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IZVLECEK

Probiotiki so zivi mikroorganizmi, ki zauziti v ustreznem S$tevilu, ugodno vplivajo na zdravje
gostitelja. Njihovi ucinki so praviloma povezani z vzpostavitvijo ugodnega mikrobnega
ravnovesja v prebavilih gostitelja ter uravnavanjem njegovega imunskega odziva. Pri domacih
zivalih so kljucni ucinki probiotikov povezani z izboljSano ucinkovitostjo prireje. Poleg
ugodnega vpliva na zdravstveno stanje (predvsem mladih) zivali, slednje obsega tudi izboljSano
konverzijo krme, povecano hitrost rasti in nekatere druge. Probioti¢ni krmni dodatki registrirani
v EU vsebujejo predvsem Gram-pozitivne bakterije iz rodov Bacillus, Enterococcus,
Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus ter kvasovke Saccharomyces cerevisiae in
Kluyveromyces sp. Medtem, ko je vecina omenjenih mikroorganizmov naceloma varnih, imajo
nekateri lastnosti, ki so lahko Skodljive tako za Zivali, kot tudi za ljudi. Tak primer so enterokoki,
pri katerih pogosto opazajo zapise za prenosljive determinante odpornosti proti antibiotikom.
Slednji tako predstavljajo potencialno nevarnost za Sirjenje odpornosti v patogenih mikrobnih
populacijah ljudi in Zivali. Hiter napredek na podro¢ju sinteti¢ne in sistemske biologije zdruZen s
podporo bioinformatike in novimi orodji genskega inZenirstva v prihodnosti obeta skoraj
neskon¢ne moznosti za pripravo probioticnih sevov s poljubnimi lastnostmi, vendar pa bodo le-ti
lahko prestopili meje laboratorijev Sele ob ustrezni spremembi zakonodaje in javnega mnenja.

Kljucne besede: zivinoreja / prehrana zivali / mikrobiologija / probiotiki / krma / rekombinantni probiotiki /
zakonodaja / EU

PROBIOTICS IN ANIMAL NUTRITION

ABSTRACT

Probiotics are defined as living micro-organisms, that upon ingestion in certain numbers, exert
health benefits to the host. Their use is linked to proven efficacy on the gastrointestinal microbial
equilibrium as well as immunomodulation. The positive effect in animals exerts not only in an
improved health status, especially in young animals, but also in improved animal performance,
including growth rate and feed conversion efﬁc1ency Microorganisms that are used in animal
feeds in the EU are mainly Gram-positive bacteria belonging to genera Bacillus, Enterococcus,
Lactobacillus, Pediococcus and Streptococcus and yeasts, such as Saccharomyces cerevisiae or
Kluyveromyces species. While most of the species are apparently safe, certain microorganisms
may exert harmful properties for animals as well as humans. Enterococci, for example, might
harbour transmissible antibiotic resistance determinants, which have the potential to spread in
animal and human-associated pathogenic microbial populations. Recent developments in
synthetic and systems biology, coupled with bioinformatics and novel tools for genetic
engineering, will soon enable the construction of 'artificial' probiotic microorganisms with
virtually any combination of properties. Whether and when these 'designer probiotics' will reach
out of the labs depends on legislation as well as public opinion.

Key words: animal production / animal nutrition / microbiology / probiotics / feed / recombinant probiotics /
legislation / EU
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UvVOD

Koncept probiotikov se je zacel razvijati v zgodnjih letih 20. stoletja, ko je Nobelov
nagrajenec Elie Metchnikoff predpostavil povezavo med dolgozivostjo bolgarskih kmetov in
njihovim uzivanjem velikih koli¢in fermentiranih mle¢nih izdelkov. Verjel je, da se z uzivanjem
ustreznih koli¢in tovrstnih izdelkov v prebavila vnesejo mlecnokislinske bakterije, ki se tam
razmnozijo in preprecijo rast Skodljivim mikroorganizmom (Tannock, 2003). V 50. letih
prejSnjega stoletja so pri USDA (United States Department of Agriculture) registrirali prvi
sod, 1994). Stevilo probiotikov, namenjenih preventivi in laj$anju razliénih bolezenskih stanj pri
ljudeh in zivalih, od tedaj strmo narasca. Medtem, ko se probioti¢ni pripravki, namenjeni ljudem,
uvrS¢ajo med prehranske izdelke oziroma prehranska dopolnila (redkeje tudi zdravila),
probioti¢ni krmni dodatki veljajo za alternativne rastne pospesevalce. Njihov prodor na trzisce je
v Evropi podvrZen strogi regulativi z leta 2003 (EC 1831/2003). Kljub vsemu probiotiki zasedajo
pomembno mesto med krmnimi dodatki, njihova vloga v zZivalski produkciji pa se je v Evropi Se
dodatno okrepila ob prepovedi uporabe krmnih antibiotikov, leta 2006 (Anadon, 2006a).

POMEN PROBIOTIKOV PRI VZDRZEVANJU MIKROBNEGA RAVNOVESJA V
PREBAVILIH ZIVALI

"Probiotiki so Zivi mikroorganizmi, ki zauziti v ustreznem $tevilu ugodno vplivajo na zdravje
gostitelja" se glasi definicija, ki sta jo leta 2001 druZzno predlagala FAO in WHO (Khan in
Ansari, 2007; Maldonado Galdeano in sod., 2007). V splosnem velja, da probiotiki na fiziologijo
gostitelja vplivajo s spreminjanjem oziroma vzpostavljanjem ugodnega mikrobnega ravnovesja v
prebavnem traktu oziroma preko zmernega spodbujanja njegovega imunskega sistema. Klju¢na
tara delovanja probiotikov je prebavni trakt (GIT) gostitelja, Se posebno predeli, ki so Ze
naravno najgosteje poseljeni z mikrobi. Pri monogastri¢nih zivalih in ljudeh so to razli¢ni deli
Crevesja, kjer poteka mikrobna razgradnja vlaknin in drugih snovi, ki jih gostitelj ni mogel
razgraditi in absorbirati v prednjih delih prebavil. Poleg vloge pri prebavi in absorpciji hranil,
predstavlja ¢revesna sluznica tudi najvecji telesni imunski organ in prvo obrambno linijo proti
vdoru patogenov (Gilmore in Faretti, 2003). V nasprotju z monogastricnimi zivalmi, pri
prezvekovalcih ve¢ji del mikrobne aktivnosti poteka v delu prebavnega trakta pred Zelodcem.
Avtohtona mikrobna zdruzba v vampu, ki je sestavljena iz mnozice bakterij ter nekaterih gliv in
prazivali, igra klju¢no vlogo pri pridobivanju energije iz rastlinskih strukturnih polisaharidov,
poleg tega pa predstavlja za gostitelja tudi vir beljakovin. Tako pri monogastri¢nih zivalih kot pri
prezvekovalcih lahko pride do poruSenja ustreznega mikrobnega ravnovesja, kar se odraza na
zdravju in proizvodnosti zivali. Najpomembnejsi razlogi za to so stres (ob brejosti, odstavitvi,
transportu...), drasticne spremembe v sestavi ali slaba kakovost krme ter neustrezna higiena
krmljenja. Eden najpogostejSih primerov porusenja mikrobne homeostaze zaradi neustrezne
sestave krme je vampna acidoza. Do omenjenega stanja lahko pride, ¢e prezvekovalec zauzije
prevelik delez lahko razgradljivih ogljikovih hidratov (Skroba, sladkorjev). Posledi¢no pride v
vampu do hitrega porasta skupine mikroorganizmov, ki fermentirajo omenjene substrate
(predvsem nekaterih vrst iz rodov Streptococcus, Lactobacillus, Butyrivibrio, Eubacterium,
Selenomonas, Ruminobacter, Prevotella, Bifidobacterium, Succinimonas in Succinivibrio) na
raun zmanjSanja preostalih. Spremembe v fermentacijskih vzorcih vodijo do povecane
akumulacije organskih kislin, predvsem laktata (klju¢no vlogo pri tem pripisujejo predvsem vrsti
S. bovis ter homofermentativnim vrstam rodu Lactobacillus). Posledica je pretirano znizanje pH
vampa ter popolno porusenje mikrobnega ravnotezja v vampu, kar pri gostitelju povzroci
razli¢ne negativne fizioloSke spremembe, ki vplivajo na zdravje in pocutje zivali (Nagaraja in
Titgemeyer, 2007; Chaucheyras-Durand, 2008; Chiquette in sod., 2008). Stresni pogoji
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najpogosteje vplivajo na povecano tveganje za infekcije s patogenimi mikroorganizmi. Ob stresu
namre¢ pride poleg oslabitve imunskega sistema tudi do sprememb v izlo¢anju prebavnih sokov
ter peristaltiki Crevesja (Berezina in Ovsyannikov, 2001), kar vodi v spremembe fizikalno-
kemijskih parametrov, kot sta pH in redoks potencial, znotraj razli¢nih delov prebavnega trakta.
Spremenjeni pogoji favorizirajo drugacno sestavo mikrobne zdruzbe, v kateri se lahko uveljavijo
tudi patogeni.

SPLOSNE LASTNOSTI PROBIOTIKOV

Probioti¢ni sevi morajo biti za gostitelja varni, hkrati pa izkazovati tudi ustrezno mero
ucinkovitosti, torej merljivih ucinkov na zdravje oziroma proizvodnost zivali. Zahteva po
varnosti vkljuCuje odsotnost nevarnosti za sistemske infekcije, poleg tega pa mikroorganizmi
oziroma njihovi metaboliti ne smejo kazati ucinkov toksi¢nosti za gostitelja, ne smejo proizvajati
toksinov ter drugih virulen¢nih dejavnikov. Eden pomembnejsih vidikov varnosti je v zadnjem
Casu postala tudi odsotnost prenosljivih determinant antibioti¢ne rezistence, torej zapisov za
odpornost proti antibiotikom, ki se nahajajo na plazmidih, transpozonih ali drugih vrstah
mobilnih genetskih elementov (Anadon in sod., 2006b; Becquet, 2003).

Da bi probiotiki lahko dosegli ustrezno aktivnost na tarénem mestu morajo posedovati
specifi¢ne fizioloske lastnosti, ki jim omogocajo prezivetje ob prehodu skozi vse dele prebavil.
Taksne lastnosti so na primer odpornost proti kislini (Zelod¢ni sok), Zol¢nim solem in proteazam,
ter zmoznost metabolne aktivnosti v odsotnosti kisika. Poleg tega je pri probiotikih, namenjenih
zivalim, zelo pomembna sposobnost prezivetja razli¢nih (agresivnih) tehnoloskih postopkov
priprave krme (briketiranje, peletiranje, ekspandiranje) in ohranitev Zivosti tudi po daljSem casu
skladis¢enja (Simon, 2005).

VRSTE PROBIOTIKOV

V splosnem lahko probioti¢éne mikroorganizme glede na izvorni ekosistem razdelimo v dve
skupini. Prvo skupino sestavljajo vrste, katerih naravno Zivljenjsko okolje je prebavni trakt ljudi
ali zivali (predstavljajo del avtohtone ali indigene mikrobne populacije GIT). Taksne so na
primer mnoge vrste mle¢nokislinskih bakterij iz rodov Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei,
L. gasseri, L. rhamnosus, L. farciminis) in Bifidobacterium (B. bifidum, B. thermophila,
B. longum, B. breve, B. infantis), pa tudi Enterococcus (E. fecalis, E. faecium), Pediococcus
(P. acidilactici) in Streptococcus (S. infantarius). Prednost te skupine probioti¢nih
mikroorganizmov je, da so Ze naravno prilagojeni na fizikalno-kemijske razmere, ki vladajo
znotraj prebavnega trakta gostitelja, medtem ko njihovo uporabo v zivalski prehrani omejuje
nestabilnost med pripravo in skladis¢enjem krme (Anadon in sod., 2006b; Simon, 2005). Pri
rodu Enterococcus se pojavlja tudi tezava pogoste prisotnosti mobilnih determinant antibioti¢ne
rezistence. Gre predvsem za transpozicijske elemente z zapisom za odpornost proti
glikopeptidnemu antibiotiku vankomicinu, ki so vkljueni v konjugativne plazmide (Garcia-
Migura in sod., 2007).

V zadnjem casu se kot probioti¢ni kandidati preizkuSajo tudi nekateri anaerobni izolati iz
vampa, kot sta Prevotella bryantii 25A in Pseudobutyrivibrio xylanivorans Mz5. Medtem, ko
prvi kaze potencial za prepreCevanje vampne acidoze, so pri drugem opazili ve¢ lastnosti, ki bi
lahko bile koristne tako za prezvekovalce, kot za monogastri¢ne Zivali. Sir§o uporabo omenjenih
mikroorganizmov omejuje predvsem obcutljivost na prisotnost kisika, vdor katerega je med
postopki priprave, shranjevanja in uporabe probiotikov tezko prepreciti (Chiquette in sod., 2008;
Cepeljnik in sod., 2003; 2006).
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V probioti¢nih dodatkih zivalski krmi zelo pogosto najdemo mikroorganizme, ki niso del
avtohtone mikrobiote prebavnega trakta. V to skupino spadajo razli¢ne vrste rodu Bacillus
(B. subtilis, B. cereus, B. licheniformis, B. pumilus, B. clausii, B. coagulans), dva tesna
sorodnika omenjenega rodu, Paenybacillus polymyxa in Brevibacillus laterosporus ter nekatere
kvasovke (S. cerevisiae, Kluyveromyces spp.). Najpogosteje uporabljeni probiotiki omenjene
skupine so endospore gram-pozitivnih bakterij iz rodu Bacillus, ki se odlikujejo po izjemni
odpornosti na zunanje pogoje, zaradi ¢esar ohranjajo visoko viabilnost tako med procesi priprave
krme, skladis¢enjem in prehodom skozi razlicne dele prebavnega trakta. Neugodna lastnost
nekaterih sevov B. cereus in B. licheniformis je zmoznost proizvodnje toksinov, zato je pred
uporabo v zivalski prehrani potrebno seve testirati na prisotnost omenjenih virulenénih
dejavnikov (Simon, 2005; Anadon in sod., 2006b; Hong in sod., 2005).

MEHANIZMI DELOVANJA PROBIOTIKOV

Mehanizmi delovanja probiotikov Se niso najbolje preuceni, kar je predvsem posledica
pomanjkanja neposrednih dokazov. Sklepanje o ve€ini izmed njih namre¢ izhaja iz "in vitro"
poskusov, kjer pogoji nikoli niso enaki tistim v kompleksnem naravnem ekosistemu, kot so
prebavila. Kljub vsemu se je v znanstveni literaturi utrdilo mnenje, da sta za delovanje
probiotikov klju¢na dva osnovna mehanizma: kompetitivno izloanje patogenov ter za gostitelja
ugodno uravnavanje imunskega sistema (imunomodulacija).

Koncept kompetitivnega izloCanja zaobjema Sirok spekter razliénih potencialnih
mehanizmov. Eden od splosnejsih je spreminjanje fizioloskih pogojev (pH, redoks potenciala),
ki se odraza kot posledica spreminjanja ravnoteZja produktov mikrobnega metabolizma. Ugodne
ucinke, ki so jih pri preZzvekovalcih opazili ob dodajanju kvasovke S. cerevisiae, na primer, med
drugim povezujejo s povecano porabo kisika v vampu, kot posledico respiratorne aktivnosti tega
fakultativno anaerobnega mikroorganizma. Ustrezno nizek redoks potencial v tem ekosistemu je
namre¢ poglavitnega pomena za mnoge celulolitiéne bakterije in druge striktno anaerobne
predstavnike vampne mikrobne zdruzbe (Fonty, 2006; Newbold, 1996). Poleg tega naj bi
probioti¢ne kvasovke preko preprecevanja akumulacije laktata uravnavale tudi pH vampa, zaradi
Cesar se uporabljajo za prepreCevanje vampne acidoze (Fonty, 2006; Marden in sod., 2008). Po
drugi strani pa je prav izlo¢anje kratkoveriznih karboksilnih kislin (SCCA) eden od
mehanizmov, s katerimi mle¢nokislinske bakterije inhibirajo patogene v prebavnem traktu
monogastri¢nih Zivali (De Vuyst in Leroy, 2007).

Poleg nespecificnega spreminjanja fizikalno-kemijskih pogojev med predpostavljene
mehanizme spada tudi tekmovanje za hranila in vezavna mesta, obicajno sluzni¢ne receptorje
(Hong in sod., 2005; Tuohy in sod., 2003). Kompeticija za vezavna mesta pa ni edini naéin
onemogocanja vezave patogenov, saj lahko probioti¢ni mikroorganizmi vplivajo na ta proces
tudi posredno, preko regulacije izrazanja gostiteljevih genov. Tako so na primer dokazali, da
probioti¢na seva L. plantarum 299v in L. rhamnosus GG 'in vitro' kvantitativno inhibirata
pritrjanje enteropatogene E. coli na epitelijske celice ¢revesja preko stimulacije izrazanja genov z
zapisi za mucina MUC-2 in MUC-3 (Mack in sod., 1999).

Eden najpomembnejSih mehanizmov zaviranja patogenov s strani probioti¢nih
mikroorganizmov  je  proizvodnja  protimikrobnih  snovi. Protimikrobno delovanje
mlecnokislinskih bakterij pripisujejo Sirokemu spektru bioaktivnih spojin, med katere sodijo
poleg produktov primarnega metabolizma, kot so organske kisline, etanol in masc¢obne kisline,
tudi vodikov peroksid, bakteriocini ter bakteriocinom podobne inhibitorne spojine (BLIS). Med
slednjimi so pogoste peptidne molekule s protiglivnim delovanjem, nekateri sevi pa naj bi
proizvajali celo protivirusne beljakovine (De Vuyst in Leroy, 2007; Saito, 2003; Tannock, 2006).
Pri razli¢nih vrstah rodu Bacillus so prav tako dokazali proizvodnjo razli¢nih bakteriocinov, kot
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tudi bakteriocinom podobnih inhibitornih spojin in antibiotikov. Nekateri sevi B. subtilis na
primer proizvajajo toplotno stabilen in na razgradnjo s proteazami odporen antibiotik
(aminocoumacin A), ki je aktiven proti vrstam Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium,
Shigella flexneri, Campylobacter jejuni in Helicobacter pylori, medtem ko probioti¢ni sevi vrste
B. coagulans proizvajajo za proteaze obcutljive peptidne molekule, z aktivnostjo proti Gram-
pozitivnim bakterijam (koagulin) (Hong in sod., 2005). Proizvodnjo bakteriocinov, ki inhibirajo
nekatere potencialno patogene enterobakterije, so dokazali tudi pri vampnem probiotiénem
kandidatu Pseudobutyrivibrio xylanovorans (Cepeljnik in sod., 2003).

Spodbujanje razlicnih komponent imunskega sistema oziroma imunomodulacija velja za
pomemben, a zelo kompleksen mehanizem probioticnega delovanja. Vloga probiotikov pri
slednjem naj bi bila dvojna — po eni strani naj bi spodbujali nekatere obrambne mehanizme
naravne in pridobljene imunosti, po drugi strani pa naj bi bili pomembni tudi pri zaviranju
prekomernega vnetnega odziva, ki je pogosto povezan z razliCnimi alergijami in
t.1. avtoimunskimi boleznimi (Chronova bolezen, diabetes tipa 1, multipla skleroza) (Maldonado
Galdeano in sod., 2007; Rook in Brunet, 2005). Probioti¢ni mikroorganizmi lahko vplivajo tako
na lokalni, kot na sistemski imunski odziv. Eden od pomembnejsih nacinov delovanja na lokalni
ravni je preko spodbujanja nastajanja celic, ki proizvajajo sluzni¢na protitelesa, [gA. Nekatere
probioticne bakterije delujejo kot adjuvansi, torej spodbujajo intenziteto sluzni¢nega in
sistemskega imunskega odziva ob stiku s patogeni. Analiza citokinskih profilov je pokazala, da
nekatere mle¢nokislinske bakterije pomembno spodbujajo proizvodnjo tumor nekrotizirajocega
faktorja o (TNF-a), interferona y (IFN-y) in regulatornega citokina interlevkina-10 (IL-10)
(Maldonado Galdeano in sod., 2007).

Preostali mehanizmi, ki lahko pripomorejo k ugodnim uéinkom probiotikov vkljucujejo
predvsem aktivnost razlicnih mikrobnih encimov, ki se odraza na razli¢nih nivojih. Slednji,
predvsem pri rastlinojedih Zivalih, pomembno prispevajo k ucinkovitejSi razgradnji in
izkoris¢anju krme. Pri tem so klju¢nega pomena predvsem celulaze, ksilanaze in nekateri drugi
fibroliti¢ni encimi, ki jih obi¢ajno posedujejo vampni mikrobi (Cepeljnik in sod., 2003; Liu in
sod., 2005). Drugi mehanizem, ki vkljuuje aktivnost mikrobnih encimov je pretvarjanje
genotoksi¢nih spojin v nereaktivne produkte (detoksikacija), posledica ¢esar je zmanjSano
tveganje za, na primer, rakava obolenja prebavil. Poleg biokonverzije, predlagani mehanizmi
zmanjSevanja genotoksi¢nosti ksenobiotikov predpostavljajo Se neke vrste imobilizacijo preko
vezave na strukturne komponente mikrobnih celic (peptidoglikan, polisaharide) ter reagiranje z
bakterijskimi metaboliti (Cenci in sod., 2008; Cenci in sod., 2005; Orrhage in sod., 2002). U¢inki
zmanjS$anja genotoksi¢nosti razli¢nih mutagenov so opisani tako pri nekaterih predstavnikih
mle¢nokislinskih bakterij kot tudi pri nekaterih probioti¢nih sevih iz rodu Bacillus (Cenci in sod.,
2008). Protirakavi ucinki probioti¢nih sevov pa niso povezani le z razgradnjo ali nevtralizacijo
kancerogenih spojin, temvec¢ tudi s proizvodnjo nekaterih za$¢itnih molekul, kot sta butirat in
konjugirana linolna kislina (CLA) (Barcenilla in sod., 2000; Kritchevsky in sod., 2000).

Eden od zanimivejSih mehanizmov, povezanih z encimatskim delovanjem mikroorganizmov
je tudi razgradnja toksinov ali receptorjev, na katere se ti vezejo. Tako na primer ugodne ucinke
kvasovke Saccharomyces boulardii ob zdravljenju okuzb s patogenom Clostridium difficile
povezujejo z aktivno proteoliti¢no razgradnjo molekul toksina A ter receptorjev za ta toksin na
celicah ¢revesnega epitela (Castagliuolo in sod., 1996).

UCINKI PROBIOTIKOV

V splosnem velja, da so ucinki specificni za sev probioticnega mikroorganizma, odvisni pa so
tudi od vrste, starosti in zdravstvenega oziroma imunskega stanja gostitelja (Casey in sod.,
2007). Prav specificnost pogojev, ki vplivajo na delovanje probioticnih pripravkov je
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najverjetneje tudi razlog za neenotnost rezultatov, pridobljenih v razliénih Studijah. Slednje
najpogosteje porocajo o pozitivnih ucinkih aplikacije probiotikov takoj po rojstvu zivali, po
antibiotiénem zdravljenju, ob okuzbah z enteri€nimi patogeni ter v stresnih obdobjih. Splosne
ucinki, ki naj bi jih imeli probiotiki na pitovne zivali so: poveCana odpornost na infekcijske
bolezni ter poslediéno manjSa pogostost poginov, hitrejSa rast, ugodnejSa konverzija krme,
izboljSana prebava in absorpcija hranil, ve¢ja produktivnost ter izboljSana kakovost mleka in
jajc. Studije o ucinkih probiotikov na Zivalih so najpogosteje osredotodene na prasice,
prezvekovalce in perutnino, zanimivi pa so tudi izsledki uporabe probioti¢nih pripravkov v
akvakulturi. V nadaljevanju so povzete ugotovitve nekaterih novejsih raziskav, ki vklju€ujejo te
kategorije.

Prasici

Driske, ki jih povzrocajo patogene bakterije, predstavljajo pomemben vzrok smrti pri
odstavljenih pujskih. Probiotiki so se v ve¢ Studijah pokazali kot nekoliko manj ucinkovita, a
kljub vsemu potencialno uporabna alternativa nutritivni antibioti¢ni profilaksi ter dobrodosla
pomo¢ pri zdravljenju. Casey in sod. (2007) so na primer pokazali, da 30-dnevno uzivanje
mesanice petih sevov mlecnokislinskih bakterij (dva seva vrste L. murinus, L. salivarius subsp.
salivarius, L. pentosus, P. pentosaceus) bistveno izboljsa izid okuzbe z bakterijo Salmonella
enterica (serovar Typhimurium), enemu kljucnih povzrociteljev drisk pri prasicih. Podobna
Studija (Schroeder in sod., 2006) poroca tudi o ucinkovitosti probioticnega seva E. coli Nissle
1917 pri preprecevanju in lajSanju simptomov driske, kot posledice okuzbe z enterotoksigenimi
sevi E. coli (ETEC). Zascitna vloga probiotikov pri okuzbi z ETEC naj bi bila povezana z
razliénimi moznimi mehanizmi, od vpliva na adhezijo patogena, ohranjanje integritete tesnih
stikov med celicami epitela, povecano izlo¢anje mucina in nekatere druge (Lalles in sod., 2007).
O zmanjSani pojavnosti drisk po odstavitvi porocajo tudi ob uporabi t.i. neavtohtonih
probioti¢nih sevov Enterococcus faecium NCIMB 10415 in Bacillus cereus var. Toyi. Studija, ki
so jo naredili Siggers in sod. (2008) kaze na moznost ucinkovitega prepreCevanja atrofije
sluznice in lajSanju simptomov nekrotizirajoCega enterokolitisa (mocnega vnetja Crevesne
sluznice) pri prezgodaj rojenih pujskih, ¢e so ti krmljeni s probioticno meSanico
mle¢nokislinskih bakterij rodov Bifidobacterium in Lactobacillus.

Prezvekovalci

Mnoge Studije kazejo pozitivne ucinke kvasovke S. cerevisiea na produktivnost
prezvekovalcev. Med slednjimi so najpomembne;jsi: (1) ugoden vpliv na 'dozorevanje' vampne
mikrobne zdruzbe pri teletih, (2) stabilizacija vampnega pH ter (3) pove€anje razgradnje vlaknin
(Chaucheyras-Durand, 2008).

Galvao in s0d.(2005) na primer poroc¢ajo o ugodnem ucinku S. cerevisiae na hitrost rasti in
zdravje takoj ob rojstvu odstavljenih telet, ki so jih krmili z ziti. O stabilizaciji vampnega pH ter
s tem povezanim ucinkom preprecevanja pojava vampne acidoze ob dodajanju zivih kvasovk
visoko koncentrirani krmi porocajo tako pri ovcah (Chaucheyras-Durand in Fonty, 2006), kot pri
kravah (Williams in sod, 1991; Bach in sod., 2007). U¢inek povezujejo z razli¢nimi moznimi
mehanizmi, od interakcij kvasovke z bakterijami, ki metabolizirajo laktat, do kompeticije pri
fermentaciji sladkorjev in spodbujanju amiloliti¢nih prazivali (Chaucheyras-Durand, 2008).

Zelvyte in sod. (2006) porocajo o izboljSani prebavljivosti krme in vec¢ji mlec¢nosti, ¢e so
krave 58 dni uzivale probioti¢ni izdelek LEVUCELL SC (vsebuje S. cerevisiae). Slednje
povezujejo s povecanjem Stevila celuloliticnih mikroorganizmov in izboljSano fermentacijo
sladkorjev. Poleg kvasovk preizkuSajo tudi morebitne ugodne uc¢inke nekaterih bakterij. Poskus,
v katerem so kravam molznicam (2 tedna pred telitvijo in 5 tednov po njej) v vamp dodajali
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pripravek z bakterijskim probioti¢nim kandidatom Prevotella bryantii 25A, je pokazal poveéano
proizvodnjo hlapnih mascobnih kislin v vampu ter vecjo vsebnost mas¢ob v mleku (Chiquette in
sod., 2008). Karitas in sod. (2006) porocajo o vecji mlecnosti in izboljSani kakovosti mleka ter
zmanjSanem poginu jagenj¢kov zaradi driske ob krmljenju ovc s probioticnim pripravkom
BioPlus 2B (vsebuje spore bakterij B. licheniformis in B. subtilis).

Preglednica 1. Izvor in ucinki nekaterih probiotikov na izbrane vrste vodnih Zivali (prirejeno po
Brunt in Austin, 2008; Kesarcodi-Watson, 2007)

Table 1. Sources and effects of selected probiotics on aquatic host species (modified from

Brunt and Austen, 2008; Kesarcodi-Watson, 2007)

Probioti¢ni mikroorganizem Izyor P robl(?tlcnega Tar¢ni gostitelj Ugmek P rob1ot1cnega o
mikroorganizma mikroorganizma na gostitelja
Aeromonas hydrophila, Prebavila Sarenka Omejevanje furunkuloze
Vibrio fluvialis, O. mykiss (Oncorhyncus mykiss)  (infekcijske bolezni, ki jo
Carnobacterium spp., povzroca bakterija Aeromonas
Micrococcus luteus salmonicida).
Aeromonas media (A199) Neznan Ostrige Zmanj$ana smrtnost ob okuzbi
(Crassostrea gigas) z Vibrio tubiashii.
Carnobacterium spp. Prebavila Atlantski losos Ob socasni inokulaciji
S.salar L. (Salmo salar L.) zmanjs$anje obsega bolezni, ki
jih povzro¢ajo A. salmoncida,
V.ordalii in Y.ruckeri.
Enterococcus faecium (SF68) Neznan Jegulja Omejevanje edvardsieloze

Lactobacillus fructivorans
(AS17B)',
Lactobacillus plantarum (906)”

"Prebavila S. auratu,
2 &loveski feces

(Angulla anguilla)

Zlata orada
(Sparus auratu)

(infekcijske bolezni, ki jo
povzroca bakterija.
Edwardsiella tarda)

ZmanjSana smrtnost pri larvah
starih 39-66 dni.

Lactobacillus spp. in B. plicatilis Larve romba ZmanjSana smrtnost ob

Carnobacterium spp. (Scophthalmus infekciji z Vibrio spp.
rombus)

Pseudomonas fluorescens L. niloticus Sarenka Zmanj$ana smrtnost ob

(Oncorhyncus mykiss)

infekciji z Vibrio angullarum.

Roseobacter spp. Ribogojnica z Romb "In vitro" antagonizem proti
larvami S. rombus (Scophthalmus V. angullarum.
rombus)
Vibrio alginolyticus Komercialna Atlantski losos (Salmo  Ug¢inkovito omejevanje
gojilnica morskih salar L.) bolezni, ki jih povzrocajo
rakov A.salmonicida, V. anguillarum

in V.ordalii,

Perutnina

ZmanjSana smrtnost zaradi okuzb z enterinimi patogeni, izboljSana konverzija krme in
hitrejSa rast so najpogosteje opisani ucinki dodajanja probiotikov v krmo perutnine. Vicente in
sod. (2007) so vse omenjene ucinke opazili pri brojlerjih ob uporabi probioticnega pripravka na
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osnovi ve¢ sevov rodu Lactobacillus. Do podobnih rezultatov so ob uporabi tekocega
probioti¢nega pripravka s sedmimi, iz piS€anéjega prebavnega trakta izoliranimi sevi rodu
Lactobacillus, prisli tudi Timmerman in sod. (2006). Nekatere $tudije s probioti¢nimi pripravki,
ki vsebujejo endospore nekaterih sevov B. subtilis, B. cereus, B. licheniformis prav tako kazejo
na pozitivne ucinke v smislu izboljSane konverzije krme oziroma preprecevanja kolonizacije in
perzistence nekaterih enteri¢nih patogenov (Hong in sod., 2005; Midilli in sod., 2008).

Vodni organizmi

Uporaba probiotikov se je uveljavila tudi na podro¢ju gojenja vodnih zivali (predvsem rib,
rakov in Skoljk), kjer infekcijske bolezni predstavljajo poglavitni vzrok finan¢nih izgub.
Probioti¢ni pripravki, ki se uporabljajo v akvakulturi poleg mle¢nokislinskih bakterij in endospor
rodu Bacillus, vsebujejo tudi bakterije iz rodov Pseudomonas, Vibrio, Aeromonas,
Carnobacterium in nekatere druge (Brunt in Austin, 2008; Kesarcodi-Watson, 2008).
Preglednica 1 prikazuje izvor in u¢inke nekaterih probioti¢nih mikroorganizmov na gostitelje.

PROBIOTICNI KRMNI DODATKI NA TRZISCU

Registracija probioti¢nih proizvodov za uporabo v Zivalski prehrani je v Evropi podvrzena
strogi Regulativi (EC) No. 1831/2003, ki ureja celotno podrocje krmnih dodatkov (avtorizacijo,
uporabo, ozna¢evanje in pakiranje). Vsi odobreni krmni dodatki morajo v splosnem zadoscati
trem pogojem: a) ne smejo biti Skodljivi za zdravje zivali in ljudi ter okolju, (b) ne smejo biti
predstavljeni zavajujoce za kupca in (c¢) ne smejo Skodljivo vplivati na znacilne lastnosti
zivalskih proizvodov ali zavajati kupca glede vpliva na omenjene lastnosti. Registracija
probioti¢nih krmnih pripravkov v Evropi je pogojena z natan¢nim testiranjem varnosti in
ucinkovitosti le teh, kar pa za proizvajalce predstavlja precejSnje financno breme (Anadon,
2006a; Anadon in sod., 2006b). Na trzis¢u so se zato, do pred kratkim, poleg registriranih, vedno
znova pojavljali tudi nepreverjeni proizvodi brez ustreznih dovoljenj. Da bi izboljsala
prepoznavnost svojih proizvodov in pripomogla k hitrejSemu izklju¢evanju pripravkov, ki ne
ustrezajo evropskim standardom, se je vecina pomembnejsih evropskih podjetij za proizvodnjo
in distribucijo probioti¢nih krmnih pripravkov ze leta 1999 povezala v t.i. Evropsko zdruzenje za
probiotike (EPA). V letu 2001 je EPA na trgu prepoznala 21 registriranih probioti¢nih
proizvodov, namenjenih zivalim (Ziggers, 2008). Nekatere med njimi prikazuje Preglednica 2.

PROBIOTIKI PRIHODNOSTI?

Razvoj tehnologije genskega inzenirstva je prinesel na podrocje probiotikov nove moznosti za
izboljSave na razli¢nih ravneh. Kot u€inkovitejSa alternativa prilagajanja probioti¢nih sevov na
razmere med proizvodnjo in prehodom prebavil s predhodno izpostavitvijo blagim oblikam
stresa (nespecificna indukcija genov tolerannega odziva), se je pojavila moznost kloniranja
genov odpornosti oz. tolerance na razli¢ne oblike stresa, iz drugih mikroorganizmov (Sleator in
Hill, 2008). Tako so na primer s kloniranjem gena betL, ki kodira transporter za kompatibilni
topljenec betain pri bakteriji Listeria monocytogenes, dosegli povecanje tolerance probioticnega
seva L. salivarius UCC118 na soli ter prezivetje pri nizkih temperaturah (Sheehan in sod., 2006).
Kloniranje istega gena v sev B. breve UCC2003, pa se je odrazilo v obliki izbolj$ane odpornosti
proti Zelodénemu soku (Sheehan in sod., 2007). U€inek povecane odpornosti na Zelod¢no kislino
so dosegli tudi s prenosom genov za sintezo trehaloze (kompatibilni topljenec E. coli) 0stAB v
probioti¢ni sev L. lactis, poleg tega pa je omenjeni rekombinantni sev kazal tudi boljSo
prezivljivost ob izpostavitvi zolénim solem in pogojem med postopkom liofilizacije (Termont in
sod., 2006).
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Preglednica 2. Nekateri v Evropi registrirani probioti¢ni pripravki in skupine Zivali, za katere je
bil dokazan njihov uc¢inek in varnost (prirejeno po Hong in sod., 2005 ; EFSA, 2004a;
2004b; 2006a; 2005a; 2005b; 2006b; 2007a;2007b; 2007c; 2008a; 2008b; 2008 c)

Selected commercial probiotic products and groups of animals for which
beneficial effects and safety of these products were shown (modified from Hong et
al., 2005; EFSA, 2004a; 2004b; 2006a; 2005a; 2005b; 2006b; 2007a; 2007b; 2007c; 2008a;

Table 2.

2008b; 2008 ¢)

Blagovna znamka

Probioti¢ni
mikroorganizem

Tar¢ni gostitelji

Toyocerin® Endospore B. cereus var Toyoi Govedo (pitanci, teleta), kokosi (nesnice,
(NCIMB 40112/CNCM 1 -1012) brojlerji), purani, kunci, prasic¢i (pitanci, svinje)
Bioplus 2B® Endospore B. licheniformis Prasi¢i (pujski po odstavitvi, svinje, pitanci),
(DSM5749) in B. subtilis (DSM5750)  kokosi (brojlerji), purani, govedo (teleta)
Bactocell”/ P. acidilactici Kokosi (brojlerji),
Fermaid® (CNCM MA 18/5 M) prasici (pitanci)
Biosaf® SC 47 S. cerevisiae (NCYC Sc47) Govedo (pitanci, krave molznice), kunci, prasici
(pujski po odstavitvi, svinje), konji, ovce
(jagenjcki, molznice), koze (molznice)
Biosprint® S. cerevisiae (BCCM/MUCL39885) Prasici (pitanci), govedo (pitanci, krave molznice)
Levucell® SC 20/ S. cerevisiae (CNCM 1-1077) Govedo (pitanci, krave molznice), koze, ovce
SC 10ME (molznice, jagenjcki)
Yea Sacc”® S. cerevisiae (CBS 493.94) Govedo (pitanci, krave molznice, teleta), konji
Oralin® E. faecium (DSM 10663 / NCIMB Govedo (teleta), prasici (pujski po odstavitvi),
10415) perutnina (brojlerji, purani), psi
Bonvital® E. faecium (DSM 7134) Prasi¢i (pujski po odstavitvi, pitanci, svinje),
perutnina (brojlerji)
Fecinor” E. faecium (CECT 4515) Prasici (pujski po odstavitvi), govedo (teleta),
perutnina (brojlerji)
Lactiferm® E. faecium (NCIMB 11181 (M74)) Govedo (teleta), prasici (pujski po odstavitvi),
perutnina (brojlerji )
Biacton® L. farciminis (CNCM MA 67/4R) Prasici (pujski po odstavitvi), purani, kokosi

(brojlerji, nesnice)

Poleg novih moznosti za izboljSanje tolerance na stresne razmere, so tehnologije genskega
inZenirstva skupaj z vse bolj§im poznavanjem mehanizmov delovanja patogenov omogocile tudi
pripravo sevov, ki specificno prepoznavajo patogene oziroma njihove toksine. T.i. strategija
interference vezave na receptorje temeljijo na molekulskem posnemanju gostiteljskih tar¢ za
patogene (toksine), ki jih izrazajo probioti¢ni sevi. Omenjene pristope so ze uspesSno preizkusili
za lajsanje nekaterih enteri¢nih okuzb. Eden taksnih konstruktov, rekombinantni sev E. coli, ki je
na povrsini izrazal himerno molekulo lipopolisaharida (LPS) z receptorjem za Siga-toksin (Stx),
je izjemno uc¢inkovito nevtraliziral omenjeni toksin (1 mg rekombinantne bakterije je vezal ve¢
kot 100 pg molekul Stx1 in Stx2) (Paton in sod., 2000). Podobno so pripravili tudi
rekombinantni probioti¢ni sev E. coli CWG308, ki nevtralizira toksin Stx2e, klju¢ni virulen¢ni
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dejavnik povzrocitelja edemske bolezni (pomemben vzrok smrti pri odstavljenih pujskih) ter
probioticna seva s potencialom za nevralizacijo temperaturno obcutljivega toksina (LT)
enterotoksigene E. coli (ETEC) in toksina kolere (Ctx) (Paton in sod., 2006). MoZnost uporabe
probiotikov pa se ne kaze le v terapiji, temvec tudi v prepre¢evanju nekaterih bolezni. Probiotiki
s potencialom za usmerjeno spodbujanje imunskega sistema predstavljajo obetavno alternativo
klasi¢nim cepivom (Sleator in Hill, 2008).

Nenavsezadnje tehnologija genskega inZenirstva omogoca tudi pripravo probioti¢nih sevov z
izboljSanimi ali novimi lastnostmi, ki gostitelju koristijo v smislu izboljSanja razgradnje in
izkori§¢anja krme. Liu in sod. (2005) so tako v probioti¢ni sev L. reuteri klonirali gene za
razgradnjo vlaknin treh razlicnih vampnih mikroorganizmov (zapis za ksilanazo glive
Neocallimastix patriciarum, zapis za beta-glukanazo bakterije Fibrobacter succinogenes in zapis
za celulazo glive Pyromyces rhizinflata). Novi sevi so tako pridobili sposobnost razgradnje
karboksimetil celuloze, beta-glukana ali ksilana, poleg tega pa so se Se vedno ucinkovito pritrjali
na sluznico ter obdrzali odpornost proti Zolénim solem in kislini. Rekombinantni sevi tako lahko
prezivijo in aktivno razgrajujejo vlaknine tudi v prebavilih monogastri¢nih zivali.

Hitro narascajoCe znanje o funkcijah genskih lokusov ter razvoj novih orodij na podrocju
genskega inzenirstva obeta v konc¢ni fazi skoraj brezmejne moznosti konstrukcije probioticnih
sevov s poljubnimi kombinacijami zelenih lastnosti (Lartigue, 2007), vendar pa bo prestop
slednjih iz laboratorijev v prakso mozen le ob ustrezni zakonodaji, podprti s pozitivnim
strokovnim in javnim mnenjem.

SUMMARY

Probiotics are defined as living micro-organisms that upon ingestion in certain numbers, exert
health benefits to the host. Their use is linked to proven efficacy on the gastrointestinal microbial
equilibrium as well as immunomodulation, even though the exact mechanisms of action are not
yet fully elucidated. The positive effect in animals exerts not only in an improved health status,
especially in young animals, but also in improved animal performance, including growth rate and
feed conversion efficiency. Microorganisms that are used in animal feeds in the EU are mainly
Gram-positive bacteria belonging to genera Bacillus, Enterococcus, Lactobacillus, Pediococcus
and Streptococcus and yeasts, such as Saccharomyces cerevisiae or Kluyveromyces species.
While most of the species are apparently safe, certain microorganisms may exert harmful
properties for animals as well as humans. Enterococci, for example, might harbour transmissible
antibiotic resistance determinants, which have the potential to spread in animal and human-
associated pathogenic microbial populations. The advantage of spore-forming bacteria is their
natural resistance to harsh environmental conditions, which allows them to survive feed
manufacturing processes as well as low pH and bile salts inside animal gastrointestinal tract. S.
cerevisiae is most frequently used probiotic species used in ruminant nutrition, as it helps to
establish primary microbial community in rumen of calves, prevent rumen acidosis by stabilizing
rumen pH and improve fiber digestion by stimulating the growth and activity of cellulolytic
bacteria. Probiotics are also widely used in aquaculture. Besides lactic acid bacteria and spore-
forming Bacilli, some other genera, including Aeromonas, Vibrio, Edwardsiella are also in use,
usually in order to prevent infective disease in fish, shellfish and shrimps.

The rules for the authorisation, use, monitoring, labeling and packaging of probiotic feed
additives are set by new Regulation (EC) No. 1831/2003 of the European Parliament and of the
Council of September 2003 on additives for use in animal nutrition. Recent developments in
synthetic and systems biology, coupled with bioinformatics and novel tools for genetic
engineering, will soon enable the construction of 'artificial' probiotic microorganisms with
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virtually any combination of properties. Whether and when these 'designer probiotics' will reach
out of the labs depends on legislation as well as public opinion.
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