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Probiotikd mozno definovat ako biopriprav-
ky obsahujice Zivé bunky alebo metabolity
stabilizovanych autochténnych mikroorga-
nizmov, ktoré optimalizuju osidlenie a zloZe-
nie crevnej mikrofléry zvierat a I'udi, so stimu-
latnym efektom na trdviace procesy a obra-
nyschopnost hostitela (Nemcova, 1997).
Pociatky pouZivania probiotik st az neuveri-
telne dalekosiahle, siahajui do Gsvitu civiliza-
cie, ale az zac¢iatkom 20, storo¢ia upozornil na
prospesné ucinky baktérii v jogurte rusky
vedec I. Mecnikov. Poukdzal na schopnost
Startérovych 'mikroorganizmov (Lactobacillus
bulgaricus a Streptococcus thermophilus) pri
vyrobe jogurtov potldcat hnilobné typy fer-
mentdcii Crevnej mikroflory a na vyznam
konzumadcie jogurtov pri udrziavani zdravia
(Mecnikov, 1907). Probiotické mikroorga-
nizmy st éoraz CastejSie pouzivané ako krmo-
vinové dopinky nielen pre hospodarske zvie-
ratd, ale tiez pre spolocenské zvierata. Terapia
vyuZivajica probiotikd je doporutovand pri
liecbe, ale aj pri prevencii rozliénych ochoreni
predovietkym traviaceho traktu. Z hladiska
vyuZitia probiotik vo veterindrnej medicine je
mimoriadne vyznamny ich biomedicinsky
G¢inok: inhibi¢ny efekt na patogény, optima-
lizatny vplyv na traviace procesy a stimulaény
acinok na imunitny systém. Pre probiotické
ucely sa najcastejsie vyuZivaji kyselinu mlieé-
nu produkujiice baktérie, ako su laktobacily,
bifidobakérie a enterokoky, ale tieZ niektore
druby kvasiniek z rodu Saccharomyces.
Medzi apelujtici vyznam probiotik patri moz-
nost redukovat pouzivanie antibiotik, zna¢ne
vysoky stupeil bezpetnosti a samozrejme
pozitivne vnimanie verejnosti v zmysle , natu-
rilnej” alebo ,alternativne;j” terapie. Probiotik4
st klasifikované a vieobecne povaZované za
bezpetné, ¢o sa o antibiotikach s ich astymi
vedlaj§imi tc¢inkami povedaf nedd (Reid,
2000). Celosvetovy trh je zaplaveny komer¢-
nymi probiotickymi prepardtmi pre huménne
aveterindre pouZitie a rozhodujicu dlohu pri
jeho zdsobeni maji USA a Japonsko. MoZu byt
vrozli¢nej aplika¢nej forme (tablety, kapsule,
pasta, tekutd forma). Niektoré komeréne vyra-
bané granulované krmivé pre psov a macky ob-
sahujui taktiez probiotikd, ¢o predstavuje vy-
hodu z hladiska jednoduchosti kazdodenné-
ho prisunu prospesnych mikroorganizmov.
Castou nevyhodou tychto krmiv viak je, e
mnohokrat obsahuju uz len malé poéty Zivych
buniek daného probiotika a niekedy neobsa-
hujt druhy mikroorganizmov uvedené na eti-
kete. Pricinou nizkych po¢tov probiotickych
mikroorganizmov méZe byt ich nedostatoéné
preZivanie pocas spracovania a vyroby krmiva,
resp. jeho dlhodobé skladovanie.

Zamerom nasej prace bolo sledovat té¢inky
potencidlne probiotického kmena Lactoba-
ctllus sp. AD1 na metabolizmus zdravych psov
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prostrednictvom stanovenia niektorych bio-
chemickych parametrov v ich sére (totdlne
proteiny, totalne lipidy, cholesterol, alaninami-
notransferdza, mocovina, glukéza).

MATERIAL A METODIKA

Lactobacillus sp. AD1 bol vyselekiovany na
MRS agare (Merck, Nemecko) z fekélif zdra-
vého psa plemena tibetsky teriér (vek 6 rokov)
zo skupiny 40 kmefov izolovanych 7 10 zdra-
vych psov. Uvedeny kmen vykazoval najlepsie
vlastnosti z hladiska preZivania pri testovani
tolerancie na zI¢ (1 % oxgall v MRS bujéne,
Merclk), kedy doglo k poklesu 0 24,6 % buniek
za 24 hod. PreZfvanie kmeia pri pH 3.0 bolo
testované metddou podlatina a kol. (1998).
Za 3 hod posobenia pri pH 3,0 (¢as zdrZania
potravy v Zaludku) do$lo u kmena k poklesu
poctu buniek len 0 13,2 %. Adhézia na mukoz-
ne membrany sledovana metédou podla Ou-
wehanda akol. (1999) dosahovala v pripade
psej mukézy 2,1 + 1,1 % a v pripade ludskej
mukdzy 2,7 + 1,9 %.

Lactobacillus sp. AD1 tzv. rifampicin rezis-
tentny mutant bol aplikovany per os denne
v mnoZstve 3 ml (10%fu/ml) psom, ktoré boli
drZané v ttulku (aredl UVL, Kogice), pri¢om
zaobchddzanie s nimi bolo v stilade s nariade-
nim vlady ¢. 289/2003 Z.z. podla § 7 ods. 2
pfsm. h) po schvdleni Etickou komisiou. Poéty
kmena AD1 vo fekéliach tychto psov boli sle-
dované na MRS agare (Merck) s pridavkom
rifampicinu. Vplyv probiotika AD1 na niektoré
biochemické paramtere bol vyhodnoteny v kr-
vi u 6 psov, pri¢om boli sledované hodnoty
celkovych lipidov, proteinov, hladina choles-
terolu, alaninaminotransferdza, mocovina
a glukdza. Fekdlie a krv boli odobrané pred
podanim a tyZden po aplikdcii kmeia AD1.
Kolonizdcia ¢reva kmetiom AD1 po skonéent
aplikdcie bola sledovand vo fekaliach v dvoj-
tyzdniovych intervaloch.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kmen ADI1 pri testovani in vitro prejavil
z hladiska tolerovania podmienok v traviacom
trakte (nizke pH, pritomnost Zl¢e) najlepsie
vlastnosti z testovanej skupiny laktobacilov.
Napriek tomu, Ze tento kmeit z hladiska adhe-
zivnej kapacity testovanej in vitro dosahoval
pomerne nizke hodnoty, overovanie prezivania
a stability kmena u psov vyvrdtilo tento vysle-
dok, kedze bol pritomny v trdviacom trakte
v mnoZstve 108-10° cfu/g fekalii. Po skon¢eni
aplikacie jeho pocty mierne klesli (103-105
cfu/g), aviak minimalne 5 mesiacov (doteraz
sledované obdobhie) pretrvival vo fekdliach
psov. Pre porovnanie treba uviest, ze znamy
humdnny probioticky kmen Lactobacillus
rhamnosus GG, dosahujuci in vitro adhezivnu
kapacitu 34,0 + 4,0 % na psiu ¢revnt mukaozu,
pretrvaval po skonéeni jeho aplikdcie psom len
5dni (Weese, 2002). Preto sa Ziada podotk-
nut, ze nie vietky vysledky ziskané pri in vitro
testovani musia bezpodmieneéne korelovat
s vysledkami ziskanymi v in vivo $tadidch.
I ked' z klinického hladiska treba povedat, ze
perzistencia probiotického kmeiia je menej
doleZita ako jeho koloniz4cia pocas aplikdcie.
Avak optimalny probioticky mikroorganiz-
mus by mal byt schopny aspoii prechodnej
kolonizécie trdviaceho traktu.

Cielom naSej Stidie bolo sledovar i vplyv
kmena na niektoré biochemické parametre
v krvi psov. Aplikdcia kmeia znamenala jed-
noznacne zvySenie hladiny totdlneho protei-
nu v priemere o 11,2 g/l (Tab. 1). Tento efekt
probiotického kmena moZe byt perspektivne
vyznamny u zvierat s malabsorpénym syndrs-
mom, ako aj zvierat kfmenych krmivom s niz-
§fm obsahom proteinu alebo menej kvalitnym
proteinom. Podobne zvy$enu retenciu dusika
po aplikdcii probiotika - Paciflor u rastucich
prasiat zaznamenal Scheuermann (1993).
Pravdepodobne je viac dusika nachidzajiceho

Tab. 1 Vybrané biochemické hodnoty u zdravych psov pred a po aplikdcii probiotického
kmeria Lactobacillus sp. AD1 - Selected blood biochemistry in dogs before and after

application of Lactobacillus sp. AD1

1. Krizenec
suka, 1a1/2 roka

720 [ 249 | 589

3.Krizenec 650 | 636 | 7,65 | 6,06

suka, 3 roky

4 Daberma

Pes, 2 10ky..

5. Jazvedik hladkosrsty

pes, 1a1/2roka

6. Krizenec, 6,85 | 5,36

 Suko, 3 roky

478|302

0,623
00,566 | 537 | 507|674 | 6,78
10671 | 614 | 506 | 677 | 595
0:|0,860°| 5,336,765 | 7,28 | 582

0452 | 578 | 522 | 7,25 | 534

50,603 | 618 (7,75 | 626 | 6,22

'Celkové proteiny; 2Celkové lipidy; SCholesterol; ¢Alaninaminotransferdza; sMogovina: 8Glukdza
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sa v potrave konvertovaného na telova hmotu,
pretoZe éastym tidinkom probiotik byva urych-
lenie zvy$ovania hmotnostnych prirastkov
predovéetkym u mladych zvierat. TaktieZ cas-
tym aéinkom probiotik je zvy3enie podielu
imunoglobulinov, k &omu je v3ak potrebné
sledovat jednotlivé frakcie plazmatickych
proteinov. Hladina mocoviny nebola v nasej
$tadii vyznamne ovplyvnend. Dalsim sledo-
vanym parametrom boli totdlne lipidy. U troch
psov (1, 2, 4) boli hodnoty totalnych lipidov
pred aplikdciou na spodnej hranici fyziologic-
kej normy, resp. pod fou. Aplikiciou probio-
tika doslo u tychto psov k zvyseniu totdlnych
lipidov v krvi na fyziologickti normu. S meta-
bolizmom lipidov izko stvisi i hladina choles-
terolu, ktora mierne stupla; aviak len v rdmci
fyziologickej normy. Je potrebné podotkniit,
#e na rozdiel od ludi, u psov je predominantnd
frakcia HDL (,dobry lipoprotein”; Chapman,
1986), ¢o dovoluje vi&si prijem Zivocisnych
tukov bez ohrozenia normdlnej hladiny choles-
terolu v krvi. [de pravdepodobne o evolu¢ni
vyhodu, ked'ze prevahu v strave divokoZiju-
cich psovitych deliem tvorili iné malé zvieratd.
Désledkom tychto rozdielov v metabolizme
cholesterolu je, ze zvy$ené hladiny choleste-
rolu a atheroskleréza st u psov extrémne vzdc-
ne (v stvislosti s inymi chorobnymi procesmi).
Pri sledovani hodnét pecefiového enzymu -
alaninaminotransferazy (ALT) v krvnom sére
dodlo k nevyznamnym zmendm v rdmci
fyziologickej normy, tzn. Ze testovany kmei
nepdsobil negativne na funkcie pecenového
parenchymu. Hodnoty sérovej glukozy po apli-
kacii kmefia mierne klesli (v priemere o 1,11
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mmol/L), ¢o je vyznamné v stivislosti so stdle
¢astejiie sa vyskytujticim ochorenfm - diabetes
mellitus u psov, prejavujtcim sa hyperglycé-
miou. Tento pokles mohol byl sposobeny
priamou fermentdciou (spotrebou) cukrov pri
raste a mnoZeni kmefa v traviacom trakte s nd-
slednou tvorbou organickych kyselin.

ZAVER

Potencidlny probioticky kmef Lacto-
bacillus sp. AD1 p.o. aplikovany 6 zdravym
psom prejavil dobré kolonizacné vlastnosti,
ked pocas aplikacie dosahoval celkové pocty
108-10* cfu/g vo fekdlidch. Po ukonceni jeho
aplikacie pretrvdval 5 mesiacov v trdviacom
trakte, pri¢om dosahoval hodnoty 103-105
cfu/g. Pri sledovani niektorych biochemic-
kych parametrov, vyznamnejsie bola ovplyv-
nend hladina celkovych proteinov v smere ich
zvyéenia a hladina glukézy v smere jej pokle-
su. Hodnoty alaninaminotransferazy, moco-
viny a celkovych lipidov neboli vyznamnej-
gie ovplyvnené. Pri testovani in vitro preu-
kdzal aspecifickd schopnost adhézie na
mukézne membrdny. Bol relativne stabilny
v kyslom prostredi (pH 3,0) a v pritomnosti
#l¢e. Prejavené vlastnosti ho po overenf vy-
sledkov u dal§ich jedincov potencidlne pre-
durcuju na probiotické vyuzitie prevazne
u psov kachektickych, u mladych a gravid-
nych psov vyZadujicich zvydeny podiel
proteinu, pripadne u psov s diabetes mellitus.

SUMMARY
STROMPFOVA, V., LAUKOVA, A.: Influen-
ce of probiotic strain Lactobacillus sp. AD1

on the biochemical parameters in blood of
healthy dogs.

Probiotic strain Lactobacillus sp. AD1 was
aplicated p.o. to 6 healthy dogs. It showed good
colonization of gastrointestinal tract during
application (108-109 cfu/g of faeces). This
strain also persists in the digestive tract five
months after cessation of its administration
and it reached counts 103-105 cfu/g. One week
after application of strain AD1, an increase of
total protein and reduction of glucose in blood
of dogs was noted. The values of ALT, urea and
total lipids were not significantly influenced.
Concerning the adhesion capacity of ADI
strain, no host specifity was detected; it means
that this strain exhibited almost the same
adhesion capacity to human as well as to ca-
nine mucus. Strain AD1 showed also in vitro
good survival by low pH (3,0) and in the
presence of bile. On the basis of above-men-
tioned properties it can be used as probiotic in
the dog breeding. Of course, its testing and
characterization are the subject of the other
temporary studies.
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'METODY NA DOKAZ ALERGENNYCH ZLOZIEK
POTRAVIN POLYMERAZOVOU RETAZOVOU REAKCIOU

Kuchta, T.

Vyskumny ustav potravindrsky, Priemyselnd 4, 824 75 Bratislava, Slovenskad republika

V rozvinutych krajinach 4 az 8 % deti a prib-
lizne 1 % dospelych trpi potravinovymi alergia-
mi, a 0,3 aZ 0,5 % trpi celiakiou, ¢o je potravi-
novd intolerancia. Zlozky potravin, ktoré sposo-
buji uvedené zdravotné problémy, viak podla
doterajsej potravinarskej legislativy nemuseli byt
explicitne uvedené v oznaceni potravin. Aby sa
v tejto stvislosti zamedzilo ohrozeniu zdravia
niektorych spotrebitelov, upravila sa legislativa
oznacovania potravin. Eurépska smernica 2003/
89/EC z 10. novembra 2003 a vynos Ministerstva
podchospodéarstva SR a Ministerstva zdravot-
nictva SR &. 1187/2004 - 100 z 28. aprila 2004 ur-
¢&ujii povinnost uvadzal v oznaceni potravin pri-
tomnost alergénnych zloZiek alebo obilnin obsa-
hujticich glutén. Sti&asny zoznam alergénov, kto-
rych oznacovanie je povinné, zahina korovce,
vajcia, ryby, podzemnicu olejnt, s6ju, mlieko,
rozne druhy orechov, zeler, hor€icu a sezam.

CHARAKT}SRISTIKA METOD
ZALOZENYCH NA POLYMERAZOVEJ
RETAZOVEJ REAKCII

Na kontrolu sprdvnosti oznacovania potra-
vin z hladiska pritomnosti alergénov su, ako
alternativne metédy vo viacerych pripadoch,

k dispozicii metddy vyuZivajuce princip poly-
merédzovej retazovej reakcie (PCR). PCR umoz-
fiuje identifikdciu pritomnosti alergénov na
zéklade analyzy DNA. Prvym krokom pra-
covnych postupov je izoldcia DNA z potravin.
Najvhodnejsie izolaéné metddy st precipitdcia
s detergentom CTAB a extrakcia do kvapalnej
fazy, chaotropick4 extrakcia do tuhej fazy a ne-
chaotropicka extrakcia do tuhej fazy. Vyizo-
lovand DNA sa potom analyzuje pomocou PCR,
pritom sa v pozitivnych vzorkdch amplifikuje
(rozmno#i) §pecificky fragment DNA. Amplifi-
kovany fragment sa identifikuje na zdklade svo-
jej molekulovej hmotnosti (najcastejsie elektro-
forézou v agarézovom géli) alebo na zdklade
svojej sekvencie (najéastejSie hybridizdciou
s DNA-sondou). Vyhodami PCR st najmd vyso-
k4 selektivita, vysoka citlivost a tieZ pouZitel-
nost metédy na analyzu tepelne opracovanych
potravindrskych vyrobkov.

VYVOJ PCR-METOD NA DOKAZ
ALERGENNYCH ZLOZIEK POTRAVIN
Vypracovanie PCR-metdd pre zloZky jednot-
livych rastlinnych druhov je do znadénej miery
z4vislé na dostupnosti informécif o sekvencii ich

genomu. V pripade dobre preskiimanych dru-
hov je mozné vylypovat markerové sekvencie
DNA, softvérovo ich porovnat s pribuznymi
druhmi a inymi druhmi, ktoré su zvycajne tieZ
pritomné v danej potravinovej matrici. Na zd-
klade ndjdenej 3pecifickej sekvencie sa potom
navrhnd prislusné priméry pre PCR. V pripade
netispechu tohoto postupu alebo v pripade me-
nej preskiimanych druhov je potrebné rozsiahle
sekvenovanie, ktoré je ndkladné a nie vzdy vedie
k tspechu.

Alternativnym pristupom je ndvrh ndhod-
nych $pecifickych primérov na zéklade tzv.
markerov SCAR (sequence-characterized ampli-
fied region). V tomto pripade sa na stbor druhov,
ktoré je potrebné rozlidit, aplikuje niektord DNA-
typizaénd met6da, napriklad metdda PCR s né-
hodnou anelciou primérov (randomly-ampli-
fied polymorphic DNA - RAPD) a hladé sa frag-
ment DNA, ktory je pritomny v hladanom druhu
a nepritomny v inych druhoch. Tento [ragment
DNA sa osekvenuje a na zdklade zistenej sek-
vencie sa navrhnu $pecifické priméry. Uvedeny
postup zdvisf na ndhode, ale v niektorych pripa-
doch bol tspesnej3f neZ névrh primérov na za
klade sekvencii s identifikovanou funkciou.



