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Analizirali smo enajst probioticnih mle¢nih izdelkov, ki so bili uvozeni ali
proizvedeni v Sloveniji. Ugotavljali smo prisotnost deklariranih mikroorganizmov in
njihovo Stevilo. Na§ glavni cilj je bil ugotoviti, ali izdelki vsebujejo deklarirane
bakterijske vrste ter katera gojis€a so dovolj selektivna za posamezno bakterijsko
vrsto. DNA smo izolirali neposredno iz izdelkov in iz kolonij z gojiS¢ ter z vrstno
specificno metodo PCR ugotavljali vrsto bakterij. Na enem izdelku je bilo navedeno
napacno ime, pri njem pa smo z metodo PCR ugotovili dve vrsti mikroorganizmov,
ki nista bili deklarirani. Gojis¢e MRS s klindamicinom je bilo dovolj selektivno za
bakterije vrste Lb. acidophilus, v svezih izdelkih od 1,2 - 10° do 2,9 - 107 ke/ml in ob
koncu roka uporabnosti od 3,3 - 10° do 3,1 - 10" ke/ml. Z metodo PCR smo potrdili
prisotnost Lb. casei v vseh izdelkih kjer je bila deklarirana, Stevilo, ugotovljeno na
gojis¢u MRS, pa je bilo vedno vegje od 107 ke/ml. Gojis¢e LAMVAB je bilo
primerno za Lb. rhamnosus, ki je bil deklariran v enem izdelku. Koncentracija Lb.
rhamnosus (2,4 - 107 ke/ml v svezem izdelku) se vse do konca roka uporabnosti ni
zmanjSala. Metoda PCR na DNA iz kolonij je potrdila prisotnost Bif. lactis v §tirih
izdelkih, DNA vrste Bif. bifidum smo ugotovili pri enem izdelku, vrste Bif. longum
pa nismo potrdili. Rod bifidobakterij smo potrdili v vseh izdelkih, kjer je bil
deklariran. Stevilo bifidobakterij je bilo ob nakupu izdelka od 2,0 - 10° do 2,5 - 10’
in ob koncu roka uporabnosti 4,4 - 10* do 1,8 - 10" ke/ml. Selektivnost gojis¢ za
bifidobakterije MRS z dichloxallinom ali z NPNL ni bila zadovoljiva, saj je poleg
bifidobakterij rasel tudi Lb. casei, ki pa ga je bilo mogoce razlikovati od
bifidobakterij po obliki kolonij. Zaradi pomanjkljive selektivnosti nekaterih gojis¢
predlagamo potrditev posameznih morfoloskih tipov kolonij z vrstno specifi¢no
reakcijo PCR.
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A selection of eleven probiotic milk products, either produced in Slovenia or
imported was analysed, with respect to the presence and viable counts of bacteria
declared on the label. The main aim was to determine whether products contain
declared bacterial species and which selective agar media is suitable enough for
encounting of particular bacterial species. Species-specific PCR technique for
bacterial species determination was applied on DNA isolated directly from the
products and from the colonies grown on selective media. One product was
incorrectly labeled with respect to the species and in the same product two
microorganisms that were not listed on the label were detected with PCR technique.
MRS agar with clyndamycin was suitable for enumeration of Lb. acidophilus. At the
time of purchase the viable counts of Lb. acidophilus were from 1,2 - 10°t0 2,9 - 10’
cfu/ml and at the end of shelf life from 3,3 - 10° to 3,1 - 107 cfu/ml. The presence of
Lb. casei was determined with PCR in all products where declared. Counts of Lb.
casei always remained higher than 10’ cfu/ml. Agar LAMVAB was suitable for
enumerating Lb. rhamnosus, which was declared in one product. Viable counts of
Lb. rhamnosus (2,4 - 107 cfu/ml at the time of purchase) did not decrease until the
end of shelf life. PCR analysis applied on the DNA taken from the colonies on
media confirmed the presence of Bif. lactis in four products, Bif. bifidum was
confirmed in one product, Bif. longum was not detected. Otherwise Bifidobacterium
genus was detected in all products where declared. Viable counts of bifidobacteria
was from 2,0 - 10° to 2,5 - 107 at the time of purchase and from 4,4 - 10* to 1,810’
cfu/ml at the end of shelf life. The selectivity of MRS with dichloxallin or with
NPNL for enumerating bifidobacteria was not satisfactory for two products where
Lb. casei also grew in both media. However, the morphology of colonies was easily
distinguished from those of bifidobacteria. Due to the inadequate selectivity of
particular agar media, we recommend the confirmation of the particular morphology
of colonies with the species-specific PCR.
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Functional Food Science in Europe

Gram

Polimeraza, izolirana iz mikroorganizma Thermus Aquaticus brez
MgCl,

Polimeraza, izolirana iz mikroorganizma Thermus Aquaticus z
MgCl,

Generally Recognized As Safe (sploSno priznano kot varno)
Helicobacter

International Life Science Institute

Kolonijske enote
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LAMVAB
Lb.

MKB
MRS
MRS - IM
NPNL

NYA
0. Z.
PCR
PFGE
RNA
rRNA
rDNA
S.

Sac.
SDS-PAGE
Str.
TAE
WHO

Gojisce za laktobacile z vankomicinom

Lactobacillus

Mlecnokislinske bakterije

Gojisce de Man - Rogosa - Sharp

Modificirano gojis¢e de Man - Rogosa - Sharp

Mesanica antibiotikov: Nalidixic acid, Paromomycin sulphate,
Neomycin sulphate, LiCl

National Yoghurt Association

Oligonukleotidni zacetnik

Polymerase Chain Reaction (veriZna reakcija s polimerazo)
Gelska elektroforeza v pulzirajocem polju

Ribonukleinska kislina

Ribosomska ribonukleinska kislina

Gen za ribosomsko ribonukleinsko kislino

Staphylococcus

Saccharomyces

Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis
Streptococcus

Tris acetatni pufer

World Health Organization
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1 UVOD

Na trgu se pojavlja vse ve€ t. i. funkcionalne hrane, ki vsebuje dodatke, ki potro$niku
zagotavljajo specificne, zdravju koristne u¢inke. Med temi izdelki prevladujejo taksni, ki
vsebujejo probiotike, t. j. mlecnokislinske bakterije s posebnimi lastnostmi.

V prehranskih izdelkih so kot probioti¢ne bakterije najveckrat prisotne mlecnokislinske
bakterije (MKB) in bifidobakterije. Med mlecnokislinske bakterije prisStevamo vrste iz
rodov  Aerococcus, Carnobacterium, FEnterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus in
Weissella. Rod Bifidobacterium pogosto uvr§¢ajo med mlecnokislinske bakterije, vendar
jim filogenetsko ni soroden in ima specifi¢ne poti fermentacije sladkorja (Axelsson, 2004).
Predstavnike MKB in bifidobakterij lahko najdemo tako v gastrointestinalnem traktu ljudi
in zivali kot tudi v fermentirani hrani. NajveC sevov, ki jih uporabljamo kot probiotike,
pripada rodovom Lactobacillus, Bifidobacterium in Enterococcus. Med najbolj zazeljenimi
lastnostmi probiotikov je antagonisticno delovanje proti patogenim bakterijam (npr.
Helicobacter pylori, Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Clostridium difficile) ter
izboljSanje imunskega odziva.

Najpogostejsi nacin ugotavljanja Stevila zivih mikroorganizmov v vzorcih je Stetje kolonij
skupine glede na fenotipske lastnosti, kot so morfologija celic in kolonij, nacin
fermentacije glukoze, temperaturno obmocje rasti, konfiguracija mlec¢ne Kkisline in
sposobnost fermentacije razli¢nih ogljikovih hidratov. Hibridizacijski testi DNA-DNA in
DNA-RNA ter primerjalne sekvencne analize genov 16S rRNA in 23S rRNA so pokazale
odstopanja klasicno postavljenih taksonov od filogenetske sorodnosti, ki jo odraza
nukleotidno zaporedje izbranih odsekov genoma, npr. ribosomskih genov. To je pripeljalo
do velikih sprememb v taksonomiji Stevilnih bakterijskih rodov. S staliSCa uporabnosti oz.
identifikacije probioti¢nih sevov je pomembno tudi dejstvo, da Stevilnih sevov in celo vrst
sploh ni mogocCe razloCevati na osnovi fenotipskih lastnosti. To velja za pomembne
probioticne bakterije iz skupine Lb. acidophilus, Lb. casei in Lb. paracasei in nekatere
vrste rodu Bifidobacterium. Vse to narekuje potrebo po uporabi molekularnih metod
identifikacije in tipizacije probioti¢nih sevov v selekcijskih postopkih in pri sledenju bodisi
v funkcionalnih Zivilih med proizvodnjo ali skladis¢enjem, bodisi v prebavnem traktu po
zauzitju izdelka (Smole Mozina in JerSek, 2001).

Molekularne metode, ki temeljijo na analizi DNA, so vsekakor eno najbolj hitro
razvijajocih se podrocij in se vse bolj uveljavljajo tudi v zivilski mikrobiologiji. Eden od
razlogov je, da kemijska narava nukleinskih kislin in molekularno-bioloSke metode
omogocajo najvecjo specificnost in najvecjo obcutljivost med vsemi znanimi hitrimi
metodami mikrobioloSke analitike. Drugi razlog pa je, da analiza nukleinskih kislin na
temeljnem nivoju, t. j. ugotavljanju nukleotidnega zaporedja DNA/RNA molekul, daje
moznost razvoja testov, ki bodo omogocili direktno in hitro odkrivanje ter identifikacijo
mikroorganizmov v vzorcih hrane brez predhodne izolacije in namnozevanja mikrobne
biomase. Taks$no perspektivo daje avtomatizirano ugotavljanje nukleotidnega zaporedja
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odsekov DNA in pomnozevanje z verizno reakcijo s polimerazo (PCR, angl. polymerase
chain reaction) (Smole Mozina, 2003).

Osnovna definicija probiotikov pravi, da so to zivi mikroorganizmi, ki ob zauZitju v
zadostni koli¢ini pozitivno delujejo na zdravje ¢loveka in zivali tako, da izboljSajo lastnosti
¢revesne mikroflore, ki je lastna c¢loveku ali Zzivali. Pogoj za to je, da mora biti
zagotovljeno zadostno Stevilo zivih mikroorganizmov v izdelku vse do izteka roka
uporabnosti.

1.1 DELOVNA HIPOTEZA

Ker so probioti¢ni izdelki relativno nova kategorija, zakonsko Se niso urejeni, zato
proizvajalci niso dolZzni navajati Stevila probioti¢nih bakterij v izdelku. Poleg tega je tudi
kontrola teh izdelkov pomanjkljiva, saj se kljub hitremu razvoju molekularno-genetskih
metod te v kontrolnih laboratorijih Se ne uporabljajo rutinsko. Glede na dejstvo, da se
zakonodaja o probioti¢nih izdelkih Se oblikuje, in glede na Stevilne objave o neustreznosti
probioticnih izdelkov deklariranih vrst in Stevila probioticnih mikroorganizmov smo
predvidevali, da so tudi na slovenskem trgu izdelki, ki ne ustrezajo deklaraciji.

Namen nase naloge je bil zato ugotoviti kakovost in ustreznost probioti¢nih izdelkov na
slovenskem trgu ter poiskati najustreznejSo kombinacijo metod, ki bi omogocile ustrezno
kontrolo teh izdelkov.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 KAJ SO PROBIOTIKI?

Beseda probiotik je relativno nova beseda, ki izvira iz grSkega izraza »pro bios«, kar
pomeni za zivljenje in se uporablja za poimenovanje bakterij, ki imajo ugoden vpliv na
ljudi in Zivali.

Razlika med fermentiranimi mle¢nimi napitki, kot je konvencionalni jogurt, in
probioti¢nimi je, da pri izdelavi jogurta uporabljajo izkljucno termofilne mlecnokislinske
bakterije vrst Streptococcus thermophilus in Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus, ki
jih imenujemo starterske kulture za jogurt, probioti¢ni jogurt pa vsebuje namesto ali poleg
jogurtne kulture tudi probioti¢ne bakterije, najpogosteje predstavnike rodov Lactobacillus
in Bifidobacterium.

Koncept probiotikov se je pojavil na zacetku 20. stoletja z opazovanjem pozitivnega
ucinka nekaterih bakterij s strani Mec¢nikova, ruskega Nobelovega nagrajenca, ki je delal
na Pasteurjevem InStitutu v Parizu. Menil je, da zauzita hrana vpliva na mikrofloro
prebavil in da je mogoce Skodljive mikroorganizme nadomestiti s koristnimi (Anonymous,
2001). Porocal je o bolgarskih kmetih, pri katerih je zasledil daljSo zivljenjsko dobo, kar je
povezal z uzivanjem velikih koli¢in fermentiranega mleka. Ugotovil je, da se Crevesna
mikroflora spremeni z uzivanjem kislega mleka ter da so za fermentacijo mleka pomembne
po Gramu pozitivne paliaste bakterije, ki jih je poimenoval bolgarski bacili, kasneje pa so
dobili ime Bacillus bulgaricus. Ta vrsta mikroorganizmov je kasneje postala znana kot
Lactobacillus bulgaricus, sedaj pa se imenuje Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
in je v kombinaciji s Streptococcus thermophilus odgovorna za tradicionalno fermentacijo
mleka v jogurt (Fooks in sod., 1999). Francoski pediater Henry Tissier je v tem casu
ugotovil, da imajo otroci z diarejo v blatu manjSe Stevilo bakterij razvejane oblike,
podobne ¢rki Y. Te »bifid« bakterije so pri zdravih otrocih prisotne v visokem Stevilu, zato
je predlagal, da ljudje, ki imajo tezave z diarejo, uzivajo te bakterije, da spet vzpostavijo
zdravo Crevesno floro (Anonymous, 2001).

Izraz »probiotik« se je pojavil Sele leta 1974, ko ga je uporabil Parker za opis dodatkov
zivalski krmi, ki pospesujejo rast.

Definicija probiotikov je bila dolgo omejena samo na uporabo v zivalski prehrani. Huis in't
Veld in Havenaar (1991) sta predlagala, da se definicija razsiri tudi na uporabo v prehrani
ljudi. Predlagala sta naslednjo definicijo: »Probiotiki so mono ali meSane kulture zivih
mikroorganizmov, ki ucinkujejo koristno na ¢loveka ali zival z izboljSanjem lastnosti
obstojece indogene mikroflore«.

Ena izmed zadnjih definicij, ki sta jo povzeli tudi organizaciji WHO in FAO, pravi, da so
probiotiki Zivi mikroorganizmi, ki dokazano pozitivno ucinkujejo na zdravje, e jih
zauzijemo v zadostni koli¢ini (Guarner in Schaafsma, 1998).
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2.2 PRIPOROCENI ODMEREK ZA PROBIOTICNI UCINEK

O stevilu bakterij v probioticnem izdelku, potrebnem za to, da bo izdelek imel koristen
ucinek na zdravje, lahko najdemo zelo razli¢ne podatke. Avtorji (Kurmann in Rasi¢, 1991;
Gueimonde in sod., 2004) navajajo, da bi moralo biti minimalno S$tevilo probioti¢nih
bakterij za terapevtski u¢inek v probioti¢nem jogurtu 10°~10° ke/g izdelka. Za vzdrzevanje
zdravja Shortt (1999) priporo¢a v probioti¢nih izdelkih koncentracijo 10* ke/ml ali ve¢. Na
Japonskem obstaja kriterij za tevilo probiotikov v mle&nih izdelkih, ki naj bi bilo vsaj 10
ke/ml. Za funkcionalnost probiotikov Sanders in Huis in't Veld (1999) priporocata, da bi
moralo do tankega ¢revesa priti vsaj 10°~10° Zivih bakterij na dan. Ce to drzi, potem bi
morala biti dnevna doza okrog 10°—10' probioti¢nih bakterij. Vendar prehod skozi
gastrointestinalni trakt prezivi samo 10—40 % pouzitih probioti¢nih bakterij.

Na Stevilo probioti¢nih bakterij v fermentiranih mlecnih izdelkih vpliva ve¢ dejavnikov,
kot so: vrednost pH, kisline, prisotnost drugih mikroorganizmov, temperatura, vsebnost
kisika in drugo (Shah, 2000; Lin in sod., 2006). Poleg tega morajo probioti¢ne bakterije
preziveti prehod skozi Zelodec in se v prebavilih ¢im dlje zadrzati, ¢e ne tudi naseliti. Na
sliki 1 je prikazan prebavni trakt ¢loveka s predstavniki rodov bakterij, ki naseljujejo nas
prebavni sistem ter njihovo Stevilo v dolo¢enih predelih gastrointestinalnega trakta.

Poziralnik
Brez mikroflore
Zelodec
Dvanajstnik 10* ke/ml
3 1nd

10°-10" ke/ml Streptococcus
Streptoco;cus Lactobacillus
Lactobacillus Candida albicans
Candida albicans

Helicobacter pylori
Bacteroides

Tanko ¢revo

Debelo &revo 10°-10” ke/ml

10"°-10"" ke/ml Streptococcus

Bacterioides Lactobacillus

Bifidobacterium Candida albicans

Clostridium Bacteroides

Ruminococcus

Peptostreptococcus

Fusobacterium Crevo

FEubacterium 107-108% ke/ml

Bacillus Lactobacillus

Streptococcus Enterococcus

Enterococcus Bacteroides
Veillonella
Clostridium

Enterobakterije

Slika 1: Glavni rodovi bakterij v ¢loveskem prebavnem traktu (Ouwehand in Vesterlund, 2003)

Najve¢jo populacijo mikroorganizmov najdemo v debelem crevesu, in sicer od 10" do
10" ke/ml. Zelodec, dvanajstnik in tanko Grevo so malo manj naseljeni, vzrok pa je v
nizkem pH (zelodec), zol¢u (dvanajstnik, tanko ¢revo) in hitrem pretoku v tem predelu
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prebavil. V Crevesju se hitrost toka zelodéne kase upocasni in s tem se poveca Stevilo
bakterij v debelem crevesu (Ouwehand in Vesterlund, 2003).

2.3 OZNACEVANJE PROBIOTICNIH IZDELKOV

Poudariti je treba, da pri vecini probioti¢nih izdelkov na trziS¢u ne navajajo specificnih
funkcionalnih ucinkov oziroma zdravilnih lastnosti, zato se lahko prodajajo v prosti
prodaji. Za patentiranje posamezne aplikacije je potrebno opraviti obsezne Studije in vloziti
veliko sredstev, medtem ko za nov prehramben izdelek, sploh ¢e gre za vsebnost naravno
prisotnih mikroorganizmov, obi¢ajno ni potrebno ve¢ kot zadostiti osnovnim zahtevam za
hrano glede kvalitete, zdravstvene neoporecnosti in trajnosti. Ker je vecina proizvajalcev
probioti¢nih izdelkov iz zivilske branze, pa¢ nimajo pogojev za razvoj bolj specializiranih
izdelkov, ker je ta povezan z velikimi stroski, zavarovanjem intelektualne lastnine in
klini¢nimi raziskavami (Bogovi¢ Matijasi¢, 2001).

V Sloveniji Se nimamo pravilnika, ki bi vseboval kriterije za deklariranje probioti¢nih
izdelkov.

Probioti¢ni izdelki bi morali z vidika zdravja potrosnikov izpolnjevati naslednje pogoje:

e Imeti morajo pravilno deklarirane mikroorganizme glede na taksonomski status ter
jasno in natan¢no oznacbo, tako da je uporabnik ob nakupu nedvoumno seznanjen z
vsebino izdelka.

e V primeru, da gre za zivilo, morajo biti izdelki varni, vsaj toliko kot
konvencionalno zivilo.

e Ce so navedeni u¢inki na zdravje, morajo biti ti ustrezno dokazani (v klini¢nih
raziskavah na ljudeh).

e Stevilo prisotnih mikroorganizmov mora biti zadostno do konca roka obstojnosti.

e Probioti¢ni mikroorganizmi morajo biti zmozni doseci in preziveti v ¢revesni flori
v zadostnem Stevilu.

Probioti¢ni izdelki morajo biti tudi genetsko stabilni in ne smejo poslabsati zdravja ¢loveka
in negativno vplivati na okolje (Saarela in sod., 2000; Reuter in sod., 2002; Hamilton -
Miller in sod., 2003).

Zelo pomembno je, da na policah trgovin izberemo tiste proizvode, ki vsebujejo natan¢no
deklarirano vrsto probiotika in imajo deklarirano tudi njihovo Stevilo. V ZDA je agencija
FDA (Food and Drug Administration) izdala izsledke iz znanstvene literature za
zdravstvene trditve (»health claims«), ki jih pripisujejo prehranskim dodatkom (Feord,
2002). Organizacija National Yoghurt Association (NYA) izdaja certifikat, ki vsebuje
kriterije za zivo jogurtno kulturo in je primer, da fermentirani izdelki lahko vsebujejo
oznako »vsebuje zive in aktivne kulture«. Na Japonskem imajo od leta 1991 tako
imenovani sistem FOSHU (Foods for Speciefic Health Use), ki zajema uradno priznane
kriterije za funkcionalno hrano. Izdelki FOSHU vsebujejo informacije o cilju delovanja,
prehranski vrednosti, priporocljivi dnevni dozi in opozorilu pred prekomernim uzivanjem
(Sanders in Huis in't Veld, 1999). Fermentirani mle¢ni izdelki morajo po japonskih
kriterijih vsebovati najmanj 10’ Zivih bakterij/ml (Shortt, 1999).
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V Veliki Britaniji je zdruZenje Joint Health Claims Initiative izdalo priporocila o
zdravstvenih trditvah z naslovom »Innovative Health Claims«. Ta dokument zadeva tudi
probioti¢ne izdelke. Poudarjajo, da morajo biti zdravstvene trditve, deklarirane na izdelku,
potrjene z znanstvenimi raziskavami. Te raziskave naj bi bile opravljene na razli¢nih
modelih, kot so celi¢ne linije in zivali in tudi na ljudeh v klini¢nih in epidemioloSkih
studijah. Studije na ljudeh bi morale biti obvezne kot podpora zdravstvenim zahtevam
(Feord, 2002). V Evropi je neprofitna organizacija ILSI (International Life Science
Institute), financirana s strani Evropske komisije, izdala dokument FUFOSE (Functional
Food Science in Europe). V njem je funkcionalna hrana opisana kot hrana, ki vsebuje
dodatke, ki pozitivno u¢inkujejo na Stevilne funkcije v telesu. Poudarjajo tudi, da tablet ali
kapsul ne priStevamo k funkcionalni hrani (Sanders in Huis in't Veld, 1999).

V Avstraliji in Novi Zelandiji je prepovedano tako deklariranje zdravstvenih trditev na
prehranskih izdelkih kot tudi uporaba le-teh v oglasevanju ali v javnosti. S pomocjo vladne
organizacije ANZFA (Australia New Zealand Food Authorithy) in AFC (Australian Food
Council) so pripravili pilotsko Studijo o zdravstvenih trditvah. V omenjenih drzavah noben
izdelek ne sme vsebovati zdravstvenih trditev, dokler ne izpolni doloc¢enih zahtev.
Dovoljenje o deklariranju zdravstvenih ucinkovitosti izdelka lahko izda samo ANZFA, in
sicer pod pogojem, da izdelek izpolnjuje nacela o varnosti probiotikov (Sanders in Huis in't
Veld, 1999).

2.4 UCINKI PROBIOTIKOV

2.4.1 Vloga probiotikov pri preprecevanju in zdravljenju bolezni prebavil

V zadnjih letih je izSlo kar nekaj izCrpnih preglednih znanstvenih publikacij na podrocju
probiotikov. Iz rezultatov klini¢nih poskusov lahko za nekatere probioticne bakterije ze
reCemo, da so funkcionalni ucinki ustrezno znanstveno dokazani. Varnost probiotikov
preskusajo na Zzivalskih modelih, kot so misi, podgane, morski praSicki in praSi¢i ter na
ljudeh. V Preglednici 1 so navedeni dokazani zdravstveni u¢inki za nekatere probioticne
mikroorganizme.
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Preglednica 1: Dokazani funkcionalni oziroma zdravstveni ucinki izbranih probioti¢nih mikroorganizmov

(Salminen in Gueimonde, 2004)

Vrsta Zdravstveni u¢inki

Kljucne reference

Lb. johnsonii LA1 - veze se na Crevesne celice
- uravnotezi ¢revesno mikrofloro
- zviSa imunsko odpornost
- koristen pri zdravljenju okuzb s H. pylori

McFarland, 2000;
Salminen in sod., 1998

Lb. acidophilus NCFB - zmanjSa aktivnost fekalnih bakterijskih encimov
1748 - zmanjSuje fekalno mutagenost
- preventivno deluje pri driskah kot posledici z
radioaktivnim Zaréenja
- izboljsa konsistenco blata

Fonden in sod., 2000;
Salminen in sod., 1998

Lb. rhamnosus GG
(ATCC 53013)

- zdravi in prepreci rotavirusno drisko
- prepreci drisko, povezano z uzivanjem antibiotikov
- zdravi drisko, ki jo povzro¢i Cl. difficile

McFarland, 2000; De
Roos in Katan, 2000;
Fonden in sod., 2000

Lb. acidophilus NFCM - zmanj$a fekalno encimsko aktivnost
- ima visoko laktazno aktivnost
- omili laktozno intoleranco
- proizvaja bakteriocine

Fonden in sod., 2000

Lb. casei Shirota - deluje preventivno pred ¢revesnimi motnjami

- uravnotezi ¢revesno mikrofloro

- zmanj$a fekalno encimsko aktivnost

- pozitivno vpliva na zmanjSanje ponovljivosti
povrsinskega tumorja na se¢niku

Salminen in sod., 1998;
McFarland, 2000; De
Roos in Katan, 2000;
Fonden in sod., 2000

- na rotavirusno drisko nima ucinka

- na izboljSanje imunske odpornosti med rotavirusno
drisko ni u¢inka

- ni ucinka na fekalne encime

- izboljsanje laktozne intolerance je odvisno od
specificne vrste bakterij

Str. thermophilus; Lb.
bulgaricus

Fonden in sod., 2000

Lb. acidophilus La-5 - uravnotezi ¢revesno mikrofloro
- varuje pred »potovalno« drisko

- poveca imunsko odpornost

Fonden in sod., 2000

- zdravi virusno in rotavirusno drisko
- uravnotezi ¢revesno mikrofloro

Bif lactis

Fonden in sod., 2000;
McFarland, 2000

Lb. gasseri (ADH) - zmanj$a fekalno encimsko aktivnost

- prezivi v ¢revesju

Fonden in sod., 2000

Lb. reuteri - naseli Crevesje

- skrajSa rotavirusno drisko

McFarland, 2000; De
Roos in Katan, 2000;
Fonden in sod., 2000

Sac. boulardii - prepreci drisko pri zdravljenju z antibiotiki

- zdravi kolitis, ki ga povzro¢i CI. difficile

McFarland, 2000

V preteklih letih je bilo najve¢ S$tudij opravljenih na laktobacilih, predvsem na
predstavnikih vrst Lb. acidophilus ali Lb. casei, sledijo pa raziskave na bifidobakterijah.

Na sevu Lactobacillus GG je bilo opravljenih najve¢ poskusov, tako da je mogoce
zakljuciti, da ima terapevtski u€inek pri zdravljenju drisk in nekaterih drugih moten;.
(Anonymous, 2001).

Agarwal in sod. (2001) so z obseznejso klini¢no Studijo v Indiji dokazali, da je z uzivanjem
izdelka Actimel® (Danone), ki vsebuje Lb. casei, mogo&e skrajsati &as trajanja driske pri
otrocih. V raziskavo je bilo vkljucenih 110 otrok z akutno drisko.
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Pozitivni vpliv bakterije Lb. casei Shirota pri tretiranju kroni¢ne zaprtosti so potrdili v
raziskavi, ki je bila opravljena na 70 osebah, starih med 18 in 70 let (Koebnick in sod.,
2003). Med stiri tedenskim poskusom je polovica vklju¢enih dobivala probioti¢ni izdelek z
6,5 - 10°® ke/ml Lb. casei Shirota, druga polovica pa placebo. Po koncu zdravljenja se je
kroni¢na zaprtost izboljSala pri 94 % vkljucenih, ki so dobivali izdelek z Lb. casei Shirota,
v primerjavi s 57 % vklju€enih v kontrolno skupino. Avtorji Se navajajo, da redno uzivanje
probiotika Lb. casei Shirota izboljSa gastrointestinalne parametre, Se posebej prebavo in
konsistenco blata pri ljudeh, ki trpijo za kroni¢no zaprtostjo. Terapija kroni¢ne zaprtosti bi
morala poleg diete z veliko vlakninami, ki vkljucuje polnozrnate izdelke, sadje in
zelenjavo, vkljucevati tudi probioti¢ne prehranske izdelke.

V obsezni raziskavi, ki je potekala v ve¢ evropskih centrih, vanjo pa je bilo vkljucenih kar
287 otrok, so potrdili pozitivni vpliv seva Lactobacillus GG na skrajSanje Casa driske in
omiljenje jakosti driske (Guandalini in sod., 2000).

Uporaba probiotikov ima prihodnost bodisi kot alternativa oziroma dopolnilo pri
zdravljenju posameznih obolen;j ali pa pri zdravih ljudeh z namenom ohranjanja zdravja in
preventive pred obolenji. Dosedanji izsledki Stevilnih Studij o probiotikih kazejo, da
Stevilni sevi mle¢nokislinskih bakterij delujejo na razlicne funkcije v prebavnem sistemu
naSega telesa. Vsak sev pa je potrebno posebej raziskovati, saj imajo razli¢ni sevi
probioti¢nih bakterij razlicne znacilnosti in s tem tudi razli¢ne koristne u¢inke. Ouwehand
in sod. (1999) navajajo, da je potrebno razvijati in spremljati klini¢ne Studije probiotikov,
saj je poznanih le nekaj ucinkov, ki so klinicno potrjeni oz. dokazani z ustreznimi
raziskavami. Potrebno je razjasniti dolgoro¢ne ucinke probiotikov in njihovo funkcijo v
telesu. Vse interakcije bi morale biti natan¢no nadzorovane. Prav tako je potrebno postaviti
zakonodajo za probiotike in funkcionalno hrano.

2.4.2 Teoreti¢no neugodni/Skodljivi u¢inki probiotikov

Probiotiki so Zivi mikroorganizmi. Teoreti¢no bi lahko probitiki izzvali Stiri tipe stranskih
ucinkov: sistemske infekcije, Skodljivo metabolicno aktivnost, specificen imunski odgovor
ali prenos genov. Posebno mesto zavzema tveganje zaradi moznosti prenosa genov za
rezistenco proti antibiotikom. Vankomicin je eden od zadnjih antibiotikov, ki je ucinkovit
proti stafilokokom. Ze vetkrat so ugotovili vpletenost proti vankomicinu odpornih
enterokokov pri klini¢nih infekcijah, poleg tega pa tudi dokazali in vitro in na misih, da je
mozen prenos genov za rezistenco proti vankomicinu iz enterokokov v druge po Gramu
pozitivne bakterije. Proti vankomicinu odpornih enterokokov naj ne bi uporabljali za
humane ali zivalske probiotike (Salminen in sod., 1998; Anonymous, 2002).

Podatki, ki so trenutno na voljo za mlecnokislinske bakterije, ne kazejo pomembnih
nevarnosti za zdravje. Infekcije, v katere so vpletene mle¢nokislinske bakterije, so zelo
redke. Izjema so posamezni predstavniki rodu Enterococcus, ki so lahko patogeni.
Mleénokislinske bakterije so oportunisti. Ce Ze prodrejo v kri oziroma organe, potem je
vzrok za to v oslabelosti organizma, oziroma odpovedi imunskega sistema, nikoli pa niso
edini povzroditelji infekcije. Raziskave na podrocju varne uporabe je potrebno nadaljevati,
Se posebej za nove probioticne vrste in seve. Redke primere »bakterimij« so uspesno
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ozdravili z antibiotiki (Reid, 2006). V vecini primerov mle¢nokislinske bakterije pozitivno
vplivajo na zdravje in dobro pocutje (Adams, 1999).

2.5 MLECNOKISLINSKE BAKTERIJE

Mlecnokislinske bakterije imajo pomembno vlogo pri proizvodnji hrane in pri zdravem
prehranjevanju. Uporabljajo se v mle¢nih izdelkih, mesu in drugih fermentiranih
proizvodih, kjer njihove lastnosti izkoristijo za proizvodnjo izdelkov, kot so sir, jogurt,
drugi fermentirani mle¢ni izdelki, pijace, klobase in ostali mesni izdelki (Feord, 2002).
Razen probioti¢nih zivil najdemo na trziScu probioti¢ne izdelke v obliki praskov, tablet,
kapsul, suspenzij ali sprejev. Lahko vsebujejo eno samo bakterijsko vrsto ali pa
kombinacijo razli¢nih vrst bakterij ali kvasovk (Fooks in sod., 1999).

Najbolj poznani probioticni mikroorganizmi so predstavniki rodov Lactobacillus in
Bifidobacterium (Preglednica 2), kar je delno posledica njihove tradicionalne povezave z
zdravjem, naravne prisotnosti v prebavnem traktu in fermentirani hrani, pa tudi tako
imenovanega statusa GRAS (Generally Regarded as Safe), ki jim daje sloves »varnih«
mikroorganizmov, saj jih ljudje v fermentirani hrani uzivajo ze tisoc¢letja (Rogelj in Perko,
2003).

Preglednica 2: Mikroorganizmi, ki jih uporabljamo kot probiotike (Gardiner in sod., 2002)

laktobacili bifidobakterije | enterokoki | ostali

Lb. acidophilus Bif. bifidum Ec. faecium | Saccharomyces boulardii

Lb. plantarum Bif. infantis Ec. faecalis | Lactococcus lactis spp. lactis
Lb. casei Bif. adolescentis Lactococcus lactis spp. cremoris
Lb. rhamnosus Bif. longum Leuconostoc mesenteroides

Lb. delbrueckii spp. bulgaricus | Bif. breve Propionibacterium freudenreichii
Lb. fermentum Bif lactis Pediococcus acidilactici

Lb. johnsoni Streptococcus thermophilus

Lb. gasseri Escherichia coli

Lb. salivarius

Lb. reuteri

Glede na koncne produkte presnove delimo mlecnokislinske bakterije na:

e homofermentativne, pri katerih je konc¢ni produkt razgradnje glukoze mlecna
kislina (Lb. acidophilus, Lb. bulgaricus, Lb helveticus, Ec. faecium in Str.
thermophilus) in

¢ heterofermentativne, ki iz glukoze tvorijo mlecno kislino, ocetno kislino ter ostale
produkte, med njimi pline, npr. ogljikov dioksid (Bif. breve, Bif. infantis, Bif.
longum, Bif. thermophilum, Lb. casei, Lb. fermentum, Lb. plantarum, Lb.
rhamnosus in Lb. salivarius) (O'Toole in Lee, 2003).

Podrobno bomo opisali rodova Lactobacillus in Bifidobacterium, ki sta bila navzoca v
pregledanih probioti¢nih izdelkih.

Rod Bifidobacterium so obvezno anaerobne, negibljive, nesporogene gram-pozitivne
palicaste bakterije, ki ogljikove hidrate fermentativno presnavljajo v mle¢no in ocetno
kislino kot glavna produkta. V debelem ¢revesu doseZejo koncentracijo 10°—10 celic na
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gram vsebine, kar jih uvrS¢a med najpomembnejSe organizme Crevesne flore. Naseljujejo
tudi Crevesje zivali in druge ekoloske niSe, vendar se sevi razlikujejo, kar omogoca
uporabo bifidobakterij pri odkrivanju vira fekalne kontaminacije. Bifidobakterije
humanega izvora pa se uporabljajo tudi v proizvodnji probioti¢nih mlecnih izdelkov
(Adamic in sod., 2003).

Rod Lactobacillus spada med najpomembnejSe mlecnokislinske bakterije, ki so istocasno
najpomembnejSa skupina industrijsko uporabnih bakterij v Zivilstvu. To so po Gramu
pozitivne dolge ali kokoidne, negibljive in nesporogene pali¢ice. Glede odnosa do kisika so
aerotolerantni anaerobi. Prehransko so zahtevni, poleg fermentabilnih sladkorjev
potrebujejo mnoge rastne dejavnike, kot so aminokisline, vitamini in organske baze
(Adami€ in sod., 2003).

2.6 IZBIRA IN VARNOST PROBIOTICNEGA SEVA

Sevi, ki jih uporabljamo kot probiotike, morajo biti natancno taksonomsko identificirani,
poznane morajo biti njihove karakteristike. Zazeleno je, da so vrstno specifi¢ni, torej
humani izolati za prehrano ljudi, nujne so potrditve, da so nepatogeni in netoksi¢ni. Najbolj
so priljubljeni sevi, ki pripadajo vrstam mlec¢nokislinskih bakterij s statusom GRAS
(Generally Regarded as Safe) (Rogelj in Bogovi¢ Matijasi¢, 2004). Probioticni sev mora
zadostiti osnovnim pogojem oz. kriterijem funkcionalnosti, kot so:

e odpornost proti kislini in zol¢u,
sposobnost vezave na ¢revesne epitelne celice,
imeti status GRAS,
obstojnost med tehnoloSkimi procesi in skladis¢enjem,
ucinkovitost proti patogenim bakterijam, kot so Helicobacter pylori, Salmonella
sp., Listeria monocytogenes in Clostridium difficile,
antimutageno in antikarcenogeno delovanje,
e humani izvor, e je sev namenjen humani uporabi ter

e klini¢no dokazani in dokumentirani zdravstveni u¢inki (Havennar in Huis in't Veld,
1992; Ouwehand in sod, 1999; Saarela in sod., 2000).

Rogelj (2001) pa Se navaja, da sestavine hrane ne smejo vplivati na karakteristike
probioticnega seva, kakor tudi probiotik s svojo aktivnostjo ne sme negativno vplivati na
organolepticne lastnosti izdelka. Nedavno so se kot zanimiva alternativa/dopolnilo
probiotikom pojavili prebiotiki, ki naj bi imeli podobne ucinke kot probiotiki, to je
uravnavanje Crevesnega mikrobnega ravnotezja. Pripadajo funkcionalni = skupini
prehranskih vlaknin oligo- in polisaharidne narave in so v glavnem rastlinskega izvora.
Prebioti¢ni ogljikovi hidrati lahko v zivilu izbolj$ajo organolepti¢ne lastnosti, poleg tega pa
so tudi nizkokalori¢ni. Pro- in prebiotiki so se zaceli kombinirati v sinbiotike, ki naj bi
imeli dvojni koristni ucinek, kar pa bo potrebno Se dokazati.

Lin in sod. (2006) so raziskovali razlicne lastnosti probioti¢nih mle¢nokislinskih bakterij iz
petih probioticnih izdelkov, od tega dveh probioticnih mlecnih izdelkov in treh
liofiliziranih probioti¢nih izdelkov, med katerimi so bile odpornost proti kislini, zolcu,
ucinkovitost proti patogenim bakterijam in sposobnost vezave na ¢revesne epitelne celice.
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Pogoje, podobne tistim v prebavilih, so zagotovili tako, da so gojis¢u MRS dodali 0,3 %
zol¢no raztopino (Ox-gall). Primerjali so Stevilo ke/ml v gojis¢u MRS ter gojis¢u MRS z
zolcem. Po 36 h je analiza pokazala, da se je Stevilo bakterij na gojisS¢u MRS z zol¢no
kislino zmanjSalo z 0,31 na 4,24 log v primerjavi z gojis¢em MRS, kjer je bilo Stevilo
ke/ml od 2,5 - 10° do 2,05 - 10”. Bolj$o odpornost proti Zol¢u so opazili v mle¢nih izdelkih
ter enem liofiliziranem izdelku, v ostalih dveh liofiliziranih izdelkih pa je bila odpornost
proti zolcu zelo slaba. Analizo odpornosti izdelkov proti Zelod¢ni kislini so opravili s
Stetjem ke/ml v gojis¢u MRS z nevtralnim pH ter tistim z vrednostjo pH 2,0. V treh
izdelkih (od tega v dveh probioti¢nih mlec¢nih izdelkih) se je Stevilo na gojis¢u s pH 2,0
zmanj$alo za 2,23-3,45 log, v dveh liofiliziranih izdelkih pa za 1,10-1,52 log v primerjavi
s kontrolnim gojis¢em MRS s pH 7,0. Vendar pa je pH v gastrointestinalnem traktu
odvisna od zauzite hrane in variira med vrednostma 1,5-4,5. To lahko vpliva na prezivetje
mle¢nokislinskih bakterij. Zauzita hrana je torej tista, ki lahko za$Citi bakterije pred
delovanjem pepsina in kisline v Zelodcu. Sposobnost vezave na epitelne celice so opazili
samo v enem probioticnem mle¢nem izdelku, ostali niso pokazali te sposobnosti. Pri
proucevanju ucinkovitosti proti patogenim bakterijam (S. aureus, E. coli in Salmonela
typhimurium) so zaviralne snovi proti patogencem ugotovili v treh izdelkih, v dveh pa
samo proti S. aureus. Predvidevajo, da je zaviralni ucinek teh mle¢nokislinskih bakterij
predvsem posledica delovanja mlecne kisline ali drugih organskih kislin, ki jih bakterije
proizvajajo. Menijo tudi, da je v probioti¢nih izdelkih malo mikroorganizmov, ki ustrezajo
pogojem za probioti¢ni sev.

2.7 SODOBNE METODE UGOTAVLJANJA IN IDENTIFIKACIJE PROBIOTICNIH
BAKTERIJ

Tradicionalne metode ugotavljanja mikroorganizmov so velikokrat dolgotrajne in
zahtevajo veliko dela, zato se vedno bolj posluzujemo hitrih, specifi¢nih in obcutljivih
metod. Sodobne metode, ki temeljijo na analizi DNA, so nadomestile tradicionalne
konvencionalne mikrobioloske metode. Nekatere izmed metod so vrstno specificna PCR
metoda v kombinaciji z gelsko elektroforezo, elektroforetsko loCevanje DNA na
poliakrilamidnem gelu (DGGE, angl. denaturing gradient gel electrophoresis), gelska
elektroforeza v utripajoem elektricnem polju (PFGE, angl. pulsed field gel
electrophoresis), sekveniranje DNA, kvantitativna real-time PCR (PCR v realnem ¢asu) in
fluorescentne tehnike (Fasoli in sod., 2003; Coeuret in sod, 2004; Bogovi¢ Matijasi¢ in
Rogelj, 2006).

2.7.1 PomnoZevanje DNA z metodo PCR

Verizna reakcija s polimerazo (PCR) je metoda sinteze nukleinskih kislin in vitro, s katero
lahko v kratkem casu pomnozimo dolo¢en odsek molekule DNA v velikem Stevilu
identi¢nih kopij. Reakcijo lahko uporabimo za odkrivanje, identifikacijo in/ali tipizacijo
mikroorganizmov iz Zivil.

Stopnje, ki so vkljucene v preiskavo vzorca s PCR:
e priprava tar¢ne DNA,
e priprava in izvedba PCR in
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e ugotavljanje pomnozkov (Smole Mozina in sod., 2002).

Princip reakcije PCR je pomnozitev dela taréne DNA in vitro z DNA-polimerazo v
cikli¢nem termostatu. Termostabilna DNA-polimeraza je encim, ki so ga izolirali iz
termofilnih bakterij Thermus aquaticus. Encim ima optimalno temperaturo 72 °C in
ohranja svojo aktivnost, tudi ¢e je krajsi ¢as na visjih temperaturah, ki so potrebne za
denaturacijo dvoverizne DNA. Poseben termostat zagotavlja zvezno spreminjanje
temperature, ki zajema ve¢ faz (Smole Mozina in sod., 2002). Obi¢ajna reakcija PCR
poteka pod pogoji, ki so opisani v preglednici 3.

Preglednica 3: Pogoji reakcije PCR (Promega, 2005)

Faze T (°C) t (min) St. ciklov
Zacetna denaturacija 95 2 1
Denaturacija 95 0,5-1
Prileganje 4265 0,5-1 25-35
PodaljSevanje 72 1
Kon¢no podaljSevanje 72 5 1

V vsakem ciklu se Stevilo tar¢nih kopij podvoji. S 25 do 35 ponovitvami cikla se
koncentracija pomnozenega dela DNA eksponentno pomnozi tudi do 10° kopij.

Za pomnozevanje dela DNA je potrebna reakcijska meSanica, ki poleg tarcnih molekul
DNA vsebuje termostabilno DNA-polimerazo, deoksinukleotid trifosfat (ANTP: dNTA,
dNTT, dNTG, dNTC), ione Mg*", reakcijski pufer in oligonukleotidne zaetnike.

Izbira oligonukleotidnih zacetnikov je odvisna od vrste reakcije PCR in vrste preiskovanih
mikroorganizmov. Zaporedja baz A, T, G, C v oligonukleotidnih zacetnikih so
komplementarna delu tarcne DNA in najveCkrat so pri reakciji PCR, ki je namenjena
identifikaciji izolatov, izbrana iz znanih podatkov o nukleotidnih zaporedjih virulentnih
genov. Pomnozi se del tarcne DNA med izbranima oligonukleotidnima zacetnikoma.
Stevilo pomnozkov, katerih velikost je dolotena z razdaljo med oligonukleotidnima
zacetnikoma, se podvoji v vsakem ciklu.

Pomnozke PCR najenostavneje ugotovimo z agarozno elektroforezo tako, da njihovo
velikost primerjamo z molekularnim oznacevalcem z znanimi velikostmi odsekov DNA
(Smole Mozina in sod., 2002).

Ceprav je glavna prednost metod, ki vkljuéujejo PCR, dobra specifi¢nost in ob&utljivost,
pa je slednja pri prakti¢ni uporabi metode za preiskavo vzorcev hrane lahko problemati¢na.
Teoreti¢no je za pomnozevanje DNA dovolj Ze ena sama tar¢na molekula, v praksi pa je
obcutljivost metode lahko znatno nizja. Sestavine zivila ali obogatitvenih gojis¢ lahko
obcutljivost zmanjSajo zaradi slabSe ekstrakcije DNA iz mikrobnih celic, razgradnje DNA
in/ali inhibicije encimske reakcije pomnozevanja DNA. Zato se metoda PCR v praksi
uporablja v kombinaciji s klasi¢no obogatitveno kultivacijo (Smole MoZina, 2003).

Zaradi inhibicije encimske reakcije lahko pride do lazno negativnih rezultatov. Lahko so
neustrezne razmere pomnozevanja ali pride do kontaminacije vzorca. Posebno pozornost je
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treba posvetiti kontaminaciji s tujo DNA, saj le-ta lahko vodi do lazno pozitivnih
rezultatov (Smole Mozina in sod., 2002).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 NACRT POSKUSA

V casu raziskave (oktober - december 2005) smo v nekaterih bolje zalozenih slovenskih
supermarketih popisali in vzorcili probioticne mle¢ne izdelke. Hranili smo jih po navodilih
proizvajalca v hladilniku pri temperaturi pod 8 °C do analize ter jih analizirali na Katedri
za mlekarstvo Biotehniske fakultete. Ce je bilo mogoée, smo izbrali izdelek brez dodanega
sadja, sicer pa s sadjem (v treh primerih).

Na deklaraciji smo ugotovili, ali je nomenklatura poimenovanja mikroorganizmov
pravilna, kar smo preverili na seznamu veljavnih imen (List of prokaryotic names with
standing in nomenclature), ki je dostopen na spletni strani in ga redno obnavljajo (Euzéby
J.P., 1997).

Na deklaracijah izdelkov smo poiskali podatke o vrsti probioti¢nih mikroorganizmov in
izbrali razlicna selektivna gojiS¢a za ugotavljanje Stevila posameznih mikroorganizmov.
Stevilo Zivih mikroorganizmov smo ugotavljali s konvencionalnimi metodami Stetja

.....

.....

prisotnost deklariranih mikroorganizmov.

3.2 MATERIAL

3.2.1 Probiotiéni mle¢ni izdelki

V bolje zalozenih slovenskih trgovinah smo kupili v paralelkah (z istim rokom
uporabnosti) sedem izdelkov slovenskih proizvajalcev ter Stiri izdelke iz drugih drzav, ki
so prikazani v preglednici 4. Vsak izdelek smo analizirali takoj po nakupu in ob koncu
roka uporabnosti, saj nas je zanimalo, kako se spremeni Stevilo mikroorganizmov.
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Preglednica 4: Probioti¢ni mle¢ni izdelki na slovenskem trgu od oktobra do decembra 2005

Deklarirana vrsta rodu oz.

Datum analize

Ime izdelka Komercialno ime kulture! Proizvajalec Nakup izdelka  Rok uporabe
EGO; navadni  Lactobacillus acidophilus in ~ Ljubljanske
probiotic¢ni izdelek Bifidobacteria mlekarne 14.10.2005 05. 11..2005
. . Lactobacillus acidophilus,
LG mevnall e billaz s 14.10.2005  28.10. 2005
probioticni jogurt . : Celeia
Lactobacillus casei
OB Ljubljanske
navadni Howaru™ Bifido e 18.10.2005  26.10. 2005
Y mlekarne
probioticni jogurt
BIFIDUS; . o )
navadni Bifidobacterium bifidum in  Mlekarna 18.10.2005  26. 10. 2005
P Lactobacillus acidophilus Vipava
probioti¢ni jogurt
s 3 ITM., .
PRONUTRI; Nu-t'rlsh K LactobaTcIé[llus
. acidophilus (LA-5""), Pomurske
naravni . . . 18. 10. 2005 29. 10. 2005
e Bzﬁdobacterzu% bifidum mlekarne
p (BB-12™)
LCAVITA; Lactobacillus acidophilus,
. . . Mlekarna
navadni Bifidobacterium, Celeia 18. 10. 2005 29. 10. 2005
probioti¢ni izdelek Lactobacillus casei
AB KIJ.L.TU Lactobacillus acidophilus, Dukat,
tekoci jogurt . . y 24.10. 2005 10. 11. 2005
. . Bifidobacterium longum Hrvaska
limeta in aloevera
BIOAKTIV LGG (Lactobacillus N6m. Avstriia
LGG; navadni rhamnosus Gorbach & za’Dukat J 24. 10. 2005 30. 11. 2005
jogurt drink Goldin ATCC 53103)
ACTIMEL®; Danone
navadni jogurt L. casei IMUNITASS .. 04. 11.2005 21.11.2005
. Avstrija
drink
; ]‘t?ll(t)l-“l:l}T, dni Kirtnermilch
PIODIOUCII SACML - 7 * 4 idophilus, Lb. bifidus za Spar, 09. 11. 2005 22. 11.2005
jogurt hruska in Avstrii
. vstrija
jabolko
PINJENEC; Pomurske
probioti¢ni Kulture nu-trish™ 06. 12. 2005 17.12.2005
mlekarne

pinjenec ananas

3.2.2 Gojisca
3.2.2.1 Tekoca gojis¢a in raztopine
3.2.2.1.1 Peptonska voda

“a Ringerjeve raztopine smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck, Darmstadt,
Nemcija), kjer smo 1 Ringerjevo tableto in 1 g/l triptona (Merck, Darmstadt, Nemcija)
raztopili v 1 I destilirane vode, razdelili po 9 ml v epruvete in avtoklavirali 15 minut pri
121 °C. Raztopino smo uporabili za razred¢evanje po Kochu.

' Imena bakterij, kakor so navedena na deklaraciji izdelka
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3.2.2.1.2 Pufer TAE

Pripravili smo zalozno 50-kratno raztopino iz 242 g Tris baze, 57,1 ml ledoocetne kisline
in 100 ml 0,5 M EDTA. Pripravljeno raztopino smo pred uporabo razred¢ili z vodo v
razmerju 1:50.

3.2.2.2 Trdna gojisca
3.2.2.2.1 Gojis¢e MRS

Trdno hranljivo gojis¢e MRS smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck, Darmstadt,
Nemcija), razdelili v steklenicke (po 200 ml gojisca) in ga avtoklavirali 15 minut pri 115
°C. Uporabili smo ga za ugotavljanje Stevila kolonijskih enot Lb. casei.

3.2.2.2.2 Gojis€¢e MRS z dodanim klindamicinom (MRS + cly)

Gojis¢e MRS smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck, Darmstadt, Nemcija).
Zalozno raztopino antibiotika klindamicin smo sterilizirali s filtracijo skozi pore velikosti
0,2 um ter ga pred razlivanjem na plosce (45 °C) dodali v koncentraciji 0,1 pg/ml (50 pl
0,02 % =zalozne raztopine/100 ml gojisca). Uporabili smo ga za selektivno Stetje
laktobacilov vrste Lb. acidophilus.

3.2.2.2.3 Gojis¢e MRS z dodanim cisteinom (MRS + NPNL)

Gojis¢e MRS smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck, Darmstadt, Nemcija) ter
pred razlivanjem v petrijevke dodali 0,05 % cistein hidroklorida (10 ml zalozne 5 %
raztopine / | gojisca) ter meSanico antibiotikov NPNL (50 ml raztopine / 1 gojisca), ki smo
jo pripravili po postopku, opisanem v IDF standardu 149 (1991). Raztopina NPNL vsebuje
tri antibiotike: neomicin sulfat, paromomicin sulfat in nalidiksi¢no kislino, ki zavirajo rast
mlecnokislinskih bakterij, ne zavirajo pa bifidobakterij. Uporabili smo ga za Stetje kolonij
bifidobakterij.

3.2.2.2.4 Gojisc¢e MRS - IM z dichloxallin-om (MRS - IM)

Gojis¢e MRS - IM smo pripravili po priporoc€ilih proizvajalca Chr. Hansen (2001). Pred
avtoklaviranjem (121 °C 15 minut) smo umerili vrednost pH na 6,9 + 0,1. Pred uporabo
smo v 1 1 na 45 °C temperiranega gojis¢a dodali 100 ml 20 % raztopine glukoze, 10 ml 10
% zalozne raztopine LiCl, 5 ml 10 % zalozne raztopine cistein hidroklorida in 5 ml 0,01 %
zalozne raztopine antibiotika dichloxalina. Uporabili smo ga za Stetje kolonij
bifidobakterij.
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3.2.2.2.5 Gojis¢e LAMVAB

Gojis¢e MRS smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck, Darmstadt, Nemcija), mu
dodali barvilo bromkrezol zeleno ter pred avtoklaviranjem (15 minut pri 121 °C) uravnali
vrednost pH na 5,0 + 0,1. Ohlajenemu steriliziranemu gojiscu (45 °C) smo dodali cistein
hidroklorid (0,5 g/l) ter antibiotik vankomicin (20 mg/l), ki inhibira rast po Gramu
pozitivnih bakterij, ne pa veine laktobacilov (Hartemink in sod., 1997). LAMVAB smo
uporabili za Stetje kolonij laktobacilov.

3.2.3 Reagenti in encimi za izolacijo DNA in reakcijo PCR

3.2.3.1 Reagenti za pripravo bakterijske DNA

Komercialni set za izolacijo genomske DNA (Promega, Madison, WI, ZDA)
EDTA, pH = 8 (Sigma Chemical, St. Louis, ZDA)

Lizocim (Sigma Chemical, St. Louis, ZDA)

Izopropanol (Merck, Darmstadt, Nemcija)

Etanol (Merck, Darmstadt, Nemcija)

Triton X-100 (Sigma Chemical, St. Louis, ZDA)

3.2.3.2 Reagenti za pripravo mikroskopskega preparata

Komercialni set za barvanje po Gramu (Bio-M¢érieux, Marcy L'Etoile, Francija) vsebuje:

kristal vijoli¢no barvilo,

barvilo lugol,

95 % meSanico etanola in etra (50 : 50),
barvilo safranin in

imerzijsko olje (Merck, Darmstadt, Nemcija).

3.2.3.3 Reagenti za verizno reakcijo s polimerazo (PCR)

e dNTP, 10 mM (Boehringer Manheim, Nemcija),

e 5x zeleni GoTaq" pufer za polimerazo z 1,5 mM MgCl, (Promega, Madison, WI,
ZDA),

e 5x zeleni GoTaq" Flexi pufer za polimerazo brez MgCl, (Promega, Madison, WI,

ZDA),

Magnezijev klorid - MgCl,, 25 mM (Promega, Madison, WI, ZDA),

GoTaq® DNA polimeraza (Promega, Madison, WI, ZDA),

Oligonukleotidni zacetniki (Invitrogen life technologies, Paisley, Velika Britanija),

Deionizirana, mikrofiltrirana in sterilizirana voda (mQ).
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3.2.3.4 Reagenti za ugotavljanje pomnozkov v agaroznem gelu

0,5 x TAE pufer,

Agaroza (Sigma Chemical, St. Louis, ZDA),

Raztopina etidijevega bromida (5 pg/ml) (Sigma Chemical, St. Louis, ZDA),
Molekularni oznacevalec pomnozkov DNA - 100 bp (100 bp DNA Ladder,
Fermentas, Litva).

100

Slika 2: Slika molekularnega oznacevalca dolzin pomnozkov DNA po gelski elektroforezi na agarozi
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3.3 METODE
3.3.1 Ugotavljanje Stevila mikroorganizmov v probioti¢nih mle¢nih izdelkih

Vzorce probioti¢nih mle¢nih izdelkov smo dobro premesali ter jih odprli ob gorilniku. Po 1
ml vzorca smo odpipetirali v epruveto z 9 ml fizioloSke raztopine. Uporabili smo metodo
razred¢evanja po Kochu, kjer vzorec razredéujemo v fizioloski raztopini, dokler po
cepljenju na agarske plos¢e ne dobimo Stevnih plos¢, od 30-300 kolonij na plos¢i (Smole
Mozina, 2000).

V petrijevke s trdim gojis¢em smo odpipetirali 0,1 ml vzorca ter s stekleno palcko
razmazali vzorec po povrsini. Stekleno palcko smo pred in po razmazu namocili v etanol,
jo ozgali v plamenu in pocakali, da se nekoliko ohladi. Gojis¢a smo inkubirali pri ustreznih
pogojih, kot je prikazano v preglednici 5.

Anaerobne pogoje smo zagotovili z uporabo anaerobnih loncev in GENbox sistema (Bio-
Mérieux, Marcy-L'Etoile, Francija).

Preglednica 5: Selektivna gojis¢a in pogoji inkubacije za ugotavljanje Stevila mikroorganizmov

Gojisce Pogoji inkubacije Tar¢ni mikroorganizem
MRS 31 °C, 48-72 h, aerobno Lb. casei
MRS + cly 37 °C, 48-72 h, anaerobno Lb. acidophilus
LAMVAB 37 °C, 24-48 h, anaerobno Laktobacili
MRS - IM 42 °C, 72 h, anaerobno Bifidobakterije
MRS + NPNL 42 °C, 72 h, anaerobno Bifidobakterije

Po kon¢ani inkubaciji smo zrasle kolonije presteli s pomocjo elektronskega Stevea (ESKO
7L, LABO Ljubljana). Stevilo kolonijskih enot (ke) bakterij v mililitru probioticnega
izdelka smo izracunali po naslednji formuli (IDF standard 100B, 1991):

N=ZC/(n+01 n)-d (1)

Legenda:

N: cfu/ml oz. cfu/g

¥ C: vsota kolonij na vseh plos¢ah

N;: Stevilo prestetih plos¢ 1. razredcitve
N,: stevilo prestetih plos¢ 2. razredcitve
D: razredcitveni faktor

3.3.2 Ugotavljanje morfologije kolonij na gojis§¢ih in mikroskopiranje

Po inkubaciji smo pregledali znacilnosti kolonij (barva, izgled povrSine, rob). Iz znacilnih
kolonij smo naredili mikroskopski preparat z metodo barvanja po Gramu, ki je opisana
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spodaj. MikromorfoloSke lastnosti mikroorganizmov (oblika, velikost, formacije,
obarvanje po Gramu itd.) smo opazovali pod mikroskopom pri 1000-kratni povecavi.

Za barvanje po Gramu smo uporabili komercialni set (Bio-Mérieux, Marcy L'Etoile,
Francija):

e Kapljico fizioloSke raztopine smo kanili na objektno steklo, nato pa smo v njej s
cepilno zanko razmazali nekaj mikrobne biomase (s sterilno ezo se dotaknemo
kolonije na gojiscu). Uporabili smo asepti¢no tehniko dela.

e Razmaz smo posusili na zraku ter ga fiksirali tako, da smo ga trikrat potegnili ¢ez
plamen gorilnika.

e Barvanje po Gramu:

o S kristal violet barvamo 1 minuto, spiramo z vodo.

o Nanos barvila lugol in barvamo 1 minuto, spiramo z vodo.

» Razbarvamo preparat s 95 % meSanico etanola in etra, spiramo z vodo.
« Barvilo safranin pustimo 1 minuto in spiramo z vodo.

o Preparat osusimo s papirnato brisaco in mikroskopiramo z imerzijo.

3.3.3 Priprava DNA za izvedbo PCR

NPNL in LAMVAB) in neposredno iz vzorca izdelka.

3.3.3.1 Postopek izolacije DNA iz kolonij na gojiscu z obdelavo s toploto in detergentom

e S sterilno ezo smo kolonijo iz gojis¢a prenesli v mikroepruveto (1,5 ml) z 200 ul
deionizirane vode.

e Segrevali smo 5 minut pri 100 °C in na ledu ohladili.

e V novo mikroepruveto s 5 pl 10 % tritona X-100 (Sigma Chemical, St. Louis,
ZDA) smo dodali 45 pl toplotno obdelanega, ohlajenega vzorca.

e Vzorce lizatov smo hranili v zamrzovalniku pri -20 °C.

3.3.3.2 Postopek izolacije DNA neposredno iz vzorca izdelka

Za izolacijo DNA neposredno iz probioticnih jogurtov smo uporabili komercialni set za
izolacijo genomske DNA (Promega, ZDA). Zacetne korake smo prilagodili nasim
vzorcem.

e 100 pl probiotiénega jogurta smo resuspendirali v 500 pul EDTA, z dodanim
encimom lizocimom, ki razgradi celicno steno mikroorganizma ter vsebino
previdno premesali.

e Pri 37 °C smo inkubirali 45 minut in s tem omogo¢ili delovanje encima.

e Pri 14 000 g smo centrifugirali 2 minuti.
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e Supernatant smo zavrgli, sedimentu pa previdno dodali 600 pl raztopine za liziranje
celic (Nuclei Lysis Solution).

e Pri 80 °C smo inkubirali 5 minut in ohladili na sobno temperaturo.

e Dodali smo 3 pl raztopine RNA-ze ter 2-5x obrnili mikroepruveto, da se je vsebina
premesala.

e Pri 37 °C smo inkubirali 15 minut in vzorec ohladili na sobno temperaturo.

e Dodali smo 200 pl raztopine za precipitacijo proteinov ter mesSali 20 sekund
(uporabimo mesalec Vortex).

e Vzorec smo 5 minut hladili na ledu.

e Pri 15000 g smo centrifugirali 3 minute.

Supernatant smo previdno odlili v novo mikroepruveto z 600 pul izopropanola ter

nezno premesali.

Pri 16 000 g smo centrifugirali 3 minute.

Supernatant smo previdno odlili, sediment pa sprali s 70 % etanolom ter premesali.

Pri 16 000 g smo centrifugirali 2 minuti.

Supernatant smo previdno odlili.

Mikroepruvete smo osusili v inkubatorju pri 45 °C za 10—15 minut, da je preostali

etanol izhlapel.

e Sedimentu smo dodali 100 pl rehidracijske raztopine (DNA Rehydration Solution)
in pustili na 4 °C preko noci.

e Naslednji dan smo lahko vzorce uporabili v reakciji PCR oz. smo jih hranili v
zamrzovalniku pri -20 °C.

3.3.4 Priprava reakcijske meSanice za PCR

Reakcijsko mesanico za PCR smo sestavili v le za to namenjenem prostoru. Pri delu smo
uporabili rokavice za enkratno uporabo. Kemikalije, ki smo jih uporabili, so morale biti ves
¢as na ledu (Jersek, 2003). Pred in po delu smo delovni prostor razkuzili ter osvetlili z UV
lu¢jo za najmanj 2 uri.

Glede na Stevilo vzorcev (vkljuéno z negativno in pozitivho kontrolo) smo izracunali
volumen posameznih sestavin. Celoten volumen reakcijske mesanice z dodanimi lizati za
en vzorec je znasal 25 pl. Najprej smo odpipetirali izraCunan volumen vode, nato ustrezen
volumen pufra za polimerazo z MgCl, (GoTaq") ali pufra brez MgCl, (GoTaq" Flexi),
mesSanico nukleotidov dNTP, ustrezna oligonukleotidna zacetnika (0. z. 1, 0. z. 2) ter na
koncu GoTaq” DNA-polimerazo. Reakcijsko me$anico smo premesali in razdeljevali v 0,2
ml mikroepruvete za PCR po 21 pl.

V vsako reakcijo PCR smo vkljucili dve kontroli. Negativno kontrolo je predstavljala
mesanica, ki smo ji namesto DNA dodali 4 ul deionizirane vode. Pozitivno kontrolo za
preiskovane bakterije je predstavljala meSanica, ki smo ji dodali 4 pl lizata poznane Ciste
kulture preiskovanih bakterij. Mikroepruvete s 25 ul reakcijske mesanice (21 pl meSanice
in 4 pl tarcne DNA) smo nato prenesli v aparaturo za PCR (Biorad, ZDA) in vnesli
ustrezen protokol polimerazne verizne reakcije.
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3.3.5 Potek PCR

Podatki o uporabljenih oligonukleotidnih zacetnikih in velikosti specifi¢nih produktov so

prikazani v preglednici 6, sestava reakcijske mesanice v 25 ul pa v preglednici 7.

Preglednica 6: Uporabljeni oligonukletoidni zacetniki v reakciji PCR ter velikost specificnih produktov

Bakterijska | Oligonukleotidni | Oligonukleotidni Konéna Vel.l k? s? .
‘e « .. specifi¢nih Vir
vrsta zacCetnik 1 zaCetnik 2 konc. MgCl,
produktov
Bakterijska Barakat in sod.,
DNA 27f 100r 1,5 mM 110 bp 2000
rod . . Satokari in sod.,
Bifidobacterium Bif 164-f Bif 662-r 1,5 mM 520 bp 2000
Lb. casei Prl Casll 2 mM 200 bp Walter in sod
Lb. acidophilus Lac-1 Lac-2 1,5 mM 759 bp 2000 °
Lb. rhamnosus Prl Rhall 2 mM 186 bp
Bif. bifidum BiBIF-1 BiBIF-2 1,5 mM 278 bp .
Bif. longum BiLON-1 BiLON-2 1,5 mM 831 bp Matsullgglg sod.,
Bif. lactis Bf lact-2 Bf lact-5 1,5 mM 680 bp

Preglednica 7: Sestava 25 ul reakcijske mesanice za PCR

4 ul tartne DNA

2,5 ul 5x zeleni GoTaq" Flexi ali GoTaq" pufer za polimerazo

od 1,5 do 3 pl 25 mM MgCl,

0,25 pulo.z 1

0,25 ulo.z. 2

0,5 ul dNTP

0,25 ul 5 U/ ul GoTaq"” DNA polimeraze

od 11,9 do 15,8 ul vode (glede na dodano koli¢ino MgCl,)

Reakcijo PCR za ugotavljanje prisotnosti bakterijske DNA in DNA tar¢nih probioti¢nih
bakterij smo izvedli po protokolih, ki so prikazani v preglednici 8.
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Preglednica 8: Oligonukleotidni zacetniki in pogoji reakcije PCR za ugotavljanje bakterijske DNA in DNA
tar¢nih probioti¢nih bakterij

Ollgonulv(leotldm zac etniki Reakcija Parametri St. ciklov
(taréna bakterija)
Zacetek 95 °C, 5 min 1
27fin 100 r Denaturacija DNA 94 °C,30s
. Prileganje 55°C,45s 35
bakt ka DNA >
(bakterijska ) Podaljsevanje 72 °C, 60 s
Zakljucek 72 °C, 3 min 1
Zacetek 94 °C, 5 min 1
. R Denaturacija DNA 94 °C,30s
Bif 164-f in Bif 662-r Prileganie 62°C.20's 35
(rod Bifidobacterium) Podaljsevanje 68 °C, 40 s
oy 62 °C,20s
Zakljucek 68 °C. 7 min 1
Zacletek 95 °C, 3 min 1
. Denaturacija DNA 95°C,30s
Prlin CasIl Prileganie 55°C. 30 s 30
(Lb. casei) Podaljsevanje 72°C,30s
. 72 °C, 3 min
Zakljucek 72°C. 2 min 1
Zacletek 95 °C, 2 min 1
Lac-1 in Lac-2 Denaturacija DNA 95°C,30s
. : Prileganje 62°C,30s 30
Lb. acidophilus ’
( P ) PodaljSevanje 72°C,30s
Zakljucek 72 °C, 5 min 1
Zacetek 95 °C, 2 min 1
PrI in RhII Denaturacija DNA 95°C,30s
Prileganje 58 °C,30s 30
Lb. rhamnosus ’
( ) Podaljsevanje 72°C,30s
Zakljucek 72 °C, 5 min 1
Zacetek 95 °C, 5 min 1
BiBIF-1 in BiBIF-2 Denaturacija DNA 95°C,20s
e b Prileganje 55°C,20s 35
Bif. bifidum ’
( ) Podaljsevanje 72°C,30s
Zakljucek 72 °C, 5 min 1
Zacetek 95 °C, 5 min 1
BiLON-1 in BiLON-2 Denaturacija DNA 95°C,20s
: Prileganje 55°C,20s 35
Bif. longum ’
( gum) PodaljSevanje 72 °C,30s
Zakljucek 72 °C, 5 min 1
Zacetek 95 °C, 5 min 1
Bflact-2 in Bflact-5 Denaturacija DNA 95°C,30s
: . Prileganje 58 °C, 1 min 30
Bif. lactis ’
( ) PodaljSevanje 72 °C, 4 min
Zakljucek 72 °C, 7 min 1

3.3.6 Dokazovanje pomnozkov z gelsko elektroforezo

Agarozni gel smo pripravili iz agaroze in 0,5-kratnega pufra TAE (Tris acetatni pufer). V
mikrovalovni pecici smo raztopino segrevali do vrenja tako dolgo, da je postala bistra. Po
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ohladitvi na priblizno 60 °C smo raztopino gela vlili v ustrezen modelcek z glavnikom. Ko
se je gel dobro strdil, smo previdno odstranili glavnik in gel prenesli v aparat za
elektroforezo s 0,5x pufrom TAE. Na gel smo nanesli po 10 pl meSanice PCR, nato
pozitivno in negativno kontrolo ter v zadnji prostorcek 2,5 pl raztopine molekularnega
oznacevalca (100 bp DNA Ladder). Ker izdelek GoTaq"” (Promega) Ze vsebuje barvilo, ga
ni bilo potrebno dodajati. Na koncu smo v zadnje prostorcke odpipetirali negativno in
pozitivno kontrolo. Elektroforeza je pri vseh gelih potekala pri 90 V od 30 do 40 minut.

Po koncani elektroforezi smo gel obarvali z raztopino etidijevega bromida (0,5 ug/ml). Po
30 minutah barvanja smo gel pregledali pri UV svetlobi (A = 302 nm) ter ga ra¢unalnisko
dokumentirali.
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4 REZULTATI

4.1 DEKLARACIJE PROBIOTICNIH IZDELKOV

Bistvenih pomanjkljivosti v poimenovanju izdelkov nismo ugotovili, niso pa bila vedno
navedena imena vrst probioti¢nih bakterij, ki so jih izdelki vsebovali. Navedba podatkov o
bakterijskem sevu pa je bila sploh redka. Prav tako v vecini primerov lahko le ugibamo, ali
izdelek poleg probioticne vsebuje tudi jogurtovo kulturo (Lb. bulgaricus in Str.
thermophilus) ali ne. Pravilnost imen mikroorganizmov, ki jih navajajo na deklaracijah,
smo preverili na seznamu priznanih bakterijskih imen, ki je dostopen na spletni strani
http://www.bacterio.cict.ft/ (Euzéby, 1997). Rezultati preverjanja nomenklature so

naslednji:
e Izdelek Bio-Fit ima deklarirano Se staro ime Lb. bifidus, ki ne velja vec.
e Izdelki Lca, Ego in LcaVita imajo naveden rod Bifidobacterium, ne pa vrste.
e Izdelek Actimel® ima poleg vrste in rodu deklarirano $¢ ime IMUNITASS.
e Izdelek Kako si ima navedeno Howaru™ Bifido brez pravega imena

mikroorganizmov.

Izdelek Pinjenec - ananas ima deklarirano kulturo nu-trish™ brez pravega imena
mikroorganizmov.

Izdelek ProNutri ima poleg kulture nu-trish™ deklarirane $e bakterijske vrste.

Preverili smo tudi, ali deklaracije vsebujejo podatek o Stevilu mikroorganizmov ter druge
koristne informacije za potrosnika.

Deklaracije enajstih analiziranih probioticnih izdelkov ne vsebujejo podatka o

Stevilu mikroorganizmov.

Izdelek Actimel® ima navedeno trditev, da pomaga krepiti naravno odpornost ter da

je u¢inek Actimela® potrdilo avstrijsko Ministrstvo za zdravije.

BioAktiv LGG ima v hrvaskem jeziku na ovitku napisane koristne zdravstvene

informacije za potrosnika, niso pa prevedene v slovenski jezik. Deklaracija izdelka

BioAktiv vsebuje naslednje informacije: »BioAktiv LGG je poseben prehransko

pomemben mlecni proizvod namenjen tistim, ki zivijo dinami¢no in stresno

Zivljenje in kljub temu aktivno skrbijo za svoje zdravje. LGG je koristna

probioti¢na bakterija, ki blagodejno vpliva na zdravje, je znanstveno in klini¢no

dokazana in najobseznejSe dokumentirana vrsta, kar je potrdilo hrvasko Ministrstvo

za zdravje.

BioAktiv LGG:

o pomaga pri normalni prebavi; LGG §cCiti prebavni sistem pred delovanjem
Skodljivih bakterij in olajSa prebavne procese.

o Kkrepi imunski sistem; LGG postane del naravne prebavne mikroflore in
aktivno sodeluje pri nastajanju naravne imunosti

o varuje zdravje; LGG z blagodejnim delovanjem na prebavo in z aktivno
krepitvijo imunskega sistema ter s Stevilnimi drugimi pozitivnimi ucinki
prispeva k ohranjanju splo$nega zdravja organizma.
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Z rednim jemanjem izdelka BioAktiv se obnavlja naravni LGG. Dovoljen je en
BioAktiv LGG vsak dan, s ¢imer zagotovite dnevno dozo LGG-ja«.

Na slovenski deklaraciji izdelka Bio-Fit niso navedeni probioti¢ni mikroorganizmi.
V notranjosti ovitka je besedilo samo v nemskem jeziku kjer navajajo ucinke za
zdravje ter prisotne mikroorganizme.

Izdelek AB kultura ima poleg ostalih zdravstvenih informacij navedeno, da AB
kultura (Lb. acidophilus in Bif. longum) daje napitku poseben blag in osvezujoc
okus in da ugodno vpliva tudi na prebavo. AB kultura je namenjena vsem tistim, ki
nadzorujejo svojo vitkost in lepoto na zdrav nacin, Zelijo uravnoteZeno,
nizkokalori¢no prehrano brez odrekanja uzitkom s polnim okusom sadja.

Izdelka Pronutri in Pinjenec (Pomurske mlekarne) imata navedeno, da kulture nu-
trish™ skrbijo za ravnovesje &revesne mikroflore, kar je dokazano tudi s klini¢nimi
testi.

4.2 UGOTAVLJANJE STEVILA DEKLARIRANIH PROBIOTIKOV V MLECNIH
IZDELKIH TER POTRJEVANIJE KOLONIJ Z GOJISC Z METODO PCR

Stevilo deklariranih mikroorganizmov v probioti¢nih mleénih izdelkih smo ugotavljali s

.....

.....

preparate. Vrsto smo ugotavljali z metodo PCR.

Rezultati analiziranih probioti¢nih mle¢nih izdelkov so podani v preglednicah od 9 do 19.
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4.2.1 Probioti¢ni mlec¢ni izdelek Ego

Preglednica 9: Rezultati ugotavljanja prisotnosti in Stevila probioti¢nih bakterij v mle¢nem izdelku Ego

Morfoloski opis Rezultat PCR
Izdelek Gojisce Bakterije kljz | kl\j“ I
Kolonije (barvanje po (ke/ml)  (ke/ml) 1z kolonij
Gramu)
R= Plosrc::ztz,rrtl):le, G+ dolge,
g MRS + cly za Lb. prozor neenakomerno 5 3 + Lb.
= . ; kolonije z 1,2-100 3,3-10 . .
= acidophilus nazobdanim obarvane acidophilus
< g palicaste bakterije
S8 robom
S>3 Bele, vodene, G+ kratke
= § MRS - IM za okrogle razvejane 26-10° % + Bif. lactis
2| bifidobakterije kolonije z  palicaste bakterije
E :.:? ravnim robom v obliki ¢rke Y
§ Bele, okrogle G+ drobne
s MRS + NPNL za = e, palicastebakterije o s 0 y0s 4 pir fuesis
én bifidobakterije vrhom z odebeljenimi

konci

Legenda:

Nz: st. ke bakterij ob dnevu nakupa (zacetno)
Nk: §t. ke bakterij na dan, ko je potekel rok uporabnosti (kon¢no)

*: ni podatka

+: pozitiven rezultat

Pri vrsti Lb. acidophilus se je Stevilo ob poteku roka uporabnosti zmanjsalo za 1,6 log.
Na gojis¢u MRS - IM je zraslo vecje Stevilo bifidobakterij kot na gojis¢u MRS + NPNL.

Stevilo bifidobakterij se med hranjenjem do konca roka uporabnosti ni bistveno
spremenilo.
Pri pregledu oblike bakterijskih celic smo opazili tipi¢ne ploscate kolonije z
nazobCanim robom za Lb. acidophilus ter pri barvanju po Gramu pri rodu
bifidobakterije paliaste bakterije v obliki ¢rke Y, ki so na koncih odebeljene.
Tako laktobacili kot bifidobakterije so se obarvale po Gramu pozitivno.

Z metodo PCR smo iz kolonij na gojis¢u potrdili prisotnost obeh vrst
mikroorganizmov.
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4.2.2 Probioti¢ni mle¢ni izdelek Lca

Preglednica 10: Rezultati ugotavljanja prisotnosti in Stevila probioti¢nih bakterij v mle¢nem izdelku Lca

Morfoloski opis Rezultat PCR
Izdelek Gojisce Bakterije kljz | kl\j“l
Kolonije (barvanje po (ke/ml)  (ke/ml) 1z kolonij
Gramu)
Bele, ploscate, G+ kratke
.8 MRS za Lb. casei okrogle posamezne 2,1-107 2.2-107 + Lb. casei
S kolonije paliCaste bakterije
8
§ Ploscate, bele, G+ dolge,
S MRS + cly za Lb. 1?510;3?262 neenakomerno 5 o 147 15107 + Lb.
P! acidophilus e obarvane ’ ’ acidophilus
Q2 nazob¢anim Ly .
w S paliCaste bakterije
I robom
= g -
§ = LAMVAB za Mag)lll(rrl(e):, })eele, G+ drobne 19-107 2.1-10 - rod
% S laktobacile g palidaste bakterije ’ Lactobacillus
89 kolonije
2 § G+ kratke
R MRS - IM za Bele kolonije paliCaste 25-107 2.4-10° +rod
S bifidobakterije z vrhom bakterije, na ’ ’ Bifidobacterium
g koncih odebeljene
S —
:. \;frcgze(’n]?ne;e’ G+ palicaste
Q MRS + NPNL za ’ bakterije 106 . .
- bifidobakterije okrogle odebeljene na 3,2-10 * Bif. lactis
kolonije z .
koncih
vrhom
. G+ tanke dolge
MRS + NPNL za Majhne, bele, paliCaste bakterije 7 .
. " prozorne o 27 1L,3-10 + Lb. casei
bifidobakterije .. v verizicah ali
kolonije

posamezno

Legenda:

Nz: §t. ke bakterij ob dnevu nakupa (zacetno)
Nk: St. ke bakterij na dan, ko je potekel rok uporabnosti (kon¢no)

*: ni podatka

+: pozitiven rezultat
-: negativen rezultat

e Med hranjenjem do konca roka uporabnosti se Stevilo bakterij vrst Lb. acidophilus
in Lb. casei ni bistveno spremenilo.

e Stevilo bifidobakterij se je do konca roka uporabnosti zmanjsalo za 1 log.

e Na gojis¢u MRS + NPNL je zraslo manjSe Stevilo bifidobakterij kot na gojis¢u
MRS - IM.

e Z metodo PCR smo dokazali, da so manjSe kolonije, ki so zrasle na gojis¢u MRS +

NPNL, bakterije vrste Lb. casei, ve¢je pa Bif. lactis.

e Na gojis¢u LAMVAB smo po morfologiji in barvanju po Gramu predvidevali, da
so zrasle kolonije bakterije vrste Lb. casei, vendar jih z metodo PCR nismo potrdili.
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e Z metodo PCR smo potrdili prisotnost bakterij vrst Lb. casei, Lb. acidophilus, rod
Bifidobacterium ter tudi vrsto Bif. lactis, ki na deklaraciji ni navedena.

e Na gojis¢u MRS, ki sicer ni selektivno, niso zrasle druge bakterije kot Lb. casei,
ker je bila temperatura inkubacije (31 °C) neustrezna za ostale vrste laktobacilov in
bifidobakterije.

e Mesanica antibiotikov NPNL ocitno delno zavira rast bifidobakterij, ki jih vsebuje
izdelek Lca, in ne prepreci rasti bakterij Lb. casei. Gojis¢e MRS + NPNL ni dovolj
selektivno za ugotavljanje Stevila bifidobakterij.

e Na gojis§¢u LAMVAB, ki naj bi bilo selektivno za laktobacile, smo po morfologiji
predvidevali, da so zrasle kolonije Lb. casei, vendar jih s PCR nismo potrdili.
Predvidevali smo, da je zrasla jogurtna kultura Lb. bulgaricus, ki pa jo s PCR
nismo ugotavljali. Mnogi probioti¢ni jogurti vsebujejo jogurtni kulturi Lb.
bulgaricus in Str. thermophilus, vendar to obi¢ajno ni deklarirano.

4.2.3 Probioti¢ni mle¢ni izdelek Kako si

Preglednica 11: Rezultati ugotavljanja prisotnosti in $tevila probioti¢nih bakterij v mle¢nem izdelku Kako si

Morfoloski opis Rezultat PCR
Izdelek Gojisce Bakterije kl\jz | kl\j" |
Kolonije (barvanje po (ke/ml)  (ke/ml) 1z kolonij
Gramu)
G+ kratke
s ) palicaste bakterije
5 RS Mo Oktogle, bele Ty koneih 79+ 100+ + Bif. lactis
g . ! ! odebeljene, oblika
£ B Crke Y
=
'i /M Bele, G+ kratke
= MRS + NPNL za prozorne,  palicaste bakterije 106 1S . .
Q bifidobakterije okrogle na koncih 1.4-10" 1.8-10 * Bif. lactis
kolonije odebeljene

Legenda:

Nyz: st. ke bakterij ob dnevu nakupa (zacetno)

Nk: §t. ke bakterij na dan, ko je potekel rok uporabnosti (kon¢no)
*: ni podatka

+: pozitiven rezultat

e Stevilo bakterij je bilo ob poteku roka uporabnosti nekoliko manjse.

e Barvanje po Gramu in oblika celic je bila tipi¢na za rod bifidobakterij, kar lahko
vidimo na mikroskopskem preparatu na Sliki 3.

e Z metodo PCR smo iz kolonij na gojiscu potrdili prisotnost bakterij vrste Bif. lactis.
Na deklaraciji je navedeno samo komercialno ime Howaru™" Bifido, ki nakazuje na
bakterijo rodu Bifidobacterium.
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AP . ‘
AL *\;\ S ’
Slika 3: Mikroskopski preparat tipi¢nih bifidobakterij

4.2.4 Probioti¢ni mlecni izdelek Bifidus

Preglednica 12: Rezultati ugotavljanja prisotnosti in §tevila probioti¢nih bakterij v mle¢nem izdelku Bifidus

Morfolo$Kki opis Rezultat PCR
Izdelek Gojisce Bakterije kl\jz I kl\jK |
Kolonije (barvanjepo  (ke/mD) (ke/mD)p 610
Gramu)
Vecje, bele
MRS + cly za Lb. kolonije z G+ kratke tanke 7 7 +Lb.
g . . oo . .. 1,4-100 2,5-10 . .
§ acidophilus nazobCanim  palicaste bakterije ’ acidophilus
I . robom
S 3
3 i Okrogle, bele G+ kratke
g3 LAMVAB za kolonije z palidaste 59100 " - rod
53 laktobacile zelenim bakterije, ki ’ Lactobacillus
S 3 sredi§¢em tvorijo verige
S3 G+ kratke
§ S MRS - IM za Bele, okrogle paliCaste 25107 " + rod
A § bifidobakterije kolonije bakterije, na ’ Bifidobacterium
23 koncih odebeljene
2 G+ kratke
/M MRS +NPNL za  Okrogle, bele palicaste 13-10° 83-10° +rod
bifidobakterije kolonije bakterije, na ’ ’ Bifidobacterium

koncih odebeljene

Legenda:

Nz: st. ke bakterij ob dnevu nakupa (zacetno)

Nk: §t. ke bakterij na dan, ko je potekel rok uporabnosti (kon¢no)
*: ni podatka

+: pozitiven rezultat

-: negativen rezultat

e Stevilo bakterij vrste Lb. acidophilus se vse do konca roka uporabnosti ni
zmanjsalo.

e Stevilo bifidobakterij se je nekoliko zmanjgalo.

e Predvidevamo, da so na gojis¢cu LAMVAB zrasle kolonije jogurtove kulture Lb.
bulgaricus, saj Lb. acidophilus na tem gojiS¢u ne raste.

e Z metodo PCR smo potrdili prisotnost Lb. acidophilus ter rod Bifidobacterium,
vendar ne vrste Bif. bifidum, ki je navedena na deklaraciji.
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4.2.5 Probioti¢ni mle¢ni izdelek LcaVita

31

Preglednica 13: Rezultati ugotavljanja prisotnosti in Stevila probioti¢nih bakterij v mle¢nem izdelku LcaVita

Morfoloski opis Rezultat PCR
Izdelek Gojisce Bakterije kljz | kl\j“l
Kolonije (barvanje po (ke/ml)  (ke/ml) 1z kolonij
Gramu)
< MRS za Lb. casei  Do& okrogle Gt knatke tanke )\ o7y s ygr Ly e
= kolonije paliCaste bakterije
)
§ Belkaste,
S MRS + cly za Lb. P mz"fne G+ dolge tanke 7 7 + Lb.
S . ] kolonije z . o 27-100 3,1-10 . .
= acidophilus o paliCaste bakterije acidophilus
Q.. nazobc¢anim
) § robom
= Bele, okrogle
= s +
53 LAMVAB za kolonijez ~ OF kratketanke —o 5 o6 5 107 4 1h cager
<3 laktobacile palicaste bakterije
S vrhom
SRS Vecje, bele
ey _ ) bl +
§ 3 MRS M za okrogle qv zelo kratkg. 2,7 10° 49-10° + Lb. casei
S bifidobakterije . paliCaste bakterije
2 kolonije
‘3 Majhne,
S MRS - IM za belkaste G+ kratke 7 . .
~ ’ .
P bifidobakterije prozorne palicaste bakterije 1.8-10 * Bif. lactis
.‘>: kolonije
s . G+ palicaste
9
= MRS + NPNL za VZ%CS bfele’ bakterfje, 54 g0 + Bif: lactis
bifidobakterije g odebeljene na ’ '
kolonije .
koncih
MRS +NPNLza ~ Mahne.bele. e tanke 6 .
. . okrogle . . 91-10 + Lb. casei
bifidobakterije . paliCaste bakterije
kolonije

Legenda:

Nz: st. ke bakterij ob dnevu nakupa (zacetno)
Nk: §t. ke bakterij na dan, ko je potekel rok uporabnosti (kon¢no)

*: ni podatka

+: pozitiven rezultat

e Na gojis¢u MRS se Stevilo Lb. casei na dan analize in ob poteku roka uporabnosti
ni bistveno spremenilo. Gojis¢e MRS sicer ni selektivno, vendar pri 31 °C na njem
niso zrasle druge bakterije kot Lb. casei.

e St. bakterij vrste Lb. acidophilus se vse do konca roka uporabnosti ni zmanjsalo.

e Na gojis¢u LAMVAB smo s PCR dokazali prisotnost bakterije Lb. casei. Stevilo

Lb. casei, je bilo dokaj izenaceno.

.....

e Na gojis¢u MRS + NPNL je zraslo manjSe Stevilo bakterij vrste Bif. lactis kot na

£0jis¢u MRS - IM.

e Na gojis¢u MRS - IM so zrasle kolonije dveh morfoloskih tipov. Z metodo PCR
smo vecje kolonije potrdili kot Lb. casei, manjSe pa kot Bif. lactis.
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e Tudi na gojis¢u MRS + NPNL smo opazili dva tipa kolonij. Ve¢je kolonije smo s
PCR potrdili kot Bif- lactis, manjSe pa kot Lb. casei.

e Z metodo PCR smo potrdili prisotnost bakterij vrst Lb. acidophilus, Lb. casei ter
Bif. lactis. Deklariran je samo rod Bifidobacterium.

4.2.6 Probioti¢ni mle¢ni izdelek ProNutri

Preglednica 14: Rezultati ugotavljanja prisotnosti in Stevila probioti¢nih bakterij v mle¢nem izdelku ProNutri

Morfolo$ki opis Rezultat PCR
Izdelek Gojisce Bakterije kl\jz | kl\jK |
Kolonije (barvanje po (ke/ml)  (ke/ml) 1z kolonij
Gramu)

32 E’-\ Bele, prozorne

Ex MRS + cly za Lb. kolonije z G+ dolge tanke 6 6 + Lb.

&7 . ] O - - 8,7-10" 7,9-10 . .

< @ acidophilus nazobCanim  palicaste bakterije acidophilus
S o) robom

g §

=3

Q=

S = LAMVAB za . ..

S

S S laktobacile Ni kolonij / / / /

SERN

N R
E; “§ Bele, ploscate G kratke

23 MRS - IM za o’klrbo e ’ palicaste 53.10° 2.8-10° +rod

5 :3\ bifidobakterije £ bakterije, ki ’ ’ Bifidobacterium
Z kolonije tvorii .

8 jo mrezo

E Eﬁ G+ kratke

2 i) MRS + NPNL za  Bele, okrogle palicaste bakterije 3510 " + rod

g f bifidobakterije kolonije na koncih ’ Bifidobacterium
= odebeljene

Legenda:

Nz: §t. ke bakterij ob dnevu nakupa (zacetno)

Ny: st. ke bakterij na dan, ko je potekel rok uporabnosti (kon¢no)
* /. ni podatka

+: pozitiven rezultat

e Stevilo bakterij vrste Lb. acidophilus in rodu Bifidobacterium je bilo priblizno
enako ob nakupu izdelka in ob koncu roka uporabnosti.

e Primerljivo je bilo tudi Stevilo bifidobakterij iz gojis§¢ MRS - IM in MRS + NPNL.

e Na gojis¢u LAMVAB ni bilo rasti, kar potrjuje dobro selektivnost tega gojisca, saj
v izdelku ni bilo deklariranih drugih laktobacilov kot Lb. acidophilus, ki pa na tem
g0jiS¢u ne raste.

e 7 metodo PCR smo potrdili prisotnost vrste Lb. acidophilus ter rodu
Bifidobacterium, ne pa vrste Bif. bifidum, kot je deklarirano.
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4.2.7 Probioti¢ni mle¢ni izdelek AB kultura

Preglednica 15: Rezultati ugotavljanja prisotnosti in Stevila probioti¢nih bakterij v mleénem izdelku AB
kultura

Morfoloski opis Rezultat PCR
Izdelek Gojisce B Bakterije (kgrznl) (keN/fnl) B
Kolonije (barvanje po 1z kolonij
Gramu)
.§ Bele kolonije
= MRS + cly za Lb. . G+ zelo tanke 6 6 + Lb.
Q acidophilus 2 nazobcanim ali¢aste bakterije 3,0-10° 438-10 acidophilus
= § P robom p ! P
S %o
S =
2 2
S
= g
s LAMVAB za
E % laktobacile Ni kolonjj
SEES
S <
= +
5ERQ Bele, okrogle ?)ali(ér:stﬁae
= E _ .
E MRS -IMza — kolonije,na ooy obliki 3,8-10° 9.8-10° 14
bifidobakterije sredini N . Bifidobacterium
=) L ¢rke Y, na koncih
<« izbocene

odebeljene

Legenda:

Nz: §t. ke bakterij ob dnevu nakupa (zacetno)

Ng: st. ke bakterij na dan, ko je potekel rok uporabnosti (kon¢no)
*: ni podatka

+: pozitiven rezultat

e Stevilo bakterij se je med hranjenjem do konca roka uporabnosti malo povegalo.

e Na gojis¢u LAMVAB ni bilo rasti, kar pomeni, da izdelek ne vsebuje drugih
laktobacilov, kot vrsto Lb. acidophilus.

e 7Z metodo PCR smo potrdili prisotnost vrste Lb. acidophilus ter rod
Bifidobacterium, ne pa vrste Bif. longum, kot je deklarirano.
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4.2.8 Probioti¢ni mle¢ni izdelek BioAktiv LGG

Preglednica 16: Rezultati ugotavljanja prisotnosti in Stevila probioticnih bakterij v mleénem izdelku
BioAktiv LGG

Morfoloski opis Rezultat PCR
Izdelek Gojisce Bakterije kl\jz 1 kle |
Kolonije (barvanje po (ke/ml)  (ke/ml) 1z kolonij
Gramu)

0 XS
O =3
S f8m .
RS %D bl Bele in zelene G+ kratke
(G &) 8 LAMVAB za okrogle palicaste bakterije 7 7 + Lb.
=< ZE lak 1 Kolonii oah al; 2,4-10" 2,1-10 "
zS i< aktobacile olonije z v verigah ali rhamnosus
E3S Qs vrhom mreZi
<3353
2 S @
B £0
Legenda:

Nz: §t. ke bakterij ob dnevu nakupa (zacetno)
Nk: St. ke bakterij na dan, ko je potekel rok uporabnosti (kon¢no)
+: pozitiven rezultat

e St. bakterij na dan nakupa in ob koncu roka uporabnosti je bilo podobno.

e Rast na gojis¢u LAMVAB in morfologija belih in zelenih kolonij je kazala na
moznost, da sta prisotna dva tipa kolonij. Z metodo PCR smo potrdili, da sta oba
tipa kolonij pripadala vrsti Lb. rhamnosus.
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4.2.9 Probioti¢ni mleéni izdelek Bio-Fit (hruska, jabolko)

Preglednica 17: Rezultati ugotavljanja prisotnosti in Stevila probioti¢nih bakterij v mle¢nem izdelku Bio-Fit
(hruska, jabolko)

Morfoloski opis Rezultat PCR
Izdelek Gojisce Bakterije kl\jz 1 kle |
Kolonije (barvanje po (ke/ml)  (ke/ml) 1z kolonij
Gramu)
Bele, prozorne
§ MRS + cly za Lb. kolonije z G+ dolge tanke " 33-10° + Lb.
S acidophilus nazobCanim  paliCaste bakterije ’ acidophilus
S robom
S
23
S MRS + cly zazh,  Mawse.bele. g ake , . T Lb.
% . ; okrogle " .. 3,6-10
S acidophilus . palicaste bakterije rhamnosus
= kolonije
S
S 3
S § Bele, okrogle
= : .
§ LAMVAB za kolonije, vazawte kratkg 32 10° 1,1 - 10° + Lb. casei
= laktobacile paliCaste bakterije
S zelenkaste
s
N
2 G+ kratke
~ palicaste
= MRS - IM za Bele okrogle bakterije, na 20-10° 44-10° - rod
S bifidobakterije kolonije koncih ’ ’ Bifidobacterium
- odebeljene, oblika
crke Y

Legenda:

Nz: st. ke bakterij ob dnevu nakupa (zacetno)

Nk: §t. ke bakterij na dan, ko je potekel rok uporabnosti (kon¢no)
*: ni podatka

+: pozitiven rezultat

-: negativen rezultat

e Izdelek naj bi vseboval bakterijo vrste Lb. bifidus, vendar je to zastarelo oz.
napacno ime. Predvidevali smo, da gre za vrsto Bif. bifidum, vendar kolonij rodu
bifidobakterij na gojis¢u MRS - IM za bifidobakterije nismo potrdili.

e Na gojis¢u MRS + cly smo po morfologiji kolonij sklepali, da sta zrasli dve razli¢ni
vrsti bakterij. Po morfologiji vecjih kolonij z nazob¢anim robom smo sklepali, da
so bile to bakterije vrste Lb. acidophilus (naveden na deklaraciji), kar smo dokazali
z metodo PCR. S to metodo smo dokazali tudi, da so manjse kolonije bakterije
vrste Lb. rhamnosus, ki pa ni deklarirana.

e Na gojis¢u LAMVAB smo z metodo PCR ugotovili prisotnost Lb. casei, ki pa ni
deklarirana na izdelku.

e Rod Bifidobacterium z metodo PCR iz kolonij na gojis¢u nismo ugotovili, ¢eprav je
deklariran.
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e Deklaracija izdelka Bio-Fit vsebuje napac¢no oz. zastarelo ime Lb. bifidus. To ime
se ne uporablja Ze od leta 1969. Proizvajalec, ki podaja takSna imena na deklaraciji,
ni seznanjen o pravilni nomenklaturi. Ime Lb. bifidus se je po mnenju Harteminka
vcasih uporabljalo za bakterije rodu Bifidobacterium (Hartemink, 2006).

4.2.10 Probioti¢ni mle¢ni izdelek Actimel® - navadni

Preglednica 18: Rezultati ugotavljanja prisotnosti in §tevila probioti¢nih bakterij v mle¢nem izdelku Actimel®
- navadni

Morfoloski opis Rezultat PCR
Izdelek Gojiste ) Bakterije (kgfnl) (kgfnl) 3
Kolonije (barvanje po 1z kolonij
Gramu)
5 § 2 bne, bel
TR Drobne, bele,
£ S % E MRS za Lb. casei prozorne .VG+ kratke . 29-10° 3,6-10° + Lb. casei
= 9 3 .. palicaste bakterije
o8 2 kolonije
<3 =
Legenda:

Nz: st. ke bakterij ob dnevu nakupa (zacetno)
Nk: §t. ke bakterij na dan, ko je potekel rok uporabnosti (kon¢no)
+: pozitiven rezultat

e Stevilo bakterij vrste Lb. casei se ob koncu roka uporabnosti ni zmanjsalo.
e Z metodo PCR smo potrdili prisotnost Lb. casei, ki je deklariran na izdelku.

4.2.11 Probioti¢ni mlecni izdelek Pinjenec - ananas

Preglednica 19: Rezultati ugotavljanja prisotnosti in Stevila probioti¢nih bakterij v mle¢nem izdelku Pinjenec
- ananas

Morfoloski opis Rezultat PCR
Izdelek Gojisce Bakterije kl\jz | kl\jK |
Kolonije (barvanje po (ke/ml)  (ke/ml) 1z kolonij
Gramu)
Belo prozorne

5 MRS + cly za Lb. kOlOl’{l_]e.Z % 7.0-10° 47 -10° "

SE acidophilus nazobcanim

E ﬁ robom

-

o & MRS - IM za Okrogle bele % 106 106 "

2 g bifidobakterije kolonije 2,5-10° 2.9-10

2=

£ B

A MRS +NPNL za  Okrogle bele " 95-10° 3.2-10° "

bifidobakterije kolonije
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Legenda:

Nyz: st. ke bakterij ob dnevu nakupa (zacetno)

Nk: §t. ke bakterij na dan, ko je potekel rok uporabnosti (kon¢no)
*: ni podatka

e Stevilo bakterij vrste Lb. acidophilus se je ob koncu roka uporabnosti nekoliko
zmanjSalo. Z metodo PCR nismo ugotovili prisotnost vrste Lb. acidophilus. Po
morfologiji kolonij na gojis¢u MRS + cly smo sklepali, da so bile to bakterije vrste
Lb. acidophilus.

da je prisoten rod Bifidobacterium.
e Na gojis¢u MRS + NPNL je zraslo manjse Stevilo bakterij kot na gojis¢u MRS -
IM.

4.3 UGOTAVLJANJE PRISOTNOSTI DEKLARIRANIH MIKROORGANIZMOV NA
SKUPNI DNA IZ IZDELKA Z METODO PCR

Postopek PCR smo izvedli po protokolih, ki so opisani v poglavju 3.3.5. DNA smo izolirali
iz izdelka s pomocjo seta kemikalij Wizard proizvajalca Promega, pri cemer smo postopek
na zaCetku priredili naSim vzorcem. Z reakcijo PCR smo zeleli neposredno potrditi
prisotnost deklariranih probioti¢nih bakterij v izdelkih. Pri tem smo se morali prepricati, da
je bila izolacija DNA neposredno iz izdelkov uspesna. To smo potrdili z reakcijo PCR z
univerzalnimi bakterijskimi oligonukleotidnimi zacetniki. Pri vseh vzorcih smo dobili
pomnozke pri¢akovane velikosti. V preglednici 20 so prikazani rezultati ugotavljanja

.....
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Preglednica 20: Rezultati ugotavljanja prisotnosti DNA deklariranih vrst bakterij iz probioti¢nih izdelkih in iz

Izdelek

Deklarirani
mikroorganizmi’

Mikroorganizmi, dokazani z
metodo PCR na kolonijah iz

g0jis¢

Mikroorganizmi,
dokazani z metodo PCR
na skupni DNA iz vzorca
izdelka

EGO; Ljubljanske
mlekarne

Lb. acidophilus, rod
Bifidobacteria

Lb. acidophilus, Bif. lactis

Lb. acidophilus, rod
Bifidobacterium

LCA; Mlekarna Celeia

Lb. acidophilus, rod
Bifidobacterium, Lb.
casei

Lb. acidophilus, Bif- lactis,

rod Bifidobacterium, Lb. casei

Lb. acidophilus, Bif- lactis,
Lb. casei, rod
Bifidobacterium

KAKO SI; Ljubljanske
mlekarne

Howaru™ Bifido

Bif. lactis

rod Bifidobacterium

BIFIDUS; Mlekarna

Lb. acidophilus, Bif.

Lb. acidophilus, rod

Lb. acidophilus, Bif.

Vipava bifidum Bifidobacterium bifidum, rod
Bifidobacterium

PRONUTRI; Pomurske Kulture nu-trish™: Lb. Lb. acidophilus, rod Lb. acidophilus, rod

mlekarne acidophilus, Bif. bifidum  Bifidobacterium Bifidobacterium

LCAVITA; Mlekarna
Celeia

Lb. acidophilus, rod
Bifidobacterium, Lb.
casei

Lb. acidophilus, Bif- lactis,
Lb. casei

Lb. acidophilus, Bif. lactis,
rod Bifidobacterium

AB KULTURA, limeta Lb. acidophilus, Bif. Lb. acidophilus, rod Lb. acidophilus, rod
in aloevera; Dukat, longum Bifidobacterium Bifidobacterium
Hrvaska

BIOAKTIV LGG; Lb. rhamnosus Lb. rhamnosus *

NOm, Avstrija

ACTIMEL®; Danone, Lb. casei IMUNITASS Lb. casei Lb. casei

Avstrija

BIO-FIT, hruska in
jabolko; Kértnermilch,
Avstrija

Lb. acidophilus, Lb.
bifidus

Lb. acidophilus, Lb.
rhamnosus, Lb. casei

Lb. acidophilus, rod
Bifidobacterium, Lb. casei

PINJENEC, ananas,
Pomurske mlekarne

Kulture nu-trish™

*

Lb. acidophilus, Bif. lactis,
rod Bifidobacterium

Legenda:

Lb.: Lactobacillus
Bif.: Bifidobacterium
*: ni podatka

Praviloma smo z reakcijo PCR uspeli potrditi prisotnost deklariranih bakterijskih vrst tako

.....

pridobljeni neposredno iz izdelkov. Izjemi sta bili Lb. casei v izdelku LcaVita ter Lb.
rhamnosus v izdelku BioAktiv, ki smo ju uspeli dokazati na nivoju kolonij, ne pa v vzorcu
skupne DNA, pridobljene iz izdelka. V primeru izdelka probioti¢ni Pinjenec smo vrsti

? Imena bakterij, kakor so navedena na deklaraciji izdelka
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Lactobacillus acidophilus in Bifidobacterium lactis dokazali neposredno iz izdelka, ne pa
na kolonijah.

Rezultati ugotavljanja prisotnosti posameznih vrst probioticnih bakterij z za vrsto
specificno reakcijo PCR na skupni DNA iz probioti¢nih izdelkov in na DNA iz kolonij,

.....

Na sliki 4 so prikazani rezultati ugotavljanja in potrjevanja vrste Lb. casei. V izdelku 1 in 2
smo z metodo PCR potrdili prisotnost deklarirane vrste Lb. casei. V izdelku 5 te vrste
nismo potrdili, kljub temu da je deklarirana, potrdili smo jo iz kolonij na gojis¢u MRS.
Analize smo opravili tudi pri izdelkih, ki niso imeli navedene vrste Lb. casei, da smo se
lahko prepricali o natanc¢nosti deklaracij. V izdelku 3 smo potrdili prisotnost vrste Lb.
casei, ki pa na deklaraciji ni navedena. Izdelek 4 vrste Lb. casei ni imel deklarirane, kar
smo tudi potrdili.

1 2 3 4 5 P N M

Legenda:

I: Lca

2: Actimel®

3: Bio-Fit

4: Ego

5: LeaVita

P: pozitivna kontrola

N: negativna kontrola

M: molekularni oznacevalec (100 bp DNA Ladder)

Slika 4: Rezultati specifi¢ne reakcije PCR za vrsto Lb. casei, na skupni DNA iz probioti¢nega izdelka
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Na sliki 5 so prikazani rezultati ugotavljanja in potrjevanja vrste Lb. acidophilus.
Analizirali smo izdelke, ki imajo deklarirano vrsto Lb. acidophilus in tudi tiste, ki te
bakterije nimajo navedene. V izdelkih 7, 8, 10, 11 in 12 je bila vrsta Lb. acidophilus
deklarirana, kar smo potrdili z metodo PCR. Izdelki 1, 2, 3 in 4 niso imeli deklarirane vrste
Lb. acidophilus, kar smo potrdili. Za kolonije iz izdelkov 5, 6 in 9 smo ugotovili, da te niso
Lb. acidophilus, vendar ima izdelek na deklaraciji navedeno vrsto Lb. acidophilus.

1 23 45 678 9101112 P NM

.....

Legenda:

: BioAktiv LGG: neposredno iz jogurta
. ® .
: Actimel ": neposredno iz jogurta
: Kako si: neposredno iz jogurta
: BioAktiv LGG: kolonije iz gojis¢a LAMVAB
: Bio-Fit: kolonije iz gojis¢a LAMVAB
: Bio-Fit: manjse kolonije iz gojis¢a MRS + cly
: Bio-Fit: vecje kolonije iz gojis¢a MRS + cly
: Lca: neposredno iz jogurta
: LcaVita: kolonije iz gojis¢a LAMVAB
10: Bifidus: neposredno iz jogurta
11: LcaVita: neposredno iz jogurta
12: AB kultura: neposredno iz jogurta
P: pozitivna kontrola
N: negativna kontrola
M: molekularni oznacevalec (100 bp DNA Ladder)

O 001N WU D WN —
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Na sliki 6 so prikazani rezultati ugotavljanja in potrjevanja prisotnosti rodu
Bifidobacterium. V izdelkih 1, 3, 4, 6, 9, 10 in 11 smo potrdili prisotnost deklariranega
in manjSe). Potrdili smo, da kolonije iz teh izdelkov ne pripadajo rodu Bifidobacterium,
ampak smo jih potrdili kot vrsto Lb. casei. V izdelku 12 in 13 rod Bifidobacterium ni bil
deklariran, kar smo tudi potrdili. 1z kolonij iz izdelka 7 pa rodu Bifidobacterium nismo
dokazali, ¢eprav je deklariran.

1 2345678 9 10111213 PN M

Legenda:

1: Lca: vecje kolonije iz MRS + NPNL

2: Lca: manjse kolonije iz MRS + NPNL

3: Ego: kolonije iz MRS - IM

4: Kako si: kolonije iz MRS - IM

5: LeaVita: vecje kolonije iz MRS - IM

6: LcaVita: manjse kolonije iz MRS - IM

7: Bio-Fit: kolonije iz MRS - IM

8: LcaVita: manjse kolonije iz MRS + NPNL
9: Pronutri: kolonije iz MRS - IM

10: AB kultura: kolonije iz MRS - IM

11: Bifidus: kolonije iz MRS - IM

12: BioAktiv: neposredno iz jogurta

13: Actimel™: neposredno iz jogurta

P: pozitivna kontrola

N: negativna kontrola

M: molekularni oznacevalec (100 bo DNA Ladder)

Na sliki 7 so prikazani rezultati ugotavljanja in potrjevanja prisotnosti vrste Lb. rhamnosus.
V izdelku 1 smo ugotovili prisotnost bakterije vrste Lb. rhamnosus iz gojis¢a MRS + cly,
Ceprav ta vrsta ni bila deklarirana. V izdelku 7 smo potrdili deklarirano vrsto Lb.
rhamnosus 1z kolonij na gojiScu, ne pa neposredno iz vzorca jogurta - izdelek 6. Izdelek
Bio-Fit vrste Lb. rhamnosus ni imel navedene na deklaraciji, a smo jo kljub temu ugotovili
na mesSanici kolonij na gojis€u, ne pa iz izdelka. Analizirali smo tudi tiste izdelke, ki niso
imeli deklarirane vrste Lb. rhamnosus. V izdelkih 2, 3, 4, 5 in 6 ta vrsta ni bila deklarirana,
kar smo z metodo PCR potrdili.
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1: Bio-Fit: manjse kolnije iz MRS + cly

2: Bio-Fit: vecje kolonije iz MRS + cly

3: Bio-Fit: neposredno iz jogurta

4: Lca: kolonije iz LAMVAB

5: Bifidus: kolonije iz LAMVAB

6: BioAktiv: neposredno iz jogurta

7: BioAktiv: kolonije iz LAMVAB

: pozitivna kontrola

N: negativna kontrola

M: molekularni oznacevalec (100 bp DNA Ladder)

=

Na slikah od 8 do 11 je prikazano Stevilo probioti¢nih bakterij v svezem izdelku in izdelku
ob koncu roka uporabnosti. UpoStevali smo samo tisto Stevilo kolonij, za katere smo z
reakcijo PCR potrdili specifi¢ne vrste.

9

8
=77
£
26
o0
g5 O Svez izdelek
n
S 3 | OOb koncu roka
” uporabnosti
N 2 B B

1 .

0 _

Lca LcaVita Actimel Bio-Fit

Slika 8: Stevilo bakterij vrste Lb. casei v svezem izdelku in ob koncu roka uporabnosti

Iz slike 8 je razvidno, da so bakterije vrste Lb. casei zelo dobro prezivele vse do konca
roka uporabnosti. Med vsemi probioticnimi bakterijami smo ugotovili, da je vrsta Lb. casei
najmanj obcutljiva na skladis¢enje izdelka vse do konca roka uporabnosti.
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St. Lb. acidophilus (log KE/ml)

O Svez izdelek

O Ob koncu roka
uporabnosti

Slika 9: Stevilo bakterij vrste Lb. acidophilus v svezem izdelku in ob koncu roka uporabnosti

Prezivetje bakterij vrste Lb. acidophilus je bilo razlicno v razlicnih izdelkih. V dveh
izdelkih se je med skladiS¢enjem do konca roka uporabnosti izraziteje zmanjSalo Stevilo

probioti¢nih bakterij (Slika 9).

21?1]?1_ 2

St. rodu Bifidobacterium log (ke/ml)
-

O Svez izdelek

O Ob koncu roka
uporabnosti

20
o & > &> \'&. . {g‘) ,“b &
Q‘ V) $\$ QP

Slika 10: Stevilo bakterij rodu Bifidobacterium v svezem izdelku in ob koncu roka uporabnosti

Med hranjenjem do konca roka uporabnosti je bilo prezivetje bifidobakterij razli¢no v
razlicnih izdelkih. V Stirih izdelkih se je Stevilo bifidobakterij med skladis¢enjem

zmanjSalo za 0,5 do vec kot 1 log enote (Slika 10).
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O Svez izdelek
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0O Ob koncu roka
uporabnosti

Lb. rhamnosus (log ke/ml)
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I

BioAktiv Bio-Fit

Slika 11: Stevilo bakterij vrste Lb. rhamnosus v svezem izdelku in ob koncu roka uporabnosti

Bakterije vrste Lb. rhamnosus so skladiS¢enje zelo dobro prezivele vse do konca roka
uporabnosti (Slika 11), saj se njihovo Stevilo skoraj ni spremenilo.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Deklaracije izdelkov

Zakon o hrani v EU (in ZDA) opisuje, da morajo biti vse sestavine na izdelku pravilno
navedene. Po mnenju Harteminka (2006) za ve€ino probioti¢nih izdelkov to ne velja. O
funkcionalni hrani ne moremo govoriti, ¢e je deklaracija napacna oz. pomanjkljiva, saj sta
v tem primeru vprasljivi tako varnost kot u¢inkovitost (Salminen in sod., 1998).

Delovna skupina, ki deluje v sklopu organizacije FAO, je leta 2002 izdala smernice za
ovrednotenje probiotikov v hrani (Anonymous, 2002). Na deklaraciji naj bi bile navedene
naslednje informacije:

e oznaka rodu, vrste in seva; oznaka seva naj ne bi zavajala potrosnika o
funkcionalnosti tega mikroorganizma,

e minimalna koncentracija posameznega bakterijskega seva ob koncu roka
uporabnosti,

e priporo¢ena doza probiotikov, ki Se zagotavlja u¢inkovitost,

e trditve o u¢inku na zdravje,

e pogoje skladiscenja ter

e ime proizvajalca in naslov za informacije potrosnika.

Bakterijske vrste morajo biti v celoti napisane lezeCe (npr. Lactobacillus acidophilus) z
oznako vrste (Reid, 2006).

Hamilton - Miller in sod. (2003) pa navajajo, da bi morala deklaracija vsebovati naslednje
informacije:

e zaznamek, ali so prisotne zZive bakterije,

e natancen opis bakterij,

o velikost populacije posamezne bakterije, zapisane v enotah, razumljivih porabniku
in strokovno pravilnih ter

e minimalno koli¢ino bakterij za obdobje, ko je izdelek na trziscu, torej do konca
roka uporabnosti, in ne samo podatka o Stevilu bakterij v svezem izdelku.

Ce izdelek ni pravilno deklariran, potem varnost in funkcionalnost izdelka nista
zagotovljeni. Kljub temu, da se vecina proizvajalcev zanasa na status GRAS (Generally
recognised as safe) za laktobacile in bifidobakterije, premalo pozornosti posvecajo
oznacevanju oz. ustreznemu opisu probioti¢énih mlecnokislinskih bakterij, preverjanju
rezistence proti antibiotikom ter ugotavljanju drugih lastnosti, ki so pomembne za varnost
(Temmerman in sod., 2003).
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Izdelki Lca, Kako si in LcaVita imajo deklariran samo rod Bifidobacterium, ne pa vrste. Za
ostale probiotike v teh treh izdelkih je bila vrsta deklarirana, nismo pa zasledili podatkov o
sevu.

Izdelek Bio-Fit ima napacno oz. zastarelo ime probiotika, ki se ne uporablja vec; to je Lb.
bifidus (pravilno Bifidobacterium bifidum). Temmerman in sod. (2003), ki so pregledali 25
probioti¢nih mlecnih izdelkov, so navedeno ime nasli na deklaracijah dveh izdelkov.

V enem od Stirih probioti¢nih mle¢nih izdelkov, ki so jih analizirali Coeuret in sod. (2004),
je deklaracija vsebovala napacno oz. zastarelo ime bakterije Lb. rhamnosus, namre¢ Lb.
casei ssp. rhamnosus.

V nasi raziskavi je samo izdelek Actimel® poleg rodu in vrste vseboval informacijo o sevu,
to je Lb. casei IMUNITASS, vendar oznaka te vrste (IMUNITASS) ni zazelena, saj to ni
pravo ime seva.

Podatkov o Stevilu bakterij (ke/ml) nismo nasli na nobenem od enajstih analiziranih
izdelkov.

5.1.2 Kvantitativno ugotavljanje Stevila deklariranih probioti¢nih bakterij

Probiotiki so zivi mikroorganizmi, ki dokazano pozitivno ucinkujejo na zdravje, ¢e jih
zauzijemo v zadostni koli¢ini. Mnenja o tem, kolik$na naj bi bila zadostna koli¢ina zauzitih
probiotikov, so razlicna. Za terapevtski ucinek naj bi bilo minimalno S$tevilo zauzitih
probiotikov 107 ke/ml (Shortt, 1999). Izbrali smo enajst probioti¢nih mle¢nih izdelkov,
kupljenih v bolje zalozenih slovenskih trgovinah. Ugotovili smo, da je bilo v nasi raziskavi
pet izdelkov od enajstih tak$nih, ki vsebujejo veé kot 107 ke/ml glede na skupno stevilo
probiotikov ob dnevu nakupa in ob koncu roka uporabnosti.

Nasi rezultati so pokazali, da je gojis¢e MRS + cly zelo primerno in dovolj selektivno za
Stetje bakterij Lb. acidophilus. Ta vrsta je bila deklarirana v sedmih izdelkih. Njeno
prisotnost in Stevilo smo ugotovili na gojis¢u MRS + cly ter potrdili z metodo PCR na
cly za Lb. acidophilus rasle tudi netipi¢ne majhne kolonije. Razlika je bila zelo ocitna, zato
smo lahko obe vrsti kolonij loCeno Steli in pregledali. S PCR smo ugotovili, da so to
bakterije vrste Lb. rhamnosus, ki pa na deklaraciji izdelka Bio-Fit ni bila navedena. Ob
dnevu nakupa izdelkov se je $tevilo Lb. acidophilus gibalo od 1,2 - 10° do 2,9 - 107 ke/ml
ter ob koncu roka uporabnosti od 3,3 - 10° do 3,1 - 107 ke/ml. Med vsemi probioti¢nimi
bakterijami je bila prav ta vrsta najbolj obcutljiva za skladiScenje izdelkov.

Gojis¢e MRS je bilo ob inkubaciji pri 31 °C selektivno za Stetje bakterij Lb. casei, saj pri
tej temperaturi druge bakterije iz izdelkov niso zrasle. Deklariran je bil v treh izdelkih, kar
smo z metodo PCR potrdili. Stevilo na dan nakupa je bilo od 2,1 - 10" do 2,9 - 10® ter
zadnji dan roka uporabnosti od 1,5 - 10" do 3,6 - 10® ke/ml. Stevilo se do konca roka
uporabnosti ni zmanjsalo.
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V izdelku Bio-Fit Lb. casei ni bil deklariran, vendar smo ga iz kolonij na gojiScu
LAMVAB za laktobacile potrdili. Bakterije vrste Lb. casei smo potrdili tudi z izolacijo
DNA neposredno iz izdelka s PCR specifi¢no za vrsto. Na podlagi tega lahko zakljucimo,
da proizvajalec z nepopolno deklaracijo zavaja potrosnike.

Bakterija vrste Lb. rhamnosus je bila deklarirana samo v izdelku BioAktiv LGG. 1z kolonij
na gojiséu LAMVAB smo z metodo PCR potrdili prisotnost te bakterije. Stevilo bakterij
(ke/ml) na dan nakupa izdelka je bilo 2,4 - 107 in na dan roka uporabnosti 2,1 - 107 ke/ml,
kar kaze na to, da se v izdelku BioAktiv LGG Stevilo probioticnih bakterij skoraj ni
spremenilo.

Rod Bifidobacterium je bil deklariran v treh izdelkih, vrsta Bifidobacterium pa v S$tirih
izdelkih. Prisotnost Bif. lactis smo z metodo PCR na kolonijah iz gojiS¢ potrdili v Stirih
izdelkih, prav tako tudi rod Bifidobacterium v $tirih izdelkih. Selektivnost gojis¢ MRS -
IM in MRS + NPNL je bila primerljiva in zadovoljiva za vecino izdelkov, razen za dva,
kjer smo s PCR metodo dokazali, da so zrasle tudi kolonije Lb. casei. Poleg tega smo
opazili, da je na gojis¢u MRS + NPNL zraslo manj kolonij kot na gojis¢u MRS - IM.
Predvidevamo, da v gojis¢u MRS + NPNL prisotni antibiotiki delno zavirajo tudi rast
bifidobakterij. Stevilo ke/ml je bilo na dan nakupa izdelka od 3,8 - 10* do 2,5 - 10 ter na
dan roka uporabnosti od 4,4 - 10* do 2,8 - 10° ke/ml. Stevilo bifidobakterij v izdelku je
ocitno bolj odvisno od zacetne dodane doze in prezivetja bifidobakterij med tehnoloSkim
postopkom kot pa od prezivetja med skladis¢enjem.

Talwalkar in Kailasapathy (2004) sta ugotavljala vsebnost deklariranih probiotikov v
devetih probioti¢nih mle¢nih izdelkih, kupljenih v Avstraliji. Na gojis¢u MRS + NPNL sta
prav tako opazila dve vrsti kolonij in predvidevala, da so vecje kolonije Lb. casei, vendar
tega nista dokazala. Omenjena avtorja sta v avstralskih probioti¢nih mle¢nih izdelkih v
&asu nakupa izdelkov ugotovila od 2,6 - 10° do 8,7 - 10° kolonij v gramu na gojis¢u MRS +
NPNL. V avstralskih izdelkih so ugotovili manjSe Stevilo bifidobakterij v primerjavi z
nasim izdelki.

Bakterije vrste Lb. acidophilus so rasle na gojis¢u MRS + NPNL in MRS - IM, bakterije
rodu Bifidobacterium pa niso rasle na gojis¢u MRS + cly. Podobno so ugotovili Van de
Casteele in sod. (2005). Na gojis¢u MRS + NPNL in MRS - LP (MRS z dodatkom
cisteina, LiCl, in natrijevega propionata) bakterije vrste Lb. acidophilus niso rasle, na
£0jis¢u MRS + cly pa nobena vrsta bifidobakterij ni tvorila kolonij.

Stevilo bakterij v liofiliziranih izdelkih je niZje v primerjavi s probioti¢nimi mle¢nimi
izdelki (Lin in sod., 2006; Temmerman in sod., 2003). Temmerman in sod. (2003) menijo,
da je Stevilo nizje zato, ker morajo probioti¢ne bakterije v liofiliziranih izdelkih preziveti
dehidracijo. Navajajo pa tudi, da obstaja moznost, da so bili ti izdelki sterilizirani zaradi
varnosti ali zaradi blizanja konca roka uporabnosti. Vendar avtorji navajajo, da so
raziskave opravili pred rokom uporabnosti izdelka.

Bogovi¢ Matijasi¢ in Rogelj (2006) sta porocali o raziskavi, v kateri so pregledali sedem
pripravkov z liofiliziranimi probiotiki, ki so na voljo v specializiranih trgovinah v
Sloveniji. Probioti¢ni dodatki so bili v obliki tablet, kapsul, pilul in praskov. Velika
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nenatancnost je bila opazena pri deklariranju mikroorganizmov. Vecina izdelkov ni
vsebovala deklariranih mikroorganizmov, Stevilo bakterij je bilo precej nizko, poleg tega
pa so bila na nekaterih izdelkih navedena napa¢na imena bakterij.

5.1.3 Kvalitativno ugotavljanje prisotnosti DNA deklariranih bakterij z metodo PCR
na skupni DNA, izolirani iz izdelka

Z reakcijo PCR smo Zeleli potrditi prisotnost bakterij neposredno iz izdelkov. Najprej smo
morali ugotoviti, ali je bila izolacija DNA neposredno iz vzorca izdelka uspeSna. Z
univerzalnimi bakterijskimi oligonukleotidnimi zacetniki (27f in 100r) smo potrdili
prisotnost bakterijske DNA z reakcijo PCR. S tem smo potrdili uspesnost izolacije DNA
neposredno iz izdelkov.

Bakterije vrste Lb. acidophilus smo potrdili v osmih izdelkih, in sicer, v enem izdelku z
navedenim komercialnim imenom kulture in v sedmih, kjer je bil deklariran.
Bifidobakterije smo potrdili v vseh osmih izdelkih, kjer so bile deklarirane in v enem z
navedenim komercialnim imenom kulture. Vrsto bifidobakterij pa smo uspeli potrditi le v
Stirih izdelkih in sicer v treh izdelkih Bif. lactis ter v enem Bif. bifidum. Bakterija vrste Lb.
casei je bila deklarirana v treh izdelkih, potrdili smo jo v dveh. V izdelku Bio-Fit smo
potrdili prisotnost Lb. casei, Ceprav ni deklariran na izdelku. Vrsta Lb. rhamnosus je bila
deklarirana v enem izdelku, ki pa ga z metodo PCR na DNA, izolirani iz probioticnega
izdelka, nismo potrdili.

Za identifikacijo probioti¢nih bakterij se vse vec uporabljajo razlicne sodobne molekularne
metode. Temmerman in sod. (2003) so naredili raziskavo, ki je zajela kar 55 evropskih
probioti¢nih izdelkov, od tega 25 probioticnih mlecnih izdelkov ter 30 izdelkov z
liofiliziranimi bakterijami. Za identifikacijo bakterij so uporabili gojitvene tehnike na
(Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis), pri ¢emer so dobljene
vzorce proteinov primerjali s tistimi za referencne seve razli¢nih vrst, shranjene v
racunalniski bazi. Najveckrat deklarirana vrsta v probioti¢nih mle¢nih izdelkih je bila Lb.
acidophilus in tudi najveckrat potrjena. Od skupno 55 probioti¢nih izdelkov je samo Sest
izdelkov vsebovalo natanko tiste probioti¢ne bakterije, ki so bile navedene. V 19 primerih
so izolirali povsem druge bakterijske vrste od tistih, navedenih na deklaraciji. Temmerman
in sod. (2003) so prisli do rezultata, da so vrsto Lb. acidophilus veliko pogosteje izolirali iz
probioticnih mle¢nih izdelkov kot iz liofiliziranih. Predvidevajo, da zaradi:
e DboljSega prezivetja te vrste v mle¢nih izdelkih kot v liofiliziranih,
e temperature okolja, pri kateri so razli¢ni izdelki vzdrzevani,
e roka uporabnosti; za probioticne mle¢ne izdelke povprec¢no 30 dni, za liofilizirane
izdelke pa 24 mesecev in
e zaradi razlik med posameznimi sevi v sposobnosti prezivetja v stacionarni fazi pri
doloceni temperaturi.

Coeuret in sod. (2004) so pregledali deset komercialnih probioti¢nih izdelkov, ki jih lahko
kupimo v Evropi, med njimi dva izdelka z liofiliziranimi bakterijami, Sest fermentiranih
mlecnih izdelkov, en sir in eno prehransko dopolnilo. Izdelke so nacepili na trda gojisca in
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1z kolonij izolirali DNA. Uporabili so metodo veriznega pomnozevanja DNA s polimerazo
(PCR) in gelsko elektroforezo v pulzirajoéem polju (PFGE - pulsed field gel
electrophoresis), ki se je pokazala kot uspesna metoda za razlikovanje probioti¢nih bakterij
v mle¢nih izdelkih. Od Sestih analiziranih probioti¢nih mle¢nih izdelkov so imeli trije
deklarirano Stevilo bakterij v gramu izdelka. V dveh izdelkih z liofiliziranimi bakterijami
niso potrdili vseh deklariranih mikroorganizmov, prav tako tudi v siru in v prehranskem
dopolnilu. V prehranskem dopolnilu je bilo Stevilo laktobacilov pod mejo detekcije. Pet
izdelkov je bilo napacno deklariranih glede na Stevilo ke/g in trije glede na vrsto
laktobacilov.

Gueimonde in sod. (2004) so analizirali Stirinajst probioticnih mlec¢nih izdelkov, kupljenih
v trgovinah v Spaniji. Uporabili so metodo identifikacije izolatov z ugotavljanjem
sekvence dela 16S rDNA, razloCevanje sevov pa s pomocjo elektroforeze v utripajocem
polju (PFGE). Analize so opravili 2—4 dni po proizvodnji ter v 5-dnevnih intervalih do
konca roka uporabnosti. Stevilo laktobacilov v izdelkih je bilo ob koncu roka uporabnosti
S¢ vedno nad 10° ke/ml, medtem ko je bilo Stevilo bifidobakterij ob koncu roka
uporabnosti nekoliko manjSe. Potrjeni so bili vsi deklarirani mikroorganizmi, v dveh
izdelkih pa so ugotovili tudi vrste mikroorganizmov, ki niso bili deklarirani. Na izdelkih,
kjer je bil deklariran rod Bifidobacterium, so z analizo zaporedja nukleotidov dela 16S
rDNA identificirali kot Bif. animalis/Bif. lactis.

Theunissen in sod. (2005) so pregledali dvajset komercialnih probioti¢nih izdelkov, ki so
uveljavljeni v Juzni Afriki, med njimi enajst probioti¢nih mle¢nih izdelkov, osem izdelkov
z liofiliziranimi bakterijami ter eno mle¢no formulo za otroke. Uporabili so metodo PCR-
DGGE. Stirje probiotiéni mleéni izdelki od enajstih so imeli deklarirano $tevilo ke/g.
Prisotnost deklariranih mikroorganizmov so potrdili v 55 % probioti¢nih mle¢nih izdelkih,
Ceprav noben izdelek ni imel popolne deklaracije, torej poleg rodu Se vrsto
mikroorganizma, ter 33,3 % v liofiliziranih izdelkih. Na deklaracijah probioti¢énih mle¢nih
izdelkov je bil naveden samo rod Bifidobacterium, ne pa vrsta. Bakterija vrste Bif. bifidum
je bila najveckrat potrjena vrsta rodu Bifidobacterium. Odkrili so tudi nekaj nepravilnosti
glede poimenovanja mikroorganizmov, kar po juznoafriskih zdravstvenih in zivilskih
predpisih (Regulations ... , 2002) ni dovoljeno, ker potem pozitivni u¢inek probiotikov ni
zajamCen. Avtorji so menili, da proizvajalci liofiliziranih izdelkov niso obvesceni o
predpisih o probiotikih ali preprosto ne ostajajo zvesti tem zahtevam. Strogo nadzorovanje
izpolnjevanje predpisov in dolocCitev kazni bi morda prepricala proizvajalce, da izboljSajo
kvaliteto proizvodov. IzboljSanje vsebine deklaracij pa po mnenju omenjenih avtorjev ne bi
smelo predstavljati prevelike tezave.

Fasoli in sod. (2003) so uporabili metodo veriznega pomnozevanja DNA s polimerazo
(PCR) in DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) za analizo Stirinajstih
komercialnih probioti¢nih izdelkov, ki so jih ponujale italijanske trgovine. Pregledali so
sedem probioti¢nih mle¢nih izdelkov in sedem probioti¢nih liofiliziranih izdelkov. V vseh
sedmih probioticnih mlecnih izdelkih so z metodo PCR-DGGE potrdili prisotnost Bif.
lactis. Niso pa potrdili Lb. casei in Lb. acidophilus v dveh izdelkih, kar pripisujejo Stevilu
kolonijskih enot, ki je bila pod mejo detekcije (10° ke/ml). Na precej$nja odstopanja so
prisli pri liofiliziranih izdelkih, kjer so ugotovili nepravilno poimenovanje nekaterih
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predstavnikov rodov Bifidobacterium in Bacillus ter prisotnost organizmov, ki niso bili
navedeni. S to raziskavo so potrdili uporabnost metode DGGE.

5.1.4 Stanje analiziranih probioticnih mle¢nih izdelkov na slovenskem trgu od
oktobra do decembra 2005

V preglednici 21 je podan pregled rezultatov identifikacije bakterij iz probioti¢nih mle¢nih
izdelkov.

Preglednica 21: Rezultati identifikacij bakterij iz probioti¢nih mle¢nih izdelkov

Opis Mlecni izdelki % izdelkov
Stevilo izdelkov: 11 100

e ki so vsebovali vse deklarirane vrste / rodove 6 54,5

e ki so vsebovali druge vrste od deklariranih 1 9,1

e ki so imeli §t. bakterij deklarirano 0 0

e ki so imeli deklarirano vrsto Lb. acidophilus 7 63,6

e  pri katerih smo potrdili vrsto Lb. acidophilus 8 72,7

e ki imajo ob nakupu izdelka nad 10’ ke/g 5 45,5

V nasi raziskavi je Sest izdelkov vsebovalo tiste probioticne bakterije, ki so bile
deklarirane. En izdelek je imel deklarirano napa¢no ime bakterije. Vrsta Lb. acidophilus je
bila najbolj pogosto deklarirana in tudi najbolj pogosto potrjena.

V preglednici 22 so predstavljeni skupni rezultati ugotavljanja Stevila probioticnih bakterij
v svezem izdelku in ob koncu roka uporabnosti ter rezultati prisotnosti deklariranih bakterij
v izdelkih, ki smo jih potrdili z metodo PCR.
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Preglednica 22: Prisotnost in Stevilo deklariranih bakterij v enajstih probioti¢nih izdelkih, vzoréenih ob

zacetku in koncu roka uporabnosti

.. ke/ml* v | ke/ml* ob | PCR (vrstno specifi¢na) .
Izdelek miﬁ:ﬁ?‘:ﬁ?;mi sveZem | koncu roka na mes$anici kolonij s Bﬁl}s ?;lszl;l;{)l::
g izdelku | uporabnosti selektivnega gojisca
EGO: Lb. acidophilus 12°10° 3,3°10° + . + -
Ljubljanske ) . N6 1ns - rod Bifidobacterium . rod
mlekarne Bifidobacterium 1,710 2,710 +Bif lactis Blﬁdo.bacter.mm
- Bif. lactis
Lb. acidophilus 2,910’ 1,810’ + +
LCA; . . +rod
Mlekarna Bifidobacterium 1,410 2,4 10° " rOdf;Z?OZii;srlum’ Bifidobacterium,
Celeia 7 + Bif. lactis
Lb. casei 1,7-10" | 2,2-10’ + +
KAKO SI; . . + rod
Ljubljanske | Howaru™ Bifido | 4,7-10° | 1,8-10° OB EYSATSETID | pen et
+ Bif. lactis . ;
mlekarne - Bif. lactis
BIFIDUS: Lb. acidophilus 1,410’ 2,5°107 + . + _
Mlekarna ifi i ro
Vi Bif. bifidum 13-107 | 83-10° *rod Bifidobacterium | pg 1o ctorium
ipava - Bif. bifidum P
: + Bif. bifidum
PRONUTRI: Lb. acidophilus 8,7 - 10° 7,9 - 10° + _ + ;
P k . . 1o
orse B B 44100 | 28100 | Frod g?db‘%ﬁ”um Bl
) - Bif. bifidum
Lb. acidophilus 2,710’ 3,110’ + +
LCAVITA; d Bifidobacteri +rod
Mlekarna Bifidobacterium 1,110 / " 1o n lBll folacéii:rlum Bifidobacterium
Celeia 7 + Bif. lactis
Lb. casei 1,1 - 10’ 1,0 - 10’ + -
AB Lb. acidophilus 3,0 - 10° 48-10° + +
KULTURA,
limeta in + rod Bifidobacteri + rod
aloevera; Bif. longum 38-10° | 9,8-10* 1o B’; IO actertuit, - pifidobacterium,
Dukat, - By fongum - Bif longum
Hrvaska
BIOAKTIV
LGG, Ném, Lb. rhamnosus 24-10" | 2,1-10 + -
Avstrija
ACTIMEL®; Lb. casei 3 8
Danor.1.e, IMUNITASS 29-10 3,610 + +
Avstrija
BIO-FIT, Lb. acidophilus 3,3 10° + +
hruska in - rod Bifidobacterium *rod
jabolko; Spar Lb. bifidus / _ Bif bifidum Bifidobacterium,
Naturpur, ' - Bif. bifidum
Kartnermilch, / 32-10° | 1,1-10° + Lb. casei + Lb. casei
Avstrija / 3,6 - 10° + Lb. rhamnosus /
PINJENEC, 7,0 - 10° 47-10° / + Lb. acidophilus
Piﬁﬁ?:ﬁe Kulture nu-trish™ + Bif. lactis,
. 106 . 106
mlekarme 1,7 - 10 1,6 - 10 / +rod

Bifidobacterium
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Legenda:

+: pozitivni rezultat s PCR specifi¢no za vrsto

-: negativni rezultat s PCR specifi¢no za vrsto

/: ni podatka

*: pri Stetju na plo$cah smo upostevali samo kolonije s tipi¢nim izgledom, za katere smo s PCR potrdili, da
pripadajo navedenemu rodu oziroma vrsti
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5.2 SKLEPI

e V1 ml svezih izdelkov smo ugotovili od 10° do 10° probioti¢nih bakterij, ob koncu
roka uporabnosti pa od 10° do 10° ke/ml.

e Na nobenem izdelku ni bilo deklariranega Stevila mikroorganizmov.

e Na enem od enajstih izdelkov je bilo deklarirano napacno oz. zastarelo ime
mikroorganizma.

e Na treh probioti¢nih izdelkih od enajstih je bil deklariran samo rod bakterij. Na
dveh izdelkih je bilo navedeno komercialno ime kulture brez pravega imena
mikroorganizmov.

e Na petih izdelkih, kjer je bil deklariran rod Bifidobacterium ali komercialno ime
kulture, smo potrdili prisotnost vrste Bifidobacterium lactis.

e Izolacija DNA iz kolonij s pomocjo toplotne obdelave in tritona ter izolacija DNA
neposredno iz izdelka s komercialnim setom za izolacijo genomske DNA sta se
izkazali kot uspes$ni metodi, saj smo z metodo PCR, specifi¢no za vrsto in gelsko
elektroforezo, uspesno potrdili deklarirane mikroorganizme.

e Ce na gojis¢u zrastejo kolonije z razli¢no morfologijo, je potrebno z reakcijo PCR
za vsak morfoloski tip ugotoviti, za katere vrste gre. Pri Stetju kolonijskih enot
moramo upostevati morfolosko razli¢nost kolonij.

e Koristno je opraviti analize tako na skupni DNA, pridobljeni iz izdelka, kot tisti, ki
izvira iz posameznih kolonij. Lazno negativni rezultati na skupni DNA neposredno
iz vzorca so lahko posledica nezadovoljivega postopka priprave skupne DNA ali
prisotnosti inhibitorjev reakcije PCR v izdelku. Odsotnost kolonij dolocene vrste, ki
smo jo dokazali s PCR na skupni DNA iz izdelka, je lahko posledica prisotnosti
DNA bakterijskih celic, ki niso sposobne rasti na hranljivem gojiscu.

e (Gojis¢a MRS, MRS + cly in LAMVAB so pri ustreznih temperaturah inkubacije
dovolj selektivna za Stetje vrst Lb. casei, Lb. acidophilus in Lb. rhamnosus v
probioti¢nih izdelkih. Potrditveni testi so vsaj ob¢asno priporo€ljivi.

e Za ugotavljanje Stevila bifidobakterij je primernejSe gojis¢e MRS - IM kot gojisce
MRS + NPNL.
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6 POVZETEK

V obdobju od oktobra do decembra leta 2005 smo v raziskavi probiotikov zajeli enajst
razli¢nih probioticnih mle¢nih izdelkov v obliki napitkov oz. probioti¢nih jogurtov, ki so
na voljo v slovenskih trgovinah. Zeleli smo ugotoviti pravilnost imen deklariranih
mikroorganizmov ter ugotoviti Stevilo Zzivih mikroorganizmov s konvencionalnimi
metodami. Z molekularno metodo PCR na DNA, izolirani iz kolonij, ki so zrasle na

.....

prisotnost dolo¢enih probioti¢nih bakterij.

Bistvenih pomanjkljivosti v poimenovanju nismo ugotovili, niso pa bila vedno navedena
imena vrst probioticnih bakterij, ki so jih izdelki vsebovali. Samo en izdelek od enajstih
analiziranih je vseboval napa¢no oz. zastarelo ime bakterije, dva izdelka pa sta imela
navedeno komercialno ime kulture (brez pravega imena mikroorganizmov). Navedba
podatkov o bakterijskem sevu pa je bolj izjema kot pravilo.

Probiotiki so zivi mikroorganizmi, ki dokazano pozitivno u€inkujejo na zdravje, ¢e jih
zauzijemo v zadostni koli¢ini. Mnenja, kolikSna naj bi bila koli¢ina zauzitih probiotikov, ki
zagotavlja probioti¢no delovanje, so razli¢na. Najbolj razSirjeno mnenje je, da naj bi bilo
minimalno §tevilo zauzitih probiotikov 107 ke/ml. V nasi raziskavi je pet izdelkov od
enajstih vsebovalo ve¢ kot 107 ke/ml vse do konca roka uporabnosti.

Pri mikrobioloskih analizah fermentiranih mle¢nih izdelkov se vsi srecujejo s problemom
nezadostne selektivnosti gojis¢. Stevilo kolonij bifidobakterij na gojis¢u MRS + NPNL je
bilo v povprecju manjSe kot na gojis¢éu MRS - IM. Predvidevamo, da antibiotiki v gojis¢u
MRS + NPNL delno zavirajo tudi rast bifidobakterij. Opazili smo, da so na gojis¢u MRS -
NPNL, namenjenemu za selektivno Stetje bifidobakterij, rasli tudi laktobacili vrste Lb.
casei, vendar je bilo kolonije Lb. casei po morfologiji mogoce razlikovati od
smiselno z reakcijo PCR ugotoviti vrsto za vsak morfoloski tip ter rezultate PCR
upostevati pri Stetju. Selektivnost gojis¢a MRS s klindamicinom (MRS + cly) je bila
zadovoljiva za ugotavljanje Stevila Lb. acidophilus, prav tako pa so med inkubacijo pri 31
°C na gojis¢u MRS zrasli le predstavniki vrste Lb. casei. Prezivetje bifidobakterij in Lb.
acidophilus je bilo razlicno v razlicnih izdelkih, bakterije vrst Lb. casei in Lb. rhamnosus
pa so zelo dobro prezivele do konca roka uporabnosti.

Izolacija DNA iz kolonij na gojiscu s toploto in tritonom ter izolacija DNA neposredno iz
izdelkov z lastnim protokolom, ki je vkljuceval tudi uporabo komercialnega kompleta
reagentov za izolacijo genomske DNA, sta se izkazali za zelo uspes$ni tehniki. Z reakcijo
PCR smo uspeli potrditi prisotnost deklariranih bakterijskih vrst tako na DNA, pridobljeni
neposredno iz izdelkov. Izjemi sta bila Lb. casei v izdelku LcaVita ter Lb. rhamnosus v
izdelku BioAktiv LGG, ki smo ju uspeli dokazati na nivoju kolonij, ne pa v vzorcu skupne
DNA, pridobljene iz izdelka. Nasprotno se je zgodilo v primeru izdelka Pinjenec, ko smo
Lactobacillus acidophilus in Bifidobacterium lactis dokazali na DNA, pridobljeni
neposredno iz izdelka, ne pa na kolonijah. Omenjene pomanjkljivosti so nas vodile k
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zakljucku, da je zelo koristno opraviti analize tako na skupni DNA, kot tisti, ki izvira iz
posameznih kolonij. UpoSstevati je potrebno tudi, da je pozitiven rezultat, dobljen na skupni
DNA neposredno iz vzorca, ne pa na kolonijah, lahko posledica prisotnosti DNA
bakterijskih celic, ki niso ve¢ viabilne, t. j. sposobne zrasti na hranljivem gojiscu. Na drugi
strani izostanek pozitivnega rezultata na skupni DNA iz izdelka, ¢eprav smo dobili
pozitivne rezultate na kolonijah, lahko pomeni nezadovoljiv postopek priprave skupne
DNA ali prisotnost inhibitorjev reakcije PCR v izdelku.

Izbira selektivnih gojisc, postopek izolacije DNA s toploto in tritonom iz kolonij na gojiscu
ter izolacija DNA neposredno iz izdelka so se izkazale za zelo uspesne tehnike, saj smo z
metodo PCR in gelsko elektroforezo potrdili deklarirane mikroorganizme.

Interes potro$nikov po poseganju po probioti¢nih izdelkih je v Evropi in pri nas vse vedji,
zato bo potrebno podrocje probioti¢nih izdelkov zakonsko urediti in zanj sestaviti primerne
pravilnike.
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