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Na slovenskem trgu se je v zadnjih letih Stevilo probioti¢nih prehranskih dopolnil
zelo povecalo. V Casu vzorcenja jih je bilo v slovenskih lekarnah mogoce kupiti
najmanj 38. Mikrobioloske analize probioti¢nih izdelkov velikokrat pokaZejo
neskladje med Stevilom in vrstami dejansko prisotnih probioticnih bakterij v
izdelku ter podatki na deklaraciji. Namen diplomske naloge je bil ugotoviti, ali
analizirani izdelki ustrezajo deklaracijam glede Stevila in vrste probioticnih
bakterij. Za analizo 14 probioti¢nih izdelkov smo se posluzili konvencionalnih
gojitvenih in molekularno-bioloskih metod. Na deklaracijah Stirih izdelkov smo
naleteli na nepravilno poimenovanje bakterij, na dveh je proizvajalec vrsti dodal Se
trzno ime, kar ni zazeleno. Podatke o bakterijskih vrstah so vsebovali vsi izdelki,
podatke o bakterijskih sevih pa le redki. Deklaracije so bile pomanjkljive glede
podatkov o Stevilu mikroorganizmov za vsako bakterijsko vrsto posebej. Na veCini
so bili samo podatki o Stevilu vseh mikroorganizmov skupaj. Le trije od Stirinajstih
analiziranih izdelkov so vsebovali ustrezno skupno Stevilo probioticnih bakterij
glede na deklaracijo. Devet izdelkov je v celoti ustrezalo deklaraciji, kar zadeva
prisotnost navedenih bakterijskih vrst. Pri ostalih petih izdelkih pa nekaterih
bakterijskih vrst nismo potrdili. Pri dveh izdelkih smo zasledili tudi predstavnike
vrst, ki niso bile deklarirane. Prisotnost posameznih bakterijskih vrst smo dokazali
z metodo PCR. Konvencionalne metode pogosto ne omogocajo razlikovanja med
sorodnimi vrstami bakterij zaradi neselektivnosti gojis¢, lahko pa jih uporabimo za
ugotavljanje Stevila probioti¢nih bakterij v povezavi z metodo PCR. Tudi hipoteza,
da na slovenskem trziS¢u obstajajo probioticni izdelki, katerih deklaracije niso
popolne oziroma pravilne, se je izkazala za utemeljeno.
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AB In recent years, the number of probiotic food supplements on the Slovenian market
has increased. At the time of sampling, there were at least 38 such products
available in Slovenian pharmacies. Microbiological analysis of probiotic products
often show a discrepancy between the number and identity of probiotic bacteria
actually present in the product and data on the label. The aim of this study was to
find out whether analyzed products correspond to the labels regarding number and
species of probiotic bacteria. For the analysis of 14 probiotic products, we used
conventional culture-dependent and molecular-biological methods. In the labels of
four products we have encountered the bacterial names which were not appropriate,
on two products the manufacturer has added trading names, which is not desirable.
While information on the bacterial species was indicated for all products, the
information on the bacterial strains was very rare. Labels were insufficient
regarding the number of individual bacterial species. In general only the number of
total microorganisms was given. Only three of fourteen analyzed products
contained an adequate total number of probiotic bacteria with respect to the labeled
ones. Nine out of fourteen products fully corresponded as regards the presence of
labeled bacterial species. In five products some bacterial species were not
confirmed. In two products we identified also some bacteria which were not
labeled. The presence of individual bacterial species was demonstrated by PCR.
Conventional methods often do not allow differentiation between related species of
bacteria because of unsufficient selectivity of the media, however they may be used
for the enumeration of probiotic bacteria in conjunction with PCR. In addition, our
hypothesis that probiotic products with uncomplete or incorrect labelling can be

found on Slovenian market, was confirmed.
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1 UVOD

Na slovenskem trgu je mogoce dobiti vedno vec probioticnih prehranskih dopolnil, ki
imajo znanstveno dokazan pozitiven vpliv na zdravje uporabnika. Kupimo jih lahko v
lekarnah in specializiranih trgovinah. OznaCevanje le-teh je pogosto pomanjkljivo in
neustrezno glede Stevila probioti¢nih bakterij in deklariranih vrst.

Probioticne bakterije so zivi mikroorganizmi (MO), ki imajo, ¢e jih zauzijemo v zadostnem
Stevilu, pozitivne u€inke na zdravje potrosnika (Guarner in Schaafsma, 1998). Najbolj
tipiéni predstavniki probioticnih bakterij so iz rodov Lactobacillus in Bifidobacterium.
Probiotike pa najdemo tudi med predstavniki Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus in
Bacillus. V prehranskih izdelkih so najbolj razSirjeni probiotiki iz skupine
mlecnokislinskih bakterij (MKB) in bifidobakterij, ki delijo z MKB isto ekolosko niso —
fermentirano hrano in prebavni trakt, vendar so taksonomsko precej oddaljene od rodov
MKB. Glavni produkt metabolizma bifidobakterij je ocetna kislina, medtem ko je pri MKB
mlecna kislina. MKB so po Gramu pozitivne (G+), nesporogene, naseljujejo anaerobne
niSe, a so aerotolerantne, acidotolerantne, prehransko zahtevne, katalaza negativne
bakterije, ki energijo pridobijo izklju¢no s fermentacijo, ter v splosSnem veljajo za varne
bakterije. Najbolj razsirjeni sevi, ki jih uporabljajo kot probiotike, pripadajo vrstam MKB s
statusom GRAS (angl. generally recognized as safe). Probiotine bakterije lahko
ucinkujejo na razli¢ne nacine. Doslej so dokazali, da lahko:

e pomagajo pri tezavah s kroni¢nim zaprtjem,

e koristijo pri lajSanju vnetnih ¢revesnih bolezni,

e lajSajo simptome pri sindromu vzdraZenega Crevesja,

e zmanjs$ajo pogostost pojava alergij pri otrocih,
zmanj$ajo pojav vseh vrst diarej,
zmanjsajo nevarnost za nastanek ¢revesnih okuzb,
lajSajo pojav zaprtja in zmanjs$ajo nevarnost za nastanek raka debelega crevesa,
kot kultura v jogurtu izboljSajo prebavo laktoze pri ljudeh, ki ne morejo u€inkovito
absorbirati laktoze,
e izboljsajo kolonizacijsko rezistenco ¢revesne mikrobiote,
e vzdrzujejo ravnotezje crevesne mikrobiote,
e vzpostavljajo ravnotezje mikrobiote ob diareji in terapiji z antibiotiki,
e vzpodbujajo imunski sistem (Perdigon in sod., 1995).

Poglavitni mehanizmi uc¢inkovanja probiotikov so naslednji:
e tekmovanje za hranila,
e zasedanje mest pripenjanja na ¢revesno sluznico,
e zniZevanje vrednosti pH okolja,
e produkcija protimikrobnih snovi,
e redukcija pro-karcinogenih snovi,
e interakcije s celicami crevesne sluznice in imunskega sistema.

Kakovost probiotikov dolocajo splosne mikrobioloske (sposobnost prezivetja v izdelku in
¢loveskem prebavnem traktu), tehnoloSke in funkcionalne lastnosti probioticnih MO, ki so
med seboj povezane in soodvisne (Sanders in Huis in't Veld, 1999). Probiotik naj bi
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zadostil zahtevam, kot so humani izvor ter fenotipska in genotipska stabilnost v pogojih
proizvodnje, skladiS¢enja in po zauzitju le-tega (Holzapfel in sod., 1998; Saarela in sod.,
2000).

Najpogostejsi nacin ugotavljanja Stevila MO v probioticnih izdelkih je Stetje kolonij na
lastnostih  (morfologija, naCin fermentacije glukoze, temperaturno obmocje rasti,
konfiguracija mle¢ne kisline in sposobnost fermentacije razli¢nih ogljikovih hidratov).
Hibridizacijski testi, kot so DNA-DNA ali DNA-RNA, in primerjalne sekvencne analize
genov za 16S rRNA in 23S rRNA so pokazali 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. Tezavna je bila tudi identifikacija probioti¢nih sevov, saj Stevilni sevi
in celo vrste niso razlocljivi na osnovi fenotipskih lastnosti. Vse to je vodilo k uporabi
molekularnih metod identifikacije in tipizacije probiotic¢nih sevov v selekcijskih postopkih
in pri sledenju njihove prisotnosti v funkcionalnem zivilu med proizvodnjo ali
skladiscenjem ali v prebavnem traktu po zauzitju izdelka (Smole Mozina in JerSek, 2001).

Glavna prednost molekularnih metod pred klasi¢nimi mikrobioloskimi tehnikami je ta, da
vse bolj odpravljajo potrebo po kultivaciji MO in zato dajejo realnejSo sliko mikrobne
raznolikosti mikrobnih zdruzb. Med molekularnimi metodami imajo prednost tiste, ki
temeljijo na analizi DNA, ker je ta manj odvisna od okoljskih dejavnikov kot ostale
sestavine mikrobnih celic. 1z mikrobnih celic lahko osamimo celotno DNA ali pa le
posamezne dele genoma (npr. plazmidno DNA ali kromosomsko DNA) (Smole Mozina in
Jersek, 2001).

Veliko obcutljivost pri odkrivanju prisotnosti MO v kompleksnih okoljih dosezemo z
uporabo PCR (angl. polymerase chain reaction, tj. verizna reakcija s polimerazo), ki
omogoca encimsko pomnozitev kratkega dela matri¢ne (mikrobne) DNA in vitro (Smole
Mozina in Jersek, 2001).

Sekvenciranje je ugotavljanje nukleotidnega zaporedja pomnozkov DNA in tako daje
najpopolnejso informacijo o pomnozkih PCR. Primerjalna sekven¢na analiza genov za 16S
rRNA je ena od temeljev sodobne mikrobne taksonomije, saj taksna analiza omogoca
identifikacijo prisotnih mikrobnih vrst in s tem odkrivanje kompleksnosti mikrobne
zdruzbe Crevesa, vkljucno z morebitnimi ucinki uzivanja probioticnih bakterij (Ricke in
Pillai, 1999; Tannock, 2001).

1.1 CILJI NALOGE

Cilji diplomske naloge so bili:
e ugotavljanje Stevila in potrjevanje prisotnosti navedenih vrst probioti¢nih bakterij v
posameznem prehranskem dopolnilu ter
e ugotavljanje ustreznosti deklaracij analiziranih probioti¢nih prehranskih dopolnil
(skladnost rezultatov Stetja probioticnih bakterij z deklariranim Stevilom; skladnost
rezultatov reakcij PCR z navedenimi vrstami).
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Delovne hipoteze diplomske naloge so bile:

e Na slovenskem trziS¢u obstajajo izdelki (probioti¢na prehranska dopolnila), katerih
deklaracije niso popolne oz. pravilne (rezultati Stetja nizji od deklariranih Stevil,
odsotnost navedenih bakterijskih vrst ali prisotnost nedeklariranih vrst).

e Na slovenskem trziS¢u obstajajo izdelki, pri katerih bo ugotovljeno Stevilo
vsebovanih kultivabilnih probioti¢nih bakterij niZje od navedenega.

e Prisotnost kultivabilnih bakterij navedenih vrst probioticnih bakterij je mogoce
ugotoviti z uporabo reakcije PCR z izbranimi vrstno-specificnimi zacetnimi
oligonukleotidi, pri ¢emer v reakciji uporabimo DNA iz konzorcijev zraslih kolonij.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 DEFINICIJE PROBIOTIKOV

Zacetki probiotikov segajo Ze dale¢ v zgodovino, v cas, ko so ljudje zaceli uZzivati
fermentirano mleko, saj so mu Ze takrat pripisovali zdravju koristne ucinke. Nova
spoznanja, da so z ugodnimi ucinki na zdravje povezane bakterije, pa segajo v zacetek
dvajsetega stoletja. Take bakterije dandanes imenujejo probiotiki (Rogelj in Bogovi¢
Matijasic¢, 2004).

Beseda probiotik izhaja iz gr$ke besede »pro bios«, ki pomeni »za Zivljenje« (Myers,
2007).

Zacetnik sodobnega koncepta probiotikov je Ellie Metenikoff, ki je MKB pripisal
pomembno vlogo pri vzdrZzevanju zdravja, saj naj bi zavirale gnilobni tip fermentacij v
¢revesju (Shortt, 1999).

Tissier je leta 1906 govoril o ugodnih klini¢nih u¢inkih moduliranja mikrobiote pri otrocih
s Crevesnimi infekcijami in trdil, da lahko bifidobakterije »izrinejo« patogene bakterije
(Rogelj in Perko, 2003).

Izraz probiotik sta prva uporabila Lilly in Stillwell leta 1965 za opis substanc, ki jih
proizvaja en MO in stimulirajo rast drugih MO (Rogelj in Perko, 2003).

Sperti (1971) ter Fujii in Cook (1973) so probiotike oznacili kot spojine, ki spodbujajo rast
MO ali izboljSajo imunski odziv gostitelja.

Tudi Parker (1974) je uporabil izraz probiotiki za opis dodatkov zivalski krmi, ki
pospesujejo rast.

Kasneje je Fuller (1989) postavil osnovno definicijo probiotikov. Po njegovem mnenju so
probiotiki ziv mikrobni dodatek krmi, ki ugodno vpliva na zival gostiteljico z izboljSanjem
njenega mikrobnega ravnotezja.

Definicija probiotikov je bila dolgo vezana le na zivalsko prehrano. Zato sta Havenaar in
Huis in't Veld (1992) predlagala, da se ta definicija razsiri tudi na humano prehrano. Njuna
definicija je temeljila na tem, da je probiotik mono ali meSana kultura zivih MO, ki
koristno ucinkujejo na ¢loveka ali zival z uravnavanjem ¢revesne mikrobiote.

Danes uveljavljena definicija probiotikov, ki sta jo sprejeli tudi organizaciji FAO (angl.
Food and Agriculture Organization) in WHO (angl. World Health Organization), pravi, da
so to zivi MO, ki ob zauZitju v zadostni koli¢ini pozitivno delujejo na zdravje neposredno
ali posredno z okrepitvijo fizioloskih oz. obrambnih mehanizmov (Guarner in Schaafsma,
1998).

Probiotiki vplivajo na fiziologijo gostitelja tako, da okrepijo imunski odgovor in izbolj$ajo
prehransko in mikrobno ravnovesje v prebavilih. Pozitivno delovanje na imunski sistem ni
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omejeno le na Zive celice, ampak tudi celicni kompleksi (mrtve celice ali deli celic) MKB
ali drugih probioticnih MO lahko vplivajo na funkcijo Crevesne sluznice in na imunski
odgovor (Naidu in sod., 1999).

Probioticna prehranska dopolnila lahko s svojimi sestavinami pozitivno u¢inkujejo na eno
ali ve¢ funkcij organizma (Roberfroid, 1996).

2.2 RODOVI BAKTERI, KI JIH NAJPOGOSTEJE UPORABLJAJO KOT
PROBIOTICNE BAKTERIJE

MKB so najpogostejSi predstavniki probioticnih bakterij in so naravno prisotne v
¢lovekovem in zivalskem prebavnem traktu ter na drugih mukoznih povrsinah (Holzapfel
in Schillinger, 2002). MKB so ena izmed industrijsko najbolj pomembnih skupin bakterij,
saj jih uporabljajo v razlicne namene, kot so proizvodnja hrane, za izboljSanje zdravja
(probiotiki), proizvodnjo makromolekul, encimov in metabolitov (Pfeiler in Klaenhammer,
2007). Najve¢ poznanih probioticnih sevov pripada rodovoma Lactobacillus in
Bifidobacterium (preglednica 1), ki sta Ze naravno prisotna v prebavnem traktu in
fermentirani hrani. Bifidobakterije ne spadajo v druzino MKB, z njimi delijo le isti
zivljenjski prostor — prebavni trakt in fermentirano hrano. Ena pomembnejSih razlik med
njimi je, da je glavni proizvod MKB mlec¢na kislina, pri bifidobakterijah pa ocetna kislina.
Vsak sev MKB ali bifidobakterij nima probioti¢nih lastnosti. Da lahko sploh opravijo
svojo pozitivno vlogo v prebavnem traktu, morajo zauzite bakterije najprej preziveti
prehod do Crevesja in ga vsaj zacCasno naseliti, kar pomeni, da morajo uspesno tekmovati za
zivljenjski prostor in hranila, odporne morajo biti na nizke vrednosti pH ter proizvajati
protimikrobne snovi. Izbira probiotika mora temeljiti na natan¢no dolocenih selekcijskih
kriterijih, ki vkljucujejo ugotavljanje varnosti in klini¢nih ucinkov (Klaenhammer in
Kullen, 1999; Saarela in sod., 2000).

Preglednica 1: MO, ki jih uporabljajo kot probiotike (Gardiner in sod., 2002)

Laktobacili Bifidobakterije Enterokoki Ostali
Lb. acidophilus Bif: bifidum Ent. faecium | Sac. boulardii
Lb. plantarum Bif. infantis Ent. faecalis | Lc. lactis subsp. lactis
Lb. casei Bif. adolescentis Lc. lactis subsp. cremoris
Lb. rhamnosus Bif. longum Leuconostoc mesenteroides
Lb. bulgaricus Bif. breve Propionibacterium freudenreichii
Lb. fermentum Bif lactis Pediococcus acidilactici
Lb. johnsonii Str. thermophilus
Lb. gasseri Escherichia coli
Lb. salivarius B. coagulans
Lb. reuteri

Legenda:

subsp....subspecies (podvrsta)

Sev, ki ga zelimo uporabiti v probioticnem zivilu ali prehranskem dopolnilu, mora
preziveti tehnoloski postopek izdelave in v zadostnem Stevilu prispeti do ciljnega mesta v
prebavnem traktu (Gardiner in sod., 1998). Sev mora tudi obdrzati obstojnost med
skladis¢enjem in distribucijo izdelka. Dodatek probioticnega seva ne sme negativno
vplivati na senzoricne lastnosti Zivila. Predvsem je pomembno, da je genetsko stabilen
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(Rogelj in Perko, 2003). Vsak probioti¢ni bakterijski sev je zelo specificen in vsakega od
njih je treba prouciti posebej (Yeung in sod., 2004).

Preglednica 2: Opis rodov bakterij, ki jih najpogosteje uporabljajo kot probiotike (Adami¢ in sod., 2003)
Rodovi bakterij Znadilnosti posameznega rodu

rod Lactobacillus najpomembnejSe MKB in najpomembnejSa skupina industrijsko uporabnih
bakterij v zivilstvu, G+ dolge ali koloidne, negibljive, nesporogene palcke,
energijo pridobivajo s fermentacijo sladkorjev, aerotolerantni anaerobi,
prehransko zahtevni

rod Bifidobacterium anaerobne, negibljive, nesporogene, G+ odebeljene palcke v obliki érk V in Y
(razvejane palcke), njihov glavni produkt je ocetna kislina, najpomembne;jsi
organizmi ¢revesne mikrobiote

rod Enterococcus G+ koki, v parih ali kratkih verizicah, ubikvitarne bakterije, odporne bakterije,
prezivijo mnoge zivilske procese; pozitivne lastnosti enterokokov: v proizvodnji
probioti¢nih izdelkov, lahko proizvajajo protimikrobne snovi, imajo vodilno vlogo
pri fermentaciji nekaterih vrst sirov; negativne lastnosti enterokokov: nekateri
oportunisti¢ni patogeni, povzrocajo lahko crevesna obolenja in bolni$ni¢ne
infekcije, nekateri prenasalci genov za odpornost proti antibiotikom

rod Streptococcus pomembni pri proizvodnji fermentiranih zivil, okrogli, G+, fakultativni do
obvezno anaerobni koki, so v parih, krajsih ali daljsih verizicah
rod Lactococcus okrogle, negibljive, nesporogene MKB, v proizvodnji fermentiranih mlecnih

izdelkov, fermentirajo laktozo v mlecno kislino, tvorijo produkte, pomembne za
aromo fermentiranih izdelkov, nekateri sevi tvorijo bakteriocine (nizin)

rod Bacillus G+, ubikvitarne bakterije, aerobne ali fakultativno anaerobne palcCke, tvorijo
endospore, nekatere acidofilne, druge halotolerantne ali celo halofilne, glede na
temperaturno obmocje rasti so mezofilne, psihrotrofne, termofilne, toplotna
odpornost spor je razlicna, nekateri kvarljivei zivil, nekateri povzrocitelji
alimentarnih toksikoinfekcij, nekatere vrste rodu pomembni industrijski MO (za
pridobivanje encimov, antibiotikov, insekticidov)

Nekateri probioticni izdelki za ljudi vsebujejo tudi spore nekaterih vrst rodu Bacillus. Ti
organizmi niso obiCajni naseljevalci ¢revesja, ampak jih najdemo v zemlji, zraku, vodi,
rastlinah, Cloveskih in zivalskih iztrebkih. Ker nekateri predstavniki tega rodu lahko
proizvajajo enterotoksine, je potrebno seve Bacilllus $e posebej skrbno prouciti, preden
pridejo v uporabo. Velik del spor prezivi prehod skozi zelodec in pride v Crevesje, kjer
lahko ucinkujejo. Posamezni sevi rodu Bacillus naj bi stimulirali imunski odziv, proizvajali
vitamin K2, imeli protitumorno delovanje. Probiotike v obliki spor ponavadi uporabljajo za
preprecevanje Crevesnih obolenj, predvsem drisk, ki so posledica uzivanja antibiotikov.
Sporogeni predstavniki Bacillus proizvajajo tudi bakteriocin koagulin, ki pozitivno
ucinkuje na infekcije senih poti (Huynh in sod., 2005).

Bakterije rodu Bacillus so kot probiotiki v uporabi ze 50 let. Leta 1958 je bil v Italiji
registriran farmacevtski dodatek Enterogermina®, ki je prvi vseboval bakterije tega rodu,
vendar pa vec¢jo pozornost tem bakterijam namenjajo Sele zadnjih petnajst let. Predvsem so
proucevali bakterije vrste B. subtilis, B. clausii, B. cereus, B. coagulans in B. licheniformis.
Spore bakterij rodu Bacillus imajo kar nekaj prednosti pred drugimi MO, ki ne tvorijo spor.
Prva je ta, da spore v proizvodu v posuSeni obliki tudi pri sobni temperaturi dobro
prezivijo. Druga prednost je, da so spore sposobne preziveti nizke vrednosti pH Zelodca
(Cutting, 2011).
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2.3 MIKROBIOTA PREBAVNEGA TRAKTA

Cloveski prebavni trakt poseljuje ogromno $tevilo MO, predvsem anaerobnih. Mikrobiota
prebavnega trakta je sprva (pri dojenckih) relativno enostavna, vendar z odrascanjem
postaja vse kompleksnejsa. Stevilo razliénih bakterij je pri posameznikih lahko zelo
razli¢no, kakor tudi raznolikost in vrstna sestava. Prehrana ima velik pomen, ne samo za
ljudi, temvec tudi za bakterije v naSem Crevesju. Energijo bakterijam predstavljajo
predvsem neprebavljive komponente v hrani, kot so celuloza, hemiceluloza, pektin, inulin
(Blaut in Clavel, 2007).

Kolonizacija Crevesja se zacne takoj po rojstvu. Nacin rojstva (naraven, carski rez) in
prehranjevanje (dojenje ali hranjenje po steklenicki z mlekom v prahu) ter okolje, v
katerem se otrok rodi (razviti svet, drzave v razvoju), vplivajo na potek kolonizacije. Pri
vsakem posamezniku se razvije posebna kombinacija prevladujoCih vrst bakterij, ki je
dokaj stabilna. Precej bakterij, ki jih z mikroskopom lahko najdemo, je nemogoce
kultivirati (40-80 %). Zaradi tega se za proucevanje uporabljajo molekularno-bioloski
pristopi (Guarner in Malagelada, 2003).

V Zelodcu je malo bakterij, vec¢ jih je v tankem ¢revesu, najve¢ pa v debelem, ki vsebuje
kompleksni mikrobiom. Nekatere bakterije so potencialni patogeni, vendar lahko
interakcija med gostiteljem in mikrobi prinasa tudi koristi za zdravje (Guarner in
Malagelada, 2003).

Crevesne bakterije imajo izredno velik kataliti¢ni potencial. Pripisujejo jim pomembno
vlogo v nasem organizmu, saj sodelujejo v Stevilnih procesih zaviranja oz. spodbujanja
dolocenih bolezni (tumorji, nastanek Ca-oksalatnih kamnov, kroni¢na ¢revesna vnetja ...),
vplivajo na na$ imunski sistem, sodelujejo pri popravi poskodovanih celic, aktivaciji oz.
inaktivaciji doloCenih bioaktivnih komponent v hrani (npr. lignin v rastlinah). Aktiviran
lignin oz. spremenjen do oblike, ki se lahko uporabi v nadaljnjih procesih, ima pozitivne
ucinke na diabetes in sréno-zilne bolezni s svojim antiaterogenim efektom, prav tako pa
pomaga pri znizevanju holesterola (Blaut in Clavel, 2007).

Bakterije lahko prehajajo iz ¢revesja skozi sluznico. Nepravilno delovanje sluznicne ovire
v Crevesju ima lahko za posledico prehajanje mnozice zivih MO, ki z limfo pridejo v
notranje organe, npr. jetra ali vranico. Bakterije se lahko razSirijo po vsem telesu in
povzrocijo sepso, Sok, odpoved organov ali smrt. Testi na zivalih so pokazali, da so vzroki
za prehajanje bakterij skozi Crevesno sluznico prehitra rast bakterij v tankem crevesu,
povecana prepustnost ¢revesne sluznice in nepravilnosti v imunski zas¢iti gostitelja. Pri
ljudeh prihaja do povecanega prehajanja bakterij med nekaterimi boleznimi, kot so ciroza
jeter, pankreatitis, crevesna vnetja ali ¢revesno zaprtje (Guarner in Malagelada, 2003).

Nekateri molekularno-genetski mehanizmi za nastanek raka debelega crevesa so znani.
Vse veC je tudi dokazov, da lahko na razvoj sporadi¢nega raka debelega Crevesa vplivajo
dejavniki okolja, npr. prehrana (mascobe in rdecCe meso). Vplive prehrane na kancerogene
procese bi zelo verjetno lahko spremenili s spremembami metabolne aktivnosti in sestavo
Crevesne mikrobiote. Nekateri ¢revesni MO povecujejo Skodo, ki jo DNA v celicah



Sernel T. Ugotavljanje deklariranih bakterij v probioti¢nih prehranskih dopolnilih na slovenskem trgu. 8
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2011

debelega ¢revesa povzrocajo heterocikli¢ni amini, druge crevesne bakterije (laktobacili in
bifidobakterije) pa lahko take sestavine razgradijo (Guarner in Malagelada, 2003).

2.4 OZNACEVANIJE PROBIOTICNIH IZDELKOV

Vo v

Na slovenskem trzis¢u proizvajalci pri vecini probioti¢nih prehranskih dopolnil ne navajajo
funkcionalnih ucinkov in zdravilnih lastnosti, zato se lahko prodajajo v prosti prodaji. Za
patentiranje posameznih aplikacij zdravljenja je potrebno opraviti obsezne Studije, vloziti
veliko denarja, medtem ko moramo za nov prehrambeni izdelek oz. prehransko dopolnilo,
ki jih obravnavajo podobno kot zivila, le zadostiti osnovnim zahtevam za hrano glede
kvalitete, zdravstvene neoporecnosti in trajnosti (Bogovi¢ Matijasic¢, 2001).

Probiotike lahko zauZijemo v obliki fermentiranega ali nefermentiranega zivila, kot
prehranska dopolnila ali zdravila. Pri tem morajo biti izpolnjene doloc¢ene zahteve z vidika
zdravja potrosnikov:

e izdelki morajo biti varni, v primeru, da gre za Zivilo, vsaj toliko kot konvencionalno
zivilo;

e v primeru, da so navedeni ucinki na zdravje, morajo biti ti dokazani v klini¢nih
raziskavah na ljudeh;

e izdelki morajo biti jasno in ustrezno oznaceni, se pravi, da mora deklaracija
vsebovati ustrezne informacije, kot so: zaznamek, ali so prisotne zZive bakterije,
natanCen opis bakterij, velikost populacije posamezne bakterije, minimalno
koli¢ino bakterij, ki Se ima zdravju koristne ucinke, natancno vsebnost bakterij za
obdobje, ko je izdelek na trziscu, torej do konca roka obstojnosti (Hamilton-Miller
in sod., 1999).

2.4.1 Organizacije v Evropi in po svetu, ki se ukvarjajo s Kriteriji oznacevanja
funkcionalne hrane

Na deklaracijah funkcionalnih zivil najdemo tako prehranske kot zdravstvene trditve.
Slednje je potrebno znanstveno utemeljiti in so prepovedane, Ce se nanaSajo na
preprecevanje, zdravljenje ali ozdravljenje bolezni. Decembra 2006 je EU (Evropska
unija) objavila Uredbo 1924/2006 o prehranskih in zdravstevnih trditvah na deklaracijah
funkcionalnih Zivil. SploSen cilj te uredbe je bil uskladiti nacionalna pravila o prehranskih
in zdravstvenih trditvah, pri tem pa zagotoviti prost pretok zivil in visoko raven varstva
potros$nikov. PASSCLAIM EU-projekt je znanstveno utemeljil zdravstvene trditve na
zivilih. Evropska agencija za varnost hrane (EFSA — angl. European Food Safety
Authority) svetuje Evropski komisiji glede zdravstvenih trditev predlozenih v skladu z
Uredbo 1924/2006. Objavila je ze veliko pozitivnih in negativnih mnenj o zdravstvenih
trditvah na funkcionalnih zivilih. Nekatera med njimi so znanstveno dokazana. V EU je
sploSna politika o varnosti hrane dolo¢ena v Beli listini o varnosti hrane (Uredba ..., 2006;
Verhagen in sod., 2010).

V Evropi je organizacija ILSI (angl. International Life Science Institute) izdala dokument
FUFOSE (angl. Functional Food Science in Europe), v katerem je funkcionalna hrana
opisana kot hrana, ki vsebuje dodatke s pozitivnimi u¢inki na razlicne funkcije v telesu. Ta
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organizacija poudarja tudi, da tablet in kapsul ne priStevamo k funkcionalni hrani
(Verhagen in sod., 2010).

V ZDA je agencija FDA (angl. Food and Drug Administration) izdala dolocene izsledke iz
znanstvene literature za zdravstvene trditve, ki jih pripisujejo prehranskim dodatkom
(Feord, 2002). FDA je bila ustanovljena na pobudo ljudi, ki so bili zaskrbljeni glede
varnosti hrane in dopolnil prehrani. Prizadeva si, da je zdravilo varno za namenjeno
uporabo. Kasneje so morale odgovorne osebe za zdravila dokazati, da je zdravilo
ucinkovito, z ustreznimi in dobro kontroliranimi Studijami (Murphy in Roberts, 2006).

Na Japonskem imajo ze od leta 1991 sistem FOSHU (angl. Foods for Specified Health
Use), ki zajema uradno priznane kriterije za funkcionalno hrano, kot so informacije o cilju
delovanja, prehranski vrednosti, priporocljivi dnevni dozi, opozorilo pred prekomernim
uzivanjem (Sanders in Huis in't Veld, 1999). Japonska je ustvarila pojem funkcionalnih
zivil in je edina drZava, ki je zakonsko opredelila funkcionalna Zivila. Pozitiven napredek
programa sistema FOSHU je bil ustvariti koncept funkcionalne hrane, ki bi ga s¢asoma
uporabili tudi v drugih industrializiranih drzavah (Warfel in sod., 2007).

V Veliki Britaniji je organizacija JHCI (angl. Joint Health Claims Initiative) izdala
dokument, ki zadeva tudi probioticne izdelke. Ta dokument poudarja, da morajo biti
zdravstvene trditve, deklarirane na izdelku, potrjene z znanstvenimi raziskavami na zivalih
in ljudeh v klini¢nih in epidemioloskih studijah (Feord, 2002).

V Avstraliji in Novi Zelandiji je prepovedano deklariranje zdravstvenih trditev na
prehranskih dopolnilih. Vladni organizaciji ANZFA (angl. Australia New Zealand Food
Authorithy) in AFC (angl. Australian Food Council) sta pomagali oblikovati Studijo o
zdravstvenih trditvah. Ta $tudija navaja, da noben izdelek ne sme vsebovati zdravstvenih
trditev, dokler ne izpolni dolo¢enih zahtev. Dovoljenje o deklariranju zdravstvenih ucinkov
izdelka lahko izda samo organizacija ANZFA (Sanders in Huis in't Veld, 1999).

2.5 IZBIRA, VARNOST IN LASTNOSTI PROBIOTICNIH SEVOV

Najvec¢ studij s probiotiki je bilo narejenih na rodovih Lactobacillus in Bifidobacterium.
Probiotiki so se najprej pojavili v fermentirani hrani, veliko kasneje pa Se v drugih
probioti¢nih izdelkih (Tuohy in sod., 2003). Probiotike je mogoce trziti kot prehranska
dopolnila ali zdravila. Praviloma je pri slednjih potrebno veliko ¢asa, zapletenih in dragih
raziskav, da potrdimo ucinkovitost probioticnih MO. Tak izdelek mora imeti jasno
opredeljene terapevtske ucinke (Piano in sod., 2006).

Ker so pogosto deklaracije nepravilne oz. pomanjkljive, se vpraSamo, ¢e je uzivanje
probioticnih dodatkov sploh smiselno in ¢e ne predstavljajo karSnegakoli tveganja za
zdravje uporabnikov, ki so prepusceni lastni presoji, kaj je dobro za njih in ali bodo kupili
dolocen probioticni izdelek. Ponavadi ljudje bolj zaupajo izdelkom, ki se jih da kupiti v
lekarni kot pa tistim, ki se jih dobi v specializiranih trgovinah.
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Kriteriji za izbiro probioti¢nih sevov vkljucujejo varnostni, funkcionalni in tehnoloski
vidik. Ne glede na to, kako se uporabljajo (kot prehranska dopolnila ali zdravila), morajo
izpolnjevati selekcijske kriterije (Klaenhammer in Kullen, 1999; Saarela in sod., 2000).

Sev, ki ga uporabljamo kot probiotik za ljudi, mora ustrezati naslednjim zahtevam:
e biti mora natan¢no taksonomsko identificiran,
e Zzeleno je, da je vrstno-specifi¢en, torej humani izolat,
e mora biti nepatogen in netoksicen (Rogelj in Bogovi¢ Matijasic, 2004),
e ne sme povzrocati sistemskih infekcij in prebavnih tezav,
e ne sme izlocati encimov s Skodljivim delovanjem,

e ne sme vsebovati prenosljivih genov za odpornost proti antibiotikom (Ruseler-van
Embden in sod., 1995; Salminen in sod., 1998; Adams, 1999).

Najbolj priljubljeni so sevi, ki pripadajo vrstam MKB s statusom GRAS (Rogelj in
Bogovi¢ Matijasic, 2004).

Probioti¢ni sev mora zadostiti vsaj nekaterim kriterijem funkciolnalnosti, kot so:

e odpornost proti kislini, Zelodénemu soku in zolcu,

e sposobnost vezave na Crevesne epitelne celice in ohranjanje aktivnosti v humanem
prebavnem traktu,

e spodbujanje imunskega odziva,

e ucinkovitost proti patogenim bakterijam (H. pylori, Salmonella sp., Listeria
monocytogenes...),

e antimutageno in antikarcinogeno delovanje (Saarela in sod., 2000).

V primeru, da probioti¢ne seve vklju¢imo v Zivila, morajo zadostiti tudi tehnoloSkim
parametrom industrijske proizvodnje, kot so:

e da ne vplivajo negativno na senzori¢ne lastnosti,

e odpornost proti fagom,

e sposobnost prezivetja med postopki predelave,

e stabilnost v izdelku do konca roka obstojnosti (Mattila-Sandholm in sod., 2002).

Probioti¢ne bakterije, ki jih vkljuCujejo v probioticne izdelke, morajo biti sposobne
tekmovati za hranila in za mesta pripenjanja v prebavilih, morajo pa biti sposobne rasti tudi
v anaerobnih razmerah.

Stevilo probioti¢nih bakterij v izdelku mora biti dovolj visoko, da lahko po zauZitju izdelka
premagajo ovire na poti do Crevesja (kislino v Zelodcu, Zol¢ne soli, bazi¢nost dvanajstnika)
in se tam zadrzati tako dolgo, da lahko izkazejo pricakovano pozitivno delovanje (Fasoli in
sod., 2003).

Raziskave sposobnosti prezivetja probioti¢nih bakterij se odvijajo in vitro ter in vivo. Lick
in sod. (2001) so npr. ugotovili, da so bifidobakterije praviloma bolj ob¢utljive na zelod¢ni
sok kot laktobacili. Kar zadeva obcutljivost na Zol¢ne soli pa obstajajo razlike med sevi
posameznih vrst.
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Zhou in sod. (2005) so v svoji raziskavi dokazali, da so bakterije vrste Lb. rhamnosus, Lb.
acidophilus in Bif. lactis varne za uporabo, saj nobena izmed njih nima plazmida za prenos
rezistence proti antibiotikom.

Informacije o ucinkovitosti in varnosti Stevilnih probiotikov so Se nepopolne. Za
posamezne probioticne seve so uspeli dokazati ucinkovitost pri driski, povezani z
jemanjem antibiotikov. Kar veliko raziskav je potrdilo pozitivne ucinke probiotikov na
imunski odziv, ko gre za reakcije pri cepljenju ali kroni¢nih ¢revesnih vnetnih boleznih,
kot je npr. ulcerativni kolitis. Vendar bo potrebnih $e ve¢ raziskav, da se potrdi ucinke za
vsak sev posebej. Objavljeni so tudi podatki o preprecevanju vnetja nosne sluznice in
astme, a $e niso dovolj dokazani (Ezendam in van Loveren, 2008).

2.6 POMEN PODKREPITVE ZDRAVSTVENEGA UCINKA PROBIOTIKOV

UspeSna in odgovorna uporaba probiotikov zahteva ustrezno oznaevanje koristi za
zdravje. To mora zadovoljiti potrebe potroSnikov, usklajeno mora biti z zakonskimi
predpisi in ne sme navajati uc¢inkov, ki niso znanstveno podprti. Zakonski predpisi se med
drzavami razlikujejo. Za podroc¢je EU so bile objavljene smernice o pravilnem oznacevanju
funkcionalnih zivil, ki vkljucujejo tudi probioti¢na (MKGP, 2010).

Na splosno je znano, da samo in vitro Studije ne morejo dovolj uspesno napovedati
ucinkovitosti in varnosti probiotika za uporabnika, saj so razmere v prebavilih
kompleksnejSe. So pa te Studije pomembne in potrebne kot osnova za nadaljnje Studije.
Pred $tudijami in vivo je potrebno opraviti nekatere Studije in vitro, kot so:

e uvesti metode za kvantificiranje preiskovanih bakterij v bioloskih vzorcih,
identificirati in opisati testne seve,
ugotoviti razlike med testnimi sevi in drugimi sevi istih vrst,
testirati prezivetje v simuliranih razmerah gastrointestinalnega trakta,

izvesti Studije funkcionalnosti na razli¢nih celicnih modelih (Sanders in sod.,
2004).

Znanstveniki so razvili Stevilne zivalske modele in sisteme za proucevanje fizioloSkih
ucinkov razli¢nih bioaktivnih komponent in diet. Zaradi anatomskih, presnovnih in
fizioloskih razlik med Zivalmi in ljudmi pa rezultati teh Studij ne morejo biti zadosten
dokaz o ucinkovitosti pri ljudeh, Se posebej ¢e uporabljeni odmerki pri zivalih ne morejo
odrazati realnih odmerkov za ljudi. Vsekakor pa so te Studije pomembne, saj omogocajo
uspes$nejse nacrtovanje klini¢nih preskusov na ljudeh. Vzamemo lahko tudi vzorec tkiva,
kjer se nahajajo gostitelji, kar je pri ljudeh tezje izvesti, saj je zdrave prostovoljce tezko
dobiti. [zvedene Studije so lahko tudi osnova za uporabo probiotikov pri zivalih (Sanders in
sod., 2004).

Za dokaz ucinkovitosti je potrebno, da so Studije na ljudeh dobro nacrtovane, opravljene na
dovolj veliki populaciji (vzorec mora biti reprezentativen), morajo biti dvojno slepe,
kontrolirane ter ponovljive. Vendar tudi pri teh Studijah obstajajo doloCene omejitve.
Upostevati je potrebno, da se aktivne sestavine lahko spreminjajo, odvisno od Casa in
pogojev shranjevanja. Vcasih je tezko zagotoviti ustrezen placebo, ki je po senzori¢nih
lastnostih zelo podoben probioticnemu izdelku. Tudi objektivnega mnenja potrosnikov ni
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enostavno pridobiti. Ostaja pa nekaj pomembnih nedorecenih vprasanj v zvezi s probiotiki,
in sicer: opredelitev testnih produktov — identifikacija in kvantifikacija aktivne bioloske
funkcije za uporabljen produkt, ustrezni biomarkerji, ki bi nudili jasne indikatorje tveganja,
meritve prijazne ¢loveku, ni pa tudi Se dovolj informacij o prednostih dolgorocnega
uzivanja probiotikov (Sanders in sod., 2004).

2.7 POZITIVNI UCINKI PROBIOTIKOV IN MOZNA TVEGANIJA ZA ZDRAVIJE

Posamezni probioticni sevi imajo pozitivne ucinke, nekateri pa predstavljajo mozna
tveganja za zdravje uporabnikov.

2.7.1 Pozitivni u€inki probiotikov

Najprej moramo razlikovati uporabo probiotikov kot sestavin funkcionalne hrane oz.
prehranskih dopolnil, od uporabe v terapevtske namene. Na temo probiotikov je bilo
narejenih Ze veliko raziskav. Na podlagi klini¢nih $tudij lahko re¢emo, da so funkcionalni
ucinki vsaj nekaterih probioti¢nih bakterij Ze znanstveno dokazani.

V prihodnosti se kaze teznja po uporabi probiotikov tudi v klinicne namene (za
zdravljenje), vendar bo moralo biti pred klini¢no prakso opravljenih Se vec raziskav, kakor
tudi izdelani standardni protokoli terapije. Trenutna uporaba probiotikov v zdravstvene
namene je omejena predvsem na ponovno vzpostavljanje ravnotezja ¢revesne mikrobiote
ob driski in terapiji z antibiotiki ter normalizacijo Crevesne mikrobiote in s tem na
preprecevanje razlicnih vrst drisk (Silvi in sod., 2003; Saarela in sod., 2002).

Kadar ima hrana poleg zagotavljanja energije in esencialnih hranil e dodatne pozitivne
ucinke na zdravje potro$nika, lahko govorimo o funkcionalni hrani. Najbolj tipi¢ni
predstavniki funkcionalnih izdelkov v danaS$njem Casu so gotovo izdelki s probiotiki in
prebiotiki, ki u¢inkujejo na sestavo in aktivnost mikrobiote prebavnega trakta.

Ze 1lja Metchnikoff je pripisoval koristen vpliv bakterij rodu Lactobacillus na zdravije in
staranje ljudi. Zapisal je, da so predstavniki tega rodu sposobni nevtralizirati amine,
amoniak in druge strupene snovi ter vzpostaviti pravilno ravnotezje v mikrobioti. S tem naj
bi preprecili degenerativne bolezni in izboljSali kakovost zivljenja potrosnikov.
Metchnikoff je tudi domneval, da bakterije tega rodu zavirajo Sirjenje nezazelenih MO.
Studiral je na skupini Bolgarov, ki so Ziveli veliko dlje kot evropsko prebivalstvo. Po
njegovem mnenju zaradi tega, ker so pojedli velike koli¢ine jogurta. Bakterije rodu
Lactobacillus, ki jih je osamil iz jogurta, je zaradi tega poimenoval Lactobacillus
»bolgarski« (bulgaricus). Vendar pa ni znano ali MO, ki so opredeljeni pod tem imenom,
ustrezajo prvotnemu sevu, ki ga je je imenoval Metchnikoff, saj je bil izgubljen (Brunser in
Gotteland, 2010).

Najbolj raziskan probioticni MO pri Crevesnih infekcijah je sev Lb. rhammnosus GG.
Prvotno so ga izolirali zaradi dobre odpornosti proti kislinam in Zol¢u, sposobnosti vezave
na humano ¢revesno sluz, zacasne naselitve prebavil in produkcije protimikrobnih snovi
(Goldin in sod., 1992). Klini¢ne Studije so pokazale, da sev Lb. rhamnosus GG skrajsa Cas
trajanja in zmanjSa intenzivnost drisk pri otrocih, ki jih povzrocajo rotavirusi (Raza in sod.,
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1995; Sheen in sod., 1995; Pant in sod., 1996; Majamaa in sod., 1995). Omenjeni sev
vzpodbuja tudi imunski odgovor proti virusom (Bogovi¢ Matijasi¢, 2001).

Na temo uporabe probiotikov za driske kot posledice uzivanja antibiotikov je bilo
narejenih veliko raziskav. Eno izmed klini¢nih $tudij so izvedli na Finskem na 119 otrocih
z respiratornimi infekcijami, ki jih je bilo potrebno zdraviti z antibiotiki. Z uzivanjem seva
Lb. rhamnosus GG so dokazali, da je mogocCe prepreciti pojav driske (Arvola in sod.,
1999).

Nomoto (2005) je v svojih Studijah dokazal, da se je v skupini otrok z rotavirusno drisko,
ki je uzivala probioticne bakterije Lb. rhamnosus GG, skrajsal cas driske v primerjavi s
skupino otrok, ki je dobivala placebo. Da se pojavnost driske, ki jo povzrocijo antibiotiki,
da bistveno zmanjSati z jemanjem probiotikov, so dokazali za dolocene seve Sac.
boulardii, Lb. rhamnosus GG, nekatere seve Bif. longum in Ent. faecium SF 68. Pri
potovalnih driskah je bil ucinek seva Lb. rhamnosus GG raziskan na 820 potnikih, ki so
potovali v dve razli¢ni regiji v Turciji. Pojav driske se je bistveno zmanjsal le za potnike v
eni regiji. Druga Studija je bila opravljena na 282 vojakih. V njej so raziskovali pozitiven
vpliv sevov Lb. acidophilus LA in Lb. fermentum KLD, vendar ni bil ugotovljen.

V raziskavi, v katero je bilo vkljucenih 278 otrok v veC evropskih centrih, so potrdili
pozitivne ucinke seva Lb. rhamnosus GG na skrajSanje Casa in zmanjSanje intenzivnosti
driske pri otrocih (Guandalini in sod., 2000).

Barrons in Tassone (2008) sta zapisala, da imajo laktobacili kot probiotiki koristne u¢inke
pri zdravljenju bakterijskega vnetja vagine in pri infekcijah se¢nega predela.

Pri bolnikih, ki so oboleli za enterokolitisom, sta se vnetje in vnetni odziv zmanjSala v
primeru kolonizacije Crevesja z laktobacili in bifidobakterijami (Nomoto, 2005;
Mshvildadze in Neu, 2009; Geier in sod., 2007).

Bolni ljudje, predvsem tisti, ki so imeli drisko, vnetne Crevesne bolezni ali nekatere
nalezljive bolezni, so imeli koristi od uporabe probiotikov (Quigley, 2010).

Poskusi na zivalih (miSkah) so pokazali, da MO v prebavilih lahko stimulirajo imunski
odgovor. Stimulacija imunskega odgovora lahko poteka na ve¢ nainov: z vezavo na
enterocite ¢revesne mukoze in sprozitvijo kaskade signalnih molekul, z razgrajevanjem
vecjih proteinov v manjSe imunogene molekule in s privabljanjem fagocitov in ostalih
komponent imunskega sistema (McFarland, 2000; Naidu in sod., 1999). Probiotiki lahko
izboljSajo imunski odziv, kar ima za posledico manj alergijskih reakcij (Saarela in sod.,
2002).

Razgradnjo in s tem zmanjSanje oksalatnih kamnov so dokazali z uporabo razli¢nih vrst
bakterij rodu Bifidobacterium in Lactobacillus, vendar je bila pri slednjih dokazana
razgradnja oksalata le v 61 % (samo 11 od 18 vrst laktobacilov je bilo sposobnih
razgradnje), medtem ko je bila pri bifidobakterijah v 100 % (Murphy in sod., 2009).
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Probiotiki v primeru nekaterih patoloskih situacij ugodno spremenijo potek bolezni
(Mattila-Sandholm in sod., 1999a,b; Bezkorovainy, 2001). Studije kaZejo, da probiotiki
lahko preprecijo ali zdravijo doloCena stanja, vklju¢no z atopicnimi boleznimi pri
dojenckih, okuzbami pri operacijah in akutnih diarejah (Carey in Kostrzynska, 2010).

Probiotiki imajo tudi razlicne metaboli¢ne ucinke, kot so: izboljSana absorbcija vitaminov
in mineralov, manjse Stevilo toksi¢nih in mutagenih reakcij (kar ima za posledico manjse
tveganje za nastanek raka debelega Crevesa), razgradnja in izloCanje zol¢nih soli (kar ima
za posledico zmanjSanje koncentracije holesterola v serumu), hidroliza laktoze (Saarela in
sod., 2002).

Starostniki imajo zmanjSano Stevilo bifidobakterij, zato bi jim izbrani probiotiki za starejSe
ljudi lahko pomagali pri obnavljanju crevesne mikrobne zdruzbe in pri preprecevanju
tezav, povezanih s poruSenjem ravnotezja crevesne mikrobiote (Saarela in sod., 2002). Na
nasem trziS€u ze imamo probioticna prehranska dopolnila, ki so namenjena prav tocno
doloéenién skupinam ljudi. Med analiziranimi so to naslednji izdelki: WAYA®, Bion®,
BioGaia™.

Dokazani klini¢ni u€inki nekaterih proucevanih probioti¢nih sevov (preglednica 3) vse bolj
potrjujejo trditev, da lahko zauziti probiotiki prezivijo prehod do crevesja, ga vsaj zacasno
kolonizirajo, uc¢inkujejo na ¢revesno bakterijsko ekologijo in metabolizem ter modulirajo
gostiteljev imunski sistem (Rogelj, 2001).
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Preglednica 3: Klini¢ni ucinki nekaterih probioticnih sevov (Rogelj, 2001: 226; Salminen in Gueimonde,
2004 )
Proucevani sev Klini¢ni uinki
Lb. rhamnosus GG ATCC 53103 — vezava na crevesne celice
— znizanje fekalne encimske aktivnosti
— preprecevanje drisk (antibiotiki, akutne)
— zdravljenje in preprecevanje rotavirusnih drisk
— modulacija imunskega odgovora
— zdravljenje driske, ki jo povzroca CL difficile
Lb. johnsonii LI-1 (LA-1) — vezava na Crevesne celice
— preprecevanje potovalnih drisk
— modulacija ¢revesne mikrobiote
— blaZenje simptomov laktozne intolerance
— izboljSanje imunske odpornosti
— »pomoc« pri zdravljenju okuzb s H. pylori
Lb. acidophilus NCFB 1748 — zmanjSanje aktivnost fekalnih bakterijskih encimov
— zmanjSevanje fekalne mutagenosti
— preventivno delovanje pri driskah kot posledici z
radioaktivnim Zarenjem
— izboljSanje konsistence blata
Lb. acidophilus NCFM — zmanjSanje fekalne encimske aktivnosti
— visoka laktazna aktivnost
— omilitev laktozne intolerance
— proizvajanje bakteriocinov
Lb. acidophilus LA-5 — uravnoteZenje ¢revesne mikrobiote
— varovanje pred potovalno drisko
— povecanje imunske odpornosti

Lb. gasseri (ADH) — zmanjSanje fekalne encimske aktivnosti
— prezivetje v Crevesju
Lb. reuteri ATCC 55730 — naselitev Crevesja

— skrajSanje rotavirusne driske
— zdravljenje akutnih drisk

Lb. casei Shirota — preventivno delovanje pred revesnimi motnjami
— modulacija ¢revesne mikrobiote
— znizevanje fekalne encimske aktivnosti
— zaviranje karcinoma na mehurju

Str. thermophilus; Lb. bulgaricus — izboljSanje laktozne intolerance je odvisno od
specifiéne vrste bakterij
— neucinkovitost na rotavirusno drisko in na izboljSanje
imunske odpornosti med rotavirusno drisko
— neucinkovitost na fekalne encime

Bif. animalis subsp. lactis BB-12 — preprecevanje potovalnih drisk
— zdravljenje virusnih in rotavirusnih drisk
— modulacija ¢revesne mikrobiote
— izboljSanje imunske odpornosti

Sac. boulardii — preprecevanje drisk pri zdravljenju z antibiotiki
— zdravljenje kolitisa, ki ga povzro€i CI. difficile

Narascajoca odpornost bakterij proti antibiotikom, ki danes predstavlja velik problem, je
povzrocila novo zanimanje za bakterioterapijo. Bakterioterapija pomeni uporabo koristnih
bakterij za prepreCevanje kolonizacije gostitelja s patogenimi bakterijami. Princip te
terapije temelji na tekmovanju (kompeticiji), pri Cemer probioticne bakterije zasedejo
prostor, kjer bi se sicer naselile potencialno patogene bakterije (Martin in sod., 2004).
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V svoji raziskavi so Koebnick in sod. (2003) potrdili pozitiven vpliv bakterije Lb. casei
Shirota pri kroni¢nem zaprtju. Raziskava je bila narejena na 70 ljudeh, starih med 18 in 70
let, ki je trajala Stiri tedne. Med tem Casom je polovica vklju¢enih dobivala probioti¢ni
izdelek s 6,5 x 10® kolonijskih enot (KE)/ml Lb. casei Shirota, druga polovica pa placebo.
Po koncu zdravljenja se je kroni¢na zaprtost izboljsala pri 94 % vkljucenih v to raziskavo,
ki so dobivali izdelek z Lb. casei Shirota, v primerjavi s 57 % vkljucenih v kontrolno
skupino. Avtorji so zakljucili, da redno uzivanje probioti¢ne bakterije Lb. casei Shirota
izboljSa gastrointestinalne parametre (prebavo in konsistenco blata pri ljudeh, ki so
kroni¢no zaprti).

Shimada in sod. (2009) so naredili raziskavo o ucinkih seva Ent. faecalis FK-23 na
imunske funkcije pri misSih. MiSi so bile zdravljene 30 dni s tremi razlicnimi odmerki
(0,05, 0,1, 0,2, 0,6 g/kg telesne mase) tega seva. Rezultati te Studije so pokazali, da sev
Ent. faecalis FK-23 izboljsa specificne in nespecifi¢ne imunske funkcije.

Uporaba probiotikov pri zdravljenju kroni¢nih bolezni nima stranskih ucinkov, kar je
znacilno za uporabo vecine zdravil. Ljudem, ki probiotike uzivajo v takih primerih, se ni
potrebno bati, da bi prislo do negativnih medsebojnih u¢inkov med probiotiki in ostalimi
zdravili. Klini¢ne Studije so glede terapevtske uporabe probiotikov pokazale, da najbolj
pozitivno vplivajo na preobcutljivo ¢revo, vnetno Crevo, vnetje sklepov in alergije na hrano
(Baelde in sod., 2005).

Pri ljudeh so v porastu kroni¢ne ¢revesne vnetne bolezni. Ni ve¢ dvomov o tem, da so za
razvoj bolezni pomembne bakterije, ki so del ¢revesne biote, ni pa Se zadostnih dokazov o
posameznih povzrociteljih. To teorijo podpirajo tudi podatki testiranj na zivalih. Pri
bolnikih s Crohnovo boleznijo ali ulceroznim kolitisom so crevesni limfociti T
hiperreaktivni, poleg tega pa se pospeSeno izlocajo protitelesa tipa IgG, ki delujejo vnetno.
Prav tako lahko razli¢ne vrste bakterij razlicno u¢inkujejo na imunsko-vnetne mehanizme.
Nekatere vrste bakterij, ki so sicer del obi¢ajne mikrobiote, vdrejo v sluznico in povzrocijo
vnetja. Antibiotiki so le omejeno ucinkoviti pri vnetjih crevesja, ker bakterije postajajo
odporne proti antibiotikom. Trenutno intenzivno preiskujejo, ali je v tem primeru ustrezna
uporaba probiotikov namesto antibiotikov (Guarner in Malagelada, 2003).

Cilji danasnjih S$tudij so izboljSati razumevanje bakterijskih procesov in nastalih
metabolitov ter posledi¢no izboljsati uc¢inkovitost probiotikov (Blaut in Clavel, 2007).

Danes se probiotiki uporabljajo pretezno z namenom ohranjanja zdravja in preventive pred
obolenji, ¢edalje ve¢ pa tudi kot dopolnilo pri zdravljenju nekaterih obolenj. Stevilne
Studije so pokazale, da sevi MKB ali bifidobakterij delujejo na razlicne funkcije v
prebavnem sistemu nasega telesa, zato se bodo v prihodnje uporabljali bolj ciljano.
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2.7.2 Mozni negativni ucinki probiotikov

Kaze, da so nekateri predstavniki MKB lahko vpleteni v infekcije pri ljudeh, ¢eprav ne
ravno kot primarni povzrocitelji infekcij (Aguirre in Collins, 1993). Najvecje tveganje
pomenijo enterokoki, ki so lahko patogeni in po nekaterih podatkih odgovorni za 5-15 %
endokarditisov (Adams, 1999), prav tako pa tudi nekateri predstavniki laktobacilov. Sevi
enterokokov, ki lahko povzrocajo bolezni, ve¢inoma izhajajo iz vrst Ent. faecalis in v
manjsSi meri Ent. faecium. Pogosto izolirajo enterokoke v primerih bolnisni¢nih infekcij.
Enterokoki so bakterije, ki so oportunisti in se pri razli¢nih infekcijskih obolenjih hitro
sirijo (Kayser, 2003).

Obstaja tudi tveganje zaradi zmoznosti prenosa genov za rezistenco proti antibiotikom. Pri
klinicnih infekcijah so velikokrat ugotovili vpletenost proti vankomicinu odpornih
enterokokov. Znanstveniki so dokazali in vifro in na poskusih na misih, da je moZen prenos
genov za rezistenco proti vankomicinu iz enterokokov na druge G+ Dbakterije.
Enterokokov, ki so odporni proti vankomicinu, naj ne bi uporabljali za probiotike
namenjene ljudem in zivalim (Salminen in sod., 1998; FAO/WHO, 2002).

Ceprav se tudi sevi Ent. faecium in Ent. faecalis uporabljajo v probiotiénih prehranskih
dopolnilih v humani prehrani, so vsaj predstavniki Ent. faecalis pogostejsi v krmnih
dodatkih. Februarja 2004 je npr. EU (List of ..., 2004) odobrila uporabo desetih pripravkov
z devetimi razli¢nimi sevi Ent. faecium kot dodatkov krmi. Za Ent. faecium so ugotovili, da
je ucinkovit pri preprecevanju driske, povezane z jemanjem antibiotikov, in pri zdravljenju
driske pri otrocih. Uzivanje takih probioti¢nih bakterij naj bi zmanjsalo Cas trajanja akutne
driske pri odraslih ljudeh v bolniSnici. Uporaba enterokokov kot probiotikov ostaja Se
vedno sporna, saj so enterokoki najpogostejsi patogeni MO v bolni$nisni¢nih infekcijah.
Povzrocajo lahko endokarditis, bakterimijo, okuzbe secil, trebusne okuzbe. Vse vec jih je
odpornih proti antibiotikom in imajo virulentne dejavnike (Moreno in sod., 2006).

Kljub temu so Stevilni raziskovalci mnenja, da nima smisla izlo¢iti vseh enterokokov kot
starterskih kultur ali probiotikov, saj so prisotni povsod. Potrebno pa je ugotavljanje in
skrbno spremljanje prisotnosti virulentnih dejavnikov in rezistence proti antibiotikom.
Kadar posamezen sev ni rezistenten proti antibiotikom ali ¢e morebitna rezistenca ni
prenosljiva, potem ga lahko uporabimo. Ce pa obstaja moZnost prenosa rezistence proti
antibiotikom, sev ni primeren za uporabo (European Commission, 2003).

Tveganje vsekakor predstavlja tudi uporaba bakterijskih spor v probioti¢nih prehranskih
dopolnilih. Najbolj se uporabljajo spore bakterijskih vrst B. subtilis, B. cereus, B.
coagulans, B. clausii in B. licheniformis, katere se tudi na najve¢ preiskuje. Studije kaZejo,
da se te bakterije lahko razvijajo tudi znotraj prebavnega trakta in se Stejejo kot zacasni
prebivalci, kar kaze na to, da omenjene bakterije niso tujci, ampak bi lahko imele
simbioti¢no razmerje s svojim gostiteljem (Cutting, 2011). Huynh in sod. (2005) so
mnenja, da ne bi smeli uporabljati vseh spor Bacillus kot probiotikov, saj nekatere med
njimi predstavljajo tveganja v smislu izlo€anja toksinov, zato so potrebni testi in vivo.
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Posebno pozornost namenjajo raziskavam uporabe probiotikov pri osebah s pomanjkljivo
imunsko sposobnostjo (dojencki, otroci, starejsi ljudje). Ker so ti ljudje ponavadi podvrzeni
dolgim zdravljenjem z antibiotiki, pride pri njih pogosteje do razvoja rezistentnih
patogenih bakterij. Idealna reSitev za zaSCito teh oseb pred infekcijami bi lahko bila
uporaba probiotikov, vendar s posebno previdnostjo. Prvi pomislek je glede uporabe vrst,
za katere vemo, da lahko povzroc¢ajo oportunisti¢ne infekcije. Drugi pomislek je povezan z
enim od pomembnih mehanizmov delovanja probioticnih bakterij, tj. stimulacijo
imunskega sistema. Pri osebah s pomanjkljivo imunsko sposobnostjo bi bila
imunostimulacija sicer dobrodosla, ampak samo v primeru, ¢e bi probioticne bakterije
aktivirale obrambni sistem gostitelja tako, da bi deloval proti patogenim bakterijam.
Obstaja pa moZnost prekomernega odziva, ki vodi v Skodljive vnetne procese, ali pa v
avtoimunski odziv, kar bi bilo pri osebah s pomanjkljivo imunsko sposobnostjo sploh
Skodljivo. Bakterijska stimulacija vnetne reakcije in avtoimunosti je bila ze dokazana na
miskah s pomanjkljivo imunsko sposobnostjo (Wagner in Balish, 1998; Borriello in sod.,
2003). Tudi nacin aktiviranja imunskega sistema gostitelja se razlikuje od seva do seva,
tako je potrebno s primernim testiranjem in vitro ter in vivo ucinke dobro raziskati za vsak
potencialni probiotik.

2.8 SODOBNA METODA UGOTAVLJANJA IN IDENTIFIKACIJE PROBIOTICNIH
BAKTERIJ: POMNOZEVANIJE DNA Z METODO PCR

Verizno pomnozevanje s polimerazo (PCR) je metoda za encimsko pomnozevanje
specificnih sekvenc DNA in vitro. V zelo kratkem casu dobimo ve¢ kot milijon kopij
originalne DNA.

V primeru, da poznamo vsaj del zaporedja DNA, je mogoce s PCR pridobiti zelo veliko
Stevilo kopij zeljenega dela DNA. Metodo PCR je zasnoval Kary Mullis (Nobelov
nagrajenec leta 1993). Princip delovanja ponazarja Slika 1. Predstavljamo si lahko, da
matricno DNA sestavlja pet obmocij, ki so na Sliki 1 oznacena z I do V, komplementarna
obmog&ja pa z I’ do V’. Ce Zelimo s PCR pomnoziti samo regijo III in III’, moramo poznati
nukleotidni zaporedji sosednjih regij Il in IV. Za PCR potrebujemo:
e dva zacetna oligonukleotida, dolga priblizno 20 nukleotidov, ki sta
komplementarna sosednjima zaporedjema IV in II’,
e termostabilno polimerazo,
e meSanico deoksiribonukleozidtrifosfatnih molekul (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
(Boyer, 2005).
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tarcno zaporedije

L

(a) locitev verig s
chr('\"ﬂ]]it‘[]] na 95° C

tad

A

(b) hibridizacija zacetnih
oligonukleotidov pri 50° C

v

v

i

(c) sinteza DNA s
podaljSevanjem zacetnih
oligonukleotidov pri 72° C

Slika 1: Verizna reakcija s polimerazo (Boyer, 2005: 350)

Legenda: (a) locitev verig s segrevanjem na 95 °C, (b) pripenjanje zacetnih oligonukleotidov, (c)
podaljsevanje zacetnih oligonukleotidov ob sintezi DNA; segmenti na kodirajo¢i verigi so oznaceni z I, II,
II1, IV, V, segmenti na komplementarni verigi pa z I’, IT’, III’, IV’, V’; zacetni oligonukleotid II je prikazan z
rumeno, zacetni oligonukleotid IV’ pa z modro; na novo sintetizirana DNA je oznacena rdece.

PCR izvajamo v ciklih s po tremi stopnjami. Vsak cikel sestavljajo:

1. Denaturacija, s katero lo¢imo verigi matricne DNA. MeSanico vseh sestavin
inkubiramo priblizno 30 sekund pri 95 °C.

2. Ohladitev meSanice na 37-63 °C kar omogo€i, da se zacetni oligonukleotidi
hibridizirajo z ustreznimi komplementarnimi regijami. Zacetna oligonukleotida sta
na matrici orientirana tako, da sta njuna 3’-konca usmerjena drug proti drugemu.
Sinteza DNA poteka po regijah III in III".

3. Sintezo iskane DNA katalizira DNA-polimeraza 7aq (tj. polimeraza izolirana iz
MO Thermus aquaticus). Da pospeSimo polimerizacijsko reakcijo, temperaturo
dvignemo na 72 °C. Encim podaljSuje oba zaletna oligonukleotida, pri ¢emer
proizvaja dve novi verigi DNA, III-IV-V in I'-II’-III’. Reakcija sinteze DNA je v
vsakem ciklu obi¢ajno koncana v priblizno 30 sekundah (Boyer, 2005).
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Za pomnozevanje tarénega dela DNA se uporabljata dva zacetna oligonukleotida, in sicer
je prvi homologen sekvenci prve DNA, drugi pa sekvenci druge verige. Tako nastaneta s
PCR dve vrsti novih DNA verig v prvem ciklu reakcije PCR. V drugem ciklu PCR se
zacetna oligonukleotida veZeta na originalno DNA in na nov pomnozek, ki je nastal v
prvem ciklu in je krajsi (Kuchta, 2006).

Analize DNA vse vec uporabljajo za ugotavljanje gensko predelanih zivil in patogenih MO
v zivilih, za identifikacijo posameznih zivalskih in rastlinskih vrst v Zivilih, kakor tudi za
detekcijo drugih sestavin bioloSkega izvora v zivilih, kot so razli¢ni kontaminenti ali
alergeni. PCR je zaradi velike obcutljivosti (meja zaznave je > 1 molekule), specificnosti
in hitrosti (15 min-2 h) zelo uc¢inkovita metoda (Greiner in Konietzny, 2007).

Pomnozke lahko detektiramo z agarozno gelsko elektroforezo v prisotnosti molekularnega
oznacevalca dolzin pomnozkov. Agarozna gelska elektroforeza ponavadi poteka
horizontalno, pri ¢emer je agarozni gel potopljen v pufru. DNA je negativno nabita in v
elektricnem polju potuje proti pozitivno nabiti elektrodi, anodi. Da lahko spremljamo potek
elektroforeze, dodamo raztopini vzorca barvila (bromfenolmodro, ksilencianol ...), ki
potujejo hitreje od molekul DNA. Po koncani elektroforezi gel potopimo v raztopino
barvila (etidijev bromid, SYBR Green ...), da lahko detektiramo molekule DNA na gelu
(Abram in sod., 2006).

Najpopolnej$o nadaljno analizo pomnozkov PCR predstavlja sekvenciranje. V ta namen
uporabimo za pomnozevanje obiCajno univerzalne zacetne oligonukleotide, katerih
zaporedja so komplementarna dobro ohranjenim zaporedjem bakterijskega gena za 16S
rRNA. Taks$na analiza omogoca identifikacijo prisotnih mikrobnih vrst (Ricke in Pillai,
1999; Tannock, 2001).

2.9 POMEN ODMERKA PROBIOTIKOV ZA POZITIVEN UCINEK NA ZDRAVIJE
UPORABNIKA

Probioti¢na prehranska dopolnila vsebujejo zive, dobro poznane probioti¢ne bakterije.

V literaturi najdemo razli¢ne podatke o potrebnem vnosu probioticnih bakterij za pozitiven
ucinek:
e Fasoli in sod. (2003) so mnenja, da je dnevni vnos 10°~10' KE Zivih probioti¢nih
bakterij najmanjsa koli¢ina, ki Se zagotavlja pozitivne ucinke na zdravja potroSnika,
e Gueimonde in sod. (2004) navajajo, da je 10°-10° KE/g minimalno Stevilo
probioticnih MO za terapevtski ucinek,
e po Miillerju in sod. (2000) naj bi probioticen izdelek vseboval najmanj 10°~10°
KE/ml,
e Coeuret in sod. (2004) navajajo spodnjo mejo koncentracije 10’ KE/g,
e Shortt (1999) pa priporoca v probioticnih izdelkih koncentracijo najmanj 108
KE/ml.

Znano je, da je prezivelost MO v liofiliziranih probioti¢nih izdelkih slabsa kot v
probioti¢nih mlecnih izdelkih (Coeuret in sod., 2004; Temmerman in sod., 2003; Lin in
sod., 2006). Stevilo probioti¢nih bakterij v probioticnih izdelkih mora biti dovolj visoko,
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ker prehoda skozi gastrointestinalni trakt ne prezivijo vse bakterije zaradi Zelod¢ne kisline,
zol¢nih soli in bazi¢nosti dvanajstnika (Saarela in sod., 2002). Pomembno pa je tudi
dejstvo, da je tako sposobnost prezivetja kot potreben odmerek potrebno ugotoviti za vsak
sev posebe;j.

2.10 RAZISKAVE USTREZNOSTI PROBIOTICNIH IZDELKOV V EVROPI IN
DRUGOD PO SVETU

Zakonodaja in standardi za uporabo probiotikov za ljudi se Se oblikujejo. Ti standardi bodo
predpisovali, katere metode se bodo uporabljale za ugotavljanje ustreznosti probioti¢nih
izdelkov. Probioticni izdelek, ki pride v prodajo, mora biti pravilno deklariran,
funkcionalen in varen. V preteklosti so se proizvajalci zanasali na to, da so vsi laktobacili
in bifidobakterije varne bakterije s statusom GRAS, pri tem pa pozabljali, da imajo
posamezni sevi omenjenih rodov lahko celo nekatere negativne ucinke na zdravje
(odpornost proti antibiotikom, virulentnost). Mikrobioloske analize probioti¢nih izdelkov
velikokrat razkrijejo tudi neskladja med Stevilom in vrsto dejansko prisotnih MO v izdelku
ter informacijo na deklaraciji (Fasoli in sod. 2003; Temmerman in sod., 2003; Bogovic¢
Matijasi¢ in Rogelj, 2006).

Ugotavljanje vrste in Stevila probioti¢nih bakterij v izdelkih je zelo pomembno s stalis¢a
varnosti in u¢inkovitosti. V ta namen se uporabljajo konvencionalne mikrobioloske metode
oz. rodov probioti¢nih bakterij v izdelku, ali pa molekularno-bioloske metode. Predvsem
metoda PCR omogoca hitro in specificno detekcijo Sirokega spektra bakterijskih vrst. Z
uporabo izbranih vrstno-specificnih zacetnih oligonukleotidov lahko iz meSanice DNA,
izolirane iz izdelkov ali iz konzorcijev zraslih kolonij, z metodo PCR ugotovimo prisotnost
dolocene bakterijske vrste.

Za identifikacijo in klasifikacijo probioti¢nih bakterij je najbolj zanesljivo ugotavljanje
nukleotidnega zaporedja 16S rDNA in nato primerjava z zaporedji v genski banki (Matsuki
in sod., 1999).

Fasoli in sod. (2003) so analizirali 14 probioti¢cnih dodatkov (7 fermentiranih mlecnih
izdelkov in 7 pripravkov liofiliziranih bakterij v obliki kapsul), ki so jih dobili na
italijanskem trgu. Za analizo so uporabili metodi PCR z vrstno-specificnimi zacetnimi
oligonukleotidi in metodo DGGE (angl. denaturing gradient gel electrophoresis, tj.
elektroforetsko locevanje DNA na poliakrilamidnem gelu z gradientom denaturacijskega
sredstva), ki temeljita na analizi DNA, pridobljene neposredno iz vzorcev hrane ali
pripravkov, brez predhodne kultivacije mikrobiote. Identifikacijo so opravili z metodo
PCR in primerjavo zaporedja 16S rDNA z zapored;ji v genski banki. Rezultati so pokazali,
da vsi probioticni jogurti ustrezajo deklaraciji glede vrst bakterij, medtem ko so pri
liofiliziranih izdelkih naleteli na nepravilnosti. Izdelki so vsebovali probioti¢ne bakterije,
ki niso bile deklarirane. Fasoli in sod. so potrdili uporabnost metode DGGE z uporabo
PCR z vrstno-specificnimi zacetnimi oligonukleotidi.
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Temmerman in sod. (2003) so raziskali kar 55 probioti¢nih izdelkov (30 izdelkov z
liofiliziranimi bakterijami in 25 mle¢nih izdelkov), ki se jih da dobiti v Evropi. Ugotavljali
so mikrobiolosko sestavo izdelkov glede na deklaracijo in testirali odpornost izolatov iz
izdelkov proti antibiotikom. Metode, ki so jih uporabljali, so bile gojitvene tehnike na
electrophoresis, tj. poliakrilamidna gelska elektroforeza proteinov v prisotnosti natrijevega
dodecilsulfata). Rezultati so pokazali, da je samo Sest izdelkov vsebovalo vse deklarirane
vrste bakterij, v ostalih 19 primerih pa so izolirali druge bakterijske seve, ki niso bili
deklarirani. Ugotovili so tudi odpornost proti antibiotiku vankomicinu za kar 38 % izolatov
enterokokov iz 4 izdelkov z liofiliziranimi bakterijami.

Coeuret in sod. (2004) so analizirali 10 probioti¢nih izdelkov (dva krmna dodatka, eno
prehransko dopolnilo, en sir, Sest fermentiranih mle¢nih izdelkov). Vseh 10 probioti¢nih
izdelkov so nacepili na trdna gojisca, iz izbranih kolonij so izolirali DNA, ki so jo
analizirali z metodo PCR in PFGE (angl. pulsed field gel electrophoresis, tj. gelska
elektroforeza v utripajoem polju). Rezultati Stetja na plos¢ah so pokazali, da je bilo le v
stirih izdelkih Stevilo laktobacilov ustrezno, v $tirih je bilo Stevilo manjSe od deklariranega,
v enem izdelku je bilo Stevilo laktobacilov zelo majhno, v enem sploh niso ugotovili
prisotnosti laktobacilov, v dveh izdelkih pa ne vrste Lb. casei. Ugotovili so tudi
nepravilnosti glede poimenovanja probioticnih bakterij. Prehransko dopolnilo je bilo
najbolj neustrezno glede Stevila, saj je bilo v njem Stevilo laktobacilov pod mejo detekcije.

Gueimonde in sod. (2004) so vzeli pod drobnogled 14 probioti¢nih fermentiranih mle¢nih
napitkov, ki so jih kupili v Spaniji. Izolate iz izdelkov so identificirali z ugotavljanjem
sekvence gena za 16S rRNA. Razlike med sevi so ugotavljali s pomocjo metode PFGE.
Rezultati so pokazali, da je bil Str. thermophilus prisoten v vseh izdelkih, kjer je bil
deklariran, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus je bil prisoten le v dveh izdelkih, Lb. casei in
Lb. acidophilus pa sta bili najpogostejsi vrsti laktobacilov, prisotni v izdelkih. Stevilo
laktobacilov je bilo v vseh izdelkih ob koncu uporabnosti vigje kot 10° KE/ml, medtem ko
je bilo Stevilo bifidobakterij v vseh primerih nizje od deklariranega. Sekvenciranje gena za
16S rRNA kakor tudi elektroforeza PFGE sta se izkazali za ucinkoviti metodi za
identifikacijo prisotnih MO oz. za razlikovanje med sevi. Rezultati so pokazali, da se
deklaracije pogosto niso ujemale z dejanskim Stevilom in vrsto MO v izdelkih.

Theunissen in sod. (2005) so z metodo PCR-DGGE analizirali dvajset probioti¢nih
izdelkov (enajst probioticnih mlecnih izdelkov, osem izdelkov z liofiliziranimi bakterijami
ter eno mlecno formulo za otroke) iz Juzne Afrike. Deklarirano Stevilo KE/g so imeli le
Stirje od enajstih probioti¢énih mlec¢nih izdelkov. Prisotnost deklariranih probioti¢nih
bakterij so potrdili za 55 % probiotiénih mle¢nih izdelkov in za 33,3 % liofiliziranih
izdelkov. Probioticni mle¢ni izdelki niso imeli popolnih deklaracij, saj je bil pogosto
naveden samo rod bakterij, ne pa tudi vrsta. Poimenovanje MO je bilo veckrat nepravilno.
Avtorji so mnenja, da bi morali proizvajalci izboljSati informacije za potro$nika na
deklaracijah, kar naj ne bi predstavljalo prevelikega problema.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 NACRT POSKUSA

Preden smo =zaceli z eksperimentalnim delom v laboratoriju, smo raziskali, koliko
probioti¢nih izdelkov za ljudi se lahko dobi v slovenskih lekarnah. Novembra 2009 je bilo
mogode kupiti kar 38 takih izdelkov, od katerih sta bili dve zdravili brez recepta (Linex®
Forte in Linex™), ostalih 36 pa probioti¢nih prehranskih dopolnil 18 proizvajalcev
(preglednica 4). Med njimi je ve¢ takih, ki se jih da dobiti v razli¢nih oblikah (v obliki
kapsul, tablet, pastil, peroralnih praskov in peroralnih kapljic).

Preglednica 4: Probioti¢na prehranska dopolnila na slovenskem trgu (november 2009)

Izdelek

Proizvajalec

Linex" Forte (kapsule)

Lek d.d., Slovenija

®

Linex " (kapsule)

Lek d.d., Slovenija

BioGaia® (tablete) BioGaia AB, Svedska
BioGaia® (kapljice) BioGaia AB, Svedska
Probiolex” (kapsule) Montefarmaco s.p.a., Italija

Probiolex” (prasek)

Montefarmaco s.p.a., Italija

Fermental” (suspenzija)

ESIs.p.a., Italija

Fermental® (kapsule)

ESI s.p.a., Italija

NEO®Eermental yax (suspenzija)

ESIs.p.a., Italija

NEO®Eermentalyax (kapsule)

ESI s.p.a., Italija

WAYA" AD (pragek) Medis d.o.o., Slovenija, v sodelovanju z Winclove, Nizozemska
WAYA" AB (prasek) Medis d.o.o0, Slovenija, v sodelovanju z Winclove, Nizozemska
WAYA" IT (prasek) Medis d.o.0, Slovenija, v sodelovanju z Winclove, Nizozemska

Bion® 3 Juniors (tablete)

Merck Selbstmedikation GmbH, Nemdija

Bion® 3 (tablete)

Merck Selbstmedikation GmbH, Nemdija

Bion®™ 3 Seniors (tablete)

Merck Selbstmedikation GmbH, Nemdija

Bion" Transit (kapsule)

Merck Selbstmedikation GmbH, Nemdija

Yogermina®100 (suspenzija)

Dietetics Pharma s.r.1., Italija

Yogermina® 100 (kapsule)

Dietetics Pharma s.r.1., Italija

Yogermina® 25 junior (suspenzija)

Dietetics Pharma s.r.1., Italija

Prolife® (pastile
p

Zeta Pharmaceutici s.p.a., Italija

Prolife” (kapsule) Zeta Pharmaceutici s.p.a., Italija
Prolife® (tekogina) Zeta Pharmaceutici s.p.a., Italija
GranoFlor" (kapsule) Fidimed d.o.0., Slovenija
Probio® junior (prasek) Fidimed d.o.0., Slovenija
FloraZym" (kapsule) Nutratec s.r.l., Italija

NutriFlor” (kapsule) Nutratec s.r.1., Italija
Lactolady” (tablete) Vitabalans Oy, Finska

Lactoseven” (tablete)

Vitabalans Oy, Finska

Laxobion” (prasek)

Abela Pharm, ZDA

Flobion® (kapsule)

Abela Pharm, ZDA

Acidophilus® 4x6 (kapsule)

Now Foods, ZDA

Probio aktiv® (prasek)

Medex d.d., Slovenija, v sodelovanju z Institut Rosell, Francija

ProBIO” (kapsule)

NutriLAB d.o.0., Slovenija

Probimix® (kapsule)

Akvapol Kft., MadZarska

Maxi-Flore® (tablete)

Synergia, Francija

LYOLACT® (kapsule)

Selur Pharma Ltd, Bolgarija

ErceFlora® duo (kapsule)

Sanofi Aventis, Francija
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Odlocili smo se analizirati 14 najbolj prodajanih probioti¢nih prehranskih dopolnil. Izdelke
smo kupili v lekarni in jih vse, razen BioGaia® (kapljice), ki so morale biti shranjene v
hladilniku, do analize shranili na sobni temperaturi. Najprej smo pregledali deklaracije na
vseh izdelkih in preverili pravilnost poimenovanja bakterij na seznamu veljavnih imen
(Euzéby, 2010). Potem se je bilo potrebno odlociti za ustrezna selektivna gojis¢a za rast
deklariranih vrst bakterij. To smo se odlocili na podlagi deklariranih podatkov o Stevilu in
vrsti bakterij za posamezne izdelke.

Za analizo smo se posluzili naslednjih metod:

e konvencionalne metode Stetja KE na hranljivih selektivnih gojiscih za ugotavljanje
Stevila deklariranih bakterij;

e mikroskopiranja za ugotavljanje morfoloskih lastnosti bakterij (laktobacili in bacili
— palcke, bifidobakterije — odebeljene in razvejane palcke, koki — okrogli);

e izolacije DNA in PCR ter elektroforeze za potrditev prisotnosti deklariranih vrst
bakterij;

e ugotavljanja zaporedja nukleotidov dela 16S rDNA za identifikacijo izolatov
Bacillus.
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nakup probioti¢nih izdelkov

A\ 4

coww

A 4

— vpliv toplotne obdelave izdelkov
nacepljanje ustrezno in Casa inkubacije nacepljenih
razredCenih vzorcev na gojisca vzorcev na germinacijo spor

A 4

inkubacija vzorcev

A

Stetje vidnih kolonij

A 4

ugotavljanje morfoloskih lastnosti kolonij, zraslih na
petrijevih plos¢ah

A

barvanje po Gramu in mikroskopiranje

A\ 4

izolacija genomske DNA

/ pomnozevanje dela 16S rDNA z
metoda PCR z vrstno-specifi¢nimi metodo PCR na osnovi kolonije

zacetnimi oligonukleotidi

A\ 4

priprava pomnozkov DNA
za sekvenciranje

A

pregledovanje pomnozkov PCR
z agarozno gelsko elektroforezo

A 4

pregledovanje o¢is¢enih pomnozkov
PCR z agarozno gelsko elektroforezo

A 4

sekvenciranje

obdelava rezultatov

Slika 2: Shema poteka dela od nakupa probioti¢nih izdelkov do kon¢ne obdelave rezultatov
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3.2 MATERIAL

3.2.1 Probioti¢ni izdelki

Probioticne izdelke smo kupili v lekarni in jih do analize shranili na sobni temperaturi,

razen BioGaia® (kapljice), ki so morale biti shranjene v hladilniku.

Preglednica 5: Probioti¢na prehranska dopolnila, ki smo jih analizirali

IZDELEK DATUM ANALIZE | ROK TRAJANJA
Yogermina® 100 (suspenzija) 03.11.2009 do maja 2011
Bion® 3 Seniors (tablete) 03.11.2009 do marca 2011
BioGaia® (tablete) 06. 11. 2009 do septembra 2010
Probiolex” (kapsule) 06. 11. 2009 do maja 2011
Probiolex® (prasek) 06. 11. 2009 do decembra 2010
Bion® Transit (kapsule) 06. 11. 2009 do novembra 2010
Bion® 3 Juniors (tablete) 10. 11. 2009 do oktobra 2010
BioGaia" (kapljice) 10. 11. 2009 do septembra 2010
WAYA® AD (prasek) 13.11.2009 do 31. maja 2011
WAYA" AB (prasek) 13.11.2009 do 31. avgusta 2011
WAYA" IT (prasek) 13. 11. 2009 do 31. julija 2011
LYOLACT® (kapsule) 16. 11. 2009 do oktobra 2010
NEO®Eermentalyax (suspenzija) | 14. 12. 2009 do julija 2011
NEO®Eermentalyax (kapsule) 14.12. 2009 do julija 2011
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3.2.2 Gojista

Preglednica 6: GojiSca, katera smo uporabili v raziskavi, vrste bakterij, katerim je bilo gojiS¢e namenjeno, ter
osebnosti posameznih gojis¢
Gojis¢e | Vrsta bakterij Posebnosti gojisca
— Lb. plantarum
— Lb. paracasei
— Lb. reuteri
MRS —Lb. casei za Lb. bulgaricus gojis¢e MRS s pH=5,2
— Lb. rhamnosus
— Lb. salivarius
— Lb. bulgaricus

M17 — Str. ther_mophilus y
— Lc. lactis
BHI ﬁ;fgfi‘iﬁiﬂsb delanih in toplotno pred avtoklaviranjem smo gojiScu dodali 15 g/l agar agarja

neobdelanih vzorcih) (Agar Bios Special Biolife, Milano, Italija)

pred razlivanjem na plosce (pri 45 °C) smo vanj dodali e
Na-karbonat (20 ml 10% zalozne raztopine/l gojis¢a), TTC
(10 ml 1% zalozne raztopine/l gojis¢a) in Na-azid (4 ml
10% zalozne raztopine/l gojiS¢a); zalozne raztopine smo
pred uporabo sterilizirali s filtracijo (pore velikosti 0,22
pm) in jih hranili na sobni temperaturi

CATC | Ent. faecium

raztopljenemu gojiS€u smo pred avtoklaviranjem primeSali
raztopino posnetega mleka v prahu (1 g mleka v prahu
(Merck, Darmstadt, Nemcija) smo raztopili v cca. 20 ml
destilirane vode, ki smo jo odvzeli od 1000 ml) ter uravnali
pH gojis€ana 7,0 £ 0,2

B. coagulans

PCA (v toplotno obdelanih vzorcih)

Gojis¢a MRS, M17, BHI, CATC in PCA smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck,
Darmstadt, Nemcija). Vsa omenjena gojis¢a smo avtoklavirali 15 minut pri 115 °C.

Gojis¢e MRS (bujon) z dodanim klindamicinom in ciprofloksacinom (MRS+cly+cip) smo
pripravili po navodilih proizvajalca (Merck, Darmstadt, Nemc¢ija) s to razliko, da smo pred
avtoklaviranjem umerili vrednost pH na pH=6,8 (po avtoklaviranju je bil pH=6,2 + 0,2),
ter dodali 15 g/l agar-agar (Agar Bios Special Biolife, Milano, Italija). Gojis¢e smo
avtoklavirali 15 minut pri 115 °C. Pred razlivanjem na plos¢e smo ohlajenemu gojiscu
(45-50 °C) dodali se antibiotik klindamicin v koncentraciji 0,1 pg/ml (50 ul 0,02 %
zalozne raztopine/l gojisca) in ciprofloksacin v koncentraciji 10 pg/ml (5 ul 0,2 % zalozne
raztopine/l gojis¢a). Gojis€e smo uporabili v mikrobioloskih preiskavah za ugotavljanje
Stevila laktobacilov skupine Lb. acidophilus (Lb. acidophilus, Lb. gasseri).

Gojis¢e MRS (bujon) z dodanim cisteinom in mupirocinom (MRS+cys+tmup) smo
pripravili po navodilih proizvajalca (Merck, Darmstadt, Nemc¢ija) s to razliko, da smo pred
avtoklaviranjem umerili vrednost pH na pH=6,9 (po avtoklaviranju je bil pH=6,2 + 0,2),
ter dodali cistein v kon¢ni koncentraciji 0,05 % (10 ml 5 % zaloZne raztopine/l gojisca) ter
15 g/l agar-agar (Agar Bios Special Biolife, Milano, Italija). Gojis¢e smo avtoklavirali 15
minut pri 115 °C. Pred razlivanjem na plo$¢e smo ohlajenemu gojiscu (4550 °C) dodali Se
antibiotik mupirocin v koncentraciji 50 pg/ml, ki zavira rast MKB, ne zavira pa
bifidobakterij. Gojis¢e smo uporabili v mikrobioloskih preiskavah za ugotavljanje Stevila
KE bifidobakterij (Bif. lactis, Bif. bifidum, Bif. longum).
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3.2.3 Antibiotiki

3.2.3.1 Ciprofloksacin

Antibiotik ciprofloksacin smo pripravili tako, da smo zatehtali 20 mg ciprofloksacina in
dodali 10 ml sterilne vode. Ker je raztopina ostala motna, smo jo prefiltrirali (pore velikosti
0,22 pm). Zalozna raztopina tega antibiotika je bila 2 mg/ml, delovna oz. kon¢na
koncentracija antibiotika v gojiscu pa 10 pg/ml (IDF Standard 192, 2006).

3.2.3.2 Klindamicin

Antibiotik klindamicin smo pripravili tako, da smo zatehtali 2 mg klindamicina in dodali
10 ml sterilne vode. Raztopina je ostala motna, zato smo jo prefiltrirali (pore velikosti 0,22
um). Zalozna raztopina tega antibiotika je bila 0,2 mg/ml, delovna koncentracija pa 0,1
pg/ml (IDF Standard 192, 2006).

3.2.3.3 Mupirocin

Antibiotik mupirocin smo pripravili tako, da smo zatehtali 100 mg mupirocina v prahu in
dodali 10 ml 96 % etanola ter premesali. Dobili smo zaloZno raztopino s koncentracijo 10
mg/ml. Zalozno raztopino mupirocina smo pred uporabo sterilizirali z uporabo filtra (pore
velikosti 0,22 um) ter hranili na -20 °C. Delovna koncentracija antibiotika v gojis¢u pa je
bila 50 pg/ml.

3.2.4 Raztopini za razredcevanje

3.2.4.1 Fizioloska raztopina

Y2 Ringerjevo raztopino smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck, Darmstadt,
Nermcija). 1 Ringerjevo tableto in 1 g/l peptona (Merck, Darmstadt, Nemcija) smo
raztopili v 1 1 destilirane vode, nato pa raztopino razdelili po 9 ml v epruvete in jih
avtoklavirali 15 minut pri 121 °C. Raztopino smo uporabili za razred¢evanje po Kochu in
za izpiranje kolonij s povrSine trdnih gojiS¢ za izolacijo DNA.

3.2.4.2 Pufer TAE

50-kratno zalozno raztopino pufra TAE (tris acetatni pufer) smo pripravili iz 242 g tris
baze (Sigma, Steinheim, Neméija), 57,1 ml ledocetne kisline (Fluka, Buchs, Svica) in 100
ml 0,5 M EDTA (Sigma, Steinheim, Nemcija). Pripravljeno raztopino smo pred uporabo
razredCili z vodo v razmerju 1:50. 1-kratni pufer TAE smo uporabili pri analizah
pomnozkov PCR s pomoc¢jo gelske elektroforeze.
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3.2.5 Reagenti za pripravo mikroskopskega preparata

Preparate smo barvali po Gramu, in sicer po navodilih proizvajalca komercialnega seta
(Bio-Mérieux, Marcy L'Etoile, Francija), ki je vseboval:

e kristal vijoli¢no barvilo,

e lugovo oz. jodovo raztopino,

e mesSanico etanola in acetona (1:1),

e Dbarvilo safranin.

Pred ogledom mikroskopskega preparata smo nanesli na objektno stekelce imerzijsko olje.
3.2.6 Kemikalije in encimi za izolacijo DNA in reakcijo PCR

3.2.6.1 Kemikalije za izolacijo DNA

Za analizo smo uporabili naslednje kemikalije:

e komercialni set za izolacijo genomske DNA »Wizard® Genomic DNA Purification
Kit« (Promega, Madison, WI, ZDA),

e 50 mM EDTA, pH=8,0 (Sigma Chemical, St. Louis, ZDA),

e 10 mg/ml lizocim (Sigma Chemical, St. Louis, ZDA),

e mutanolizin (2500 U/ml),

e izopropanol (Merck, Darmstadt, Nemcija),

e ctanol (Merck, Darmstadt, Nemcija).

3.2.6.2 Kemikalije za reakcijo PCR

Za analizo smo uporabili naslednje kemikalije:

e 2 mM dNTP (Boehringer Manheim, Nemcija),

e 5% GoTaq"” Flexi pufer za polimerazo brez MgCl, (Promega, Madison, W1, ZDA),

e 5% GoTaq” Flexi pufer za polimerazo z 1,5 mM MgCl, (Promega, Madison, WI,
ZDA),

e 25 mM MgCl, (Promega, Madison, WI, ZDA),

e GoTaq"” Flexi DNA-polimerazo (Promega, Madison, W1, ZDA),

e zaletne oligonukleotide, 5uM (Invitrogen life technologies, Paisley, Velika
Britanija),

e deionizirano, mikrofiltrirano vodo (mQ),

e pozitivne (DNA iz referen¢nih sevov) in negativne kontrole (brez DNA),

e izolirano DNA iz vzorcev.
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Preglednica 7: Zacetni oligonukleotidi za posamezno vrsto bakterij

Vrsta bakterij Zacetni oligonukleotidi
(viri)
Bif. bifidum BiBIF-1/BiBIF-2
(Matsuki in sod., 2004)
Bif: longum BILON-1/BILON-2
(Matsuki in sod., 2004)
Bif lactis Bflact-2/Bflact-5
(Matsuki in sod., 1999)
Lb. acidophilus Lacl/Lacll
(Walter in sod., 2000)
Le. lactis 27f/Lla
(Barakat in sod., 2000)
Ent. faecium F1/F2
(Dutka-Malen in sod., 1995)
Lb. casei Prl/CaslIl
(Walter in sod., 2000)
Lb. paracasei Y2/para ward

(Ward in Timmins, 1999)

Lb. gasseri Lgas-2/Lgas-3

(Song in sod., 2000)
Lb. plantarum Lfpr/Planll

(Walter in sod., 2000)
Lb. rhamnosus Prl/Rhall

(Walter in sod., 2000)
Lb. salivarius SAL1/LOW LAC

(Chagnaud in sod., 2001)
Lb. bulgaricus LBI1/LLB1

(Torriani in sod., 1999)
Str. thermophilus ThI/ThII

(Tilsala-Timisjérvi in Alatossava, 1997)
Lb. reuteri Lfpr/Reu

(Walter in sod., 2000)
B. coagulans P1/pP4*

(Klijn in sod., 1991)

Opomba k preglednici 7:
* pomnoZevanje dela gena za 16S rRNA z univerzalnimi bakterijskimi zaCetnimi oligonukleotidi

worw v

Kemikalije za ¢iScenje pomnozkov PCR (PCR Cdistilni sistem):

komercialni set »Wizard® SV gel and PCR Clean-Up System« (Promega, Madison,
WI, ZDA) in
pomnozki PCR iz vzorcev.

Kemikalije za ugotavljanje pomnozkov v agaroznem gelu (gelska elektroforeza):

0,5x pufer TAE,

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

raztopina SYBR Safe (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Oregon, ZDA),
molekulska oznacevalca pomnozkov DNA — 100 bp in 1 kb (100 bp, 1kb DNA
Ladder, Fermentas, Litva),

pomnozki PCR.
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1 kb 100 bp
Slika 3: Molekulska oznacevalca (100 bp in 1 kb) dolzin pomnozkov DNA po gelski elektroforezi na agarozi

3.3 METODE

Za analize probioti¢nih izdelkov smo uporabili naslednje metode:
» Standardne mikrobioloske tehnike:
e gojitvene tehnike z uporabo selektivnih gojiS¢ za bifidobakterije,
laktobacile, enterokoke, laktokoke, bacile in Str. thermophilus,
e ugotavljanje morfoloskih lastnosti bakterij (barvanje po Gramu,
mikroskopiranje s svetlobnim in fazno-kontrastnim mikroskopom).
» Molekularno-bioloske metode:
e osamitev DNA iz konzorcijev izraslih kolonij,
e reakcija PCR z vrstno-specifi¢nimi zac¢etnimi oligonukleotidi,
e agarozna gelska elektroforeza za pregledovanje pomnozkov PCR,
e ugotavljanje zaporedja nukleotidov dela 16S rDNA pri izbranih izolatih
Bacillus.

3.3.1 Ugotavljanje Stevila MO v probioti¢nih prehranskih dopolnilih

Probioticne izdelke, ki so v obliki suspenzije, smo dobro premesali, odprli sterilno ob
ognju, s pomocjo tehtnice odpipetirali 1 g v sterilno steklenicko ter dopolnili do 100 g s
fiziolosko raztopino. Podobno smo pripravili izdelke v obliki praska, ki smo ga zatehtali po
1 g. Kapsule smo odprli ob ognju ter zatehtali priblizno 1 g vsebine (iz treh kapsul) v
sterilne stekleniCke in jih dopolnili s fiziolosko raztopino do 100 g oz. do preracunane teze,
ki je bila 100-krat vecja od teze prahu. Tablet smo zatehtali toliko, da je bila teza blizu 1g
ter dodali ustrezno koli¢ino fizioloSke raztopine. Ko se je vsebina dobro raztopila (po 15—
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30 minutah), smo vzorce razredCili po Kochu tako, da smo dobili po inkubaciji Stevne
plosce (od 10 do 300 KE na plos¢i). Ta postopek smo izvajali asepticno (ob ognju).

Vzorce smo nacepljali na petrijeve ploS¢e z metodo razmazovanja ali vimeSavanja. Pri prvi
razredCitve vzorca ter ga s sterilno plasti¢no palcko razmazali po celotni povrsini gojisca.
Pri drugi metodi pa smo v prazno petrijevko odpipetirali po 1 ml ustrezno razred¢enega
vzorca, ga prelili z gojis¢em, ohlajenim na 45 + 1 °C, premesali ter pustili na sobni
temperaturi, dokler se gojisce ni strdilo. Petrijevke smo inkubirali v ustreznih pogojih, kot
je prikazano v preglednici 8.

Preglednica 8: Pogoji inkubacije in ustrezna gojiSca za izbrane vrste bakterij

Gojisce Vrsta bakterij Pogoji inkubacije

MRS Lb. paracasei, Lb. casei, Lb. plantarum 30 °C/3 dni, anaerobno

MRS+cly+cip Lb. acidophilus, Lb. gasseri

MRS+cys+tmup | Bif. lactis, Bif. longum, Bif. bifidum 37 °C/3 dni, anaerobno

MRS Lb.salivarius, Lb. rhamnosus, Lb. reuteri

MRS (pH=5,2) Lb. bulgaricus 42 °C/3 dni, anaerobno

M17 Lc. lactis 30 °C/3 dni, aerobno

BHIL PCA B. coagulans 37 °C/2—4 dni, aerobno
ali 42 °C/2 dni, aerobno

M17 Str. thermophilus 37 °C ali 42 °C/3 dni,
aerobno

CATC Ent. faecium 37 °C/3 dni, aerobno

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

vrecka za
zagotavljanje
anaerobnih razmer

-

Slika 5: Anaerobne razmere z uporabo GENbox-a
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Po inkubaciji smo na petrijevih ploscah presteli Stevilo kolonij s pomocjo elektronskega
Stevca (ESKO 7L, LABO, Ljubljana). Velja, da so Stevne plosce tiste, na katerih je med 10
in 300 kolonij. Stevilo KE v ml ali g probioti¢nega izdelka smo izratunali po naslednji
formuli (IDF Standard 100B, 1991):

N=2XKE/ ((n;+0,1%n3)%R) .. (D)
Legenda:

N....... stevilo MO (KE/ml oz. KE/g)
2KE...vsota kolonij, prestetih na vseh plos¢ah

nj....... Stevilo Stevnih petrijevih plos¢ (10-300 kolonij) prve razredcitve
n;.......Stevilo Stevnih petrijevih plos¢ (10-300 kolonij) druge razredcitve
R........ razredCitveni faktor prve razredcitve, ki smo jo Steli

Za izdelka "*°"Fermentalyax (suspenzija) in N-°"Fermentalyax (kapsule), ki sta vsebovala
spore Bacillus, smo ugotavljali tudi morebitni vpliv toplotne obdelave izdelkov in Casa
inkubacije nacepljenih vzorcev na germinacijo spor. Vzorca smo toplotno obdelali v vodni
kopeli (10 minut pri 80 °C) ter ju ohladili na sobno temperaturo. Ustrezne razredcitve
vzorcev smo pred in po toplotni obdelavi ponovno nacepili na gojisc¢e BHI ter plosce tokrat
inkubirali 4 dni pri 37 °C. Tudi izdelek Probiolex® (prasek), ki je prav tako vseboval spore
vrste B. coagulans, smo termi¢no obdelali (10 minut pri 80 °C), da bi tako tako inaktivirali
vegetativne celice in se prepriCali, ¢e so v izdelku res spore, ga ohladili in nacepili na
gojisce PCA. Plosce smo inkubirali 2 dni pri 37 °C in 42 °C zato, da bi videli, ¢e ima
temperatura inkubacije vpliv na Stevilo izraslih kolonij na gojis¢u PCA.

3.3.2 Ugotavljanje morfoloskih lastnosti kolonij in bakterijskih celic

.....

izbrali iz vsakega gojis¢a po eno ali dve koloniji (eno majhno in eno veliko, Ce je bilo to
mogoce), jih pobarvali po Gramu ter mikroskopirali pod svetlobnim in fazno-kontrastnim
mikroskopom. Zanimale so nas morfoloske lastnosti MO, kot so oblika, velikost, obarvanje
po Gramu, zdruzevanje celic.

Slika 6: Svetlobni mikroskop

Barvanje po Gramu smo izvedli s komercialnim setom (Bio-M¢érieux, Marcy L'Etoile,
Francija) po navodilih proizvajalca.



Sernel T. Ugotavljanje deklariranih bakterij v probioti¢nih prehranskih dopolnilih na slovenskem trgu. 34
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2011

Pri odvzemu vzorca smo s cepilno zanko vzeli kolonijo iz gojisca, jo razmazali v fizioloski
raztopini na objektnem steklu, posusili nad ognjem ter razmaz fiksirali. Uporabili smo
asepticno tehniko dela.

Slika 7: Priprava mikroskopskega preparata
Po barvanju se G- bakterije obarvajo rdece, G+ bakterije pa ostanejo vijoli¢ne barve.
3.3.3 Izolacija genomske DNA za izvedbo reakcije PCR

3.3.3.1 Priprava DNA za izolacijo

S povrsine razli¢nih gojis¢ smo izprali kolonije: na povrSino smo odpipetirali 2 ml
fizioloske raztopine, s pomocjo pipete resuspendirali kolonije in suspenzijo prenesli v 2 ml
epruvete;

e pri 15000 x g smo centrifugirali 2 minuti;

e supernatant smo odlili, usedlino pa obdrzali;

e usedlino smo sprali z 1 ml fizioloSke raztopine in ponovno centrifugirali (2 minuti

pri 15000 x g);
e usedline smo shranili v zamrzovalniku do izolacije DNA.

3.3.3.2 Izolacija DNA

Postopek izolacije DNA z uporabo komercialnega seta »Wizard® Genomic DNA
Purification Kit« (Promega, Madison, WI, ZDA) je vkljuceval fizikalno-kemijske postopke
in obdelavo z encimi. Tako smo dobili precej Cisto suspenzijo DNA. Nekatere korake smo
prilagodili naSim vzorcem.

Postopek izolacije genomske DNA za G+ bakterije smo povzeli po proizvajalcu (Promega,
Madison, WI, ZDA). Spremenili smo le zaCetne korake, kakor sledi:

e Usedlino celic smo resuspendirali v 600 pul 50 mM EDTA z lizocimom, ki smo ga
predtem zatehtali v pufer (10 mg/ml) in raztopili. Dodali smo tudi po 6 pl
mutanolizina (2500 U/ml) ter premesali na vrti¢niku.

e V vodni kopeli pri 37 °C smo inkubirali 60 minut ter nadaljevali po navodilih
proizvajalca.
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Suspenzijo DNA, ki smo jo pripravili po zgoraj opisanem postopku, smo shranili v
zamrzovalniku, dokler je nismo uporabili kot taréno DNA v reakcijah PCR.

3.3.4 Ugotavljanje vrst bakterij z metodo PCR z vrstno-specificnimi zacetnimi
oligonukleotidi

3.3.4.1 Reakcija PCR

Reakcija PCR z vrstno-specificnimi zacetnimi oligonukleotidi je poleg razlicnih
hibridizacijskih tehnik in novejSe tehnologije DNA-Cipov ena izmed molekularnih metod,
ki se uporablja tudi za dolocanje in ugotavljanje MO v zivilih in razli¢nih drugih vzorcih.
Stopnje, ki so vklju¢ene v preiskavo vzorca s PCR:

e priprava DNA za izolacijo,

e izolacija DNA,

e priprava in izvedba PCR,

e ugotavljanje pomnozkov (Jersek, 2003).

3.3.4.2 Princip reakcije PCR

Princip reakcije PCR je in vitro (procesi in poskusi zunaj zivega organizma) pomnozitev
dela tar¢ne DNA s termostabilno DNA-polimerazo v ciklicnem termostatu. DNA-
polimeraza je encim z optimalno temperaturo delovanja pri 72 °C in ohranja svojo
aktivnost tudi, ¢e je kraj$i Cas na visjih temperaturah, ki so potrebne za denaturacijo
dvoverizne DNA. Poseben termostat v »PCR cyclerju« zagotavlja zvezno spreminjanje
temperature v ciklu, ki zajema tri faze:

e denaturacijo/razdvajanje dvoverizne DNA (npr.: 95 °C, 30 sekund),

e prileganje zacCetnih oligonukleotidov (npr.: 55-72 °C, 5-60 sekund),

e podaljSevanje verige (npr.: 72 °C, 60 sekund) (JerSek, 2003) .

V vsakem ciklu se Stevilo tarénih kopij podvoji (Jersek, 2003).

Za pomnozevanje dela DNA je potrebna reakcijska mesanica, ki zajema:
e DNA-polimerazo,

tar¢ne molekule DNA,

deoksinukleotid trifosfate (INTP),

MgClz,

reakcijski pufer,

par zacetnih oligonukleotidov (Jersek, 2003).

Vsak potek PCR je potrebno optimizirati (dolociti temperature in ¢ase posameznega cikla,
Stevilo ponovitev cikla in sestavo reakcijske mesanice) (Jersek, 2003).

Izbira zacetnih oligonukleotidov je odvisna od vrste reakcije PCR in vrste preiskovanih
MO. V zacetnih oligonukleotidih so baze v dolo¢enem zaporedju in komplementarne delu
tarcne DNA, ki jo pomnozimo med izbranima zacetnima oligonukleotidoma (Jersek,
2003).
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3.3.4.3 Reakcijska mesanica za PCR

Priprava reakcijske mesSanice za PCR:
e Pripravili smo jo v za to namenjenem prostoru v posebni komori, ki je vsebovala
vso opremo in pripomocke.
Pred in po delu smo komoro razkuzili in osvetlili z UV lu¢jo za najmanj dve uri.
Pri delu smo obvezno uporabljali rokavice.
Kemikalije in reagenti, ki smo jih uporabili, so morali biti ves ¢as na ledu.
Volumen posameznih sestavin reakcijske meSanice smo izracunali glede na Stevilo
vzorcev (vkljucno s pozitivno in negativno kontrolo).
¢ Volumen reakcijske meSanice za en vzorec je znasal 30 pl. Vseboval je:
» 6l 5x GoTaq® pufra za polimerazo z MgCl, (kon¢na koncentracija MgCl,
1,5 mM) ali 5x GoTaq® Flexi pufra brez MgCl,,
> 3 ul MgCl, (samo v primeru uporabe 5% GoTaq" Flexi pufra brez MgCl,
25 mM= 2,5 mM),
1 ul zacetnega oligonukleotida I (5 uM=>» 0,1 uM),
1 ul za¢etnega oligonukleotida IT (5 uM=>» 0,1 uM),
2,5 Wl dNTP (2 mM=>» 0,05 mM),
0,3 pl GoTaq® DNA-polimeraze (5 U/ul<» 0,05 U/ul),
2 ul DNA,
H,O=>» dodali smo toliko vode, da je bil skupni volumen 30 pl.
e Reagente smo pred uporabo premesali na vrti¢niku ali rocno.
e Najprej smo odpipetirali izracunan volumen vode, nato pa ostale reagente, pri
gemer smo GoTaq" DNA-polimerazo dodali zadnjo.
e Reakcijsko meSanico smo premesali in razdelili v mikroepruvete za PCR po 28 pl
ter nato vsaki dodali Se po 2 pl posameznega vzorca DNA.

YVVVYYYVY

V vsako reakcijo PCR smo dali Se pozitivno in negativno kontrolo. Pozitivno kontrolo je
predstavljala preverjena DNA, znacilna za to vrsto. Negativno kontrolo pa meSanica, ki
smo ji namesto DNA dodali deionizirano vodo. Mikroepruvete, napolnjene s 30 ul
reakcijske meSanice (28 pl mesanice + 2 ul tarcne DNA), smo nato prenesli v aparaturo za
PCR (Mastercycler Gradient, Eppendorf) in vnesli ustrezen protokol za posamezno PCR
reakcijo.

Slika 8: Aparatura za izvedbo reakcije PCR
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Slika 9: Notranjost aparature za reakcijo PCR

3.3.4.4 Potek PCR

Podatki o zacCetnih oligonukleotidih, ki smo jih uporabili in velikosti specifi¢nih produktov,
so prikazani v preglednici 9.

Preglednica 9: Imena, pricakovana velikost pomnozkov in viri za zacetne oligonukleotide, ki smo jih
uporabili v reakcijah PCR

Vrsta Zacetni Zacetni Velikost Vir

bakterij oligonukleotid I oligonukleotid IT pomnozkov

Bif. bifidum BiBIF-1 BiBIF-2 278 bp Matsuki in sod., 2004

Bif. longum BILON-1 BILON-2 831 bp Matsuki in sod., 2004

Bif lactis Bflact-2 Bflact-5 680 bp Matsuki in sod., 1999

Lb. acidophilus Lacl Lacll 759 bp Walter in sod., 2000

Lc. lactis 27f Lla 87 bp Barakat in sod., 2000

Ent. faecium F1 F2 550 bp Dutka-Malen in sod.,
1995

Lb. casei Prl Casll 200 bp Walter in sod., 2000

Lb. paracasei Y2 para ward 290 bp Ward in Timmins, 1999

Lb. gasseri Lgas-2 Lgas-3 360 bp Song in sod., 2000

Lb. plantarum Lfpr Planll 200 bp Walter in sod., 2000

Lb. rhamnosus Prl Rhall 186 bp Walter in sod., 2000

Lb. salivarius SAL1 LOW LAC 993 bp Chagnaud in sod., 2001

Lb. bulgaricus LBI1 LLBI 1065 bp Torriani in sod., 1999

Str. thermophilus | Thl Thil 300 bp Tilsala-Timisjarvi in
Alatossava., 1997

Lb. reuteri Lfpr Reu 200-300 bp Walter in sod., 2000

B. coagulans P1 P4 660 bp Klijn in sod., 1991

(pomnozevanje

dela gena za 16S

rRNA)

Legenda:

bp... bazni pari

Reakcijo PCR za ugotavljanje prisotnosti DNA posameznih vrst bakterij smo izvedli po
protokolih, ki so prikazani v preglednici 10.
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Preglednica 10: Parametri reakcij PCR za ugotavljanje prisotnosti DNA posameznih vrst bakterij

Vrsta bakterij Reakcija Parametri Stevilo ciklov | Vir
Zacetek 95 °C/3 min 1
Blf. bifidum Detnatura'lcua DNA 95 :C/3O ] Matsuki in
Bif. longum Prileganje 55°C/30's 35 sod.. 2004
PodaljSevanje 72 °C/1 min ”
Zakljucek 72 °C/10 min 1
Zacgetek 95 °C/5 min 1
Denaturacija DNA 95°C/30's Matsuki in
Bif lactis Prileganje 58°C/30s 30 sod.. 1999
Podaljevanje 72 °C/1 min ?
Zakljucek 72 °C/10 min 1
Zacetek 95 °C/3 min 1
Denaturacija DNA 95°C/30s Walter in sod
Lb. acidophilus Prileganje 62°C/30's 30 2000 N
Podaljsevanje 72 °C/30s
Zakljucek 72 °C/10 min 1
Zagetek 95 °C/3 min 1
Ent. faecium De.natura.lcij a DNA 94°C/30s Dutka-Malen
Prileganje 55°C/30s 30 in sod.. 1995
Podaljevanje 72°C/30's ’
Zakljucek 72 °C/10 min 1
94 °C/3 min
Zacetek 55°C/45 s 1 Walter in sod.,
70 °C/1 min 2000 (Lb.
Lb. casei De?naturz_icija DNA 94 °C/45 s casei);_
Lb. paracasei Prileganje 55°C/45 s 30 Ward in
PodaljSevanje 70 °C/1 min Timmins,
94 °C/45 s 1999 (Lb.
Zakljucek 55°C/45 s 1 paracasei)
70 °C/5 min
Zacetek 95 °C/10 min 1
Denaturacija DNA 95°C/30s Song in sod
Lb. gasseri Prileganje 65 °C/2 min 35 2000 °
PodaljSevanje 74 °C/2 min
Zakljucek 74 °C/10 min 1
Zacetek 95 °C/3 min 1
Denaturacija DNA 95°C/30's :
Lb. plantarum Prileganje 55°C/30's 35 %2(‘)18“ insod.,
PodaljSevanje 72 °C/1 min
Zakljucek 72 °C/10 min 1
Zacgetek 95 °C/3 min 1
Denaturacija DNA 95°C/45 s Walter in sod
Lb. rhamnosus Prileganje 55°C/45 s 30 2000 ?
Podaljsevanje 72 °C/1 min
Zakljucek 72 °C/10 min 1

se nadaljuje
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nadaljevanje

Preglednica 10: Parametri reakcij PCR za ugotavljanje prisotnosti DNA posameznih vrst bakterij

Vrsta bakterij Reakcija Parametri Stevilo ciklov | Vir
Prvi program:
Zacetek 95 °C/10 min 1
Denaturacija DNA 95°C/30's
Prileganje 50°C/30s 35
Podaljsevanje 72 °C/1 min
I Z_akﬁué_ek_ o _ ZZEC/_IO_mill _
Drugi program:
Zacgetek 99 °C/5 min 1
b, salivarius® Denaturacija DNA 94 °C/30 s Chagnaud in
Prileganje 55°C/45 s 35 sod., 2001
Podaljsevanje 72 °C/1 min
| Zaklju¢ek | 72°C3min_ _ _ | 1_
Tretji program:
Zacetek 95 °C/10 min 1
Denaturacija DNA 95°C/30's
Prileganje 65 °C/30's 35
Podaljsevanje 72 °C/1 min
Zakljucek 72 °C/10 min 1
Zacetek 95 °C/2 min 1
Denaturacija DNA 95°C/45 s Torriani in
Lb. bulgaricus Prileganje 58°C/30's 35 sod.. 1999
Podalj$evanje 72°C/30's °
Zakljucek 72 °C/10 min 1
Zacetek 95 °C/2 min 1 Tilsala-
Denaturacija DNA 95°C/30s Timisjirvi in
Str. thermophilus Prileganje 55°C/30's 30 Alatossava
PodaljSevanje 72 °C/30's 1997 °
Zakljuéek 72 °C/10 min 1
Zacetek 92 °C/2 min 1
Denaturacija DNA 95°C/30's :
Lb. reuteri Prileganje 55°C/30's 30 X(])%l(;er in sod,
PodaljSevanje 72 °C/30s
Zakljucek 72 °C/10 min 1
Zacetek 99 °C/5 min 1
Denaturacija DNA 94 °C/30 s .
Le. lactis Prileganje 55°C/45 s 35 Barakat in
Podaljsevanje 72 °C/1 min ?
Zakljucek 72 °C/3 min 1

Opomba k preglednici 10:
* Pri vrsti Lb. salivarius smo preskusili tri razlicne protokole, ker reakcije pomnozevanja niso bile uspesne.

3.3.5 Pregledovanje pomnozkov PCR z agarozno gelsko elektroforezo

Pomnozke PCR smo pregledovali z agarozno gelsko elektroforezo tako, da smo njihovo
velikost primerjali z molekulskim oznacevalcem velikosti DNA. Ker molekule DNA same
po sebi niso obarvane, jih po koncani elektroforezi detektiramo na gelu tako, da gel
potopimo v raztopino primernega barvila (SYBR Safe), ki se vrine med bazne pare DNA
(Abram in sod., 2006).
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3.3.5.1 Priprava agaroznega gela za agarozno gelsko elektroforezo

Priprava 100 ml 1,5% agaroznega gela:

e Zatehtali smo 1,5 g agaroznega gela in 100 ml 1-kratnega TAE pufra (z 50-kratno
zalozno raztopino in pH=8,0) v steklenicko.

e Raztopino smo segrevali v mikrovalovni pecici toliko Casa, da se je agaroza
popolnoma raztopila in da je raztopina postala bistra.

e Vsebino v stekleni¢ki smo primerno shladili in nato raztopino gela vlili v model z
glavnikom razli¢nih velikosti.

e Pocakali smo, da se je gel strdil in nato previdno odstranili glavnik (dobili prazne
prostorcke za nanasanje vzorcev) ter gel prenesli v aparaturo za elektroforezo z 1-
kratnim TAE pufrom.

3.3.5.2 Potek elektroforeze

Elektroforeza je potekala po naslednjem zaporedju:

e Na gel smo v prazne prostorcke nanesli po 15 pl pomnozkov PCR (vkljucno s
pozitivno in negativno kontrolo), ki Ze vsebujejo barvilo, saj je le-to sestavina pufra
GoTaq” ter po 15 pl mesanice molekulskega oznagevalca (100 bp in 1 kb DNA
Ladder) in vode (2,5 ul raztopine molekulskega oznacevalca + 13 pl vode).

e Elektroforezo smo vodili pri 90 ali 95 V od 60 do 105 minut.

e Gel smo po koncani elektroforezi obarvali z raztopino SYBR Safe in ga pustili od
45 do 65 minut.

e Po koncanem barvanju smo gel pregledali z 12-bitno CCD kamero pri UV svetlobi
(A =302 nm) s pomocjo sistema za dokumentacijo gelov in analizo slik Syngene
Chemigenius?2.
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3.3.6 PomnoZevanje dela 16S rDNA z metodo PCR na osnovi kolonije in priprava
pomnozkov DNA za sekvenciranje

Z reakcijo PCR smo pomnozili del 16S rDNA (regiji V1/V3), pri ¢emer smo uporabili
univerzalna zacetna oligonukleotida za bakterije P1 in P4 z velikostjo produktov 660 bp, ki
so ju opisali Klijn in sod. (1991). Matricno DNA za pomnozevanje je predstavljala bodisi
mesanico smo dodali po 2 pl DNA, izolirane s pomo&jo kompleta »Wizard® Genomic
DNA Purification Kit« (Promega, Madison, WI, ZDA)), bodisi posamezne toplotno
velikosti — po dve majhni in dve veliki koloniji za izdelka “"*°®Fermentalyax (suspenzija)
in "*9®Fermentalyax (kapsule), medtem ko smo si za izdelek Probiolex® (prasek) izbrali
eno veliko kolonijo iz gojis¢a PCA). Kolonije, ki smo jih uporabili za PCR, smo istocasno
tudi z zobotrebcem nacepili na gojisce BHI.

3.3.6.1 Reakcijska meSanica za PCR

Priprava reakcijske mesanice za en vzorec (30 pl):
e 6l 5x GoTaq" Flexi pufra brez MgCl,
e 3 ul MgCL (25 mM)

e 1 pl zacetnega oligonukleotida I (5 pM) ¥ =25 pl reakcijske
e 1 pl zacetnega oligonukleotida II (5 uM) meSanice

o 25 uldNTP (2 mM)

e 11,5ul H,O

V 25 ul reakcijsko meSanico smo prenesli kolonijo iz gojis¢a in mikroepruveto z
reakcijsko meSanico vstavili v aparaturo za PCR na 99 °C za 10 minut (’)HOT START«).
Nato smo dodali po 5 pl GoTaq® DNA-polimeraze in vode na vzorec (0,1 pl GoTaq”
DNA-polimeraze + 4,9 ul H,0).

Preglednica 11: Parametri reakcije PCR za pommnoZzevanje dela 16S rDNA iz kolonij B. coagulans z
zacetnimi oligonukleotidi P1 in P4. Pomnozki so bili namenjeni za sekvenciranje.

Reakcija Parametri Stevilo | Vir
ciklov
Zacetek 95 °C/5 min 1
Denaturacija DNA | 93 °C/1 min
Prileganje 52°C/30's 30 Klijn in sod., 1991
Podaljsevanje 72°C/30s
Zakljucek 72 °C/10 min 1
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3.3.6.2 Cis¢enje pomnozkov PCR

Pred elekroforezo smo dobljene pomnozke PCR ocistili po navodilih proizvajalca s
kompletom »Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System« (Promega, Madison, WI,
ZDA). Postopek smo na koncu malo prilagodili nasim vzorcem:
e Po ciscenju pomnozkov PCR je sledilo izpiranje, kjer smo kolono z membrano
prenesli v 1,5 ml mikroepruveto in dodali 40 pl raztopine »Nuclease-Free Water«
v kolono z membrano ter inkubirali 1 minuto na sobni temperaturi. Sledilo je
dvominutno centrifugiranje pri 16000 x g. Zadnji korak pa smo izvedli po
navodilih proizvajalca.

Z elektroforezo smo preverili velikost pomnozkov, €istost in koncentracijo DNA, kakor je
7e opisano v poglavju 3.3.5.

3.3.7 Sekvenciranje

Za nadaljno analizo smo izbrali pet ocis¢enih pomnozkov PCR (toplotno obdelane
kolonije):
e cno veliko kolonijo iz gojis¢éa PCA (inkubacija: aerobna, 42 °C/2 dni) iz izdelka
Probiolex™ (prasek);
e po eno malo in eno veliko kolonijo iz gojis¢a BHI (inkubacija: aerobna, 37 °C/4
dni) iz izdelka "**®Fermentalyax (suspenzija);
e po eno malo in eno veliko kolonijo iz gojis¢a BHI (inkubacija: aerobna, 37 °C/4
dni) iz izdelka N*°*Fermentalyax (kapsule).

Sekvenciranje oz. reakcije dolocanja nukleotidnega zaporedja so opravili v specializiranih
laboratorijih Microsynth v Svici. Po sekvenciranju smo dobljena nukleotidna zaporedja
analizirali in primerjali s tistimi, ki so shranjena v genski banki NCBI (angl. National
Center for Biotechnology Informations, Rockville Pike, Bethesda, ZDA). To smo naredili s
pomocjo programa BLAST (angl. Basic Local Alignment Search Tool) (NCBI, 2010).
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4 REZULTATI

4.1 UGOTAVLJANIJE PROBIOTICNIH

PREHRANSKIH DOPOLNIL

USTREZNOSTI DEKLARACIJ

Pregledali smo deklaracije probioticnih prehranskih dopolnil in ugotavljali njihovo
ustreznost glede deklariranih bakterijskih vrst in deklariranega Stevila kultivabilnih

probioti¢nih bakterij.

Preglednica 12: Podatki na deklaracijah izbranih probioti¢nih prehranskih dopolnil

Ime izdelka Deklarirane Deklarirano Stevilo Namen
probioticne probioti¢nih bakterij
bakterije

Yogermina® 100
(suspenzija)

Lb. acidophilus La-
14

Lb. paracasei Lpc-
37

Lb. plantarum Lp-
115

Bif. lactis Bl-14

— najmanj 10" probioti¢nih
kultur/stekl. ob izdelavi

— zive celice do konca roka
trajanja izdelka ne manj kot
32 x 10” u.f.c./stekl.

(Bif. lactis: 24 x 10°
u.f.c./stekl.;

Lb. acidophilus:

6,4 x 10° u.f.c./stekl.;

Lb. plantarum:

1,28 x 10° u.f.c./stekl.;

Lb. paracasei: 0,32 x 10°
u.f.c./stekl.)

— pomembna pri hitrem
vzpostavljanju bakterijske
biote in delovanja ¢revesja po
zdravljenju z antibiotiki,
diareji, stresu in prehranskih
motnjah

Lb. sporogenes
Str. thermophilus
Bif. bifidum

— dnevni odmerek: skupaj
najman;j 3,0 x 10° CFU/2
vrecki

Bion® 3 Seniors Lb. gasseri PA 107 probiotiénih — za osebe v zrelih letih —
(tablete) 16/8 kultur/tableto po 50. letu starosti
Bif. bifidum MF — prispeva k dobri presnovi
20/5 esencialnih hranilnih snovi v
Bif. longum SP prebavilih
07/3
BioGaia" Lb. reuteri 10° Zivih aktivnih — odporna na agresivno
(tablete) Protectis bakterij/tableto delovanje zelod¢nega soka
— pomaga ohranjati in
vzpostavljati ravnovesje v
crevesni mikrobioti
Probiolex” Lb. acidophilus — skupaj najmanj 7,5 x 10° — pomaga hitro uravnoteziti
(kapsule) Lb. bulgaricus CFU/kapsulo ¢revesno bioto pri
Lb. sporogenes — dnevni odmerek: 1,5 x 10° | spremenjenih érevesnih
Str. thermophilus CFU/2 kapsuli funkcijah
Bif. bifidum — zagotavlja normalno
prebavno in imunsko funkcijo
Crevesja
Probiolex® Lb. acidophilus — skupaj najmanj 1,5 x 10° — pomaga hitro uravnoteziti
(prasek) Lb. bulgaricus CFU/vrecko ¢revesno bioto pri

spremenjenih ¢revesnih
funkcijah

— zagotavlja normalno
prebavno in imunsko funkcijo
crevesja

se nadaljuje
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nadaljevanje

Preglednica 12: Podatki na deklaracijah izbranih probioti¢nih prehranskih dopolnil

Ime izdelka Deklarirane Deklarirano $tevilo Namen
probioti¢ne probioti¢nih bakterij
bakterije

Bion® Transit
(kapsule)

Lb. plantarum 299
\%

10" probioti¢nih
kultur/kapsulo

—namenjen osebam, ki imajo
obcutljivo Crevesje

— vpliva na ravnovesje
crevesne biote

Bion" 3 Juniors

Lb. gasseri PA

10" probiotikov/tableto

— namenjen otrokom starim od

(tablete) 16/8 7 do 12 let
Bif. bifidum MF/ — prispeva k dobri presnovi
20/5 nujno potrebnih hranilnih
Bif. longum SP snovi
07/3
BioGaia" Lb. reuteri 10° Zivih aktivnih bakterij/5 | — bakterija Lb. reuteri sodi
(kapljice) Protectis kapljic med naravno mikrobioto
materinega mleka pri zdravih
materah
— pomaga ohranjati in
vzpostavljati ravnovesje v
¢revesni mikrobioti, ki
preprecuje razmnozevanje
$kodljivih MO
WAYA®™ AD Bif. bifidum —najmanj 5 x 10° zivih — deluje zaviralno na skodljive
(prasek) Lb. acidophilus probioti¢nih bakterij/vrecko | bakterije in tako pomaga
Lb. casei — probioti¢ne bakterije (g): vzdrzevati ravnotezje v
Lb. plantarum v 5 g (1 vrecka): 0,19 g; v ¢revesni mikrobioti pri
Lb. rhamnosus 100g3,73 g diarejah
Lb. salivarius
Le. lactis
WAYA" AB Bif. bifidum —najmanj 5 x 10° KE zivih | — pomaga pri ohranjanju
(prasek) Bif: lactis probioti¢nih kultur/vrecko crevesne mikrobiote med
Lb. acidophilus (2 | — probioti¢ne bakterije (g): zdravljenjem z antibiotiki in
seva) v 5 g (1 vrecka) 0,26 g; v po njem ter s tem poveca
Lb. paracasei 100g5,1 g raven koristnih bakterij v
Lb. plantarum crevesju
Lb. rhamnosus
Lb. salivarius
Ent. faecium
WAYA®IT Lb. casei — najmanj 4 x 10° Zivih — izboljSuje splosno pocutje
(prasek) Lb. rhamnosus probioti¢nih bakterij/vrecko | pri zaprtju
Lb.plantarum — probioti¢ne bakterije (g): — izboljSuje normalno prebavo
Bif. bifidum v 4 g (1 vrecka) 0,08 g; v
Bif. lactis 100g2,13 g
Bif. longum
LYOLACT" Lb. bulgaricus (2 10" zivih probiotiénih — uravnava ravnotezje
(kapsule) seva) bakterij/kapsulo mikrobiote v

Lb. gasseri
Str. thermophilus

(1 kapsula=400 mg)

gastrointestinalnem traktu v
primeru diareje,
gastrointestinalnih infekcij, pri
zdravljenju z antibiotiki

— spodbuja imunski sistem

— zmanjsa alergic¢ne reakcije

se nadaljuje
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nadaljevanje
Preglednica 12: Podatki na deklaracijah izbranih probioti¢nih prehranskih dopolnil
Ime izdelka Deklarirane Deklarirano Stevilo Namen
probioti¢ne probioti¢nih bakterij
bakterije
NEO®permentalyax | B. coagulans -2x10° spor B. — B. coagulans se ne aktivira v
(suspenzija) (Lb. sporogenes) coagulans/stekl. (dnevni zelodeu, zato hitreje izboljsa
odmerek) stanje bakterijske biote
—20 x 10’ spor B. — ugodno deluje na prebavo in
coagulans/100 ml pomaga vzdrzevati ¢revesno
mikrobioto
NEO®Eermentalyax | B. coagulans —2 x 10’ spor B. — B. coagulans se ne aktivira v
(kapsule) (Lb. sporogenes) coagulans/kapsulo (dnevni zelodcu, zato hitreje izboljSa
odmerek) stanje bakterijske biote
—500 % 10” spor B. —ugodno deluje na prebavo in
coagulans/100g pomaga vzdrzevati ¢revesno
mikrobioto
Legenda:

stekl....steklenicka
u.f.c....celice, ki tvorijo kolonijo
CFU...enota, ki tvori kolonijo

Ugotovili smo, da ni bistvenih pomanjkljivosti oz. napak glede poimenovanja probioti¢nih
bakterij v izdelkih. Bakterijske vrste, ki so jih probioti¢na dopolnila vsebovala, so bile
vedno navedene, ne pa tudi imena sevov. Slednji so bili navedeni na sledecih izdelkih:

e Yogermina® 100 (suspenzija),

e Bion" 3 Seniors (tablete),

e Bion" Transit (kapsule),

e Bion" 3 Juniors (tablete).

Pravilnost imen MO, ki so na deklaracijah, smo preverili na seznamu veljavnih bakterijskih
imen (»Approved Lists of Bacterial Names«), ki je dostopen na medmrezju
(http://www.bacterio.cict.fr/) in ga redno obnavljajo (Euzéby, 2010). Rezultati preverjanja
ustreznosti nomenklature so bili naslednji:

e Na izdelkih Probiolex® (kapsule) in Probiolex® (prasek) je bilo navedeno ime vrste
Lb. sporogenes, ki je neobstojeca vrsta.

e Na izdelkih "*°®Fermentalyax (suspenzija) in N-""Fermentalyax (kapsule) je bilo
navedeno ime vrste B. coagulans, vendar v oklepaju Se Lb. sporogenes, ki ne
obstaja.

e Pri izdelkih BioGaia® (tablete) in BioGaia®™ (kapljice) je bila navedena bakterijska
vrsta Lb. reuteri Protectis. Proizvajalec je kot del svojega trzenja dodal k bakterijski
vrsti Se trivialno ime Protectis, ki je sicer za potroSnika informativno, ni pa
pravilno.

Kar zadeva opis namena preiskovanih izdelkov in delovanja na ¢loveski organizem, nismo
naleteli na nepravilnosti.

Naleteli smo na pomanjkljive podatke o Stevilu MO za vsako bakterijsko vrsto posebej.
Vecina izdelkov, z izjemo Yogermina® 100 (suspenzija), je vsebovala samo podatke o
Stevilu vseh MO skupaj.
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42 UGOTAVLJANJE STEVILA PROBIOTICNIH BAKTERI] V POSAMEZNIH
PREHRANSKIH DOPOLNILIH IN MORFOLOGIJA

Vzroki neskladnosti deklariranih Stevil probiotikov v izdelkih z rezultati Stetja so posledica
odmiranja bakterij med tehnoloskim postopkom in med skladis¢enjem.

4.2.1 Yogermina® 100 (suspenzija)

Preglednica 13: Rezultati §tetja KE probiotiénih bakterij v izdelku Yogermina® 100 (suspenzija),

Gramu)

Deklarirano
Vrsta bakterij stev1l.0 VN ?ez'u Itati . Opis . Opis celic pod Skladnost z
covx probioti¢nih Stetja bakterij | kolonij na . ..
(gojisce) bakterij (KE/stekl.) gojistih mikroskopom deklaracijo
(u.f.c./stekl.)
. . bele, ravrvle, tanke G+
Lb. acidophilus | ¢ 4 g 1,2 % 10 okrogle palcke, ne ustreza
(MRS+cly+cip) K .. posamezne in
olonije . oo
tudi v verizicah
odebeljene G+,
Bif lactis . , bele, razvejane palcke
(M'RS +oys+mup) 24 %10 1,8 x 10 okrogle (v obliki ne ustreza
kolonije ipsilonov, ¢rke
V, kot loparcki)
Lb. plantarum in bele, majhne, kratke,
Lb. paracasei 1,6 x 10° 2,2 x 107 okrogle srednje debele ne ustreza
(MRS) kolonije G+ palcke
skupaj 32 x 10° 1,8 x 10° / / ne ustreza

Komentar k preglednici 13:

Deklarirana Stevila posameznih vrst bakterij in skupno Stevilo probioti¢nih bakterij se niso
ujemala z rezultati Stetja, Ceprav je ob Casu analize do konca roka uporabe tega izdelka
log enoti manj, na gojis¢u MRS+cys+mup pa za eno log enoto manj kolonij, kot je
navedeno Stevilo Lb. acidophilus oz. bifidobakterij na deklaraciji. Na podlagi morfologije
smo sklepali, da gre za deklarirane rodove bakterij, saj so pod mikroskopom imele vse
bakterijske celice znacilno obliko, velikost in obarvanje po Gramu.
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Slika 11: Lb. plantarum in Lb. paracasei na gojiséu MRS; izdelek Yogermina® 100 (suspenzija)

LAY M N R
B ol o Kty ] tipi¢no
) 2

odebeljena
bifidobakterija

Slika 12: Bzf lactis pod mlkroskopom pr1 1000-kratni pove&avi, obarvane po Gramu; izdelek Yogermina®
100 (suspenzija)

tanki
laktobacili

Slika 13: Lb. acidophilus pod mikroskopom, pri 1000-kratni povecavi, obarvane po Gramu; izdelek
Yogermina® 100 (suspenzija)

debeli in
kratki
laktobacili

Slika 14: Lb. plantarum in Lb. paracasei pod mikroskopom, pri 1000-kratni povecavi, obarvane po Gramu;
izdelek Yogermina®™ 100 (suspenzija)
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4.2.2 Bion® 3 Seniors (tablete)

Preglednica 14: Rezultati tetja KE probiotiénih bakterij v izdelku Bion® 3 Seniors (tablete), morfoloskega

Deklarirano
Stevilo . .
Vrsta bakterij probioti¢nih Bez'u Itati . Opis . Opis celic pod Skladnost z
(gojisce) bakterij Stetja bakterij | kolonij na mikroskopom deklaracijo
st (pmbi(}'ﬁéne (KE/tableto) | gojis¢ih P L
kulture/tableto)
bele tanke, kratke, dolge
Lb.gasseri ’ G+ palcke,
(MRS+cly+cip) 1,5 % 107 Okmg.l.e osamezne in v
e 10’ ’ kolonije geriiicah
Bif. bifidum in bele, odebeljene G+,
Bif. longum 9,2 x10* okrogle razvejane palcke (v
g .. oy . ustreza
(MRS+cys+mup) kolonije obliki ¢rk Y in V)
skupaj:
1,5 x 10
za skupno Stevilo bele, téike;lléﬁ:ke’ dolge
bakterij / 1,4 x 107 okrogle ose?meznf,: o dve
(MRS) kolonije | Posamezne, bo
skupaj, v verizicah

Komentar k preglednici 14:

Rezultati Stetja bakterij na petrijevih plos¢ah so bili vi§ji od deklariranega Stevila, zato
lahko zaklju¢imo, da je bila deklaracija glede Stevila probioticnih bakterij ustrezna.
znacilno obliko, velikost in obarvanje po Gramu. MRS je neselektivno gojisce, ki omogoca
rast velike veCine probioticnih bakterij. Skupno Stevilo bakterij, pridobljeno na gojisc¢u
MRS, se je ujemalo z vsoto Stevil posameznih vrst, ki smo jih ugotovili na selektivnih

Slika 15: Vse bakterije na gojis¢éu MRS (A), Lb. gasseri na gojis¢u MRS+cly+cip (B), Bif. bifidum in Bif.
longum na gojiséu MRS+cys+mup (C); izdelek Bion® 3 Seniors (tablete)
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odebeljene
bifidobakterije
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Slika 17: Lb. gasseri pod mikroskopom, pri 1000-kratni povecavi, obarvane po Gramu; izdelek Bion"™ 3
Seniors (tablete)

4.2.3 BioGaia® (tablete)

Preglednica 15: Rezultati Stetja KE probioticnih bakterij v izdelku BioGaia"” (tablete), morfoloskega

opazovanja bakterijskih kolonij na goji$cih in bakterijskih celic pod mikroskopom (barvanje po Gramu)
Deklarirano
Vrsta Stevilo Rezultat
bakterii probioti¢nih Stetja Opis kolonij na | Opis celic pod Skladnost
( o'iééej) bakterij bakterij gojiscih mikroskopom z deklaracijo
80 (zive aktivne (KE/tableto)
bakterije/tableto)
nekatere kolonije | ena Kolonij a
50 bile majhne mesana kolonija
Lb. reuteri bele, okrogle; ?Ifl()g_ﬁll(iz 5 ?ﬁk
Protectis 108 1,4 x 107 nekatere pa . ne ustreza
p kokobacilov
(MRS) velike (premera o
0,5 cm), okrogle, | ~ druga kolonija:
b’ele kofoni'e > | razli¢ne, kratke,
J debele G+ palcke

Komentar k preglednici 15:

Deklarirano Stevilo Lb. reuteri Protectis je bilo visje od rezultata Stetja KE na gojiscu
MRS. Izdelek smo analizirali deset mesecev pred iztekom roka uporabe, zato lahko
recemo, da izdelek ni ustrezen glede Stevila probioti¢nih bakterij. Pregled kolonij z gojisca
in bakterijskih celic pod mikroskopom (oblika, velikost, obarvanje po Gramu, zdruzevanje
celic) je pokazal razlicne velikosti kolonij in razlicno morfologijo celic. Razen daljsih
pravilnih palck smo opazili tudi kokobacile ali koke, ceprav naj bi izdelek vseboval en sam
bakterijski sev.
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50

velika
kolonija

majhne
kolonije

debel in
kratek
laktobacil

Slika 19: Kolonija iz g
Gramu; izdelek BioGaia® (tablete)

dva koka ali
kokobacila
skupaj

debele, kratke G+
palcke

oiéé MRS (Lb. reuteri) pod mikroskopom, pri 1000-kratni povecavi, obarvana po

Slika 20: Kolonija iz gojis¢a MRS (laktobacili in koki ali kokobacili) pod mikroskopom, pri 1000-kratni

povedavi, obarvana po Gramu; izdelek BioGaia® (tablete)
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4.2.4. Probiolex® (kapsule)

Preglednica 16: Rezultati $tetja KE probioti¢nih bakterij v izdelku Probiolex” (kapsule), morfoloskega

Deklarirano
Vrsta bakterij stev1l.0 A Rezultz-l.tl Stetja | Opis . Opis celic pod Skladnost z
(20jiste) probioti¢nih bakterij kolonij na mikroskopom deklaraciio
£0J bakterij (KE/kapsulo) gojiscih P L
(CFU/kapsulo)
ni bilo S .
Lb. acidophilus manj kot izraslih L‘;}’;ﬁ.lfa“hh
(MRS+cly+cip) 10 x 10° kolonij na oy
..... h gojiscih
g0jisci
. majhne, dolge, kratke,
Lb. bulgarz_cus 1,0 x 107 bele, okrogle | tanke G+ palcke,
(MRS, pH=5,2)
P ’ kolonije posamezne
ni bilo S .
Bif. bifidum manj kot izraslih ELEL?FE?Shh
(MRS+cys+mup) 10 x 10° kolonij na .oy
..... g0jiscih
gojiscih
— ena kolonija:
. 7,5 x 108 G+ palcke, ne ustreza
Str. thermophilus . posamezne,
velike, bele,
0z. mezofilne okroele kratke, dolge,
MKB 7,8 x 10° disk ags te’ tanke, debelejse
(M17, ink. pri 42 kolonije — druga kolonija:
°C)* okrogli G+ koki,
v verizicah,
skupkih
L:b. sporogenes velike, bele, dolge, tanke, G+
(=B. coagulans) 9.6 x 10° okrogle,zelo alcke
(BHI, ink. pri 37 ’ velike posamézne
°C/3dni) kolonije p
skupaj:
/ 1,2 x 10’ / /
Legenda:

ink....inkubacija

Opombea k preglednici 16:
* Uporabili smo gojisc¢e M17, ki omogoca rast vseh mezofilnih MKB, ker ni na voljo selektivnega gojisca za

Str. thermophilus.

Komentar k preglednici 16:

Rezultati Stetja KE na plos¢ah so pokazali, da je bilo v kapsulah Probiolex® premalo
kultivabilnih bakterij. Izdelek ni bil ustrezen glede Stevila probioti¢nih bakterij, Ceprav je
bifidobakterije (MRS+cly+cip in MRS+cys+mup) nismo zasledili vidnih kolonij, kar
pomeni, da je bilo teh bakterij manj kot 10 x 10° KE/kapsulo. Kolonij Lb. acidophilus in
bifidobakterij ni bilo tudi po nacepitvi koncentriranega izdelka (razredCitev 1:10). Pri
pregledovanju kolonij z gojis¢a M17 in bakterijskih celic pod mikroskopom smo odkrili
tako G+ palcke kakor tudi kokoidne bakterije. Rezultat dokazuje, da na gojis¢u M17
zrastejo razlicne mezofilne MKB in ne samo laktokoki in streptokoki, za katere je to
gojis¢e sicer namenjeno.
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¥ o d""'l. i
Shka 22 Kolomja iz gOJlsca MI17 (Str thermophilus) pod mlkroskopom pri 1000-kratni povecavi, obarvana
po Gramu (A), Kolonija iz gojis¢a M17 (G+ palcke) pod mikroskopom, pri 1000-kratni povecavi, obarvana
po Gramu (B), B. coagulans pod mikroskopom, pri 1000-kratni povecavi, obarvane po Gramu (C); izdelek
Probiolex” (kapsule)
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4.2.5 Probiolex® (prasek)

Preglednica 17: Rezultati Stetja KE probioti¢nih bakterij v izdelku Probiolex” (prasek), morfoloskega

opazovanja bakterijskih kolonij na goji$cih in bakterijskih celic pod mikroskopom (barvanje po Gramu)
Deklarirano .
Stevilo Rezultati
Vrsta bakterij bioticnih Stetja Opis kolonij Opis celic pod Skladnost z
(gojisce) g;(l)( terij bakterij na gojiscih mikroskopom deklaracijo
(CFUlyretko) | (KE/Vrecko)
debelejse G+
Lb. acidophilus manjkor | bele maine, | paitke krake,
(MRS+clyteip) 1010 kolonije* po dve skupaj, po
tri skupaj
Lb. bulgaricus . majhne, bele, dolvge in kratke G+
(MRS, pH=5,2) 2,8%10 okrog.I.e palcke, posamezne,
kolonije tanke
bele, majhne
do srednje odebeljene,
Bif. bifidum manj kot velike razvejane G+
(MRS+cys+mup) 10 x 10° kolonije, palcke (loparcki v
razli¢ne obliki ¢rke Vin Y)
oblike*
— ena kolonija: G+
koki v verizicah, v
Str. thermophilus | 1,5 x 10° skupkih, ne ustreza
oz. mezofilne velike, bele, posamezno, po dva
MKB 2x10* okrogle ali tri skupaj
(M17, ink. pri 42 kolonije — druga kolonija:
°C)** G+ palcke,
posamezne, kratke,
dolge, debelejse
— ena kolonija:
tanke, srednje
Lb. sporogenes velike. bele dolge G+ palcke,
(=B. coagulans) 6 ! ’ posamezne
(BHI, ink. pri 37 3,6x10 Eggﬁ’ilz — druga kolonija:
°C/3dni) ) G+ koki v skupkih,
verizicah, po dva
skupaj
skupaj:
/ 48 % 10° / /

Opombi k preglednici 17:

* Kolonije so zrasle na gojis¢u le, ko smo nacepili koncentriran izdelek (razredcitev 1:10).

** Uporabili smo gojis¢e M17, ki omogoca rast vseh mezofilnih MKB, ker ni na voljo selektivnega gojisca
za Str. thermophilus.

Komentar k preglednici 17:

zraslo manj kot 10 x 10° KE/vretko, vseh bakterij pa je bilo priblizno polovico od
deklarirane koncentracije, kar pomeni, da izdelek ni bil ustrezen glede Stevila probioti¢nih
bakterij. Stevilo KE je bilo premajhno, ¢eprav je bila analiza opravljena leto pred iztekom

.....
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thermophilus (M17) in B. coagulans (BHI) tudi druge bakterije, kar ni presenetljivo, saj

Slika 23: Lb. bulgaricus na gojiséu MRS (pH=52) (A), Bif. bifidum pod mikroskopom, pri 1000-kratni
povecavi, obarvane po Gramu (B), Lb. acidophilus pod mikroskopom, pri 1000-kratni povecavi, obarvane po
Gramu (C); izdelek Probiolex™ (prasek)

Shka 24: Kolomja iz gopsca M17 (Str thermophzlus) pod mlkroskopom pr1 1000-kratni povecavi, obarvana
po Gramu (A), Kolonija iz gojis¢a M17 (G+ palcke) pod mikroskopom, pri 1000-kratni povecavi, obarvana
po Gramu (B); izdelek Probiolex” (prasek)

Ker smo predvidevali, da so MO poimenovani kot Lb. sporogenes dejansko spore vrste B.
coagulans, smo vzorec toplotno obdelali (pri 80 °C 10 minut), da bi tako inaktivirali
vegetativne celice in se prepricali, ¢e so v izdelku res spore.
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Preglednica 18: Stevilo KE B. coagulans v probioti¢nem izdelku Probiolex® (pragek) po termiéni obdelavi na

80 °C/10 minut
Gojisce
(nadin Rezultati Stetja . .
nanosa ;l;legi)?;itura bakterij po ink. | Opis kolonij na gojiscih zglggsell(l(fp‘:)‘:g
vzorca na : (KE/vrecko)
| gojiste)
. —pri 37 °C (razmaz): velike A O Aalix
PCA . —pri37°C: in majhne, okrogle, bele irpri 37°C: daljse,
37°Cin nestevno s ajse, srednje
(razmaz) o ; 40 °C- kolonije debele G+ palcke
42°C/2 dni —pn 42°C: — pri 37 °C (vmeSavanje): P v
nestevno majhne in velike, okrogle, 5 li)lsla?ezne, podve
bele kolonije s pg b ec. daljse
~ pri 37 °C: — pri 42 °C (razmaz): velike, krajsc, sre (inje ’
PCA 37°C in 2,1 x10° bele, okrogle kolonije debele’ G+ palcke
(vmesavanje) | 42 °C/2 dni —pri 42 °C: —pri 42 °C (vmeSavanje): posamezne, po dV,e
2,0 x 10° velike in majhne okrogle, ’

bele kolonije

skupaj

Komentarji k preglednici 18:
e Na gojiscu PCA je bilo pri razmazovanju veliko vec¢ kolonij (neStevno).
e Temperatura inkubacije ni imela vpliva na izrasle kolonije na gojis¢u PCA.
e Po toplotni obdelavi vzorca smo ugotovili, da so v izdelku res prisotne spore.

(prasek)

Slika 25: B. coagulans na gojis¢u PCA (vmeSavanje) pri temperaturi ink. 42 °C (C); izdelek Probiolex”
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4.2.6 Bion® Transit (kapsule)

Preglednica 19: Rezultati Stetja KE probioti¢nih bakterij v izdelku Bion” Transit (kapsule) morfoloskega

Deklarirano

Stevilo o .
Vrsta . probioti¢nih Rezult‘fl.t Stetja | Opis . Opis celic pod Skladnost z
bakterij " bakterij kolonij na . .

e x bakterij cevxe mikroskopom deklaracijo

(gojisce) (probiotitne (KE/kapsulo) gojiscih

kulture/kapsulo)
Lb. okrogle, kratke, debele G+
plantarum 10 3,8 x 10° velike, bele | palcke, posamezne, | ne ustreza
(MRS) kolonije po dve skupaj

Komentar k preglednici 19:

Rezultat stetja KE bakterij vrste Lb. plantarum na plosc¢ah je bil nekoliko manjsi od
deklariranega Stevila, kar pomeni, da izdelek ni bil popolnoma ustrezen glede Stevila
probioti¢nih bakterij, eprav je bil pregledan leto dni pred iztekom roka uporabnosti. [zgled

1

14 -
Slika 26: Lb. plantarum pod mikroskopom, pri 1000-kratni povedavi, obarvane po Gramu; izdelek Bion®™
Transit (kapsule)
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4.2.7 Bion® 3 Juniors (tablete)

Preglednica 20: Rezultati §tetja KE probioti¢nih bakterij v izdelku Bion™ 3 Juniors (tablete), morfoloskega

Deklarirano Stevilo | Rezultati Onis
Vrsta bakterij probioti¢nih Stetja k(?loni' na Opis celic pod Skladnost z
(gojisce) bakterij bakterij cony mikroskopom deklaracijo
(probiotiki/tableto) | (KE/tableto) gojistih
debelejse G+
palcke, krajse,
Lb. gasseri 43 % 10° 2122’ le daljse,
(MRS+cly+cip) ’ kolorgli'e posamezne, po
107 J dve skupaj, v
verizicah
Bif bifidum in bele, odebeljene o
Bif. longum 2,2 x 10* okrogle razvejane palcke
(MRS+cystmup) kolonije (V obliki cr}< V
in Y, loparcki)
skupaj: ne ustreza
4,3 x 10°
debelejse G+
palcke, krajse,
daljse,
za skupno Stevilo posamezne, po
bakterij / 3,4 % 10° Eelle, okr ogle dve skupaj, v
(MRS) olonye verizicah,
nekatere tudi
bolj tanke G+
palcke

Komentar k preglednici 20:

Rezultati Stetja KE na plosc¢ah niso dosegli deklariranih koncentracij, torej izdelek ni bil
ustrezen glede Stevila probioti¢nih bakterij. Na podlagi pregledovanja kolonij na ploscah in
bakterijskih celic pod mikroskopom smo sklepali, da gre za deklarirana rodova bakterij, saj
so pod mikroskopom imele vse bakterijske vrste znacilno obliko, velikost in obarvanje po
Gramu. Na gojis¢u MRS, kjer rastejo tako laktobacili kakor tudi bifidobakterije, smo dobili

.....

tocnost Stetja.

A

o ) A b
= e :
Slika 27: Lb. gasseri na gojis¢u MRS+cly+cip (A), Lb. gasseri pod mikroskopom, pri 1000-kratni povecavi,
obarvane po Gramu (B); izdelek Bion® 3 Juniors (tablete)
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4.2.8 BioGaia® (kapljice)

Preglednica 21: Rezultati Stetia KE probioti¢nih bakterij v izdelku BioGaia® (kapljice), morfoloskega

Deklarirano
Stevilo
Cew . Rezultat .
Vrsta . problo?cnlh Stetja Opis .. Opis celic pod Skladnost z
bakterij bakterij . kolonij na . .
o v . bakterij | ... mikroskopom deklaracijo
(gojisce) (zive aktivne . gojiscih
bakterije/5 (KE/S kapljic)
kapljic)
kratke, zelo debele
Lb. reuteri bele, G+ palcke,
Protectis 108 2,4 %107 okrogle posamezne, po dve | ne ustreza
(MRS) kolonije skupaj, tudi v
verizicah

Komentar k preglednici 21:

Rezultat Stetja KE na plos¢ah se ni ujemal (za manj kot za eno log enoto) z deklariranim
Stevilom Lb. reuteri Protectis, Ceprav je bilo do konca roka uporabe Se deset mesecev.
Izdelek ni bil ustrezen kar zadeva Stevilo probioti¢nih bakterij. Po morfologiji kolonij in
bakterijskih celic (oblika, velikost, obarvanje po Gramu, zdruzevanje celic) smo sklepali,
da gre za deklariran rod bakterij, saj so pod mikroskopom imele bakterijske celice znacilno
obliko, velikost in obarvanje po Gramu.

Slika 28: Lb. reuteri na gojii¢u MRS; izdelek BioGaia® (kapljice)
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4.2.9 WAYA® AD (prasek)

Preglednica 22: Rezultati 3tetja KE probiotiénih bakterij v izdelku WAYA® AD (prasek), morfoloskega

Deklarirano
Stevilo Rezultati Opis
Vrsta bakterij probioti¢nih Stetja kolonij Opis celic pod fkladnost
(gojisce) bakterij bakterij na mikroskopom deklaracijo
(Zive probioti¢ne | (KE/vrecko)* | gojis¢ih
bakterije/vrecko)

— velika kolonija:
velike in | debele, kratke G+
zelo palcke, vecinoma

Lb. acidophilus 59 % 10° majhne, posamezne, tudi po
(MRS+cly+cip) ’ bele, dve ali po tri skupaj
okrogle — majhna kolonija:
kolonije G+ koki in G+
palcke
.. velike in velika in majhna
Lb.casei in zelo kolonija: kratke
Lb. plantarum 1,5 % 10° majhne, debele G+ alék’e
(MRS, ink. pri 2 bele, palcke,
30°C) okrogle posamezne, po dve
.. skupaj
kolonije

— velika kolonija:

krajse, daljse,
velike in | srednje debele G+

Lb. rhamnosus in zelo palcke, posamezne,
Lb. salivarius 11 % 10° majhne, po dve skupaj
(MRS, ink. pri 5% 10° ’ bele, — majhna kolonija: ne ustreza
37°C) okrogle kratke, zelo debele
kolonije G+ palcke,

posamezne, po dve

skupaj

velika in majhna

kolonija: meSanica
vecje in odebeljenih in

P manjse, razvejanih G+ palck
f&f’éﬁg’“gm ) 2,9 % 10° bele, (loparéki,, v obliki
ysTmup okrogle ¢k VinY)in G+
kolonije palck (laktobacili);
lahko vmes prisotni
celo G+ koki
velike in | velika in majhna
. majhne, kolonija: okrogli
(Llfhl;’;”s 9,7 x 10° bele, G+ koki,
okrogle posamezni, po dva
kolonije skupaj, v skupkih
skupaj:
/ 3,5 % 10° / /
Opomba k preglednici 22:
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Komentar k preglednici 22:

.....
.....
.....

.....

kolonij drugih rodov bakterij. Zaklju¢imo lahko, da je bil zaradi tega rezultat Stetja
precenjen, tako da izdelek gotovo ni vseboval zadostno Stevilo probioti¢nih bakterij, pri
tem pa so bile analize opravljene leto in pol pred pretekom roka uporabnosti. Pri
opazovanju kolonij na gojis¢u MRS pri temperaturi inkubacije 37 °C smo opazili dva
morfoloska tipa kolonij, ki jih je bilo mogoce zlahka razlikovati med seboj, saj so bile
nekatere kolonije zelo velike, druge zelo majhne. Na podlagi opazovanja celic pod
mikroskopom smo sklepali, da gre za dve razli¢ni vrsti laktobacilov (velika kolonija je
predstavljala krajse, daljSe, srednje debele G+ palcke; majhna kolonija pa kratke in zelo
debele G+ palcke), ne moremo pa trditi, da gre za vrsti, ki naj bi zrasli na omenjenem
gojiscu (Lb. salivarius in Lb. rhamnosus). 1z tega lahko potrdimo samo, da gre za rod
Lactobacillus.

A B

zelo veliki
koloniji

zelo majhne
kolonije

Slika 29: Bif. bifidum na gojis¢u MRS+cystmup (A), Lb. acidophilus na gojiséu MRS+cly+cip (B); izdelek
WAYA® AD (prasek)

A

Slika 30: Lb.casei in Lb. plantarum na gojiséu MRS
salivarius na gojiséu MRS pri temperaturi ink. 37 °C (B), Lc. lactis na gojiséu M17 (C); izdelek WAYA"
AD (prasek)
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Slika 31: Velika kolonija iz gojis¢a MRS pri temperaturi ink. 37 °C (laktobacili) pod mikroskopom, pri 1000-
kratni povecavi, obarvana po Gramu (A), Majhna kolonija iz gojis¢a MRS pri temperaturi ink. 37 °C
(laktobacili) pod mikroskopom, pri 1000-kratni povecavi, obarvana po Gramu (B); izdelek WAYA® AD

(prasek)
bifidobakterija

laktobacil

Slika 32: Bif. bifidum pod mikroskopom, pri 1000-kratni pove&avi, obarvane po Gramu; izdelek WAYA® AD
(prasek)

Slika 33: Le. lac:ti.; bod mikrskopb, pri 1000-kratni povecavi, obarvane po Gramu (A), Lb.casei in Lb.
plantarum pod mikroskopom, pri 1000-kratni povecavi, obarvane po Gramu (B); izdelek WAYA" AD
(prasek)
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4.2.10 WAYA® AB (prasek)

Preglednica 23: Rezultati Stetja KE probioti¢nih bakterij v izdelku WAYA® AB (prasek), morfoloskega

Deklarirano
Stevilo Rezultati
Vrsta bakterij problo?cmh Stetja .. Opis . Opis celic pod Skladnost z
e x bakterij bakterij kolonij na . s
(gojisce) (KE %ivih (KE/ gojistih mikroskopom deklaracijo
probioti¢nih vrecko)*
kultur/vrecko)
— velika kolonija:
debele, krajSe, daljse
G+ palck,
velike in plgsamezne, po dve
. skupaj
Lb. acidophilus 1.6 % 10° gzjehne’ — majhna kolonija:
(MRS+cly+cip) ’ okr(;gle meSanica G+ kokov
Kolonije in tanjsih, debelejsih,
daljsih, krajsih G+
palck, posamezne, po
dve skupaj, v
verizicah
N velike in — velika kolonija:
Lb. paracasei in . kratke, debele G+
majhne, N
Lb.plantarum 35 % 10° bele palcke, posamezne,
(MRS, ink. pri ’ okro7 le po dve ali tri skupaj
30 °C) kolor%i'e — majhna kolonija:
¢ | G+koki
— velika kolonija:
Lb.rhamnosus in Vel@ke in gf;:léil?g,se’ debele
Lb. salivarius 5% 10’ 49 % 10° glajhne, posamezne, po dve ustreza
. . , ele, S .
(MRS, ink. pri okrogle ali tri skupaj
37°C) Koloniie — majhna kolonija:

J mesana kultura G+
kokov in G+ pal¢k
velika in majhna

vedje in kolonija: meSana
Bif. bifidum in manjse, kultura odebeljenih
Bif. lactis 9,6 x 10° bele, G+, razvejanih palc¢k
(MRS+cystmup) okrogle (loparcki, v obliki ¢rk
kolonije VinY)in G+ palck
(laktobacili)
vecje
kolonije S .
50 imele Vellkg in ma]hng
Ent. faccium Lix1g? | e Koki posemenni, po
(CATC) ’ center oz. » posal P
cono dva skupaj, Vo
manj’ée pa skupkih, v verizicah
ne
skupaj:
/ 12 I:( Jl 00 / /
Opomba k preglednici 23:

.....
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Komentar k preglednici 23:

V izdelku WAYA® AB (prasek) je skupno 3tevilo bakterij, ki smo ga ugotovili s
lahko zaklju¢imo, da je bila deklaracija ustrezna, kar zadeva Stevilo probioti¢nih bakterij.
Potrebno pa je upostevati, da je bilo dejansko skupno stevilo verjetno malo manjse, saj so
vsaj nekatere vrste zelo verjetno zrasle na ve¢ kot enem gojiséu (npr. Lb. acidophilus in
Ent. faecium na gojis¢cu MRS brez antibiotikov). Dejansko smo opazili manjse Stevilo

.....

.....

mikroskopom (oblika, velikost, obarvanje po Gramu) smo opazili naslednje:
e Pri mikroskopskih preparatih z Lb. acidophilus ter z Lb. rhamnosus in Lb.
salivarius smo zasledili tudi manjSe Stevilo kokov.
e Pri pregledovanju kolonij z gojis€a za Stetje Lb. paracasei in Lb. plantarum smo
opazili tudi manjse kolonije kokov.
e Pri preparatu z bifidobakterijami smo zelo verjetno naleteli tudi na laktobacile.

Slika 35: Lb.rhamnosus in Lb. salivarius na gojis¢u MRS pri temperaturi ink. 37 °C (A), Lb. acidophilus na
gojiséu MRS+cly+cip (B); izdelek WAYA" AB (prasek)
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Slika 36: Ent. faecium pod mikroskopom, pri 1000-kratni pove&avi, obarvane po Gramu; izdelek WAYA®™
AB (prasek)

4.2.11 WAYA® IT (prasek)

Preglednica 24: Rezultati Stetja KE probioti¢nih bakterij v izdelku WAYA" IT (prasek), morfoloskega

.....

Deklarirano
Stevilo Rezultati Ovis
Vrsta bakterij probioti¢nih Stetja IS Opis celic pod Skladnost z
(gojisce) bakterij bakterij kolonij na mikroskopom deklaracijo
(Zive probioti¢ne (KE/vrecko) gojiscih
bakterije/vrecko)
.. vecje in vehka. n majh na
Lb. casei in 9 kolonija: bolj
Lb. plantarum 8 manjse, kratke, debele
(MRS, ink. pri 7,610 glglré)gle G+ palcke,
30°C) Kolonije posamezne, po
dve skupaj
vedie in velika in majhna
Je kolonija: debele,
Lb. rhamnosus manjse, malo dalige G+
(MRS, ink. pri 2,2 x10* okrogle aléke J
37°C) bele palcke,
4 x10° kolonije POSAMEzne, po ne ustreza
dve skupaj
velika in majhna
vedie in kolonija: meSana
Bif. bifidum, mafljée kultura
Bzf longum in 9.3 x 10° okrogle ode})eljenlh G+
Bif. lactis bele palck
+cys+tmup .. 1fidobakterije
MRS Koloniie bifidobakterij
) in G+ palek
(laktobacili)
skupaj:
/ 1.9 % 10° / /
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Komentar k preglednici 24:

Rezultati Stetja KE, ki smo jih dobili tako, da smo sesteli Stevilo KE z razli¢nih gojis¢, so
bili manjsi od deklariranega, Ceprav je bil rok uporabe Se eno leto in osem mesecev.
Upostevati moramo tudi, da vrst Lb. casei, Lb. plantarum in Lb. rhamnosus ni mogoce zelo
zanesljivo lociti s pomocjo inkubiranja pri razli¢nih temperaturah, tako da so verjetno
posamezne bakterije teh vrst zrasle pri obeh temperaturah, posledica tega pa je malo
precenjeno Stevilo laktobacilov. Nekaj kolonij z gojis¢a za bifidobakterije je po
morfoloskih lastnostih bolj spominjalo na laktobacile kot na bifidobakterije. Na gojiscu
MRS smo opazili samo laktobacile, ne pa bifidobakterij.

Slika 37: Lb. casei in Lb. plantarum na gojis¢u MRS pri temperaturi ink. 30 °C (A), Lb. rhamnosus na
g0jis¢u MRS pri temperaturi ink. 37 °C (B), Bif. bifidum, Bif. longum in Bif. lactis na gojis¢u MRS+cys+mup
(C); izdelek WAYA" IT (prasek)
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Slika 38: Bif. bifidum, Bif. longum in Bif. lactis pod mikroskopokm, pri 1000-kratni povecavi, obarvane po
Gramu (A), Lb. rhamnosus pod mikroskopom, pri 1000-kratni povecavi, obarvane po Gramu (B), Lb. casei
in Lb. plantarum pod mikroskopom, pri 1000-kratni pove&avi, obarvane po Gramu (C); izdelek WAYA®™ IT
(prasek)
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4.2.12 LYOLACT® (kapsule)
p

Preglednica 25: Rezultati Stetja KE probioti¢nih bakterij v izdelku LYOLACT® (kapsule), morfoloskega

Deklarirano
Stevilo Rezultati
Vrsta bakterij probmgcmh Stetja .. Opis . Opis celic pod Skladnost z
(gojisce) bfktem s ey bakterij ko!glll:' na mikroskopom deklaracijo
(zive probioti¢ne | (KE/ gojiscih
bakterije/ kapsulo)
kapsulo)
velika in majhna
vedje in kolonija: dalj$e, krajse,
Lb. gasseri ; manjse, srednje debele G+
(MRS +ly-+cip) 7,3 %10 okrogle, palcke, povezane v
bele verizice, nekatere tudi
kolonije po dve ali tri skupaj,
zelo redko posamezne
— velika kolonija:
daljse, krajSe, srednje
debele G+ palcke,
zelo oo
velike in povezane v verizice,
b bulear zelo nli:kate?re plo dvgc1 kah tri
. bulgaricus 7 . skupaj, zelo redko
(MRS, pH=5,2) 7,5 %107 mlgarjhnle, posamezne
101 g OB, — majhna kolonija: G+
ele . o ne ustreza
Kolonije koki, v verizicah, o
skupkih, po dva ali tri
skupaj, redko
posamezni
velike
Sir sluzaste — velika kolonija: G+
the.rmop hilis okrogle, koki, posamezni, po
oz. mezofilne 2,4 x 10’ bele . dva. S }(upaj, v skupkih,
MKB " kolpnlje in Ver1Z}cah 3
(M17, ink. pri majhne, —majhna kolonga‘: zelo
370 C’)***. okrogle, dolge, tanke veriZice
bele G+ palck (laktobacili)
kolonije
skupaj:
! 1,7 x 10° / /
Opombe k preglednici 25:

* Pri Stetju smo upostevali samo velike kolonije, ker so manjSe predstavljale koke.

** Pri Stetju smo upostevali samo velike kolonije, ker so manjse predstavljale G+ palcke.

*** Uporabili smo gojiS¢e M17, ki omogoca rast vseh mezofilnih MKB, ker ni na voljo selektivnega gojisca
za Str. thermophilus.
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Komentar k preglednici 25:
Rezultati Stetja bakterij na plos¢ah se niso ujemali z deklariranim Stevilom probioti¢nih
bakterij, pa¢ pa so bili veliko nizji, ¢eprav je do konca roka uporabe manjkalo Se enajst

.....

(oblika, velikost, obarvanje po Gramu) smo naleteli na nepravilnosti:

e Na gojis¢u MRS (pH=5,2) za Lb. bulgaricus so razen laktobacilov zrasle tudi
kolonije kokov. Ker je bilo mogoce kolonije kokov (manjSe) po velikosti zanesljivo
locevati od kolonij laktobacilov, njihova prisotnost ni povzrocila napak pri Stetju.

e Tudi na gojis¢u M17 so razen velikih kolonij (streptokoki) zrasle tudi manjse
(laktobacili). Teh nismo Steli.

Slika 39: Lb. bulgaricus na gojiséu MRS (pH=5,2) (A), Lb. gasseri na gojis¢u MRS+cly+cip (B), Str.
thermophilus na gojiséu M17 (C); izdelek LYOLACT® (kapsule)

A B

Slika 40: Lb. gasseri pod mikroskopom, pri 1000-kratni povecavi, obarvane po Gramu (A), Manjsa kolonija
iz gojis¢a MRS (pH=5,2) (koki) pod mikroskopom, pri 1000-kratni povecavi, obarvana po Gramu (B), Vecja
kolonija iz gojis¢a MRS (pH=5,2) (Lb. bulgaricus) pod mikroskopom, pri 1000-kratni povecavi, obarvana po
Gramu (C); izdelek LYOLACT" (kapsule)
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Slika 41: Veéja kolonija iz gojis¢a M 17 (Str. thermophilus) pod mikroskopom, pri 1000-kratni povegavi,
obarvana po Gramu (A), Manjsa kolonija iz gojis¢a M17 (laktobacili) pod mikroskopom, pri 1000-kratni

povecavi, obarvana po Gramu (B); izdelek LYOLACT® (kapsule)

4.2.13 "*°®Fermentalyax (suspenzija)

Preglednica 26: Rezultati Stetia KE probioti¢nih bakterij v izdelku “F°®Fermentalysx (suspenzija),

Gramu)
Deklarirano
Stevilo
Vrsta bakterij prOblO?}Cnlh Rezult‘f‘.tl Stetja Opis . Opis celic pod | Skladnost z
cox bakterij bakterij kolonij na . ..
(gojisce) (spore B. (KE/stekl.) gojistih mikroskopom | deklaracijo
coagulans/
stekl.)
-brez toplotne obdelave
(ink.: 37 °C/2 dni): debele, daljse,
2,9 x 10° velike in | krajse G+
B. coagulans 9 -pred toplotno obdelavo | majhne, palcke,
(BHI) 2x10 (ink.: 37°C/4 dni): bele, posamezne, po ne ustreza
8,4 x 10° okrogle dve skupaj,
-po toplotni obdelavi kolonije tudi v
(ink.: 37 °C/4 dni): verizicah
1,2 % 10°

Komentar k preglednici 26:

Stevilo spor, zraslih po dveh dneh inkubacije pri 37 °C (standardni pogoji za rod Bacillus),
je bilo za ta izdelek nizje od deklariranega (za priblizno tri log enote). Za dva dni
podaljSana inkubacija je znatno pozitivno prispevala k Stevilu KE, ki pa je bilo Se vedno
malo manjSe od deklariranega (42 % deklariranega). Toplotna obdelava spor ni toliko
vplivala na izraslo $tevilo KE, kot &as inkubacije petrijevih plos¢. Se veé, po toplotni
obdelavi je v tem primeru zraslo celo nekoliko manjse stevilo KE. Na podlagi morfologije
kolonij in celic smo sklepali, da gre za deklarirano vrsto bakterij, saj so pod mikroskopom

imele bakterijske celice znacilno obliko, velikost in obarvanje po Gramu.
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: B. coagulans na gojis¢u BHI (A), B. coagulans pod mikroskopom, pri 1000-kratni povecavi,

Slika 4
obarvane po Gramu (B); izdelek “***Fermentalyax (suspenzija)

4.2.14 "*°®Fermentalysx (kapsule)

Preglednica 27: Rezultati Stetja KE probioti¢nih bakterij v izdelku “N°®Fermentalysx (kapsule),

Gramu)

Deklarirano
Stevilo Opis
Vrsta probioti¢nih | Rezultati . . .
bakterij bakterij Stetja bakterij ﬁ:lom_] Slplii(f:ll(lz [:) (;: glgllsgf;:.t.:
(gojisce) (spore B. (KE/kapsulo) oiikih ! P &
coagulans/ g0
kapsulo)
— velika kolonija:
;;’;:é ;c/oeplotne mesana kultura G+
(ink.: 37 °C/2 dni): palck (posamezne,
12 " 107 ’ vedie in po dve skupaj) in
B. coagulans ’ d toplot Je G+ kokov (v
(BHI) 2% 10° ;g’;eelavzp oo ﬁgj ¢ | skupkih) ustreza
(ink.: 37 °C/4 dni): | okrogle | _ Mmajhna kolonija:
9 .. srednje debele G+
1,7 %10 kolonije alcke. kraide
— po toplotni obdelavi pa‘eKe, Krajse,
(ink.: 37 °C/4 dni): daljse, posamezne,
24 " 10° ’ po dve skupaj, tudi
’ v verizicah

Komentar k preglednici 27:

Stevilo spor, zraslih po dveh dneh inkubacije pri 37 °C (standardni pogoji za rod Bacillus),
je za omenjen izdelek nizje od deklariranega (za priblizno dve log enoti). Zato smo
podaljiali inkubacijo ploi¢ $e za dva dni, pri Gemer je $tevilo zraslih kolonij naraslo. Ce
smo izdelek pred nacepljanjem tudi termi¢no obdelali, je bilo presteto stevilo KE vecje od
deklariranega, kar kaze na ustreznost glede deklaracije. Vendar pa toplotna obdelava v
naSem primeru ni imela bistvenega vpliva na Stevilo izraslih kolonij (pred toplotno
obdelavo 1,7 x 10° KE/kapsulo, po toplotni obdelavi pa 2,4 x 10° KE/kapsulo). Poleg
pricakovanih paliCastih bakterij smo pri mikroskopskem opazovanju odkrili tudi manjse
Stevilo kokov, ki pa v izdelku niso deklarirani.
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Slika 44: Manjsa kolonija iz gojis¢a BHI (bacili) pod mikroskopom, pri 1000-kratni povecavi, obarvana po
Gramu (A), Vecja kolonija iz gojis¢a BHI (bacili in koki) pod mikroskopom, pri 1000-kratni povecavi,
obarvana po Gramu (B); izdelek NEO®Eermentalyax (kapsule)
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4.2.15 Povzetek rezultatov o ugotavljanju ustreznosti koncentracije probioti¢nih
bakterij v prehranskih dopolnilih

Preglednica 28: Zbrani rezultati Stetja probioti¢nih bakterij v razli¢nih probioti¢nih prehranskih dopolnilih

Izdelek Deklarirano Stevilo Rezultat Stetja Skladnost z
probioti¢nih bakterij probioti¢nih bakterij deklaracijo
— Lb. acidophilus: — Lb. acidophilus:
6,4 x 10° u.f.c./stekl. 1,2 x 107 KE/stekl.
) — Bif. lactis: — Bif lactis:
Yogermina® 100 24 x 10°u.f.c./stekl. 1,8 x 10° KE/stekl.
(suspenzija) — Lb. plantarum + — Lb. plantarum + ne ustreza deklaraciji
Lb. paracasei: Lb. paracasei:
1,6 x 10” u.f.c./stekl. 2,2 x 10" KE/stekl.
— skupaj: — skupaj:
32 x 10 u.f.c./stekl. 1,8 x 10’ KE/stekl.
Bion®™ 3 Seniors 10" probioti¢nih 7
(tablete) Kultur/tableto 1,5 x 10" KE/tableto ustreza deklaraciji
BioGaia" 10° zivih aktivnih 7
(tablete) bakterij/tableto 1,4 x 10" KE/tableto ne ustreza deklaraciji
S ®
Probiolex 7,5 x 108 CFU/kapsulo 1,2 x 107 KE/kapsulo ne ustreza deklaraciji
(kapsule)
- ®
PmbleleX 1,5 x 10° CFU/vrecko 4.8 x 10® KE/vretko ne ustreza deklaraciji
(prasek)
Bion® Transit 10% probioti¢nih 9
(kapsule) kultur/kapsulo 3,8 x 10° KE/kapsulo ne ustreza deklaraciji
T ® .
2;%?6 tj) Juniors 107 probiotikov/tableto 4,3 x 10° KE/tableto ne ustreza deklaraciji
. T ® S V. - . . T,
BioGaia 10" zivih aktivnih bakterii/S |, 4157 KE/5 kapljic | me ustreza deklaraciji
(kapljice) kapljic
® 9. - TV
WA}( A"AD o 10..2“7113 probiotiénih 3,5 x 10° KE/vrecko ne ustreza deklaraciji
(prasek) bakterij/vrecko
WAYA" AB 5 x 10° KE zivih 10 }
(prasek) probiotiénih kultur/vrecko 1,2 x 10" KE/vrecko ustreza deklaraciji
® 9. - T
WAVYA T 4x 10..2“7113 probioticnih 1,9 x 10° KE/vre¢ko ne ustreza deklaraciji
(prasek) bakterij/vrecko
LYOLACT® 10" zivih probioti¢nih g
(kapsule) bakterij/kapsulo 1,7 x 10° KE/ kapsulo ne ustreza deklaraciji
NEO® 9
Fermentalysx 2> 10" spor B. 8,4 x 108 KE/stekl. ne ustreza deklaraciji
(suspenzija) coagulans/stekl.
NEO® 9
Fermentalvax 210" spor B. 2,4 x 10° KE/kapsulo ustreza deklaraciji
(kapsule) coagulans/kapsulo
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43 POTRJEVANJE PRISOTNOSTI DEKLARIRANIH VRST BAKTERI] V
PROBIOTICNIH PREHRANSKIH DOPOLNILIH Z METODO PCR OZ. S
SEKVENCIRANIJEM (SAMO ZA B. coagulans) IN GELSKO ELEKTROFOREZO

M17, BHI in CATC. Postopek izolacije genomske DNA za po G+ bakterije smo povzeli
po proizvajalcu (Promega, Madison, WI, ZDA). Pri vseh vzorcih smo dobili pomnozke z
univerzalnimi bakterijskimi zacetnimi oligonukleotidi, kar dokazuje, da je bila izolacija
DNA uspesna.

4.3.1 Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum in Bifidobacterium lactis

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Slika 45: Pomnozki PCR z zacetnimi oligonukleotidi za bakterijske vrste Bif. bifidum, Bif. longum in Bif.
lactis. Stolpca 1 in 9: molekulska oznacevalca velikosti 100 bp, stolpec 15: molekulski oznacevalec velikosti
1 kb, stolpci 2-7: pomnozki PCR za bakterijsko vrsto Bif. bifidum, stolpci 10—13: pomnozki PCR za
bakterijsko vrsto Bif. lactis, 16-19: pomnozki PCR za bakterijsko vrsto Bif. longum, stolpci 8, 14 in 20:
negativne kontrole.

Uporabljena taréna DNA:

Stolpca 2 in 16: Bion® 3 Seniors (tablete)

Stolpca 3 in 17: Bion®™ 3 Juniors (tablete)

Stolpec 4: WAYA®™ AD (prasek)

Stolpca 5 in 11: WAYA® AB (prasek)

Stolpci 6, 12, 18: WAYA® IT (prasek)

Stolpec 10: Yogermina® 100 (suspenzija)

Velikost produktov PCR za bakterijsko vrsto Bif. bifidum je bila za vse vzorce pri¢akovana
(278 bp). Reakcija je bila v vseh primerih pozitivna, kar pomeni, da je bila bakterijska
vrsta v kultivabilni mikrobioti prisotna, razen pri izdelku WAYA® AD, kjer je nismo
potrdili. Tudi PCR reakcija za bakterijsko vrsto Bif. lactis je dala produkte ustrezne
velikosti (680 bp), prav tako je bila reakcija v vseh izdelkih pozitivna, kar potrjuje
prisotnost te bakterijske vrste. Velikost produktov PCR za bakterijsko vrsto Bif. longum je
bila za vse vzorce ustrezna (831 bp). Reakcija je bila v vseh primerih pozitivna, kar
potrjuje prisotnost zivih predstavnic Bif. longum v izdelkih.
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4.3.2 Lactobacillus acidophilus

O

1- 2 3 .4 ..5:64-T4-8+4-9

759 bp

Slika 46: Pomnozki PCR z zacetnimi oligonukleotidi za bakterijsko vrsto Lb. acidophilus. Stolpec 1:
molekulski oznadevalec velikosti 100 bp, stolpci 2 in 4-8: pomnozki PCR za bakterijsko vrsto Lb.
acidophilus, stolpec 3: pomnozek PCR za bakterijsko vrsto Lb. bulgaricus, stolpec 9: negativna kontrola.
Uporabljena taréna DNA:

Stolpec 2: Yogermina® 100 (suspenzija)

Stolpec 3: Probiolex” (kapsule)

Stolpec 4: Probiolex™ (prasek)

Stolpec 5: WAYA® AD (prasek)

Stolpec 6: WAYA"™ AB (prasek)

Reakcija je bila v vseh primerih pozitivna, kar pomeni, da je bila bakterijska vrsta Lb.
acidophilus prisotna v kultivabilnem delu bakterijske populacije. DNA iz kolonij izdelka
Probiolex” (kapsule) smo uporabili tudi v reakciji PCR za vrsto Lb. bulgaricus, da bi
potrdili, da te vrste ni v izdelku. Dobili smo pricakovan negativen rezultat. Velikost
produkta je bila za vse vzorce ustrezna (759 bp).

4.3.3 Enterococcus faecium

Slika 47: Pomnozki PCR z zacetnimi oligonukleotidi za bakterijsko vrsto Ent. faecium. Stolpec 1: molekulski
oznacevalec velikosti 100 bp, stolpci 2—5: pomnozki PCR za bakterijsko vrsto Ent. faecium, stolpec 6:
negativna kontrola.

Uporabljena taréna DNA:

Stolpec 2: WAYA"™ AB (prasek)
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V izdelku WAYA® AB so bile prisotne kultivabilne bakterije vrste Ent. faecium, saj smo
jih dokazali s PCR, pri ¢emer smo DNA izolirali iz izraslih kolonij na plos¢ah. Velikost
produkta je bila v vseh vzorcih ustrezna (550 bp).

4.3.4 Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei in Lactobacillus plantarum
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Slika 48: Pomnozki PCR z zacetnimi oligonukleotidi za bakterijske vrste Lb. casei, Lb. paracasei in Lb.
plantarum. Stolpca 5 in 10: molekulska oznacevalca velikosti 100 bp, stolpci 1-3: pomnozki PCR za
bakterijsko vrsto Lb. casei, stolpci 6-8: pomnozki PCR za bakterijsko vrsto Lb. paracasei, stolpei 11-17:
pomnozki PCR za bakterijsko vrsto Lb. plantarum, stolpci 4, 9 in 18: negativne kontrole.

Uporabljena taréna DNA:

Stolpca 1 in 13: WAYA® AD (prasek)

Stolpca 2 in 15: WAYA" IT (prasek)

Stolpca 6 in 11: Yogermina® 100 (suspenzija)

Stolpca 7 in 14: WAYA® AB (prasek)

Stolpec 12: Bion® Transit (kapsule)

Produkte PCR za vrsto Lb. casei smo dobili le pri pozitivni kontroli (progi velikosti
priblizno 200 bp in 350 bp), ne pa tudi z DNA iz kolonij izdelkov WAYA® AD (prasek) in
WAYA® IT (prasek). Dve progi namesto pri¢akovane ene (200 bp) sta posledica ne najbolj
optimizirane reakcije PCR. Ker nismo dobili pomnozkov tudi z DNA iz izdelkov, se
optimizacije nismo lotili. Rezultati PCR za bakterijsko vrsto Lb. paracasei so bili v vseh
primerih pozitivni, kar pomeni, da izdelka Yogermina® 100 (suspenzija) in WAYA" AB
(praSek) vsebujeta zive bakterije te vrste. Prav tako je bila ustrezna velikost produkta (290
bp). Tudi bakterijsko vrsto Lb. plantarum smo dokazali v vseh omenjenih izdelkih. PCR
za Lb. plantarum ni bil optimiziran, saj smo dobili dve progi namesto ene. Ker pa sta bili
progi tako pri pozitivnih kontrolah kakor tudi pri testnih vzorcih na istih mestih, smo
sklepali, da gre za iste, vrstno-specifi¢ne pomnozke.
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4.3.5 Lactobacillus gasseri, Lactobacillus reuteri in Lactobacillus rhamnosus
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Slika 49: Pomnozki PCR z zaCetnimi oligonukleotidi za bakterijske vrste Lb. gasseri, Lb. reuteri in Lb.
rhamnosus. Stolpca 6 in 13: molekulska oznacevalca velikosti 100 bp, stolpci 1-4: pomnozki PCR za
bakterijsko vrsto Lb. gasseri, stolpci 7-11: pomnozki PCR za bakterijsko vrsto Lb. reuteri, stolpci 14—19:
pomnozki PCR za bakterijsko vrsto Lb. rhamnosus, stolpci 5,12 in 20: negativne kontrole.

Uporabljena taréna DNA:

Stolpec 1: Bion" 3 Seniors (tablete)

Stolpec 2: Bion" 3 Juniors (tablete)

Stolpec 3: LYOLACT" (kapsule)

Stolpec 7: BioGaia® (tablete)

Stolpec 8: BioGaia®™ (kapljice)

Stolpec 14: WAYA® AD (prasek)

Stolpec 15: WAYA® AB (prasek)

Stolpec 16: WAYA™ IT (prasek)

Reakcija za bakterijsko vrsto Lb. gasseri je bila v vseh primerih pozitivna, s ¢imer smo
dokazali, da so bile v vseh izdelkih z deklarirano vrsto Lb. gasseri prisotne zive bakterije te
vrste. Velikost produkta je bila v vseh vzorcih ustrezna (300 bp). Tudi vrsto Lb. reuteri
smo potrdili v izdelkih BioGaia® (tablete in kapljice). Poleg proge pri¢akovane velikosti
(250 bp) smo dobili se drugo (500 bp), vendar tako pri pozitivnih kontrolah kot tudi pri
vzorcih. Pri nobenem od izdelkov, ki bi morali vsebovati vrsto Lb. rhamnosus (WAYA®
AD (prasek), WAYA® AB (prasek) in WAYA" IT (prasek)), pa zivih predstavnic bakterij
te vrste nismo dokazali.
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4.3.6 Lactobacillus bulgaricus in Streptococcus thermophilus

1065 bp
—_—
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Slika 50: Pomnozki PCR z zacetnimi oligonukleotidi za bakterijski vrsti Lb. bulgaricus in Str. thermophilus.
Stolpec 1: molekulski oznacevalec velikosti 1 kb, stolpec 8: molekulski oznacevalec velikosti 100 bp, stolpci
1-6: pomnozki PCR za bakterijsko vrsto Lb. bulgaricus, stolpci 9-14: pomnozki PCR za bakterijsko vrsto
Str. thermophilus, stolpca 7 in 15: negativni kontroli.

Uporabljena taréna DNA:

Stolpca 2 in 9: Probiolex™ (kapsule)

Stolpca 3 in 10: Probiolex® (prasek)

Stolpca 4 in 11: LYOLACT® (kapsule)

Pri izdelku LYOLACT® (kapsule) smo dokazali prisotnost Lb. bulgaricus v kultivabilni
mikrobioti, ne pa tudi pri ostalih dveh izdelkih Probiolex® kapsule in prasek, ki bi bakterije
te vrste morala vsebovati. Velikost produkta je ustrezala pri¢akovani dolzini 1065 bp. Smo
pa v vseh treh izdelkih z deklarirano vrsto Str. thermophilus dobili pozitiven rezultat pri
PCR na DNA iz kolonij z gojis¢a M17 ter tako potrdili njihovo prisotnost. Pomnozki so
ustrezali pricakovani velikosti 250 bp.

4.3.7 Lactococcus lactis in Bifidobacterium bifidum

278 b
87 bp

Slika 51: Pomnozki PCR z zacetnimi oligonukleotidi za bakterijski vrsti Lc. lactis in Bif. bifidum. Stolpec 5:
molekulski oznacevalec velikosti 100 bp, stolpci 1-3: pomnozki PCR za bakterijsko vrsto Lc. lactis, stolpci
6—8: pomnozki PCR za bakterijsko vrsto Bif. bifidum, stolpca 4 in 9: negativni kontroli.

Uporabljena taréna DNA:

Stolpec 1 WAYA®™ AD (prasek)

Stolpec 6: Probiolex® (prasek)
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Specifi¢na reakcija PCR za vrsto Le. lactis je bila za izdelek WAYA®™ AD pozitivna, iz
Cesar lahko sklepamo, da so Zivi predstavniki te vrste prisotni v izdelku. Ena izmed
pozitivnih kontrol je sicer zatajila, a smo dobili pomnozek z drugo. Velikost pomnozka je
ustrezala pri¢akovani dolzini (87 bp). Vrste Bif. bifidum pa v kultivabilni mikrobioti
izdelka Probiolex” (prasek) nismo potrdili. Pri pozitivnih kontrolah je velikost produkta
ustrezala pricakovani velikosti 278 bp.

4.3.8 Potrjevanje prisotnosti bakterij vrste Bacillus coagulans s pomo¢jo ugotavljanja

nukleotidnega zaporedja
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Slika 52: O¢isceni pomnozki PCR velikosti 660 bp (kar je bila pri¢akovana velikost produktov), pripravljeni
za analize nukleotidnega zaporedja. Stolpec 13: molekulski oznacevalec velikosti 100 bp, stolpci 1-12 in
stolpec 14: pomnozki PCR z zacetnima oligonukleotidoma P1 in P4 (stolpci 1-9: kolonije iz gojiSc¢a, stolpci
10—12: izolirana DNA, stolpec 14: negativna kontrola).
Uporabljena taréna DNA:
e Kolonije iz gojiSca:
Stolpec 1: velika kolonija iz gojis¢a PCA (temperatura ink.: 42 °C), izdelek Probiolex” (prasek)
Stolpca 2 in 3: majhni koloniji iz gojis¢a BHI, izdelek "**Fermentalyax (suspenzija)
Stolpca 4 in 5: veliki koloniji iz gojis¢a BHI, izdelek N“O"Fermentalyax (suspenzija)
Stolpca 6 in 7: majhni koloniji iz gojis¢a BHI, izdelek NEO®Eermentalyax (kapsule)
Stolpca 8 in 9: veliki koloniji iz gojis¢a BHI, izdelek N***Fermentalyx (kapsule)
e Izolirana DNA:
Stolpec 10: iz gojis¢a PCA (temperatura ink.: 42 °C), izdelek Probiolex® (prasek)
Stolpec 11: iz gojis¢a BHI, izdelek N*°®Fermentalysx (suspenzija)
Stolpec 12: iz gojis¢a BHI, izdelek N*°*Fermentalyx (kapsule)

Za nadaljnjo analizo smo izbrali pet ociS¢enih pomnozkov PCR (iz ene majhne in ene
velike kolonije iz izdelkov N-°"Fermentalyax (suspenzija) in N-C®Fermentalysx (kapsule)
in iz ene velike kolonije iz izdelka Probiolex” (prasek)). Reakcije doloanja nukleotidnega
zaporedja so izvedli v Svicarskem laboratoriju Microsynth. Dobljena nukleotidna zaporedja
smo primerjali z vnosi v genski banki. Pomagali smo si s programom BLAST (NCBI,
2010). Rezultati so zbrani v preglednici 29.
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Preglednica 29: Analiza nukleotidnega zaporedja DNA iz razli¢nih kolonij iz izdelkov N***Fermentalysx
(suspenzija), """ Fermentalyx (kapsule) in Probiolex” (prasek)

Ugotovljena vrsta
Izdelek Deklarirana vrsta Tip kolonije
(rezultati analize BLAST)
NEO®Eermentalyax | B coagulans majhna B. coagulans
(suspenzija) (Lb. sporogenes) velika B. coagulans
NEO® Lo rmentalyax B. coagulans majhna B. coagulans
(kapsule) (Lb. sporogenes) velika B. coagulans
® Lb. sporogenes
Probiolex ™ (prasek) velika B. coagulans
(=B. coagulans)

Komentar k preglednici 29:

Pri vseh poslanih oc¢isc¢enih pomnozkih PCR je analiza nukleotidnega zaporedja pokazala
99-100% identi¢nost s sevi B. coagulans. Vrsto B. coagulans smo torej potrdili v izdelkih
NEO®Eermentalyax (suspenzija), N O ®Fermentalyax (kapsule) in Probiolex® (prasek) za vse
izbrane tipe kolonij, kar pomeni, da so spore omenjene vrste prisotne v vseh treh izdelkih.
Po sekvenciranju smo na podlagi podobnosti morfologije in rastnih lastnosti bakterij vrste
B. coagulans v izdelku Probiolex” (prasek) prisotnost omenjene bakterijske vrste potrdili
tudi za izdelek Probiolex™ (kapsule).

4.3.9 Povzetek rezultatov prisotnosti Zivih bakterij deklariranih vrst v probioti¢nih
prehranskih dopolnilih z metodo PCR oz. s sekvenciranjem (samo za B. coagulans)

Preglednica 30: Povzetek rezultatov prisotnosti/odsotnosti deklariranih vrst bakterij z metodo PCR oz. s
sekvenciranjem (samo za B. coagulans) in agarozno gelsko elektroforezo v razli¢nih probioti¢nih prehranskih
dopolnilih

Izdelek Vrsta bakterij Prisotnost deklariranih
vrst bakterij

Yogermina®™ 100 (suspenzija) — Lb. acidophilus
— Lb. paracasei

— Lb. plantarum

— Bif. lactis

Bion® 3 Seniors (tablete) — Lb. gasseri

— Bif. bifidum

— Bif. longum
Probiolex”™ (kapsule) — Lb.acidophilus

— Lb. bulgaricus

— B. coagulans

— Str. thermophilus
— Bif. bifidum
Probiolex® (prasek) — Lb. acidophilus
— Lb. bulgaricus

— B. coagulans

— Str. thermophilus
— Bif. bifidum

e e
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se nadaljuje
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nadaljevanje

Preglednica 30: Povzetek rezultatov prisotnosti/odsotnosti deklariranih vrst bakterij z metodo PCR oz. s
sekvenciranjem (samo za B. coagulans) in agarozno gelsko elektroforezo v razli¢nih probioticnih

prehranskih dopolnilih

Izdelek

Vrsta bakterij

Prisotnost deklariranih
vrst bakterij

Bion® Transit (kapsule)

Lb. plantarum

Bion® 3 Juniors (tablete)

— Lb. gasseri
— Bif. bifidum
— Bif. longum

BioGaia®™ (kapljice)

Lb. reuteri Protectis

BioGaia® (tablete)

Lb. reuteri Protectis

WAYA® AD (prasek)

— Bif. bifidum

— Lb. acidophilus
—Lb. casei

— Lb. plantarum
— Lb. rhamnosus
— Lb. salivarius
— Lc. lactis

+ 4|+ ]+ ]+

+

+ B

WAYA® AB (prasek)

— Bif. bifidum

— Bif. lactis

— Lb. acidophillus
— Lb. paracasei

— Lb. plantarum
— Lb. rhamnosus
— Lb. salivarius

— Ent. faecium

+ o+ o+

+ B
o

WAYA" IT (prasek)

— Lb. casei

— Lb. rhamnosus
— Lb. plantarum
— Bif. bifidum

— Bif lactis

— Bif. longum

LYOLACT® (kapsule)

— Lb. bulgaricus
— Lb. gasseri
— Str. thermophilus

NEO®

Fermentalyax (Suspenzija) B. coagulans
Fermentalyax (kapsule) B. coagulans
Legenda:

+...prisotnost bakterijske vrste v kultivabilni mikrobioti iz izdelka
-...odsotnost bakterijske vrste v kultivabilni mikrobioti iz izdelka
n.p....ni podatka

NEO®

o B B B e A
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Ustreznost deklaracij probioti¢nih izdelkov

Zakonodaja o probioticnih prehranskih dopolnilih se Sele oblikuje, zato Se ni primerne
kontrole kakovosti probioti¢nih izdelkov za ljudi. To se odraza tudi v rezultatih raziskave,
predstavljene v tem diplomskem delu. Veliko zivil na trgu je oznacenih in oglasevanih s
prehranskimi in zdravstvenimi trditvami, zato je EU na tem podrocju sprejela enotno
zakonodajo, da bi preprecili zavajanje potrosnikov. Uporabo prehranskih in zdravstvenih
trditev na zivilih ureja Uredba (ES) st. 1924/2006 Evropskega parlamenta in Sveta o
prehranskih in zdravstvenih trditvah na Zivilih. Ta uredba usklajuje dolocbe zakonov ali
predpisov v drzavah clanicah, ki se nanaSajo na prehranske in zdravstvene trditve, da bi
zagotovili ustrezno varstvo potrosnikov. Da bi neko zivilo lahko imelo navedene
zdravstvene trditve na deklaraciji, je potrebno predloziti vlogo za odobritev v skladu z
uredbo (ES) §t. 1924/2006. Vlogo se poslje pristojnemu nacionalnemu organu drzave
¢lanice, ta pa preda vlogo agenciji EFSA. Agencija je bila oblikovana kot del celovitega
programa za izboljSanje varnosti zivil v EU, za zagotavljanje visoke ravni varstva
potrosnikov ter za ponovno vzpostavitev in ohranitev zaupanja v oskrbo s hrano v EU
(Uredba ..., 2006; MKGP, 2010).

Tudi Zakon o zdravstveni ustreznosti zivil in izdelkov ter snovi, ki prihajajo v stik z zivili,
pravi, da se zivilom ne sme pripisovati zdravilnih lastnosti v smislu preprecevanja,
zdravljenja bolezni ter jih oglasevati s sliko, znamenji ali besedili, ki bi porabnika lahko
zavedli v zmoto glede sestave, lastnosti, namena uporabe ali ucinka delovanja Zivila
(Zakon ..., 2000).

Interes potrosnikov za probioti¢na prehranska dopolnila je v Sloveniji in drugod po Evropi
vse vecji, zato bo potrebno podroc¢je probioti¢nih izdelkov zakonsko urediti in doloditi
kriterije, kot so minimalno Stevilo KE probioti¢nih bakterij v izdelku in natan¢ne oznake
sevov, kar je pri analiziranih izdelkih bila prej redkost kot pravilo. Probioti¢ni izdelki s
slovenskega trga, ki smo jih vzeli pod drobnogled, ne zavajajo potrosnika z nedovoljenimi
trditvami. Zbrali smo jih v preglednici 12. Noben od teh izdelkov ni imel zdravstvenih
trditev v smislu, da zdravi in ozdravlja bolezni ter jih prepre¢uje. Ceprav so bile deklaracije
vCasih pomanjkljive oz. nepravilne, je bilo na vsakem izdelku navedeno vsaj skupno
Stevilo probioti¢nih bakterij ter bakterijske vrste, ki naj bi jih izdelki vsebovali. Zupancic¢
(2002) je v svoji diplomski nalogi analiziral trg v nutricevtski dejavnosti, kamor spadajo
tudi probioti¢na prehranska dopolnila. Ze tam je izpostavil potrebo po zakonski reguliraciji
podrocja probioti¢nih izdelkov in po razvoju primernih metod za njihovo kontrolo.

Kot smo pri¢akovali, je naSa raziskava potrdila domnevo, da so deklaracije vsaj na
nekaterih probioti¢nih izdelkih pomanjkljive. Na nekaterih deklaracijah je bilo neveljavno
ime bakterijske vrste Lb. sporogenes, druge so vsebovale samo skupno Stevilo za vse
bakterije. Na dveh izdelkih je proizvajalec dodal imenu bakterijske vrste Se komercialno
ime (Lb. reuteri Protectis), kar ni zazeleno, saj to ni pravo ime seva.
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Proizvajalci niso dosledni pri pravilnem navajanju Stevila probioticnih bakterij v izdelku.
Po definiciji morajo biti probiotiki Zivi. Po drugi strani pa za rutinsko kontrolo kvalitete vsi
uporabljajo kultivacijsko metodo Stetja na ploscah, ki daje podatek o Stevilu KE
(CFU)/enoto izdelka, kar pa ni mogoce enaciti z zivostjo, saj je v tovrstnih izdelkih gotovo
tudi del bakterij v stanju VBNC (angl. viable but not culturable, tj. zive, ampak
nekultivabilne). Pravilno navajanje na deklaracijah je torej v KE (CFU)/enoto izdelka.

Na deklaracijah so bili ve¢inoma le podatki o skupnem Stevilu bakterij, ne pa o
posameznih vrstah. Le trije (Bion® 3 Seniors (tablete)) WAYA® AB (prasek),
NEO®Eermentalyax (kapsule)) od stirinajstih analiziranih izdelkov so vsebovali ustrezno
skupno stevilo KE glede na podatke o Stevilu probioticnih bakterij na deklaraciji.

Na rezultate ugotavljanja Stevila spor Bacillus v izdelkih N-°"Fermental yax (suspenzija)
in NEO@FermentalMAX (kapsule) termic¢na obdelava vzorcev, s katero uni¢imo vegetativne
bakterijske celice, ni vplivala, pa¢ pa dolzina inkubacije (2 ali 4 dni). Po podaljSani
inkubaciji je iz spor zraslo za vec¢ kot dve log enoti ve¢ kolonij.

Z metodo PCR smo dokazali prisotnost veCine bakterijskih vrst, z izjemo Lb. casei in Lb.
rhamnosus. Devet od Stirinajstih izdelkov je v celoti ustrezalo deklarirani vrstni sestavi.
Izstopal je izdelek Probiolex” v obliki kapsule, v katerem nismo potrdili kultivabilnih celic
Lb. acidophilus, Lb. bulgaricus in Bif. bifidum. Podobno tudi v pragku Probiolex” nismo
uspeli potrdili vrst Lb. bulgaricus in Bif. bifidum. Pri vseh treh izdelkih WAYA® so bile
pod mejo detekcije kultivabilne Lb. rhamnosus, pri WAYA® AD (prasek) in WAYA® IT
(prasek) tudi Lb .casei, pri WAYA"™ AB (prasek) pa Bif. bifidum.

Rezultati sekvenciranja so potrdili prisotnost bakterij vrste B. coagulans v treh izdelkih
(Probiolex® (prasek), N“*®Fermentalyax (suspenzija) in N-"“Fermentalyax (kapsule)). V
izdelku Probiolex™ (kapsule) pa smo prisotnost omenjene bakterijske vrste potrdili na
podlagi podobnosti morfologije in rastnih lastnosti bakterij vrste B. coagulans v izdelku
Probiolex® (prasek).

Tudi v podobni slovenski raziskavi iz leta 2006, v kateri so pregledali sedem liofiliziranih
izdelkov s probioti¢nimi bakterijami, so ugotovili nekaj nepravilnosti pri deklariranju vrste
in Stevila probioti¢nih bakterij, premajhne koncentracije kultivabilnih probioticnih bakterij
ter odsotnost nekaterij deklariranih vrst. Po slabem prezivetju v izdelkih sta izstopali
predvsem vrsti Lb. acidophilus in Bif. bifidum (Bogovi¢ Matijasi¢ in Rogelj, 2006).

O stevilnih pomanjkljivostih so pred tem porocali ze raziskovalci iz drugih drzav.
Temmerman in sod. (2003) skoraj v nobenem od 55 probioti¢nih izdelkov niso potrdili
zivih Lb. acidophilus in bifidobakterij, Ceprav sta bila ta pogosto deklarirana. Samo 6
izdelkov je vsebovalo vse od navedenih probioti¢nih bakterij, v 19 izdelkih pa so nasli
povsem druge bakterijske vrste. Coeuret in sod. (2004) so nasli enterokoke v izdelkih, kjer
niso bili deklarirani. Gueimonde in sod. (2004) so v 14 fermentiranih mle¢nih probioti¢nih
izdelkih v Spaniji ugotovili prisotnost laktobacilov in bifidobakterij, kakor tudi Str.
thermophilus, ki je predstavnik jogurtove kulture. Na splosno je preZivetje probioti¢nih
bakterij v fermentiranih mle¢nih izdelkih boljse kot v liofiliziranih. Tudi Fasoli in sod.
(2003) so v Italiji v svoji raziskavi zajeli 14 probioti¢nih izdelkov, pri cemer so naleteli na
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nepravilnosti v zvezi z identifikacijo MO, poimenovanjem ter oznacevanjem. Grand in sod.
(2003) pa navajajo, da so bili MO iste vrste na treh izdelkih razliéno poimenovani.
Hartemink (2006) je mnenja, da so pri vecini probioti¢nih dopolnil sestavine na izdelku
nepravilno navedene. Ce je deklaracija napa¢na oz. pomanjkljiva, o funkcionalni hrani ne
moremo govoriti, saj sta vprasljivi tako varnost kot uc¢inkovitost izdelka (Salminen in sod.,
1998).

Na deklaracijah probioti¢nih izdelkov naj bi bile navedene naslednje informacije:
e oznaka rodu, vrste in seva,
¢ minimalna koncentracija bakterijskega seva ob koncu roka uporabnosti,
e priporocena dnevna doza probiotikov, ki Se zagotavlja uc¢inkovitost,
e trditve o uCinkovitosti delovanja na zdravije,
e pogoji skladiScenja,
e ime in naslov proizvajalca (FAO/WHO, 2002).

Bakterijske vrste morajo biti napisane v celoti, v lezeCem tisku (Reid, 2006).

5.1.2 Rezultati ugotavljanja morfologije kolonij in celic ter Stevila deklariranih vrst
bakterij v probioti¢nih izdelkih

Izvedba mikrobioloske preiskave probioti¢nih izdelkov vkljucuje naslednje stopnje:
e vzorcenje in transport v mikrobioloski laboratorij,
e priprava vzorca za mikrobiolosko preiskavo (zatehta in homogenizacija, izbira
ustreznega koncentracijskega obmocja),
e izbor in izvedba ustrezne analitske metode,
e odcitanje in obdelava rezultatov (Smole Mozina, 2003).

Kultivacijske metode predstavljajo metodolosko osnovo zivilski mikrobiologiji in sluZzijo
obogatitvi, izolaciji in identifikaciji MO ter so osnova za vecino kvantitativnih
mikrobioloskih analiz (Smole Mozina, 2003).

Pri omenjenih metodah uporabljamo selektivna hranljiva gojis¢a z namenom, da inhibirajo
rast ¢im vecjega Stevila prisotnih MO, omogocajo pa rast tarcnega MO. Selektivnost gojis¢
poveCamo z ustreznim pH in ay-gojisa ter ustreznimi razmerami inkubacije (s
temperaturo, sestavo atmosfere) (Smole Mozina, 2003). Prednost pred nekaterimi drugimi
tehnikami je predvsem ta, da vedno dolo¢imo le prisotnost zivih MO. Relativno veliko
napako dolocanja koncentracije MO v vzorcih zivil lahko delno zmanjSamo s pripravo
vecjega Stevila petrijevih plosc, ki jih pripravimo v razli¢nih koncentracijskih obmocjih in
med njimi izberemo za Stetje le plos¢e s 30-300 kolonij, kjer je napaka Stetja najmanjsa
(Smole Mozina, 2003).

Klasi¢ne kultivacijske mikrobioloske tehnike imajo ve¢ slabosti, med njimi zahtevnost,
zamudnost pri asepticni pripravi vzorcev in ostalega materiala za preiskavo. Delo lahko
pospesimo z nekaterimi aparaturami, kot so avtomatski razredc¢evalnik vzorcev,
homogenizator, pulzilnik in aparat za krozno nasajanje (Smole MozZina, 2003). Razen tega,
da zahtevajo veliko Casa in materiala, ne zmorejo dovolj dobro razloCevati med vrstami
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bakterij in sevov na osnovi morfoloskih in fenotipskih lastnosti. Nezadostna selektivnost
gojis¢ pa lahko vodi v precenjeno Stevilo bakterij, ki jih Stejemo. Zaradi omenjenih
pomanjkljivosti so rezultati Stetja MO na petrijevih plos¢ah velikokrat bodisi podcenjeni
bodisi precenjeni. Prav tako te metode ne omogocajo dovolj zanesljive identifikacije vrst
ali sevov. Zato so se zaceli posluzevati molekularno-bioloskih metod identifikacije in
tipizacije probioticnih sevov (Bogovi¢ Matijasi¢ in Rogelj, 2006).

Tako konvencionalne mikrobioloske kot molekularno-bioloske metode so uporabne za
izbor novih, potencialno uporabnih probioti¢nih sevov in spremljanje njihove prezivelosti
in funkcionalne stabilnosti med proizvodnjo in skladiscenjem izdelkov ter v prebavnem
traktu po zauzitju (Smole MozZina in Jersek, 2001).

Ena najbolj uporabnih molekularno-bioloskih metod, ki predstavlja alternativo
konvencionalnim metodam Stetja bakterij, je gotovo PCR v realnem casu (Bogovic
Matijasi¢ in Rogelj, 2006).

V nasi raziskavi je rezultat Stetja pokazal, da so le trije od Stirinajstih probioti¢nih izdelkov
ustrezali deklariranemu Stevilu probioticnih bakterij, med njimi Bion™ 3 Seniors (tablete),
WAYA® AB (prasek) in N-°"Fermentalyax (kapsule). Stevilo KE je bilo v vseh drugih
izdelkih nizje od deklariranega. Vzroke lahko iS¢emo v premajhnem izhodis¢nem Stevilu
probioti¢nih bakterij, slabem prezivetju med tehnoloskim postopkom in slabem prezivetju
med skladiscenjem.

Pri tej raziskavi je precejSen problem predstavljalo Stetje Str. thermophilus, saj gojisce
M17, ki ga najve¢ uporabljajo za te namene, ni zelo selektivno in lahko na njem zrasejo
tudi nekateri laktobacili, enterokoki in druge bakterije. Tudi de Carvalho Lima in sod.
(2009) so porocali o neselektivnosti tega gojis¢a. Po mnenju van de Casteele in sod. (2006)
je za Str. thermophilus najbolj primereno gojis¢e M17, za Lb. bulgaricus gojis¢e MRS
(pH=5,2), za Lb. acidophilus pa gojis¢e MRS+cly. Seveda pa je izbira gojisca za
selektivno §tetje komercialnih probioti¢nih sevov odvisna od izdelka, ciljne skupine in
taksonomske ranolikosti bakterijske biote izdelka.

Ze Simpson in sod. (2004) so ugotovili, da je gojis¢e MRS z dodanim mupirocinom
primerno za bifidobakterije, kar smo potrdili tudi pri naSem eksperimentalnem delu.

Z mikroskopiranjem smo v nasi raziskavi do neke mere med seboj lahko razlikovali rodove
bakterij. Mikroskop je edini instrument, ki omogoca neposredno opazovanje MO, zato je
klasi¢en del opreme zivilsko-mikrobioloskega laboratorija (Smole Mozina, 2003).
Obicajno preparat pobarvamo po Gramu, kjer se G- bakterije obarvajo rdece, G+ pa
ostanejo vijolicne. Barvanje po Gramu smo uporabili tudi za pregledovanje kolonij iz
izdelkov Yogermina® 100 (suspenzija), Bion®” 3 Seniors (tablete), Bion™ Transit (kapsule),
Bion® 3 Juniors (tablete), BioGaia® (kapljice) in ""*“Fermentalyax (suspenzija). Uspesno
smo razlikovali laktobacile od enterokokov in bifidobakterij. Nemogoce pa je zanesljivo
razlikovati posamezne vrste laktobacilov, ali laktokoke od enterokokov. Pri izdelku
WAYA® AD (prasek) je bilo npr. mogode s pomo¢jo mikroskopiranja lepo razlikovati
razli¢ne kolonije z gojis¢a MRS, ki so pripadale razlicnim vrstam laktobacilov.
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Kot je pokazala identifikacija posameznih kolonij s pomoc¢jo PCR, so na selektivnih
Razlikovanje vrst po morfoloskem izgledu pa ni bilo vedno mogoce, zato pri nekaterih
izdelkih ni bilo mogoce izkljuciti precenjenih rezultatov Stetja.

5.1.3 Potrjevanje deklariranih vrst bakterij v probioti¢nih izdelkih z metodo PCR oz.
s sekvenciranjem (samo za B. coagulans)

Za potrjevanje prisotnosti posameznih vrst bakterij se najve¢ uporablja analiza skupne
DNA, izolirane neposredno iz izdelka, pri ¢emer pa k rezultatu prispevajo tudi nezive
celice. Ker so nas zanimale samo zive probioti¢ne bakterije v izdelkih, smo analizirali
DNA iz mesanice kolonij. Ce bi izolirali DNA iz posameznih kolonij, bi lahko zgresili
predstavnice nekaterih vrst.

V primeru, da smo na meSanici kolonij dobili za kaksno vrsto pozitivni rezultat, na
posamezni tipi¢ni koloniji pa ne, to pomeni, da na tistem gojiscu, s katerega smo nakljuc¢no
tipi¢no kolonijo pobrali, rastejo tudi druge vrste bakterij, torej gojisce ni najbolj selektivno.
Ce smo na skupni DNA, izolirani neposredno iz izdelka, dobili pozitiven rezultat, na
posamezni koloniji ali meSanici ve¢ kolonij iz posameznega selektivnega gojisca pa ne, to
lahko pomeni, da bakterije niso bile kultivabilne, DNA pa je bila Se nerazgrajena (Bogovic¢
Matijasi¢ in Rogelj, 2006).

Metoda PCR se je ze izkazala za uspeSno in primerno za identifikacijo probioti¢nih
bakterij po mnenju Stevilnih avtorjev, ki so jo uporabili v svojih raziskavah. Zato smo od
njih povzeli univerzalne zacetne oligonukleotide in parametre za reakcije PCR, ki so jih
sami sestavili za deklarirane vrste bakterij in so se skoraj v vseh primerih izkazali za
uspesne. Po Walterju in sod. (2000) smo povzeli zacetne oligonukleotide za bakterije vrste
Lb. acidophilus, Lb. plantarum, Lb. casei, Lb. rhamnosus in Lb. reuteri, po Barakatu in
sod. (2000) za bakterijsko vrsto Lc. lactis, po Dutka-Malen in sod. (1995) za Ent. faecium,
po Matsuki in sod. (2004) za Bif. bifidum, Bif. longum in Bif. lactis, po Torriani in sod.
(1999) za vrsto Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, po Wardu in Timminsu (1999) za
bakterije vrste Lb. paracasei, po Tilsala-Timisjarvi in Alatossavi (1997) za Str.
thermophilus ter po Songu in sod. (2000) za Lb. gasseri. Chagnaud in sod. (2001) so
setavili zaCetne oligonukleotide med drugimi tudi za bakterijsko vrsto Lb. salivarius,
vendar so se v naSem primeru izkazali za neuspesne, ker je bilo verjetno nekaj narobe z
naSimi zaCetnimi oligonukleotidi in tako reakcije PCR za to bakterijsko vrsto kljub trem
razlicnim programom nikakor nismo mogli izpeljati. Klijn in sod. (1991) pa so v svoji
raziskavi pomnozili del gena za 16S rRNA z metodo PCR in pri tem uporabili univerzalna
zacetna oligonukleotida (P1 in P4). Prav tako smo mi pomnozili del gena za 16S rRNA in
uporabili enaka zacletna oligonukleotida za bakterije B. coagulans kot omenjeni
raziskovalci. Reakcija PCR za omenjeno vrsto je bila uspesna.

Tudi Silvi in sod. (2003) so mnenja, da je metoda PCR primerna za identifikacijo
probioti¢nih bakterij, saj je hitra, zanesljiva, natan¢na in dokaj poceni.

Obstaja veliko razli¢nih izvedb PCR in kombinacij z drugimi molekularnimi metodami.
Primer je restrikcijska analiza, ki jo pred reakcijo PCR vkljucuje tehnika AFLP (angl.
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amplified fragment length polymorphism, tj. $tudij polimorfizma dolZin pomnoZzkov
DNA), katera ima odli¢no sposobnost razlikovanja zelo sorodnih sevov iste vrste in dobro
ponovljivost rezultatov. Restrikcijsko analizo po pomnozevanju DNA s PCR vkljucuje
analiza RFLP (angl. restriction fragment length polymorphism, tj. restrikcijska analiza
pomnozkov PCR) (Smole Mozina in JerSek, 2001). Po mnenju Fasoli in sod. (2003) ter
Walter in sod. (2000) se metoda PCR lahko uporablja v kombinaciji z DGGE in je tako
primerna za hitro ugotavljanje prisotnih MO v probioti¢nih izdelkih. Nekateri avtorji pa
pravijo, da se lahko PCR uporablja tudi v kombinaciji s PFGE (Gueimonde in sod., 2004;
Coeuret in sod., 2004; Yeung in sod., 2004). Edina analiza PCR, ki razlikuje seve iste
bakterijske vrste, je RAPD (angl. randomly amplified polymorfic DNA, tj. verizna reakcija
s polimerazo z naklju¢no izbranimi zacetnimi oligonukleotidi). Slabost te tehnike je slaba
ponovljivost rezultatov (Smole Mozina in JerSek, 2001). Mozna alternativa
konvencionalnim metodam je real-time PCR (tj. PCR v realnem c¢asu), vendar ne omogoca
razlikovanja med DNA zivih ali mrtvih celic, zato lahko prispeva k lazno pozitivnemu
rezultatu (Bogovi¢ Matijasi¢ in Rogelj, 2006).

Tudi v nasi raziskavi smo uspesno uporabili metodo PCR z vrstno-specificnimi zacetnimi
oligonukleotidi, ki so se izkazali ze v predhodnih raziskavah. V izdelkih z Lb. rhamnosus
in Lb. casei prisotnosti kultivabilnih bakterij teh vrst nismo potrdili. Podobno v kultivabilni
populaciji iz izdelkov Probiolex” (kapsule), Probiolex” (prasek) in WAYA® AB (prasek)
nismo potrdili vrste Bif. bifidum. Tudi zivih bakterij Lb. adidophilus in Lb. bulgaricus ni
bilo povsod, kjer so bile deklarirane. Rezultati kazejo na morebitno slabSe prezivetje
predstavnikov omenjenih vrst v pregledanih izdelkih.

Velja pa, da prezivetje ni toliko pogojeno z vrsto, ampak se razlikuje od seva do seva.
Temmerman in sod. (2003) so v svojih raziskavah potrdili, da bakterije vrste Lb.
acidophilus pogosteje izoliramo iz probioti¢nih mle¢nih izdelkov kot iz liofiliziranih zaradi
boljSega prezivetja te vrste v probioti¢nih mle¢nih izdelkih. To je zaradi nizjih temperatur
skladis¢enja (liofilizirane navadno shranjujemo na sobni temperaturi), krajSega roka
uporabnosti (liofilizirani izdelki imajo rok uporabe najmanj 24 mesecev, mlecni izdelki
okoli 30 dni) in zasCitnega vpliva samega matriksa.

Na deklaracijah nekaterih izdelkov so bile navedene bakterijske vrste, ki sploh niso bile
prisotne ali obratno, se pravi, da so vsebovale bakterijsko vrsto, ki ni bila deklarirana.

Kadar nimamo na voljo dovolj specifi¢nih zacetnih oligonukleotidov, uporabimo metodo
sekvenciranja, ki je primerna za identifikacijo MO v izdelkih. Sama metoda je hitra, ampak
zahteva predhodno izolacijo DNA, reakcijo PCR, c¢is¢enje PCR pomnozkov, ugotavljanje
pomnozkov z elektroforezo ter izbiro kolonij, ki jih bomo kasneje poslali na sekvenciranje.
Fasoli in sod. (2003) so menili, da je metoda sekvenciranja najbolj zanesljiva za
identifikacijo bakterij v probioticnih izdelkih. Tudi pri tem delu se je sekvenciranje
izkazalo za uporabno in zanesljivo za identifikacijo B. coagulans, za katere v literaturi
nismo nasli dovolj specifiénih zac¢etnih oligonukleotidov. Kadar imamo le-te na voljo, pa je
bolj smiselno uporabiti vrstno-specifiéno PCR.
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5.2 SKLEPI

e Na slovenskem trgu se je ponudba probioti¢nih prehranskih dopolnil in zdravil brez
recepta v zadnjih Stirih oz. petih letih zelo povecala. Leta 2005 so v podobni
raziskavi pregledali 7 tovrstnih izdelkov, saj jih ve¢ ni bilo naprodaj v slovenskih
lekarnah. Leta 2009 (oktober), ko smo zaceli s to raziskavo, pa je bilo v lekarnah in
specializiranih prodajalnah naprodaj najmanj 38 probioti¢nih izdelkov in zdravil
brez recepta.

e Na deklaracijah so bile vedno navedene bakterijske vrste, ki so jih izdelki
vsebovali, ¢esar ne moremo reci za oznake bakterijskih sevov, ki so bili le redko
navedeni.

e Na deklaracijah stirih izdelkov je bilo navedeno ime probioti¢ne bakterije, ki ne
obstaja 0z. ni ve¢ veljavno.

e Na dveh izdelkih je proizvajalec bakterijski vrsti dodal Se trzno ime, kar ni
zazeleno.

e Opisi namena pregledanih izdelkov in delovanja na ¢loveski organizem so bili v
skladu z obstojeco zakonodajo.

e Deklaracije pregledanih izdelkov so bile pomanjkljive glede podatkov o Stevilu KE
za vsako bakterijsko vrsto posebej. Na vecini so bili samo podatki o Stevilu vseh
KE skupaj.

e Le trije od Stirinajstih analiziranih izdelkov so vsebovali zadosti kultivabilnih
probioti¢nih bakterij glede na podatke na deklaraciji.

e Devet od Stirinajstih probioticnih izdelkov je v celoti ustrezalo deklaraciji glede
prisotnosti navedenih bakterijskih vrst. Pri ostalih petih izdelkih nismo potrdili
bakterij vseh vrst v kultivabilnem delu bakterijske mikrobiote izdelkov.

e Pri dveh izdelkih smo zasledili tudi bakterije (koke), ki niso bile navedene na
deklaraciji.

e (ojisca, ki jih uporabljamo za Stetje probioti¢nih bakterij, niso vedno dovolj
selektivna. Tako npr. za laktokoke in Str. thermophilus uporabljamo gojis¢e M17,
kolonije razli¢nih velikosti, ki jih je mogoce po morfologiji dobro razlikovati, lahko
selektivno upostevamo pri Stetju le tiste, za katere smo pod mikroskopom po
morfologiji celic ugotovili, da pripadajo posameznemu rodu ali skupini. Veckrat pa
jasno loCevanje kolonij po morfologiji ni mogoce in moramo uposStevati, da je
Stevilo lahko precenjeno.

e Izolacija DNA neposredno iz konzorcijev kolonij, pridobljenih s posameznih
selektivnih gojisc, s komercialnim setom za izolacijo genomske DNA se je izkazala
za uspes$no metodo, saj smo z metodo PCR v vseh vzorcih ugotovili prisotnost
bakterijske DNA. S PCR z razli¢nimi vrstno-specifi¢nimi zacetnimi oligonukleotidi
in gelsko elektroforezo je bilo mogoce uspesno potrditi deklarirane probioticne
bakterije.

e Kadar ni na voljo ustreznih vrstno-specificnih zacetnih oligonukleotidov za
reakcijo PCR, je smiselno analizirati izolate z ugotavljanjem nukleotidnega
zaporedja delov 16S rDNA.
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6 POVZETEK

Na slovenskem trgu je ¢edalje veC probioti¢nih prehranskih dopolnil. V okviru tega dela
smo se odlocili za pregled 14-ih. Oznacevanje teh izdelkov je ponavadi pomanjkljivo ali
neustrezno glede Stevila kultivabilnih probioti¢nih bakterij in navedenih vrst, saj se
zakonodaja o probiotiénih prehranskih dopolnilih $ele oblikuje. Zeleli smo preveriti
ustreznost izdelkov glede bakterijskih vrst in Stevila KE probioticnih bakterij, ki so
navedeni na deklaracijah. S konvencionalnimi gojitvenimi metodami smo lahko ugotavljali
le prisotnost KE dolocenih skupin oz. rodov probioticnih bakterij v izdelku, nismo pa
mogli potrditi prisotnosti posameznih navedenih vrst, saj ni na voljo tako selektivnih
g0jis¢. Zato smo si pomagali tudi z molekularno-bioloskimi metodami. UspeSno smo
uporabili PCR z razli¢nimi pari vrstno-specificnih zacetnih oligonukleotidov. V vzorcih
smo s PCR in agarozno gelsko elektroforezo ugotavljali prisotnost posameznih bakterijskih
vrst. Ce bi DNA pridobili neposredno iz izdelka, bi pozitiven rezultat za posamezno vrsto
lahko dobili tudi zaradi prisotnosti nezivih bakterij, ne samo zivih.

Bistvenih pomanjkljivosti v poimenovanju probioti¢nih bakterij nismo ugotovili. Dva
izdelka sta vsebovala bakterije (koke), ki niso bile deklarirane. Po vecini pa so bila
napisana imena vseh vrst probioti¢nih bakterij, ki naj bi jih izdelki vsebovali, ne pa tudi
imena sevov. Na deklaracijah stirih izdelkov je bilo ime bakterijske vrste (Lb. sporogenes),
ki je napac¢no oz. neveljavno. Dva izdelka sta imela poleg bakterijske vrste napisano Se
komercialno ime kulture (Lb. reuteri Protectis). Deklaracije so bile pomanjkljive v smislu
podatka o stevilu za vsako bakterijsko vrsto posebej. Samo trije od Stirinajstih izdelkov so
vsebovali dovolj kultivabilnih probioticnih bakterij glede na deklaracijo. Devet od
Stirinajstih izdelkov je v celoti ustrezalo deklaraciji, kar zadeva prisotnosti bakterijskih
vrst, medtem ko pri ostalih petih izdelkih zivih predstavnic nekaterih bakterijskih vrst (Lb.
bulgaricus, Lb. casei, Lb. rhamnosus, Lb. acidophilus in Bif. bifidum) nismo dokazali.

Pri mikrobioloskih analizah probioti¢nih prehranskih dopolnil se sreCamo s problemom
nezadostne selektivnosti gojis¢, saj so si probioti¢ne bakterije med seboj zelo podobne in
jih s konvencionalnimi metodami tezko razlikujemo. Na gojis¢u MRS za laktobacile dobro
rastejo tudi nekateri drugi predstavniki MKB (laktokoki, enterokoki ipd.), na gojiscu M17
pa poleg laktokokov, ki jim je gojis¢e v prvi vrsti namenjeno, zrastejo tudi nekateri
laktobacili, enterokoki in streptokoki. Tudi gojis¢e BHI, ki smo ga uporabili za rast sevov
Bacillus, je neselektivno. Na njem smo zasledili tudi koke. Na gojiscu za bifidobakterije, ki
vsebuje antibiotik mupirocin (MRS+cys+mup), smo pri nekaterih izdelkih opazili
prisotnost laktobacilov, pri enem izmed izdelkov pa celo Se prisotnost kokov. Na gojis¢u s
klindamicinom (MRS+cly+cip), ki je praviloma selektivno za skupino Lb. acidophilus,
kamor poleg Lb. acidophilus sodi tudi Lb. gasseri, smo zasledili tudi koke. Na gojisc¢u
MRS, ki smo mu znizali pH na pH=5,2, da bi bil selektiven za vrsto Lb. bulgaricus, smo
prav tako poleg palck opazili Se koke. Rezultati potrjujejo, da so gojisca, ki jih obic¢ajno
uporabljajo za Stetje razlicnih MKB, nezadostno selektivna. Tudi na podlagi morfologije
bakterijskih celic s pomo¢jo mikroskopa je tezko soditi o vrsti, prepoznavamo lahko v
najboljSem primeru posamezne rodove, kakor npr. bifidobakterije. Zato smo se posluzili
molekularno-bioloskih metod, ker so precej hitrejSe od konvencionalnih mikrobioloskih in
bolj selektivne. Pomanjkljivosti gojitvenih metod pa lahko odpravimo ali omilimo tako, da
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vklju¢imo Se molekularno-bioloske metode, od katerih je najbolj razSirjena metoda PCR v
kombinaciji z agarozno gelsko elektroforezo. S PCR smo v vzorcih DNA, pridobljenih iz
bakterijskih vrst. Prednosti PCR so predvsem hitrost, ob¢utljivost in natan¢nost. Mogoce
jo je tudi nadgraditi za namene kvantifikacije (PCR v realnem casu). Ima pa tudi
pomanjkljivosti, in sicer, da ne omogoca razlikovanja zivih in mrtvih celic, kar lahko
pripelje do lazno pozitivnih rezultatov. V predstavljenem delu smo vpliv nezivih celic
izkljucili tako, da DNA nismo izolirali neposredno iz izdelka, pac pa iz kolonij. Ker za vse
vrste bakterij ni mogoCe najti dovolj specificnih zacetnih oligonukleotidov, je vcCasih
potrebno tudi ugotavljanje nukleotidnega zaporedja gena za 16S rRNA ter primerjava
sekvenc s poznanimi. Na ta nacin smo potrdili vrsto B. coagulans. V izdelkih se je nahajala
v obliki spor.

Kot smo predpostavljali v hipotezah, so tudi na slovenskem trzis¢u probioti¢na prehranska
dopolnila z nepopolnimi deklaracijami ali z neustrezno sestavo, predvsem v smislu
nedoseganja navedenega Stevila kultivabilnih probioticnih bakterij. Rezultati dela
nakazujejo na potrebo po boljsi kontroli kakovosti probioti¢nih prehranskih dopolnil.
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PRILOGE

Priloga A: Rezultati sekvenciranja dela V1/V3 gena za 16S rRNA izolatov B. coagulans

Al, Premium RUN
9130244 12019
PRO-1.P1 Probiolex® (prasek) — velika kolonija; BLAST: B. coagulans

TTGCTTTTAAAAGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCC
TGTAAGATCGGGATAACGCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAGTTTTTTC
CTCCGCATGGAGGAAAAAGGAAAGACGGCTTNKGCTGTCACTTACAGATGGG
CCCGCGGCGCATTAGCTNGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGC
GTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGAC
GGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGCC
GGGGAAGAACAAGTGCCGTTCGAACAGGGCGGCGCCTTGACGGTACCCGGCC
AGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTTCTTAAGTC
TGATGTGAAATCTTGCGGCTCAACCGCAAGCGGTCATTGGAAACTGGGAGGCT
TGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG

Al, Premium RUN
9130245 12020
FER-ST-4.P1 NE°®Fermentaly,x (suspenzija) — majhna kolonija; BLAST: B. coagulans

CTTGCTTTTAAAAGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGC
CTGTAAGATCGGGATAACGCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAGTTTTTT
CCTCCGCATGGAGGAAAAAGGAAAGACGGCTTNNGCTGTCACTTACAGATGG
GCCCGCGGCGCATTAGCTNGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATG
CGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCA
AACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA
CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGC
CGGGGAAGAACAAGTGCCGTTCGAACAGGGCGGCGCCTTGACGGTACCCGGC
CAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTTCTTAAGT
CTGATGTGAAATCTTGCGGCTCAACCGCAAGCGGTCATTGGAAACTGGGAGGC
TTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG

Al, Premium RUN
9130246 12021
FER-ST-5.P1 N*°®Fermentalyx (suspenzija) — velika kolonija; BLAST: B. coagulans

CTTGCTTTTAAAAGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGC
CTGTAAGATCGGGATAACGCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAGTTTTTT
CCTCCGCATGGAGGAAAAAGGAAAGACGGCTTNNGCTGTCACTTACAGATGG
GCCCGCGGCGCATTAGCTNGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATG
se nadaljuje
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nadaljevanje
Priloga A: Rezultati sekvenciranja dela V1/V3 gena za 16S rRNA izolatov B. coagulans

CGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCA
AACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA
CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGC
CGGGGAAGAACAAGTGCCGTTCGAACAGGGCGGCGCCTTGACGGTACCCGGC
CAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTTCTTAAGT
CTGATGTGAAATCTTGCGGCTCAACCGCAAGCGGTCATTGGAAACTGGGAGGC
TTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG

Al, Premium RUN
9130247 12022
FER-KAP-8.P1 Y °®Fermentalyx (kapsule) — majhna kolonija; BLAST: B. coagulans

CTTGCTTTTAAAAGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGC
CTGTAAGATCGGGATAACGCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAGTTTTTT
CCTCCGCATGGAGGAAAAAGGAAAGACGGCTTNKGCTGTCACTTACAGATGG
GCCCGCGGCGCATTAGCTNGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATG
CGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCA
AACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA
CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGC
CGGGGAAGAACAAGTGCCGTTCGAACAGGGCGGCGCCTTGACGGTACCCGGC
CAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTTCTTAAGT
CTGATGTGAAATCTTGCGGCTCAACCGCAAGCGGTCATTGGAAACTGGGAGGC
TTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG

Al, Premium RUN
9130248 12023
FER-KAP-10.P1 M°®Fermentalyax (kapsule) — velika kolonija; BLAST: B. coagulans

CTTGCTTTTAAAAGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGC
CTGTAAGATCGGGATAACGCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAGTTTTTT
CCTCCGCATGGAGGAAAAAGGAAAGACGGCTTNKGCTGTCACTTACAGATGG
GCCCGCGGCGCATTAGCTNGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATG
CGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCA
AACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA
CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGC
CGGGGAAGAACAAGTGCCGTTCGAACAGGGCGGCGCCTTGACGGTACCCGGC
CAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTTCTTAAGT
CTGATGTGAAATCTTGCGGCTCAACCGCAAGCGGTCATTGGAAACTGGGAGGC
TTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG



