; Grill in sod., 2000). Svojo probioti¢no aktivnost pa lahko sevi izkazejo
le, ¢e imajo sposobnost pripenjanja (adhezije) in vsaj zaCasne naselitve v prebavilih
gostitelja (Rojas in Conway, 1996). Poleg naStetih lastnosti mora biti bakterijski sev
sposoben tekmovanja z obstojeCo mikrofloro za hranljive snovi, atmosferske potrebe in
mesta pripenjanja na cCrevesni epitelij. Zelo pomemben je antagonisticen odnos s
patogenimi mikroorganizmi, ki omogoc¢a zas¢ito pred infekcijami. Ohranjanje dobrega
zdravstvenega stanja zZivali predstavlja z zivinorejskega stalis¢a velik financ¢ni prihranek.

Probioti¢ni mikroorganizmi so tako bakterije kot tudi kvasovke. Pogosto vsebujejo
probioti¢ni pripravki mesSanico razlicnih mikroorganizmov. Najpogosteje kot probiotike
sreCujemo mlecnokislinske bakterije in bifidobakterije, saj so te bakterije obicajni
prebivalci prebavil ljudi in zivali.

Probiotiki so si uspesno utrli pot tudi na podrocje zivalske prehrane. Tako danes obstaja
cela vrsta bakterijskih pripravkov, ki so na voljo kot krmni dodatki. Najbolj so se uveljavili
v sodobnih intenzivnih rejah perutnine in prasicev, kjer je ekonomika reje tesno povezana z
zdravstvenim stanjem zivali. Pri intenzivni prasiCereji se prasi¢e odstavlja pri starosti 3 do
4 tedne. Tako dosezemo ve¢ gnezd na svinjo letno, posledi¢no ve¢ pujskov na leto, v
kon¢ni fazi pa vecji dobicek. Zgodnje odstavljanje pa prasicem povzroci stres, ki se odraza
v zmanjSani jeS¢nosti in v pogostih zdravstvenih motnjah, med katerimi je na prvem mestu
driska. Omenjene tezave lahko v najvecji meri omilimo z ustrezno prehrano, ki mora biti
kakovostna in ustrezati vsem normativom za odstavljene praSice. Poleg ustrezne krme
imajo v prehrani pomembno vlogo tudi krmni dodatki. Z njimi zaviramo razvoj bolezni ali
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izboljSujemo zdravstveno stanje zivali, s tem pa tudi njihove proizvodne lastnosti (Salobir
K. in Salobir J., 1995).

Trend razvoja probiotikov pa ni usmerjen le k prehranskim dodatkom, temvec se vse bolj
usmerja tudi k terapevtski uporabi. Za uveljavljanje uporabe probiotikov pa je predpogoj
dobro poznavanje avtohtone mikroflore. Eno najperspektivnejSih podrocij za nadaljnji
razvoj probiotikov je raziskovanje sprememb v gastrointestinalnem traktu, ki jih povzroc¢i
njihovo uzivanje (Kos, 2001).

Na Katedri za mlekarstvo Biotehniske fakultete so iz blata dojenckov izolirali seva
Lactobacillus gasseri LF221 in K7, ki imata probioti¢ne lastnosti. Poleg raziskav in vitro
so predhodno Ze izvedli poskus na odstavljenih pujskih, ki je pokazal, da seva prezivita
prehod skozi prebavila, pokazali pa so se tudi pozitivni trendi pri priraS¢anju in
izkoriS¢anju krme (Bogovi¢ Matijasi¢ in Rogelj, 2000; Bogovi¢ Matijasi¢ in sod., 2004)).
Ker je iz literature znano, da stresno stanje zivali po odstavitvi pogosto povzro¢i manjse
uzivanje krme in posledi¢no spremenjene morfoloske lastnosti ¢revesnih resic (Pluske in
sod., 1997), nas je zanimalo ali omenjena seva lahko preprecita ali vsaj omilita ta fenomen.

Namen naSega dela je bil zato ugotoviti ali imata omenjena seva tudi sposobnost
pripenjanja na crevesno sluznico pujskov, ali vplivata na morfometricne parametre
¢revesnih resic in na sestavo mikrobne zdruzbe sluznice tankega Crevesa ter Ce obstaja
povezava med parametri ¢revesnih resic in rastnimi parametri.

Postavili smo si sledeci hipotezi:
Na osnovi predhodnih raziskav, ki so pokazale prisotnost probioti¢nih sevov K7 in LF221
v blatu zivali Se nekaj dni po prenehanju aplikacije sevov, smo pri¢akovali, da imata seva

sposobnost pripenjanja na crevesno sluznico prasicev.

Predvidevali smo, da bi se ucinki probioti¢nih sevov lahko odrazali v morfologiji resic
tankega Crevesa in posredno priras€anju.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 PROBIOTIKI

2.1.1 Definicija probiotikov

Pojem “probiotik” (iz gr§¢ine “za Zivljenje”) je leta 1974 uvedel Parker in z njim
poimenoval krmne dodatke, namenjene izboljSanju rasti zivali (hote je pri tem posnemal
antonimno besedo “antibiotik”). Pojem je definiral kot “organizmi ali snovi, ki
pripomorejo k mikrobnemu ravnotezju” (Fuller, 1997).

Fuller (1999) je kasneje dopolnil to definicijo sledeCe: “Ziv mikrobni krmni dodatek, ki
ugodno vpliva na gostiteljsko zival tako, da izboljSa njeno mikrobno ravnotezje”. Fuller je
zelel poudariti, da gre za zive mikroorganizme, zato je izlo¢il besedo snov, ki bi sicer lahko
vkljucevala npr. tudi antibiotike (Nekrep, 2003).

Gilliland in Walker (1990) sta definirala probiotike kot izbrane mikroorganizme, sposobne
za zivljenje, ki imajo potencial za izboljSanje zdravstvenega stanja in prehrane ¢loveka ali
zivali po zauZitju.

Definicija, ki so jo povzele tudi FAO in WHO, opisuje probiotike kot »zive
mikroorganizme, ki imajo ugodne ucinke na zdravje gostitelja, Ce jih zauzije v zadostni
koli¢ini« (FAO/WHO, 2002). Pomembno pa je, da je u¢inke mogoce znanstveno dokazati.

2.1.2 Zgodovina raziskav probiotikov

Uzivanje fermentiranih mle¢nih izdelkov je bilo zabeleZzeno Ze v predbiblijskih casih,
probioti¢ni koncept kot takSen pa je nastal ob koncu prejSnjega stoletja z delom
Metchnikoffa na Pasteurjevem institutu v Parizu (Fuller, 1997). Metchnikoff se je zanimal
za procese staranja. OsredotoCil se je na crevesno mikrofloro kot vir zastrupljanja
(Tannock, 2002). Po Metchnikoffu je mikrobna zdruzba, ki se nahaja v ¢loveskem debelem
&revesu, vir strupenih snovi za gostiteljev Zivéni in krvoZilni sistem. Crevesne bakterije so
bile tako oznacene kot vir samozastrupljanja (Metchnikoff, 1907, cit. po Tannock, 2002).
Takrat je bilo ze znano, da kislo mleko ugodno vpliva na ¢loveSko prebavo. Metchnikoff je
izoliral mikroorganizme iz kislega mleka in jih oznacil za koristne (Fuller, 1999). UZzivanje
kultur fermentativnih bakterij naj bi omogocilo naselitev koristnih bakterij v prebavni trakt.
Mlecnokislinske bakterije so se zdele najprimernejSe, saj je bilo ugotovljeno, da naravna
fermentacija mleka s temi mikroorganizmi preprecuje razvoj za kislino obcutljivih bakterij,
vkljuéno proteoliti¢nih vrst (Metchnikoff, 1907, cit. po Tannock, 2002).

Takrat je veljalo, da je sestavo crevesne mikroflore mogoce z lahkoto spreminjati z
uzivanjem bakterij v hrani. Opis mikroflore pa je bil vse do 1960. leta zelo pomanjkljiv
(Tannock, 2002). Rettger (1935, cit. po Tannock, 2002) je navajal klostridije, laktobacile,
enterokoke in vrsto Escherichia coli kot §tevil¢no prevladujoce bakterije v blatu.
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Leta 1968 je King ugotovil ob¢utno spodbujanje rasti prasicev z dodajanjem bakterij vrste
Lactobacillus acidophilus v prehrano prasi¢ev (Tannock, 2002). Dodatna spodbuda za
uporabo probiotikov pri domacih zivalih so bila odkritja, povezana z negativnimi vplivi
antibiotikov, in priporocila, ki so prisla leta 1969 s strani takoimenovanega ,,Swann
Committeeja“, da se uporaba antibiotikov v zivalski krmi omeji na tiste, ki niso v uporabi v
terapevtske namene (Tannock, 2002). Tu se je pojavila niSa za probiotike. Reakcije proti
uporabi antibiotikov so temeljile na pojavljanju stranskih ucinkov antibiotikov, kot je
driska. Poleg tega pa so tedaj opazili, da lahko antibiotiki pospesijo kolonizacijo salmonele
v kokosjih prebavilih in s tem posredno ogrozajo zdravje ljudi. Podpora probiotikom je
prisla tudi s strani lobija proti aditivom, ki je videl antibiotike kot tujo snov, ki ne sme biti
prisotna v prehranski verigi. Z druge strani pa so imeli probiotiki prednost zaradi dejstva,
da so to mikroorganizmi, ki so vklju¢eni v prehrano Ze leta, pa vendar ni poznanih
negativnih u¢inkov.

Pomembno odkritje je bilo objavljeno leta 1973, ko sta Nurmi in Rantala komaj izvaljene
pis¢ance zascitila pred kolonizacijo ¢revesa s salmonelo z dodajanjem suspenzije ¢revesne
vsebine zdravih pis€ancev (Fuller, 1999).

Uporaba probiotikov je sedaj vsestransko sprejeta in Stevilne skupine znanstvenikov po
svetu poskusSajo odkriti mikroorganizme, ki kazejo razlicne funkcionalne ucinke, in
pripraviti meSanice definiranih vrst mikroorganizmov, ki bodo ucinkovale tudi v ¢revesju
(Fuller, 1999).

2.1.3 Probioti¢ni mikroorganizmi

Primarne bakterijske vrste, ki so jih omenjali kot probiotike, so bile Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei in bifidobakterije. Novejse taksonomske S$tudije pa so
pokazale, da so se pod imenoma L. acidophilus in L. casei v resnici skrivale razli¢ne
bakterijske vrste. Na podlagi taksonomskih $tudij so uvedli nekaj novih vrst, ki jih
zajemata omenjeni skupini laktobacilov. Drugi dve vrsti laktobacilov, med katerimi
najdemo mnoge komercialne probioti¢ne seve, sta Lactobacillus reuteri in Lactobacillus
plantarum. Bifidobakterije, ki jih sreCamo kot probiotike, pa pripadajo vrstam B. lactis, B.
longum, B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve in B. infantis (Holzapfel in sod.,
1998).
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Preglednica 1: Vrste laktobacilov inbifidobakterij, najpogostejsi probiotiki (Holzpfel in sod., 1998)

Skupina: Lactobacillus acidophilus Druge vrste laktobacilov
Lb. acidophilus Lb. reuteri
Lb. amylovorus Lb. plantarum
Lb. crispatus
Lb. gasseri
Lb. johnsonii
Skupina: Lactobacillus casei Vrste rodu Bifidobacterium
Lb. casei B. lactis
Lb. paracasei B. longum
Lb. rhamnosus B. adolescentis
B. animalis
B. bifidum
B. breve
B. infantis

Da nek mikroorganizem lahko uporabijo kot probiotik, mora izpopolnjevati zelo stroge
kriterije. Glavni izbirni kriterij je prezivetje v prebavnem traktu, kjer ustvarjajo prepreke
kislost Zelodénega soka, prebavni encimi in Zol¢ne soli v tankem ¢revesju. Odpornost proti
zolénim solem je pogosto povezana s hidrolazno (dekonjugacijsko) in steroid-7-
dehidroksilazno aktivnostjo bakterijskih sevov. Metabolizem zol¢nih soli pa je v
neposredni povezavi z metabolizmom holesterola. Moznost hipoholesterolicnega delovanja
probioti¢nih sevov je dodatna Zeljena lastnost, kajti poviSana koncentracija holesterola v
krvi povzro¢a hiperholesterolemijo, ki je eden od glavnih dejavnikov nevarnosti bolezni
srca in ozilja (Bayes in Dominiczak, 1999; Grill in sod., 2000).

2.1.3.1 Mlecnokislinske bakterije kot probiotiki

Mnoge od pozitivnih lastnosti mikroflore prebavil pripisujejo mlecnokislinskim
bakterijam, natan¢neje posameznim bakterijskim sevom, ki v glavnem pripadajo rodovoma
Lactobacillus in Bifidobacterium. Zeljeno delovanje mle¢nokislinskih bakterij na zdravje
cloveka zajema predvsem antagonisticno delovanje proti patogenim mikroorganizmom,
izboljSanje metabolizma laktoze, stimulacijo imunskega sistema, protikancerogeno
delovanje in znizevanje koncentracije holesterola v serumu (Sanders in Huis in’t Veld,
1999).

2.1.3.2  Lastnosti mle¢nokislinskih bakterij

Mlecnokislinske bakterije (MKB) so po Gramu pozitivne, nesporulirajo¢e mikroaerofilne
ali fakultativno anaerobne bakterije, katerih glavni produkt fermentacije je mlecna kislina.
Med MKB najdemo kokoidne (Lactococcus, Vagococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Aerococcus, Tetragenococcus, Streptococcus, Enterococcus) in palicaste (Lactobacillus,
Carnobacterium) bakterije. Ceprav rod Bifidobacterium pogosto opisujejo kot MKB, pa
taksonomsko bifidobakterije spadajo v drugi pododdelek eubakterij imenovan
Actinomycetes (De Vuyst in Vandamme, 1994). Mleénokislinske bakterije najdemo v
razli¢nih ekosistemih. Osamimo jih lahko iz fermentiranih zivil (meso, zelenjava, sadje,
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pijace ter mleko in mlec¢ni izdelki), silaz, rastlinskega materiala, naseljujejo pa tudi dihalni,
prebavni in genitalni trakt ljudi in zivali. Mle¢nokislinske bakterije so industrijsko
pomembni organizmi zaradi sposobnosti fermentacije in terapevtsko prehranskih u¢inkov.

2.1.3.3 Rod Lactobacillus

Po klasi¢nih fenotipskih znacilnostih so bakterije rodu Lactobacillus razdeljene v tri
osnovne skupine glede na pot fermentacije heksoz: homofermentativne, fakultativno
heterofermentativne in obvezno heterofermentativne. ModernejSe molekularne metode so
prinesle novo razdelitev rodu Lactobacillus, saj se posamezne fenotipsko zelo podobne
bakterijske vrste taksonomsko zelo razlikujejo (Tannock, 1999). Sodobna identifikacija
posameznih sevov temelji na ugotavljanju in primerjanju zaporedja nukleotidov 16S rRNA
gena (rDNA) oziroma na za posamezno vrsto specifi¢ni reakciji veriznega pomnozevanja s
polimerazo (PCR) (Neefs in sod., 1993).

2.1.4 Lastnosti, pomembne za ucinkovitost probiotikov

Da lahko probioti¢ni sevi izrazijo svojo aktivnost je pomembno, da imajo sposobnost
vezave na ¢revesno sluznico in vsaj zaCasne kolonizacije v prebavnem traktu gostitelja.
Ceprav mehanizmi adhezije niso popolnoma raziskani je znano, da gre za specifi¢ne in
nespecifi¢ne interakcije (Lee, 2004).

2.1.4.1 Sposobnost pripenjanja (adhezije)

Ena od lastnosti, ki jo uporabljajo pri selekciji probioti¢nih kultur, je sposobnost
pripenjanja na epitelne celice sluznice c¢revesa ljudi oziroma zivali. PreskuSanje
sposobnosti adhezije in vitro poteka na razli¢nih epitelnih celicah v tkivnih kulturah (Caco-
2, HT-29) ali na drugih modelih, kot je sveZe odvzeto tkivo iz Crevesa zivali (Bogovic¢
Matijasi¢ in sod., 2006), ¢revesna sluz (Ouwehand in sod., 1999), resuspendirani enterociti
(Spencer in Chesson, 1994) ali tkivne rezine (Vesterlund in sod., 2005). Ugotovljena je
bila velika korelacija med in vivo ter in vitro rezultati pri adheziji razli¢nih sevov
bifidobakterij (Crociani, 1995, cit. po Fuller, 1997). Prevladuje mnenje, da je sposobnost
adhezije in vitro predpogoj za uspes$no vezavo v ¢revesu in pomemben selekcijski kriterij,
Ceprav ugodni rezultati, pridobljeni na razliénih modelih in vitro, Se niso zagotovilo za
dejansko vezavo in vivo. Vseeno pa sposobnost pripenjanja ni edina pomembna lastnost
uspesnega probioticnega organizma. Hitra rast in sposobnost prezivetja sta pri tem enako
pomembni lastnosti (Fuller, 1999).

2.1.4.2 Sposobnost naselitve

Na bakterijsko kolonizacijo v prebavnem traktu vplivajo razli¢ni zunanji in notranji
dejavniki: starost in zdravstveno stanje gostitelja, prehrana, odpornost, vpliv eventualne
medicinske terapije, Crevesna peristaltika in sestava avtohtone mikrobne populacije
(Gibson in sod., 1997).

Sposobnost kolonizacije je tesno povezana s preZivetjem in ohranitvijo organizmov v
prebavilih. V splosnem velja, da je kolonizacija v prebavilih lazje dosezena, ¢e vneSeni
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organizem izvira iz prebavil, Se posebej iz prebavil iste vrste zivali (Fuller, 1978, cit. po
Fuller, 1997). Niso pa redki primeri, ko so se za ucinkovite probiotike pokazali tudi
organizmi, ki niso izvirali iz prebavil. Primer so tudi spore rodu Bacillus, ki so zelo
razsirjene v probioti¢nih pripravkih, ¢eprav niso tipi¢ni prebivalci ¢revesja (Fuller, 1997).
Pomembna dejavnika za ¢im boljSe prezivetje zauzitih mikroorganizmov v prebavilih sta
vezava na povrSino epitelnih celic in odpornost proti kislinam. Obicajno le neprekinjeno
uzivanje posameznega probiotika zagotavlja njegovo zadrzevanje v prebavilih. Vsekakor
pa uporaba organizmov, ki so v simbioticnem odnosu z gostiteljem, omogoc¢i boljse
prezivetje in ohranitev le-teh v prebavilih. Raziskave kazejo, da so se posamezni sevi
mikroorganizmov sposobni v prebavilih ohraniti v velikem S$tevilu tudi daljSe obdobje
(Fuller, 1997).

2.1.4.3 Protimikrobno delovanje

Glede na metabolite, ki jih proizvajajo posamezni organizmi, lo¢imo baktericidno in
bakteriostati¢no delovanje probioti¢nih bakterij.

Inhibicijo nezazelenih mikroorganizmov v prebavnem traktu omogoca izloCanje vrste
protimikrobnih snovi. NajpomembnejSi primarni metaboliti s takimi lastnostmi so mle¢na
kislina, ocetna kislina, diacetil, acetaldehid, vodikov peroksid in bakteriocini (proteinske
snovi z antimikrobnim delovanjem, v prvi vrsti proti sorodnim bakterijskim vrstam) (Huis
in’t Veld in Havenaar, 1993).

2.1.5 Probioti¢ni proizvodi
Probiotiki za humano uporabo so na trzis¢u na voljo v glavnem v dveh oblikah:

- kot sestavni del Zivila, najpogosteje v fermentiranih mle¢nih izdelkih (mleko, sir,
jogurt). Za njih v promociji ne smemo trditi, da imajo zdravilen uc¢inek;

- kot pripravki koncentriranih in stabiliziranih mikroorganizmov v obliki praskov, kapsul
ali tablet. Ce so naprodaj kot zdravila brez recepta (OTC), zanje veljajo zahteve za
registracijo kot za zdravila (Nekrep, 2004). Vecina pa jih je na voljo kot prehranski
dodatki.

Probioti¢ni izdelki za Zivali so lahko v obliki tablet, praskov, sprejev, past ter tekocin,
vsebujejo pa lahko en organizem ali ve¢ razliénih vrst (Fuller, 1997). Uvrscajo jih v
kategorijo krmnih dodatkov, posamezni izdelki pa so na voljo tudi za terapijo.

Za uporabo probiotikov kot krmnih dodatkov za zivali v reji velja, da sta izbira vrste in
doziranje odvisno od vrste zivali, starosti, zdravstvenega stanja in drugih vplivov.
Bakterijski probiotiki so u¢inkoviti pri prasi¢ih, perutnini in teletih, probiotiki, ki vsebujejo
kvasovke, pa so pokazali boljSe rezultate pri odraslem govedu (Fuller, 1999). Zdi se, da se
bosta v bodoce zivilska in farmacevtska industrija tesneje povezali, saj probiotike
uvrs¢amo nekje med Zzivila/prehranske ali krmne dodatke in zdravila. Vecja farmacevtska
podjetja so Ze spoznala potencial na tem podrocju. Intenzivne raziskave na podroc¢ju
nekaterih kroni¢nih obolenj, kot so kroni¢na vnetja crevesja, alergije in druga, so pokazale,
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da bi bilo aplikacijo probiotikov mogoce razsiriti na podrocje zdravljenja (Reid, 2004).
Seveda pa je potrebno locevati probiotike za funkcionalna Zivila ali prehranske dodatke od
tistih za terapevtske namene, ki jih nekateri imenujejo bioterapevtiki (Reid, 1999).

2.1.5.1 Mleko in mle¢ni izdelki kot medij za prenos probioti¢nih organizmov

UZivanje bakterij v obliki mlecnih proizvodov se je uveljavljavilo Ze pred ve¢ stoletji,
posebej v Evropi in Aziji. Ze paleolitska prehrana je vkljucevala velike koli¢ine
nepatogenih mikrobov (Reid, 2004).

Sveze fermentirano mleko in jogurt, ki jim na zacetku ali ob koncu procesa fermentacije
dodajo probioti¢ne organizme, sta najobicajnejSa nosilca probiotikov. Ti proizvodi so med
potrosniki priljubljeni in predstavljajo okusen prehranski dodatek, ki prispeva biolosko
aktivno zdravstveno podporo (Sanders in Huis in’t Veld, 1999).

Stevilo vrst probioti¢nih proizvodov se poveéuje, vkljuduje pa sire, sladolede, zamrznjene
jogurte pa tudi hrano in napitke, ki niso na mle¢ni osnovi (Gardiner in sod., 1998, cit. po
Reid, 2004; Stanton in sod., 1998, cit. po Reid, 2004).

Preglednica 2: Seznam bolj razsirjenih probioti¢nih organizmov, ki jih uporabljajo za mleéne proizvode
(fermentirani napitki, sir in mleko) (Sanders in Huis in’t Veld, 1999)

Probioti¢ni mikroorganizem Proizvajalec
Lactobacillus acidophilus | Rhodia, Madison, WI, ZDA
NCFMTM

Lb. acidophilus DDS-1 Nebraska Cultures, Lincoln, ZDA

Lb. rhamnosus GG Valio, Finska

Lb. reuteri SD2112 McNeil Consumers, ZDA

Lb. casei Shirota Yakult, Tokio, Japonska

Lb. casei DN114 001 Dannon, Pariz, Francija

Lb. rhamnosus GR-1 Urex Biotech, London, Canada

Lb. fermentum RC-14 Urex Biotech, London, Canada

Lb. johnsonii LA1 Nestle, Lausanne, Svica

Lb. acidophilus SBT-2062 Snow Brand Milk Product Co., Tokyo, Japonska

Lb. paracasei CRL 431 Chr. Hansen, Milwaukee, ZDA

Lb. plantarum 299V Probi, Lund, Svedska

Lb. rhamnosus LB21 Essum AB, Umea, Svedska

Lb. salivarius UCC118 University College Cork, Irska

Bifidobacterium lactis Bb-12 Chr. Hansen, Copenhagen, Danska

B. longum BB536 Morinaga Milk Industry Co., Zama-City, Japonska

B. longum SBT-2928

Snow Brand Milk Products Co., Tokyo, Japonska

Lb. rhamnosus DR20

New Zealand Dairy Board, Palmerston North, Nova
Zelandija
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Komercializacija in distribucija proizvodov §irSi populaciji se pospeseno odvija zadnjih 50
let. To zahteva vse veC znanstvenih raziskav s podrocja selekcije primernih sevov,
odkrivanja mehanizmov delovanja le-teh ter klini¢nih dokazov o pozitivnih zdravstvenih
ucinkih na gostitelja (Reid, 2004).

Medtem ko so tradicionalne starterske kulture v industriji mle¢nih izdelkov selekcionirane
glede na sposobnost proizvodnje razlicnih metabolitov, ki prispevajo k zeljenim
organolepti¢nim lastnostim, morajo biti probioti€ni mikroorganizmi selekcionirani glede
na sposobnost zagotavljanja specificnih koristnih zdravstvenih oz. prehranskih u¢inkov v
cloveskem organizmu. V preteklosti temu niso posvecali potrebne pozornosti, saj so
proizvajalci premalo preverjene seve dodajali izklju¢no iz komercialnih nagibov. Zato smo
lahko na trgu v zadnjih letih nasli veliko probioti¢nih kultur s pomankljivo identifikacijo
sevov in brez znanstvenih dokazov o njihovi ucinkovitosti. Trenutno Stevilne skupine
intenzivno oblikujejo osnove za evropsko zakonodajo za to podrocje.

Primer enega prvih probiotikov, za katerega je bila opravljena vrsta znanstvenih raziskav,
je L. casei Shirota, ki ga proizvajalec Yakult v obliki napitka na bazi sirotke prodaja Ze
vrsto let na Japonskem, v zadnjih letih pa tudi drugje po svetu. Podjetje je doseglo velik
uspeh s proizvodom, saj ga vsak dan zauzije 24 miljonov ljudi (Reid, 2004).

Druga dva razSirjena probiotika sta Lb. rhamnosus GR-1, ki je bil izoliran 1982. leta, ter
Lb. rhamnosus GG. Licenco za uporabo seva GG ima najvecje finsko mle¢no-predelovalno
podjetje Valio, ki vsa leta veliko vlaga v raziskave in dobro sodeluje z akademskimi
raziskovalnimi skupinami. Omenjeni organizem vsebujejo Stevilni proizvodi, ki se
prodajajo v 28-ih drzavah. Sev GR-1 ima poleg obiCajne uporabe, katere cilj je Crevo,
dobre moznosti za uporabo na podroc¢ju urogenitalnih infekcij (Reid, 2004).

Svensson (1999) navaja, da veliko probioticnih sevov, Se posebej bifidobakterij, ne raste
dobro v mleku. Mleko in mlecni izdelki pa so odli¢en medij za prenos probioti¢nih
mikroorganizmov, saj mle¢ni proteini opravljajo funkcijo zascCite probioticnih bakterij pri
prehodu skozi zelodec (Charteris in sod, 1998, cit. po Gilliland, 2004). Vecina probioti¢nih
bakterij lahko tudi uporabi laktozo iz mleka kot vir energije za rast v prebavnem traktu.
Probioticne bakterije so lahko vkljuCene v startersko kulturo ali jih dodajajo
pasteriziranemu mleku ali Ze fermentiranim mle¢nim izdelkom.

V ZDA je razsirjen mlecni proizvod, oznacen kot nefermentirano acidofilno mleko, ki
vsebuje Zive celice Lb. acidophilus, dodane sveze pasteriziranemu mleku. Mleko mora biti
shranjeno pri nizkih temperaturah, da se probioti¢ne bakterije v njem ne razmnozujejo vec.
V tem primeru mleko s svojim puferskim ucinkovanjem sluzi le kot medij za prenos
mikroorganizmov (Gilliland, 2004).

Najpogosteje pa so probiotiki na voljo v obliki fermentiranih mle¢nih napitkov.
Tradicionalne starterske kulture za proizvodnjo jogurtov so vkljucevale Streptococcus
thermophilus in Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (Gilliland, 2004). Probioti¢ni
jogurti pa teh dveh sevov v¢asih sploh ne vsebujejo, pa¢ pa druge vrste, kot so Lb.
acidophilus, Lb. casei, bifidobakterije in druge. Primeren nosilec je lahko tudi sir, ki je
manj kisel in dobro zas$¢iti bakterije med prehodom skozi prebavila (Perko in sod., 2002).
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2.1.6 Zakonodaja na podroc¢ju probiotikov

Zakonodaja, ki se za probiotike Sele oblikuje, bo povecala varnost in zagotovila, da bosta
oznacba in promocija jasno sporocali lastnosti in vplive proizvoda na zdravje (Reid, 2004).
Evropska komisija Sele oblikuje smernice za zakonodajo na podrocju probiotikov in
funkcionalne hrane. Sicer se zakonodaja razlikuje od drzave do drzave, v nekaterih drzavah
EU Ze imajo zakone za to podroéje: Svedska od leta 1990, Nizozemska od leta 1998 in
Velika Britanija od leta 2000. Eden pomembnejSih dokumentov so smernice za
ovrednotenje probiotikov v hrani, ki jih je izdala skupna delovna skupina FAO/WHO leta
2002 (FAO/WHO, 2002).

Skupne delovne skupine organizacij FAO, IDF in ISO si tudi prizadevajo oblikovati
primerne standardne metode za kontrolo probiotikov.

Zanimivo je, da je podrocje uporabe probiotikov kot krmnih dodatkov za zivalsko prehrano
veliko bolje urejeno kot podrocje probiotikov za ljudi. Uredba EU 1831/2003 (uvrsca
probioti¢ne mikroorganizme v kategorijo krmnih dodatkov, znotraj te pa v funkcionalno
skupino stabilizatorjev Crevesne flore. Predpisano je tudi oznacevanje, ki vkljucuje rok
trajanja, nacin uporabe, identifikacijsko Stevilko seva in Stevilo kolonijskih enot v gramu
(ke/g). V EU je trenutno na seznamu krmnih dodatkov registriranih probiotikov za krmila
29 mikroorganizmov. Tisti, ki Zelijo uvesti na trg nov probioti¢ni mikroorganizem, morajo
predloziti ustreznim organom Evropske komisije v presojo obSirno dokumentacijo, ki
obsega tako varnost kot uc¢inkovitost seva (Zakon o krmi, 2006).

2.1.7 Vplivi probiotikov
2.1.7.1  Pozitivni vplivi probiotikov na gostitelja

Preglednica 3 prikazuje, kaksni so pricakovani ucinki probiotikov na gostitelja — Zival,
Ceprav za vse ucinke Se ni dovolj trdnih znanstvenih dokazov.

Preglednica 3: Potencialni ugodni ucinki probiotikov pri farmskih zivalih

Vecja odpornost proti infekcijskim boleznim
Povecanje prirasta

Izboljsan izkoristek krme

Izboljsana prebava

Boljsa absorbcija hranil

Zagotavljanje esencialnih hranil

Izboljsanje kakovosti mleka

Povecanje produkcije mleka

Povecanje produkcije jajc

Izboljsanje kakovosti jajc

IzboljSanje kakovosti klavnih polovic in manjSa kontaminacija
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2.1.7.2  Mozni negativni stranski ucinki probiotikov

Podatkov, ki kazejo, da so probiotiki varni za uporabo in da jih ¢loveski ali zivalski
organizem dobro prenasa, je veliko (Naidu in sod., 1999, cit. po Reid, 2004). To pa Se ne
pomeni, da do infekcij ne more priti, saj so ugotovili posamezne primere infekcij z
mlec¢nokislinskimi bakterijami (Reid, 2004). TakSne infekcije so odkrili pri ljudeh s
prizadetimi funkcijami Crevesne sluznice, ki postane prepustna, oziroma pri ljudeh z
oslabljenim imunskim sistemom. V Evropski skupnosti intenzivno oblikujejo smernice za
zagotavljanje varnosti, ki bodo vsebovale priporocene teste, ki jih bo potrebno opraviti za
vsak probioti¢ni sev na trziScu.

Posebej je treba obravnavati gensko spremenjene probiotiéne mikroorganizme, katerih
uporaba v Evropi zaenkrat Se ni dovoljena.

2.2 PREBAVNI TRAKT

Kompleksnost prebavnega trakta se razlikuje med vrstami zivali in znotraj posameznih
prebavil ter je odvisna od zdravstvenega stanja posamezne zivali. Klju¢no pri prebavi je
ucinkovita absorbcija hranil skozi steno prebavil. Hidroliza in fermentacija sta pri tem
mehanizma, ki pretvorita hrano v obliko, primerno za absorbcijo.

Clovek, prasi¢ in perutnina so neprezvekovalci, imajo enodelni Zelodec in so relativno
manj odvisni od simbioticnega razmerja med mikrobno floro in gastrointestinalnim
traktom, kot so Zivali z vampom (sestavljenim Zelodcem). Mikrobna populacija prebavil
neprezvekovalcev se nahaja mnogo nizje v prebavnem traktu kot pri prezvekovalcih, zato
za razgradnjo neprebavljivih snovi hrane ne fermentirajo v tolik§ni meri. Manj Stevil¢na
mikroflora v primerjavi s prezvekovalci pomeni bolj omejeno sposobnost prebave in
posledi¢no vecje potrebe po hranilih v prehrani takih zivali. Krma z veliko celuloze,
lignina in strukturnih ogljikovih hidratov je za monogastri¢ne Zivali neusterezna, saj so za
pokrivanje potreb po aminokislinah in vitaminih odvisni od prehrane (Ewing in Cole,
1994).

Pri prezvekovalcih pa je mikrobna fermentacija v prebavnem traktu intenzivnejSa. Ta se
odvija v vampu, pred prebavo v tankem in debelem crevesu. Prezvekovalci imajo
sposobnost pridobivanja aminokislin in vecino vitaminov preko mikrobnega delovanja
oziroma reakcij z duSikovimi in ogljikovimi viri. Za razliko od prasi€ev in perutnine imajo
prebavne encime, ki omogocajo razgradnjo strukturnih ogljikovih hidratov (Ewing in Cole,
1994).

Prebavni trakt sesalcev predstavlja dinamicen ekosistem, ki vsebuje kompleksno zdruzbo
mikroaerofilnih in anaerobnih mikrobov, ki so udelezeni pri fermentativnem izkoris¢anju
zauzite hrane in snovi, ki jih gostitelj izloca v prebavni trakt in imajo bistveno vlogo pri
ustvarjanju pogojev, pomembnih za zdravje gostitelja (Konstantinov in sod., 2002).
Poznavanje strukture in funkcije mikrobne zdruzbe in aktivnost posameznih mikrobnih vrst
v tem ekosistemu je tako nujno za razvoj funkcionalnih prehranskih dodatkov, kot so
probiotiki in prebiotiki.
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2.2.1 Zgradba prebavnega trakta monogastri¢nih Zivali

Vpliv posameznih prebavnih organov na prebavo se med Zivalskimi vrstami razlikuje, saj
imajo razlicno encimsko in presnovno funkcijo.

Oe 8 D J o1 Ca Co Re An
+ Qe (nesophagus-podralnik )

+ 5 (Zelodec)
+ tanko drevo;r D (duodenum -dvanajstnik] + J gejunum des82] + | [leum-vito)

+ debelo drevo: Ca (cascum-slepo Sreval + Co (colon-kalon) +
+ Re (rectum-danka) + &n (anus-zadnjik)

Slika 1: Prebavni trakt prasica (prirejeno po McDonald in sod., 2002)

2.2.1.1 Usta

V ustih se odvija predvsem mehani¢ni proces zvecenja. Slina vsebuje mucin, vodo in pri
Cloveku ter nekaterih rastlinojedih zivalih Se amilazo, ki katalizira razgradnjo Skroba v
maltozo. Slino izlo¢a zleza slinavka in ima na hrano u¢inek maziva.

2.2.1.2 Zelodec

Zelodec je razSirjen del prebavnega trakta, specializiran za zadetek encimatske in
hidroliticne razgradnje hrane (Dellmann in Eurell, 1998).

Zelodec prasica je enodelen, vre¢ast organ ki ima funkcijo prebave in skladis¢enja (Cerne,
1996). Pri odraslem prasi¢u ima volumen 8-ih litrov. V njem je zelo nizka vrednost pH
(priblizno 2), ki je sicer nujna za proteolizo, obenem pa negativno vpliva na mikrobno
aktivnost.

Vrednost pH Zzelodca je v obratnem sorazmerju z bakterijsko zastopanostjo. Ko je
koncentracija mikrobov visoka, se poveca fermentacija v lumnu, gastricna prebava pa se
zato odvija kasneje. Zelodec prai¢a je organ, ki ga sestavlja enoten prostor. Deli se na 4
glavne predele (ezofagalnega, kardialnega, fundusnega in pilorusnega), ki so znacilni tudi
za ostale monogastri¢ne sesalce. Vsaka vrsta pa ima drugacno strukturo, okoljske razmere
ter posledi¢no razlicno mikrobno sestavo in poseljenost.Ezofagalna regija, ki sledi
poziralniku, nima zleznih izlo¢kov, kot jih imajo ostale Zelod¢ne regije. Na prebavo v tem
zgornjem delu Zelodca ne vplivajo prebavni sokovi, proizvedeni v spodnjem delu organa.
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To zagotavlja primerno vrednost pH, vlago, temperaturo in substrate za razvoj mikrobne
populacije in fermentacijo. Obseg fermentacije je odvisen tudi od sestave zauzite hrane
(Ewing in Cole, 1994). S pomikanjem hrane proti fundusni regiji se pH niza, mikrobna
aktivnost se zmanjsuje, aktivnost pepsina pa se povecuje (Ewing in Cole, 1994). PovrSina
zelodca je poseljena z mikrofloro, ki jo ve¢inoma sestavljajo laktobacili. Ti se tu nahajajo
pri zivalih vseh starosti (Tannock in Smith, 1970, cit. po Ewing in Cole, 1994).

2.2.1.3 Tanko ¢revo

Intestinalna prebava oziroma razgradnja krme do oblike, primerne za absorbcijo, se zacne,
ko vsebina iz zelodca pride v stik z izlocki zolca ter z drugimi prebavnimi izlocki in se
nadaljuje vzdolz tankega Crevesa (Dellmann in Eurell, 1998).

Tanko €revo je srednji del prebavnega kanala, ki se zacenja za pilorusno sluznico Zelodca
in preide v debelo &revo z ustjem na meji med slepim in debelim &revesjem (Cerne, 1996).
Pri prasicu je lahko dolgo do 20 metrov in zavzema tretjino volumna gastrointestinalnega
trakta (Ewing in Cole, 1994). Je cevast organ, sestavljen iz treh delov. Prvi del je
dvanajstnik (duodenum), drugi, znatno daljsi, je teS¢e ¢revo (jejunum) in tretji, kratki del,
je vito &revo (ileum) (Cerne, 1996). Teide ¢revo zavzema 85% celotne dolzine organa
(Ewing in Cole, 1994). Stena tankega Crevesa je sestavljena iz Stirih plasti (tunik): sluznice,
podsluznice, miSicne plasti in seroze (Ewing in Cole, 1994).

Sluznica (tunica mucosa) je s svojo prosto povr$ino v stiku s ¢revesno vsebino in je
vsrkovalna in izloCevalna povrsina Crevesja. Veckratno povecanje sluznice tankega crevesa
omogocajo tri vrste gub:

1. Sluzni¢ne krozne gube (palicae circulares) ali Kerchringovi nabori so stalne gube
sluznice in podsluznice. Glede na os ¢revesne cevi so veCinoma spiralaste. Ob
mocno napolnjenem crevesu ne izginejo. NajmocnejSe so v dvanajstniku, tanjSe v
teSCem Crevesu in nizke v vitem Crevesu, kjer postopoma izginejo.

2. Crevesne resice (villi intestinales) so prstasti nabori érevesne sluznice. Pokriva jih
vrhnjica, zapolnjuje pa proprija. MiSi¢ni list sluznice in podsluznica nista njihov
sestavni del. ViSina ¢revesnih resic v posameznih delih ¢revesa ni stalna. ViSina in
povrsina resic je najvecja na zacetku dvanajstnika in se zmanjSuje do konca vitega
Crevesa. Velikost resic je razlicna glede na vrsto Zzivali, starostno skupino in
prehrano. Na velikost resic pa vplivajo tudi izlocki zelodca, trebusne slinavke in
jeter, ki resicam dolo¢ajo mikrookolje. Ugotovljeno je bilo, da se stres prasicev po
odstavitvi odraza v tem, da se resice skrajSajo (Ewing in Cole, 1994).

3. Mikrovili so prstasti citoplazemski podaljski epitelnih celic vrhnjice. Povecujejo
stiéno povr§ino med celicami in ¢revesno vsebino, s tem pa tudi absorbcijsko
povrsino (Cerne, 1996).

Whipp navaja, da je tanko ¢revo novorojenega prasi¢a dolgo 4 m in ima povprecni premer
0,5 cm. Dolzina tankega ¢revesa v prvih desetih dneh zivljenja naras¢a za 0,8 cm na uro.
Tako je pri 10-dnevnem prasi¢u povriina sluznice tankega &revesa 0,94 m”. Mikrovili
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povecajo povrsino Se za 30-krat, kar da skupno absorpcijsko povrsino tankega Crevesa 114
m’ pri 3 kg tezkem prasi¢u. Forenbacher za odraslega prasi¢a navaja povriino &revesne
cevi 13 m”. Resice jo povetajo za 12-krat, mikrovili pa $e za 30-krat (Cerne, 1996).

Hrana, ki prispe v tanko crevo, je ze delno prebavljena. Ta se nato pomeSa z izlocki
dvanajstnika, jeter in trebuSne slinavke. V tankem crevesju se odvija pomemben del
prebave, pri kateri so vkljuCeni gostiteljevi encimi, v dolo¢eni meri pa Se bakterijska
fermentacija. Naseljuje ga mikroflora, ki postaja vzdolZ tankega Crevesja vse Stevil¢nejsa.
Tu se odvija vecji del absorbcije kon¢nih produktov prebavnih procesov. Absorbcijo pa
olaj$a povec€ana povrsina, ki jo ustvarjajo Crevesne resice (Ewing in Cole, 1994).

2.2.1.4 Debelo érevo

Debelo ¢revo anatomsko sestavljajo slepo ¢revo, kolon, rektum in anus. Sluznica debelega
Crevesa je zgrajena iz enakih histoloskih plasti kot sluznica tankega Crevesa. Njena
znacilnost je, da nima ¢revesnih resic, pa¢ pa precej globlje ¢revesne zleze oziroma kripte.
Tudi skupna debelina sluznice je vedja kot v tankem &revesu. Crevesne Zleze izginjajo na
prehodu rektalnega v analni epitel. Prebavni sok, ki ga izlocajo Zleze v debelem crevesu,
vsebuje zelo malo ali ni¢ encimov. Tako je kemijska presnova v svetlini debelega crevesa
odvisna od bakterijske flore (Cerne, 1996).

23 GASTROINTESTINALNA MIKROFLORA

Mikrofloro prebavnega trakta bi lahko oznacili kot postnatalno pridobljen »organ,
sestavljen iz zelo raznolikih bakterij, ki opravljajo pomembno funkcijo za gostitelja. Sama
sestava mikroflore se lahko spreminja pod vplivi okolja. Med najpomembnejSimi dejavniki
je prehrana (Blum in Schiffrin, 2002).

V prebavilih najdemo stalno (avtohtono oziroma indigeno) in prehodno (alohtono oziroma
pasantno) mikrofloro. PomembnejSe ucinke imajo predvsem stalni mikroorganizmi,
prehodni pa le izjemoma, Ce so prisotni v velikem Stevilu ali €e izlo¢ajo bioaktivne snovi
(toksine, inhibitorje, metabolite) (Nekrep, 2004).

Raziskave mikroorganizmov prebavnega trakta so zelo oteZene zaradi anaerobnih pogojev
v prebavnem traktu. Anaerobni pogoji zahtevajo posebne pripomocke in pazljivost pri
rokovanju z vzorci. Raziskave so otezene tudi zaradi velike raznolikosti mikroorganizmov,

.....

da je ¢as inkubacije lahko zelo dolg (Konstantinov in sod., 2002).

Bakterije, ki jih ni mogoce gojiti, niso edini problem pri proucevanju ¢revesne mikroflore.
Vecino raziskav ¢revesne mikroflore so naredili na vzorcih blata. Ti vzorci pa nam ne dajo
prave slike mikroflore in njene dejavnosti v ¢revesju (Tannock, 1999).
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2.3.1 Razvoj mikroflore pri pra$icu in ¢loveku

Ob rojstvu v prebavilih prasi¢a praviloma ni mikroorganizmov. V prvih 24-ih urah skupno
Stevilo mikroorganizmov strmo naraste, medtem ko kasneje do odstavitve spet upade. Pri
sesnih pujskih prevladujejo laktobacili, razen teh pa so prisotni tudi vrsta E. coli, bakterije
iz rodov Bacteroides, Micrococcus, Streptococcus ter Clostridium in glive. Stevilo
mikroorganizmov se od dvanajstnika do slepega crevesa povecuje, vzdolz debelega
Crevesa pa je koncentracija priblizno enaka. Med odstavljanjem Stevilo mikroorganizmov
ponovno naraste, medtem ko razmerje med vrstami mikroorganizmov vecinoma ostane
enako, le koncentracija koliformnih bakterij se nekoliko poveca (Fuller, 1999).

Fuller (1978, cit. po Ewing in Cole, 1994) navaja, da so prevladujoce vrste pri mladih
prasicih obicajno Lb. fermentum, Lb. salivarius in Streptococcus salivarius, pri odraslih pa
Lb. acidophilus in Str. bovis.

Moreau in sod. (1986, cit. po Blum in Schiffrin, 2002) navajajo, da se prva velika
sprememba v sestavi mikroflore ¢loveka zgodi takoj po rojstvu, ko je sterilen fetus
izpostavljen vplivom zunanjega okolja. Poleg materinih mikroorganizmov, pridobljenih
med prehodom skozi porodni kanal, z dotiki in preko dojenja, vplivajo na sestavo
mikroflore novorojenca Se drugi mikrobi iz okolja. Beno in sod. (1986, cit. po Blum in
Schiffrin, 2002) so ugotovili, da se v obdobju dojenja prevladujo¢i bakterijski rodovi
izmenjujejo v dolo¢enem redosledu, po prenehanju dojenja pa se postopno sestava
mikroflore ustali. Ugotovili so tudi, da se sestavi mikroflore dojenih otrok in tistih, ki so
uzivali mle¢ne nadomestke, razlikujeta. Poselitev prebavil pogojujejo razlicne okoljske
razmere. Sestava in obCasna dinamika mikrobnega ekosistema v prebavilih je Se precej
nepojasnjena (Blum in Schiffrin, 2002). Homeostaza otezuje spreminjanje sestave ¢revesne
mikroflore zaradi teznje ekosistemov k wupiranju spremembam, kar tudi otezuje
kolonizacijo mikroorganizmov, ki jih vnesemo v prebavila s hrano. Zaradi tega lahko
probioti¢ne bakterije praviloma zasledimo v blatu, dokler jih oseba uZziva in Se nekaj dni
zatem, kasneje pa jih v blatu ve¢ ne zasledimo (Tannock, 2002).

Sestava avtohtone mikrobne zdruzbe je skozi vse zivljenje gostitelja presenetljivo stabilna,
kljub stalnemu stiku z okoljskimi mikroorganizmi, ki jih v organizem vnaSamo pretezno s
hrano (Kimura in sod., 1997, cit. po Blum in Schiffrin, 2002). Pri odraslih ljudeh so
drasti¢ne spremembe v sestavi mikroflore redke. ObCasne spremembe v sestavi pa so lahko
posledica ve¢jega vnosa bakterij s hrano ali pa same sestave hrane (Pochart in sod., 1992,
cit. po Blum in Schiffrin, 2002). Bouhnik in sod. (1999, cit. po Blum in Schiffrin, 2002) so
ugotovili poveCanje Stevila bifidobakterij kot posledico wuzivanja oligosaharidov.
Oligosaharide, ki jih ¢loveski prebavni encimi ne razgradijo, fermentirajo bakterije v
tankem in debelem ¢revesu. Tako vrsta zauzitih hranilnih snovi lahko posredno vpliva na
sestavo mikroflore.

PoruSeno ravnovesje je vecinoma povezano z bolezenskimi stanji, kot so Crevesne
infekcije, terapija z antibiotiki ali oslabljena imunska sposobnost. Pri zdravih odraslih
osebkih pa je bilo opazeno pomembno zmanjSanje Stevila potencialno koristnih bakterij,
kot so bifidobakterije, pri starej$i populaciji (Hopkins in sod., 2001, cit. po Blum in
Schiffrin, 2002).
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2.3.2 Pomen mikroflore v prebavi prasica

Pod evbiozo razumemo uravnotezene odnose v sestavi in Stevilnosti populacije
mikroorganizmov v prebavilih (Cerne, 1996). Velik pomen v etiopatogenezi Zelodéno
¢revesnih obolenj domacih zivali imajo mikroorganizmi. S pojmom disbioza ali
disbakterioza oznacujemo poruSeno razmerje med vrstami predstavnikov normalne
mikropopulacije ali prisotnost drugih patogenih mikroorganizmov. TakSne spremembe
posredno ali neposredno vplivajo na fizioloske procese v prebavilih in na zgradbo sluznice
in so lahko vzrok patoloskih okvar (Cerne, 1996).

Pri praSi¢u ima bakterijska flora znacilno vlogo pri prebavi ze v tankem Crevesu. Glavni
del prebave pri prasSic¢u poteka v debelem Crevesu, pri tem pa sodelujejo mikroorganizmi.
Vecina vrst Crevesnih bakterij pri prasicu razgrajuje monosaharide (glukozo, galaktozo in
fruktozo) in disaharide (laktozo, maltozo, saharozo), lastno amilazo pa vsebujejo samo
nekatere vrste. Najve¢ je ima Bifidobacterium bifidum, Streptococus bovis, S. equinus,
Clostridium perfingens in Cl. butyricum. Skrob iz koruze in kuhanega krompirja se pri
prasicu vecinoma prebavi Ze v tankem Crevesu, surov Skrob pa prehaja nespremenjen v
slepo ¢revo. Tu se razgradi s pomocjo bakterij vrste Cl. butyricum, ki predstavljajo glavni
izvor alfa-amilaze v debelem c¢revesu prasica. Maltoza in maltotrioza sta substrata za
delovanje laktobacilov in streptokokov, ki ju fermentirajo do mlecne kisline, iz nje pa
nastanejo hlapne mascobne kisline. Ker prasi¢ ne razpolaga z lastnimi celuloliticnimi
encimi, bakterijska razgradnja pomembno prispeva k prebavi hrane. Razgradnja ogljikovih
hidratov, ki jo opravlja normalna crevesna flora, je pomembna za vzdrzevanje Crevesne
evbioze oziroma pogojev za rast in razvoj mikrobne populacije (Cerne, 1996).

Debelo ¢érevo je najgosteje poseljen mikrobni ekosistem. Gram vsebine vsebuje do 10"
organizmov iz nabora doslej ugotovljenih 400 mikrobnih vrst. Predvsem so to striktno
anaerobni mikroorganizmi. Koli¢insko sta pri zivalih in ¢loveku najpomembnejsi skupini
Bacteroides in bifidobakterije. Steviléno prevladujejo po gramu negativne vrste rodu
Bacteroides (npr. Bacteroides ovatus, Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron).
V tem rodu so proteoliti¢ne in saharoliti¢ne vrste (MacFarlane in Gibson, 1994).

2.3.3 Simbioza mikroflora - gostitelj

Specificnim predstavnikom prebavne mikroflore, med katerimi so najbolj preuceni
laktobacili in bifidobakterije, so pripisali Stevilne ugodne vplive na gostitelja. Ti ugodni
vplivi se odrazajo v spodbujanju razvoja prebavil, antagonizmu s patogenimi mikrobi in v
imunski modulaciji. Poleg teh lastnosti ima mikroflora pomembno vlogo pri ohranjanju
¢revesne imunske homeostaze in pri preprecevanju vnetij. Prva obramba proti patogenim
bakterijam in mikrobnim antigenom poteka na nivoju ¢revesnih epitelnih celic. Raznolika
in kompleksna mikrobna zdruzba je v prebavilih v tesni povezavi s sluznico gostitelja
(Blum in Schiffrin, 2002). Ena ve¢jih neznank je mehanizem, kako veliko Stevilo
bakterijskih celic vzdrzi v zelo tesnem razmerju s protitelesi zivali in ljudi, ne da bi izzvali
opazno vnetno reakcijo pri gostitelju (Kimura in sod., 1997, cit. po Tannock, 2002).
Mehanizme medsebojne komunikacije med bakterijami in Crevesnimi celicami pa v
zadnjem Casu intenzivno proucujejo.
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2.3.4 Mikroflora in imunski sistem

Znano je, da ima mikroflora v Cloveskih prebavilih velik vpliv na funkcije sluznice v
prebavilih (Cebra, 1999, cit. po Blum in Schiffrin, 2002). Kolonizacija avtohtonih bakterij
v prebavilih vpliva na fiziologijo gostitelja preko izrazanja razli¢nih genov, odgovornih za
absorbcijo hranil, za imunsko obrambo in za ksenobioti¢ni metabolizem (Hooper in sod.,
2001, cit. po Blum in Schiffrin, 2002).

Epidemioloski podatki so pokazali, da je manjsa izpostavljenost novorojenckov in
dojenckov mikroorganizmom v povezavi z ve¢jim pojavom alergijskih bolezni (Isolauri,
1997, cit. po Blum in Schiffrin, 2002). KaZe, da je mikrobno kljubovanje gostitelju
pomemben predpogoj pri razvoju homeostaze imunskega sistema prebavil in ohranjanju
oralne tolerance (Weiner, 1997; Blum in Schiffrin, 2002). Vse vec je tudi dokazov, da
odpoved tolerance do mikroflore lahko vodi do kroni¢nega vnetja prebavil (Duchmann in
sod., 1995, cit. po Blum in Schiffrin, 2002). To nakazuje, da imunski nadzor bakterijske
vsebine prebavil prispeva k:

- razvoju imunske tolerance in obvladovanju resnejsih vnetnih reakcij oziroma pojavov,
- kontroli poseljevanja,
- ucinkoviti obrambi proti zunanjim antigenom, patogenim bakterijam in virusom.

Interakcije med gostiteljevimi celicami in avtohtono mikrofloro oziroma mehanizmi
tovrstne homeostaze so predmet Stevilnih raziskav.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 OPIS POSKUSA

V poskusnem hlevu na Oddelku za zootehniko BiotehniSke fakultete smo opravili poskus
na 24-ih pujskih. Poskus je trajal 21 dni (od 16.4. do 6.5.2002). Odstavljeni pujski so bili
komercialni krizanci, s povprecno tezo 7.25+0,40 kilogramov in povprecno starostjo 23
dni. Pujske smo nakljucno razdelili v tri skupine, tako da je vsaka od skupin zajemala
prasice iz dveh sosednjih kletk. V vsaki kletki, ki je imela kaplji¢ni napajalnik in krmilno
korito, so bili vhlevljeni 4 prasici. Vse zivali so dobivale svezo vodo in krmo po volji (ad
libitum). PrasSi¢i dveh poskusnih skupin so prejemali 2 tedna enkrat dnevno po 5 ml
suspenzije laktobacilov seva Lb. gasseri LF221 oziroma Lb. gasseri K7, pridobljenih iz
100 ml gojiica in resuspendiranih v fizioloski raztopini (priblizno 5 x 10" ke). Prasici
tretje skupine so sestavljali kontrolno skupino. PraSi¢e smo stehtali ob dnevih 0, 5, 13 in
19.

Glede na razlike v prirastih smo 6. in 20. dan izlo¢ili iz vsake skupine po 2 pujska (enega z
najmanj$im in enega z najvecjim prirastom). Od izlo€enih, Zrtvovanih pujskov, smo nato
vzeli vzorce Crevesja za morfometricne meritve ¢revesnih resic (meritve visine ¢revesnih
resic) in mikrobiolosko analizo ¢revesne sluznice.

Posebno pozornost smo posvecali vsakodnevnemu c¢is¢enju kletk, da bi se s tem izognili
navzkrizni okuzbi z bakterijami med skupinami in zmanjSali moznosti okuzbe s
koliformnimi bakterijami in plesnimi iz ostankov krme in iztrebkov.

Prostor je bil primerno prezracevan, osvetljen, s konstantno temperaturo, ki je bila 32 °C.
Pokladano krmilo, s komercialnim imenom PU-PRESTARTER (popolno krmilo za sesne
pujske), ki ni vsebovalo antibiotikov, je bilo pripravljeno v mesalnici Emona Krmila d.d.,
Ljubljana (Preglednica 4). Probiotiki so bili pripravljeni v laboratoriju Katedre za
mlekarstvo na Oddelku za zootehniko, Biotehniske fakultete.
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Preglednica 4: Sestava popolne krmne meSanice za sesne pujske PU-PRESTARTER

Hranilna vrednost krminla

Sur. belj. (SB), min 23 %

Sur. vl. (SB), max 4%

Sur. mas¢. (SM), min 5%

Vlaga, max 12 %

Pepel, max 8%

Dodatki na kg krmila
vit. A 25.000 IE holinklorid 250 mg
vit. D3 1.600 IE vit. C 150 mg
vit. E 30 mg zelezo 100 mg
vit. K3 10 mg baker 80 mg
vit. Bl 3mg mangan 40 mg
vit. B2 6 mg cink 100 mg
niacin 40 mg kobalt I mg
kalc. pentotanat 20 mg jod 2 mg
vit. B6 6 mg selen 0,15 mg
vit. B12 30 mcg Anti oksidant Sanox 125 mg
folna kislina 2mg

3.1.1 Transport Zivali in vhlevitev

Pujske smo s kombiniranim vozilom pripeljali s farme Pristava. Transportirali smo jih v
Skatlah iz lepenke, ki so bile napolnjene z jeCcmenovo slamo, ki je sluzila kot izolator in
preprecevala drsenje. Pujske smo nato naklju¢no vhlevili v 6 kletk po 4 zivali in jim takoj
ponudili svezo vodo in krmo po volji.

Slika 2: Poskusne kletke s pujski
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3.1.2 Aplikacija probioti¢nih pripravkov in rokovanje s pujski

Prvi skupini zivali (skupina LF) smo dnevno dodajali en odmerek Zivih celic Lactobacillus
gasseri LF221(Rif") v koli¢ini 5 x 10" ke, drugi skupini (skupina K7) pa smo dnevno
dodajali en odmerek Zivih celic Lactobacillus gasseri K7(Rif ") v koli¢ini 5 x 10" ke.
Pujskom v tretji, kontrolni skupini, nismo dodajali probiotikov. Testne probiotike smo
dodajali 14 dni. Aplikacija dnevnega odmerka laktobacilov (5 ml) v obliki suspenzije je
potekala s pipeto, direktno v gobec. Pri tem smo poskrbeli za to, da je vsaka zival
pogoltnila ves odmerek.

3.1.3 Odvzem vzorcev {revesja za histoloko in mikrobiolo§ko analizo CS

Po zakolu Zivali, izlo¢enih glede na prirast (najvecji ali najman;jsi), smo v Solski klavnici
Oddelka za zootehniko odvzeli vzorec (cca 15 cm) posameznega dela tankega Crevesa
(dvanajstnik, tesCe in vito ¢revo) od vsakega izloCenega pujska. Petrijevke z vzorci smo na
ledu prenesli v laboratorij Katedre za mlekarstvo, kjer smo vzorce ¢revesja razprli in sprali
s fosfatnim pufrom (PBS, pH=7.2), da smo odstranili vse vidne delce vsebine. Ob spiranju
smo pazili, da ne bi poSkodovali same sluznice.

3.1.4 Priprava vzorcev Crevesja za morfometri¢ne meritve CS

Od vsakega spranega vzorca smo odrezali 2 cm? tkiva in ga prenesli v posodo z nevtralnim
5 % formaldehidom v fosfatnem pufru. Ko smo zbrali vse vzorce, smo jih nadalje
preparirali na InStitutu za anatomijo, histologijo in embriologijo, Veterinarske fakultete v
Ljubljani. Vzorce smo zalili v parafin po standardnem postopku, nato smo z mikrotomom
(Leica SM2000R) pripravili 5 um stopnicaste histoloske rezine v razmiku 50 pm ter jih
prenesli v vodno kopel (Leica HI 1210), ogreto na 44 °C. Ko so gubice na rezinah izginile,
smo rezine pobrali iz kopeli na objektna stekelca in jih prenesli v suSilnik (dehidracija
vzorcev). Sledilo je barvanje suhih vzorcev, fiksiranih na objektnih stekelcih, s
hematoksilinom in eozinom (HE) (po Mayerju).

Barvanje s hematoksilinom (po Mayerju)
PROTOKOL
Predmetna stekla s histoloskimi rezinami smo vstavili v koSarico za predmetna stekla.

Sledilo je:

DEPARAFINIZACIJA

Ksilol 2 x 5 min

REHIDRACIJA PREKO PADAJOCE ALKOHOLNE VRSTE
100 % etanol 2 x 5 min

96 % etanol 1 x 5 min

70 % etanol 1 x 5 min

Destil. voda 2 x 5 min

BARVANIJE
Hematoksilin: 5 — 10 min
Razvijanje v tekoci vodi 10 — 20 min
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Eozin B: 0,5 — 2 min
Destilirana voda: 5 min

DEHIDRACIJA

70 % etanol: 1 x 5 min

96 % etanol: 2 x 5 min

100 % etanol: 2 x 5 min

100 % etanol + ksilol (razmerje 1:1): 1 x 5 min

BISTRENJE REZINE
Ksilol: 3 x 5 min

Predmetna stekla s histoloskimi rezinami smo nato postopoma jemali iz posode s ksilolom,
jih previdno obrisali okoli rezine, delno osusili, nakapljali na rezine smolo za pokrivanje in
pokrili s krovnim stekelcem, ki je po velikosti ustrezalo velikosti tkivne rezine.

Ko se je smola posusila, so bili histoloski preparati pripravljeni za mikroskopiranje in
meritve.

3.1.5 Morfometri¢na analiza resic tankega ¢revesa

Za morfometri¢no analizo smo uporabili tkivne rezine, obarvane s HE. Analize smo
izvajali na slikah, posredovanih z mikroskopom in kamero na racunalniski ekran
(mikroskop Nikon Mikrophot FXA opremljen s CCD kamero, Nikon instruments Europe
B. V., Badhoevedorp, Nizozemska). Z racunalniSkim programom Lucia G (Laboratory
Imaging Ltd., Praga, Ceska) smo izmerili vi§ino &revesnih resic pri 40-kratni povedavi, za
kar smo uporabili 3-4 stopnicCaste rezine odvzete v razmiku 50 um. Kvantitativne rezultate
za posamezne testne skupine smo nato statistino analizirali.

3.1.6 Mikrobioloska analiza mukoze

Dele ¢revesja za mikrobioloSke analize smo trikrat sprali v 0,15 M fosfatnem pufru (PBS,
pH=7,2) ob zmernem mesanju. Ko¢ke ¢revesa s povr§ino 10 cm® smo homogenizirali v
toliksni koli¢ini % Ringerjeve raztopine (Merck, Darmstadt, Nemcija), da smo dobili 100
ml suspenzije. Naslednje razredCitve smo naredili v peptonski vodi z metodo po Kochu, v
primernimi za ugotavljanje §tevila (ke/ml oziroma ke/cm® sluznice) posameznih skupin
bakterij: VRB (Merck, Darmstadt, Nemcija) za koliformne, MRS (Merck, Darmstadt,
Nemcija) za laktobacile, MRS z dodatkom rifampicina (125 pg/ml) (Merck, Darmstadt,
Nemcija) pa za testna seva Lb. gasseri K7 (Rif ") in LF221 (Rif *). Hranljivo gojis¢e VRB
smo inkubirali 24 ur pri 30 °C. Inkubacija hranljivega gojis¢a MRS z ali brez dodanega
rifampicina je potekala 72 ur pri 37 °C v anaerobnih pogojih, ki smo jih zagotovili z
uporabo Generbox sistema (Bio-Mérieux, Marcy 1'Etoile, Francija).

Po konc¢ani inkubaciji smo presteli zrasle kolonije s pomocjo elektronskega Stevea (ESKO
7L, LABO Ljubljana). Stevilo kolonijskih enot (ke) bakterij v gramu ali mililitru vzorca
smo izracunali po naslednji formuli (IDF standard, 100B, 1991, 3):
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KE=3%n/((fal+1b0,1)d)

Legenda:

Xn | vsota kolonij, zraslih na plo§¢ah

fa Stevilo ploscC, uporabljenih v prvi razred¢itvi

b Stevilo plos¢, uporabljenih v drugi razred¢itvi
d reciprocni razredcCitveni faktor prve razredcitve

3.1.7 Statisticne metode

Podatke, pridobljene z morfometriénimi meritvami ¢revesnih resic in tehtanjem pujskov,
smo vnesli v racunalnik in s programom Excel v okolju Windows pripravili za nadaljnjo
statisticno obdelavo. Rezultate mikrobioloskih analiz smo pretvorili v logaritemske
vrednosti (log)o) ter jih statisticno obdelali s programom Excel v okolju Windows.

Za ugotavljanje razlik med skupinami (K7, LF in kontrola) za maso in prirast smo
uporabili model 1, v katerega smo vkljucili sistemski vpliv skupine. Statisticno obdelavo
teh podatkov smo opravili s statisticnim paketom SAS (2000) z metodo najmanjsih
kvadratov v proceduri splos$nih linearnih modelov (GLM).

MODEL 1
yij = p+ Si + eij

Legenda:
yij | opazovana vrednost

pu | srednja vrednost

Si | skupina (i=1, 2, 3)
eij | ostanek

Vpliv probiotikov LF221 in K7 na viSino Crevesnih resic, razlike med pujski znotraj
posamezne skupine in razlike v viSinah Crevesnih resic med pujski, zrtvovanimi 5. dan in
20. dan, smo analizirali s statisticnim paketom SPSS (verzija 12), s katerim smo opravili
testa F in t ter analizo variance za majhne neodvisne vzorce. Z Levinovim testom enakosti
varianc smo testirali enakost varianc med posameznimi skupinami oziroma posameznimi
pujski znotraj posamezne skupine. Ce je bilo tveganje vegje od 0,05, smo hipotezo zavrnili
in opravili t-test ob predpostavki za neenake variance in pri tveganju ve¢jem od 0,05.

Ker smo iz vsake skupine ob istem ¢asu lahko zZrtvovali le po dve Zivali, pri ¢emer smo
izbrali po dve s skrajnima telesnima masama (najvec¢ja in najmanjsa), primerjava povprecij
med skupinami, izraCunanih iz vrednosti le dveh Zivali, ni najbolj smiselna. Iz tega razloga
smo podrobneje obravnavali podatke za vsako Zival posebej in primerjali posamezne zivali
med skupinami in znotraj skupin.
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4 REZULTATI

4.1 VPLIV DODANIH PROBIOTIKOV NA RAZVOJ TELESNE MASE IN
PRIRAST PUJSKOV

Pujske smo tehtali Stirikrat. V preglednici 5 so navedeni rezultati posameznih tehtanj. Po
drugem tehtanju sta bila po dva pujska iz vsake skupine Zrtvovana, zato so pri prvem in
drugem tehtanju podatki za osem, po 3. in 4. tehtanju pa za Sest zivali iz vsake skupine. Po
Cetrtem tehtanju sta bili zrtvovani Se dve zivali iz vsake skupine.

Preglednica 5: Telesna masa posameznega pujska na dan tehtanja

USesna | l.tehtanje | 2.tehtanje | 3.tehtanje | 4.tehtanje | Skupen
Skupina Stevilka | (kg) (kg) (kg) (kg) prirast teze
prasi¢a | Dan 0 Dan 5 Dan 13 Dan 19 (kg)
19 7,00 7,00 8,90 11,8 4,80
1 7,00 8,05 * * *
10 8,00 8,60 12,20 16,80 8,80
K7 2 7,50 7,80 9,80 13,60 6,10
8 7,00 6,40 * * *
21 7,00 7,40 10,20 13,00 6,00
23 8,00 9,10 11,80 14,70 6,70
24 7,00 7,80 11,00 13,90 6,90
11 7,50 8,90 * * *
12 7,50 8,30 11,20 14,15 6,65
20 7,00 7,00 10,70 14,45 7,45
LF 27 6,70 7,70 10,80 13,60 6,90
3 7,00 6,90 * * *
4 8,00 8,45 12,20 15,70 7,70
6 7,00 7,05 10,60 14,10 7,10
16 7,00 7,10 10,00 13,10 6,10
13 7,00 6,75 8,30 11,00 4,00
25 8,00 9,20 * * *
Kontrolna 26 7,00 7,40 11,30 14,95 7,95
skupina 18 7,00 8,15 12,00 15,70 8,70
5 7,50 8,10 11,50 14,60 7,10
9 6,70 6,20 * * *
17 7,50 7,50 11,05 14,00 6,50
Opomba:
* - zrtvovan

Pri nobenem tehtanju ni bilo statisticno znacilnih razlik med skupinami v povpre¢nih
vrednostih telesne mase (Preglednica 6, Slika 6). V obdobju od vhlevitve do 5. dne
poskusa, ko smo pujske drugic¢ stehtali, je shujsala po ena zival iz skupin K7 in LF221, v
kontrolni skupini pa dve Zivali. HujSanje oziroma podpovprecen prirast je lahko posledica
poodstavitvenega stresa, ki se pogosto kaze tudi v obliki zmanjS$ane jeS¢nosti in v pojavu
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prebavnih motenj. Pojava driske pri poskusnih Zivalih nismo opazili. Ker sta bili krma in
voda pujskom stalno na razpolago, lahko izklju¢imo moznost, da bi tezji (dominantne;jsi)
pujski preprecevali dostop do krme lazjim pujskom. Pri vsem pa ne gre zanemariti dejstva,
da je v zacetku poskusa dajanje probioti¢nih pripravkov predstavljalo za praSi¢e dolocen
stres. Nekateri so urinirali ali blatili ze medtem, ko smo jim dajali dnevno dozo pripravka,
drugi pa takoj, ko smo jih vrnili v kletko. Sicer pa je znano, da lahko pujski hujsajo do 14
dni po odstavitvi, pri tem pa se njihova telesna masa lahko zmanjsa tudi do 1/3 ali celo vec.

Preglednica 6: Povpre¢na masa pujskov (£ s.d.) dveh testnih skupin in ene kontrolne med trajanjem poskusa

Skupina
Cas (dnevi) Kontrolna | K7 | LF
Telesna masa (kg) = s.d.
0 7,230 7,310 7,210
+ 0,391 + 0,458 + 0,418
5 7,650 7,760 7,670
+ 0,880 + 0,857 + 0,781
13 11,030 10,650 10,910
+ 1,235 + 1,251 + 0,738
19 14,150 13,960 14,180
+ 1,591 + 1,693 + 0,882

V vsaki skupini je bilo 8 Zivali. Na dan 0 smo pujske namestili v kletke. Naslednji dan (1.
dan) smo zivalim v testnih skupinah zaceli aplicirati probioticne bakterije.

14

14

13 1

12 4 7
LF

——ontrola

telesna masa (kg)

a 5 13 19

cas {dan)
Prikazane vrednosti so povprecje izmerjene telesne mase osmih oziroma Sestih (3. in 4. tehtanje) zivali iz
vsake skupine.
Slika 3: Razvoj telesne mase pujskov, razdeljenih v tri skupine

Povecevanje telesne mase pujskov je prikazano na sliki 6. Ob ¢asu prvega tehtanja so bile
skupine zelo izenaCene. Pri drugem tehtanju je povpre¢na masa nekoliko odstopala
navzgor za skupino K7, pri tretjem in Cetrtem tehtanju pa je prednjacila kontrolna skupina,
vendar razlike niso bile statisti¢no znacilne.
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Preglednica 7: Prirast posameznega pujska po obdobju

OBDOBJE

SKUPINA ) 0do5 5do 13 13 do 19
USesna Stevilka Telesna masa (Kg)
19 0,00 1,90 2,90
1 1,05 * *
10 0,60 3,60 4,60
2 0,30 2,00 3,80
K7 8 -0,60 * *
21 0,40 2,80 2,80
23 1,10 2,70 2,90
24 0,80 3,20 2,90
11 1,40 * *
12 0,80 2,90 2,95
20 0,00 3,70 3,75
27 1,00 3,10 2,80
LF 3 -0,10 * *
4 0,45 3,75 3,50
6 0,05 3,55 3,50
16 0,10 2,90 3,10
13 -0,25 1,55 2,70
25 1,20 * *
26 0,40 3,90 3,65
18 1,15 3,85 3,70
Kontrola 5 0,60 3,40 3,10
9 -0,50 * *
17 0,00 3,55 2,95
22 0,50 2,65 2,45
Opombe:

LF, K7 - oznaki za skupini Zivali, ki so prejemale testni sev LF221 ali K7
* - ni podatka, ker je bila zival Zrtvovana
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Odob Sdo13 13 do 19 0do14

OBDOBJA

B K7 @ LF Okontrola

Probioti¢na seva LF221 in K7 smo zivalim v testnih skupinah (K7 in LF) zaceli aplicirati na dan 1, zadnji
odmerek pa so prejeli na dan 14.

Slika 4: Povprec¢ni prirast pujskov v posamezni skupini v razli¢nih obdobjih

Preglednica 8: Povprecni prirast pujskov v posamezni skupini v razli¢nih obdobjih

OBDO]?JE 0do5 5do 13 13 do 19 0 do 19
(dnevi)
SKUPINA Teza (kg)
K7 0,456 2,700 3,317 6,550
+ 0,568 + 0,663 + 0,506 + 3,191
LF 0,463 3,317 3,267 6,983
+ 0,550 + 0,396 + 0,401 + 3,266
Kontrola 0,344 3,129 3,125 6,536
+0,615 + 0,904 + 0,520 + 3,042

Pridobivanje telesne mase pujskov v posamezni skupini smo izracunali za tri obdobja
trajanja poskusa ter za celotno obdobje. Statisticna analiza ni pokazala znalilnih razlik
(p>0,05) med skupinami v priras¢anju. V prvem obdobju (Preglednica 7) je najbolj
pridobil na tezi pujsek z usesno Stevilko 11 i1z skupine K7, v drugem in tretjem obdobju pa
pujsek 10 iz skupine LF, ki je prejemal probiotik LF221. Opazili smo tudi, da so
posamezni pujski le v prvem obdobju izgubili tezo, kar se je odrazilo na ustrezno nizjem
povpre¢nem prirastu. V skupini K7 je hujsal pujsek st. 8, v LF pujsek st. 3, v kontrolni
skupini pa pujska $t. 13 in 9. Omenjeni pujski, razen st. 9 (izhodiS¢na masa 6,70 kg), so
imeli izhodis¢no (vhlevitveno) maso 7,00 kg. Tu so bili tudi pujski, ki pa so ob drugem
tehtanju (5. dan) imeli enako telesno maso kot ob vhlevitvi: v skupini K7 pujsek §t. 19, v
LF pujsek st. 20, v kontrolni skupini pa pujsek st. 17.

Skupina K7 je najbolje prirascala le v obdobju med 13. in 19. dnevom, v celem obdobju
(0-19) pa je bil skupni prirast najboljsi v skupini LF. Sledila ji je skupina K7, vendar je
razlika med skupnima prirastoma za celotno obdobje (0-19) med skupinama K7 in kontrolo
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minimalna (14 g). Kontrolna skupina je imela povpre¢ni prirast vecji kot skupina K7 le v
obdobju od 5. do 13. dne. V casu apliciranja probiotikov (do 14. dne) in v celotnem
obdobju (0-19. dan) je bil prirast v povprecju najboljsi v skupini LF. Predvidevamo, da bi
bil ob vec¢jem Stevilu testnih zivali u€inek tudi statisti¢no znacilen.

4.1.1 Regresijska analiza telesne mase pujskov v odvisnosti od ¢asa

4.1.1.1  Linearna odvisnost med maso pujskov in ¢asom krmljenja skupine K7

20

15 ¢

+ |Zmenenateia
—s— Mapovedana te?a

teza

dnevi

Slika 5: Napoved teze za skupino K7

Narascanje telesne mase s casom lahko opise premica y = 6,66 + 0,35 * t, kjer je t Cas v
dnevih od 16.4.2002 naprej. Oba koeficienta sta statisticno znacilno razli¢na od 0 zaradi
visokih vrednosti t-testa in pripadajoce majhne verjetnosti tveganja. Celotna regresija je
statisticno znacilna, saj je vrednost F-testa enaka 107,82 pri tveganju, manjsem od 0,0005 .
S Stevilom dni lahko pojasnimo 80% variabilnosti teZze (Adjusted R Square=0,804).
Preostalih 20% pa predstavlja vpliv neznanih dejavnikov.

B= 0,35 nam pove, da se je masa pujskov skupine K7 v povpre¢ju povecala za 0,35 kg.
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4.1.1.2  Linearna odvisnost med maso pujskov in ¢asom krmljenja skupine LF

18
16 + .
14 +
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10 -

+ lZmenenateia

teza

—=— Mapovedana tefa

0 5 10 15 20

dnevi

Slika 6: Napoved teZe za skupino LF

Narasc¢anje telesne mase s ¢asom opiSe premica y= 6,56 + 0,37 * t, kjer je t ¢as v dnevih od
16.04.2002 naprej. Korelacija pri korelacijskem koeficientu r= 0,898 je statisticno znacilna
pri stopnji tveganja p<0,1 po T-testu. B= 0,37 nam pove, da se je masa pujskov skupine LF
vsak dan v povpre¢ju povecala za 0,37 kg.

4.1.1.3 Linearna odvisnost med maso pujskov in ¢asom krmljenja za kontrolne skupine

20

+ |Zmenenateia
—=— Mapovedana tefa

dnevi

Slika 7: Napoved teze za kontrolno skupino

Narascanje telesne mase s casom opiSe premica y= 6,56 + 0,35 * t, kjer je t ¢as v dnevih od
16.04.2002 naprej. Korelacija pri korelacijskem koeficientu r= 0,898 je statisticno znacilna
pri stopnji tveganja p<0,1 po T-testu. B= 0,35 nam pove, da se je masa pujskov kontrolne
skupine vsak dan v povprec¢ju povecala za 0,35 kg.
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42  REZULTATI MIKROBIOLOSKE ANALIZE CREVESNE SLUZNICE

Preglednica 9: Stevilo kolonijskih enot kaliformnih bakerij, laktobacilov in testnih probiotiénih sevov L
gasseri, K7 in LF221 v ¢revesni sluznici razlicni delov Crevesa, vsebini vitega ¢revesa in blatu pojskov
zrtvovanih 5. ali 20 dan

" log ke/10 cm’ &revesne sluznice log ke/g
SKUPINA | odveema | Koliformni/laktobacili/ K7 ali LF221 | vsebine logke/g
v x o itega blata
vzorea | pyanajstnik | TeS¢e ¢érevo | Vito &revo viteg
Crevesa
5 -/4,73/ - -/3,64/ - 4,77/6,13/3,20 | 6,90/8,71/5,18 2’%/8’49/
6,46/6,26/
K7 5 2,93/4,08/2,14 | 3,79/4,68/2,23 @ 4,90/4,34/ - 6,98/7,64/ - 436
20 -/2,78/ - -/ -/ - 4,38/4,98/ - 6,55/6,88/3,59 @ 5,64/ 7,04/ -
20 -/4,54/ - 2,91/4,41/ - 4,48/4,54/ - 6,81/7,81/ - 6,78/ 7,73/ -
5 -/4,01/ - -/3,20/ - 3,85/4,04/2,91 @ 6,38/7,79/ - 2’;2/8’85/
5,62/8,58/
LF 5 4,26/5,14/ - 2,56/3,54/ - 4,23/5,25/ - 6,20/7,90/ - 4.62
20 2,41/4,68/ - 3,51/5,29/ - 4,45/4,84/ - 6,25/7,40/2,90 | 6,00/ 7,20/ -
20 | -/418/- 3,85/ - 353428 6087736/ | 3000V
5 3,40/5,35/ - 3,49/4,14/ - 5,65/5,84/ - * 5,90/ 8,96/ -
5 341/2,96/- | -/ /- 4,20/4,92/ - * 6,51/ 7,59/ -
Kontrola
20 2,78/4,87/ - 3,49/4,14/ - 5,65/5,84/ - 7,29/7,65/ - 7,89/ 7,26/ -
20 2,69/5,36/ - 2,43/4,67/ - 4,10/4,81/ - 7,34/8,47/ - 6,59/ 7,60/ -
- : §tevilo kolonijskih enot pod mejo detekcije 100 ke/10 cm?
*: ni vzorca

Ke: kolonijske enote

Zive celice seva K7 smo ugotovili na érevesni sluznici dvanajstnika in te§¢ega ¢revesa ene
od dveh Zivali, Zrtvovanih 5. dan. Na 10 cm” &revesne sluznice dvanajstnika in te$Gega
¢revesa smo presteli 138 oziroma 170 ke, kar predstavlja 1,1 % oziroma 0,4 % vseh
laktobacilov. V vitem c¢revesu in vsebini vitega Crevesa iste zivali je bilo Stevilo
kolonijskih enot seva K7 pod mejo detekeije. V blatu iste Zivali je bilo 2,3 x 10* ke/g (to je
4,36 log ke/g) seva K7, kar predstavlja 1,3 % celotne populacije laktobacilov v blatu. Pri
drugi, istocasno zrtvovani zivali iz skupine K7, smo zive celice K7 ugotovili na ¢revesni
sluznici vitega Crevesa, v vsebini vitega Crevesa in v blatu, ne pa tudi v ¢revesni sluznici
dvanajstnika in tes¢ega Crevesa.

Pri dveh zivalih iz skupine K7, Zrtvovanih 20. dne, kar je 6 dni po prenehanju dodajanja
seva K7, je bilo Zivih celic K7 nad mejo detekcije le v vsebini vitega Crevesa enega pujska,
vendar manj kot 0,1 % vseh laktobacilov.

Pri zivalih iz skupine LF221 smo Zzive celice seva LF221 ugotovili v blatu obeh zivali,
zrtvovanih 5. dan, pri ¢emer je bilo Stevilo ke/g pri eni Zivali okrog 1 % vseh laktobacilov,
pri drugi pa manj kot 0,1 %. Ta sev smo ugotovili tudi v sluznici vitega ¢revesa prve zivali,
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in sicer 7,4 % od skupnega Stevila laktobacilov. Pri zivalih, ki so bile Zrtvovane 20. dan, v
¢revesni sluznici nismo ve¢ ugotovili zivih celic LF221, v manjSem S§tevilu (manj kot 0,1
% vseh laktobacilov) pa so bile prisotne v vsebini vitega ¢revesa oziroma v blatu. Stevilo
kolonijskih enot koliformnih bakterij se je zelo razlikovalo tudi med Zzivalmi iz iste
skupine, tako da morebitnega neposrednega vpliva aplikacije sevov K7 ali LF221 na
Stevilo koliformnih bakterij nismo ugotovili.
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43  UGOTAVLIJANIE VISIN CREVESNIH RESIC

Meritve cCrevesnih resic smo opravili na vzorcih razliénih delov c¢revesa pri 12-ih
zrtvovanih Zzivalih, od katerih jih je bilo 6 Zrtvovanih po 5-ih, ostalih 6 pa po 20-ih dneh
poskusa. Zeleli smo prouéiti vpliv probiotikov oziroma ali obstaja povezava med telesno
maso in visino ¢revesnih resic.

Na vzorcih razlicnih delov ¢revesa (dvanajstnik, tesce Crevo, vito ¢revo) smo za vsako
zival opravili meritve viSin vseh neposkodovanih ¢revesnih resic. Rezultate meritev visin
Crevesnih resic za posamezen del Crevesja smo prikazali kot povprecne vrednosti vseh
meritev za posameznega pujska, s pripadajo¢im standardnim odklonom (Preglednica 9) po
posameznih skupinah. V dveh merjenjih, to je 5. in 20. dan, smo iz vsake skupine izbrali za
zrtvovanje po dva pujska z izstopajoco telesno maso (najtezjega in najlazjega pujska iz
vsake skupine) glede na ostale.

Preglednica 10: Rezultati meritev vi$in CR na vzorcih dvanajstnika, vitega ¢revesa in teS¢ega Crevesa

Skupina | Dan gj:isll]l; Visina resic v um
Dvanajstk | TeSc¢e ¢revo | Vito ¢revo
75 Povpr. 417,230 371,250 290,510
5 SD + 57,87 + 71,08 + 55,213
9 Povpr. 406,208 252,787 235,354
Kontrola SD + 100,389 + 78,650 + 57,901
13 Povpr. 513,920 385,954 304,921
20 SD + 139,029 + 44,339 + 78,714
13 Povpr. 487,614 377,780 359,740
SD + 113,238 + 59,244 + 23,83
| Povpr. 511,031 393,120 192,680
5 SD + 65,936 + 41,802 + 40,982
2 Povpr. 256,135 221,404 172,758
K7 SD + 54,956 + 50,018 + 43,302
10 Povpr. 448,650 401,680 304,846
20 SD + 35,48 + 72,22 + 47,758
1 Povpr. 476,797 prizadet 248,477
SD + 77,233 epitelij + 50,92
1 Povpr. 363,855 277,769 276,985
5 SD + 87,542 + 84,519 + 52,834
3 Povpr. 367,485 332,556 322,987
LF SD + 86,641 + 47,349 + 88,177
4 Povpr. 409,785 342,015 281,687
20 SD + 67,267 + 45,954 + 37,009
27 Povpr. 550,451 * *
SD + 107,957 * *
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4.3.1 Vpliv skupine na vi§ino CR v posameznem delu &revesja

O vplivu dodajanja probiotikov na viSino crevesnih resic smo sklepali na podlagi
statisticne analize meritev visin Crevesnih resic treh skupin pujskov: prve skupine, ki je
prejemala sev Lb. gasseri K7, druge skupine, ki je prejemala sev Lb. gasseri LF221, in
tretje skupine pujskov, ki ni prejemala probioticnega dodatka.

Preglednica 11: Rezultati T testa pri analizi dolzine CR med dvema pujkoma posamezne skupine na vzorcih

dvanajstnika, vitega ¢revesa in teSega Crevesa

Vrednosti T testa in stopnje tveganja

. USesna
Skupina | Dan Stevilka : _ ___
Dvanajstk Tesce Vito Crevo
érevo
5 25 t t=0,45 t=4,5 t=3,8
9 p p=0,65 p <0,01 p <0,01
Kontrola
20 18 t t=0,8 t=0,48 t=33
13 p p=10,43 p=0,64 p <0,01
5 t t=19,2 t=11,7 t=1,3
8 p p <0,01 p <0,01 p=0,19
K7
20 10 t t=-0,15 t=2,7
21 p p=0,15 *1 p=10,01
5 11 t t=-0,16 t=-3,1 t=-2,45
3 p p=0,87 p <0,01 p =0,02
LF
20 4 t t =-6,06
27 p p <0,01 *2 *2

p: stopnja tveganja

t: vrednost t-testa (T-eksponencialen)

*1: prizadet epitelij
*2: nepravilno odvzet vzorec
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4.3.1.1  Dvanajstnik

Slika 8: Vzdolzni prerez ¢revesnih resic dvanajstnika

Na podrocju dvanajstnika so bile statisticno znacilne razlike v viSini ¢revesnih resic le med
pujski kontrolne in LF skupine (p=0,014), ki so bili zrtvovani 5. dan poskusa. V tem
primeru so bile resice dvanajstnika pujskov iz kontrolne skupine daljSe. Razlika je razvidna
na sliki 11; rdeCe obarvana stolpica s podatki za kontrolne pujske (uSesna Stevilka 25 in 9)
za 5. dan sta opazno vi§ja od rumenih stolpicev, ki predstavljata pujska (usesna Stevilka 11
in 3), tretirana s probiotikom LF221. Zanimivo je, da sta bila po dva pujska v isti skupini
zelo izenaena med seboj v viSini resic, ¢eprav sta se razlikovala po izhodis¢ni tezi. Pri
primerjavi visin ¢revesnih resic v dvanajstniku pri pujskih, ki so prejemali probiotik K7 in
kontrolnimi pujski, nismo ugotovili statisticno pomembnih razlik. Tu pa je zelo izstopal
pujsek s§t. 1, ki je imel najve¢jo povprecno visino Crevesnih resic dvanajstnika med pujski
na 5. dan in je dosegel ve€ino povprecnih visin resic pujskov, zZrtvovanih 20. dan poskusa.
Pri meritvah 20. dne znacilne razlike med skupinami ni bilo. Izstopal pa je pujsek §t. 27
(skupina LF), ki je imel med vsemi pujski najve¢jo povpre¢no viSino resic dvanajstnika,
hkrati pa najmanjsi prirast v skupini LF med dvemi tehtanji.
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43.1.2 TescCe Crevo

Slika 9: Vzdolzni prerez ¢revesnih resic tes¢ega Crevesa

V podrocju tescega Crevesa nismo ugotovili statisticno znacilne razlike v visini ¢revesnih
resic pri pujskih, zrtvovanih 5. dan, kakor tudi ne na 20. dan. Na 5. dan sta bili kontrolna
skupina in skupina K7 zelo izenacCeni. Na sliki 12 lahko vidimo, da sta imela tezja (St. 25,
kontrola; §t. 1, K7) in tudi lazja pujska (§t. 9, kontrola; §t. 1, K7) prakticno enako dolge
resice teSCega Crevesa. V skupini LF pa sta imela pujska $t. 11 in 3 sicer nekoliko daljse
resice od lazjih dveh kontrolne (§t. 9) in skupine K7 (8t. 1), vendar vseeno mnogo krajse od
tezjih dveh iz omenjenih skupin. Najdaljse resice je imel pujsek st. 1 (K7), najkrajSe pa
zival §t. 8 (K7). Razlika povprecnih meritev viSin resic omenjenih pujskov je bila 172 pm.
Pri pujskih, zrtvovanih 20. dan, manjkata podatka za pujska st. 21 (K7, lazji pujsek) in st.
27 (LF, lazji pujsek). Med njimi je imel najdaljSe resice teZji pujsek §t. 10 iz skupine K7,
sledil mu je tezji pujsek §t. 18 iz kontrolne skupine in nato Se lazji §t. 13 iz kontrolne.
NajmanjSe povprecje vseh meritev resic teS€ega Crevesa je imela Zival §t. 4 (teZji pujsek) iz
skupine LF. Razlika med najdaljSimi (St. 10, K7) in najkrajSimi resicami (§t. 4, LF) med
pujski, Zrtvovanimi 20. dan, je bila 41 um, kar je bistveno manj kot pri meritvah na 5. dan.
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43.1.3 Vito ¢revo

Slika 10: Vzdolzni prerez ¢revesnih resic vitega Crevesa

Na podrocju vitega Crevesa so se statisticno znacilne razlike (p<0,05) pokazale med
skupinami tako pri pujskih, ki so bili zrtvovani 5., kakor tudi 20. dan. NajdaljSe resice v
vitem Crevesu sta imela pujska kontrolne skupine na 20. dan. Med pujski, zrtvovanimi 5.
dan, pa sta imela najdaljSe resice pujska iz skupine LF, najkrajSe pa tista iz skupine K7. V
vitem Crevesu sta imela pujska St. 1 in 8 iz skupine K7 na 5. dan statisticno znacilno
najkrajSe resice. Njuni povpre¢ni visini resic vitega Crevesa pa sta bili zelo izenaceni,
nekoliko daljSe resice je imel pri tem pujsek $t. 1, ki je imel ob zakolu vi§jo telesno maso.
Sledi kontrolna skupina, kjer je bila razlika v visini resic med pujskoma §t. 25 in 9 vecja.
Tudi tu je imel daljSe resice tezji pujsek, v tem primeru zival $t. 25. V visini resic vitega
¢revesa je vodila skupina LF. V tej je imel pujsek §t. 11 sicer krajSe resice kot pujsek st. 25
iz kontrolne skupine, vendar med vsemi pujski (na 5. dan) je imel pujsek §t. 3 najdaljse
resice. Slednji je imel manjSo telesno maso od pujskov §t. 11 in 25 na 5. dan poskusa. 20.
dan poskusa je med skupinami najbolj izstopala kontrolna s pujskoma §t. 18 in 13. Pujsek
§t. 13, z najmanjSo telesno maso ob zakolu v skupini, je imel od vseh zrtvovanih pujskov
najdaljse resice vitega Crevesa. Sledil mu je pujsek st. 18, ki je imel enako dolge resice kot
pujsek st. 10 iz skupine K7. V slednji je bil Se pujsek st. 21, ki je imel najmanjSo tezo v
skupini na 20. dan poskusa. V skupini LF so bili pridobljeni podatki samo za znotraj
skupine najtezjega pujska St. 4, ki je imel daljSe resice le od pujska §t. 21 (skupina K7),
Zrtvovanega prav tako na 20. dan.
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4.3.2 Razlike v visini CR posameznih delov ¢revesa, med 5. in 20. dnem, znotraj
skupine

4.3.2.1 Dvanajstnik

Razlike v vi$ini ¢revesnih resic dvanajstnika smo ugotovili v vseh treh testnih skupinah, ko
smo znotraj skupine primerjali povprec¢ne visine resic pujskov, zrtvovanih 5. in 20. dan.
Povprec¢ne visine resic dvanajstnika pujskov na 20. dan so bile v vseh skupinah daljse od
le-teh na 5. dan. Najvecjo razliko v visini resic med 5. in 20. dnem smo zabelezili znotraj
kontrolne skupine, sledili sta ji skupini LF in nato K7.

Meritve za posamezna pujska znotraj vsake skupine na 5. oziroma 20. dan so bile
vecinoma zelo izenaCene, izstopala sta pujska §t. 1 in 8 (K7; 5. dan), ter pujska §t. 4 in 27
(LF; 20. dan), kjer so bile razlike v visini vecje. Pujsek st. 1, ki je imel v skupini najvecji
prirast do 5. dne, je imel tudi najvecjo povprecno visino resic dvanajstnika, pri pujsku §t. 8
pa je bila povprecna visina resic dvanajstnika najmanjSa, tudi v primerjavi z viS§inami resic
dvanajstnika pujskov iz drugih testnih skupin. V primeru pujskov st. 4 in 27 (LF; 20. dan),
je imel daljSe resice dvanajstnika pujsek $t. 27, ki je imel med 16. in 20. dnem poskusa
najmanj$i prirast v skupini. Povprecna viSina resic dvanajstnika tega pujska je bila vecja
celo od resic pujskov iz drugih dveh skupin.

432.2 TescCe Crevo

V podrocju tes¢ega Crevesa so bile znacilne razlike v kontrolni skupini med 5. in 20. dnem.
Povprecna visina resic tes¢ega Crevesa pujskov §t. 18 in 13, ki sta bila zrtvovana 20. dan, je
bila vecja od le-te pri pujskih §t. 25 in 9, zrtvovanih 5. dan. Povprecni viSini resic starejSih
pujskov sta bili pri tem bolj izenaceni, vecje odstopanje je bilo med mlajSima pujskoma (St.
25 1n 9). V skupini K7 sta imela pujska §t. 1 in 8 (Zrtvovana 5. dan) krajSe resice tesCega
¢revesa v primerjavi s pujskom §t. 10 (Zrtvovan 20. dan), vendar je razlika med pujskom St.
1 in 10 minimalna. V skupini LF je razlika med pujskom §t. 3 (zrtvovan 5. dan) in §t. 4
(zrtvovan 20. dan) prav tako majhna.

4.3.2.3  Vito ¢revo

Pri vitem ¢revesu so se pokazale znalilne razlike v viSini resic med 5. in 20. dnem v
kontrolni in skupini K7. V kontrolni skupini sta imela starejSa pujska §t. 18 in 13
(zrtvovana 20. dan) daljSe resice kot mlajsa, $t. 25 in 9 (Zrtvovana 5. dan). Razlika med
povpre¢nima vrednostima visin resic lazjih dveh pujskov (St. 9 na 5. dan in $t. 13 na 20.
dan) je bila veliko vecja kot pri tezjih dveh, ki sta bila dokaj izenacena. V skupini K7 sta
imela starejSa pujska (St. 10 in 21; zrtvovana na 20. dan) tudi daljSe resice v primerjavi z
mlajSima dvema (§t. 1 in 8; Zrtvovana 5. dan). V tem primeru je bila razlika med
povpre¢nima viSinama vecja med tezjima pujskoma ($t. 1 in 10). V skupini LF nismo
pridobili podatkov za pujska §t. 27 (najlazji v skupini na 20. dan). Na sliki 13 vidimo, da je
bila povprecna visina resic vitega Crevesa starejSega pujska st. 4 (najtezji v skupini 20. dan)
enaka povprecni visini resic mlajSega pujska §t. 11 (najtezji v skupini 5. dan). Pujsek st. 3,
ki je bil 5. dan najlazji v skupini, pa je imel daljse resice kot pujsek st. 4 (najtezji v skupini
20. dan).
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4.3.3 Razlike v visini CR celotnega proucevanega ¢revesja med 5. in 20. dnem,
znotraj skupine

V kontrolni in skupini LF so imeli statisticno znacilno daljSe resice pujski, Zrtvovani 20.
dan poskusa. V skupini K7 ni bilo statisticno znacilnih razlik v visini resic med pujski,
zrtvovanimi 5. dan, in tistimi, ki so bili zrtvovani 20. dan poskusa.

GO0
500 -
E
S, 400 -
= W Kontrola
8 300 | iz
o]
=
= 200 ) OLFZ21
-

100

A.dan 20.dan

Barve stolpcev oznacujejo, kateri skupini so zivali pripadale: Kontrola - zivali poleg krmila niso dobivale
dodatkov, K7 - Zivali so od 1. do 14. dne dobivale bakterijski sev K7, LF - Zivali so od 1. do 14. dne dobivale
bakterijski sev LF221. Stevilke nad stolpi¢i pomenijo oznako Zivali.

Stolpci svetlejSe barve prikazujejo povpreéno visino resic za zival, ki je imela v dolo¢eni skupini najmanjSo
telesno maso, stolpci temnejse barve pa za tisto z najvecjo telesno maso.

Slika 11: Visine CR dvanajstnika pri 12-ih Zivalih, Zrtvovanih 5. ali 20. dan poskusa

Iz slike 11 vidimo, da so bile ¢revesne resice dvanajstnika posamezne skupine prasicev,
zrtvovanih 5. dan, krajSe kot le-te pri pujskih, zrtvovanih 20. dan. V tem primeru izstopa
povprecna visina resic dvanajstnika pujska §t. 1, ki je presegla vecino visin resic pujskov,
zrtvovanih 20. dan. Resice dveh pujskov v posamezni skupini so bile dokaj izenacene,
izstopala pa sta pujska $t. 1 in 8, zrtvovana 5. dan, ter pujska st. 27 in 4, zrtvovana 20. dan,
kjer so bile razlike v viSini resic dvanajstnika velike in statisticno znacilne (p<0,01). V
prvem primeru (skupina K7) je imel daljSe resice tezji pujsek (§t. 1), v drugem (skupina
LF) pa lazji (st. 27).
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Barve stolpcev oznacujejo, kateri skupini so zivali pripadale: Kontrola - zivali poleg krmila niso dobivale
dodatkov, K7 - zivali so od 1. do 14. dneva dobivale bakterijski sev K7, LF - zivali so od 1. do 14. dne
dobivale bakterijski sev LF221. Za zivali 21 in 27 nimamo podatka. Stolpci svetlejSe barve prikazujejo
povprecno visino resic za zival, ki je imela v doloCeni skupini najmanjSo telesno maso, stolpci temnejse
barve pa za tisto z najvedjo telesno maso. Stevilke nad stolpi¢i pomenijo oznako Zivali.

Slika 12: Visine CR tes¢ega &revesa pri 12-ih Zivalih, Zrtvovanih 5. ali 20. dan poskusa

V teS€em Crevesu smo ugotovili statisticno znacilne razlike viSin crevesnih resic v
kontrolni skupini med pujskoma §t. 25 in 9 (p<0,01), v skupini K7 med pujskoma $t. 1 in 8
(p<0,01) ter v skupini LF med pujskoma §t. 11 in 3 (p<0,01).Vse omenjene razlike se
nanasajo na zivali, ki so bile zrtvovane 5. dan poskusa. Pujska §t. 1 in 25, ki sta imela
statisticno znacilno daljSe resice, pa sta bila tudi najtezja v posamezni skupini 5. dan
poskusa. Pujsek st. 8 je imel 5. dan najmanjso telesno maso v skupini K7.
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Barve stolpcev oznacujejo, kateri skupini so zivali pripadale: Kontrola - zivali poleg krmila niso dobivale
dodatkov, K7 - zivali so od 1. do 14. dne dobivale bakterijski sev K7, LF - zivali so od 1. do 14. dne dobivale
bakterijski sev LF221. Stolpci svetlejSe barve prikazujejo povprecno visino resic za zival, ki je imela v
dolo¢eni skupini najmanjso telesno maso, stolpci temnejse barve pa za tisto z najve&jo telesno maso. Stevilke
nad stolpici pomenijo oznako zivali.

Slika 13: Visine CR vitega ¢revesa pri 12-ih Zivalih, Zrtvovanih 5. ali 20. dan poskusa

V vitem crevesu imamo statisticno znacilne razlike viSin ¢revesnih resic v kontrolni
skupini med pujskoma $t. 25 in 9, zrtvovana 5. dan (p<0,001), in pujskoma §t. 13. in 18,
zrtvovana 20. dan (p<0,01), v skupini K7 med pujskoma §t. 10 in 21, zrtvovana 20. dan
(p=0,01), ter v skupini LF med pujskoma §t. 11 in 3, zrtvovana 5. dan (p=0,02). Statisticno
znacilne razlike v viSini resic med najteZjim in najlazjim pujskom znotraj posamezne
skupine na dan zakola niso vedno v prid tezjih pujskov, izjema sta pujska st. 3 iz skupine
LF (zrtvovan 5. dan), ki je imel daljSe resice kot pujsek §t. 11, in pujsek §t. 13 (zrtvovan
20. dan), ki je imel daljse resice kot pujsek st. 18.
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44  VISINA CR V POSAMEZNEM DELU CREVESA, NEODVISNO OD SKUPINE

Pri vseh pujskih so bile resice najdaljSe v dvanajstniku ter najkrajse v vitem crevesu.
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Stevilke nad stolpi¢i pomenijo oznako Zivali.
Slika 14: Visine CR vzdolz tankega ¢revesa posameznega pujska na 5. dan poskusa

Razlike v dolzini resic vzdolZ tankega Crevesa niso bile pri vseh Zivalih enako izrazite. Na
sliki 14 je razvidno, da so bile pri pujsku §t. 1 v skupini K7 veliko vecje razlike v viSinah
resic med posameznimi deli ¢revesja kot pri pujsku $t. 8. Pri pujsku $t. 1 je bila razlika v
visini resic med dvanajstnikom in vitim ¢revesom 318,35 um, pri pujsku st. 8 pa le 83,38
um. NajmanjSo razliko v viSini resic med dvanajstnikom in vitim ¢revesom (44,49 um)
smo ugotovili pri pujsku st. 3 iz skupine LF. Pujski se razlikujejo tudi v intervalu med
viSino resic dvanajstnika in viSino resic teS¢ega Crevesa. Ta razlika je bila najmanjsa pri
zivali §t. 8 (34,7um) in najvecja pri zivali §t. 9 (153,4 um). Razlika med viSino resic
teSCega in vitega Crevesa je bila pri pujsku §t. 9 le 17.43 pum, pri pujsku st. 1 pa 200,4 pm.
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Stevilke nad stolpi¢i pomenijo oznako Zivali.

Slika 15: Padanje visin resic vzdolZ tankega ¢revesa na 20. dan poskusa
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Pri vseh pujskih, ne glede na to, kdaj so bili Zrtvovani, vidimo, da so bile razlike v vi$ini

resic med posameznimi deli tankega Crevesa zelo razlicne.
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4.5 POVEZAVA MED VISINO RESIC IN TELESNO MASO

4.5.1 Dvanajstnik
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Slika 16: Povezava med telesno maso in visino resic dvanajstnika
R?=0,082 (r = 0,286)

Vpliv telesne mase na visino resic lahko pojasnimo v 8,2 % z linearno funkcijo:
ViSina resic = 246,587 + 24,05 * telesna masa

Korelacija med telesno maso in visino resic dvanajstnika pri korelacijskem koeficientu r =
0,286 ni statisticno znacCilna pri stopnji tveganja p < 0,1 po T-testu. Zato z linearno

regresijo ne moremo napovedati visino resic dvanajstnika z maso pujskov.

Povezava med telesno maso in visino resic dvanajstnika ni statisti¢no znacilna.
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4.5.2 Tesce ¢érevo
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Slika 17: Povezava med telesno maso in visino resic tes¢ega crevesa

R?=0,164 (r = 0,405)

Vpliv telesne mase na visino resic lahko pojasnimo v 16,4 % z linearno funkcijo:
ViSina resic = 171,747 + 20,6889 * telesna masa

Korelacija med telesno maso in visino resic tes¢ega crevesa pri korelacijskem koeficienti r
= 0,405 ni statisticno znacilna pri stopnji tveganja p< 0,1 po T-testu. Zato z linearno
regresijo ne moremo napovedati viSine ¢revesnih resic teS¢ega Crevesa z maso pujskov.

Povezava med telesno maso in viSino resic teS¢ega crevesa ni statisticno znacilna.
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4.5.3 Vito ¢revo
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Slika 18: Povezava med telesno maso in vi$ino resic vitega Crevesa
R?=0,15 (r=0,387)

15 % variabilnosti pojava lahko pojasnimo s spodnjo linearno funkcijo:
ViSina resic = 133,114 + 16,4442 * telesna masa

Korelacija med telesno maso in visino resic vitega ¢revesa pri korelacijskem koeficientu r
= 0,387 ni statistino znacilna pri stopnji tveganja p= 0,01 po T-testu. Zato z linearno
regresijo ne moremo napovedati vi$ino resic z maso pujskov.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Telesna masa in prirast posamezne skupine

Vpliv probiotikov na rastne parametre in zdravstveno stanje prasicev je bil opisan ze
velikokrat, vendar so si podatki pogosto nasprotujoci in neprimerljivi. Pozitivni vplivi na
rast so bili zapazeni, kadar so probioti¢ne bakterije dodane praSi¢em Ze prvi dan Zivljenja,
kakor tudi v obdobju odstavljanja (Chang in sod., 2001).

V nasem poskusu ni bilo statisticno znacilnih razlik v telesni masi med skupinami.
Primerjava med skupinami glede na skupni prirast in glede na prirast v posameznih
obdobjih je pokazala, da v nobenem navedenem primeru ni bilo statisticno znacilnih razlik
med skupinami (p>0,05), smo pa pri kontrolni skupini v 1., 3. in 4. obdobju zabelezili
najnizje priraste.

Glede na to, da je v prvih 5-ih dneh poskusa le tretjina prasicev pridobila na telesni masi za
600 g in vec, predpostavljamo, da se je poodstavitveni stres pojavil pri vecini praSicev.
Pluske (1996) je ugotavljal, da koli¢ina zauzite krme po odstavitvi ponavadi ne zadostuje
za pokritje vzdrzevalnih potreb prasi¢ev. Le Dividich in Herpin (1994) sta ugotovila, da
Sele po 5. dnevu po odstavitvi dosezejo prasic¢i ustrezno metabolno energijo, potrebno za
vzdrzevalne potrebe. Podobno smo zabelezili hujSanje nekaterih zivali od vhlevitve do 5.
dne tudi v nasem poskusu, ni pa bilo pojava driske. McCracken in Kelly (1993) pa navajata
pogostost izbruhov drisk pri zgodnjem odstavljanju, ki je posledica delovanja
enterotoksigenih bakterij (najpogosteje Echerichia coli) v tankem ¢revesu in fermentacije
tezje prebavljivih hranil krme v debelem ¢revesu.

5.1.2 Sestava mikrobne zdruzbe tankega Crevesa

Prisotnost seva L. gasseri K7 v vsebini vitega ¢revesa in prisotnost seva L. gasseri LF221
v blatu 6 dni po prenehanju aplikacije testnih sevov kaze na to, da sta se seva sposobna
zadrzati dlje ¢asa oziroma zacasno naseliti v prebavnem traktu posameznih zivali. Podobno
so Gardiner in sod. (2004) nasli laktobacile, ki so jih dajali prasiCem, pri posameznih
zivalih 5 dni po prenehanju aplikacije. V drugih raziskavah (Simpson in sod., 2000;
Gardiner in sod., 1999) so nasli L. reuteri M53 2 dni po konc¢ani aplikaciji, Enterococcus
faecium Fargo 688R pa tudi 8 dni po zadnjem odmerku, ¢eprav ne pri vseh zivalih. Velika
variabilnost v ¢revesni mikroflori med posameznimi osebki je, kakor pri zivalih, znacilna
tudi pri ljudeh (Fujiwara in sod., 2001; Gardiner in sod., 2002). Taka razlika med osebki je
posledica razlicne sestave Crevesne sluzi, ki prekriva epitelijske celice (enterocite), ter
razli¢ne sestave mikroflore, ki naseljuje érevesno sluznico. Ceprav se obiajno veéina
zauzitih probioti¢nih sevov po prekinitvi uzivanja kar hitro spere iz prebavnega trakta, pa
so naprimer L. gasseri SBT2055SR nasli v blatu ljudi, vkljuéenih v poskus, celo 90 dni po
prenehanju uzivanja tega seva (Fujiwara in sod., 2001).
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L. gasseri LF221 in K7 sta sicer izolata iz ljudi, vendar je ta vrsta bakterij tudi obi¢ajni
predstavnik mikroflore prebavil praSi¢ev. Rezultati so pokazali sposobnost pripenjanja
obeh sevov bakterij na Crevesno sluznico ter pri posameznih zivalih tudi vsaj zacasno
naselitev. Ker je znano, da se posamezne vrste bakterij ne naselijo enakomerno po vsem
¢revesu, je mogoce, da so bile prisotne tudi pri zivalih, kjer jih nismo odkrili, saj smo
analizirali le izbrane, majhne dele Crevesa.

5.1.3 ViSina resic

Kot je bilo pricakovano, so se viSine resic od dvanajstnika prek tes¢ega do vitega crevesa
pri vseh prasi¢ih postopoma krajSale. To je obiCajna anatomska znacilnost tankega Crevesa
prasica, kakor tudi ¢loveka. Podobno krajSanje visSine resic vzdolZ tankega ¢revesa je opisal
tudi Pluske (1996) v delu, kjer so ugotavljali vpliv razli¢nih krmil in koliine zauzite krme
na vi$ino resic po odstavitvi.

Pricakovali bi, da se bo s pove¢anjem telesne mase povecala tudi viSina resic. To pa zaradi
tega, ker raziskave kazejo, da imajo pujski pri ve¢jem zauzivanju krme in vecji telesni masi
tudi vi§je resice. Iz izmerjenih vrednosti smo ugotovili, da so bile resice, merjene pri
zivalih, ki smo jih zrtvovali 20. dan, ve¢inoma daljSe od tistih, ki smo jih Zrtvovali 5. dan.
To sovpada z dejstvom, da se pri odstavljenih praSic¢ih viSina resic s starostjo povecuje,
dokler ne doseze viSine, znacCilne za odrasle Zivali. S tem pa se posredno povecuje
absorbcijska povrSina in sama absorbcija. KrajSe resice na 20. dan glede na 5. dan smo
dobili pri skupini LF221 v podro¢ju vitega crevesa in pri skupini K7 v podrocju
dvanajstnika.

Kelly (1991, cit. po Klis in Jansman, 2002) poudarja, da se v 24-ih urah po odstavitvi v
tankem crevesu zgodijo strukturne in funkcionalne spremembe, kot so zmanjSanje viSine
resic, povecanje globine kript, zmanjSanje specifi¢ne aktivnosti prebavnih encimov laktaze
in saharoze ter zmanjSanje sposobnosti absorpcije. SkrajSane resice smo v posameznih
primerih sicer opazili pri vzorcih prasicev zrtvovanih 5. dan. Glede na to, da so bili vzorci
odvzeti le na enem mestu posameznega dela tankega Crevesa, rezultati ne odsevajo
dejanskega stanja visin resic v celotnem crevesju pri posameznem praSi¢u. Rezultati
poskusov Hempsona in Kidderja (1986) in Millerja in sod. (1986) so pokazali, da je bila
povprecna visina resic vitega Crevesa pri praSicih, zrtvovanih 5. dan po odstavitvi, za
polovico manjSa od vrednosti, ugotovljenih pri zivalih, ki so jih Zrtvovali takoj ob
odstavitvi. Poskus, kjer so nekaterim prasicem po odstavitvi dajali mleko oziroma mleko z
glutaminom, drugim pa krmilo Starter po potrebi, je pokazal, da pri prvih ni bilo
zmanjSanja viSine resic in pove€anja globin kript. Resice drugih pa so bile na 5. dan po
odstavitvi nizje in imeli so poglobljene kripte (Pluske in sod., 1996).

Med dvema prasicema znotraj posamezne skupine, ki sta bila zrtvovana 5. oziroma 20.
dan, smo v nekaterih primerih ugotovili statisticno znacilne razlike v viSini resic
posameznega dela tankega Crevesa, vendar nekje v prid tezjemu, drugje pa v prid lazjemu
prasicu. V naSem primeru so bile statisti¢éno znacilne razlike pri razlikah v visini resic od
50um do nad 100um. Pluske (1996) je navedel, da je le razlika v visini resic, ki presega 95
um, biolosko signifikantna.
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5.1.4 Odvisnost visine CR od telesne mase

V naSem poskusu ni bilo zaznati vpliva telesne mase na visino resic. Pri praSi¢ih iz
kontrolne skupine in skupine K7, ki so bili zrtvovani 5. dan poskusa, smo opazili, da ima
tezji prasi¢ v vseh treh delih tankega Crevesa daljSe resice kot lazji prasSic€ iz iste skupine.
Pri ostalih prasi¢ih pa so se ti parametri v vsakem delu Crevesa zelo razlikovali. V
nekaterih primerih je tezji prasi¢ imel krajSe resice kot lazji iz iste skupine, kar je v
nasprotju s pri¢akovanji.
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5.2 SKLEPI

- Seva LF221 in K7 smo odkrili v ¢revesni sluznici posameznih zivali 5 dni po zaCetku
aplikacije, ne pa 20. dan eksperimenta, ko je minilo Ze 6 dni od zadnjega odmerka.

-V blatu ali vsebini ¢revesa posameznih Zivali smo nasli tako sev LF221 kot K7 tudi Se
6 dni po koncani aplikaciji probiotikov.

- Potrdili smo hipotezo, da imata seva sposobnost pripenjanja na crevesno sluznico.
- Razlike v prirastu med skupinami prasSi¢ev niso bile statisticno znacilne.
- Znacilnega vpliva telesne mase na viSino resic nismo ugotovili za nobeno skupino.

- Ugotovili smo razlike v viSini Crevesnih resic posameznega dela Crevesa med
posameznimi prasici, vendar razlike niso bile znacilne.

- Skupina ni imela statisti¢no znacilnega vpliva na viSino resic.
- Visina ¢revesnih resic je bila najvec¢ja v dvanajstniku in najmanjSa v vitem Crevesu.

- Na osnovi rezultatov ne moremo potrditi hipoteze, da proucevana probiotika ucinkujeta
na prirascanje ali vplivata na morfometricne lastnosti resic tankega Crevesa.
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6 POVZETEK

Cilj naSega dela je bil ugotoviti ucinkovitost probioti¢nih sevov LF221 in K7 pri
odstavljenih prasic¢ih. Zanimalo nas je ali aplikacija omenjenih sevov vpliva na proizvodne
parametre odstavljenih pujskov ter sestavo mikrobne zdruzbe in viSino ¢revesnih resic v
posameznem delu tankega Crevesa.

Namen poskusa je bil tudi seznanitev s postopki in metodami dela za nadaljnje
raziskovanje vpliva probioti¢nih sevov na vecjih testnih populacijah.

V poskus smo vkljucili 24 odstavljenih pujskov, ki smo jih naklj¢no razdelili v tri skupine
(K7, LF in kontrola) po 8 prasi¢ev. Povprecna starost prasi¢ev na zacetku poskusa je bila
21 dni, povprec¢na telesna masa pa 7,25 kg. Poskus je trajal 21 dni. V tem obdobju so imeli
prasi¢i krmo in vodo po volji, obenem pa smo dvema skupinama 2 tedna dodajali vsaki
svoj probioti¢ni pripravek. Prasi¢e smo 1., 6., 14. in 20. dan stehtali in pri tem 6. in 20. dan
izlo€ili po dva praSi¢a iz vsake skupine (enega z najvejim in enega z najmanjSim
prirastom). Zrtvovanim prasi¢em smo analizirali mikrobiologko sestavo &revesne sluznice
v posameznih delih tankega Crevesa (dvanajstnik, teS¢e ¢revo in vito ¢revo) in opravili
morfometricne meritve Crevesnih resic istih delov ¢revesja.

Seva LF221 in K7 smo odkrili v ¢revesni sluznici posameznih Zivali 5 dni po zacetku
aplikacije, v blatu ali vsebini ¢revesa posameznih Zivali pa smo nasli tako sev LF221 kot
K7 Se 6 dni po koncani aplikaciji probiotikov. To nam potrjuje, da sta omenjena seva
sposobna pripenjanja na crevesno sluznico in posledicno potrjuje dobre prezivetvene
sposobnosti seva LF211 in K7 v prebavnem traktu.

Razlike v prirastu med skupinami praSiCev niso bile statisticno znacilne, zato lahko
sklepamo, da ni vpliva seva LF221 in K7 na rastne parametre prasicev.

Morfometri¢na analiza ¢revesnih resic nam je pokazala, da med skupinami ni statisticno
znacilne razlike v visini resic. Pricakovano so bile najvi§je resice v dvanajstniku, najnizje
pa v vitem crevesu. Ugotovili smo razlike v viSini ¢revesnih resic posameznega dela
¢revesa med posameznimi prasici, vendar razlike niso bile znacilne.
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ZAHVALA

Enkratna zahvala posameznikom se mi enostavno ne zdi dovolj. Custvo, ki ga v resnici ¢utim je hvaleZnost,
ki ne preneha z zadnjo piko na koncu diplomskega dela. Torej naj vam povem, da sem vsem, ki ste mi
kakorkoli stali ob boku do zakljucka $tudija in sicer, iskreno hvalezen. Prav tako vsem, ki ste na svoj nacin
pripomogli, da sem to kar sem in kjer sem. Ker pa predvidevam, da si med njimi tudi ti, ki sedaj beres te
vrstice:

Iskreno, hvala ti.
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