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Veliko raziskav dokazuje, da probiotiki kot krmni dodatki, blagodejno vplivajo na Zivali
gostiteljice z izboljSanjem Crevesnega mikrobnega ravnovesja, preprecujejo prebavne
motnje in povecujejo prirejo zivali. V nasi raziskavi nas je zanimalo ali probioti¢na seva
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) in Lactobacillus gasseri K7 (LK7), vplivata na maso
brejih misi in njihovih mladi¢ev. Poskus smo izvedli na miSih linije FVB/NHanHsd, v dveh
lo¢enih ponovitvah. V vsaki ponovitvi smo uporabili 30 samic in 15 samcev. Vse Zivali, Ki
so bile ves Cas poskusa krmljene z zadostno koli¢ino (ad libitum) peletirane krme in
oskrbljene z vodo, smo ustrezno oznacili in jih po paritvi naklju¢no razdelili v 3 skupine:
skupina N (kontrolna skupina), skupina G (dnevna aplikacija ~ 4 x 10° KE LGG) in
skupina K (dnevna aplikacija ~ 3,6 x 10° KE LK7). Zivali smo tekom poskusa
vsakodnevno tehtali pred aplikacijo probioti¢nih sevov. 1z mas brejih misi in Stevila
skotenih mladi¢ev smo ocenili maso mladi¢ev. Rezultate telesnih mas miSi in njihovih
mladiev smo statisticno obdelali in naredili primerjavo med vsemi tremi skupinami.
Primerjava skupin je pokazala, da probioti¢na seva LK7 in LGG nista statisticno znacilno
vplivala na maso brejih misi in ocenjeno maso njihovih mladicev, v primerjavi s kontrolno

skupino.
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Many studies have established that the use of probiotics as feed additives provides
beneficial effects on the host animal. These effects include improved intestinal microbial
balance, prevention of indigestion and increase in the growth rate of the animals. The focus
of our study was the effect of the Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) and Lactobacillus
gasseri K7 (LK7) strains on the body mass of pregnant mice and their offspring. The
experiment was carried out in two separate repetitions on the FVB/NHanHsd mice. Thirty
females and 15 males were used each time. The animals were provided with adequate
amount of pelleted food and water (ad libitum). They were appropriately marked and after
mating, randomly divided into 3 groups: group N (control group), group G (daily
application ~ 4 x 10° CFU LGG) and group K (daily application ~ 3,6 x 10® CFU LK?7).
During the experiment, the mice were weighted daily, prior of application of probiotic
strains. The body mass of the offspring was estimated on the basis of the body mass of the
pregnant mice and the number of offspring. After statistical analysis of the results of the
weighing, a comparison was made between the three groups. A comparison between the
control and the experimental groups revealed that the application of LGG and LK7 strains
did not have any influence on the body mass of the pregnant mice and the estimated body

mass of their offspring.
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1 UVOD

Probiotiki so zivi mikroorganizmi, ki zauziti v zadostni koli¢ini pozitivno vplivajo na
zdravje gostitelja (Guarner in Shaafsma, 1998 in Zocco in sod., 2006). Na trgu so na voljo
v obliki funkcionalnih Zivil, prehranskih dopolnil in zdravil brez recepta. Ugodno vplivajo
na ¢revesno mikrobioto, aktivnost encimov in na imunski sistem (Gaggia in sod., 2010),
kar pomeni, da pripomorejo pri preprecevanju ¢revesnih bolezni (driska, zaprtje, vnetja) in

alergijskih simptomov, posredno pa vplivajo tudi na sploSno zdravstveno stanje gostitelja.

Probiotike pa Ze vrsto let uporabljamo tudi v prehrani Zivali, predvsem kot alternativne
izdelke, ki nadomesc¢ajo uporabo antibiotikov kot pospeSevalcev rasti v Zivinoreji, ki so jih
leta 2006 v Evropski uniji prepovedali (Gaggia in sod., 2010). Znanstveniki jih Ze vrsto let
preucujejo na razlicnih Zivalskih vrstah in ugotavljajo, da kot krmni dodatki blagodejno
vplivajo na zival gostiteljico z izboljSanjem cCrevesnega mikrobnega ravnovesja. Ravno
tako kot pri ljudeh, tudi pri Zivalih pomagajo preprecevati prebavne motnje in ugodno
vplivajo na imunski sistem. Nekatere Studije pa so pokazale, da naj bi povecevali prirast
(Bernardeau in sod., 2002). Praksa je pokazala, da zivali z zdravo mikrobioto bolje
priras¢ajo, porabijo manj krme za enoto prirasta in imajo bistveno manj zdravstvenih tezav

(Gaggia in sod., 2010).

Preden probiotik pride na trziS¢e kot krmni dodatek ali prehransko dopolnilo, mora prestati
vrsto raziskav glede njegove ucinkovitosti in varnosti. Eden od korakov pri testiranju
probioti¢nih mikroorganizmov so tudi Zivalski modeli, Ki predstavljajo dragoceno orodje

za pridobivanje informacij delovanja probiotika v zivem organizmu.

Magistrska naloga je del temeljnega projekta J4-3606, »VIoga humanega mleka v razvoju
Crevesne mikrobiote dojencka« in sicer v delovnem sklopu z naslovom »Proucevanje
moznih mehanizmov endogenega prenosa probioticnih bakterij«. Projekt je financirala
Javna agencija za raziskovalno dejavnost Republike Slovenije (ARRS). Celotno Studijo je
odobrila Komisija za medicinsko eti¢na vprasanja Republike Slovenije (§t. soglasja:
32/07/10), dovoljenje za izvajanje poskusov na Zivalih pa Veterinarka uprava republike

Slovenije (VURS; st. soglasja 34401-17/2011/5). Nalogo sem opravljala na Katedri za
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mlekarstvo, v prostorih Centra za laboratorijske Zivali na Katedri za genetiko, animalno
biotehnologijo in imunologijo, na Oddelku za zootehniko BiotehnisSke fakultete. Poskus je
potekal z uporabo mi$jega modela in dveh probioti¢nih sevov: Lactobacillus rhamnosus
GG (LGG) in Lactobacillus gasseri K7, ki je odporen proti rifampicinu (LK7%). Po
parjenju smo misi razdelili v tri skupine in jim poleg standardne krme za misi od sedmega
dneva brejosti dalje vsakodnevno z orogastricno sondo aplicirali rekonstituirano mleko
(skupina N), v rekonstituiranem mleku suspendirane bakterije LGG (skupina G) in v

rekonstituiranem mleku suspendirane bakterije LK7R (skupina K).

Namen naloge je ugotoviti, ali bosta probioti¢na seva, ki jih bomo aplicirali mi§im, v
obdobju od paritve do kotitve, vplivala na njihovo telesno maso ter maso njihovih

mladicev.
Hipotezi:

1. Breje miSi, ki bodo uZivale probioticna seva Lactobacillus rhamnosus GG in
Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti rifampicinu, bodo imele ve¢ji prirast od

kontrolne skupine.

2. Breje misi, ki bodo zauzivale probioti¢na seva Lactobacillus rhamnosus GG in
Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti rifampicinu, bodo imele mladi¢e z vecjo

ocenjeno telesno maso.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 PROBIOTIKI

Glede na raziskavo Organizacije za prehrano in kmetijstvo (FAO) ter smernic Svetovne
zdravstvene organizacije (FAO/WHO, 2002), morajo biti probioti¢éni mikroorganizmi v
Zivilih sposobni preziveti prehod skozi prebavila. To pomeni, da morajo biti odporni proti
prebavnim sokovom in Zol¢u. Poleg tega morajo imeti sposobnost vsaj prehodnega
naseljevanja prebavnega trakta. Biti morajo varni, ucinkoviti, ter stabilni v izdelku med
skladis¢enjem, vse do roka uporabe izdelka. Zakonodaja na podrocju ocene varnosti
probiotikov je dobro definirana v ZDA, Kanadi in Evropi, ¢eprav enotnega standarda ni. V
ZDA imajo doloceni mikroorganizmi (predvsem mlecnokislinske bakterije — MKB) za
prehrano ljudi status GRAS (angl. generally regarded as safe), kar pomeni, da so splosno
spoznani kot varni mikroorganizmi, dolo¢i pa jih ameriski vladni urad za zdravila in
prehrano (FDA), ki deluje pod okriljem ameriSkega ministrstva za zdravje. V Evropi
varnost probiotikov dolo¢a Evropska agencija za varnost hrane (EFSA). EFSA doloca
varnost probioti¢nih mikroorganizmov po konceptu QPS (angl. qualified presumption of
safety) - domneve o varnosti uporabe mikroorganizmov. Glede na raziskave naj bi bila
dolo¢itev varnosti probiotikov v prehrani boljSa v Evropi, saj upoStevamo Se dodatna
merila za ocenjevanje varnosti probioti¢nih dodatkov, kot so zgodovina varne uporabe v
zivilski industriji, odpornost proti antibiotikom in ugotavljanje dejavnikov virulence
(Gaggia in sod., 2010).

S strani EFSA in FDA so dolocene pricakovane lastnosti in Kriteriji varnosti probiotikov
(Gaggia in sod., 2010):

- netoksi¢nost in nepatogenost mikroorganizma;

- tocna taksonomska razvrstitev mikroorganizma;

- prezivetje, kolonizacija in presnovna aktivnost mikroorganizma (odpornosti proti
zelodénemu soku in Zolcu, prezivetje v gastro-intestinalem traktu, sposobnost
pripenjanja na epitelij ali sluznico, tekmovanje za hranila);

- proizvodnja protimikrobnih snovi;

- antagonizem proti patogenim bakterijam;

- modulacija imunskega sistema;
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- znanstveno dokazan zdravju koristen uc¢inek;

- genetska stabilnost;

- stabilnost probioti¢nih lastnosti mikroorganizma med pripravo in skladiS¢enjem
probioticnega pripravka / izdelka;

- kadar je probioticen mikroorganizem vkljuen v zivilo, ne sme vplivati na

tehnolo§ke lastnosti in spreminjati organolepti¢nih lastnosti Zivila.

Uredba o izvajanju Uredbe (ES) Evropskega parlamenta in Sveta o prehranskih in
zdravstvenih trditvah na zivilih (Uredba..., 2007 in 2010) na trgu dolo¢a potrebne
postopke izdaje dovoljenj. S tem se zagotovi, da so navedbe na embalazi in v trgovanju z
zivili jasne, natan¢ne, ter temeljijo na dokazih, ki jih je znanstvena skupnost sprejela in
dokazala. Probiotiki so vse bolj priljubljeni ne samo med potro$niki, temve¢ tudi med
proizvajalci, saj njihove lastnosti, ki ugodno vplivajo na zdravje, bistveno prispevajo k hitri

rasti in Siritvi njihovega trga prodaje probioti¢nih zivil.

Mikroorganizmi, ki se pojavljajo kot probiotiki, spadajo v heterogeno skupino
mlecnokislinskih bakterij (Lactobacillus, Enterococcus, ...) in rodu Bifidobacterium (Saad
in sod., 2013).

Preglednica 1: Mikroorganizmi, ki so najbolj pogosto zastopani med probiotiki (Saad in sod., 2013: 3)

Rod Rod Ostale mle¢nokislinske Drugi mikroorganizmi
Lactobacillus Bifidobacterium bakterije
L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecium Escherichia coli; sev Nissle
L. casei B. animalis Lactococcus lactis Saccharomyces cerevisae
L. curvatus B. bifidum Leuconstoc mesenteroides Saccharomyces bourlardii
L. delbrueckii B. breve Pediococcus acidilactici
L. farciminis B. infantis Streptococcus thermophilius
L. fermentum B. lactis Streptococcus diacetylactis
L. gasseri B. longum Streptococcus intermedius
L. johnsonii B. thermophilum
L. paracasei
L. plantarum
L. reuteri
L. rhamnosus

2.1.1 Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus je velika in heterogena taksonomska enota, ki vsebuje ve¢ kot 100

razliénih vrst, ki spadajo v skupino mlec¢nokislinskih bakterij. To je rod po Gramu
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pozitivnih, nesporogenih bakterij, ki so prisotne v surovinah Zivalskega in rastlinskega
izvora. Energijo pridobivajo izkljuéno s fermentacijo sladkorjev (Adamié¢ in sod., 2003).
Mnoge vrste so pomembne v normalni sestavi ¢revesne mikrobiote ljudi in zivali, njihovo
pojavljanje in 3tevilo pa sta odvisna od gostitelja. Stevilni probiotiéni sevi, ki jih dodajajo
Zivilom, prehranskim dopolnilom in krmi, pripadajo vrstam tega rodu. Stevilne 3tudije so
pokazale, da specifiéni sevi vrst iz rodu Lactobacillus velikokrat pripomorejo pri
izboljSanju ravnotezja ¢revesne mikrobiote in dobrega pocutja pri ljudeh. Manj je Studij, ki

bi preucevale vpliv teh bakterij pri zivalih (Saad in sod., 2013).

2.1.2 Rod Bifidobacetrium

Bakterije iz rodu Bifidobacterium so anaerobne in ne tvorijo spor (Adami¢ in sod., 2003).
Veljajo za pomembne bakterije, ki naseljujejo prebavni trakt ljudi in Zivali. Njihova
prisotnost v velikem Stevilu je povezana z dobrim zdravstvenim stanjem gostitelja. Vrste iz
rodu Bifidobacetrium pomagajo pri ohranjanju primernega ravnovesja vseh ostalih
mikroorganizmov v prebavnem traktu in zmanjSujejo tveganje za okuzbo s patogeni.
Pogosto jih uporabljamo v prehrani ljudi in v farmacevtskih preparatih, njihova uporaba v

prehrani zivali se zadnja leta povecuje (Saad in sod., 2013).

2.1.3 Delovanje probiotikov

Mehanizem delovanja in ucinkovitosti posameznega probiotika sta pogosto odvisnha od
interakcij z mikrobioto gostitelja ali z imunsko-kompetentnimi celicami, ki se nahajajo v

¢revesni sluznici (Saad in sod., 2013).

Prebavni trakt je raznoliko mikrookolje, kjer uspe$no Zivi in raste ve¢ kot 1000 vrst
bakterij. Ena plast epitelija je vse, kar lo¢uje komenzalne in patogene mikroorganizme od
imunskih celic, in je tako Kkljuénega pomena za delovanje obrambnih mehanizmov,
potrebnih za preprecevanje okuzb in vnetja. Epitelij je sestavljen iz goste sluznice, ki
vsebuje sekretorne imunoglobuline (Ig) A in protimikrobne peptide. Prepustnost med
celicami uravnavajo tesni stiki. Razli¢ni mehanizmi preprecujejo razvoj patogenih bakterij
na/v epiteliju in tako izbruh wvnetij in Sirjenje mikroorganizmov v okoliska tkiva.

Kakrsnakoli motnja v epiteliju lahko vodi do izgube imunske tolerance za mikrobioto in
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neprimeren vnetni odziv, kar lahko povzro€i razvoj razli¢nih bolezni, kot sta na primer,
ulcerativni kolitis in Chronova bolezen. Probiotiki lahko prispevajo tudi k izboljSanju
obnavljanja epitelija in s tem prepre¢evanju prehoda patogenih bakterij preko epitelija. To
zagotavlja boljSo naravno obrambo organizma in stabilno sluznico, ki predstavlja fizi¢no

oviro patogenom, kar vodi do boljSe zas¢ite pred okuzbami in kroni¢nimi vnetji (Ohland in

Macnaughton., 2010).
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Slika 1: Vpliv probioti¢nih bakterij in kvasovk na pregradno funkcijo &revesnega epitela (Ohland in
Macnaughton, 2010: 2)
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Slika 1 prikazuje, kako lahko probiotiki vplivajo na epitelij preko razlicnih mehanizmov,
kar vodi k izbolj$anju ¢revesne pregradne funkcije in pomaga pri razvoju in vzdrZevanju
homeostaze. Odvisno od seva bakterije in uporabljenega modela probiotiki delujejo na

ciljno pregrado epitelija v treh obmocjih:

A: Neposredno na epitelij;
Probiotiki lahko povecéajo izlo¢anje mucina in izrazanje gobletovih celic, kar omejuje
gibanje bakterij skozi mukozne plasti sluznice in zmanjSuje prepustnost epitelija za

patogene in njihove produkte.

B: Vpliv na imunost sluznice;
Probiotiki lahko spodbudijo nastanck vecjega Stevila celic, ki proizvajajo IgA v lamini
propriji in s tem vecje izlocanje IgA v sluznici. Protitelesa omejujejo kolonizacijo bakterij,

saj vezejo bakterije in njihove antigene, kar prispeva k ohranjanju ¢revesne homeostaze.

C: Ucinki na druge okoliSke ali patogene bakterije;

Probiotiki lahko spremenijo sestavo mikrobiote in/ali izrazanje genov, kar posredno vpliva
na izboljSanje neprepustnosti pregrade. Poleg tega lahko nekateri probiotiki neposredno
unicujejo ali zavirajo rast patogenih bakterij s protimikrobnimi snovmi, kot so na primer
bakterocini. Probiotiki lahko tekmujejo s patogeni za vezavo na epitelne celice, s ¢imer
preprecujejo kolonizacijo skodljivih bakterij na ¢érevesni sluznici in prispevajo k pregradni

funkciji.
2.2 PROBIOTIKIV PREHRANI LJUDI IN NJIHOV VPLIV NA ZDRAVJE

Veliko Studij dokazuje zdravju koristne ucinke probiotikov. Med pomembne ugotovitve
sodi spoznanje, da je vzpostavitev optimalne mikrobiote temeljnega pomena za zaScito
organizma pred infekcijami, pridobivanje ustrezne imunske zascite, zaSCitne funkcije
Crevesnega sistema ter razlicnih metabolnih aktivnosti, ki pripomorejo k uspeSnemu
delovanju prebavnega sistema. Natancni mehanizmi Se vedno niso povsem raziskani,
vendar dosedanje ugotovitve potrjujejo koncept uravnavanja mikrobiote za izboljSanje
zdravja (Saad in sod., 2013).



Snedec A. Vpliv probiotikov na maso misi in njihovih mladicev. 8
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2015

Klini¢ne raziskave kazejo uspeSno uporabo probiotikov pri zdravljenju infekcijskih
bolezni, vkljuéno z virusnimi ali bakterijskimi driskami, ter kroni¢nimi vnetnimi
boleznimi, kot je ulcerozni kolitis. Ulcerozni kolitis je vnetna ¢revesna bolezen, Kjer je
vnetje prisotno v debelem Crevesju in omejeno le na sluznico ter podsluznico. Za pojav te
bolezni ni znanega vzroka. Njen nastanek pri ljudeh je genetsko pogojen. Zdravljenje
poteka z uporabo protivnetnih sredstev (sulfasalazinom, mesalazinom in kortikosteroidi)
(Amara in Shibl, 2013).

Vedno vecja je uspeSnost uporabe probioti¢nih sevov, ki bi lahko nadomestili uporabo
protivnetnih sredstev pri zdravljenju ulceroznega kolitisa. Tako so na primer Zocco in sod.
(2006) proucevali moznost uporabe probiotiénega seva E.coli Nissle 1917. Namesto
dodajanja protivnetnega sredstva mesalazina, so pacientom dnevno dali 1,5 g pripravka z
E.coli Nissle 1917. Dokazali so, da lahko pacienti z ulceroznim kolitisom tudi s tako
nizkim odmerkom probiotikov uspesno okrevajo. Vse te ugotovitve govorijo o potencialni
terapevtski vlogi probiotikov pri zdravljenju vnetnih crevesnih bolezni (Saad in sod.,
2013).

Znanstveniki se cedalje bolj posvecajo proucevanju moznosti uporabe probiotikov v
zgodnjem otroStvu. Glavni cilj je podpora pri vzpostavitvi uravnoteZzene mikrobiote in
Crevesne homeostaze. Moro in Arslanoglu (2005) sta proucevala kako dopolnjevanje
zaCetnih obrokov z mesanico probioticnih mikroorganizmov vpliva na mikrobioto
novorojenckov. Ugotovili so, da je u¢inek dodanih probiotikov v prehrano novorojenckov
odvisen od odmerka le teh, ter da znatno povecujejo Stevilo laktobacilov v ¢revesju in

spodbujajo rast bifidobakterij.

V nadaljnjih raziskavah sta se Moro in Arslanoglu (2005) posvetila preucevanju
materinega mleka. Pomembna sestavina materinega mleka so Stevilni oligosaharidi, ki jih
pogosto imenujemo tudi bifidogeni faktorji in spodbujajo razmnoZevanje bifidobakterij v
¢revesu. Dokazali so, da so odporni proti humanim encimom prebavnega trakta, kar je
predpogoj za njihov bifidogeni oziroma probioti¢ni u€inek. Oligosaharidi $¢itijo sluznico
prebavil tako, da z enteropatogenimi bakterijami tekmujejo za pritrditev na ¢revesne

ligande (Moro in Arslanoglu, 2005). Studije mikrobiote materinega mleka se najbolj
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osredotocajo na preuc¢evanje mle¢nokislinskih bakterij. Martin in sod. (2003) so proucevali
mle¢nokislinske bakterije, Ki so jih izolirali iz ¢revesja novorojenckov, njihovega blata in
brisov ustne votline. Za pojasnitev izvora teh bakterij so izolirali Se mle¢nokislinske
bakterije iz materinega mleka in iz koze materinih prsi. Od priblizno 300 izolatov so izbrali
178 mlecnokislinskih bakterij. Naredili so analizo RAPD (naklju¢no pomnozena
polimorfna DNA, ena izmed metod odkrivanja in identificiranja mikroorganizmov) in
ugotovili enak profil bakterij v mleku in blatu, te so bile razli¢éne od bakterij ugotovljenih
na drugih mestih. S tem so potrdili, da je mleko pomemben vir bakterij, ki poselijo ¢revesje
dojencka. Zgodnja vzpostavitev in delovanje ¢revesne mikrobiote je vedno bolj zanimiva

za raziskovanje in delezna cedalje ve¢ znanstvenih raziskav.

Mehanizem in delovanje probiotikov sta odvisna od interakcije s ¢revesno mikrobioto
gostitelja in imunskimi celicami, ki naseljujejo njegovo ¢revesno sluznico. Imunski sistem
prebavnega trakta deluje tako, da $¢iti telo pred invazijo patogenih mikroorganizmov.
Dejstvo je, da ima crevo, oziroma prebavni trakt, najve¢jo maso limfnega tkiva v
Cloveskem telesu. Sestavljeno je iz ve¢ vrst limfnega tkiva, ki shranjuje imunske celice, kot
so limfociti T in B. Poleg tega da probiotiki pomagajo obrambnim celicam pri obrambi
pred patogenimi bakterijami, tudi uspesno uravnavajo ¢revesno mikrobioto. V preglednici
2 so opisani pozitivni u¢inki nekaterih probioti¢nih sevov na zdravje ¢loveka (Saad in sod.,
2013).
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Preglednica 2: Nekateri probiotiki in njihovi vplivi na zdravje gostitelja (povzeto po Saad in sod., 2013: 4)

Probioti¢ni sevi

Vpliv na zdravje

L
2

L.
L.
L.

L.
L.

actobacillus planatarum
99v

casei Shirota (LcS)

casei DN114001
rhamnosus GG

. acidophilus La5
. acidophilus M92

. salivarius UCC118

reuteri DSM 12246
reuteri ATCC PTA 6475

Bifidobacterium breve

B. animalis

B. longum BB536
B. lactis Bb12

E. coli Nissle 1917

S

S

accharomyces boulardii

treptococcus

thermophilus

— Lajsa sindrom razdrazljivega crevesja

— ZniZuje LDL- holesterol

— ZmanjSuje pojav bakterije Clostridium difficile, ki povzro¢a drisko

— ZniZuje izraZanje z LPS induciranega IL-6 in INF-y

— Vpliva na uravnavanje imunskega sistema

— Zdravi akutne driske pri okuzbi z rotavirusi in driske povzrocene z antibiotiki

— Vpliva na uravnavanje imunskega sistema

— Pomaga lajSati simptome vnetega Crevesja

— Pomaga preprecCevati in zmanjSevati pojav alergij

— Zdravi akutne driske pri okuzbi z rotavirusi in driske povzrocene z antibiotiki

— Aktivira imunski sistem pacientov, ki imajo sindrom razdrazljivega ¢revesja

— ZniZuje serumski holesterol

— Lajsa simptome pri kroni¢no vnetem €revesju in uravnava ¢revesno
mikrobioto

— SkrajSuje rotavirusno drisko

— Vpliva na uravnavanje in stimulacijo imunskega sistema

— Vpliva na uravnavanje in stimulacijo imunskega sistema

— ZmanjSuje pojav simptomov razdrazljivega ¢revesja

— Povecuje izloCanje IgA

— Pomaga pri zdravljenju alergij

— SkrajSuje rotavirusno drisko

— Vpliva na manjso pojavnost kroni¢nega vnetja crevesja

— Vpliva na uravnavanje imunskega sistema

— Pomaga pri hitrejSem okrevanju po ulceroznem kolitisu

— Preprecuje pojav patogene E.coli

— Vpliva na manjso pojavnost kroni¢nega vnetja crevesja

— Pomaga pri zdravljenju akutne driske povzrocene z antibiotiki

— ZmanjSuje pojav bakterije Clostridium difficile, ki povzroca drisko

— IzboljSuje zdravstveno stanje pacientov z laktozno intoleranco

— Preprecuje pojav rotavirusne driske

2.2.1 Lactobacillus gasseri K7 Rif* (LK7%)

Sev Lactobacillus gasseri K7 (LK7) je izoliran iz dojenckovega blata starega 1 teden in

proizvaja bakteriocine s Sirokim spektrom protimikrobnega delovanja. Inhibira tudi

nekatere kvarljivce in patogene bakterije. Pomembne lastnosti tega seva so odpornost proti

nizkim vrednostim pH in Zol¢nim solem, prezivetje v simuliranih intestinalnih pogojih in

sposobnost vezave na epitelne celice prebavnega trakta (Bogovic-Matjasi¢ in Rogelj,

2000).

Pri $tudiji smo uporabljali sev Lactobacillus gasseri K7 Rif" (LK77). LK7® je derivat seva

LK7, ki je z zaporednim precepljanjem v gojis€a z naras¢ajoCo koncentracijo rifampicina

z

.....

rifampicinom (Bogovi¢-Matjasi¢ in sod., 2007). Sev je deponiran Vv zbirki
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mikroorganizmov na Institutu za milekarstvo in probiotike, Oddelka za Zootehniko,
Biotehniske fakultete v Ljubljani, pod oznako IM 238.

2.2.2 Lactobacillus rhamnosus GG (LGG)

Lactobacillius rhamnosus GG sta leta 1983 izolirala Sherwood in Goldvin iz Crevesja
zdravih odraslih ljudi. Sprva so mislili, da sev, ki sta ga odkrila, pripada vrsti L.
acidophilus, vendar so kasneje ugotovili, da gre za vrsto L. rhamnosus. Sev je odporen
proti kislini in Zol¢u, zelo dobro se prijema na steno Crevesnega epitelija in proizvaja
mle¢no kislino. Zaradi Stevilnih pozitivnih lastnosti so ga zelo hitro zaceli komercialno

uporabljati kot probiotik (Lee in Salminen, 2009).

2.3 PROBIOTIKI KOT KRMNI DODATEK V ZIVINOREIJI

Na zdravje in zmogljivost rasti domacih zivali vplivajo predvsem prehrana, stres,
antibiotiki in sodobna praksa vzreje Zzivali. Cilj Zivinoreje je zagotoviti varna zivila za
prehrano ljudi ob upoStevanju nacela dobrega pocutja Zivali in varovanja okolje. Probiotiki
so alternativni izdelki, ki bi lahko zamenjali pretirano uporabo antibiotikov oziroma ostalih
kemic¢nih snovi. Ne glede na to, ali je probiotik namenjen uporabi v humani ali Zivalski
prehrani, morata biti pred uporabo temeljito prouceni njegova ucinkovitost in varnost.
Raziskave znanstveniki najprej opravijo z in vitro metodami v laboratoriju in in vivo na
modelnih Zivalih oziroma organizmih. Modelni organizem je organizem, ki ga
znanstveniki obSirno raziskujejo, da bi razumeli dolo¢ene bioloSke pojave, pri ¢emer upajo,
da bodo na modelnem organizmu pridobljena odkritja omogocila razumevanje delovanja

drugih organizmov.

Fuller je leta 1989 definiral probiotike kot Zive mikroorganizme, ki kot krmni dodatki
blagodejno vplivajo na zivali gostiteljice z izboljSanjem crevesnega mikrobnega
ravnovesja. Nadaljnje raziskave so pokazale, da naj bi probiotiki preprec¢evali prebavne
motnje in povecevali sposobnost rasti Zivali. Dokazali so tudi, da naj bi nekateri sevi
mlecnokislinskih bakterij, ki so jih dodajali v prvih dneh Zivljenja, imeli ugodne uc¢inke na

rast podgan in pujskov. Dober pospeSevalec rasti mora povecevati rast, ne da bi pri tem
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Skodoval organizmu. Dokazali so, da probiotiki, prisotni v fermentiranih zivilih ali krmi

nimajo nezelenih stranskih u¢inkov (Quan in sod., 1991; Fuller, 1989).

Mikrobioto v prebavnem traktu zivali lahko opredelimo kot metabolno aktivni organ, ki s
svojim Sirokim spektrom razliénih vrst in Stevilénostjo celic predstavlja pestro
biodiverziteto aktivnih mikroorganizmov. Znanstveniki se posvecajo predvsem
vprasanjem, kako prepoznati in dolociti razli¢ne vrste mikroorganizmov, ki so prisotni v
Crevesju razli¢nih Zivali. Nekatere Studije so pokazale, da prehrana, fiziologija gostitelja in
morfologija ¢revesja, vplivajo na zdruzbo mikroorganizmov, ki se nahajajo v prebavnem
traktu. Uporabo probiotikov v Zivalski krmi so preucevali s predhodnimi in vitro testi, kjer
so spremljali: protimikrobno aktivnost, preZivetje v prebavnem traktu, sposobnost
pripenjanja na celice gostitelja in ob¢utljivost za antibiotike (Gaggia, in sod., 2010). Vse to
so lastnosti, ki jih je potrebno analizirati vsaki¢, ko ocenjujemo funkcionalnost in varnost
dolocenega probiotika. Ugotovili so, da je aktivnost dolo¢enega probiotika povezana z
vrsto in sevom mikroorganizma. Ravno tako na njegovo ucinkovitost in aktivnost vplivajo
odmerek, ¢as in trajanje uzivanja probiotikov. Naslednji dejavnik, ki je povezan z
delovanjem probiotika je starost zivali; mladi¢i so mnogo bolj dovzetni za vdor patogenov
v njihov organizem kot odrasle Zivali (Gaggia, in sod., 2010), zato so probiotiki obi¢ajno

ucinkovitejsi pri mladih zivalih.

Bakterije, ki povzrocajo zoonoze, lahko povzrocijo tezko ozdravljive bolezni v velikem
obsegu, pa tudi visoko obolevnost in smrtnost v zivinoreji, kar povzroci veliko
gospodarsko Skodo. Poleg tega se patogeni lahko prenesejo iz prebavil Zivali preko
prehranjevalne verige na ¢loveka. Kontaminacija hrane se lahko zgodi v katerikoli fazi
proizvodne verige. Ravno proti zoonozam bi se s pomocjo probiotikov lahko ucinkovito
ubranili, oziroma povecali stopnjo zaSCite zivali in ljudi proti patogenim bakterijam.
Domace zivali so poleg patogenov izpostavljene Se ostalim okoljskim dejavnikom, ki
posredno lahko vodijo v razliéne bolezni in manjSo prirejo (management ¢red, prehrana,
transport, stres, ...). Vsaka vrsta zivali ima svojo kriti¢no tocko v proizvodni verigi (Gaggia
in sod., 2010).
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2.3.1 Zakonodaja probiotikov pri Zivalih

Probioti¢ni pripravki, ki so namenjeni zivalim zasedajo pomembno mesto med krmnimi
dodatki saj veljajo za alternativne rastne pospeSevalce (Vodovnik in Marinsek-Logar,
2008). Zakonodaja, ki se nanaSa na probiotike pri Zivalih je urejena z Uredbo Evropskega
parlamenta in Sveta o dodatkih za uporabo v prehrani Zzivali (Uredba..., 2003) in s
Pravilnikom o Krmnih dodatkih (Pravilnik..., 2009). Slednji ureja oznacevanje krmnih
dodatkov v krmnih meSanicah, proizvodnjo, skladis¢enje, dajanje na trg za namen izvoza
in uvoza krmnih dodatkov, predmeSanic in krmnih meSanic, ki vsebujejo dodatke ter
izjemno uporabo snovi kot krmnega dodatka, ki nima dovoljenja Evropske Skupnosti za
namen znanstvenega poskusa. Dovoljeni krmni proizvodi so krmni dodatki, predmesanice
in krmne mesanice, ki vsebujejo krmne dodatke, ki imajo dovoljenje Evropske Skupnosti.
Na oznaki krmne meSanice, ki vsebuje probiotiéne mikroorganizme morajo biti naslednje
navedbe:

- navedba seva oziroma sevov, Ki so bili dolo¢eni z dovoljenjem,

- Stevilka seva oziroma sevov,

- Stevilo kolonijskih enot,

- E Stevilka,

- datum poteka veljavnosti garancije ali rok skladi$¢enja,

- navedba pomembnih znacilnosti mikroorganizma, ki se nanaSajo na proizvodni

proces (v skladu z izdanim dovoljenjem).

Krmni dodatek ne sme (Uredba..., 2003) :
- Skodljivo vplivati na zdravje zivali in ljudi ali na okolje,
- biti predstavljen na nacin, ki bi lahko uporabnika zavedel,
- Skoditi potro$niku z zmanj$evanjem razlo¢evalnih lastnosti zivalskih proizvodov ali

zavajati potroSnika glede razlocevalnih lastnosti Zivalskih proizvodov.

Opredeljeno je tudi, da krmni dodatek mora (Uredba..., 2003) :
- ugodno vplivati na lastnosti krme in lastnosti Zivalskih proizvodov,
- izpolnjevati prehranske potrebe zivali,
- ugodno vplivati na okoljske posledice reje zivali,
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- ugodno vplivati na rejo, prirejo ali dobro pocutje zivali, zlasti z vplivom na
zelod¢no-Crevesno floro ali prebavljivost krme ali,

- imeti kokcidiostati¢ni ali histomonostati¢ni uéinek.

Registracija probioti¢nih krmnih dodatkov preden pridejo na trzisce je v Evropi pogojena z
natancnim testiranjem varnosti in ucinkovitosti. Probioti¢ni krmni dodatki, ki so
registrirani v Evropski uniji, vsebujejo predvsem Gram-pozitivne bakterije, ki so iz rodov:
Bacillus, Enterococcus, Lactobacillus, Pediococcus in Streptococcus (Vodovnik in
Marindek-Logar, 2008).

2.3.2 Uporaba probioti¢nih krmnih dodatkov v reji prasicev

V prireji svinjine je najbolj stresno obdobje odstavitev pujskov in obdobje po odstavitvi.
Prasic¢i se naenkrat soo€ijo z veliko spremembami, ki povzroc¢ijo velik stres. Eden prvih
stresnih dejavnikov je zagotovo locitev pujskov od svinje. To pomeni, da se konca tudi
sesanje, s katerim se je zacel razvijati njegov imunski sistem. Temu sledi $e kriti¢en prehod
iz tekoCe krme (mleka) na krmila, ki ve¢inoma temeljijo na rastlinskih polisaharidih, in
zdruzevanje pujskov v skupinske bokse. Vse to vpliva na zdravstveno stanje pujskov in
nadaljnjo prirejo mesa. V preteklosti so pri in po odstavitvi pujskov v krmo preventivno
dodajali antibiotike, baker in cink, da bi prepreCili nastanek bolezni. Po prepovedi
dodajanja antibiotikov, bakra in cinka so znanstveniki zaceli iskati druge reSitve, ki bi
pripomogle k zasciti prasi¢ev pred patogeni. Vedno ve¢ je raziskav o uporabi probiotikov,
ki okrepijo delovanje imunskega sistema in s tem zas¢ito pred patogenimi mikroorganizmi.
Poleg Studij, ki so se ukvarjale z in vitro testi probiotikov so opravili tudi in vivo teste s

probioti¢nimi mikroorganizmi (Gaggia in sod., 2010).

Kot mozne kandidate za probiotike veliko proucujejo laktobacile, saj so pogosto prisotni v
¢revesni mikrobioti prasi¢ev. Takahashi in sod. (2007) so ugotovili, da dodatek bakterije
Lactobacillus plantarum poveca skupno populacijo L. plantarum v ¢revesju novorojenih
pujskov. Zaradi okrepljenega imunskega sistema in uravnavanja izloCanja vnetnih
citokinov se zmanjsa pojav driske in ¢revesnih bolezni tudi v odrasli dobi. Opazili so tudi
izboljSan dnevni prirast pri Zivalih, ki so dobivale dodatek L. plantarum, v primerjavi s

kontrolno skupino (Gaggia in sod., 2010).
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Vrste rodu Bifidobacterium so zelo preucevane kot probiotiki pri ljudeh, ne pa tudi pri
Zivalih. Se posebej slabo je raziskana uporaba bifidobakterij pri prasi¢ih. Pogosto so $tudije
narejene v povezavi z laktobacili. Siggers in sod. (2008) so odkrili, da so doloceni
laktobacili in bifidobakterije, ki so jih aplicirali pujskom takoj po rojstvu, spodbujali
kolonizacijo koristnih mikroorganizmov. Le ti pomagajo prepreciti atrofijo sluznice in
naseljevanje patogenov v crevesju, kar lahko povzroc¢i bolezni ali celo smrt novorojenih
pujskov. Aplikacija laktobacilov in bifidobakterij je tudi zmanjSala Stevilo bakterij iz rodu
Clostridium ter omejila pritrjevanje bakterij iz rodu Salmonella in vrste E.coli v prebavnem

traktu prasic¢a (Gaggia in sod., 2010).

Vecina $tudij kaZze na u¢inkovito uporabo probioti¢énih mikroorganizmov pri pujskih pred
in po odstavitvi. Rezultati Studij kazejo, da ima uporaba probiotikov pri pujskih pomembno
vlogo pri poveCevanju Stevila koristnih bakterij v Crevesju, pri delovanju imunskega
sistema in okrepljenem delovanju obrambnih celic. Nasprotno pa nekateri avtorji trdijo, da
probioti¢ne bakterije le delno pripomorejo k boljSemu delovanju prebavnega trakta in da se

jih ve¢ina izlo¢i z blatom (Gaggia in sod., 2010).

2.3.3 Uporaba probioti¢nih dodatkov v reji perutnine

V reji pitovnih pis€ancev so, tako kot pri ostalih domacih zivali, velik problem zoonoze, ki
lahko prizadenejo celo jato in povzrocijo ogromne ekonomske izgube. Perutnina je
podvrzena velikim spremembam in stresu kot so, sprememba krme, stres pri prevozu in
visoka gostota naselitve. Vse to lahko slabi imunski sistem in povecuje nagnjenost k
naselitvi patogenih bakterij v prebavnem traktu. Probiotiki lahko pripomorejo k
nadzorovanju naselitve patogenov in k ohranjanju zdrave ¢revesne mikrobiote (Santini in

sod., 2010).

Med povzrocitelji bolezni so pri perutnini najbolj raziskane vrste rodu Salmonella, ki lahko
povzroc¢ijo okuzbo pri pis¢ancih in odraslih koko$ih in se lahko preko prehranjevalne
verige prenesejo na cloveka. Zato se raziskovalci vse intenzivneje ukvarjajo tudi s
preucevanjem probioticnih mikroorganizmov v povezavi s prepreCevanjem okuzbe s

salmonelami. Raziskave so pokazale, da probioti¢ne bakterije iz rodu Lactobacillus
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bistveno pripomorejo k hitrejSemu okrevanju dan starih pitovnih piscancev, ki se okuzijo z
vrstami Salmonella takoj po izvalitvi. Higgins in sod. (2007) so se osredotocili predvsem
na preucevanje protimikrobne aktivnosti razlicnih probiotikov. Probioti¢ne pripravke so
aplicirali oralno preko pitne vode in preko kloake z aplikatorjem, direktno v crevesje.
Ugotovili so, da je povzrocila direktna aplikacija probiotikov v Erevesje, v primerjavi z
oralno aplikacijo preko pitne vode, znatno veéje zmanjSanje Stevila bakterij iz rodu
Salmonella, Ze eno uro po aplikaciji v Crevesje. Laktobacili so bili uspe$ni tudi pri
zmanjSevanju umrljivosti zaradi nekroti¢nega enteritisa. To je bolezen, ki jo povzrocajo
Klostridiji in je akutna bakterijska infekcija, ki povzroc¢i nastanek sprememb na sluznici
¢revesja. Perutnina se z njimi okuzi preko iztrebkov, prahu, kontaminirane krme ali stelje.
Pis¢ancem so laktobacile dodali peroralno Ze prvi dan Zivljenja in zmanjSali umrljivost za
30 % (Higgins in sod., 2008).

Uporaba probioti¢nih bakterij iz rodu Bifidobacterium, je v reji kokoSi znatno manjsa, v
primerjavi z laktobacili. Zelo malo $tudij je osredoto¢enih na proucevanje bakterij iz rodu
Bifidobacterium. Vecinoma jim pripisujejo samo pozitivno delovanje na ¢revesno

mikrobioto in uspesnost rasti.

Splosni zakljucek je, da lahko uporaba probiotikov pri reji perutnine povecuje parametre
uspesnosti reje: povecajo stopnjo rasti, konverzijo krme in posledi¢no prirejo in kakovost
mesa. Nekatere raziskave kazejo, da so ucinkoviti tudi pri zmanjSevanju nalaganja
abdominalne mascobe.

Veliko Studij v zvezi s probiotiki pa je bilo narejenih tudi pri prireji jajc. Raziskave kazejo,
da meSane kulture probioti¢nih mikroorganizmov vplivajo na velikost jajc in posledi¢no
zmanjsujejo stroske krme pri kokosSih nesnicah. Poleg tega naj bi povecevali prirejo in

kakovost jajc (Gaggia in sod., 2010).

2.3.4 Uporaba probioti¢nih dodatkov v reji preZvekovalcev

Studije, ki se ukvarjajo z uporabo probiotikov pri prezvekovalcih, izvajajo tako pri

mladi¢ih kot odraslih prezvekovalcih, ob upoStevanju zdravstvenega stanja Zzivali in
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gospodarskih parametrov. Vecinoma so raziskave usmerjene v proucevanje uporabe

probiotikov pri kravah in teletih, le malo se jih nanaSa na drobnico.

Veliko raziskav je bilo v preteklosti usmerjenih v aplikacijo probiotikov za preprecevanje
driske pri novorojenih teletih, ki jo povzroc¢a E. coli in je pomemben vzrok visoke
obolevnosti in smrtnosti pri teletih. Rodriguez-Palacios in sod. (2004) so zmanj3ali
pojavnost driske tako, da so teletom v mleéne nadomestke dodajali mle¢nokislinske
bakterije. Dokazali so uspeSnost probioticnih mikroorganizmov pri zmanjSevanju
pojavnosti driske in smrtnosti pri teletih. Ugotovili so tudi, da probioti¢ni dodatki lahko

izbolj$ajo proizvodnost Zivali, povecajo telesno maso in pospesijo razvoj vampa pri teletih.

Pri govejih pitancih si znanstveniki niso enotni. Nekateri poro¢ajo o tem, da dodatek
probiotikov v kon¢ni fazi rasti pozitivno vpliva na parametre rasti, zopet drugi trdijo, da

nimajo nobenega znacilnega vpliva (Gaggia in sod., 2010).

2.3.5 MiS kot model za raziskave

Najveckrat preucevana zival v poskusih na Zivalih je mi§ (Mus musculus). V zadnjem
stoletju se laboratorijska miS velikokrat pojavlja kot primarni modelni organizem za

genetske raziskave in raziskave na podroc¢ju probiotikov.

Preglednica 3: Taksonomska klasifikacija hiSne misi (Krystufek, 2003: 592)

Taksonomska kategorija Latinsko ime Slovensko ime
Kraljestvo Animalia Zivali

Deblo Chrodata strunarji

Razred Mammalia sesalci

Red Rodentia glodalci

Naddruzina Muroidea misi in sorodniki
Druzina Muridae misi, voluharice in hréki
Poddruzina Murinae misi

Rod Mus mis

Raziskovalci na razli¢nih biomedicinskih podrocjih uporabljajo mis zaradi njene precejsne
genetske in fizioloSke podobnosti ljudem in dobrega poznavanja njenega genoma. To
omogo¢a relativno enostavno manipulacijo in analizo. Ceprav so kvasovke, ¢érvi in muhe
odli¢ni modeli za Studije celicnega cikla in Stevilnih razvojnih procesov, so misi veliko

boljSe orodje za raziskovanje imunskih, endokrinih, zivénih, kardiovaskularnih, skeletnih
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in ostalih kompleksnih fizioloskih sistemov, ki so skupni vsem sesalcem. Tako kot ljudje
in mnogi drugi sesalci, miSi naravno razvijejo bolezni, ki vplivajo na zgoraj naStete
sisteme, vkljuéno z razvojem rakavih obolenj, ateroskleroze, visokega krvnega tlaka,
sladkorne bolezni, osteoporoze in glavkoma. Poleg tega je mis zival, ki zahteva relativno
nizke stroSke vzdrzevanja, malo prostora in ima odli¢no sposobnost reprodukcije (vsakih
devet tednov). Trenutno je na voljo za genetske raziskave veliko edinstvenih sevov misi
(Beck in sod., 2000).

V zacetkih biomedicinskih raziskav so znanstveniki, s pomocjo selekcije in vzreje misi za
pridobivanje potomcev z zelenimi lastnostmi, razvili razlicne misje modele. Razvoj novih
tehnologij in napredek farmacevtske industrije je omogoc¢il raziskovalcem razvoj
uporabnih, novih modelov za genetske bolezni z izpostavitvijo miSje DNK Skodljivim
kemikalijam. Ta proces imenujemo kemijska mutageneza. Eden najpomembnejSih
napredkov je sposobnost ustvarjanja transgenih misi, v katerih je novi gen vstavljen v

zarodne celice (vsebujejo genetski material, Ki se prenese na potomce) Zivali.

Znanstveniki so razvili Se u¢inkovitejse pristope, ki temeljijo na homologni rekombinaciji.
Mednje sodi razvoj orodij za izlo¢anje genov (»knock out« Zivali), oziroma nadomes¢anje

obstojec¢ih genov s spremenjenimi razli¢icami (Beck in sod., 2000).

2.3.5.1 Raziskave probiotikov na misih

Najvec raziskav na laboratorijskih misih je bilo opravljenih s probioti¢nimi bakterijami iz
rodov Lactobacillus in Bifidobacterium. Kot je bilo ze omenjeno, se raziskave probioti¢nih
mikroorganizmov za¢nejo najprej v laboratoriju. Tako so na primer Bernardeu in sod.
(2002) najprej in vitro dokazali probioti¢ne lastnosti izbranih laktobacilov, nadaljnje
Studije pa so opravili na miSih. Ugotovili so, da so sposobni preZiveti procese priprave
krme in pogojev v prebavnem traktu, nimajo plazmidov z geni za odpornosti proti
antibiotikom in imajo Sirok spekter protimikrobnega delovanja. Proucevali so varnost
probioti¢nih bakterij in spremljali zdravje ter rast misi, ki so prejemale probioti¢no
suspenzijo dnevno, na dva ali na stiri tedne. Pogoje izbolj$anja rasti so preucevali tako, da

so miSi krmili z obroki razli¢nih energetskih vrednosti in proucevali prezivetje sevov ter
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zauzitje potrebnega odmerka bakterij. Dokazali so, da so bile opazne razlike v lesku dlake
med Zivalmi, ki so prejemale suspenzijo z laktobacili in kontrolno skupino Zivali. Niso pa
porocali o statistiéno znacilnih razlikah v tezi organov (vranice in jeter). Bistveno razliko
so ugotovili le pri pridobivanju telesnih mas. Zivali, ki so bile tretirane s probioti¢no
suspenzijo, so imele visjo telesno maso in so prirascale hitreje kot zivali v kontrolni
skupini. Ravno tako kot pri drugih Zivalskih vrstah si tudi pri miSih strokovnjaki niso
enotni glede u¢inkov probioti¢nih bakterij. Mnogo S$tudij namrec¢ trdi, da nimajo nobenega
bistvenega vpliva na telesno maso. Zhou in sod. (2000) so opravili raziskavo, v kateri so
stiri tedne miSim neprekinjeno oralno aplicirali probiotika Lactobacillus rhamnosus
HNOO1 in Bifidobacterium lactis HNO19. Ugotovili so, da razlike v stopnji rasti in
povecanju telesne mase med skupino, ki je prejemala probioti¢ne bakterije in kontrolno
skupino niso statisticno znacilne. Dokazali so, da probioti¢ne bakterije, ki so jih testirali,

ne vplivajo toksi¢no ali patogeno na Zivali (Zhou in sod., 2000).
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3 MATERIALI IN METODE

Zastavljeni hipotezi, da bodo imele breje misi, ki bodo uzivale probioti¢ne pripravke, vecji
prirast od kontrolne skupine in da bo uzivanje probiotikov vplivalo na maso njihovih
mladicev, smo preucevali v dveh locenih poskusih, ki sta potekala pod enakimi pogoji in

po enakem postopku.

V mikrobioloSkem laboratoriju, na Katedri za mlekarstvo, smo pripravili pripravke
(rekonstituirano mleko in suspenzije bakterij LK7" in LGG v rekonstituiranem mleku)
katere smo do uporabe pri poskusu na brejih misih, hranili v hladilniku pri 4 °C. Prvi in
sedmi dan hranjenja pripravka v hladilniku, smo suspenzijo nacepljali na gojis¢e MRS, da

smo preverjali Stevilo kolonijskih enot (KE)/ml.

Sam poskus na brejih misSih linije FVB/NHanHsd je potekal v prostorin Centra za
laboratorijske Zivali na Katedri za genetiko, animalno biotehnologijo in imunologijo, na
Oddelku za zootehniko Biotehniske fakultete. Veterinarska uprava Republike Slovenije
(VURS) je dne 27.5.2011 izdala dovoljenje za izvajanje poskusov na zivalih, Stevilka
34401-17/2011/5, z veljavnostjo treh let.

3.1 PRIPRAVA FOSFATNEGA PUFRA IN GOJISC

Fosfatni pufer (PBS) je vodna raztopina, ki vsebuje natrijev klorid, natrijev fosfat, kalijev
klorid ali kalijev fosfat. PBS pomaga ohranjati konstantno vrednost pH. PBS smo pripravili
tako, da smo v 850 ml destilirane vode (dH,0) raztopili 8 g NaCl (Merck, 1.06404), 0,2 ¢
KCI (Sigma, 31248) 1,80 g Na,HPO;x2H,0 (Merck, 1.06580), 0,24 g KH,PO, (Merck,
1.05104). Ko smo uravnali pH na 7,4 smo dodali dH,O do enega litra ter avtoklavirali 15
minut pri 121°C.

Pri delu smo uporabljali tekoce in trdno gojis¢e MRS. MRS je selektivni medij za uspe$no
rast mlecnokislinskih bakterij, predvsem laktobacilov. Tekoce gojis¢e MRS (Merck,
1.10661) smo pripravili po navodilih proizvajalca in sicer smo 52,2 g gojis¢a raztopili v

enem litru dH,0, razdelili v epruvete po 10 ml in avtoklavirali 15 minut pri 118 °C.
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MRS agar (Merck, 1.10660) smo pripravili po navodilih proizvajalca in sicer smo 13,64 g
goji§¢a v prahu raztopili v 200 ml dH,O in avtoklavirali 15 minut pri 118 °C. Se tekod agar

smo uporabili za prelivanje ustrezno redCenega vzorca.

Za gojenje LK7" smo gojiscu dodali antibiotik rifampicin. Tekoce in trdno gojis¢e MRS z
dodatkom rifampicina (MRSF) smo pripravili tako, da smo pred uporabo oziroma razlitjem
na petrijevko, gojis¢u dodali zalozno raztopino rifampicina v metanolu (12,5 mg/ml;

Sigma, R3501) do kon¢ne koncentracije 125 pg/ml.

3.2 PRIPRAVA PRIPRAVKOV ZA APLIKACIJIO Z OROGASTRICNO SONDO:
3.2.1 Priprava rekonstituiranega mleka v prahu

Mleko v prahu (6 g; Merck, 1.15363) smo raztopili v 60 ml dH,0 in avtoklavirali 15 minut
pri 110 °C. Za kontrolno skupino (N) smo po 500 pl rekonstituiranega mleka razdelili v
posamezne mikrocentrifugirke. Za negativno kontrolo smo mleko razdelili po 1 ml v

mikrocentrifugirke. Mikrocentrifugirke z mlekom smo hranili na 4 °C,

3.2.2 Priprava suspenzije bakterij LK7% in LGG v rekonstituiranem mleku

LK7% in LGG, ki smo ju hranili pri -80 °C, smo najprej odmrznili na sobni temperaturi in
nato odpipetirali 100 ul LK7® v 10 ml tekotega MRS®, 100 ul LGG pa v 10 ml tekodega
MRS. Po 18-ih urah inkubacije pri 37 °C, smo po 100 pl sveze kulture precepili v Sest
steklenih centrifugirk z 10 ml teko¢ega gojis¢a MRS (pri obeh sevih brez antibiotika). Po
18-ih urah inkubacije pri 37 °C, smo kulturo 6 minut centrifugirali pri 3500 x g, odlili
gojisce in resuspendirali v 2 ml PBS ter postopek ponovili. Po naslednjem centrifugiranju
pri istih pogojih smo bakterije resuspendirali v 2 ml rekonstituiranega mleka, premesali ter

shranili v hladilnik pri 4 °C za najvec Sest dni.
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3.2.3 Preverjanje $tevila bakterij LGG in LK7R, suspendiranih v rekonstituiranem
mleku

Prvi in Sesti (zadnji) dan hranjenja suspenzije v hladilniku smo 100 ul suspenzije LGG in
LK7® redcili v PBS do ustrezne red¢itve (107 in 10®). V prazne petrijevke smo
odpipetirali po 1 ml ustrezno red¢enega vzorca (dve paralelki za vsako redcitev) ter prelili
z MRS agarjem (MRS® pri LK7%), ohlajenim na 45 °C, preme$ali in pustili pri sobni
temperaturi, dokler se gojisce ni strdilo. Petrijevke smo nato inkubirali 48 ur pri 37 °C. Po

inkubaciji smo presteli bakterije, ki so zrasle na ploscah.
3.3 POTEK IN IZVEDBA POSKUSA NA BREJIH MISIH LINIJE FVB/NHANHSD

Zastavljeni hipotezi smo preverjali na brejih misih linije FVB/NHanHsd, ki smo jih krmili
s sevoma LGG in LK7R. Potek dela z Zivalmi je prikazan na Sliki 2.

Vhlevitevin Zrtvovanje
oznacevanje zivali
)
Parjenje zivali Depilacija
2 o <
- -\‘i
Razvrstitev
potencialno brejih Izvajanje poskusa
misi v skupine
. \

Slika 2: Shematski prikaz poteka dela z Zivalmi

Zivalski poizkus smo izvajali v dveh lo¢enih ponovitvah. V vsaki ponovitvi smo uporabili
30 samic in 15 samcev. V poskusih smo uporabljali misi specificnih patogenov proste
(SPF; angl. specific pathogen free), inbridirane linije FVB/NHanHsd, ki smo jih narocali v

vzrejnem centru Harlan (Italija). Vsako zival smo ustrezno oznacili z uSesno $¢ipalko, da
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smo lahko tekom poskusa identificirali posamezno Zival. Zivali smo gojili v kletkah, ki so
vsebovale meSanico lesene in peletirane stelje, na katero smo poloZili gnezditveno mrezo,
Ki se obicajno uporablja za privajanje Zivali na metabolne kletke in misjo hisko. Dno misje
hiske smo zaprli z rde¢im plastificiranim kartonom in s $€ipalko za perilo pric¢vrstili na
gnezditveno mreZo. Vanjo smo polozili bombazno blazinico, ki mi§im omogoca izdelavo
gnezda. Dnevno smo zivali pregledali in poskrbeli, da so imele na voljo zadostno koli¢ino
(ad libitum) peletirane krme (Altromin, #1324) v krmilniku in vode v napajalniku. V
karanteni in koloniji smo imeli 12-urni svetlobni ciklus, 21 do 22 °C in 50 do 70 %

relativno zracno vlago. Enkrat tedensko smo opravili ¢iscenje kletk.

Zivali smo parili po sistemu dve samici in en samec. Na dan pojava ¢epa smo samico
nastanili v svezo kletko in ji pripisali poskusno Stevilko. Cep je strdek, ki nastane v
samickini vagini potem, ko se je parila s samcem. Pregledovanje ¢epov uporabljamo kot
diagnosti¢ni pregled, da je prislo do paritve. Pri prvi ponovitvi smo pridobili 22 brejih
samic, pri drugi pa 23. Po enem tednu po paritvi smo zivali s ¢epom razporedili v tri

skupine. Vse podatke smo belezili v preglednico (v prilogi).

Zivali smo nakljuéno razdelili v tri skupine, in sicer:

1. SKUPINA N= kontrolna skupina, kateri smo od sedmega dneva brejosti dalje
vsakodnevno z orogastri¢no sondo aplicirali 200 pl rekonstituiranega mleka.

2. SKUPINA G= skupina kateri smo od sedmega dneva brejosti dalje, vsakodnevno z
orogastri¢no sondo aplicirali 200 pl suspenzije bakterij LGG v rekonstituiranem mleku, Ki
je vsebovala 4,0+0,8 x 10°® KE bakterij LGG.

3. SKUPINA K= skupina, kateri smo od sedmega dneva brejosti dalje, vsakodnevno z
orogastri¢no sondo aplicirali 200 pl suspenzije bakterij LK7" v rekonstituiranem mleku, ki
je vsebovala 3,6+1,4 x 10® KE bakterij LK7".

Misi so bile med potekanjem poskusa v posamicnih kletkah, ki so bile oznafene s
Stevilkami od 1 do 30. Vsaka mis je dobila tudi svojo uSesno Stevilko in je pripadala eni od
treh skupin, ki so prejemale ustrezen pripravek mleka v prahu s probioticnima dodatkoma

LGG ali LK7R. Zivali smo oznagili po enacbi XN1/N»-Y, pri Cemer:
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- X predstavlja oznako skupine (N, G ali K),

- N predstavlja dan Zrtvovanja (1 do15 dan po paritvi, drugi dan po Kkotitvi, tretji dan
po Kkotitvi, 4 do 8 dan po Kkotitvi),

- N predstavlja Stevilo paralelke (ker smo imeli ve¢ Zivali za isto skupino in isti ¢as
zrtvovanja, smo oznacili Stevilo paralelke),

- Y predstavlja uSesno oznako posamezne Zivali.

Tako je bil na primer vzorec z oznako K3/4-A3 odvzet Cetrti Zivali iz skupine K3, z uSesno
oznako A3, ki je od sedmega dneva brejosti dalje vsakodnevno prejela LK7® in je bila
Zrtvovana tretji dan po Kkotitvi.

Da bi zmanjsali moznost napacne aplikacije probiotika, smo kletke v stojalu za
individualno prezracevane kletke razporedili glede na pripisano skupino tako, da so bile v

vsakem stolpcu kletke iz ene skupine (Slika 3).

Slika 3: Razporeditev kletk v stojalu za individualno prezradevane kletke

V vsakem stolpcu je po ena skupina misk. V prvem stolpcu z leve je skupina K, v drugem skupina G in v
tretjem kontrolna skupina N. V ostalih stolpcih so Zivali iz drugih poskusov.
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Rekonstituirano mleko in suspenzije bakterij v rekonstituiranem mleku smo aplicirali z
orogastri¢no sondo Eickemeyer FNS20 (ravna, dolZzine 1 1/2", G= 20, velikost kroglice je
1,4 mm). Za vsako skupino misi smo imeli po dve sondi, ki smo ju pred in po krmljenju
sprali z etanolom, sterilizirali v suhem sterilizatorju na steklene kroglice (Germinator) in

pod UV lugjo ter jih ustrezno oznacili.

Misi smo dvanajsti dan po paritvi depilirali po predelih seskov, saj je bilo potrebno odvzeti
vzorce mleka ¢im bolj sterilno. Telesno maso misi smo belezili od prvega tedna pred
paritvijo do prvega tedna po kotitvi. Podatke o telesnih masah, ki smo jih pridobili smo
kasneje uporabili v statisticni obdelavi podatkov. Tehtali smo jih vsak dan (Slika 4) ob
istem cCasu, pred krmljenjem z orogastri¢no sondo. Pult, kjer smo tehtali in krmili misi, ter

odlagali opremo smo vsaki¢ predhodno razkuzili in dobro ocistili. Enako smo storili po

kon¢anem delu z mismi. Z Zivalmi smo ravnali previdno, umirjeno in pocasi.

Slika 4: Tehtanje miSi (foto: A. Snedec, 2013)
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3.4 OCENJENA MASA MLADICEV

Ocenjeno maso mladi¢ev smo pridobili na podlagi podatkov o telesnih masah misi. Najprej

smo iz podatkov o telesnih masah misi pridobili porodno maso misi po enacbi:

PMzmpred_mpo ...(1)

pri cemer je PM — porodna masa misi, m peq — masa pred Kotitvijo [g], m po — masa po
kotitvi [g].

Nato smo izrac¢unali Se ocenjene mase mladicev po enacbi:

OM=PM /STy .. (2)

pri emer je OM — ocenjena masa mladi¢ev [g], PM — porodna masa misi [g], STm —

Stevilo mladiev pri posamezni misi.
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3.5 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Pridobljene podatke o telesnih masah misi smo statisti¢no obdelali. Statisticni model za
telesno maso Zivali (1) je vkljuceval sistematski vpliv poizkusa in interakcijo med
skupinami (G, K in N) ter dnevom opazovanja. Slednji vpliv predstavlja u¢inek razli¢nih
vrst krme na telesno maso zivali loCeno za vsak dan poskusa. Statistiéni model je
vkljuceval Se naklju¢ni vpliv zivali, saj so bile zbrane ponovljene meritve telesne mase na
istih zivalih. Vso analizo podatkov smo opravili s statisticnim programom SAS (SAS,

2011) inR (R..., 2013) ter po navodilih za uporabo paketa Ime4 (Bates in sod., 2014).
Yijkim = K + Pi + SDjx + aiju + €ijim .. (3)
kjer je:

Vijum = telesna masa Zivali,

M = srednja vrednost,

Pi = vplivi i-tega poskusa (i= 1, 2),

S = vpliv j-te skupine (j= G, K in N),

Dy = vpliv k-tega dneva pred in po obrejitvi (k=-29, -28,........ in +27),

aijg = vplivzivali (I=1, 2, ..., 45) in
€ijkim = ostanek.
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4 REZULTATI

41 PREVERJANJE STEVILA BAKTERN LGG IN LK7® SUSPENDIRANIH V
REKONSTITUIRANEM MLEKU

Ker smo Zeleli preveriti, kaksno koncentracijo bakterij so misi prejemale med poskusom,

smo Stevilo bakterij LGG in LK7 v rekonstituiranem mleku, ki smo ga aplicirali misim,

preverjali z metodo Stetja na plos¢ah. Koncentracija bakterij (St. KE) v pripravku za

aplikacijo, na dolocen dan, je prikazana v preglednici 4.

Preglednica 4: Rezultati preverjanja $tevila kolonijskih enot (KE) bakterij LGG in LK7® v pripravkih za
aplikacijo, z metodo $tetja na plos¢ah

Dan hrambe pripravkav | =& et e x 10¥aplikacijo]  LK7R [5t. KE x 10¥aplikacijo]

hladilniku
0 55 4,6
6 5,3 1,8
0 3,9 4,3
6 3,8 18
0 4,3 4,2
6 3,5 2,8
1 3,7 4,9
6 3,7 2,8
0 3,3 6,1
5 3,3 4,0
0 3,4 4,9
6 3,3 4,0
0 3,5 3,4
0 5,0 51
5 5,8 2,4
6 3,3 15
Povprecje 4,0 3,6
Standardni odklon 0,8 14

Zivalim smo vsakodnevno aplicirali 4,0+0,8 x 10® KE bakterij LGG ali 3,6+1,4 x 10° KE
bakterij LK7R. V povpregju je bil padec §tevila KE bakterij LGG v pripravku, med prvim
in Sestim dnevom hranjenja v hladilniku manjsi (iz 4,1 na 4,0 x 10® KE/aplikacijo), v
primerjavi z LK7® (iz 4,7 na 2,6 x 10® KE/aplikacijo), vendar so bile v obeh primerih

razlike tako majhne, da niso vplivale na rezultate eksperimenta.
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4.2 SPREMLJANJE MASE BREJIH MISI MED POSKUSOM

Spreminjanje telesne mase zivali med prvim in drugim poskusom je prikazano na sliki 5 in
sliki 6. Telesna masa Zivali je po obrejitvi naras¢ala do kotitve nato pa strmo padla (Slika
5), kar je v skladu s pri¢akovanji. NajmanjSa telesna masa ene Zivali je v obdobju pred
obrejitvijo znaSala 22,8 g, najvecja pa 44 g in sicer tik pred kotitvijo. Najvisjo telesno maso
je dosegla miska iz skupine G. Opazimo tudi, da je variabilnost v telesni masi bistveno
ve¢ja med posameznimi zivalmi kot med primerjanimi skupinami. Povprecna telesna masa

v skupini G in K je bila 28,4 g, v skupini N pa 28,1 g.
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Slika 5: Spreminjanje mase posameznih Zivali med poskusom 1

N- kontrolna skupina, G- skupina hranjena z Lactobacillus rhamnosus GG, K- skupina hranjena z
Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti rifampicinu.
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Pri poskusu 2 smo tako kot pri poskusu 1 merili telesno maso posameznih Zivali v vseh
treh skupinah v obdobju pred in po obrejitvi. Podobno kot pri poskusu 1 so rezultati,
pokazali strmo narascanje telesne mase v obdobju po obrejitvi in nato nagel padec po
kotitvi. Najnizja telesna masa Zivali je bila v obdobju pred obrejitvijo 18,7 g, kar je man;j
kot v prvem poskusu. Najvi§jo telesno maso pa smo zabelezili pri Zivali iz skupine G tik
pred kotitvijo, in sicer 41,4 g. Povprecna telesna masa ¢ez celotno trajanje poskusa je bila v
skupini G 25,08 g, v skupini K 23,91 g in v skupini N 22,58 g. Tudi pri poskusu 2 smo
zaznali vecjo variabilnost znotraj skupin v primerjavi z variabilnostjo med skupinami
(Slika 6).
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Slika 6:Spreminjanje mase posameznih Zivali med poskusom 2

N- kontrolna skupina, G- skupina hranjena z Lactobacillus rhamnosus GG, K- skupina hranjena z
Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti rifampicinu.
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Slika 7 prikazuje ocenjena povprecja mas Zivali s 95 % intervalom zaupanja po skupinah in
dnevih. Zajema podatke iz poskusa 1 in poskusa 2. Osemnajsti dan po paritvi smo opazili
padec mase, ki je trajal dva dni in je bil posledica poroda (mas mladi¢ev in posteljic). Med
skupinami ni bilo znacilnih razlik v telesni masi v nobeni fazi brejosti ali laktacije, saj so

se intervali zaupanja ocenjenih povprecij med skupinami prekrivali ez celotni poskus.

m—- "

- : Skupina
i —_— G
-= K
: sall

o _| :

o :

8 - ;

Telesna masa (g)
30
|

15

i I I | I I
0 5 10 15 20 25
Obdobje pred / po obrejitvi (dan)

Slika 7: Ocenjena povpreéja telesnih mas zivali s 95% intervalom zaupanja po skupinah in dnevih za oba
poskusa skupaj

N- kontrolna skupina, G- skupina hranjena z Lactobacillus rhamnosus GG, K- skupina hranjena z
Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti rifampicinu.
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4.3 OCENA POVPRECNE MASE MLADICEV PRI KOTITVI

Preglednica 5 prikazuje izracunane porodne mase brejih misi in ocenjene mase njihovih

mladicev v poskusu 1.

Preglednica 5: Porodne mase misi in ocenjene mase mladi¢ev v poskusu 1

PORODNA STEVILO OCENJENA
MASA (masa MLADICEV | MASA
pred kotitvijo- MLADICEV
masa po Kkotitivi) (porodna masa/
[9] Stevilo mladicev)
[d]
SKUPINA K
OZNAKA MISI
K2/1-11 14,14 8 1,77
K31-10 11,72 6 1,95
K4/1-10 12,79 10 1,28
K4/2-13 10,83 7 1,55
K2/2-4 13,47 9 1,50
K3/2-10 10,25 11 0,93
POVPRECIJE (X)) 12,2 8,5 1,50
STANDARDNA
DEVIACIA [g] +1,53 +1,71 +0,36
SKUPINA G
OZNAKA MISI
G2/1-30 12,09 10 1,21
G4/1-1 16,08 10 1,61
G3/1-33 11,95 12 0,99
G3/2-30 11,5 9 1,28
G4/2-33 10,76 11 0,98
G2/2-40 13,15 15 0,88
G4/3-30 11,98 6 1,99
POVPRECIJE (X)) 12,5 10,4 1,28
STANDARDNA
DEVIACIJA [g] +1,73 + 256 +0,40
SKUPINAN
OZNAKA MISI
N2/2-1 11,49 7 1,64
N4/1-13 13,98 9 1,55
N3/1-11 16,88 14 1,21
N4/2-1 9,68 8 1,21
POVPRECIJE (X)) 13,0 9,5 1,40
STANDARDNA
DEVIACIA [g] +3,13 +2,69 +0,23

Zivali so oznagene po enacbi XN;/N,-Y: X je oznaka skupine (N, G ali K); N, je dan Zrtvovanja (1 do15 dan
po paritvi, drugi dan po kotitvi, tretji dan po kotitvi, 4 do 8 dan po kotitvi); N, je Stevilka paralelke (zival
znotraj iste skupine ob istem Casu zrtvovanja); Y je usesna oznaka posamezne Zivali

Porodno maso misi smo izracunali tako, da smo masi pred Kkotitvijo odSteli maso po kotitvi.

Najvi§jo povprec¢no porodno maso (13 g) so imele misi iz skupine N (kontrolna skupina),
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razlika z ostalima skupinama je samo naklju¢na, saj se je zaradi manjSega Stevila zapisov
povecala standardna deviacija. Za potrebe projekta smo pri prvem poskusu pet Zivali
Zrtvovali, petnajsti dan po paritvi, zato zanje nismo pridobili podatkov o porodni masi.
Povpre¢na porodna masa miSi skupine K je znaSala 12,2 g in skupine G 12,5 g. Ocenjeno
maso mladi¢ev smo dobili tako, da smo porodno maso misi delili s Stevilom mladicev.
Najvi§jo ocenjeno maso so imeli mladié¢i iz skupine K, in sicer 1,49 g. NajniZjo ocenjeno

maso mladicev so imeli mladic¢i iz skupine G, in sicer 1,27 g.

Porodne mase brejih misi in ocenjene mase njihovih mladiéev iz poskusa 2 so podane v
Preglednici 6. Najvi§jo povpre¢no porodno maso 11,7 g so imele misi iz skupine G, ki so
dnevno dobivale 4,0+0,8 x 10® KE bakterij LGG. Povpre¢na porodna masa misi skupine K
je znasala 11,3 g, skupine N pa 10,8 g. Tudi povprecna ocenjena masa mladicev je bila

najvecja v skupini G (1,5 g), medtem ko so mladi¢i skupin K in N povpreéno tehtali 1,4 g.
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Preglednica 6: Porodne mase miSi in ocenjene mase mladi¢ev v poskusu 2

PORODNA STEVILO OCENJENA
MASA (masa MLADICEV | MASA
pred kotitvijo- MLADICEV
masa po Kotitivi) (porodna masa/
[0] Stevilo mladicev)
[d]
SKUPINA K
OZNAKA MISI
K3/4-A3 9,5 6 1,58
K3/3-D3 11,8 8 1,48
K4/3-J11 12,1 11 1,10
K4/4-G1 10,7 8 1,34
K4/5-N34 9,9 6 1,65
K4/6-Ad4 10,6 8 1,33
K3/5-E11 12,6 9 1,40
K3/6-C30 13,2 10 1,32
POVPRECJE (X) | 11,3 8,3 1,4
STANDARDNA
DEVIACIA [g] +1,32 +1,64 +0,17
SKUPINA G
OZNAKA MISI
G3/4-110 7.3 4 1,83
G3/3-J30 12,2 10 1,22
G4/5-L13 13,6 7 1,94
G4l4-H4 12,2 9 1,36
G3/5-G31 13,8 8 1,73
G3/6-F41 13,1 8 1,64
G4/6-B13 10,1 8 1,26
G3/7-M14 10 7 1,43
G4/7-M1 13,4 9 1,49
POVPRECJE (X) | 11,7 7.8 1,5
STANDARDNA
DEVIACIA [g] +2,18 +1,62 +0,25
SKUPINAN
OZNAKA MISI
N3/2-C40 8,1 7 1,16
N3/3-030 13,7 8 1,71
N3/4-H41 12,4 8 1,55
N4/3-K44 9,8 8 1,23
N4/4-F1 10,5 7 1,50
N3/5-131 10,3 7 1,47
POVPRECJE (X) | 10,8 75 1,4
STANDARDNA
DEVIACIJA [g] +1,98 +0,50 +0,21

Zivali so ozna¢ene po enaébi XN3/N,-Y kot v preglednici 5.
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5 RAZPRAVAIN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Probioti¢ni mikroorganizmi postajajo vse bolj zanimivi kot sestavina funkcionalnih Zivil,
prehranskih dopolnil, zdravil in tudi krmnih dodatkov za Zivali. Probiotiki so Zivi
mikroorganizmi, ki zauziti v zadostni koli¢ini, pozitivno vplivajo na zdravje gostitelja
(Guarner in Shaafsma, 1998 in Zocco in sod., 2006). Pripisujejo jim Stevilne zdravju
ugodne ucinke kot na primer blagodejen vpliv na ¢revesno mikrobioto, crevesne epitelijske
celice in imunski sistem, pri rejnih zivalih pa tudi boljsi prirast. Preden mikroorganizem
ozna¢imo kot probioti¢ni, pa ga je treba temeljito okarakterizirati, ugotoviti njegove
uc¢inke, prouciti mehanizme delovanja, dolociti ucinkovito dozo in varnost (Rogelj in
Perko, 2003). Karakterizacija in prouCevanje probioticnega seva poteka najprej v
laboratorijskih eksperimentih in se nadaljuje na laboratorijskih zivalskih modelih. Zakljuci
se v klini¢nih Studijah pri probiotikih, namenjenih ljudem in Studijah na Zivalih, ¢e so
namenjeni njim. Na Katedri za mlekarstvo, Biotehniske fakultete Ze vrsto let proucujejo
probioticni sev Lactobacillus gasseri K7 (LK7). V poskusu smo uporabljali sev LK7
odporen proti rifampicinu (LK7%), saj je magistrska naloga potekala v okviru temeljnega
projekta J4-3606, »Vloga humanega mleka v razvoju ¢revesne mikrobiote dojencka«, in
sicer v delovnem sklopu z naslovom » Proucevanje moznih mehanizmov endogenega
prenosa probioti¢nih bakterij«, kjer so ugotavljali prisotnost seva v razli¢nih tkivih. Treven
(2014) je v svoji raziskavi, ki je ravno tako potekala v okviru tega projekta, ugotavljal
vpliv probiotikov na mikrobioto misi in potrdil, da krmljenje probioti¢nih sevov LK7 in
LGG v casu brejosti in laktacije vpliva na sestavo mikrobiote mle¢ne Zleze pri miSih.
Odpornost seva proti rifampicinu je predstavljala dodatno selekcijo pri ugotavljanju
morebitne prisotnosti seva v odvzetih vzorcih (Treven, 2014). Ker so za dolo¢ene
probiotike dokazali, da izboljSujejo tudi prirast rejnih Zivali (Million in sod., 2012) nas je
zanimalo ali seva LK7 in LGG, ki je v raziskavah sluzil kot primerjalni sev (saj je eden od

najbolj raziskanih), vplivata na prirast telesne mase brejih misi in maso njihovih mladicev.

Za poskus smo izbrali inbridirano linijo misi FVB/NHanHsd. Misi te linije imajo dobro
plodnost, velika gnezda in posledicno dobro mlec¢nost (Treven, 2014). Prav tako

pomembne lastnosti, ki so pripomogle k temu, da smo za zivalski model izbrali misi, pa so
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Se: relativno nizki stroski vzdrzevanja, potrebujejo malo prostora in imajo odli¢no
sposobnost reprodukcije (Beck in sod., 2000). Zaradi vseh teh lastnosti smo za poskus
lahko uporabili manjSe Stevilo Zivali. Misi so imele ves ¢as poskusa na voljo peletirano
krmo in vodo v napajalniku. Probioti¢na seva, suspendirana v rekonstituiranem mleku smo
aplicirali misSim vsakodnevno od sedmega dneva brejosti pa vse do kotitve. Ker je pri
proucevanju uc¢inkov probioti¢nih bakterij pomembno Stevilo Zivih probioti¢nih bakterij, ki
jih Zival zauZzije, smo najprej preverjali koncentracijo Zzivih probioti¢nih bakterij v
pripravkih rekonstituiranega mleka in njihovo preZivetje med Sest dnevnim shranjevanjem
pripravkov v hladilniku pri 4 °C. Stevilo Zivih bakterij LGG in LK7 ®, suspendiranih v
rekonstituiranem mleku, smo z metodo $tetja na plos¢ah preverjali na zacetku (dan 0) in ob
koncu hrambe v hladilniku (dan 6). Padec Stevila KE bakterij LGG v pripravku je bil v
povpre&ju v Casu hranjenja v hladilniku manjsi v primerjavi z LK7R. Zivali so z 200 pL
pripravka dnevno prejele povprecno 4,0+0,8 x 10° KE bakterij LGG ali 3,6+1,4 x 10° KE
bakterij LK7%, medtem ko je kontrolna skupina misi prejemala dnevno samo 200 pL
rekonstituiranega mleka. Razlog za vedji padec $tevila KE bakterij LK7" je najverjetneje
to, da mleko ni najprimernejsi medij za LK7R. Avonts in sod. (2004) so primerjali obseg
rasti sedmih probioti¢nih sevov laktobacilov: L. acidophilus IBB 801, L. casei Imunitas, L.
casel YIT 9029, L. gasseri K7, L. johnsonii Lal in L. rhamnosus GG v razli¢nih medijih.
Spremljali so njihovo rast po nacepljanju v medij MRS, rekonstituirano mleko in
rekonstituirano mleko obogateno z ekstraktom kvasa. Vzorce so jemali pred inokulacijo,
po inokulaciji in po 12, 24 in 48 urah pri 37 °C. Ugotovili so, da sevi vrst L. casei dosezejo
rast v ve¢jem Stevilu v MRS mediju kot sevi vrst L. acidophilus. Tudi v mleku so dosegli
sevi vrst bakterij L. casei vecji obseg rasti kot ostali sevi, zelo slabo rast pa so potrdili za
sev L. gasseri K7 (Avonts in sod., 2004). Iz tega lahko sklepamo, da probioti¢ni
laktobacili, ki so naseljeni v prebavnem traktu, niso prilagojeni za rast v mleku, kar
nakazuje na najverjetnej$i vzrok temu, da je bil padec $tevila KE bakterij LK7" med

hladnim shranjevanjem vecji kot seva LGG.

Glavni namen naloge je bil ugotoviti ali bo uzivanje probioti¢nih sevov vplivalo na maso
brejih misi in njihovih mladicev. Million in sod. (2012) so v svoji Studiji predpostavili, da
vsesplo$no razSirjeno uzivanje probioticnih sevov vrst iz rodov Lactobacillus in

Bifidobacterium lahko spodbuja naraS¢anje telesne mase s spreminjanjem c¢revesne
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mikrobiote. Kot krmni dodatki za zivali se od laktobacilov najpogosteje uporabljajo
probiotiéni sevi vrst L. acidophilus, L. plantarum, L. casei, L. fermentum in L. reuteri. V
Studiji so izvedli meta analizo klini¢nih $tudij o vplivih uZivanja probiotikov na prirast
zivali. Meta-analiza je statisti¢na analiza, v kateri se zdruzujejo rezultati ve¢ ze izvedenih
in med seboj primerljivih znanstvenih raziskav. 1z razli¢nih $tudij so pridobili podatke o
spremembi mase Zivali v poskusu od izhodis¢ne vrednosti do mase Zivali na koncu Studije,
dnevni masi, razmerju med maso in starostjo in pa indeksu telesne mase. Ugotovili so, da
na povecevanje telesne mase vplivajo doloceni sevi bakterijskih vrst L. acidophilus in L.
fermentum, Kk izgubi telesne mase pa prispevajo doloceni sevi bakterijskih vrst L. gasseri in
L. plantarum. Studija je potrdila, da dodatek seva L. plantarum DSM 15313 v visoko-

kalori¢no dieto pri podganah bistveno zmanjsa vnos kalorij v telo. (Million in sod., 2012).

V nasi Studiji smo misi tehtali vsakodnevno, njihova telesna masa je v obeh poskusih po
obrejitvi strmo nara$¢ala do kotitve. Tako je bila izmerjena povprecna masa v poskusu 1
pri skupini G in K 28,4 g, pri skupini N (kontrolna skupina) pa 28,1 g. V poskusu 2 je bila
povprecna telesna masa zivali v skupini G 25,08 g, skupini K 23,91 g in pri kontrolni
skupini N 22,58 g. Na podlagi izmerjenih mas in izra¢unanih povpre¢nih mas med
potekom poskusa smo sklepali, da med poskusom 1 in 2 ne bi smelo biti statisticno
znaCilnih razlik, ravno tako jih ne bi smelo biti med posameznimi skupinami v poskusu.
Bernardeo in sod. (2002) so v svoji raziskavi primerjali telesne mase med petimi
skupinami, v vsaki je bilo pet mladih samckov ali samic. Kontrolna skupina je prejemala
samo popolno krmno mesanico, ostale Stiri skupine pa fermentirano mleko, je¢men, skuto
ali vodo obogateno z dvema razli¢énima probioti¢nima sevoma L. rhamnosus MA27/6B in
L. acidophilus MA27/6R. Misi so tekom 17- dnevnega poskusa tehtali, merili vnos hrane
in vode ter ostalih pripravkov. Rezultati raziskave so pokazali, da se je skupinam, Ki so
dnevno prejemale 10® kolonijskih enot sevov L. rhamnosus MA27/6B in L. acidophilus
MAZ27/6R / miS povecala telesna masa v primerjavi s kontrolno skupino. Na drugi strani pa
nekateri avtorji, kot npr. Zhou in sod. 2000, ne opazajo nobenega znacilnega vpliva
probioti¢nih sevov na telesno maso, zato predpostavljajo, da naj bi na ucinek oz. vpliv
probiotika na telesno maso zivali vplival stres. Zakljucujejo, da naj bi negativen stres lahko
pripomogel k upadanju telesne mase, ki pa ponovno pocasi naraste, ¢e zivali dodajamo

probioti¢ne pripravke, saj jim s tem pomagamo do uravnoveSene Crevesne mikrobiote. V
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naSem primeru smo zivalim ustvarili, kar se da ustrezno in umirjeno okolje, vendar kljub
temu bi miSim lahko stres povzrocalo vsakodnevno tehtanje in aplikacija probioti¢nih
sevov z orogastri¢no sondo, tako da tudi tu ne smemo zanemariti Stresnih dejavnikov.
Telesno maso brejih misSi smo spremljali ves ¢as poskusa in kot posledica kotitve, smo
devetnajsti dan po paritvi opazili strm padec mase pri vseh izmerjenih skupinah. Strmo
padanje mase zaradi kotitve je trajalo 2 dni. Povpre¢na porodna masa misi je bila v
poskusu 1 v skupini G 12,5 g, skupini K 12,2 g in skupini N 13,0 g. Pri poskusu 2 je bila
povprecna porodna masa misi v skupini G 11,7 g, skupini K 11,3 g in skupini N 10,8 g.

Poleg merjenja mas brejih miSi smo izraunali $e ocenjene mase mladicev. Zaradi
obseznosti samega poskusa smo namesto tehtanja mladi¢ev, maso mladi¢ev ocenili na
podlagi porodne mase. Povpre¢na ocenjena masa mladi¢ev pri poskus 1 je bila v skupini G
1,28 g, skupini K 1,50g in skupini N 1,40 g. V poskusu 2 so bile povpre¢ne ocenjene mase
mladi¢ev za skupino G 1,50 g, skupino K 1,40 g in skupino N 1,40 g. Tudi pri ocenjenih
masah mladi¢ev nismo ugotovili nobenih bistvenih razlik med skupinami. Na podlagi vseh
izmerjenih telesnih mas miSi smo naredili celotno statisticno analizo za oba poskusa s
statisticnim programom SAS. V obeh poskusih je bil rezultat analize podoben, saj nismo
ugotovili statisticno znacilnih razlik v telesnih masah med skupinama, ki sta bili hranjeni s
probioticnima dodatkoma in kontrolno skupino ter nobenega vpliva na ocenjeno maso
mladicev. Ugotovili smo bistveno ve¢jo variabilnost med posameznimi zZivalmi kot med
primerjanimi skupinami. Na vec¢jo variabilnost med posameznimi zivalmi so vplivali
dejavniki kot na primer: starost miSi ob obrejitvi (7 do 10 tednov), majhno Stevilo misi
vklju¢enih v poskus in s tem majhno Stevilo misi v skupinah, Stevilo mladicev in

individualna odstopanja.

Rezultati torej nakazujejo, da aplikacija probiotikov miSim v ¢asu brejosti ni vplivala na
maso samic, porodno maso in ocenjeno maso njihovih mladi¢ev. Vendar moramo biti pri
interpretaciji rezultatov previdni, saj je bila variabilnost med posameznimi Zivalmi znotraj
posamezne skupine zelo velika. To nakazuje na moznost, da je bilo Stevilo zivali,

vkljucenih v poskus, premajhno, da bi lahko bili statisti¢ni rezultati zanesljivi.
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5.2 SKLEPI

Na podlagi dobljenih rezultatov, ki smo jih dobili z raziskavo, lahko sklepamo:

Da breje misi, ki so uZivale probioti¢na seva Lactobacillus rhamnosus GG in

Lactobacillus gasseri K7® niso imele vegjega prirasta kot misi, ki dodatka niso

uZivale.
- Dauzivanje probioti¢nih dodatkov ni vplivalo na ocenjeno maso misjih mladicev.

Hipotezi, ki smo si jih torej zastavili pred izvajanjem poskusa lahko v tem primeru

ovrzemo.
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6 POVZETEK

Probiotiki so po definiciji zivi mikroorganizmi, ki zauziti v zadostni koli¢ini, vplivajo na
zdravje gostitelja. Ugodno vplivajo na splosno zdravstveno stanje gostitelja, Se posebej pa
jih povezujejo s pozitivnimi uéinki na delovanje Crevesne mikrobiote. Ravno zaradi
njihovega ucinka na ¢revesno mikrobioto, jih Ze vrsto let uporabljajo tudi v Zivinoreji pri
preprecevanju prebavnih motenj zivali, omenjeni pa so tudi kot pospesevalci zmogljivosti
rasti. Namen naSe raziskave je bil ugotoviti, ali probiotiki lahko vplivajo na vecji prirast
telesne mase brejih misi FVB/NHanHsd in posledi¢no na njihove mladice.

Vpliv probiotikov na telesno maso misi in njihovih mladi¢ev smo proucevali s pomocjo
miSjega modela in dveh probioti¢nih sevov Lactobacillus gasseri K7, odporen proti
rifampicinu (LK7%) in Lactobacillus rhamnosus GG (LGG). Pripravke probioti¢nih sevov
in rekonstituiranega mleka, katere smo kasneje aplicirali miSim, smo pripravili v
mikrobioloSkem laboratoriju, kjer smo preverjali tudi koncentracijo omenjenih sevov s
klasicno metodo cepljenja na hranljivo trdno gojis¢e MRS. Probioti¢na seva, ki smo jih
uporabili za aplikacijo miSim, sta zelo dobro raziskana. Sev LGG je zaradi Stevilnih
pozitivnih lastnosti najveckrat uporabljen tudi kot komercialni probiotik. Poskus smo
izvajali v dveh lo¢enih ponovitvah (skupno 45 Zivali). MiSi smo naklju¢no razdelili v tri
skupine (skupina N, skupina G, skupina K), vsem smo od sedmega dneva brejosti aplicirali
rekonstituirano mleko ali rekonstituirano mleko z dodatkom enega od probioti¢nih sevov.
Zivali smo vsakodnevno tehtali in beleZili njihove telesne mase. S pomodjo telesnih mas
misi pred kotitvijo in po kotitvi, smo pridobili porodne mase misi, na podlagi katerih smo
lahko ocenili tudi mase njihovih mladi¢ev. Pridobljene podatke smo nato statisticno
obdelali.

Rezultati statisticne analize S0 pri obeh ponovitvah poskusa pokazali, da med primerjanimi
skupinami ni bilo statisticnih razlik v telesnih masah zivali ter da je variabilnost med
telesnimi masami bistveno vecja med posameznimi zivalmi. Prav tako se rezultati
ocenjenih mas mladi¢ev med skupinami niso razlikovali. Na osnovi dobljenih rezultatov

smo ugotovili, da uZivanje probioti¢nih sevov Lactobacillus gasseri K77 in Lactobacillus
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rhamnosus GG, ne vpliva na povecan prirast telesnih mas brejih misi FVB/NHanHsd in

njihovih mladi¢ev v primerjavi s kontrolno skupino.
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PRILOGE

Priloga A: Telesne mase posameznih misi v poskusu 1

1. VRSTA
Kletka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Skupina K1/1 K2/1 K3/1 Ka/1 K K K1/2 Ka/2 K2/2 K3/2 breja
Usesna t. 10 11 10 10 33 40 1 13 4 10 depilacija
Cep 22,1111 | 22.11.11 | 23.11.11 | 23.11.11 / / 29.11.11 | 30.11.11 | 29.11.11 | 29.11.11 kotitev
sreda, 23. november 2011 23,45 23,12 22,03 22,92 26,46 25,11 23,58 25,91 27,76 24,68 konec parjenja
petek, 25. november 2011 24,56 23,38 22,06 23,65 23,84 23,85 22,53 25,71 22,99 24,36 irtvovanje
nedelja, 27. november 2011 25,11 24,12 23,98 25,46 25,72 24,2 23,28 25,75 22,56 24,49 :ii:]zatetek hranjenja z orogastri¢no sondo
ponedeljek, 28. november 2011 |15 1 g 6 oy g6 05 3 05 86 24,08 23,19 26,2 22,39 24,8
torek, 29. november 2011 24,49 24,89 23,22 26,09 28,89 23,88 23,01 25,6 23,55 25,05
sreda, 30. november 2011 25,15 24,86 24,42 24,49 25,23 24,15 23,49 25,18 22,41 24,54
Cetrtek, 1. december 2011 25,02 25,43 24,86 25,28 25,15 23,44 24,26 26,01 24,01 24,98
petek, 2. december 2011 26,32 27,21 25,26 26,58 26,07 24,07 23,25 25,94 24,64 25,22
sobota, 3. december 2011 27,51 26,98 25,1 28,16 26 24,26 23,52 27,03 24,1 25,46
nedelja, 4. december 2011 28,5 28,72 26,64 29,43 26,12 24,63 24,52 28,46 24,62 26,3
ponedeljek, 5. december 2011 | 2826 | 27,89 | 2481 29,25 2602 | 229 [F25660|H0R 7037 064s
torek, 6. december 2011 30,52 30,73 28,92 331 25,91 23,41 26,73 29,75 26,37 26,8
sreda, 7. december 2011 32,54 32,08 30,25 35,02 25,35 23,58 26,25 29,58 27,27 27,87
Cetrtek, 8. december 2011 34,52 32,86 36,17 25,4 23,81 26,93 29,78 27,79 28,71
petek, 9. december 2011 34,67 336 37,44 23,82 26,72 30,16 28,59 29,05
sobota, 10. december 2011 37,52 35,5 39,6 23,8 29 31,69 31,75 31,04
nedelja, 11. december 2011 24,28 36,67 27,33 30,68 33,29 31,65 32,54
Jeljek, 12. december 2011 25,44 26,81 29 32,43 30,67 31,25
torek, 13. december 2011 24,95 28,6 34,43 34,39 34 33,99
sreda, 14. december 2011 30,43 35,44 35,94 37,52 38,09
Cetrtek, 15. december 2011 31,03 [S5E 3651 | 3614 | 3835
petek, 16. december 2011 31,81 37,73 38,2 40,53
sobota, 17. december 2011 32,8 38,95 41,7 42,17
nedelja, 18. december 2011 33,12 41,59 27,63 30,31
ponedeljek, 19. december 2011 29,06 31,92
torek, 20. december 2011 30,76 30,87
sreda, 21. december 2011 32,64
Cetrtek, 22. december 2011 32,6
petek, 23. december 2011 33,41
nedelja, 25. december 2011 33,48
ponedeljek, 26. december 2011
Mladié&i (Zivi/mrtvi) 0/6 8 6 10 izlotena 0/9 9 11

Se nadaljuje...



Nadaljevanje... Priloga A: Telesne mase posameznih misi v poskusu 1

2. VRSTA
Kletka 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Skupina G1/1 G1/1 G2/1 G4/1 G3/1 G3/2 G1/2 G4/2 G2/2 G4/3
USesna st. 3 3 30 1 33 30 10 33 40 30
Cep 22.11.11 | 22.11.11 | 22.11.11 23.11.11 22.11.11 / 29.11.11 | 30.11.11 | 29.11.11 | 30.11.11
sreda, 23. november 2011 25,05 22,67 25,51 23,37 24,62 23,71 23,32 26,37 23,78 23,82
petek, 25. november 2011 25,05 23,41 26,13 24,55 25,73 23,73 23,13 25,96 23,57 23,89
nedelja, 27. november 2011 25,58 23,55 27,3 26,48 23,6 23,6 23,37 23,38 23,38 23,81
ponedeljek, 28. november 2011 25,21 25,18 22,62 22,12 25,45 22,18 23,54
torek, 29. november 2011 24,63 24,95 26,41 23,09 23,36 23,25 23,09 25,25 22,07 23,63
sreda, 30. november 2011 23,84 25,32 27,27 26,73 25,53 23,86 22,53 25,23 22,74 23,63 |parjenje 2
Cetrtek, 1. december 2011 24,72 26,31 28,06 26,91 26,89 24,35 23,14 25,5 23,35 23,77
petek, 2. december 2011 25,14 23,46 29,73 28,71 28,19 24,63 24,12 25,86 24,59 24,3
sobota, 3. december 2011 25,14 26,42 29,26 29,73 29,14 25 23,37 26,26 23,54 24,32
nedelja, 4. december 2011 25,58 28,32 32,33 31,44 30,12 22,8 26,86 24,62
ponedeljek, 5. december 2011 26,31 29,65 30,89 30,12 P AT IR BATE BT Pl depilacija
torek, 6. december 2011 25,86 30,32 34,33 34,5 32,95
sreda, 7. december 2011 31,72 35,73 35 35,9
Cetrtek, 8. december 2011 36,48 37,3 37,08
petek, 9. december 2011 38,31 38,35 38,28
sobota, 10. december 2011 27,26 43,05 30,28
nedelja, 11. december 2011 26,22 28,11 26,33
ponedeljek, 12. december 2011 26,97 26,61 depilacija
torek, 13. december 2011 29,83 28,09
sreda, 14. december 2011 31,82
Cetrtek, 15. december 2011 29,51
petek, 16. december 2011 31,56
sobota, 17. december 2011 32,01
nedelja, 18. december 2011 30,92
ponedeljek, 19. december 2011
torek, 20. december 2011
sreda, 21. december 2011 32,84 29,65
Cetrtek, 22. december 2011 32,2 30,06
petek, 23. december 2011 31,93 30,18
sobota, 24. december 2011 32,36 31,07
nedelja, 25. december 2011 32,97 32,25
ponedeljek, 26. december 2011
Mladi¢i (Zivi/mrtvi) izloena 0/6 9/1 10 11/1 9 0/9 11 11/4 6

Se nadaljuje...



Nadaljevanje... Priloga A: Telesne mase posameznih misi v poskusu 1

3. VRSTA
Kletka 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Skupina N1/1 N2/1 N4/1 N3/1 N N N N4/2 N N
USesna st. 30 1 13 11 10 30 31 1 1 10
Cep 22.11.11 | 22.11.11 | 23.11.11 23.11.11 / / / / / /
sreda, 23. november 2011 22,57 24,12 23,34 24,16 24,74 24,67 25,08 24,01 24,47 24,39
petek, 25. november 2011 21,71 24,84 23,29 24,78 24,78 24,79 25,06 23,03 24,12 23,57
nedelja, 27. november 2011 24,25 25,61 25 25,55 24,66 24,11 24,55 23,38 23,53 22,83
ponedeljek, 28. november 2011 : ) 24,54 23,7 24,34 22,95 24,02 22,9
torek, 29. november 2011 25,1 25,17 25,35 25,38 23,92 23,98 24,25 / 24,95 24,95
sreda, 30. november 2011 25,4 25,73 25,38 26,8 24,14 22,7 24,54 23,65 23,47 23,35 |parjenje 2
etrtek, 1. december 2011 26,35 26,64 26,97 26,89 24,55 23,41 24,36 24,24 23,41 23,61
petek, 2. december 2011 27,29 26,64 28,43 27,46 24,6 22,4 24,34 23,89 23,36 23,71
sobota, 3. december 2011 28,55 27,95 29,08 28,62 24,54 23,64 25 24,29 23,57 23,83
nedelja, 4. december 2011 30,79 29,61 29,96 30,95 24,18 24 25,11 25,05 23,46 23,79
ponedeljek, 5. december 2011 29,48 27,81 29,95 30,15 23,49 24,07 25,3 )18 22,8 23,72 |depilacija
sreda, 7. december 2011 34,7 33,1 34,91 36,04 23,19 23,18 25,61 26,17 22,06 23,82
Cetrtek, 8. december 2011 34,84 36,11 38,26 23,43 25,38 25,03 27,22 22,48
petek, 9. december 2011 34,82 37,61 39,27 23,08 23,8 24,65 27,43 23,59
sobota, 10. december 2011 36,93 40,84 43,07 24,21 25,24 25,88 30 23,89
nedelja, 11. december 2011 24,8 41,5 29,38 31,63
ponedeljek, 12. december 2011 27,13 26,19 28,85 depilacija
torek, 13. december 2011 27,52 27,88 32,53
sreda, 14. december 2011 28,29 35,95
Cetrtek, 15. december 2011 30,34 34,6
petek, 16. december 2011 30,21 35,84
sobota, 17. december 2011 31,67 38,31
nedelja, 18. december 2011 31,07 28,69
ponedeljek, 19. december 2011 28,63
torek, 20. december 2011 29,17
sreda, 21. december 2011 30,03
Cetrtek, 22. december 2011 30,43
petek, 23. december 2011 30,84
sobota, 24. december 2011 30,64
nedelja, 25. december 2011 32,82
ponedeljek, 26. december 2011
Mladiéi (Zivi/mrtvi) 0/11 7 9 13/1 izloena 8 izloena




Priloga B: Telesne mase posameznih misi v poskusu 2

1. VRSTA - Skupina LK7

Kletka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 breja
Skupina K3/4 K3/3 Ka/3 Ka/4 Ka/5 Ka/6 K3/5 K3/6 depilacija
USesna st. A3 D3 m Gl N34 Ada E11 c30 L10 D40 kotitev
Cep 19.2.13 | 19.2.13 | 20.2.13 | 26.2.13 26.2.13 | 26.2.13 | 27.2.13 | 4.3.13 konec parjenja
torek, 5. februar 2013 20,9 19,7 19,7 19,2 19,6 19,8 21,3 21,1 18,7 19,5 Zrtvovanje
Cetrtek, 7. februar 2013 21,0 19,6 19,8 16,0 19,3 19,6 21,1 22,7 18,6 19,8 zaletek hranjenja z orogastri¢no sondo
ponedeljek, 11. februar 2013 21,6 20,6 20,4 18,9 20,3 20,2 21,5 22,5 18,3 20,0
sreda, 13. februar 2013 21,6 20,8 19,9 19,9 20,0 21,6 20,3 23,2 18,7 21,0
petek, 15. februar 2013 21,5 20,6 19,7 19,9 19,3 21,5 19,9 22,9 18,3 20,5
sreda, 20. februar 2013 21,3 20,9 21,1 20,3 19,9 20,4 22,7 22,2 18,8 20,3 [Paritev
petek, 22. februar 2013 21,8 19,5 21,2 19,0 19,6 20,3 21,0 22,0 17,3 19,8
ponedeljek, 25. februar 2013 22,1 21,0 22,1 19,8 20,1 20,3 21,3 22,2 18,3 20,9
torek, 26. februar 2013 21,9 20,3 23,7 20,2 20,6 21,2 22,2 22,8 17,3 20,6
sreda, 27. februar 2013 22,4 20,9 24,1 20,8 20,1 21,1 21,8 22,1 17,0 21,7 |paritev Il
Cetrtek, 28. februar 2013 22,4 20,9 24,6 21,8 18,9 20,7 21,7 22,3 18,0 20,5
petek, 1. marec 2013 23,7 21,6 25,1 21,0 18,9 20,2 21,6 22,4 17,4 20,4
sobota, 2. marec 2013 24,8 22,8 26,5 20,9 20,5 21,3 22,6 22,6 16,9 20,8
nedelja, 3. marec 2013 26,3 26,1 29,8 24,0 20,7 20,3 23,8 23,3 19,3 21,8
ponedeljek, 4. marec 2013 26,5 25,4 28,6 21,9 20,2 22,3 23,9 22,2 18,6 21,3 [Depilacijal
torek, 5. marec 2013 27,5 25,7 31,2 23,6 21,7 22,0 24,6 22,8 20,3 20,4
sreda, 6. marec 2013 27,9 28,2 32,1 23,3 20,6 22,9 f 23,1 19,1 21,9  |Paritev Il
Cetrtek, 7. marec 2013 29,7 30,3 33,6 25,0 22,2 23,2 22,0 18,3 22,0
petek, 8. marec 2013 32,0 31,2 35,5 26,2 24,0 25,0 25,8 21,8 17,5 21,4
sobota, 9. marec 2013 33,0 32,3 37,8 26,3 24,7 25,6 26,9 22,2 17,1 20,6
nedelja, 10. marec 2013 23,9 22,3 39,3 28,0 26,7 28,1 29,0 21,9 17,2 21,2
ponedeljek, 11. marec 2013 23,5 20,5 24,7 28,4 26,4 27,3 29,5 22,1 16,8 20,6 [Depilacija Il
torek, 12. marec 2013 24,3 23,0 27,2 29,5 26,4 28,6 30,6 22,4 17,1 21,0
sreda, 13. marec 2013 _ 27,0 32,4 30,8 31,0 33,0 22,9 18,5 21,7
Cetrtek, 14. marec 2013 X X 28,2 33,0 31,7 32,5 34,3 23,3 17,7 21,1
petek, 15. marec 2013 X X 30,2 34,9 32,0 33,9 36,9 24,4 17,6 21,4
sobota, 16. marec 2013 X X 30,0 37,0 33,2 35,4 37,3 25,3 18,2 21,1
nedelja, 17. marec 2013 X X 31,2 25,8 23,8 24,7 41,0 28,1 17,6 22,4
ponedeljek, 18. marec 2013 X X 26,3 23,3 24,8 26,3 28,2 X X Depilacija Il
torek, 19. marec 2013 X X X 26,6 23,3 26,3 28,4 29,1 X X
sreda, 20, marec 2013 x x x 285 | 234 | 267 |9 313 x x
Cetrtek, 21. marec 2013 X X X 28,8 25,3 27,1 X 33,4 X X
petek, 22. marec 2013 X X X 27,6 23,8 26,5 X 35,9 X X
sobota, 23. marec 2013 X X X 28,8 25,5 27,8 X 37,0 X X
nedelja, 24. marec 2013 X X X 29,5 25,5 30,0 X 40,5 X X
ponedeljek, 25. marec 2013 X X X _ X 25,7 X X
torek, 26. marec 2013 X X X X X X X 27,3 X X
sreda, 27. marec 2013 X X X X X X X X X
Miladiéi (Zivi/mrtvi) 6 8 11 8 6 8 9 10 izlolena | izlo¢ena

Se nadaljuje...



Nadaljevanje... Priloga B: Telesne mase posameznih misi v poskusu 2

2. VRSTA - Skupina LGG

Kletka 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Skupina G3/4 G3/3 G4/5 Ga/a G3/5 G3/6 G4/6 G3/7 G4/7
Usesna st. 110 J30 L13 H4 G31 F41 B13 Mi14 M1 014
Cep 19.2.13 | 19.2.13 | 20.2.13 | 20.2.13 27.2.13 | 26.2.13 | 27.2.13 | 27.2.13 | 27.2.13
torek, 5. februar 2013 20,0 21,4 22,0 19,4 20,4 20,8 20,8 20,0 20,7 20,6
Cetrtek, 7. februar 2013 20,0 21,3 22,9 19,6 21,5 19,3 21,3 20,1 20,4 20,6
ponedeljek, 11. februar 2013 21,0 21,5 22,2 19,9 20,4 21,3 21,4 21,2 20,3 20,8
sreda, 13. februar 2013 20,0 21,8 23,1 20,6 21,5 21,4 20,5 21,2 21,9 20,7
petek, 15. februar 2013 20,6 19,2 22,6 20,4 21,5 21,4 21,0 21,5 20,8 21,0
sreda, 20. februar 2013 21,0 21,8 22,9 20,8 22,4 21,7 21,3 21,4 18,8 21,0 |Paritev!
petek, 22. februar 2013 20,9 21,2 22,1 21,4 20,8 20,6 19,8 21,1 20,7 21,5
ponedeljek, 25. februar 2013 22,3 22,1 23,3 23,1 21,6
torek, 26. februar 2013 22,0
sreda, 27. februar 2013 22 5 22,3 |Paritevl
Cetrtek, 28. februar 2013 22,0 25,2 24,5 25,8 22,2
petek, 1. marec 2013 219 26,0 27,6 26,0 21,7
sobota, 2. marec 2013 21,4 27,2 27,1 26,2 22,0
nedelja, 3. marec 2013 26,8 31,0 31,7 30,3 22,3 Depilacija |
ponedeljek, 4. marec 2013 23,7 29,1 29,4 28,8 22,1
torek, 5. marec 2013 23,0 30,0 30,0 30,2 22,7
sreda, 6. marec 2013 24,9 32,7 32,3 32,2 22,8 |Paritev Il
Cetrtek, 7. marec 2013 25,6 34,5 34,6 33,9 24,2 25,0 21,3 24,5 24,7 21,3
petek, 8. marec 2013 28,4 37,1 36,3 35,6 25,8 24,7 22,3 25,5 25,0 21,6
sobota, 9. marec 2013 29,6 38,6 39,1 36,8 26,6 26,6 23,1 25,8 26,5 21,2
nedelja, 10. marec 2013 22,1 25,3 41,4 39,8 29,0 29,0 25,0 27,2 27,7 21,3
ponedeljek, 11. marec 2013 22,3 26,4 27,2 26,4 30,2 29,3 25,2 27,7 29,0 21,1 |Depilacijall
torek, 12. marec 2013 22,7 27,5 27,8 27,6 30,7 30,2 26,6 27,9 29,7 21,4
sreda, 13. marec 2013 28,7 28,7 34,8 33,4 28,3 30,7 31,8 21
Cetrtek, 14. marec 2013 X X 30,6 29,4 35,4 34,7 31,3 31,2 33,5 21,4
petek, 15. marec 2013 X X 30,9 28,9 35,7 35,6 31,4 32,9 35,9 21,0
sobota, 16. marec 2013 X X 31,4 29,4 38,6 37,6 33,1 34,0 37,7 21,2
nedelja, 17. marec 2013 X X 34,1 30,9 26,7 24,7 34,0 24,5 40,0 21,5
ponedeljek, 18. marec 2013 X X 25,5 X
torek, 19. marec 2013 X X 26,6 X
sreda, 20. marec 2013 X X 27,5 X
Cetrtek, 21. marec 2013 X X X X X X 24,5 X 30,0 X
petek, 22. marec 2013 X X X X X X 26,7 X 29,8 X
sobota, 23. marec 2013 X X X X X X 27,2 X 31,0 X
nedelja, 24. marec 2013 X X X X X X 26,8 X 31,8 X
ponedeljek, 25. marec 2013 X X X X X X X - X
torek, 26. marec 2013 X X X X X X X X X X
sreda, 27. marec 2013 X X X X X X X X X
Mladiéi (Zivi/mrtvi) 4 8/2 7 8/1 7/1 6/2 6/2 7 9 izlo¢ena

Se nadaljuje...



Nadaljevanje... Priloga B: Telesne mase posameznih misi v poskusu 2

3. VRSTA - Skupina mleko

Kletka 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Skupina N3/2 N3/3 N3/4 N4/3 N4/4 N3/5
Usesna st. Cc40 N10 030 Ha1 K44 E4 F1 131 B33 K40
Cep 19.2.13 [ 19.2.13 | 27.2.13 [ 26.2.13 27.2.13 | 27.2.13 | 27.2.13 | 6.3.13
torek, 5. februar 2013 20,0 19,1 20,7 19,8 19,7 21,0 20,2 21,1 20,2 18,6
Cetrtek, 7. februar 2013 20,6 19,5 20,8 20,3 19,3 21,5 20,7 21,2 20,6 18,3
ponedeljek, 11. februar 2013 20,6 19,8 20,6 20,5 18,8 21,8 21,5 21,2 21,0 19,2
sreda, 13. februar 2013 20,4 19,8 21,0 21,3 19,8 21,2 21,1 21,4 21,1 18,8
petek, 15. februar 2013 20,3 20,0 21,2 20,6 20,0 21,3 20,5 21,2 21,2 21,2
sreda, 20. februar 2013 20,6 19,8 20,5 20,2 21,3 19,9 21,7 20,7 19,5
petek, 22. februar 2013 20,7 20,0 21,1 20,6 18,0 20,0 19,6 21,0 19,7 18,7
ponedeljek, 25. februar 2013 20,4 20,3 21,3 19,9 18,8 19,4 18,9 20,4 19,5 18,5
torek, 26. februar 2013 21,6 21,8 22,1 20,4 19,1 20,4 20,0 20,0 18,8 19,0
sreda, 27. februar 2013 21,8 20,2 19,1 21,0 20,6 20,6 19,2
Cetrtek, 28. februar 2013 22,7 22,1 22,5 20,7 18,7 20,5 20,5 20,0 20,3 18,9
petek, 1. marec 2013 22,3 21,4 23,0 20,3 18,9 20,1 20,3 20,0 20,7 19,0
sobota, 2. marec 2013 24,0 21,7 23,1 21,3 18,0 19,3 21,2 22,3 21,4 19,1
nedelja, 3. marec 2013 25,5 24,4 24,8 22,7 18,0 20,0 23,2 23,4 20,8 19,6
ponedeljek, 4. marec 2013 26,0 23,0 24,0 23,0 18,9 19,6 21,4 22,4 21,2 18,8
torek, 5. marec 2013 25,7 22,7 25,8 23,1 18,0 19,7 23,2 22,0 21,6 20,3
sreda, 6. marec 2013 28,5 23,5 22,0 21,9 19,2
Cetrtek, 7. marec 2013 28,6 24,6 25,2 23,6 19,0 20,3 24,0 21,2 20,4 18,9
petek, 8. marec 2013 30,5 25,6 26,5 25,3 19,7 20,2 25,2 20,7 19,2 18,9
sobota, 9. marec 2013 31,8 25,4 27,2 25,9 20,9 18,5 25,3 20,4 19,8 18,4
nedelja, 10. marec 2013 22,9 26,3 29,0 27,6 21,1 20,6 27,4 20,3 19,3 18,0
ponedeljek, 11. marec 2013 23,7 21,4 28,9 29,3 21,0 20,4 27,5 19,8 18,9 17,7
torek, 12. marec 2013 24,1 21,3 31,0 30,0 22,5 21,0 28,2 20,8 19,1 18,3
sreda, 13. marec 2013 33,3 32,5 25,2 20,8 31,0 21,5 18,9 18,4
Zetrtek, 14. marec 2013 X X 39,5 34,8 25,3 20,7 32,5 22,2 19,1 17,8
petek, 15. marec 2013 X X 35,4 35,8 24,9 20,3 32,2 22,2 19,9 18,0
sobota, 16. marec 2013 X X 37,1 37,3 27,2 21,0 33,9 23,5 18,8 18,1
nedelja, 17. marec 2013 X X 24,6 24,6 30,7 21,3 37,0 27,0 19,0 17,3
ponedeljek, 18. marec 2013 X X 23,4 24,9 20,6 X 25,2 26,8 X X
torek, 19. marec 2013 X X 25,4 26,3 20,9 X 26,5 26,3 X X
sreda, 20. marec 2013 X X _ 20,6 X 27,9 28,4 X X
Cetrtek, 21. marec 2013 X X X X 22,2 X 28,5 29,5 X X
petek, 22. marec 2013 X X X X 23,4 X 28,9 30,5 X X
sobota, 23. marec 2013 X X X X 23,8 X 31,4 31,8 X X
nedelja, 24. marec 2013 X X X X 23,8 X 31,2 34,0 X X
ponedeljek, 25. marec 2013 X X X X - X X X
torek, 26. marec 2013 X X X X X X X X
sreda, 27. marec 2013 X X X X X X X
Mladigi (Zivi/mrtvi) 7 izlo¢ena 4/4 8 6/2 izlo¢ena izloena | izlo¢ena

Paritev |

Paritev Il

Depilacija |

Paritev IIl

Depilacija Il
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