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Mlecnokislinske bakterije (MKB) in bifidobakterije so najpomembnejSi predstavniki
probioti¢nih kultur, zato jih tudi najpogosteje najdemo v probioti¢nih Zzivilih ali pripravkih
kot so mle¢ni izdelki ali prehranska dopolnila. Preverjanje njihovega Stevila v teh izdelkih je
kljuénega pomena, saj le ob zauzitju v zadostnih koli¢inah lahko s pozitivnimi ucinki
delujejo na zdravje gostitelja. Ker pa so v probioti¢nih izdelkih najveckrat zastopani dve ali
ve¢ razlicnih probiotiénih kultur, ki so si med seboj zelo sorodne, je izbira primerne
selektivne metode za ugotavljanje velikosti populacije posameznega mikroorganizma
klju¢nega pomena. V nalogi smo analizirali Stiri probioti¢na prehranska dopolnila in pet
probioti¢nih mle¢nih izdelkov, ki so poleg laktobacilov vsebovali Se druge probioti¢ne
bakterije. Za selektivno rast laktobacilov iz analiziranih izdelkov smo uporabili tehniko
razmaza na trdna gojiSca, pri cemer smo iz literaturnih podatkov in komercialne dostopnosti
izbrali gojitvena oz. selektivna gojis¢a za laktobacile kot so MRS, M-MRS (modificirano
gojis¢e MRS z maltozo), MRS-ZS (MRS z Zol¢nimi solmi), Rogosa, LAMVAB (MRS z
dodanim vankomicinom in bromkrezol zelenim), LAMVAB-ZKV (LAMVAB z znizano
koncentracijo vankomicina), LAC (MRS s ciprofloksacinom in klindamicinom). Po
inkubaciji cepljenih ploS¢ pri ustrezni temperaturi in v razli¢nih atmosferskih razmerah, smo
selektivnost posameznega gojis¢a za laktobacile ugotavljali z identifikacijo zraslih kolonij z
barvanjem po Gramu in z metodo PCR z za rod specifi¢nimi zadetnimi oligonukleotidi za
bakterije rodov Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Lactococcus, ter za bakterije
vrste Lb. acidophilus. Na podlagi nasih rezultatov smo zakljuili, da sta za selektivno rast
laktobacilov iz meSanih kultur, bodisi iz probioti¢nih prehranskih dopolnil ali probioti¢nih

priporo¢amo za selektivno rast skupine Lb. acidophilus. V primeru, da so v analiziranem
izdelku prisotni Lb. salivarius ali bakterije iz skupine Lb. casei pa je bolj primerno gojisce
LAMVAB-ZKV. Za gojis¢e MRS smo, kljub pogostim literaturnim navedbam o njegovi
selektivnosti za laktobacile, potrdili njegovo uporabnost predvsem kot gojitvenega in ne
selektivnega gojisca, manjso selektivnost od pricakovane pa je izkazalo tudi gojis¢e Rogosa.

.....

izkazujeta ustrezne selektivnosti za rast laktobacilov iz probioti¢nih izdelkov.
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Lactic acid bacteria (LAB) and bifidobacteria are of the most important among probiotic
cultures, therefore they are commonly found in probiotic foods or products such as dairy
products or food supplements. To determine their counts in these products is of crucial
importance, because only when ingested in sufficient quantities they can positively affect
the health of the host. However, since the probiotic products usually contain two or more
probiotic bacteria that are closely related, the use of an appropriate selective method is of
the greatest significance. In the present study four probiotic food supplements and five
probiotic dairy products were analyzed, that contained lactobacilli along with other
probiotic bacteria. For selective outgrowth of lactobacilli from analyzed products the
surface inoculation method was used, where according to literature data and commercial
accessibility cultivable or selective media for lactobacilli such as MRS, M-MRS (MRS
modified with maltose), MRS-ZS (MRS with bile salts), Rogosa, LAMVAB (MRS with
Vancomycin and Bromcresol green), LAMVAB-ZKV (LAMVAB with reduced
concentration of vankomycin) and LAC (MRS with ciprofloxacin and clindamycin) were
selected. After incubation of surface inoculated plates at appropriate temperature and under
different atmospheric conditions the selectivity of each medium for lactobacilli was
evaluated by Gram staining and PCR methods of outgrown colonies. Genera-specific
primers for bacteria genera Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Lactococcus. and
species-specific primers for bacteria specius Lb. acidophilus were used. Based on our results
LAC and LAMVAB-ZKV media are highly recommended for selective outgrowth of
lactobacilli from mixed cultures, either from probiotic food supplements or probiotic dairy
products. The LAC medium is recommended for the selective outgrowth of Lb. acidophilus
group. If analyzed product contains Lb. salivarius or bacteria from Lb. casei group, the use
of LAMVAB-ZKV medium is most appropriate. Although some literature data classify
MRS as selective medium for lactobacilli, it was proven to be more as cultivating than
selective medium. Also Rogosa medium proved lower selectivity as was expected. It was
also concluded that M-MRS and MRS-ZS media did not demonstrate appropriate selectivity
for lactobacilli outgrowth from probiotic products.
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KAZALO PRILOG

Priloga A: Barvni preparati bakterij, osamljenih iz prehranskih dopolnil BioGaia® (1),
Yogermina® (2), Waya AB® (3) in Waya AD® (4), pri 1000x poveavi.

Priloga B: Barvni preparati bakterij, osamljenih iz mle¢nega izdelka fermentirano mleko
Ego (1), jogurta LGG (2), napitka LCA (3), skute Spar Vital (4) in sira LCA (5), pri 1000x
povecavi.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

Okrajsava ali simbol
APT

B.

Bb-12

bp

DNA

E.

FAO

GG
GRAS
H2Opcr
IML PRO

kb

KE

LAC

LAC anaerobno
LAMVAB

LAMVAB anaerobno
LAMVAB-ZKV
LAMVAB-ZKYV anaerobno
La-5

Lb.

LC

Lc.

M-17

M-17 anaerobno
MKB

MRS

MRS aerobno

MRS anaerobno
MRS-AC

M-MRS

M-MRS aerobno
M-MRS anaerobno
MRS-ZS

MRS-ZS anaerobno
N

NA-salicin

metoda PCR
RCABC

RCABV

Pomen

gojisce APT (angl. All Purpose Tween)

Bifidobacterium

sev Bifidobacterium animalis ssp. lactis Bb-12

bazni par

deoksiribonukleinska kislina

Enterococcus

Organizacija za prehrano in kmetijstvo (angl. Food and Agriculture
Organization)

sev Lactobacillus rhamnosus GG

splosno priznan kot varen (angl. Generally Recognized as Safe)
mikrofiltrirana (miliQ) in avtoklavirana voda

Institut za mlekarstvo in probiotike, Biotehniska fakulteta, Domzale,
Slovenija

kilobazni par

Stevilo kolonijskih enot

gojisc¢e MRS s ciprofloksacinom in klindamicinom

g0jis¢e LAC, inkubirano v anaerobnih razmerah

gojis¢e MRS za laktobacile, z dodanim vankomicinom in bromkrezol
zelenim (angl. Lactobacillus Anaerobic MRS with Vancomycin and
Bromcresol green)

gojis¢e LAMVAB, inkubirano v anaerobnih razmerah

gojis¢e LAMVAB z znizano koncentracijo vankomicina

gojis¢e LAMVAB ZKYV, inkubirano v anaerobnih razmerah

sev Lactobacillus acidophilus La-5

Lactobacillus

selektivno gojisée za vrsto Lb. casei

Lactococcus

obogateno gojisce za koke

gojis¢e M-17, inkubirano v anaerobnih razmerah

mlecnokislinske bakterije

gojisce po De Man, Rogosa in Sharpe

gojis¢e MRS, inkubirano v aerobnih razmerah

gojis¢e MRS, inkubirano v anaerobnih razmerah

gojis¢e MRS z znizano vrednostjo pH z ocetno kislino

modificirano gojis¢e MRS z maltozo

g0jis¢e M-MRS, inkubirano v aerobnih razmerah

g0jis¢e M-MRS, inkubirano v anaerobnih razmerah

gojis¢e MRS z Zol¢nimi solmi

gojisée MRS-ZS, inkubirano v anaerobnih razmerah

povprecno Stevilo

hranljivo gojisce s salicinom

verizna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction)
gojis¢e z vrednostjo pH 5,5, bromkrezol zelenim in klindamicinom
(angl. reinforced clostridium agar with bromocresol green and
clindamycin)

gojis¢e z vrednostjo pH 5,5, bromkrezol zelenim in vankomicinom
(angl. reinforced clostridium agar with bromocresol green and
vankomycin)
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Rogosa

Rogosa aerobno
Rogosa anaerobno
SD

sp.

ssp.

Str.

TAE

T-MRS

u/ul

VBNC

WHO

selektivno gojisce za laktobacile (angl.: Lactobacillus selective agar)
gojisc¢e Rogosa, inkubirano v aerobnih razmerah

20jis¢e Rogosa, inkubirano v anaerobnih razmerah

standardna deviacija

vrsta (angl. species)

podvrsta (angl. subspecies)

Streptococcus

tris acetatni EDTA pufer

modificirano gojis¢e MRS s trehalozo

enota za specifiéno aktivnost encima (1 pmol/min/pl)

zive, a ne kultivabilne kolonije (angl. viable but not culturable)
Svetovna zdravstvena organizacija (angl. World Health Organization)
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1UVvOD

Bakterije rodov Lactobacillus in Bifidobacterium so najpomembnejse probioticne Kulture.
Njihov prvotni Zivljenjski prostor je ¢revo zdravega Cloveka, kjer predstavljajo del zelo
kompleksne in raznolike mikrobne zdruzbe (Smole MozZina in Jersek, 2001).

Dokazi, da je mikrobiota prebavnega trakta pri ¢loveku pomemben del intestinalne
imunoloske in neimunoloske obrambe, so osnova koncepta probiotikov. Definicija
probiotikov, ki sta jo povzeli tudi FAO (angl. Food and Agriculture Organization) in WHO
(angl. World Health Organization) pravi, da so probiotiki zivi mikroorganizmi, ki zauziti v
zadostnih koli¢inah koristno u¢inkujejo na zdravje gostitelja, pri cemer je pomembno, da je
u¢inke mozno znanstveno dokazati (FAO/WHO, 2002).

Izraz »probiotik« izhaja 1z gr§kega izraza »pro bios«, kar pomeni »za Zivljenje« (Micetic-
Turk in Siki¢-Pogacar, 2011).

Ob poplavi najrazli€nejsih probioti¢nih izdelkov in oglasevanju njihovih zdravju pozitivnih
ucinkov, je predpogoj za kakrSnokoli izkazovanje blagodejnih ucinkov zadostno Stevilo
probioti¢nih bakterij v taksnem izdelku.

Pomemben parameter pri ocenjevanju kakovosti probioti¢nih izdelkov je ugotavljanje
Stevila zivih mikroorganizmov, ki ga izvedemo s pomocjo kultivabilnih tehnik. Ker pa
imamo Vv probioti¢nih izdelkih navadno ve¢ vrst mikroorganizmov, ki so si podobni po
fizioloskih lastnostih, prehranskih zahtevah in rasti v podobnih okoljskih razmerah, je zelo
pomembna izbira ustreznih gojis¢, ki omogocijo selektivno rast in Stetje posamezne
bakterijske vrste 0z. rodu probioti¢nega mikroorganizma (Desai in sod., 2006).

Za oceno prezivetja in zivosti probioti¢nih bakterij je pomembno, da je delovna metoda za
selektivno rast Zelenih mikroorganizmov predhodno vpeljana in ustrezno optimizirana
(Tharmaraj in Shah, 2003).

V komercialni uporabi probiotikov, torej tudi laktobacilov, je pomembno, da poznamo
orodja, ki omogocajo identifikacijo posameznih vrst, sevov, razumevanje njihove
sorodnosti, kontrolo genetskih lastnosti in stabilnosti ter njihovo klasifikacijo znotraj rodu
o0z. vrste (Desali in sod., 2006).

Kljub temu, da so predstavniki rodu Lactobacillus vodilna skupina probioti¢nih bakterij,
prisotnih v probioti¢nih izdelkih, zaenkrat Se ni enotnih navodil oz. standardov (z izjemo
standarda ISO za ugotavljanje Stevila bakterij iz skupine Lb. acidophilus), ki bi predlagali
najprimernejSa selektivna gojis¢a zanje. Poleg tega tudi v literaturi naletimo na
nasprotujoa si mnenja o selektivnosti dolocenih gojis¢, zato smo v nalogi testirali
selektivnost in primernost najpogosteje uporabljanih gojis¢ za rast laktobacilov.

Z rezultati bomo pomembno prispevali k ovrednotenju posameznega gojis¢a z vidika
selektivnosti in s tem zanesljivosti ugotavljanja Stevila laktobacilov v mle¢nih izdelkih in v
prehranskih dopolnilih, ki vsebujejo probioti¢ne kulture.
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1.1 CILJI NALOGE

(gojis¢e po De Man, Rogosa in Sharpe), MRS z maltozo (M-MRS), MRS z Zol¢nimi solmi
(MRS-ZS), Rogosa (selektivno gojisée za laktobacile), LAMVAB z dvema razli¢nima
koncentracijama vankomicina (LAMVAB in LAMVAB-ZKV), MRS s ciprofloksacinom
in klindamicinom (LAC) v razli¢nih razmerah inkubacije, glede odnosa do kisika (aerobno,
anaerobno) za ugotavljanje Stevila laktobacilov v probioti¢nih izdelkih.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e Uporaba razlicnih dodatkov (maltoza, zol¢ne soli, ocetna kislina, vankomicin,
ciprofloksacin, klindamicin) v gojisc¢a, bo omogocila selektivno rast laktobacilov,

e in s tem uspesno loc¢evanje laktobacilov od ostalih bakterij, ki so prisotne v
probioti¢nih izdelkih, tako v prehranskih dopolnilih kot tudi v mle¢nih izdelkih, Ki
vsebujejo probioti¢ne kulture.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 GOJISCA

Klasi¢na mikrobioloska preiskava za ugotavljanje prisotnih mikroorganizmov v zivilih
vkljucuje gojitev mikroorganizmov v laboratoriju. Za gojitev se, odvisno od namena
preiskave, uporablja razli¢na gojisca, na primer osnovna, selektivna gojisca (obogatitvena-
modificirana, diferencialna) in gojisca za ugotavljanje biokemijskih lastnosti. Pri klasi¢ni
identifikaciji bakterij je najprej potrebno osamiti ¢isto kulturo na primernem osamitvenem
gojiS¢u ter nato izvesti serijo biokemijskih in seroloskih testov. Postopek je najveckrat
dolgotrajen (Jersek, 2009).

2.1.1 Definicija gojisc¢a

Gojis¢a so kompleksno sestavljena iz mineralov (makroelementi in mikroelementi),
ogljikovih hidratov (obi¢ajno saharoza), aminokislin, vitaminov in rastlinskih rastnih
regulatorjev. Gojisca so lahko trdne, tekoce ali poltrdne oblike. Za pripravo trdnih gojis¢
dodajamo hranilnim raztopinam razli¢ne strjevalce, najveckrat agar ali agarozo (Ravnikar,
1996).

2.1.2 Vrste gojis¢

Glede na namen uporabe dolocenega gojisca se posluzujemo osnovnih in specialnih gojis¢
(obogatena gojisca, kompleksna gojisca, definirana gojisca, selektivna gojis¢a). Osnovna
gojis€a so namenjena ohranjanju vitalnosti, tak§na gojis¢a so navadno neselektivna. Pri
gojitveni tehniki lahko uporabimo tudi selektivna gojis¢a. Selektivnost poveCamo z
dodatki, ki prednostno omogocajo boljso in lazjo rast dolocenega rodu oz. vrste bakterij,
kakor tudi s koli¢ino kisika (aerobne ali anaerobne razmere), spremembo vrednosti pH,
temperature in ¢asa inkubacije.

Ucinkovita osamitev tarénih mikroorganizmov je odvisna od sestave gojisca, razmer
inkubacije (Cas, temperatura, sestava atmosfere, ...) ter od kompleksnosti sestave
analiziranega vzorca (Talwalkar in Kailasapathy, 2004; De Carvalho Lima in sod., 2009).

2.2 GOJISCA ZA LAKTOBACILE

Kljub mnogim raziskavam $e vedno ne poznamo najbolj primernega selektivnega gojisca
za gojitev posameznega rodu ali vrste MKB (mle¢nokislinske bakterije) in bifidobakterij.
Izjema je standard 1SO 20128 (2006), ki predlaga selektivno gojis¢e LAC za rast bakterij
iz skupine Lb. acidophilus (Lb. acidophilus, Lb. amylovorus, Lb. crispatus, Lb. gallinarum,
Lb. gasseri, Lb. johnsonii), osamljenih iz fermentiranih mle¢nih izdelkov in standard ISO
29981 (2010), ki opisuje selektivno gojis¢e za bifidobakterije, prav tako osamljene iz
fermentiranih mle¢nih izdelkov. Skupina Lb. casei (Lb. casei, Lb. paracasei ssp.
paracasei, Lb. paracasei ssp. tolerans, Lb. rhamnosus) je najbolj raziskana med
laktobacili, saj veliko sevov izkazuje probioti¢ni potencial, $¢ vedno pa nimamo gojisca, ki
bi omogocal njihovo selektivno rast (Colombo in sod., 2014).
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Za gojitev. MKB uporabljamo prehransko kompleksna gojis¢a, ki tem bakterijam
omogocajo rast. Ceprav je poznanih mnogo gojis¢, je najbolj pogosto uporabljeno gojisce
MRS, ki je lahko delno spremenjeno glede na namen uporabe (Jersek, 2013).

Gojis¢a, ki so primerna za rast laktobacilov, morajo zadostiti njihovim zahtevnim
prehranskim potrebam in mikroaerofilnemu odnosu do kisika. Najbolj splosno uporabljena
gojisca za laktobacile so MRS agar, APT agar (angl. All Purpose Tween) ter Rogosa. Vsa
ta gojisca omogocajo selektivno rast laktobacilov, a predvsem v primeru, da so v izdelku
prevladujoca skupina bakterij in v njem ni prisotnih veliko ostalih bakterijskih kultur
(Hartemink in sod., 1997).

Do prvih poskusov priprave selektivnega gojis¢a za osamitev laktobacilov je prislo Ze pred
MRS (De Man in sod., 1960) in LAMVAB (Hartemink in sod., 1997). Gojis¢a lahko
podpirajo rast laktobacilov, vsa pa niso dovolj selektivna, saj omogocajo rast tudi drugim
MKB in ostalim bakterijskim rodovom (Jackson in sod., 2002).

Gojis¢a z laktobacili naj bi inkubirali v anaerobnih razmerah, obi¢ajno 48 ur pri
temperaturi 30 °C ali 37 °C. Za zagotavljanje anaerobnih razmer, lahko dodamo v gojisce
0,05 % cisteina, ki je vir duSika in pomaga zmanjS$evati koncentracijo kisika. Laktobacili so
tolerantni za kisle razmere, kar pomeni, da lahko rastejo in proizvajajo mlecno kislino tudi
pod vrednostjo pH 5,5 (De Angelis in Gobbetti, 2011).

2.2.1 Osnovna gojisc¢a

Osnovna gojis¢a so namenjena ohranjanju vitalnosti bakterij in ne toliko selektivni rasti
posamezne bakterijske vrste ali rodu. So kompleksna gojis¢a, na njih raste vecina
heterotrofnih bakterij.

2.2.1.1 MRS

Gojisce MRS so leta 1960 vpeljali raziskovalci De Man, Rogosa in Sharpe. Namenjeno je
obogatitvi, kultivaciji in osamitvi laktobacilov iz razli¢nih vzorcev. Vsebuje polisorbat,
acetat, magnezij in mangan, ki so znani kot rastni faktorji in bogata hranila za rast
laktobacilov. Gojis¢e pa, poleg laktobacilom, omogoca rast tudi nekaterim drugim MKB,
predvsem vrstam iz rodov Pediococcus in Leuconostoc (Microbiology manual, 2005).

Tudi kultura Str. thermophilus dobro uspeva na gojis¢u MRS, a njene kolonije izkazujejo
karakteristiéno morfologijo, razli¢éno morfologiji laktobacilov. Kolonije laktobacilov so na
g0jis¢u MRS nepravilne oblike in svetlo sive barve ali kremno bez barve ter okrogle
oblike, kolonije Str. thermophilus na gojis¢éu MRS so majhne, tockaste in bele (Bergamini
in sod., 2005; Karimi in sod., 2012).

Gojisce MRS je referenéno za namnozitev laktobacilov (Van de Casteele in sod., 2006).
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2.2.2 Specialna gojisca

Specialna gojis€a pripravljamo iz osnovnih gojis¢ z dodatkom posameznih sestavin.
- obogatena gojisca,

- kompleksna gojisca,

- kromogena in fluorogena gojisca,

- definirana gojisca,

- selektivna gojisca (obogatitvena gojisca, diferencialna gojis¢a, minimalna gojisca).

Obogatena gojis¢a dobimo z dodatkom posameznih naravnih komponent (ogljikovi hidrati,
plazma, serum, posneto mleko, ekstrakti naravnih substratov, ...), ki izboljsajo in obogatijo
gojisce (Cvitkovié-Spik in sod., 2010).

Kompleksna gojis¢a vsebujejo poleg definiranih mineralnih komponent Se naravne
sestavine, ki kemijsko niso popolnoma definirane (Cvitkovi¢-Spik in sod., 2010).

Kromogena in fluorogena gojis€a vsebujejo umetne kromogene oz. fluorogene encimske
substrate, ki omogocajo hitro, direktno identifikacijo mikroorganizmov. Ce kromogene in
fluorogene encimske substrate dodamo v selektivna gojis¢a, se ta lahko uporabljajo kot
primarna izolacijska gojis¢a. S tem doseZemo, da za identifikacijo izolatov ni potrebna
nova kultivacija in serije biokemijskih testov, tako skrajSamo Cas preiskave, prihranimo
material in delo. Interakcije med mikroorganizmi in kemijskimi sestavinami gojis¢ so
razli¢ne in ve¢inoma odvisne od strukture kromoforov in fluoroforov (Jersek, 2009).

.....

sestavljena iz natan¢no odmerjenih koli¢in Cistith anorganskih in organskih snovi
(Cvitkovié-Spik in sod., 2010; Ashraf in Shah, 2011).

Selektivna gojisca prednostno podpirajo rast dolo¢enih bakterij pred drugimi, uporabljamo
jih, kadar zelimo osamiti dolocen rod ali vrsto mikroorganizma. Med selektivna gojisca
priStevamo obogatitvena, diferencialna in minimalna gojisc¢a (Ashraf in Shah, 2011).

Obogatitvena gojis¢a ali namnoZevalna goji§¢a uporabljamo za namnozitev doloCene
bakterijske vrste ali skupine bakterij, ki jo Zelimo osamiti iz doloCenega materiala, v
katerem sicer ni Stevna (npr.: pospeSevanje razmnozevanja posameznih vrst patogenih
bakterij, ¢e jih je v kuznini malo in zaviranje rasti bakterij normalne mikrobiote)
(Cvitkovié-Spik in sod., 2010).

Na diferencialnem gojis¢u ne pride do inhibicije ali pospesene rasti, na njem se zrasle
kolonije razlikujejo po vidnih fenotipskih lastnostih, kot so oblika in/ali barva kolonij,
sprememba barve gojis¢a okrog kolonij, pojav cone okoli kolonije, ... Diferencialna
gojisca vsebujejo enega ali ve¢ ogljikovih hidratov in indikatorsko barvilo, ki spremeni
barvo pri razli¢nih vrednostih pH (Ashraf in Shah, 2011; Talwalkar in Kailasapathy, 2004).
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Minimalna goji$¢a ne vsebujejo nekaterih osnovnih rastnih faktorjev, veliko sevov na njih
tako ni sposobnih tvoriti kolonij, vec¢inoma zrastejo le divji sevi, ki so prisotni v populaciji
(Cvitkovié-Spik in sod., 2010).

2.2.3 Selektivna gojisc¢a

K povecanju selektivnosti gojis¢ lahko pripomorejo razli¢ni dodatki k osnovnemu gojiscu,
vrednost pH, ¢as in temperatura inkubacije ter ostali, zaenkrat $e manj raziskani dejavniki.

Selektivna gojiSéa vsebujejo specialne dodatke, ki v meSanih kulturah omogoc¢ajo
selektivno rast izbranih bakterij in inhibicijo ostale prisotne bakterijske populacije. Tezko
je poiskati najbolj optimalno gojisce, saj so laktobacili zelo sorodni z ostalimi MKB in

.....

.....

znizano vrednostjo pH okoli 5,0, zato nobeno gojisce, kjer je vrednost pH nizja, ni
popolnoma selektivno za rast laktobacilov. Potreben je mikroskopski ter tudi molekularni
pregled osamljenih bakterij za dolocCitev bakterijskega rodu oz. vrste (De Angelis in
Gobbetti, 2011).

Literaturni podatki navajajo uporabo razli¢nih dodatkov, kot so (Karimi in sod., 2012):

- antibiotiki (klindamicin, vankomicin, eritromicin, nalidiksi¢na kislina, metronidazol,
paramocin sulfat, neomicin sulfat),

- sladkorji (maltoza, riboza, galaktoza, arabinoza, celobioza, rafinoza, melibioza,
trehaloza, fruktoza),

- sladkorni alkoholi (sorbitol, manitol),

- barvila (bromkrezol zeleno),

- rastni faktorji,

- sredstva za znizanje vrednosti pH (HCI, ocetna kislina),

- glukozidi (eskulin, salicin),

- ostali dodatki (mesni ekstrakt, tripton, NaCl, Zol¢ne soli, litijev klorid, natrijev
propionat).

2.2.3.1 M-MRS

Gojis¢e M-MRS je bilo razvito s strani raziskovalcev Hull in Roberts (1984). Modificirala
sta gojis¢e MRS, in sicer tako da sta namesto sladkorja glukoza uporabila vrsto drugih
sladkorjev. Pri tako pripravljenem gojiséu je namesto glukoze uporabljena ustrezna
koli¢ina bodisi maltoze, salicina, celobioze, rafinoze ali melibioze.

V iskanju primernega selektivnega gojis¢a za Lb. acidophilus je bilo ugotovljeno, da
modificirano gojis¢e MRS z maltozo preprecuje rast starterski kulturi, ki sodeluje pri
proizvodnji jogurta. Analiziranih je bilo 33 sevov vrste Str. thermophilus in noben ni
pokazal sposobnosti izkoris¢anja maltoze, fruktoze, manoze, salicina, celobioze,
melobioze, trehaloze ali rafinoze, pri fermentaciji pa so uspesno izkoriscali glukozo,
laktozo in saharozo. Hkrati pa gojis¢e M-MRS omogoca dobro rast in prezivelost vrste Lb.
acidophilus, osamljene iz probioti¢nega jogurta, saj ta kultura lahko izkoris¢a vse zgoraj
nastete sladkorje (Hull in Roberts, 1984).
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Gojis¢e M-MRS je bilo predlagano kot selektivno za rast vrste Lb. acidophilus, inkubirano
v anaerobnih razmerah, 48 ur pri 37 °C (IDF. 1995). Vrsta Lb. acidophilus lahko dobro
izkoriS¢a maltozo ali sorbitol kot vir ogljikovih hidratov (Tharmaraj in Shah, 2003).
Obenem pa je gojis¢e M-MRS ustrezno tudi za namnozitev bifidobakterij, zato za
selektivno namnozitev vrste Lb. acidophilus raje uporabljamo gojis¢e MRS s salicinom
(MRS-salicin) ali s sorbitolom (MRS-sorbitol) (Shah, 2000).

2.2.3.2 MRS-ZS

Z dodatkom zol¢nih soli v gojisce simuliramo razmere, ki vliadajo v prebavnem traktu, kar
nam omogoci selektivno rast bakterij, katerih glavno nahajalisce je prebavni trakt in imajo
predznak potencialnih probiotikov, medtem ko je rast ostalih bakterij zavrta (De Carvalho
Lima in sod., 2009).

Ze Hull in Roberts (1984) sta Zelela izkoristiti lastnost vrste Lb. acidophilus, ki izkazuje
toleranco na prisotnost zol¢nih soli. Tudi Vinderola in Reinheimer (1999) sta predlagala
gojis¢e MRS-ZS za rast kulture Lb. acidophilus. Gojis¢e je primerno za selektivno
kultivacijo vrst Lb. acidophilus in Lb. casei, ko se pojavljata posami¢no ali pa v meSanici z
drugimi MKB, na primer v fermentiranih mle¢nih izdelkih ali probioti¢nih prehranskih
dopolnilih (Vinderola in Reinheimer, 2000). Gojis¢e MRS-ZS je predvsem ugodno za
selektivno rast kulture Lb. paracasei (Bergamini in sod., 2005). Gojisce ni ustrezno za rast
jogurtovih kultur, Str. thermophilus in Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (Vinderola in
Reinheimer, 1999).

Inkubacija gojis¢a v aerobnih razmerah onemogoca rast bifidobakterijam, saj so te glede
odnosa do kisika striktno anaerobne (Vinderola in Reinheimer, 1999). Gojis¢e MRS-ZS z
aerobno inkubacijo je tako primerno za selektivno namnozitev vrste Lb. acidophilus v
prisotnosti jogurtovih kultur ali bifidobakterij (IDF. 1995). VV anaerobnih razmerah je
gojisce ustrezno tudi za bifidobakterije; vrste B. longum, B. pseudolongum in B. infantis so
pokazale veliko toleranco na prisotnost zol¢nih soli (Shah, 2000).

2.2.3.3 Rogosa

Gojisce Rogosa so razvili raziskovalci Rogosa, Mitchell in Wisemann leta 1951 (Rogosa in
sod., 1951), za osamitev in namnozitev laktobacilov iz ustne in ¢revesne mikrobiote, iz
vzorcev mesa, mleka in ostalih Zivilskih izdelkov (Microbiology manual, 2005). De
Angelis in Gobbetti (2011) navajajo, da je gojis¢e Rogosa uporaben medij za selektivno
rast laktobacilov iz mle¢nih izdelkov. Vrednost pH znaSa 5,3-5,0 kar poveca njegovo
selektivnost in tako prepre¢i rast bakterij iz rodov Lactococcus, Enterococcus in
Streptococcus. Tudi visoka vsebnost ocetne kisline torej pripomore k selektivni rasti sevov
rodu Lactobacillus (Jackson in sod., 2002). Koncentracije mangana, magnezija in Zeleza
omogocajo rast laktobacilom (Microbiology manual, 2005). Vrsti Lb. acidophilus in Lb.
gasseri lahko zrasteta na gojis¢u Rogosa, sta pa obcutljivi za antibiotik vankomicin, zato
njune rasti na gojis¢u LAMVAB ni zaznati (Jackson in sod., 2002). Gojis¢e Rogosa se je
izkazalo selektivno za nestarterske MKB (Rogosa in sod., 1951; Darukaradhya in sod.,
2006).
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2.2.3.4 LAMVAB

Gojis¢e LAMVAB (angl. Lactobacillus Anaerobic MRS with Vancomycin and
Bromcresol green) je visoko selektivno gojisce za laktobacile zaradi nizke vrednosti pH in
prisotnosti glikopeptidnega antibiotika vankomicin. Poleg tega gojisce vsebuje cistein-
hidroklorid, ki je moc¢an reducent, zniZzuje redoks potencial ter tako pripomore k
zagotavljanju ugodnejsih razmer za rast mikroaerofilnih bakterij ter preprecuje negativne
vplive kisika. Gojis¢e vsebuje Se bromkrezol zeleno kot indikator vrednosti pH. Nizka
vrednost pH omejuje rast enterobakterij, klostridijev in drugih po Gramu negativnih
anaerobov. Prisotnost vankomicina pa omejuje predvsem rast po Gramu negativnih
bakterij ter nekaterih po Gramu pozitivnih bakterij, na primer enterokokov, bifidobakterij
in klostridijev, izjema so laktobacili, saj lahko rastejo v navzocnosti vankomicina. Gojis¢e
omogoc¢a osamitev bakterij iz rodu Lactobacillus iz kompleksnih vzorcev, kot sta na
primer humano blato in probioti¢ni izdelki, ki vsebujejo meSane populacije laktobacilov,
bifidobakterij, enterokokov. Kot selektivno gojis¢e ga ne moremo uporabiti pri analizi
vzorcev, kjer so poleg laktobacilov prisotni Se predstavniki rodov Leuconostoc in
Pediococcus, saj so ti odporni na vankomicin in na gojis¢u LAMVAB rastejo prav tako kot
laktobacili. Ugotovili so, da naj bi bili tudi nekateri enterokoki zmozni rasti na gojiscu
LAMVAB (Hartemink in sod., 1997).

Hartemink in sod. (1997) pravijo, da gojis¢e LAMVAB inhibira rast dolo¢enih ¢revesnih
bakterij, zato so primerjali razliéno modificirana gojis¢a LAMVAB, in sicer gojis¢e
LAMVAB z vrednostjo pH 6,5 ter gojis¢e LAMVAB brez antibiotika vankomicin. V
primerjalni analizi so ugotovili, da po Gramu pozitivne bakterije lahko rastejo na gojiscu
LAMVAB brez vankomicina, medtem ko na gojis¢u LAMVAB njihova rast ni najbolj
uspesna. Rezultati so pokazali Se, da je rast po Gramu negativnih bakterij inhibirana pod
vplivom nizke vrednosti pH.

Tipi¢ne kolonije laktobacilov na gojis¢u LAMVAB izkori§¢ajo barvilo bromkrezol zeleno,
rezultat tega so modro-zeleno obarvane kolonije (Hartemink in Rombouts, 1999). Vendar
pa nekatere vrste 0z. sevi laktobacilov ne morejo izkoristiti barvila bromkrezol zeleno, zato
se pojavljajo kot rumene ali bele kolonije. Barva kolonij tako ni dovolj selektiven
pokazatelj za dolo¢anje rodovne pripadnosti laktobacilov (Hartemink in sod., 1997).

Coeuret in sod. (2004) so v raziskavi potrdili, da Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus in Lb.
acidophilus ne rasteta na gojis¢u LAMVAB. Ugotovljeno je bilo, da se obcutljivost
bakterij na vankomicin tudi znotraj skupine Lb. acidophilus lahko moc¢no razlikuje.
Nekatere imajo sposobnost rasti na gojis¢u LAMVAB, spet druge ne (Hartemink in
Rombouts, 1999). Tudi vrsta Lb. delbrueckii je za razliko od vecine laktobacilov ob¢utljiva
za vankomicin in tako njena rast na gojis¢u LAMVAB ni mogoca (Hartemink in
Rombouts, 1999). Skupina Lb. casei na gojis¢u LAMVAB dobro uspeva (Vinderola in
Reinheimer, 1999). Po zastopanosti probioti¢nih kultur v razli¢nih izdelkih prevladujeta
rodova Lactobacillus ter Bifidobacterium. Raziskovalca Hartemink in Rombouts
priporocata gojis¢e LAMVAB kot medij za selektivno kultivacijo laktobacilov iz
probioti¢nih izdelkov, saj rasti bifidobakterij na gojiséu LAMVAB nista opazila
(Hartemink in Rombouts, 1997). Hartemink in Rombouts (1999) sta v Studiji, kjer sta
analizirala blato cloveka, macke in praSica, potrdila selektivnost gojis¢a LAMVAB v
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(selektivno gojisce za Lb. casei vsebuje pepton, kvasni ekstrakt, KH,POy4, natrijev acetat,
tri-amonijev citrat, MgSO., MnSO,, kazeinski hidrolizat, Tween 80, bromkrezol zeleno,
agar) sta selektivni za rast vrste Lb. casei, ¢e hkrati ni prisotna vrsta Lb. rhamnosus
(Tharmaraj in Shah, 2003; Ravula in Shah, 1998).

Gojis¢e LC (gojisce, ki vsebuje pepton, kvasni ekstrakt, KH,POy, natrijev acetat, tri-
amonijev citrat, MgSQO,4, MnSQO,, kazeinski hidrolizat, Tween 80, bromkrezol zeleno, agar)
je selektivno za rast Lb. casei pri inkubaciji v anaerobnih razmerah pri 27 °C v ¢asu od
72 h do 96 h, inhibitorno pa deluje na Str. thermophilus in Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus,
Lb. acidophilus in bifidobakterije (Ravula in Shah, 1998).

2.2.35LAC

Gojisce LAC je sestavljeno iz gojis€a MRS, ki mu dodamo klindamicin in ciprofloksacin.
Antibiotika klindamicin in ciprofloksacin zavirata rast mnogih mikroorganizmov, ki jih
najdemo v fermentiranih in ne-fermentiranih mle¢nih izdelkih, kot so Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus, Lb. delbrueckii ssp. lactis, Str. thermophilus, bifidobakterije, laktokoki, Lb.
casei, Lb. paracasei ssp. paracasei, Lb. rhamnosus, Lb. reuteri in vrste Leuconostoc (ISO
20128:2006).

Gojis¢e je primerno za selektivno rast bakterij skupine Lb. acidophilus iz vzorcev
fermentiranih ali ne-fermentiranih mle¢nih izdelkov, mleka v prahu, zafetnih formul za
dojencke, Kjer je vrsta prisotna samostojno ali pa v kombinaciji z ostalimi MKB oz.
bifidobakterijami (ISO 20128:2006). Gojis¢e ni uporabno, kadar je koncentracija Lb.
acidophilus manjsa kot 10 KE/g in je koncentracija bakterij Lb. rhamnosus, Lb. reuteri,
Lb. paracasei ssp. paracasei vecja kot 10° KE/g (1ISO 20128:2006). Van de Casteele in
sod. (2006) menijo, da je gojis¢e MRS s klindamicinom zelo uporabno za selektivno
gojitev probioti¢ne bakterijske vrste Lb. acidophilus, tudi v primeru, ¢e so v vzorcu
prisotne Se bifidobakterije, saj v njihovi Studiji nobena bifidobakterija ni izkazala rasti na
omenjenem gojiscu.

Antibiotik klindamicin deluje inhibitorno za rod Bifidobacterium, saj noben od
preiskovanih sevov bifidobakterij v meSani populaciji z laktobacili, na gojis¢u MRS s
klindamicinom, ni pokazal rasti (Bergamini in sod., 2005).

2.2.3.6 M-17

bulgaricus in Str. thermophilus, kjer je vzorec jogurt (IDF. 1995). Gojis¢e M-17 je
selektivno za kultivacijo jogurtove starterske kulture, in sicer za Str. thermophilus (Van de
Casteele in sod., 2006). Darukaradhya in sod. (2006) so pri analizi gojis¢ ugotovili, da
Rogosa in M-17 omogocata rast vrsti Lb. acidophilus, rodu Bifidobacterium ssp. in sevom
starterskih MKB.
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2.2.4 Ostala gojisca

Karimi in sod. (2012) so pripravili pregled gojis¢, ki so bila v preteklosti definirana kot
bolj ali manj selektivna za rast laktobacilov.

Gojis¢e MRS z vrednostjo pH 5,2 (gojis¢e MRS, kjer je vrednost pH znizana na 5,2 s HCI)
je najbolj primerno za kultivacijo jogurtove starterske kulture, in sicer za Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus (Van de Casteele in sod., 2006).

Vrsti Lb. rhamnosus in Lb. paracasei najbolje uspevata na gojis¢u LC, e sta osamljeni iz
jogurta ali iz drugega fermentiranega mlec¢nega izdelka, ter na gojis¢u MRS-AC (gojisce
MRS, Kkjer je vrednost pH znizana na 5,2 z ocetno kislino), ¢e sta osamljeni iz sira. Gojisce
MRS-AC podpira se rast bakterij Lb. acidophilus, Bifidobacterium sp. in Lb. delbrueckii
ssp. bulgaricus (Van de Casteele in sod., 2006). Jogurtovi kulturi Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus in Str. thermophilus ter bifidobakterije na gojis¢u LC ne kazejo rasti (Ravula in
Shah, 1998; Shah, 2000). Tudi za rast Lb. acidophilus gojis¢e LC ni primerno (Shah,
2000), medtem ko sta Ravula in Shah (1998) dolocila rast dveh sevov Lb. acidophilus na
omenjenem gojiscu.

Gojis¢e NA-salicin (hranljivo gojis¢e s salicinom) so predlagali Van de Casteele in sod.
(2006) kot gojisce, ki omogoca selektivno rast vrste Lb. paracasei.

Rasti jogurtovih kultur, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus in Streptococcus
thermophilus, gojis¢e NA-salicin ne podpira (Lankaputhra in Shah, 1996).

Gojis¢e RCABC (gojis¢e z vrednostjo pH 5,5, barvilom bromkrezol zeleno in
klindamicinom) je bilo odkrito kot relativno selektivno gojisée za vrsto Lb. acidophilus
(Darukaradhya in sod., 2006).

Van de Casteele in sod. (2006) navajajo primernost gojis¢a RCABYV (gojisce z vrednostjo
pH 5,5, barvilom bromkrezol zeleno in vankomicinom) za rast skupine Lb. casei. Na
gojiséu RCABV uspevajo nestarterske MKB, medtem ko njegova sestava deluje
inhibitorno za vrsto Lb. acidophilus, rod Bifidobacterium sp. in seve starterskin MKB
(Darukaradhya in sod., 2006).

Gojis¢e T-MRS (modificirano gojis¢e MRS s trehalozo) je selektivno za rast Lb.
acidophilus, ki uspesno izkoris¢a sladkor trehaloza, medtem ko je Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus in Str. thermophilus ter B. bifidum ne morejo uporabiti kot glavni vir ogljikovih
hidratov (IDF. 1995).

2.3 PROBIOTICNE BAKTERIJE

Najpogosteje uporabljene probioti¢ne kulture so iz rodov Lactobacillus (Lb. rhamnosus
GG, Lb. reuteri, Lb. acidophilus, Lb. casei), Bifidobacterium (B. breve, B. infantis, B.
bifidum, B. longum) in Enterococcus (E. faecium SF68) ter bakterija Escherichia coli
Nissle 1917 in kvasovka Saccharomyces boulardii (Migeti¢-Turk in Sikié-Pogaéar, 2011;
Rogelj in Perko, 2003).
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2.3.1 Definicija probiotikov

Leta 1965 sta Lilly in Stillwell uporabila ime probiotik za opis snovi, ki jih proizvaja en
mikroorganizem in spodbujajo rast drugih mikroorganizmov (Lilly in Stillwell, 1965).

Fuller je vpeljal osnovno definicijo probiotikov. Probiotike je poimenoval kot zive dodatke
h krmi, ki koristno vplivajo na zival gostiteljico z vzdrzevanjem ali izboljSanjem njenega
mikrobnega ravnoteZja v ¢revesju (Fuller, 1989).

Definicija probiotikov je bila v zacetku omejena le na zivalsko prehrano, zato sta jo Huis
in"t Veld in Havenaar leta 1992 razsirila $e na humano prehrano. Probiotik sta definirala
kot mono ali meSano kulturo zivih mikroorganizmov, ki ugodno vplivajo na ¢loveka ali
zival, z uravnavanjem lastne intestinalne mikrobiote (Havenaar in Huis in’t Veld, 1992).

Danes uveljavljena definicija probiotikov, ki sta jo sprejeli tudi organizaciji FAO in WHO
pravi, da so probiotiki zivi mikroorganizmi, ki ob zauzitju v zadostni koli¢ini S pozitivnimi
ucinki delujejo na zdravje gostitelja (Guarner in Schaafsma, 1998; FAO/WHO, 2002).

Kot najpomembnejso lastnost probiotikov Stejemo njihovo sposobnost prezivetja v kislem
okolju ob prisotnosti zol¢nih soli (Shah, 2000).

Ugotovili so tudi, da delovanje v smislu stimulacije imunskega sistema ni omejeno zgolj na
zive celice, ampak pri tem sodelujejo tudi celicni kompleksi (mrtve celice ali deli celic)
MKB, ki prav tako vplivajo na funkcijo ¢revesne sluznice in na imunski odgovor.
Imenujemo jih probioti¢no aktivna snov (Naidu in sod., 1999).

2.3.2 Oblike probiotikov na trzis¢u

Med najbolj obetavnimi primeri funkcionalne hrane so gotovo probiotiki, samostojno ali v
kombinaciji s prebiotiki (Bogovi¢ Matijasi¢, 2001).

Na trgu so probiotiki na voljo v obliki funkcionalnih Zivil, prehranskih dopolnil in zdravil
brez recepta (Bogovi¢ Matijasi¢ in sod., 2010).

Med funkcionalnimi zivili s probiotiki prevladujejo fermentirani mle¢ni izdelki, predvsem
jogurti in mle¢ni napitki, sledijo jim siri in mle¢ni namazi s probiotiki, vse vec je tudi zivil
rastlinskega izvora, namenjenih predvsem vegetarijancem (Bogovi¢ Matijasi¢ in sod.,
2010).

Prehranska dopolnila so zivila, katerih namen je dopolnjevati obi¢ajno prehrano. So
koncentriran vir posameznih ali kombiniranih hranil ali drugih snovi s hranilnim ali
fizioloskim uéinkom, ki se dajejo v promet v obliki kapsul, pastil, tablet in v drugih
podobnih oblikah, v vreckah s praSkom, v ampulah s teko¢ino, v kapalnih steklenickah in v
drugih podobnih oblikah s teko¢ino in praskom, ki so oblikovane tako, da se jih lahko
uziva v odmerjenih majhnih koli¢inskih enotah (Pravilnik o prehranskih dopolnilih, 2013).
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Prehranska dopolnila lahko vsebujejo vitamine, minerale, aminokisline, mas¢obne kisline,
vlaknine, rastline in rastlinske izvlecke, mikroorganizme ter druge snovi s hranilnim ali
fizioloskim ucinkom, pod pogojem, da je njihova varnost v prehrani ljudi, znanstveno
utemeljena (Pravilnik o prehranskih dopolnilih, 2013).

Probioticna prehranska dopolnila in zdravila vsebujejo liofilizirane probioti¢ne
mikroorganizme (Bogovi¢ Matijasi¢ in sod., 2010).

Na trgu je mnogo ve¢ prehranskih dopolnil kot zdravil s probiotiki, saj so regulatorne
zahteve za prehranska dopolnila bistveno milejse od tistih, ki veljajo za zdravila. Posebnost
pri zdravilih s probiotiki je, da lahko navajajo neposredne u¢inke na bolezenska stanja, Ki
so dokazani, medtem ko pri prehranskih izdelkih in s tem tudi pri prehranskih dopolnilih to
ni dovoljeno, oz. so trditve in navedbe lahko le splosne narave (Bogovi¢ Matijasi¢ in sod.,
2010).

2.3.3 Oznacevanje probioti¢nih izdelkov

Na slovenskem trgu proizvajalci prehranskih dopolnil s probiotiki ne navajajo
funkcionalnih u¢inkov in zdravilnih lastnosti, zato se ti lahko prodajajo v prosti prodaji. Za
patentiranje posameznih aplikacij zdravljenja, je potrebno opraviti obsezne Studije ob
precej$njem finan¢nem vlozku, medtem ko je potrebno za nov prehranski izdelek oz.
prehransko dopolnilo, ki ga obravnavamo podobno kot zivila, zadostiti zgolj osnovnim
zahtevam za hrano glede kvalitete, zdravstvene neoporecnosti in trajnosti (Bogovi¢
Matijasi¢, 2001).

Pri tem morajo biti izpolnjene doloene zahteve z vidika zdravja potro$nikov (Hamilton-
Miller in sod., 1999):
- izdelki morajo biti varni; v primeru da gre za zivilo, morajo biti varni vsaj toliko kot je
varno konvencionalno zivilo,
- v primeru, da so navedeni u€inki na zdravje, morajo biti ti dokazani v klini¢nih
raziskavah pri ljudeh,
- izdelki morajo biti jasno in ustrezno oznaceni, se pravi, da mora deklaracija vsebovati
ustrezne informacije, kot so:

- zaznamek, ali so prisotne zive bakterije,

- natancen opis bakterij,

- velikost populacije posamezne bakterije,

- minimalno koli¢ino bakterij, ki $e ima zdravju koristne ucinke,

- Stevilo zivih mikroorganizmov do konca roka obstojnosti izdelka.

Z decembrom 2014 je prislo do uvedbe nove uredbe o dieteticnih in prehranskih izdelkih
ter o alergenih. Vsebina dokumentacije se je dotaknila tudi oznafevanja izdelkov z
dodanimi mikroorganizmi, kjer se spremembe nanaSajo na poimenovanje izdelkov z
omejitvijo rabe »probiotiCen izdelek«, npr.: probiotiCen jogurt, in se poimenuje zgolj
izdelek, npr.: jogurt, medtem ko je vsebnost probioticnih kultur potrebno ustrezno
deklarirati na embalaZi. Ob tem je potrebno opraviti klini¢ne Studije ter natancno
identifikacijo in karakterizacijo (genska tipizacija) na ravni seva s pomocjo uporabe
mednarodno priznanih molekularnih metod (EFSA, 2015).
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Pri tem morata biti za identifikacijo bakterij izpolnjena dva kriterija, in sicer dolocitev
vrste s hibridizacijo DNA-DNA ali s sekvenc¢no analizo robustnih taksonomskih markerjev
(npr.: sekvenciranje 16S rRNA) ter identifikacija seva z mikrorestrikcijo DNA, ki ji sledi
gelska elektroforeza v pulzirajoéem elektricnem polju (angl. Pulsed-Field Gel
Electrophoresis, PFGE), naklju¢éno pomnozena polimorfnra DNA (angl. Randomly
Amplified Polymorphic DNA, RAPD) ali uporaba druge mednarodno sprejete molekularne
metode za genotipizacijo. Sele nato lahko bakterijo obravnavamo kot dejavnik, ki povzroda

ugodne ucinke na gostitelja in ustrezne zdravstvene trditve deklariramo na embalazi
izdelka (EFSA, 2015).

2.3.4 Kriteriji za izbiro probioti¢nih sevov

Sev, ki ga uporabljamo kot probiotik mora biti natan¢no taksonomsko definiran, poznane
morajo biti njegove karakteristike. Zazeleno je, da je vrstno specificen, torej je humani
izolat. Nujne so potrditve, da je nepatogen in netoksi¢en. Najbolj priljubljeni so sevi, ki
pripadajo vrstam MKB s statusom GRAS (angl. Generally Recognized as Safe) (Rogelj in
Bogovi¢ Matijasi¢, 2004). Pri izbirnem postopku probioti¢nih sevov bakterij moramo tako
upostevati selekcijske kriterije, ki vkljuc¢ujejo varnostni, funkcionalni ter tehnoloski vidik.
Vse te tri lastnosti pa dolocajo kakovost probioti¢nih izdelkov (Smole Mozina in Jersek,
2001).

2.3.4.1 Varnostni vidik

Glede varnostnega aspekta morajo biti zagotovljene naslednje zahteve za sev (Saarela in
sod., 2000):

- sev za humano uporabo naj bi bil humanega izvora in osamljen iz prebavnega trakta
zdravega ¢loveka,

- biti mora netoksi¢en in nepatogen,

- ne sme konjugirati Zol¢nih soli,

- ne sme povecevati moznosti prebavnih tezav,

- ne sme imeti prenosljivih genov za odpornost proti antibiotikom.

2.3.4.2 Funkcionalni vidik

Funkcionalna plat probiotika naj vkljucuje vsaj nekatere od naslednjih karakteristik
(Saarela in sod., 2000):

- sposobnost krepitve imunskega sistema,

- sposobnost prezivetja in ohranitve aktivnosti pri prehodu skozi prebavni trakt in z njim
povezano odpornost proti kislini (nizka vrednost pH) in zelodénemu ter pankreatiénemu
soku,

- odpornost proti Zol¢nim solem (pomembna lastnost za prezivetje in kolonizacijo v
tankem Crevesju),

- sposobnost vezave in poselitev ¢revesnih epitelnih celic (omogoca selektivno stimulacijo
koristnih bakterij in zaviranje/izlo¢anje patogenih bakterij, ki bi lahko sprozile okuzbo -
protimikrobna aktivnost),

- antikancerogeno in antimutageno delovanje,
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- antagonisti¢no delovanje proti patogenim bakterijam (Helicobacter pylori, Salmonella
sp., Listeria monocytogenes, Clostridium difficile,...).

2.3.4.3 Tehnoloski vidik

Poleg varnostnih in funkcionalnih lastnosti potencialnega probioti¢nega seva, je potrebno
zadostiti Se potrebnim tehnoloskim zahtevam. Da potencialni probioti¢ni sev lahko
uporabimo v proizvodnji zivil, mora imeti (Rogelj in Perko, 2003; Saarela in sod., 2000):

- ustrezne senzori¢ne lastnosti,

- dobro sposobnost prezivetja in obstojnosti v izdelku tekom proizvodnje, skladis¢enja in
distribucije,

- zagotovljeno fenotipsko in genotipsko stabilnost v pogojih proizvodnje, v zivilu in po
zauzitju tega ter odpornost proti fagom.

2.3.5 Bakterijska odpornost proti antibiotikom

Tudi dodatek antibiotika je eden od na¢inov poveéanja selektivnosti gojié. Ce so dologeni
sevi odporni proti dolo¢enemu antibiotiku, ki je prisoten v gojiscu, je izraZena rast te
populacije. To pomeni prednost pred sevi, ki so za to substanco obcutljivi. Glede na
odpornost ali obcutljivost za dolocen antibiotik tako pripomoremo k selektivni kultivaciji
zelene mikrobne populacije.

Mikroorganizmi lahko pridobijo odpornost proti protibakterijskim uc¢inkovinam in tako
lahko postanejo tudi antibiotiki za njih neucinkoviti. Bakterijsko odpornost proti
antibiotikom delimo na prirojeno ali intrinzi¢no ter pridobljeno (angl. acquired) (Berce in
sod., 2004).

Nekatere bakterije so odporne proti antibiotikom Ze po naravi, torej je informacija o
odpornosti zapisana ze v njihovih genih. Ta odpornost je prirojena in je nastala zaradi
genetskih, strukturnih ali fizioloskih lastnosti mikroorganizmov. Vedno je znacilna za
doloceno bakterijsko skupino, rod ali vrsto in navadno ni prenosljiva. Vse po Gramu
negativne bakterije so naravno odporne proti vankomicinu, rod Mycoplasma je naravno
odporen proti penicilinskim antibiotikom, po Gramu pozitivni koki pa so odporni proti
aztreonamu. Sulfonamidi ne morejo delovat na bakterijska rodova enterokokov in
laktobacilov, saj folne kisline ne sintetizirajo sami. Vse bakterije so naravno odporne proti
polienskim antibiotikom (npr.: amfotercin B), ker ne vsebujejo sterolov v citoplazemski
membrani (Seme, 2002; Berce in sod., 2004).

Bakterije lahko odpornost proti antibiotikom tudi pridobijo. Znacilna je samo za
posamezne seve doloc¢ene bakterijske vrste ali rodu in je nepredvidljiva. Taksna odpornost
je rezultat spremenjene celi¢ne fiziologije ter strukture in je nastala zaradi genetskih
sprememb mikroorganizma. Lahko je posledica spontanih mutacij kromosomskega ali
plazmidnega gena posamezne bakterijske celice ali pa pridobitve nove genetske
informacije z genskim prenosom ali transformacijo (Berce in sod., 2004).

Rod Lactobacillus ima visoko prirojeno odpornost na bacitracin, cefoksitin, ciprofloksacin,
fusidno kislino, kanamicin, gentamicin, metronidazol, norfloksacin, streptomicin,
sulfadiazin, trimetoprim/sulfametoksazol in vankomicin (Danielsen in Wind, 2003).
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2.3.6 Rod Lactobacillus

Bakterije iz rodu Lactobacillus je prvi opisal Beijerinck leta 1901 kot po Gramu pozitivne
bakterije in tako lo¢il MKB od koliformnih bakterij (Stiles in Holzapfel, 1997). Postopoma
je sledila organizacija v skupine, ki temeljijo na fenotipskih lastnostih. Sprva glede na
optimalno temperaturo rasti in pot fermentacije heksoz, ter kasneje delitev po odnosu do
kisika (obvezno/fakultativno anaerobne bakterije) ter po tipu fermentacije (homo ali
heterofermentativne bakterije) (Bernardeau in sod., 2008).

Laktobacili so po Gramu pozitivne, katalaza negativne, nesporogene, anaerobne ali
fakultativno anaerobne palcke, ki so odporne na znizano vrednost pH. Proizvajajo mle¢no
kislino kot glavni kon¢ni produkt mlecnokislinske fermentacije. Imajo kompleksne
prehranske zahteve, za rast in razmnoZevanje potrebujejo ogljikove hidrate, mas¢obne
kisline ali estre maS¢obnih kislin, soli, derivate nukleinskih kislin in vitamine. Rod
Lactobacillus je tesneje povezan z rodovoma Leuconostoc in Pediococcus, manj pa z
rodovoma Streptococcus in Carnobacterium ter aerobnimi predstavniki rodu Bacillus (De
Angelis in Gobbetti, 2011).

Rod Lactobacillus je raznolika mikrobna skupina, ki dandanes vsebuje priblizno 217 vrst
in 29 podvrst (Parte, 2014).

Laktobacili so najstevilénejsi rod med MKB. Najpogosteje se uporabljajo v proizvodnji
fermentiranih mle¢nih izdelkov, mesa, zelenjave ali pa jih uporabljajo kot probioti¢ne
dodatke (Bernardeau in sod., 2008). Splosna uporaba laktobacilov je povezana z njihovim
statusom GRAS in uporabljenimi metodami za proizvodnjo zivil, ki omogocajo ohranitev
zivih kultur v konénih izdelkih. Laktobacile uporabljamo kot starterske ali kot probioti¢ne
kulture, lahko tudi sintetizirajo bakteriocine in eksopolisaharide, ki prispevajo k okusu
razli¢nih mleénih izdelkov (De Angelis in Gobbetti, 2011).

Laktobacili naseljujejo stevilne ekoloske nise, saj jih najdemo pri ljudeh in Zivalih (ustna
votlina, zelodec, ¢revesje, vagina), v rastlinskih virih ter fermentiranih zivilskih izdelkih
(Hartemink in sod., 1997).

Laktobacili so po morfoloskih lastnostih palicaste oblike, in sicer priblizna velikost znasa
0,5-1,2x1,0-10 pm. Lahko se pojavljajo posamicno ali v skupkih, predvsem dolge palcke
lahko opazimo samostojne, krajse pa se pogosto formirajo v kratke verige (De Angelis in
Gobbetti, 2011).

Skupina Lb. acidophilus obsega 6 vrst, in sicer Lb. acidophilus, Lb. amylovorus, Lb.
crispatus, Lb. gallinarum, Lb. gasseri in Lb. johnsonii (1SO 20128:2006).

Skupino Lb. casei sestavljajo vrste Lb. casei, Lb. paracasei ssp. paracasei, Lb. paracasei
ssp. tolerans, Lb. rhamnosus. Omenjene vrste spadajo med fakultativno
heterofermentativne laktobacile in so si taksonomsko zelo podobne (Sato in sod., 2012).
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2.3.7 Rod Bifidobacterium

Bifidobakterije so anaerobne, negibljive, nesporogene in po Gramu pozitivne bakterije, Ki
so lahko palicastih, ukrivljenih ali razvejanih oblik. Za njih je znacilen metabolizem
heksoz po fruktoza-6-fosfat-fosfoketolazni poti, kjer sta glavna produkta ocetna in mle¢na
kislina, ki nastaneta v razmerju 3:2. Posamezne vrste lahko tolerirajo prisotnost kisika,
vecinoma pa SO obvezni anaerobi. Bifidobakterije lahko rastejo v temperaturnem obmocju
25 do 45 °C. Optimalna vrednost pH za njihovo rast je 6,5 do 7. Zrasle kolonije
bifidobakterij so navadno gladke, konveksne, svetlec¢e in kremne ali bele barve (Adamic in
sod., 2003; Shah, 2011).

2.3.8 Rod Enterococcus

Bakterije rodu Enterococcus so po Gramu pozitivni koki, ki se pojavljajo v parih ali v
kratkih verizicah. Ne tvorijo spor, so katalazno negativni, ve¢inoma negibljivi, fakultativno
anaerobni. Obicajno rastejo v temperaturnem obmoc¢ju med 10 in 45 °C in pri vrednosti pH
do 9,6. Najdemo jih v fermentiranih izdelkih, predvsem v sirih pa tudi v pasteriziranem
mleku (Adamic in sod., 2003; Garcia de Fernando, 2011).

2.3.9 Rod Lactococcus

Laktokoki so sferi¢ne ali ovalne oblike, pojavljajo se samostojno ali v verigah, rastejo v
temperaturnem obmocju od 20 do 30 °C. So po Gramu pozitivne, fakultativno anaerobne,
katalaza negativne, negibljive, nesporogene MKB, ki so zelo pomembne v proizvodnji
fermentiranih mle¢nih izdelkov. Prisotne so v surovem mleku in fermentirajo laktozo v
mlec¢no Kkislino, tvorijo pa $e druge produkte, pomembne za aromo fermentiranih izdelkov
(Adamic¢ in sod., 2003; Mills in Ross, 2011).

2.3.10 Rod Streptococcus

So sferi¢ni do ovalni negibljivi, po Gramu pozitivni, fakultativni do obvezno anaerobni
koki. Pojavljajo se v parih, krajSih ali daljSih veriZicah, so katalaza negativni, njihova
presnova je homofermentativna. Razmnozujejo se pri temperaturi od 0 do 45 °C, sicer pa je
optimalna temperatura rasti od 40 do 45 °C ter pri vrednosti pH od 4,0 do 9,6. So
termotolerantni in lahko prezivijo blage pogoje pasterizacije. Najdemo jih v vodi, zemlji
kakor tudi v mnogih zivilih, predvsem zivalskega izvora, kot so pasterizirani mesni izdelki,
mleko in mle¢ni izdelki (Adamic in sod., 2003; Harnett in sod., 2011).

2.4 METODE SELEKCIJE IN IDENTIFIKACIJE BAKTERIJ RODU Lactobacillus

Pomemben kriterij kakovosti probiotiénih izdelkov je Stevilo Zivih probioti¢nih
mikroorganizmov, ki zagotavljajo njihovo uc¢inkovitost (Bogovi¢ Matijasi¢ in sod., 2010).
Stevilo probioti¢nih bakterij v izdelku mora biti dovolj visoko, da lahko po zauzitju izdelka
premagajo ovire na poti do ¢revesja (odpornost proti zelod¢ni kislini, zolénim solem) in se
tam zadrzijo tako dolgo, da lahko izkaZejo pricakovano pozitivno delovanje (Fasoli in sod.,
2003). Zelena raven vsebnosti zivih kultivabilnih probiotiénih bakterij v izdelkih je
>10° KE/g oz. KE/ml proizvoda (Ashraf in Shah, 2011).
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Probioti¢ne bakterije niso sposobne trajno poseliti ¢revesja, zato jih je, za vzdrZevanje
primerne mikrobiote debelega Crevesja, potrebno vnasati v zadostnih koli¢inah.
Priporocena dnevna koli¢ina zauzitih Zivih probioti¢nih mikroorganizmov, ki izkazuje
terapevtske lastnosti, je 10°-10"° KE (Migeti¢-Turk in Siki¢-Pogagar, 2011).

2.4.1 Klasicne gojitvene metode

Ker imajo MKB, vklju¢no z laktobacili, podobne prehranske in rastne zahteve, je za
njihovo identifikacijo tezko uporabiti zgolj klasi¢ne gojitvene metode, pri katerih bakterije

.....

ugotavljanjem fenotipskih oz. biokemijskih lastnosti (Dubernet in sod., 2002).

S konvencionalnimi gojitvenimi metodami lahko ugotavljamo le dolo¢ene skupine oz.
rodove probioticnih bakterij v izdelku, ne moremo pa potrditi prisotnosti posameznih
navedenih vrst, zato uporabimo tudi molekularno bioloske metode (Bogovi¢ Matijasi¢ in
sod., 2010).

2.4.2 Metoda barvanja po Gramu

Barvanje po Gramu je ena najpomembnejSih tehnik barvanja v mikrobiologiji. Z
neposrednim opazovanjem celic pod svetlobnim mikroskopom lahko razlikujemo bakterije
glede na celi¢no steno (Smole Mozina, 2003).

Barvanje po Gramu je empiri¢na metoda za diferenciacijo bakterij v dve skupini. Po
Gramu pozitivne bakterije se obarvajo modro vijolicno in po Gramu negativne rdece.
Znacilno obarvanje je posledica razlik v zgradbi bakterijske celicne stene. Po Gramu
pozitivne bakterije imajo vecjo vsebnost peptidoglikana in manjSo vsebnost lipidov kot po
Gramu negativne bakterije (Cvitkovi¢-Spik in sod., 2010).

2.4.3 Metoda PCR

Prvi korak pri identifikaciji in selekciji bakterij je ustrezna priprava vzorca, z namenom
zagotavljanja njegove reprezentativnosti. Mikrobioloske analize je potrebno opraviti v
asepti¢nih razmerah z uporabo asepti¢nih pripomockov (Bernardeau in sod., 2008).

Po ozivitvi in osamitvi mikroorganizmov izvedemo identifikacijo bakterijskega rodu, ki
temelji na fizioloskih in biokemijskih tehnikah. Rezultati teh analiz so vec¢inoma $ibko
selektivni, zato za dodatno potrditev bakterijskega rodu ali vrste velikokrat posezemo $e po
molekularnih tehnikah. Molekularni pristopi, kot je verizna reakcija s polimerazo (angl.
Polymerase Chain Reaction, PCR), so bistvenega pomena za prepoznavanje bakterijskih
organizmov na ravni rodu in tudi vrste. Raziskovalci so razvili hitre in enostavne postopke
za natan¢no opredelitev rodov in vrst bakterij, z uporabo rodovno in vrstno specifiénih
zacetnih oligonukleotidov (Bernardeau in sod., 2008).

Metoda PCR je poleg razli¢nih hibridizacijskih tehnik in novejse tehnologije DNA-Cipov
ena od molekularnih metod, ki se uporablja tudi za dolo¢anje in ugotavljanje prisotnosti
mikroorganizmov v zivilih in razli¢nih drugih vzorcih.
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Stopnje, ki so vklju¢ene v preiskavo vzorca z metodo PCR (Jersek, 2009):
e priprava DNA,
e priprava in izvedba metode PCR,
e analiza pomnozkov.

2.4.3.1 Priprava DNA

Priprava DNA vkljucuje razli¢ne fizikalno kemijske in/ali encimske metode, s katerimi
dobimo bolj ali manj Cisto suspenzijo DNA, ki nam sluzi kot taréna DNA v metodi PCR.
Molekule DNA, ki so v notranjosti bakterijskih celic, iz celice sprostimo z lizo celi¢ne
stene (s toplotnim, kemijskim, mehanskim ali encimskim delovanjem). Kot vzorec za
metodo PCR lahko uporabimo suspenzijo vseh celi¢nih sestavin po celi¢ni lizi ali pa DNA
Se osamimo in ocCistimo (Jersek, 2009).

2.4.3.2 Princip metode PCR

Princip same metode PCR je in vitro pomnozitev dela taréne DNA z DNA-polimerazo v
ciklicnem termostatu. Termostabilna DNA-polimeraza je encim, ki so ga osamili iz
termofilnih bakterij vrste Thermus aquaticus. Encim ima optimalno temperaturo delovanja
pri 72 °C in ohranja svojo aktivnost tudi, ¢e je krajsi ¢as izpostavljen visjim temperaturam,
ki so potrebne za denaturacijo dvoverizne DNA. Poseben ciklicen termostat (angl. PCR
cycler) zagotavlja zvezno spreminjanje temperaturno/¢asovnih rezimov Vv ciklu, ki zajema
tri faze (JerSek, 2009; Boyer, 2005):

e denaturacija/razdvajanje dvoverizne DNA v dve enoverizni verigi s poviSanjem
temperature na 95 °C (npr.: 95 °C, 30 s),

e prileganje zacetnih oligonukleotidov na komplementarno mesto tarcne DNA pri
temperaturi, ki je odvisna od sestave zacetnih oligonukleotidov. Navadno se
mesSanica ohladi na 37-55 °C. Zacetna oligonukleotida sta na matrici orientirana
tako, da sta njuna 3'-konca usmerjena drug proti drugemu (npr.: 55-72 °C, 5-60 s),

¢ podaljsevanje molekule DNA s pomoc¢jo termostabilnega encima DNA-polimeraza
(npr.: 72 °C, 60 s).

Vsaka novo sintetizirana veriga DNA lahko sluzi kot matrica, koncentracija tarcne DNA
torej narasca eksponentno (Boyer, 2005).

V vsakem ciklu se Stevilo tar¢nih kopij podvoji. S 25 do 35 ponovitvami cikla se
koncentracija pomnozenega dela DNA eksponentno pomnozi tudi do 10° kopij (Jersek,
2009).

Za uspesno pomnozevanje dela DNA je potrebno pripraviti reakcijsko mesanico, ki jo
sestavljajo (Jersek, 2009):
e tarCne molekule DNA,
termostabilna DNA-polimeraza,
mesanica deoksinukleotid trifosfatov (dNTP),
ioni Mg**,
reakcijski pufer,
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e par zacetnih oligonukleotidov.

Vsak potek metode PCR moramo, glede na izvedbo in namen, optimizirati z vidika
temperaturno/Casovnih rezimov v ciklu, Stevila ponovitev cikla in sestave reakcijske
mesanice (Jersek, 2009).

Izbira zacetnih oligonukleotidov je odvisna od vrste metode PCR in vrste preiskovanih
mikroorganizmov. Zaporedja baz adenin, timin, gvanin, citozin v zacetnih oligonukleotidih
so komplementarna delu taréne DNA. Pri metodi PCR pomnozimo del tar¢ne DNA med
izbranima zagetnima oligonukleotidoma. Stevilo pomnozkov, katerih velikost je dolo¢ena
z razdaljo med zacetnima oligonukleotidoma, se podvoji v vsakem ciklu (JerSek, 2009).

Pomnozke metode PCR najenostavneje analiziramo z agarozno gelsko elektroforezo tako,
da njihovo velikost primerjamo z molekularnim oznacevalcem z znanimi velikostmi
odsekov. Specifi¢nost pomnozitve moramo kontrolirati s hibridizacijo z interno DNA-
sondo, z restrikcijo ali s sekveniranjem pomnoZzka (Jersek, 2009).

PCR je hitra, obcutljiva in natan¢na metoda, Ki je tudi dobro ponovljiva. Pomanjkljivo je,
da ne omogoca razlikovanja med zivimi in nezivimi celicami, kar lahko vodi do lazno
pozitivnih rezultatov. Zivih mikroorganizmov je lahko veé¢ kot kultivabilnih. Vpliv mrtvih
celic izklju¢imo tako, da DNA osamimo iz kolonij (gojitvena tehnika) in ne neposredno iz
izdelka (od gojenja neodvisna tehnika) (Jersek, 2009).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 NACRT POSKUSA
Nas poskus je bil razdeljen na dva dela.

V prvem delu smo na podlagi literaturnih podatkov najprej pripravili izbor gojitvenih in
selektivnih gojis¢, ki smo jih nato uporabili pri analizi probioti¢nih laktobacilov.
Selektivnost celotnega nabora gojis¢ za laktobacile smo najprej preverili z nacepljanjem
cistih bakterijskih sevov laktobacilov ter drugih MKB in bifidobakterij, ki se pogosto
uporabljajo v probioti¢nih izdelkih. Na ta na¢in smo dobili grobo oceno, katera gojisca
izkazujejo najbolj obetaven nivo selektivnosti in jih izbrali za nadaljnje delo.

V drugem delu poskusa smo selektivnost izbranih gojis¢ preverili z nacepljanjem
prehranskih dopolnil in mle¢nih izdelkov, v katerih so bili prisotni samo laktobacili ali
laktobacili v kombinaciji z drugimi probioti¢nimi bakterijami.

Odlocili smo se za analizo S§tirth prehranskih dopolnil in petih mle¢nih izdelkov.
Prehranska dopolnila smo kupili v lekarni in jih do analize hranili na sobni temperaturi.
Mlecne izdelke smo kupili v trgovini z zivili in jih do analize hranili v hladilniku. Izdelke
smo analizirali znotraj roka uporabe. Poskus smo izvedli v ¢asu od februarja do junija
2011.

V nalogi smo uporabili naslednje metode dela:

asepticna priprava gojis¢, raztopin in dodatkov,

e konvencionalne mikrobioloske metode (metode nacepljanja, osamitev laktobacilov
in drugih probioti¢nih bakterij iz izdelkov, inkubacija v aerobnih in anaerobnih

.....

zraslih laktobacilov),

e barvanje po Gramu in pregled pod mikroskopom za ugotavljanje morfoloskih
lastnosti laktobacilov,

e osamitev DNA in potrjevanje rodovne/vrstne specifi¢nosti zraslih laktobacilov in

.....
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31 sevov rodov gojisca
Lactobacillus MRS
Bifidobacterium M-MRS
Enterococcus MRS-ZS
Lactococcus Rogosa
Streptococcus LAMVAB-ZKV
LAMVAB
LAC
M-17

Stetje zraslih kolonij na
posameznem gojiscu

ovrednotenje selektivnosti
posameznega gojisca

izbor gojis¢ za nadaljnje delo

prehranska mlecni izdelki
dopolnila gojisca
Fermentirano mleko
BioGaia® MRS EGO
Yogermina® Rogosa Jogurt LGG
Waya AB® LAMVAB-ZKV Napitek LCA
Waya AD® LAMVAB Skuta Spar Vital
LAC Sir LCA

Stetje zraslih kolonij na
posameznem gojis¢u

barvanje naklju¢no izbranih analiza DNA naklju¢no izbranih kolonij z
kolonij po Gramu metodo PCR z rodovno/vrstno
specifi¢nimi zacetnimi oligonukleotidi

N

ovrednotenje selektivnosti
posameznega gojisca

Slika 1: Shema poteka raziskovalnega dela.
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3.2 MATERIAL

3.2.1 Bakterijski sevi

Pri analizi smo uporabili bakterijske seve, ki se pogosto uporabljajo kot probiotiki v
prehranskih dopolnilih in mleénih izdelkih. V preglednici 1 so prikazani predstavniki
laktobacilov, v preglednici 2 pa predstavniki ostalihn MKB in bifidobakterij, ki smo jih pri
analizi uporabili. Bakterijske seve smo pridobili na Institutu za mlekarstvo in probiotike.

Preglednica 1: Sevi laktobacilov, ki se pogosto uporabljajo v probioti¢nih izdelkih, in smo jih uporabili pri

dolocitvi selektivnosti gojisc.
Vrsta Oznaka*
Lb. acidophilus IM 116
Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus | 1M 396
Lb. casei IM 305
Lb. casei immunitas IM 387
Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus | 1M 348
Lb. gasseri IM'105
IM 243
. . IM 240
Lb. johnsonii IM 306
Lb. paracasei IM 307
Lb. paracasei ssp. paracasei IM 242
IM 212
Lb. plantarum IM 308
Lb. reuteri IM 109
IM 239
Lb. rhamnosus GG IM 310
Lb. salivarius IM 124
Lb. salivarius ssp. salivarius IM 352

* IM=zbirka mikroorganizmov Instituta za mlekarstvo in probiotike.

Preglednica 2: Sevi drugih bakterijskih vrst, ki se pogosto uporabljajo v probioti¢nih izdelkih, in smo jih
uporabili pri dolo¢itvi selektivnosti gojis¢.

Vrsta Oznaka*
B. animalis ssp. animalis IM 417
B. animalis ssp. lactis Bb-12 IM 414
B. animalis ssp. lactis IM 418
B. bifidum IM 419
. . IM 343
B. infantis IM 344
B. longum IM 275
E. faecium IM273
IM 312
Lc. lactis ssp. cremoris IM 241
Lc. lactis ssp. lactis IM 407
. IM 377
Str. thermophilus IM 410

* IM= zbirka mikroorganizmov Instituta za mlekarstvo in probiotike.
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3.2.1.1 Bakterijski sevi, uporabljeni kot pozitivne kontrole v metodi PCR

Za metodo PCR smo glede na specifi¢ne zacetne oligonukleotide (preglednica 6) uporabili
DNA (predhodno osamljeno s komercialnim kompletom (3.2.8)) ustreznega seva
(pozitivna kontrola):

- za rod Lactobacillus: Lb. plantarum IM 308,

- za vrsto Lb. acidophilus: Lb. acidophilus IM 116,

- za rod Bifidobacterium: B. animalis ssp. lactis IM 418,

- za rod Enterococcus: E. faecium IM 271,

- za rod Lactococcus: Lc. lactis ssp. lactis IM 407. Kot negativno kontrolo smo pri

vsaki metodi PCR uporabili ustrezno reakcijsko mesanico za metodo PCR in

namesto DNA dodali H,Opcr (mikrofiltrirana (miliQ) in avtoklavirana voda).

3.2.2 Probioti¢na prehranska dopolnila

Izdelki so prikazani v preglednici 3 in na sliki 2. Kupili smo jih v lekarni in jih do analize
hranili pri sobni temperaturi. Analizirali smo jih pred iztekom roka uporabe.

Preglednica 3: Analizirana prehranska dopolnila.

Izdelek Oblika Deklarirane probioti¢ne bakterije Proizvajalec  Datum Rok
analize uporabe
BioGaia® tablete  Lactobacillus reuteri Protectis BioGaiaAB, 2142011 10.2011
Svedska
Yogermina® | kapsule Lactobacillus acidophilus La-14 Dietetics 27.4.2011 4.2012
Lactobacillus paracasei Lpc-37 Pharmas.r.l,
Lactobacillus plantarum Italija
Bifidobacterium lactis
Waya AB® prasek  Lactobacillus acidophilus Medisd.o.0o.,, 31.3.2011 21.10.2012
Lactobacillus paracasei Slovenija, v
Lactobacillus plantarum sodelovanju z
Lactobacillus rhamnosus Winclove,
Lactobacillus salivarius Nizozemska

Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium lactis
Enterococcus faecium

Waya AD® prasek  Lactobacillus acidophilus Medisd.o.0.,, 18.4.2011 31.8.2011
Lactobacillus casei Slovenija, v
Lactobacillus plantarum sodelovanju z
Lactobacillus rhamnosus Winclove,
Lactobacillus salivarius Nizozemska

Bifidobacterium bifidum
Lactococcus lactis
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Slika 2: Analizirana prehranska dopolnila (foto: Kocjan J.).

3.2.3 Probiotiéni mle¢ni izdelki

Probiotic chewable tablets

Izdelki so prikazani v preglednici 4 in na sliki 3. Kupili smo jih v trgovini z zivili in jih do
analize hranili v hladilniku. Analizirali smo jih pred iztekom roka uporabe.

Preglednica 4: Analizirani mle¢ni izdelki.

Izdelek Okrajsava Deklarirane probioti¢ne Proizvajalec Datum Rok
izdelka bakterije analize uporabe
Probioti¢no Fermentirano  Lactobacillus acidophilus La-5  Ljubljanske  12.5.2011  27.5.2011
fermentirano | mleko Ego Bifidobacterium Bb-12 mlekarne,
mleko Ego Slovenija
B Aktiv LGG | Jogurt LGG Lactobacillus rhamnosus Mlekarna 9.5.2011 20.6.2011
jogurt ¢eSnja Gorbach&Goldin ATCC 53103  Dukat,
Hrvaska

Mle¢ni sadni | Napitek LCA  Lactobacillus acidophilus Mlekarna 1952011  20.6.2011
probioti¢ni Lactobacillus casei Celeia,
napitek s Bifidobacterium Bb-12 Slovenija
sladili LCA
Zelene doline
SPAR Vital Skuta Spar Lactobacillus acidophilus Pomurske 3152011 1.6.2011
probiotiéna Vital Bifidobacterium (nu-trish™) mlekarne,
posneta skuta Slovenija
LCA Sir LCA Lactobacillus casei Mlekarna 23.5.2011  17.6.2011
probiotiéni sir Celeia,
Zelene doline Slovenija
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Slika 3: Analizirani mle¢ni delki (foto: Kocjén J;).
3.2.4 Trdna gojiS¢a in dodatki

3.2.4.1 Trdna gojisca

Za gojitev bakterij smo uporabili trdna gojisca, ki so prikazana v preglednici 5.

Preglednica 5: Trdna gojis¢a.

Sestava gojisca
Gojisce Osnovno gojisce Dodatki Vir/proizvajalec
MRS MRS / De Man in sod., 1960/Merck, Darmstadt,
Nemcija
M-MRS MRS maltoza Hull in Roberts, 1984/Merck
MRS-ZS MRS zol¢ne soli Vinderola in Reinheimer, 2000/Merck
Rogosa Rogosa ocetna kislina Rogosa in sod., 1951/Merck
cistein hidroklorid
LAMVAB MRS bromkrezol zeleno Hartemink in sod., 1997/Merck
vankomicin hidroklorid
cistein hidroklorid
LAMVAB-ZKV MRS bromkrezol zeleno IML PRO/Merck
vankomicin hidroklorid
LAC MRS ciprofloksacin ISO 20128:2006/Merck
klindamicin
M-17 M-17 / Terzaghi in Sandine, 1975/Merck

/=gojis¢e ne vsebuje dodatkov
3.2.4.1.1 MRS

Gojis¢e MRS smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck) tako, da smo zatehtali
68,2 g dehidriranega gojis¢a MRS agar ter dodali 1 1 demineralizirane vode. Gojis¢e smo
15 minut avtoklavirali pri 118 °C.

3.2.4.1.2 M-MRS

Gojisce M-MRS smo sestavili sami. Za 1 1 gojis¢a smo uporabili 10,0 g peptona iz kazeina,
4,0 g kvasnega ekstrakta, 20,0 g maltoze, 2,0 g dikalijevega hidrogen fosfata, 1,0 g Tween-



26

Kocjan J. Selektivnost gojis¢ za ugotavljanje Stevila laktobacilov v probioti¢nih izdelkih.
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

a 80, 2,0 g diamonijevega hidrogen citrata, 5,0 g natrijevega acetata, 0,2 g magnezijevega
sulfata in 0,04 g manganovega sulfata. Sestavine smo raztopili v 1 | demineralizirane vode
in umerili vrednost pH na 5,7. V steklenicke smo dodali 3 g agarja (Merck) in dodali
200 ml pripravljenega tekocega gojisc¢a. Gojis¢e smo avtoklavirali 15 minut pri 118 °C.

3.2.4.1.3 MRS-ZS

Gojis¢ée MRS-ZS smo pripravili iz 68,2 g dehidriranega gojis¢a MRS agar in 1 |
demineralizirane vode po navodilu proizvajalca (Merck). Gojis¢e smo avtoklavirali
15 minut pri 118 °C. Tik pred prelivanjem na petrijeve plos¢e sSmo v 200 ml gojis¢éa MRS
dodali 2 ml zalozne raztopine Zol¢nih soli s koncentracijo 0,15 g/ml.

3.2.4.1.4 Rogosa

Gojis¢e Rogosa smo pripravili po navodilu proizvajalca (Merck). Zatehtali smo 14,9 g
Rogosa agarja in dodali 200 ml demineralizirane vode ter meSanico segrevali v
mikrovalovni pecici do popolne raztopitve. Nato smo gojis¢e ohladili v vodni kopeli na
45 °C in uravnali vrednost pH na 5,5 z dodatkom 260 pl ocetne kisline (Merck)/200 ml
gojisca.

3.24.1.5 LAMVAB

Za pripravo gojis¢a LAMVAB smo zatehtali 52,2 g dehidriranega gojis¢a MRS bujon, ki
smo mu dodali 0,25 g cistein-hidroklorida (Merck) in 0,025 g barvila bromkrezol zeleno
(Fluka Chemie GmbH, Svica) ter vse skupaj raztopili v 1 | demineralizirane vode. Pred
avtoklaviranjem smo gojis¢u uravnali vrednost pH na 5,0. V stekleni¢ke smo zatehtali po
4 g agarja (Merck) in dodali po 200 ml pripravljenega tekocega gojis¢a. Gojis¢e smo
avtoklavirali 15 minut pri 118 °C, ga ohladili v vodni kopeli na 45 °C in na 200 ml goji$¢a
dodali 2 ml zalozne raztopine vankomicina (zalozna raztopina: 1 mg/ml) neposredno pred
razlivanjem gojisc¢a na petrijeve plosce. Kon¢na koncentracija antibiotika v gojiscu je bila
10 mg/l.

3.2.4.1.6 LAMVAB-ZKV

Gojis¢e LAMVAB-ZKV smo pripravili enako kot gojis¢e LAMVAB le s to razliko, da
smo na 200 ml pripravljenega gojis¢a dodali manjSo koli¢ino zalozne raztopine
vankomicina, in sicer 200 pl zalozne raztopine vankomicina (zalozna raztopina: 1 mg/ml).
Konéna koncentracija antibiotika v gojiscu je bila 1 mg/I.

3.24.1.7 LAC

Gojis¢e LAC smo pripravili iz tekoCega gojis¢a MRS (Merck) z dodanima anitibiotikoma
ciprofloksacin in klindamicin. Zatehtali smo 52,2 g dehidriranega gojis¢a MRS bujon, ga
raztopili v 1 | demineralizirane vode in mu pred avtoklaviranjem umerili vrednost pH na
6,7 (po avtoklaviranju je vrednost pH=6,2+2). Gojis¢u smo dodali 15 g/l agarja (Merck),
ga avtoklavirali 15 minut pri 118 °C ter ga nato ohladili v vodni kopeli na 45 °C.
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Neposredno pred razlivanjem na petrijeve plos¢e smo dodali Se 5 ml zaloZne raztopine
ciprofloksacina/l gojisca in 0,5 ml zaloZne raztopine klindamicina/l gojisca.

3.24.1.8 M-17

Gojis¢e M-17 smo pripravili po navodilu proizvajalca (Merck) tako, da smo zatehtali 55 g
dehidriranega gojis§¢a M-17 agar ter dodali 1 | demineralizirane vode. Gojis¢e smo
avtoklavirali 15 minut pri 121 °C.

3.2.4.2 Dodatki
3.2.4.2.1 Zalozna raztopina ciprofloksacina

Za pripravo zalozne raztopine antibiotika ciprofloksacin smo zatehtali 20 mg
ciprofloksacin hidroklorida (Fluka, Sigma-Aldrich, Buchs, Kitajska) in ga raztopili v 10 ml
demineralizirane vode. Raztopino smo prefiltrirali skozi mikrofilter z velikostjo por
0,22 um (Millipore) ter hranili pri -20 °C. Koné¢na koncentracija antibiotika v gojiscu je
bila 10 mg/l (1ISO 20128:2006). Prisotnost ciprofloksacina omogoca selektivno rast
laktobacilov skupine Lb. acidophilus.

3.2.4.2.2 Zalozna raztopina klindamicina

Za pripravo zalozne raztopine antibiotika klindamicin smo zatehtali 2 mg klindamicin
hidroklorida (Fluka, Sigma-Aldrich) in ga raztopili v 10 ml demineralizirane vode.
Raztopino smo prefiltrirali skozi mikrofilter z velikostjo por 0,22 um (Millipore) ter hranili
pri -20 °C. Kon¢na koncentracija antibiotika v gojiscu je bila 0,1 mg/l (ISO 20128:2006).
Prisotnost klindamicina omogoca selektivno rast laktobacilov skupine Lb. acidophilus.

3.2.4.2.3 Zalozna raztopina vankomicina

Za pripravo zalozne raztopine antibiotika vankomicin smo zatehtali 10 mg vankomicin
hidroklorida (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nem¢ija) in ga raztopili v 10 ml demineralizirane
vode (zalozna raztopina: 1 mg/ml). Raztopino smo prefiltrirali skozi mikrofilter z
velikostjo por 0,22 um (Millipore) ter hranili pri -20 °C.

3.2.4.2.4 Zalozna raztopina zol¢nih soli

Za pripravo zalozne raztopine zol¢nih soli smo zatehtali 3 g Zzol¢nih soli (Bile salts No3;
Biolife, Milano, Italija) in jih raztopili v vodi do skupnega volumna 20 ml. Zalozno
raztopino zol¢nih soli smo sterilizirali s filtracijo preko mikrofiltra z velikostjo por
0,22 pum (Millipore) ter hranili v hladilniku.
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3.2.5 Tekoce gojisce
3.25.1 MRS

Tekoce gojis¢e smo pripravili po navodilu proizvajalca (Merck) tako, da smo zatehtali
52,2 g dehidriranega gojis¢a MRS bujon ter dodali 1 | demineralizirane vode. Gojis¢e smo
razdelili po 10 ml v epruvete in avtoklavirali 15 minut pri 118 °C.

3.2.6 Raztopini za razredcevanje

Pri raziskovalnem delu smo kot raztopini za razredéevanje uporabili Ringerjevo raztopino
raztopino (0,25-kratna) in natrijev citrat.

3.2.6.1 Ringerjeva raztopina

Ringerjevo raztopino (0,25-kratna) smo pripravili po navodilu proizvajalca (Merck), kjer
smo 2 Ringerjevi tableti raztopili v 1 | demineralizirane vode. Nato smo raztopini umerili
vrednost pH na 6,9+0,2 pri 25 °C (ISO 6887-5:2010), jo razdelili v epruvete po 9 ml in
avtoklavirali 15 minut pri 121 °C. Raztopino smo uporabili za razred¢evanje po Kochu.

3.2.6.2 Natrijev citrat

Za pripravo raztopine natrijevega citrata smo raztopili 20,0 g trinatrijevega citrat dihidrata
(Merck) v 1 | demineralizirane vode. Umerili smo vrednost pH na 7,5+0,2 pri 25 °C (I1SO
6887-5:2010). Raztopino smo avtoklavirali 15 minut pri 121 °C.

3.2.7 Reagenti za barvanje po Gramu

Za barvanje po Gramu smo uporabili komercialni komplet Color Gram 2 in postopek
izvedli po navodilu proizvajalca (Bio-Mérieux, Marcy-L'Etoile, Francija), ki vsebuje
naslednje reagente:

barvilo kristal vijoli¢no,

lugol,

mesanica etanola in acetona (1:1),

barvilo safranin.

Pred ogledom mikroskopskega preparata pod mikroskopom smo na objektno stekelce
nanesli imerzijsko olje.

3.2.8 Reagent za osamitev DNA na osnovi kolonije

Za osamitev DNA iz kolonije smo uporabili:
e 5x GoTaq® pufer za polimerazo z 1,5 mM MgCl, (Promega, Madison, ZDA).

3.2.9 Reagenti za metodo PCR

Za metodo PCR smo uporabili:
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mesanico dNTP-jev, vsak v koncentraciji 10 mM (Fermentas, Vilna, Litva),
10x GoTaq® Flexi pufer za polimerazo (Promega),

25 mM MgCl, (Promega),

GoTaq® Flexi DNA-polimeraza, 5 U/ul (Promega),

zacetne oligonukleotide, 5 uM (Invitrogen, Molecular probes, Oregon, ZDA),
H2Opcr.

V preglednici 6 so prikazani zacetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabljali v metodi PCR.

Preglednica 6: Zacetni oligonukleotidi, specifi¢ni za posamezen bakterijski rod oz. vrsto.

Taréni rod/vrsta bakterij Oznaka zacetnih Pri¢akovana velikost Vir
oligonukleotidov pomnozka (bp)

Lactobacillus LbLMa-1rev / R16-1 250 Dubernet in sod., 2002

Lactobacillus acidophilus Lacl/Lacll 759 Ward in sod., 1999

Bifidobacterium Bif 164-f / Bif 662-r 520 Satokari in sod., 2000

Enterococcus E1/E2 737 Deasy in sod., 2000

Lactococcus L1/L2 587 Deasy in sod., 2000

3.2.10 Reagenti za gelsko elektroforezo
3.2.10.1 Reagenti za analizo pomnozkov z gelsko elektroforezo

Uporabili smo naslednje reagente:
e agaroza (SeaKem® LE Agarose, Lonza, Rockland, ZDA),
e DNA barvilo SYBR® Safe DNA (Invitrogen),
e 0,5-kratni pufer TAE, pH=8,
e molekulska oznacevalca pomnozkov DNA-GeneRuler® 100 bp DNA Ladder in
1 kb DNA Ladder (Fermentas).

3.2.10.2 Pufer TAE (tris acetatni pufer)

Za pripravo 50-kratne zalozne raztopine pufra TAE (pH=8) smo uporabili 242 g tris baze
(Sigma Chemical, Steinheim, Nemcija), 100 ml 0,5 M EDTA (Sigma Chemical) ter
57,1 ml ledocetne kisline (Fluka, Buchs, Svica). Za nadaljnje delo smo uporabljali 0,5-
kratni pufer TAE.

3.3 LABORATORISKA OPREMA

. Laboratorijska oprema: avtomatske in klasi¢ne pipete, cepilne zanke, halja, hokej
palcke, kuhalnik, mikrocentrifugirke 1,5 ml in 2 ml, nastavki za pipete, pincete,
petrijeve plosce, plinski gorilnik, steklovina, sterilni zobotrebci, stojala, tehtnice,
zaSCitne rokavice,

o avtoklav (A-21 CA Kambi¢, Semi¢, Slovenija),

o anaerobne posode (GENbox) in generatorji anaerobnih razmer (BioMérieux,
Marcy, L'Etoile, Francija),
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. brezprasna komora (M12, Iskra Pio, Slovenija),

cikli¢ni termostat (Mastercycler gradient, Eppendorf, Nemcija; Gene Cycler BIO-
RAD, ZDA),

centrifuga (MIKRO 22 R, Hettich Zentrifugen, Nemcija; Sigma 3K 18, Nemcija),
elektronski Stevec (EgKO, 7L, LABO, Ljubljana, Slovenija),

gnetilnik (Bag Mixer 400, Interscience, Saint-Nom-la-Breteche, Francija),

hladilna omara (Gorenje, Velenje, Slovenija; LTH, Skofja Loka, Slovenija),
inkubator (BT150, Krokter Marijan, Slovenija),

komora za pripravo meSanic za metodo PCR (UV Sterilizing cabinets and
workstation UVP),

mikrovalovna pecica (32L Bosch, Nemcija),

pH meter (Toledo MP 220, Mettler, Nemcija),

SUB-CELL GT (BIO-RAD),

svetlobni mikroskop (Reichert, Avstrija),

tehtnica (EB-300M Zelezniki, Slovenija),

transiluminator Chemi Genius® (Bio imaging system),

vodna kopel (WB-30, Kambic¢, Slovenija),

vrtinéni mesalnik (Vibromix Zelezniki, Slovenija),

zamrzovalna omara (Gorenje, Slovenija).

3.4 METODE

Za ugotavljanje selektivnosti gojis¢ za kultivacijo bakterij iz prehranskih dopolnil in
mlec¢nih izdelkov smo uporabili naslednje metode:

e Standardne mikrobioloske tehnike:
- gojitvene tehnike z uporabo gojitvenih in selektivnih gojis¢ za laktobacile,
- Stetje kolonij z elektronskim Stevcem,
- ugotavljanje morfoloskih lastnosti bakterij (barvanje po Gramu, mikroskopiranje s
svetlobnim mikroskopom).

e Molekularno-bioloske metode:
- osamitev DNA iz zraslih kolonij,
- metoda PCR z rodovno in vrstno specificnima zacetnima oligonukleotidoma,
- analiza pomnozkov metode PCR s pomocjo agarozne gelske elektroforeze.

3.4.1 Priprava bakterijskih sevov, vzorcev prehranskih dopolnil in mle¢nih izdelkov
in kvantifikacija bakterij z metodo Stetja kolonij na trdnem gojis¢u

Se pred zacetkom mikrobioloske analize prehranskih dopolnil in mle¢nih izdelkov smo
preverili stanje embalaze, podatke o vzorcu, ki so napisani na deklaraciji in morebitna
odstopanja od znacilnih lastnosti. Zapisali sSmo si rok uporabe vzorca ter lastnosti vzorca.
Pri embaliranih Zivilih sSmo embalazo obrisali s 70 % etanolom in jo ozgali s plamenom v
primerih, ko je bila embalaza steklo ali kovina. Embalazo smo odprli asepti¢no in vzorec
odvzeli s sterilnim priborom (Jersek, 2013).
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Pripravili smo vzorce bakterijskih sevov, prehranskih dopolnil in mle¢nih izdelkov.
3.4.1.1 Bakterijski sevi

Uporabili smo vzorce Cistih bakterijskih sevov iz zamrznjenih kultur (-80 °C), ki so
shranjene v mikrobni zbirki Instituta za mlekarstvo in probiotike. VVzorce smo revitalizirali
s cepitvijo v ustrezno tekoce gojisce, in nato kvantitavno ovrednotili z metodo Stetja
kolonij na trdnem gojis¢u. Uporabili smo gojis¢a MRS (anaerobno, aerobno), M-MRS
(anaerobno, aerobno), MRS-ZS, Rogosa (anaerobno, aerobno), LAMVAB-ZKV,
LAMVAB, LAC in M-17. Gojis¢a smo 3 dni inkubirali pri 37 °C (preglednica 7).

3.4.1.2 Probioti¢na prehranska dopolnila
Prehranska dopolnila, ki smo jih analizirali, so bila v obliki kapsul, praska in tablet.

Embalazo kapsul smo ob ognju sterilno odprli in v asepti¢nih razmerah zatehtali 1 g
vsebine v sterilno epruveto.

Vrecko s praskom smo ob ognju sterilno odprli in v asepti¢nih razmerah zatehtali 1 g
vsebine v sterilno epruveto.

Pri izdelku v obliki tablet, smo ob ognju tablete najprej strli v terilnici ter nato v asepti¢nih
razmerah zatehtali 1 g vsebine v sterilno epruveto.

Dodali smo 9 ml Ringerjeve raztopine (0,25-kratna) in vsebino premesali. V vzorcih smo
mle¢nokislinske bakterije kvantitativno ovrednotili z metodo Stetja kolonij na trdem
gojiscu. Postopek smo izvajali v asepti¢nih razmerah z uporabo sterilne opreme.

3.4.1.3 Probioti¢ni mle¢ni izdelki

Embalazo sira LCA in skute Spar Vital smo ob ognju sterilno odprli in v asepti¢nih
razmerah zatehtali 10 g vsebine v sterilno vrecko, kot je prikazano na sliki 4(A). Dodali
smo 90 g natrijevega citrata, ker imata zivili visoko vsebnost mascob. Vzorca Smo
homogenizirali v gnetilniku, kot lahko vidimo na sliki 4(B), da smo zagotovili ¢im bolj
enakomerno porazdelitev mikroorganizmov v vzorcu.

Embalazo fermentiranega mleka Ego, jogurta LGG in napitka LCA smo odprli ob ognju in
Vv asepti¢nih razmerah zatehtali 1 g vsebine v sterilno epruveto.

Dodali smo 9 ml Ringerjeve raztopine (0,25-kratna) in vsebino premesali. V vzorcih smo
mlecnokislinske bakterije kvantitativno ovrednotili z metodo Stetja kolonij na trdnem
gojiscu. Postopek smo izvajali v asepti¢nih razmerah z uporabo sterilne opreme.
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preglednici 7. Anaerobne razmere smo zagotovili z uporabo sistema GenBox in
generatorjev anaerobnih razmer (BioMeérieux) kot je prikazano na sliki 5.

vrecke za zagotavljanje
anaerobnih razmer

G :
EE RS- S
Slika 5: Notranjost inkubatorja in anaerobne razmere z uporabo GENbox-a ter vre¢k za zagotavljanje
anaerobnih razmer.
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Preglednica 7: Gojis¢a in razmere inkubacije Cistih bakterijskih kultur ter cepljenih prehranskih dopolnil in
mle¢nih izdelkov.

Gojisce Razmere inkubacije

aerobno 37 °C/3 dni

30 °C*/3 dni
MRS anaerobno 37°C/3 dni

30 °C*/3 dni
aerobno 37 °C/3 dni
M-MRS anaerobno 37 °C/3 dni
MRS-ZS anaerobno 37 °C/3 dni
aerobno 37 °C/3 dni

RoOSa 30 °C*/3 dni
’ anaerobno 37°C/3 dni

30 °C*/3 dni
37 °C/3 dni

LAMVAB anaerobno 30 °C*/3 dni
37 °C/3 dni

LAMVAB-ZKVY  anaerobno 30 °C*/3 dni
37 °C/3 dni

LAC anaerobno 30 °C*/3 dni
M-17 aerobno 37 °C/3 dni

*=T inkubacije pri cepitvi sira LCA

Po koncani inkubaciji smo presteli Stevilo zraslih kolonij na petrijevih plos¢ah s pomocjo
elektronskega $tevca. Stevilo kolonijskih enot (KE) v mililitru oz. v gramu izdelka smo
izraunali po formuli (1). Kot stevne plos¢e smo upostevali tiste petrijevke, na katerih je
zraslo med 30 in 300 kolonijskih enot (ISO 7218:2007).

xC

N=—2 ()

n1+0,1*xn2 *R

Legenda:

N....8tevilo mikroorganizmov v vzorcu (KE/ml oz. KE/g),

X C...vsota kolonij, zraslih na dveh $tevnih plo§¢ah zaporednih razredcitev, kjer vsaj ena vsebuje najman;j 30
kolonij in najve¢ 300 kolonij (30-300 kolonij),

nl...stevilo petrijevk-gojis¢ pri prvi razred¢itvi vzorca,

n2... Stevilo petrijevk-gojis¢ pri drugi razredcitvi vzorca,

R...prva razred¢itev vzorca, pri kateri smo presteli kolonije.

3.4.2 Ugotavljanje morfoloskih lastnosti laktobacilov

njih pripravili preparate z metodo barvanja po Gramu. Opazovali smo obliko in velikost
celic, formacijo celic in reakcijo na barvanje po Gramu.

Preparate smo pripravili tako, da smo ob gorilniku na objektno stekelce kanili kapljico
sterilne fizioloske raztopine in vanjo s cepilno zanko vmesali vzorec kolonije. Razmaz smo
pustili na zraku, da se posusi in ga fiksirali s trikratnim potegom skozi plamen gorilnika
(Jersek, 2008).

Postopek barvanja (Jersek, 2008):
1. barvanje z barvilom kristal violet, pustimo 2 minuti in speremo z vodo,
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2. barvanje z barvilom lugol, pustimo 2 minuti in spremo z vodo,

3. razbarvanje z alkoholom (96 %), speremo z vodo,

4. barvanje z barvilom safranin, pustimo 30 sekund, speremo z vodo,
5. preparat osusimo s papirnato brisacko.

S pomocjo svetlobnega mikroskopa in imerzijskega olja Smo preparate opazovali pri 1000-
kratni povecavi (Jersek, 2008).

3.4.3 Metoda PCR

3.4.3.1 Osamitev DNA iz kolonij

.....

nacepljanju prehranskih dopolnil in mle¢nih izdelkov. S povrSine gojisS¢ smo s sterilnimi
zobotrebci v aseptiénih razmerah pobrali naklju¢no izbrane kolonije, jih prenesli v
mikrocentrifugirke ter dodali 15 pl 5xGoTaqg Flexi pufra. Nato smo mikrocentrifugirke
prenesli v cikli¢ni termostat in celice lizirali s pomo¢jo segrevanja 15 minut pri 99 °C.
Tako osamljeno bakterijsko DNA smo hranili pri -20 °C za nadaljnje analize.

3.4.3.2 Priprava reakcijske mesanice

Reakcijske meSanice za metodo PCR smo pripravili s kompletom GoTag® Flexi DNA
Polymerase. Priprava je potekala v komori za pripravo meSanic za metodo PCR, prikazani
na sliki 6. Komoro smo pred in po delu ustrezno razkuzili in osvetlili z UV lu¢jo za
najmanj 30 minut. Pri delu smo uporabljali zaséitne rokavice za enkratno uporabo. Vse
uporabljane kemikalije in reagente smo ves Cas hranili na ledu.

Slika 6: Komora za pripravo reakcijske mesanice za metodo PCR.

Glede na stevilo vzorcev DNA, vklju¢no s pozitivno in negativno kontrolo, smo izracunali
volumne posameznih sestavin za celokupno reakcijsko mesanico. Preglednica 8 prikazuje
sestavo reakcijske mesanice v skupnem volumnu 20 pl za posamezno metodo PCR,
specificno za bakterijske rodove Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus,
Lactococcus ter bakterijsko vrsto Lb. acidophilus.
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Preglednica 8: Sestava 20 ul reakcijske meSanice za metodo PCR.

Koli¢ina Sestavina

2 ul DNA vzorec v GoTaq® Flexi pufer za polimerazo (5x)
2 ul GoTaq® pufer za polimerazo (5x%)

1,2 ul MgCl, (25 mM)

0,1 ul zadetni oligonukelotid 1 (5 pM)

0,1 ul zadetni oligonukelotid 2 (5 puM)

0,2 pl dNTP (10 mM)

0,1ul GoTaq® DNA polimeraza (5 U/pl)

14,3 Hl H,0pcr

Reagente smo pred uporabo premesali na vrtin¢niku. Pri pripravi celokupne reakcijske
mesanice za metodo PCR smo odpipetirali izracunan volumen vode, dodali ostale reagente
in na koncu GoTag® DNA polimerazo. Zatem smo reakcijsko meSanico premesali na
vrtincniku in jo razdelili v mikroepruvete za metodo PCR po 18 pl ter nato vsaki dodali se
po 2 pl posameznega vzorca DNA. Mikroepruvete s pripravljenimi reakcijskimi
mesanicami za metodo PCR prikazuje slika 7.

Pri metodi PCR dodamo Se pozitivno in negativnho kontrolo. Za pozitivno kontrolo
vzamemo preverjeno DNA, ki je znacilna za posamezen rod oz. vrsto. Negativno kontrolo
predstavlja reakcijska mesanica za metodo PCR, ki ji namesto DNA dodamo H;Opcr.

Slika 7: Mikroepruvete z reakcijsko meSanico.

Metodo PCR za¢nemo izvajati, ko mikroepruvete prenesemo v cikliéni termostat (slika 8)
ter vanj vnesemo ustrezen program za posamezno metodo PCR.
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Slika 8: Cikli¢ni termostat za izvedbo metode PCR.
3.4.3.3 Casovno temperaturni potek metode PCR

V metodi PCR smo kot taréno DNA uporabili osamljeno DNA iz kolonij, ki so zrasle po
nacepljanju vzorcev prehranskih dopolnil in mle¢nih izdelkov na gojitvenih in selektivnih

.....

zaCetnima oligonukleotidoma (preglednica 6).

V preglednici 9 so prikazane razmere metode PCR, specifiéne za bakterijski rod ali
bakterijsko vrsto.
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Preglednica 9: Razmere metode PCR, uporabljene za dolo¢anje posameznega rodu 0z. vrste.

Faza Razmere Stevilo Vir
Rod/vrsta i
ponovitev

Zacetna denaturacija DNA 95 °C, 3 min 1

Denaturacija DNA 95°C, 30s .
Lactobacillus  Prileganje zagetnih oligonukleotidov 55 °C,30's 40 D“berggf)'zn sod.,

Podaljsevanje verige DNA 72°C,30s

Zaklju¢no podaljSevanje verige DNA 75 °C, 5 min 1

Zadetna denaturacija DNA 95 °C, 3 min 1

Denaturacija DNA 95°C, 30s ..

Bifidobacterium  Prileganje zacetnih oligonukleotidov ~ 62 °C, 30 s 35 Satokgrololg sod.,

Podaljsevanje verige DNA 72°C,40s

Zaklju¢no podaljSevanje verige DNA 72 °C, 5 min 1

Zacetna denaturacija DNA 95 °C, 3 min 1

Denaturacija DNA 95 °C, 1 min .
Enterococcus  Prileganje zaCetnih oligonukleotidov ~ 60 °C, 1 min 35 DeaS%/OIOnOSOd.,

Podaljsevanje verige DNA 72 °C, 1 min

Zaklju¢no podaljSevanje verige DNA 75 °C, 5 min 1

Zacetna denaturacija DNA 95 °C, 5 min 1

Denaturacija DNA 94 °C, 1 min .
Lactococcus Prileganje zacetnih oligonukleotidov ~ 55 °C, 1 min 25 D(ESS%OI;] sod.,

PodaljSevanje verige DNA 72 °C, 1 min

Zakljuéno podalj$evanje verige DNA 72 °C, 5 min 1

Zacetna denaturacija DNA 95 °C, 3 min 1
Lactobacillus Dgnaturgcija DNA _ . 95°C, 30s Ward in sod.,
acidophilus Pr11eg§n]e zgcetmh oligonukleotidov 62 °C, 30 s 35 (1999)

Podaljsevanje verige DNA 72°C,40s

Zaklju¢no podaljSevanje verige DNA 72 °C, 5 min 1

3.4.3.4 Analiza pomnozkov z agarozno gelsko elektroforezo

Pomnozke metode PCR smo analizirali z agarozno gelsko elektroforezo, tako da smo
njihovo velikost primerjali z molekulskimi oznacevalci z znano velikostjo odsekov DNA
(100 bp in 1 kb) (Jersek, 2009).
Molekule DNA same po sebi niso obarvane, zato smo jih po koncani elektroforezi
detektirali z barvanjem gela v raztopino barvila SYBR® Safe, ki se veze v dvoverizno
DNA (Abram in sod., 2006).

3.4.3.5 Priprava agaroznega gela

Priprava 100 ml 1,0 % agaroznega gela:
e Zatehtali smo 1,0 g agaroze in dodali 100 ml 0,5-kratnega TAE pufra (vrednost
pH 8,0) v laboratorijsko steklenicko.
o Steklenic¢ko z vsebino smo segrevali v mikrovalovni pecici do vrenja 0z. toliko Casa,
da je postala raztopina bistra. Ohladili smo jo v vodni kopeli na priblizno 50 °C.
e Pripravili sSmo model za elektroforezo z glavniki razli¢nih velikosti in gel vlili vanj.
e Ko se je gel strdil in polimeriziral, smo glavnike previdno odstranili, in tako dobili
prazne Zzepke za nanasanje vzorcev. Gel smo prenesli v aparaturo za elektroforezo z
0,5-kratnim TAE pufrom.
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3.4.3.6 Potek agarozne gelske elektroforeze

Elektroforeza je potekala po naslednjem zaporedju:

¢ Na gel smo v prazne Zepke nanesli po 20 il pomnozkov metode PCR ter pozitivno in
negativno kontrolo, velikost pomnozkov metode PCR pa smo ovrednotili s pomocjo
molekularnih oznaéevalcev z znano velikostjo odsekov DNA 100 bp ali 1 kb, ki smo
jih na gel nanesli po 2,5 pl.

o Elektroforezo smo vodili pri 90 ali 95 V od 60 do 105 minut; odvisno od velikosti
gela in produktov. Na sliki 9(A) je predstavljen potek elektroforeze.

e Gel smo po konéani elektroforezi izpostavili delovanju DNA barvila SYBR® Safe,
kar lahko opazimo na sliki 9(B). Barvilo se veze na odseke pomnoZzene DNA.

e Dokumentacijo gela smo izvedeli s pomocjo transiluminatorja s presvetljevanjem z
UV-svetlobo, kjer je barvilo SYBR® Safe fluoresciralo. Gel smo racunalnisko
dokumentirali.

=0

Slika 9: Agarozna gelska elektroforeza (A) in barvanje gela z barvilom SYBR® Safe (B).
3.4.4 Statisti¢na obdelava podatkov

Podatke smo statisticno ovrednotili s programskim orodjem SPSS za Windows, verzija
22.0 (angl. Statistical Package for the Social Sciences), ki vsebuje nabor orodij za podatke
in napovedovalno analitiko. Parametri¢ne teste uporabljamo, kadar imamo zagotovljeno
normalno distribucijo podatkov, torej so podatki razporejeni po Gaussovi krivulji. V
primeru, da omenjeni pogoj ni izpolnjen, se posluzujemo uporabe neparametri¢nih testov.
Za analizo naSih podatkov smo uporabili parametri¢ni t-test za neodvisne vzorce in
neparametri¢éni Mann-Whitney U test. Razlike smo sprejemali pri 5 % stopnji tveganja
(Field, 2013).
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4 REZULTATI

4.1 UGOTAVLJANIJE RASTI BAKTERIJSKIH CISTIH KULTUR NA RAZLICNIH
GOJISCIH

Rast ¢istih kultur rodov Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Lactococcus in
Streptococcus smo ugotavljali z njihovim nacepljanjem na razli¢na gojitvena in selektivna
gojisca za laktobacile (preglednica 7).

4.1.1 Opis in kvantifikacija rasti

Vseh 18 sevov laktobacilov je na gojiséu MRS izkazalo dobro rast (10’-10° KE/ml). 1z
rezultatov vidimo, da je bila rast primerljiva v anaerobnih in v aerobnih razmerah
inkubacije. Laktobacili so anaerobi do fakultativni anaerobi, torej ne preseneca, da so bili
uspesni tako v prisotnosti kot tudi v odsotnosti kisika (preglednica 10).

Z namenom povecanja selektivnosti gojis¢a MRS smo uporabili modificirano gojisc¢e M-
MRS. Vseh 18 sevov laktobacilov je uspesno raslo na gojis¢u M-MRS v anaerobnih in
aerobnih razmerah inkubacije in enako kot na gojis¢u MRS (107-10° KE/mI) (preglednica
10).

Na gojis¢u MRS-ZS je od 18-ih laktobacilov kar 11 sevov slabo raslo (<10° KE/ml),
medtem ko so po en sev iz vrst Lb. casei, Lb. paracasei in Lb. gasseri ter po dva seva iz
vrst Lb. plantarum in Lb. rhamnosus zrasli bolje (10%-10° KE/ml) (preglednica 10).

Rast laktobacilov na gojis¢u Rogosa anaerobno je bila enaka rasti na gojis¢ih MRS in M-
MRS anaerobno (10’-10° KE/ml). Na gojis¢u Rogosa aerobno pa je pet sevov laktobacilov
izkazalo rast <10° KE/ml (preglednica 10).

Na gojiséu LAMVAB-ZKYV je 12 sevov laktobacilov izkazalo dobro rast (108-10° KE/ml),
medtem ko je bila za predstavnike skupine Lb. acidophilus (Lb. acidophilus, Lb. gasseri,
Lb. johnsonii) in Lb. bulgaricus koncentracija vankomicina previsoka (<10° KE/ml).
Vecina sevov omenjenih skupin tudi po literaturnih podatkih ne uspeva na gojiscu z
dodanim vankomicinom, saj naj bi bili zanj obcutljivi. Tudi vrsta Lb. bulgaricus naj bi bila
obcutljiva za vankomicin (Hartemink in Rombouts, 1999), nasi rezultati pa so pokazali, da
je vrsta obcutljiva tudi Ze za zniZzano koncentracijo antibiotika. Ker smo ugotovili, da je Ze
znizana koncentracija vankomicina v gojiséu LAMVAB-ZKV dovolj selektivna za
laktobacile, selektivnosti na obi¢ajnem LAMVAB gojiscu, razen za tri laktobacile, po eno
bifidobakterijo in enega enterokoka ter dva streptokoka, nismo preverjali. V poskusu je
vseh sedem testiranih bakterij na gojii¢u LAMVAB izkazalo rast <10° KE/ml (preglednica
10).

Bakterijski sevi skupine Lb. acidophilus so na gojis¢u LAC razli¢no zrasli, vrsti Lb.
acidophilus in Lb. gasseri sta zrasli v koncentracijah 10”-10® KE/ml, medtem ko je bila rast
sevov Lb. johnsonii manjsa kot 10° KE/ml. Dobro rast v koncentraciji 10°-10° KE/ml smo
opazili tudi pri po enem sevu vrst Lb. bulgaricus, Lb. paracasei in Lb. reuteri ter pri dveh
sevih vrste Lb. plantarum. Za skupino Lb. casei je znano, da na gojis¢u LAC ne uspeva
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dobro (ISO 20128:2006). To se je pokazalo tudi v naSem poskusu, ko smo pri petih (po dva
seva Lb. casei in Lb. rhamnosus in en sev Lb. paracasei) od Sestih analiziranih ¢istih kultur
iz Lb. casei skupine na gojis¢u LAC ugotovili rast <10° KE/ml (preglednica 10).
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Stevilo bakterij (KE/ml)

Sev MRS M-MRS MRS-ZS Rogosa LAMVAB LAMVAB  LAC
€ -ZKV
anaerobno aerobno anaerobno aerobno anaerobno anaerobno aerobno anaerobno anaerobno anaerobno

Lb. acidophilus IM 116 2,48x10°  1,34x10®°  1,87x10°  1,42x10° <10* 2,01x10°  1,08x10°  4,45x10° / 1,68x10°
Lb. bulgaricus IM 396 1,03x10°  8,45x10°  9,82x10°  8,8x10’ <10° 1,41x10® <10° <10° / 1,55x108
Lb. casei IM 305 6,10x10°  1,10x10° 1,03x10° 9,18x10°  3,60x10°  590x10°  6,20x10°  6,30x10° / <10°
Lb. casei immunitas IM 387 8,64x10®  8,00x10®  1,08x10°  1,07x10° <10° 8,40x10°  9,72x10®  1,35x10° / <10°
L0 delorueckl ssp. DUIGANCUS 5 6ax10®  510x10°  340x10°  620x10° <107 145x10°  <10° <10° / <10°
Lb. gasseri IM 243 6,70x10®  2,30x10®  6,20x10°  4,00x10° <10° 2,80x10"  3,20x10’ <10° <10° 2,20x10’
Lb. gasseri IM 105 4,20x10°  4,60x10° 530x10°  4,90x10°  3,50x10°  4,10x10°  3,90x10°  4,40x10° / 4,10x10®
Lb. johnsonii IM 240 1,27x10°  545x10"  1,12x10®  5,90x10’ <10° 1,80x10’ <10° <10° <10° <10°
Lb. johnsonii IM 306 1,78x10°  1,91x10®°  2,05x10°  2,15x10° <10° 1,71x10° <10° <10° <10° <10°
Lb. paracasei IM 307 2,76x10°  2,65x10°  2,89x10° 2,51x10° 2,67x10° 2,93x10°  2,65x10°  2,93x10° / 2,90x10°
|L|3| Sy oL S5 PATACESE 1,06x10°  7,36x10°  1,03x10°  9,20x10°  <10°  6,45x10° 1,18x10°  1,09x10° / <10°
Lb. plantarum IM 212 2,55x10°  8,70x10°  2,85x10°  4,70x10°  3,00x10° 2,50x10°  2,73x10°  3,50x10° / 2,30x10°
Lb. plantarum IM 308 3,00x10°  2,82x10°  2,75x10°  4,60x10°  2,89x10°  243x10°  2,61x10°  2,50x10° / 2,40x10’

se nadaljuje
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Stevilo bakterij (KE/ml)

MRS M-MRS MRS-ZS Rogosa LAMVAB

Sev kv LAMVAB  LAC
anaerobno aerobno anaerobno aerobno anaerobno anaerobno anaerobno anaerobno anaerobno anaerobno
Lb. reuteri IM 109 1,31x10°  1,18x10°  1,24x10°  1,05x10° <10° 1,18x10°  1,28x10°  9,73x10® / 1,25x10°
Lb. rhamnosus IM 239 582x10°  8,18x10°  8,82x10°  7,20x10°  4,30x10°  3,00x10°  5,80x10®  7,20x10° / <10°
Lb. rhamnosus IM 310 1,05x10°  7,50x10°  1,10x10°  590x10®°  7,70x10°  6,66x10°  4,40x10°  4,64x10° / <10°
Lb. salivarius IM 124 2,42x10°  2,70x10®  245x10®  1,97x10° <10° 2,46x10° <10° 2,84x10° / <10°
Lb. salivarius ssp. salivarius 132x10°  135x10°  1,40x10° 120x10°  <10°  127x10° 836x10°  1,11x10° / <10°

IM 352

Legenda: /=analize nismo izvedli, MRS=gojis¢e po De Man, Rogosa in Sharpe, M-MRS=modificirano gojis¢e MRS z maltozo, MRS-ZS=MRS z Zol¢nimi solmi,
Rogosa=selektivno gojisée za laktobacile, LAMVAB=MRS z dodanim vankomicinom in bromkrezol zelenim, LAMVAB-ZKV=LAMVAB z znizano koncentracijo
vankomicina, LAC=MRS s ciprofloksacinom in klindamicinom
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P-vrednost
Goiis MRS M-MRS MRS-ZS Rogosa LAMVAB- LAC
0jJisce ZKV

anaerobno aerobno anaerobno aerobno anaerobno anaerobno aerobno anaerobno anaerobno
Povpretno §tevilo in standardna 1,17x10°+ 1,50x10°%+ 1,30x10°+ 1,39x10°+ 7,57x10°%  1,02x10°+ 9,97x10°% 1,11x10°+  2,57x10°%
deviacija bakterij (N+SD (KE/ml)) 1,18x10°  2,15x10°  1.36x10°  1,65x10°  117x10°  1,18x10°  119x10°  1,34x10°  593x10°
MRS anaerobno 1,17x10%+1,18x10° / / / / / / / / /
MRS aerobno 1,50x10°+2,15x10°  p>0,05 / / / / / / / /
M-MRS anaerobno  1,30x10°+1,36x10°  p>0,05 p>0,05 / / / / / / /
M-MRS aerobno  1,39x10°+1,65x10°  p>0,05 p>0,05 p>0,05 / / / / / /
gf]ses;ozbio 1,02x10%1,18x10°  p<0,05  p<0,05  p<0,05  p<0,01 / / / / /
Rogosa anaerobno ~ 1,02x10%+1,18x10°  p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05 / / / /
Rogosa aerobno 9,97x10%+1,19x10° p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 / / /
LAMVAB-ZKV 4 11x10%+1,34x10°  p>0,05  p>005  p>005  p>0,05  p>0,05 p>005  p>0,05 / /
anaerobno
LAC anaerobno 2,57x10%+5,93x10®°  p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p<0,001 p<0,05 p<0,05 /

Legenda: : /=izraGun za enak par skupin smo opravili enkrat, p>0,05=ni statisti¢no znacilne razlike med skupinama, p<0,05=statisticno znacilna razlika med skupinama,
p<0,01=statisti¢no zelo znaéilna razlika med skupinama, p<0,001=statisti¢no visoko znacilna razlika med skupinama, MRS=gojis¢e po De Man, Rogosa in Sharpe, M-
MRS=modificirano gojis§¢e MRS z maltozo, MRS-ZS=MRS z Zol¢nimi solmi, Rogosa=selektivno gojis¢e za laktobacile, LAMVAB-ZKV=LAMVAB z znizZano

koncentracijo vankomicina, LAC=MRS s ciprofloksacinom in klindamicinom
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Pri bakterijah rodu Bifidobacterium smo zaznali uspe$no rast na gojis¢u MRS anaerobno v
koncentraciji 10%-10° KE/ml. Rast na gojis¢u MRS aerobno je bila omejena, saj so
bifidobakterije obvezni anaerobi in v okolju s kisikom ne uspevajo dobro. Od sedmih
sevov bifidobakterij smo rast na gojis¢u MRS aerobno zaznali le pri dveh sevih, pri ostalih
pa je bila rast niZja kot 10° KE/ml (preglednica 12).

Podobno kot laktobacili tudi bifidobakterije lahko izkoris¢ajo maltozo, zato je bila njihova
rast na gojiséu M-MRS v anaerobnih razmerah zelo dobra in je dosegla 10%-10° KE/ml.
Precej slabsa je bila rast bifidobakterij na gojis¢u M-MRS aerobno, z izjemo dveh sevov,
ki sta dosegla rast <10° KE/ml (preglednica 12).

Podobno kot navajata ze Vinderola in Reinheimer (1999), smo tudi v nasi analizi potrdili
domnevo, da bifidobakterije slabo oz. ne rastejo na gojiséu MRS-ZS. Razen pri enem sevu
bifidobakterij (4,70x10® KE/ml) smo opazili rast, pri ostalih pa je bila rast <10° KE/ml
(preglednica 12).

Rast bifidobakterij na gojis¢u Rogosa anaerobno je bila primerljiva z rastjo bifidobakterij
na gojiséih MRS anaerobno in M-MRS anaerobno (10%-10° KE/ml). V aerobnih razmerah
je bila rast vseh sevov bifidobakterij na gojiS¢u Rogosa, razen enega, <10° KE/ml
(preglednica 12). Vzrok lahko is¢emo predvsem v neugodnih razmerah za bifidobakterije z
vidika prisotnosti kisika, saj so se v anaerobnih razmerah izkazale veliko bolje. Sklepamo
lahko, da za selektivnost niso bile odgovorne sestavine gojis¢a Rogosa, temve¢ razmere
inkubacije.

Bifidobakterijam gojis¢i LAMVAB in LAMVAB-ZKV nista ustrezali, saj v prisotnosti
vankomicina ne uspevajo dobro, zrasel je le en sev (4,00x10° KE/ml) (preglednica 12).

Iz rezultatov v preglednici 12 je razvidno, da je gojis¢e LAC za bifidobakterije neustrezno,
saj so obcutljive na prisotnost antibiotikov ciprofloksacin in klindamicin, kar se je izkazalo
v njihovi slabi rasti (<10° KE/ml).
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Stevilo bakterij (KE/ml)

MRS M-MRS MRS-ZS Rogosa LAMVAB- LAMVAB LAC

Sev 7KV

anaerobno aerobno anaerobno aerobno  anaerobno anaerobno  aerobno anaerobno anaerobno anaerobno

o anmalisssp-animalls 7 1gx10®  <10®  104x10°  <10° <10°  650x10°  <10° <10° / <10°
p. animalls ssp. lactis 0,18x10°  <10°  7,73x10°  <10° <10°  440x10°  <10° <10° / <10°
o anmalis ssp. lactis 118x10°  <10°  836x10°  <I0° <10°  936x10°  <10° <10° / <10°
B. bifidum IM 419 1,60x10°  3,00x10°  1,69x10°  4,40x10° <10° 1,20x10° <10° <10° <10° <10°
B. infantis IM 343 7,82x10° <10° 5,10x10° <10° <10° 4,50x10° <10° <10° / <10°
B. infantis IM 344 8,40x10°  4,80x10®°  8,82x10°  4,70x10®°  4,70x10®°  9,10x10®  3,30x10®  4,00x10° / <10°
B. longum IM 275 5,20x10° <10° 8,40x10° <10° <10° 7,82x10° <10° <10° / <10°

Legenda: /=analize nismo izvedli, MRS=gojis¢e po De Man, Rogosa in Sharpe, M-MRS=modificirano gojii¢e MRS z maltozo, MRS-ZS=MRS z Zol¢nimi solmi,
Rogosa=selektivno gojis¢e za laktobacile, LAMVAB=MRS z dodanim vankomicinom in bromkrezol zelenim, LAMVAB-ZKV=LAMVAB z znizano koncentracijo
vankomicina, LAC=MRS s ciprofloksacinom in klindamicinom
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aeroben ali anaeroben nadin inkubacije (10%-10° KE/ml). Streptokoki so na gojiséu MRS
anaerobno zrasli do koncentracij 10°-10” KE/ml, medtem ko je bila njihova rast na gojis¢u
MRS aerobno niZja kot 10° oz. 10 KE/ml. Rast obeh sevov streptokokov na gojis¢u M-
MRS je bila <10° KE/ml (preglednica 13).

Pri enterokokih, laktokokih in streptokokih je po en sev zrasel na gojis¢éu MRS-ZS v
koncentraciji 10"-10° KE/ml, po en sev pa je izkazal rast <10° KE/ml (preglednica 13).

Selektivnost gojis¢a Rogosa naj bi se kazala v njegovi znizani vrednosti pH na okoli 5,5,
kar ne predstavlja ovire za laktobacile, saj so odporni na nizjo vrednost pH, vendar pa tudi
bifidobakterij in enterokokov ne inhibira dovolj, kar se je pokazalo tudi v nasem goskusu.
Oba seva enterokokov sta na gojis¢u Rogosa anaerobno zrasla v koncentraciji 10° KE/ml,
medtem ko je na gojis¢u Rogosa aerobno en sev zrasel (10° KE/ml), rast drugega pa je bila
manjia (<10° KE/ml). Rast laktokokov in streptokokov na gojis¢u Rogosa je bila pri obeh
razmerah inkubacije <10° KE/ml (preglednica 13).

Nekateri enterokoki naj bi bili odporni na vankomicin, kar smo dokazali tudi v naSem
poskusu, saj sta oba seva enterokokov na gojis¢u LAMVAB-ZKV zrasla (10° KE/ml).
dodatno je zrasel Se en sev laktokokov, medtem ko drugi sev laktokokov ter oba seva
streptokokov niso izkazali rasti (<10° KE/ml) (preglednica 13).

Na gojis¢u LAC smo opazili slabso rast enterokokov, laktokokov in streptokokov
(preglednica 13).

Gojis¢e M17 je primerno za rast kokov, zato smo nanj cepili po dva seva enterokokov,
laktokokov in streptokokov. Seva E. faecium IM 273 in E. faecium IM 312 sta na gojisc¢u
M-17 zrasla do 10° KE/ml, medtem ko sta streptokoka, Str. thermophilus IM 377 in Str.
thermophilus IM 410 zrasla do 10" KE/ml. Analizirali smo $e Lc. lactis ssp. cremoris
IM 241, ki je zrasel v koncentraciji 10° KE/ml ter Lc. lactis ssp. lactis IM 407, kjer je bila
izkazana rast v koncentraciji 108 KE/ml (preglednica 13).
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Stevilo bakterij (KE/ml)

MRS M-MRS MRS-ZS Rogosa LAMVAB LAMVAB LAC M 17

Sev 7KV

anaerobno aerobno anaerobno aerobno anaerobno anaerobno aerobno anaerobno anaerobno anaerobno anaerobno
E. faecium IM 273  2,90x10°  1,10x10°  1,60x10°  3,30x10° <10° 1,39x10° <10° 1,43x10° <10° <10° 3,30x10°
E.faecium IM 312  1,71x10°  1,76x10°  1,73x10°  1,92x10°  1,09x10®  7,91x10®  6,10x10®  1,15x10° / <108 1,83x10°
Lc. lactis ssp. 291%10°  234*10°  2,70*10°  2,36*10°  1,60*107 <10° <10° 1,69%10° / <10° 2.11*10°
cremoris IM 241
Lc. lactis ssp. 280*10° 518%10%  2,50%10°  1,24*10° <10° <10° <10° <10° / <10° 7.50%108
lactis IM 407
Islt;.?tr;grmophllus 1,70x107 <108 <10° <108 530107 <108 <10° <108 <10° <10° 7,18x10’
Islt;ﬂgrm"ph”us 530x10° <10’ <10° <10° <10° <102 <102 <102 <10° <102 6,00x107

Legenda: /=analize nismo izvedli, MRS=gojii¢e po De Man, Rogosa in Sharpe, M-MRS=modificirano gojis¢e MRS z maltozo, MRS-ZS=MRS z Zol¢nimi solmi,
Rogosa=selektivno gojis¢e za laktobacile, LAMVAB=MRS z dodanim vankomicinom in bromkrezol zelenim, LAMVAB-ZKV=LAMVAB z znizano koncentracijo
vankomicina, LAC= MRS s ciprofloksacinom in klindamicinom, M-17=obogateno gojis¢e za koke



48

Kocjan J. Selektivnost gojis¢ za ugotavljanje Stevila laktobacilov v probioti¢nih izdelkih.
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

4.1.2 Izbira gojis¢ za izolacijo laktobacilov

.....

literaturi najpogosteje predlagani in uporabljani za selektivnho rast laktobacilov
(preglednice 10-13), smo izbrali najprimernejSa gojis¢a za nadaljnje delo, kjer smo
ugotavljali selektivno rast laktobacilov iz mle¢nih izdelkov in prehranskih dopolnil.
Kljuéno vlogo pri izbiri gojis¢a sta imela predvsem sestava gojiSa in razmere pri
inkubaciji.

(anaerobno, aerobno), MRS-ZS, Rogosa (anaerobno, aerobno), LAMVAB-ZKV,
LAMVAB, LAC in M-17, kjer smo petrijeve plos¢e z nacepljenimi ¢istimi kulturami
inkubirali 3 dni pri 37 °C. Zrasle kolonije smo posteli s pomocjo elektronskega Stevca in
na podlagi velikosti populacije ugotavljali primernost gojis¢ za selektivno rast dolocenega
bakterijskega seva znotraj posameznega rodu.

.....

ugotovili, da je rast laktobacilov na gojis¢u M-MRS anaerobno primerljiva z rastjo
laktobacilov na gojis¢u MRS anaerobno (p>0,05, preglednica 11). Tudi v aerobnih
razmerah smo prisli do enakega zakljucka. Rast na gojis¢u M-MRS aerobno in MRS
aerobno je bila podobna (p>0,05, preglednica 11). Tudi ostale preiskovane ¢iste kulture so
rasle primerljivo na gojis¢éu M-MRS ali gojis¢éu MRS, z izjemo vrste Str. thermophilus, za
katero je znano, da sladkorja maltoza ne zmore izkoris¢ati (preglednice 10, 12 in 13).

Rezultati rasti Gistih kultur na gojiséu MRS-ZS kaZejo, da gojis¢e ni zelo selektivno za
gojitev laktobacilov, saj je njegovo sestavo izkoris¢alo le sedem predstavnikov
laktobacilov, poleg tega so na njem lahko uspevale Se bifidobakterije, enterokoki,
streptokoki in laktokoki (preglednice 10, 12 in 13). Ugotovili smo, da je rast laktobacilov
na gojiséu MRS-ZS v primerjavi z rastjo na gojis§éu MRS anaerobno slabsa (p<0,05,
preglednica 11). Gojis¢e MRS-ZS je tako v primerjavi z gojis¢em MRS izkazalo prenizko
mero selektivnosti za rast laktobacilov.

Na gojis¢éu LAMVAB-ZKYV so0, poleg 12 sevov laktobacilov, zrasli po en sev bifidobakterij
in laktokokov ter oba seva enterokokov, medtem ko je preostalih Sest sevov bifidobakterij,
en sev laktokokov in oba seva streptokokov slabo raslo (preglednice 10, 12 in 13).

Gojisée LAC je selektivno za rast laktobacilov, $e posebej iz skupine Lb. acidophilus z
izjemo vrste Lb. johnsonii (preglednica 10).

Za nadaljnje analize mle¢nih izdelkov in prehranskih dopolnil z dodanimi probioti¢nimi
kulturami smo uporabili gojis¢a MRS, Rogosa, LAMVAB-ZKV, LAMVAB in LAC.



49

Kocjan J. Selektivnost gojis¢ za ugotavljanje Stevila laktobacilov v probioti¢nih izdelkih.
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

4.2 MIKROBIOLOSKE PREISKAVE PREHRANSKIH DOPOLNIL IN MLECNIH
IZDELKOV TER IDENTIFIKACIJA IZOLATOV Z METODO PCR

.....

in jih inkubirali. Gojis¢i MRS in Rogosa smo izpostavili tako anaerobnim kot aerobnim
razmeram, medtem ko smo gojis¢a LAMVAB-ZKV, LAMVAB in LAC inkubirali le v
anaerobnih razmerah. Inkubacija je potekala 3 dni pri 37 °C, razen v primeru izdelka sir
LCA, ko smo gojis¢a dodatno inkubirali 3 dni $e pri 30 °C.

Z barvanjem po Gramu smo pregledali nakljuéno izbrane kolonije bakterij. Vzorci
preiskovanih izdelkov so vsebovali laktobacile, bifidobakterije, enterokoke in laktokoke. Z
opazovanjem celic pod svetlobnim mikroskopom smo opazili po Gramu pozitivne bakterije
v obliki palck in kokov. Rezultati mikroskopskih preparatov so prikazani v prilogah A in
B.

V nadaljevanju smo s posameznih gojis¢ s cepljenimi izdelki naklju¢no odbrali po 5, 10 ali
20 kolonij in preverili selektivnost gojis¢ za laktobacile z metodo PCR. Pri tem smo
uporabili za rod Lactobacillus specifi¢na zacetna oligonukleotida. V primeru negativnega
rezultata smo DNA kolonij, glede na podatke z deklaracije o prisotnosti drugih bakterijskih
rodov, analizirali z metodo PCR, kjer smo uporabili bodisi za rod Bifidobacterium,
Enterococcus ali Lactococcus specifiéne zacetne oligonukleotide. V' primeru prisotnosti
bakterijske vrste Lb. acidophilus, smo uporabili vrstno specifi¢na zacetna oligonukleotida.
Pomnozke bakterij smo analizirali z agarozno gelsko elektroforezo ter gele barvali v
barvilu SYBR® Safe in jih fotografirali po osvetlitvi z UV-svetlobo. Pri tem dopus¢amo
moznost slabSe kakovosti fotografij.

4.2.1 Prehranska dopolnila

V analizi smo uporabili komercialno dostopna prehranska dopolnila BioGaia®,
Yogermina®, Waya AB® ter Waya AD®.

4.2.1.1 BioGaia®

Prehransko dopolnilo BioGaia® vsebuje probioti¢no kulturo Lactobacillus reuteri
Protectis. Na barvnem preparatu naklju¢no izbrane, za laktobacile znacilne, kolonije
(priloga A(1)) so vidne po Gramu pozitivne palcke, v parih ali verizicah, ki so
mikromorfoloske lastnosti laktobacilov. Opazimo pa tudi daljSe po Gramu negativne
palcke, ki lahko nakazujejo moznost navzkrizne kontaminacije.

.....

agarozno gelsko elektroforezo smo izvedli analizo pomnozkov z za rod Lactobacillus
specificnima zacetnima oligonukleotidoma (slika 10).
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Preglednica 14: Kvantifikacija bakterij, osamljenih iz prehranskega dopolnila BioGaia® in identifikacija
izbranih kolonij z metodo PCR.

Gojiste MRS Rogosa FAVRART LAMVAB  LAC
Razmerg‘_ anaerobno  aerobno anaerobno aerobno anaerobno anaerobno anaerobno
inkubacije

Preiskava Stevilo bakterij (KE/g) na gojis¢u

Kvantifikacija

na trdnih 6,60x10"  1,60x10" 4,60x10"  <10°  2,60x10°  3,20x10’ <10°
gojiscih

Stevilo pozitivnih kolonij/tevilo analiziranih kolonij

Identifikacija
laktobacilov z 20/20 10/10 20/20 / 20/20 20/20 /
metodo PCR

Legenda: /=metode PCR nismo izvedli, MRS=gojis¢e po De Man, Rogosa in Sharpe, Rogosa=selektivno
gojis¢e za laktobacile, LAMVAB=MRS z dodanim vankomicinom in bromkrezol zelenim, LAMVAB-
ZKV=LAMVAB z znizano koncentracijo vankomicina, LAC=MRS s ciprofloksacinom in klindamicinom

.....

(preglednica 14).

Z metodo PCR (preglednica 14, slika 10, gel (A) in gel (B)) smo vseh 90 preiskovanih
kolonij iz izdelka BioGaia® potrdili za pripadnike rodu Lactobacillus (pri pomnozkih
negativne kontrole dopus¢amo moznost navzkrizne kontaminacije). Dobljen rezultat je bil
pricakovan, saj probioti¢no prehransko dopolnilo BioGaia® vsebuje le eno probioti¢no
bakterijo - Lactobacillus reuteri Protectis, ki je zelo uspesno in v enakih koncentracijah

.....

(<10° KE/g), zato metode PCR nismo izvedli, medtem ko je &ista kultura Lactobacillus

reuteri IM 109 na omenjenih gojis¢ih uspesno zrasla do velikosti populacije 10° KE/ml
(preglednica 10).
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Slika 10: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov bakterij, osamljenih iz prehranskega dopolnila
BioGaia®, pomnozenih z zatetnima oligonukleotidoma, specifi¢nima za rod Lactobacillus, (A): gel 1, (B):
gel 2.

Legenda: P=pozitivna kontrola, N=negativna kontrola, M1=molekulski oznadevalec velikosti DNA 100 bp,
M2=molekulski oznacevalec velikosti DNA 1 kb, proge 1-20: pomnozki bakterij z gojis¢éa MRS anaerobno,
proge 21-30: pomnozki bakterij z gojis¢a MRS aerobno, proge 31-45: pomnozki bakterij z gojis¢a Rogosa
anaerobno, proge 46-50: pomnozki bakterij z gojis¢a Rogosa anaerobno, proge 51-70: pomnozki bakterij z
gojis¢a LAMVAB-ZKYV, proge 71-90: pomnozki bakterij z gojis¢a LAMVAB

4.2.1.2 Yogermina®

Prehransko dopolnilo Yogermina® vsebuje 1I:K/Irobiotiéne seve Lactobacillus acidophilus La-
14™ Lactobacillus paracasei Lpc-37™, Lactobacillus plantarum Lp-115™ in
Bifidobacterium lactis BI-04™. Na barvnem preparatu nakljuéno izbrane, za laktobacile
znacilne, kolonije (priloga A(2)) so vidne po Gramu pozitivne palcke, v parih ali veriZicah,
ki so mikromorfoloske lastnosti laktobacilov.

.....

agarozno gelsko elektroforezo smo izvedli analizo pomnozkov z za rod Lactobacillus ter z
za rod Bifidobacterium specifi¢nima zacetnima oligonukleotidoma (slika 11).
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Preglednica 15: Kvantifikacija bakterij, osamljenih iz prehranskega dopolnila Yogermina® in identifikacija
izbranih kolonij z metodo PCR.

. MRS Rogosa LAMVAB- LAMVAB LAC

Gojisce
ZKV

Razmerg‘_ anaerobno aerobno anaerobno aerobno  anaerobno  anaerobno anaerobno
inkubacije
Preiskava Stevilo bakterij (KE/g) na gojis¢u
Kvantifikacija
na trdnih 3,30x10° 2,07x10° 3,80x10° 8,91x10° 2,50x10°  2,10x10’  2,65x10°
gojiscih

Stevilo pozitivnih kolonij/tevilo analiziranih kolonij

Identifikacija
laktobacilov z 20/20 19/20 20/20 20/20 20/20 19/20 20/20
metodo PCR

Identifikacija
bifidobakterij
z metodo
PCR

/ 1/1 / / / 0/1 /

Legenda: /=metode PCR nismo izvedli, MRS=gojis¢e po De Man, Rogosa in Sharpe, Rogosa=selektivno
gojisCe za laktobacile, LAMVAB=MRS z dodanim vankomicinom in bromkrezol zelenim, LAMVAB-
ZKV=LAMVAB z znizano koncentracijo vankomicina, LAC=MRS s ciprofloksacinom in klindamicinom

.....

10°-10° KE/g, kar je razvidno iz preglednice 15.

Uspesno smo identificirali 139/140 kolonij (pri pomnozkih negativne kontrole dopus¢amo
moznost navzkrizne kontaminacije), osamljenih iz izdelka Yogermina®, od tega smo 138
kolonij, osamljenih z vseh uporabljenih gojis¢, potrdili za predstavnike rodu Lactobacillus
(slika 11, gel (A) in gel (B)).

Eno kolonijo, osamljeno z gojis¢a MRS aerobno, smo potrdili za bifidobakterijo (slika 11,
gel (C), proga 22), kar je sicer presenetljivo glede na striktno anaeroben odnos
bifidobakterij do kisika. Predstavnik bifidobakterij v izdelku je Bifidobacterium lactis, ki
sicer velja za bolj robustno bifidobakterijo glede odnosa do kisika, medtem ko sta dva seva
¢iste kulture B. animalis ssp. lactis IM 414 in B. animalis ssp. lactis IM 418 na omenjenem
gojistu zrasla manj kot 10° KE/ml (preglednica 12).

Preostale kolonije, zrasle na gojis¢éu LAMVAB, z uporabljeno metodo nismo uspeli
dolociti (preglednica 15).



Kocjan J. Selektivnost gojis¢ za ugotavljanje Stevila laktobacilov v probioti¢nih izdelkih.
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

53

* .
Ml12 34556 7 8 910111213141516171819 20 212223242526 P N

i e,
e s amea o sria < &Y o=

(A

M1 272829 30 3132 33 343536373839 40 4142 43 4445 46 47 484950 515253 P M2

U 0iBI e A~ S IR ot

|

M1 54 555657 58 5960 61 6263 64 6566 6768697071 7273 747576 7778798081 P
EAR )P TR = e S SRR 3 TR ] 2] 1~

T —

-

St

| -n

M1 100 101 102 103 104 105 106 107108 109110 110111 112 113 114 115 116 117 1S 119 120 21 12 23 124 125 P AR
S>> [pstetcdo = [={cfo{a]=dedol= = SRS Sl oles }

(L

P AT T 1 cHnpBensees~

M1 126 127128129 130 131 132133 134135 136 137138 139 140 P M2

w3

ML 22 115 P

LA

— ©

—

-t

N M2

.

Slika 11: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov bakterij, osamljenih iz prehranskega dopolnila Yogermina®, pomnozenih z za¢etnima oligonukleotidoma,
specifiénima za rod Lactobacillus, (A): gel 1, (B): gel 2, in specifi¢énima za rod Bifidobacterium (C): gel 3.
Legenda: P=pozitivna kontrola, N=negativna kontrola, M1=molekulski oznaéevalec velikosti DNA 100 bp, M2=molekulski oznacevalec velikosti DNA 1 kb, proge
1-20: pomnozki bakterij z gojis¢a MRS anaerobno, proge 21-40: pomnozki bakterij z gojis¢a MRS aerobno, proge 41-60: pomnozki bakterij z gojis¢a Rogosa
anaerobno, proge 61-80: pomnozki bakterij z gojis¢a Rogosa aerobno, proga 81: pomnozki bakterij z gojis¢a LAMVAB-ZKYV, proge 82-100: pomnozki bakterij z
gojis¢a LAMVAB-ZKYV, proge 101-120: pomnozki bakterij z gojisS¢a LAMVAB, proge 121-140: pomnozki bakterij z gojis¢a LAC, proga 22: pomnozki bakterij z
gojis¢a MRS aerobno, proga 115: pomnozki bakterij z gojisca LAMVAB

* dvakraten nanos vzorca (proga 5)
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4.2.1.3 Waya AB®

Prehransko dopolnilo Waya AB® vsebuje po Gramu pozitivne bakterije; pet laktobacilov
razlicnih  vrst (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus salivarius), dve vrsti bifidobakterij
(Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium lactis) in eno vrsto Enterococcus faecium. Na
barvnem preparatu naklju¢no izbrane, za laktobacile znacilne, kolonije (priloga A(3)) so
vidne po Gramu pozitivne palcke, v parih ali verizicah, ki so mikromorfoloske lastnosti
laktobacilov. Opazimo pa tudi daljse po Gramu negativne palcke, ki lahko nakazujejo
moznost navzkrizne kontaminacije.

.....

agarozno gelsko elektroforezo smo izvedli analizo pomnozkov z za rod Enterococcus
specifi¢nima zacetnima oligonukleotidoma (slika 12).

Preglednica 16: Kvantifikacija bakterij, osamljenih iz prehranskega dopolnila Waya AB® in identifikacija
izbranih kolonij z metodo PCR.

v x MRS Rogosa LAMVAB- LAMVAB LAC

Gojisce
ZKV

Razmere
. S anaerobno aerobno anaerobno aerobno  anaerobno anaerobno anaerobno
inkubacije
Preiskava Stevilo bakterij (KE/g) na goji§¢u
Kvantifikacija
na trdnih 7,50x10®  1,03x10° 7,40x10° 4,40x10®° 5,60x10®  5,60x10°  4,30x10°
gojiscih

Stevilo pozitivnih kolonij/$tevilo analiziranih kolonij

Identifikacija
laktobacilov z 17/20 18/20 8/20 9/20 11/20 12/20 20/20
metodo PCR

Identifikacija
bifidobakterij
z metodo
PCR

0/3 0/2 0/12 2/11 0/9 3/8 /

Identifikacija
enterokokov z 3/3 1/2 0/12 0/9 0/9 0/5 /
metodo PCR

Legenda: /=metode PCR nismo izvedli, MRS=gojis¢e po De Man, Rogosa in Sharpe, Rogosa=selektivno
gojisCe za laktobacile, LAMVAB=MRS z dodanim vankomicinom in bromkrezol zelenim, LAMVAB-
ZKV=LAMVARB z znizano koncentracijo vankomicina, LAC=MRS s ciprofloksacinom in klindamicinom

Na podlagi rezultatov metode PCR (preglednica 16) smo ugotovili, da so probioti¢ne
kulture iz izdelka Waya AB® zelo dobro in v priblizno enakih koncentracijah 108-10° KE/g

.....

Z metodo PCR smo preverili 140 naklju¢no izbranih kolonij z gojiS¢, na katera smo cepili
izdelek Waya AB®. Od tega smo 95 kolonij, osamljenih z vseh uporabljenih gojis¢, potrdili
za predstavnike rodu Lactobacillus (preglednica 16).

Dodatno smo identificirali Se pet kolonij, osamljenih z gojis§¢ Rogosa aerobno in
LAMVAB, in sicer za predstavnike rodu Bifidobacterium (preglednica 16, rezultata 2/11 in
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3/8), medtem ko so Ciste kulture B. bifidum IM 419, B. animalis ssp. lactis IM 414 in B.
animalis ssp. lactis IM 418 na omenjenem goji¢u zrasle v koncentraciji manj kot 10°
KE/ml (preglednica 12). Rast bifidobakterij na gojis¢u LAMVAB je rahlo presenetljiva,
saj naj bi bile po literaturnih podatkih obcutljive za antibiotik vankomicin, prisoten v
omenjenem gojiscu, vendar pa je iz opazZene rasti treh kolonij bifidobakterij na tem gojiscu
mo¢ zakljuciti, da je odpornost proti vankomicinu najverjetneje sevno znacilna.

.....

predstavnike rodu Enterococcus (preglednica 16, rezultata 3/3 in 1/2, slika 12, gel (A)).
Probioti¢na kultura Enterococcus faecium, ki je prisotna v izdelku Waya AB®, je tudi kot

.....

velikosti populacije 10° KE/ml (preglednica 13).

Preostalih 36 kolonij, osamljenih z gojis§¢ MRS aerobno, Rogosa anaerobno, Rogosa
aerobno, LAMVAB-ZKV in LAMVAB, z uporabljeno metodo nismo uspeli dologiti
(preglednica 13).
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Slika 12: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov bakterij, osamljenih iz prehranskega dopolnila Waya
AB®, pomnozenih z zagetnima oligonukleotidoma, specifi¢nima za rod Enterococcus, (A): gel 1.

Legenda: P=pozitivna kontrola, N=negativna kontrola, M1=molekulski oznacevalec velikosti DNA 100 bp,
M2=molekulski oznadevalec velikosti DNA 1 kb, proge 15, 17, 19: pomnozki bakterij z gojis¢a MRS
anaerobno, progi 34, 38: pomnozki bakterij z gojis¢a MRS aerobno, proge 43-46, 51-55, 58, 59: pomnozki
bakterij z gojis¢a Rogosa anaerobno

4.2.1.4 Waya AD®

Prehransko dopolnilo Waya AD® vsebuje pet razli¢nih vrst laktobacilov (Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus salivarius), eno vrsto Bifidobacterium bifidum in eno vrsto Lactococcus
lactis. Na barvnem preparatu nakljuéno izbrane, za laktobacile znacilne, kolonije (priloga
A(4)) so vidne po Gramu pozitivne palcke, v parih ali veriZicah, ki so mikromorfoloSke
lastnosti laktobacilov. Opazimo lahko tudi koke in bacile ter daljse po Gramu negativne
palcke, ki lahko nakazujejo na moznost navzkrizne kontaminacije.

.....

agarozno gelsko elektroforezo smo izvedli analizo pomnozkov z za rod Lactobacillus
specificnima zacetnima oligonukleotidoma (slika 13).
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Preglednica 17: Kvantifikacija bakterij, osamljenih iz prehranskega dopolnila Waya AD® in identifikacija
izbranih kolonij z metodo PCR.

. MRS Rogosa LAMVAB- LAMVAB LAC

Gojisce
ZKV

Razmerg‘_ anaerobno aerobno anaerobno aerobno  anaerobno  anaerobno anaerobno
inkubacije
Preiskava Stevilo bakterij (KE/g) na gojis¢u
Kvantifikacija
na trdnih 8,73x10®°  7,55x10° 6,90x10° 6,45x10°  6,90x10°  5,60x10°  5,30x10’
gojiscih

Stevilo pozitivnih kolonij/tevilo analiziranih kolonij

Identifikacija
laktobacilov z 13/20 18/20 20/20 20/20 8/20 13/20 20/20
metodo PCR

Identifikacija
bifidobakterij
z metodo
PCR

0/7 0/2 / / 0/12 0/7 /

Identifikacija
laktokokov z 0/7 0/2 / / 0/12 0/7 /
metodo PCR

Legenda: /=metode PCR nismo izvedli, MRS=gojis¢e po De Man, Rogosa in Sharpe, Rogosa=selektivno
gojisCe za laktobacile, LAMVAB=MRS z dodanim vankomicinom in bromkrezol zelenim, LAMVAB-
ZKV=LAMVAB z znizano koncentracijo vankomicina, LAC=MRS s ciprofloksacinom in klindamicinom

Rast mikroorganizmov iz izdelka Waya AD® je bila zelo dobra in v priblizno enakih

.....

Z metodo PCR smo 112 od 140 analiziranih kolonij, osamljenih iz izdelka Waya AD®
(preglednica 17, slika 13, gel (A), gel (B), gel (C), gel (D)), potrdili za pripadnike rodu
Lactobacillus.

Poleg laktobacilov, izdelek vsebuje Se Bifidobacterium lactis, njene prisotnosti nismo
potrdili, sta pa dva seva ¢iste kulture B. animalis ssp. lactis IM 414 in B. animalis ssp.
lactis IM 418 na gojis¢ih MRS anaerobno, M-MRS anaerobno in Rogosa anaerobno

uspesno zrasla, medtem ko je bila njuna rast na ostalih gojis¢ih manj kot 10° KE/ml
(preglednica 12).

Glede na deklaracijski opis izdelka, ta vsebuje tudi predstavnika laktokokov, in sicer
Lactococcus lactis, vendar njegove prisotnosti z metodo PCR in uporabo z za rod
Lactococcus specificnima zacetnima oligonukleotidoma nismo potrdili (preglednica 17).
M-MRS anaerobno, M-MRS aerobno, LAMVAB-ZKV, MRS-ZS in M-17 zrasla najman;j
do velikosti populacije 10" KE/ml (preglednica 13). Tudi ¢ista kultura Lc. lactis ssp. lactis

.....

M-MRS aerobno in M-17 najmanj do velikosti populacije 10 KE/ml (preglednica 13).

Skupno 28 kolonij, osamljenih z gojis¢ MRS aerobno, MRS anaerobno, LAMVAB-ZKV
in LAMVAB, z uporabljeno metodo nismo uspeli doloéiti (preglednica 17).
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Slika 13: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov bakterij, osamljenih iz prehranskega dopolnila Waya
AD®, pomnoZenih z zagetnima oligonukleotidoma, specifi¢nima za rod Lactobacillus, (A): gel 1, (B): gel 2,
(C): gel 3, (D): gel 4.

Legenda: P=pozitivna kontrola, N=negativna kontrola, M1=molekulski oznacevalec velikosti DNA 100 bp,
M2=molekulski oznacevalec velikosti DNA 1 kb, proge 1-20: pomnozki bakterij z gojis¢éa MRS anaerobno,
proge 21-40: pomnozki bakterij z gojis¢a MRS aerobno, proge 41-60: pomnozki bakterij z gojis¢a Rogosa
anaerobno, proge 61-80: pomnozki bakterij z gojis¢a Rogosa aerobno, proga 81: pomnozki bakterij z gojis¢a
LAMVAB-ZKV, proge 82-100: pomnozki bakterij z gojis¢a LAMVAB-ZKV, proge 101-120: pomnozki
bakterij z gojis¢a LAMVAB, proge 121-140: pomnozki bakterij z gojis¢a LAC

* dvakraten nanos vzorca (proga P)
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4.2.2 Mleéni izdelki

V analizi smo uporabili naslednje mle¢ne izdelke, fermentirano mleko Ego, jogurt LGG,
napitek LCA, skuto Spar Vital ter sir LCA.

4.2.2.1 Fermentirano mleko Ego

Fermentirano mleko Ego vsebuje bakterijska seva Lactobacillus acidophilus La-5 ter
Bifidobacterium Bb-12. Na barvnem preparatu naklju¢no izbrane, za laktobacile znacilne,
kolonije (priloga B(1)) so vidne po Gramu pozitivne palcke, v verizicah, ki so
mikromorfoloske lastnosti laktobacilov. Opazimo pa tudi daljSe po Gramu negativne
palcke, ki lahko nakazujejo na moznost navzkrizne kontaminacije.

.....

Z agarozno gelsko elektroforezo smo izvedli analizo pomnozkov z za rod Lactobacillus, z
za vrsto Lactobacillus acidophilus ter za rod Bifidobacterium specifi¢cnima zacetnima
oligonukleotidoma (slika 14).

Preglednica 18: Kvantifikacija bakterij, osamljenih iz fermentiranega mleka Ego in identifikacija izbranih
kolonij z metodo PCR.

. MRS Rogosa LAMVAB- LAMVAB LAC

Gojisce
ZKV

Razmere
. S anaerobno aerobno anaerobno aerobno  anaerobno  anaerobno anaerobno
inkubacije
Preiskava Stevilo bakterij (KE/g) na goji$¢u
Kvantifikacija
na trdnih 1,11x10®  4,60x10° 6,00x10" 2,50x10"  2,02x10®°  1,52x10®  5,00x10’
gojiscih

Stevilo pozitivnih kolonij/tevilo analiziranih kolonij

Identifikacija
laktobacilov z 19/20 10/10 9/10 5/5 10/10 10/10 10/10
metodo PCR

Identifikacija
bifidobakterij
z metodo
PCR

1/1 / 171 / / / /

Identifikacija
Lb.
acidophilus z
metodo PCR

19/20 5/10 9/10 0/5 0/10 0/10 4/10

Legenda: /=metode PCR nismo izvedli, MRS=gojis¢e po De Man, Rogosa in Sharpe, Rogosa=selektivno
gojiste za laktobacile, LAMVAB=MRS z dodanim vankomicinom in bromkrezol zelenim, LAMVAB-
ZKV=LAMVARB z znizano koncentracijo vankomicina, LAC=MRS s ciprofloksacinom in klindamicinom

Mikrobiota fermentiranega mleka Ego je zrasla v koncentraciji 10’-10° KE/g na vseh

.....

Z metodo PCR smo analizirali 75 naklju¢no izbranih kolonij. Na podlagi rezultatov metode
PCR smo skupno 73 kolonij, osamljenih z vseh analiziranih gojiS¢, potrdili za predstavnike
rodu Lactobacillus (preglednica 18, slika 14, gel (A)). Izdelek vsebuje jogurtovo startersko
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kulturo ter probioti¢ni kulturi Lactobacillus acidophilus La-5 in Bifidobacterium Bb-12.

Cista kultura Lb. acidophilus IM 116 je uspesno zrasla na vseh uporabljenih gojis¢ih do
velikosti populacije 108 KE/ml (preglednica 10).

Dodatno smo potrdili Se dve koloniji, osamljeni z gojis¢ MRS anaerobno in Rogosa
anaerobno (preglednica 18, rezultata 1/1 in 1/1), in sicer za predstavnici rodu
Bifidobacterium (slika 14, gel (C)). Bakterija Bifidobacterium Bb-12, ki je zastopana v

izdelku, je tudi kot Cista kultura uspesno zrasla na gojis¢ih MRS anaerobno in Rogosa
anaerobno, do velikosti populacije 10° KE/ml (preglednica 12).

Z uporabljeno metodo smo na nivoju rodu uspeli identificirati vseh 75 preiskovanih kolonij
iz fermentiranega mleka Ego (preglednica 18).

Pri kolonijah, ki smo jih z metodo PCR z za rod Lactobacillus specificnima zacetnima
oligonukleotidoma potrdili za laktobacile, smo izvedli dodatno metodo PCR, in sicer z
zacetnima oligonukleotidoma, specifi¢nima za vrsto Lb. acidophilus. Od 73 preiskovanih
kolonij, potrjenih za laktobacile, smo jih le 37, osamljenih z gojis¢ MRS anaerobno, MRS
aerobno, Rogosa anaerobno in LAC potrdili za predstavnike vrste Lb. acidophilus
(preglednica 18, slika 14, gel (B)). Za ostale, na nivoju vrste neidentificirane laktobacile bi
lahko predpostavili, da so najverjetneje pripadniki vrste Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus, ki
je v Ego dodana kot starterska kultura. Kot prikazuje preglednica 10 je tudi Cista kultura
Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus IM 348 na gojis¢ih MRS anaerobno, MRS aerobno in
Rogosa anaerobno uspesno zrasla do velikosti populacije 10® KE/ml. Obstaja verjetnost, da
bi z dodatno metodo PCR, ob wuporabi za vrsto Lb. delbrueckii specifi¢nih
oligonukleotidov, preostalih 36 vrstno neidentificiranih kolonij lahko identificirali. Tako bi
morda lahko dolo¢ili prisotnost startarske kulture Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus. Glede na
to, da smo vsem preiskovanim kolonijam dolo¢ili rodovno specifi¢nost, predpostavljamo,
da starterske kulture Str. thermophilus med nasimi analiziranimi kolonijami ni bilo.
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Slika 14: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov bakterij, osamljenih iz fermentiranega mleka Ego,
pomnoZenih z zaéetnima oligonukleotidoma, specifiénima za rod Lactobacillus, (A): gel 1, specificnima za
vrsto Lactobacillus acidophilus, (B): gel 2, in specifi¢nima za rod Bifidobacterium, (C): gel 3.

Legenda: P=pozitivna kontrola, N=negativna kontrola, M1=molekulski oznacevalec velikosti DNA 100 bp,
M2=molekulski oznacevalec velikosti DNA 1 kb, proge 1-20: pomnozki bakterij z gojis¢éa MRS anaerobno,
proge 21-30: pomnozki bakterij z gojis¢éa MRS aerobno, proge 31-40: pomnozki bakterij z gojis¢a Rogosa
anaerobno, proge 41-45: pomnozki bakterij z gojis¢a Rogosa aerobno, proge 46-55: pomnozki bakterij z
gojis¢a LAMVAB-ZKYV, proge 65-75: pomnozki bakterij z gojis¢a LAMVAB, proga 15: pomnozki bakterij z
gojis¢a MRS anaerobno, proga 33: pomnozki bakterij z gojis¢a Rogosa anaerobno

4.2.2.2 Jogurt LGG

Izdelek jogurt LGG vsebuje bakterijski sev Lactobacillus rhamnosus Gorbach&Goldin
ATCC 53103 Na barvnem preparatu naklju¢no izbrane, za laktobacile znacilne, kolonije
(priloga B(2)) so vidne po Gramu pozitivne palcke, ki so mikromorfoloske lastnosti
laktobacilov.

.....

Z agarozno gelsko elektroforezo smo izvedli analizo pomnozkov z za rod Lactobacillus
specificnima zacetnima oligonukleotidoma (slika 15).
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Preglednica 19: Kvantifikacija bakterij, osamljenih iz jogurta LGG in identifikacija izbranih kolonij z metodo
PCR.

. MRS Rogosa LAMVAB- LAMVAB LAC

Gojisce
ZKV

Razmerg_ anaerobno aerobno anaerobno aerobno  anaerobno  anaerobno anaerobno
inkubacije
Preiskava Stevilo bakterij (KE/g) na gojis¢u
Kvantifikacija
na trdnih 1,72x10°  9,82x10° 1,44x10° 7,70x10°  9,30x10°  7,80x10° <10*
gojiscih

Stevilo pozitivnih kolonij/tevilo analiziranih kolonij

Identifikacija
laktobacilov z 20/20 20/20 19/20 20/20 13/20 15/20 /
metodo PCR

Legenda: /=metode PCR nismo izvedli, MRS=gojis¢e po De Man, Rogosa in Sharpe, Rogosa=selektivno
gojis¢e za laktobacile, LAMVAB=MRS z dodanim vankomicinom in bromkrezol zelenim, LAMVAB-
ZKV=LAMVAB z znizano koncentracijo vankomicina, LAC=MRS s ciprofloksacinom in klindamicinom

Rast bakterij iz izdelka jogurt LGG smo dolo¢ili v priblizno enakih koncentracijah 10°-10°

.....

LAMVAB ZKV in LAMVAB (preglednica 19).

Z metodo PCR smo 107 od 120 preiskovanih kolonij potrdili za predstavnike rodu
Lactobacillus (preglednica 19). Jogurt LGG vsebuje starterski kulturi Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus in Str. thermophilus ter eno probioticno bakterijo, in sicer Lactobacillus
rhamnosus. Na gojis¢éu LAC pa rasti pri uporabljenih razred¢itvah nismo opazili
(preglednica 19), medtem ko sta tudi seva cistih kultur Lb. rhamnosus IM 239 ter Lb.
rhamnosus IM 310 na omenjenem gojii¢u zrasla v koncentraciji manj kot 10° KE/ml
(preglednica 10).

Pri izdelku jogurt LGG smo z metodo PCR dolo¢ili le laktobacile, ki torej dobro uspevajo

na vseh uporabljenih gojis¢ih (preglednica 19).

LAMVAB nismo uspeli identificirati, sklepali smo, da gre najverjetneje za predstavnike
jogurtove starterske kulture. Ceprav smo na 13-ih neidentificiranih kolonijah metodo PCR
z za rod Lactobacillus zacetnima oligonukleotidoma ponovili trikrat, smo vsaki¢ dobili
negativne rezultate in s tem z veliko verjetnostjo potrdili da ne gre za laktobacile
anaerobno, MRS aerobno, M-MRS anaerobno, M-MRS aerobno in Rogosa anaerobno
sicer zrasla do velikosti populacije 10® KE/ml (preglednica 10), kar pa ne velja nujno tudi
za sev Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus iz jogurta LGG. Po drugi strani pa je ¢ista kultura
anaerobno, MRS-ZS in M-17, drug sev &iste kulture Str. thermophilus IM 410 pa je rasel le
na gojis¢ih MRS anaerobno do velikosti populacije 10° KE/ml in M-17 do velikosti
uporabljenih razredCitvah nismo zasledili. Prav tako opazanj rasti Cistih kultur Str.
thermophilus IM 377 ter Str. thermophilus IM 410 ne moremo preslikati na sev

.....



62

Kocjan J. Selektivnost gojis¢ za ugotavljanje Stevila laktobacilov v probioti¢nih izdelkih.
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

Rogosa anaerobno, LAMVAB-ZKYV in LAMVAB, zato ne moremo izklju¢iti mozZnosti, da
bi bile neidentificirane kolonije lahko pripadniki rodu Streptococcus, kar bi lahko potrdili z
ustrezno metodo PCR.
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Slika 15: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov bakterij, osamljenih iz jogurta LGG, pomnoZenih z
zadetnima oligonukleotidoma, specifi¢nima za rod Lactobacillus, (A): gel 1, (B): gel 2, (C): gel 3.

Legenda: P=pozitivna kontrola, N=negativna kontrola, M1=molekulski oznadevalec velikosti DNA 100 bp,
M2=molekulski oznacevalec velikosti DNA 1 kb, proge 1-20: pomnozki bakterij z gojis¢éa MRS anaerobno,
proge 21-40: pomnozki bakterij z gojis¢a MRS aerobno, proge 41-60: pomnozki bakterij z gojis¢a Rogosa
anaerobno, proge 61-80: pomnozki bakterij z goji§¢a Rogosa aerobno, proge 81-100: pomnozki bakterij z
gojis¢a LAMVAB-ZKYV, proge 101-120: pomnozki bakterij z gojis¢a LAMVAB

* dvakraten nanos vzorca (proga P)
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4.2.2.3 Napitek LCA

Napitek LCA vsebuje bakterijske vrste Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei in
Bifidobacterium Bb-12. Na barvnem preparatu naklju¢no izbrane za laktobacile znacilne
kolonije (priloga B(3)) so vidne po Gramu pozitivne palcke, ki so mikromorfoloske
lastnosti laktobacilov. Opazimo pa tudi ukrivljene in/ali razvejane palcke, najverjetneje gre
za bifidobakterije.

.....

agarozno gelsko elektroforezo smo izvedli analizo pomnozkov z za rod Lactobacillus, z za
vrsto Lactobacillus acidophilus ter za rod Bifidobacterium specificnima zacetnima
oligonukleotidoma (slika 16).

Preglednica 20: Kvantifikacija bakterij, osamljenih iz napitka LCA in identifikacija izbranih kolonij z metodo
PCR.

Gojisce MRS Rogosa LAMVAB- LAMVAB LAC
ZKV

Razmere

. S anaerobno aerobno anaerobno aerobno  anaerobno  anaerobno anaerobno

inkubacije

Preiskava Stevilo bakterij (KE/g) na goji§¢u

Kvantifikacija

na trdnih 1,98x108  1,43x10® 9,18x10° 2,34x10°  1,34x10®  1,13x10"  4,70x10’

gojiscih

Stevilo pozitivnih kolonij/$tevilo analiziranih kolonij

Identifikacija

laktobacilov z 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 13/20
metodo PCR

Identifikacija

bifidobakterij / / / / / / 0/7

z metodo PCR

Legenda: /=metode PCR nismo izvedli, MRS=gojis¢e po De Man, Rogosa in Sharpe, Rogosa=selektivno
gojise za laktobacile, LAMVAB=MRS z dodanim vankomicinom in bromkrezol zelenim, LAMVAB-
ZKV=LAMVARB z znizano koncentracijo vankomicina, LAC=MRS s ciprofloksacinom in klindamicinom

.....

sicer v koncentracijah 10°-10° KE/g (preglednica 20).

Z metodo PCR smo 133 od 140 preiskovanih kolonij potrdili za predstavnike rodu
Lactobacillus (preglednica 20). Sedem kolonij, ki so zrasle na gojis¢u LAC, je ostalo
neidentificiranih.

Izdelek poleg jogurtove starterske kulture (Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus in Str.
thermophilus) ter sevov Lb. acidophilus La-5 in Lb. casei, vsebuje Se sev Bifidobacterium
Bb-12, a prisotnosti predstavnikov tega rodu z uporabljeno metodo nismo uspeli potrditi
(preglednica 20). Na dobljeni rezultat so nas napeljali Ze rezultati rasti Ciste kulture B.
animalis ssp. lactis Bb-12 IM 414 in B. animalis ssp. lactis Bb-12 IM 418, ki je na gojis¢u
LAC zrasla v koncentraciji manj kot 10® KE/ml (preglednica 12).

Po drugi strani pa je tudi ¢ista kultura Str. thermophilus IM 377 na omenjenem gojiscu
zrasla manj kot 10° KE/ml ter Str. thermophilus IM 410 na gojis¢u LAC zrasla v nizji
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koncentraciji kot 10° KE/ml (preglednica 13), &esar pa spet ne moremo trditi za sev
Streptococcus thermophilus iz napitka. Obstaja torej moznoSt, da je sedem
neidentificiranih kolonij z gojis¢a LAC pripadnikov rodu Streptococcus, kar bi lahko
potrdili z ustrezno metodo PCR.
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Slika 16: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov bakterij, osamljenih iz napitka LCA, pomnoZenih z zadetnima oligonukleotidoma, specifi¢cnima za rod
Lactobacillus, (A): gel 1, (B): gel 2.

Legenda: P=pozitivna kontrola, N=negativna kontrola, M1=molekulski oznacevalec velikosti DNA 100 bp, M2=molekulski ozna¢evalec velikosti DNA 1 kb, proge
1-20: pomnozki bakterij z gojis¢a MRS anaerobno, proge 21-40: pomnozki bakterij z gojis¢a MRS aerobno, proge 41-60: pomnozki bakterij z gojis¢a Rogosa
anaerobno, proge 61-80: pomnozki bakterij z gojis¢a Rogosa aerobno, proga 81: pomnozki bakterij z gojis¢éa LAMVAB-ZKV, proge 82-100: pomnozki bakterij z
gojis¢a LAMVAB-ZKV, proge 101-120: pomnozki bakterij z gojis¢éa LAMVAB, proge 121-140: pomnozki bakterij z gojis¢a LAC



66

Kocjan J. Selektivnost gojis¢ za ugotavljanje Stevila laktobacilov v probioti¢nih izdelkih.
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

4.2.2.4 Skuta Spar Vital

Skuta Spar Vital vsebuje bakterijski vrsti Lactobacillus acidophilus in Bifidobacterium (nu-
trish™). Na barvnem preparatu naklju¢no izbrane, za laktobacile znacilne, kolonije (priloga
B(4)) so vidne po Gramu pozitivne palcke, ki so mikromorfoloske lastnosti laktobacilov.

.....

agarozno gelsko elektroforezo smo izvedli analizo pomnozkov z za rod Lactobacillus, z za
vrsto Lactobacillus acidophilus ter za rod Bifidobacterium specificnima zacetnima
oligonukleotidoma (slika 17).

Preglednica 21: Kvantifikacija bakterij, osamljenih iz skute Spar Vital in identifikacija izbranih kolonij z
metodo PCR.

v x MRS Rogosa LAMVAB- LAMVAB LAC

Gojisce
ZKV

Razmere
. S anaerobno aerobno anaerobno aerobno  anaerobno anaerobno anaerobno
inkubacije
Preiskava Stevilo bakterij (KE/g) na gojis¢u
Kvantifikacija
na trdnih 3,25x10°  1,05x10° 3,14x10° 8,00x10°  1,50x10°  3,45x10°  7,10x10°
gojiscih

Stevilo pozitivnih kolonij/$tevilo analiziranih kolonij

Identifikacija
laktobacilov z 15/20 14/20 14/20 6/20 11/20 9/20 20/20
metodo PCR

Identifikacija
bifidobakterij
z metodo
PCR

2/5 0/6 2/6 3/14 0/9 0/11 /

Identifikacija
enterokokov z 0/3 0/6 0/4 1/11 0/9 0/11 /
metodo PCR

Legenda: /=metode PCR nismo izvedli, MRS=gojis¢e po De Man, Rogosa in Sharpe, Rogosa=selektivno
gojisCe za laktobacile, LAMVAB=MRS z dodanim vankomicinom in bromkrezol zelenim, LAMVAB-
ZKV=LAMVAB z znizano koncentracijo vankomicina, LAC=MRS s ciprofloksacinom in klindamicinom

Mikrobna populacija izdelka skuta Spar Vital je zrasla na vseh uporabljenih gojis¢ih v
koncentraciji 10°-10" KE/g (preglednica 21). Z gojis¢ smo analizirali 140 nakljuéno
izbranih kolonij. Z metodo PCR smo uspeli identificirali predstavnike laktobacilov,
bifidobakterij in enterokokov.

Z metodo PCR z rod Lactobacillus specificnima zacetnima oligonukleotidoma smo 89 od
140 analiziranih kolonij, osamljenih z vseh gojis¢, potrdili za predstavnike rodu

Lactobacillus (preglednica 21, slika 17, gel (A), gel (B)).

Dodatno smo z metodo PCR s specifiécnima zaetnima oligonukleotidoma za rod
Bifidobacterium potrdili Se sedem kolonij, osamljenih z gojis¢ MRS anaerobno, Rogosa
anaerobno in Rogosa aerobno za predstavnike rodu Bifidobacterium (preglednica 21,
rezultati 2/5, 2/6, 3/14). Tudi cisti kulturi B. animalis ssp. lactis IM 414 in B. animalis ssp.
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.....

20ji8¢u Rogosa aerobno (preglednica 12).

Glede na tehnoloski postopek izdelave skute, smo se odloCili preveriti Se morebitno
prisotnost enterokokov. Z metodo PCR smo potrdili $e eno kolonijo, osamljeno z gojisca
Rogosa aerobno, za predstavnico rodu Enterococcus (preglednica 21, rezultat 1/11). Cista
kultura E. faecium IM 312 je na gojis¢u Rogosa aerobno zrasla v koncentraciji 10° KE/ml,
Gista kultura E. faecium IM 273 pa <10° KE/ml (preglednica 13).

Preostalih 43 kolonij, osamljenih z gojis¢ MRS anaerobno, MRS aerobno, Rogosa
anaerobno, Rogosa aerobno, LAMVAB-ZKV in LAMVAB, z uporabljeno metodo nismo
uspeli identificirati (preglednica 21).
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Slika 17: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov bakterij, osamljenih iz skute Spar Vital, pomnoZenih z
zadetnima oligonukleotidoma, specifi¢nima za rod Lactobacillus, (A): gel 1, (B): gel 2.

Legenda: P=pozitivna kontrola, N=negativna kontrola, M1=molekulski oznacevalec velikosti DNA 100 bp,
M2=molekulski oznacevalec velikosti DNA 1 kb, proge 1-20: pomnozki bakterij z gojis¢éa MRS anaerobno,
proge 21-40: pomnozki bakterij z gojis¢a MRS aerobno, proge 41-60: pomnozki bakterij z gojis¢a Rogosa
anaerobno, proge 61-80: pomnozki bakterij z gojis¢a Rogosa aerobno, proga 81: pomnozki bakterij z goji§¢a
LAMVAB-ZKV, proge 82-100: pomnozki bakterij z gojis¢a LAMVAB-ZKV, proge 101-120: pomnozki
bakterij z gojis¢éa LAMVAB, proge 121-140: pomnozki bakterij z gojis¢a LAC

4.2.2.5 Sir LCA

Sir LCA vsebuje probioti¢no kulturo Lactobacillus casei. Na barvnem preparatu naklju¢no
izbrane, za laktobacile znacilne, kolonije (priloga B(5)) so vidne po Gramu pozitivhe



68

Kocjan J. Selektivnost gojis¢ za ugotavljanje Stevila laktobacilov v probioti¢nih izdelkih.
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

palcke, ki so mikromorfoloske lastnosti laktobacilov. Opazimo pa tudi ukrivljene in/ali
razvejane palcke, najverjetneje gre za bifidobakterije.

.....

agarozno gelsko elektroforezo smo izvedli analizo pomnozkov z za rod Lactobacillus, z za
vrsto Lactobacillus acidophilus ter za rod Bifidobacterium specificnima zacetnima
oligonukleotidoma (slika 18).

Preglednica 22: Kvantifikacija bakterij, osamljenih iz sira LCA in identifikacija izbranih kolonij z metodo
PCR po inkubaciji pri 30 °C in 37 °C.

. MRS Rogosa LAMVAB- LAMVAB LAC
Gojisce
ZKV
Razmere
. S anaerobno aerobno anaerobno aerobno  anaerobno  anaerobno anaerobno
inkubacije
Preiskava Stevilo bakterij (KE/g) na gojis¢u
Kvantifikacija
na trdnih 530x10°  7,50x10° 4,40x10° 4,10x10°  <10° <10° <10°
g0jiscih,
30°C
Kvantifikacija
na trdnih 7,10x10®  7,70x10° 6,20x10° 5,60x10°  1,99x10°  1,60x10° <10°
gojiscih,
37°C

Stevilo pozitivnih kolonij/stevilo analiziranih kolonij

Identifikacija
laktobacilov z
metodo PCR,
30 °C

10/10 10/10 10/10 10/10 / / /

Identifikacija
laktobacilov z
metodo PCR,
37 °C

10/10 10/10 10/10 10/10 20/20 20/20 /

Legenda: /=metode PCR nismo izvedli, MRS=gojis¢e po De Man, Rogosa in Sharpe, Rogosa=selektivno
gojise za laktobacile, LAMVAB=MRS z dodanim vankomicinom in bromkrezol zelenim, LAMVAB-
ZKV=LAMVAB z znizano koncentracijo vankomicina, LAC=MRS s ciprofloksacinom in klindamicinom

Z metodo PCR smo analizirali kolonije, zrasle iz vzorca sira LCA, kjer smo petrijeve
plosce z gojis€em in cepljenim z izdelkom inkubirali lo¢eno, in sicer pri 30 °C in pri 37 °C.

V poskusu, kjer smo inkubacijo izvedli pri 30 °C je mikrobna populacija sira LCA izkazala
rast na gojis¢ih MRS anaerobno, MRS aerobno, Rogosa anaerobno in Rogosa aerobno
zrasla v koncentracijah 10° KE/g. Skupno smo analizirali 40 kolonij in vse potrdili za
predstavnike rodu Lactobacillus (preglednica 22, slika 18, gel (C), gel (D)). Z gojis¢
LAMVAB-ZKV, LAMVAB in LAC metode PCR nismo izvedli, ker pri uporabljenih
razred¢itvah ni bilo mikrobne rasti. Inkubacijo pri 30 °C smo izvedli zaradi optimizacije

razmer za rast vrste Lb. casei (preglednica 22).

.....

Rogosa anaerobno, Rogosa aerobno, LAMVAB-ZKV in LAMVAB v koncentracijah
10° KE/g, kjer pa smo vseh 80 osamljenih in analiziranih kolonij potrdili za pripadnike
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rodu Lactobacillus (preglednica 22, slika 18, gel (A), gel (B)). Z gojis¢a LAC metode PCR
nismo izvedli, ker pri uporabljenih razred¢itvah ni bilo rasti mikroorganizmov (preglednica
22).

Dobljen rezultat nas ni presenetil, saj sir LCA vsebuje le eno dodano probioti¢no bakterijo,
in sicer Lactobacillus casei ter sirarske starterske kulture. Informacije z deklaracije izdelka
nam niso postregli s to¢nimi podatki o sirarski kulturi, sklepamo pa, da so bili to
laktobacili, saj smo vse preiskovane kolonije dolocili za predstavnike rodu Lactobacillus,
glede na to, da smo jih izbrali naklju¢no, sklepamo, da smo Vv analizi zaobjeli tako sirarsko
kot tudi probioti¢no kulturo.
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Slika 18: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov bakterij, osamljenih iz sira LCA, pomnoZenih z

zadetnima oligonukleotidoma, specifiénima za rod Lactobacillus, (A): gel 1 po inkubaciji gojis¢ pri 37 °C,
(B): gel 2 po inkubaciji gojis¢ pri 37 °C, (C): gel 1 po inkubaciji gojis¢ pri 30 °C, (D): gel 2 po inkubaciji

g0jis¢ pri 30 °C.

Legenda: P=pozitivna kontrola, N=negativna kontrola, M1=molekulski oznaéevalec velikosti DNA 100 bp,
M2=molekulski oznacevalec velikosti DNA 1 kb, proge 1-10: pomnozki bakterij z gojis¢a MRS anaerobno,
proge 11-20: pomnozki bakterij z gojis¢a MRS aerobno, proge 21-30: pomnozki bakterij z gojis¢a Rogosa
anaerobno, proge 31-40: pomnozki bakterij z gojis¢a Rogosa aerobno, proge 41-60: pomnozki bakterij z
gojis¢a LAMVAB-ZKYV, proge 61-80: pomnozki bakterij z gojis¢a LAMVAB
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eev v

Izdelki, ki smo jih pri analizi uporabili so vsebovali eno ali ve¢ probioti¢nih kultur, med
katerimi so bili laktobacili, bifidobakterije, enterokoki, laktokoki ter starterske kulture, ki
so prisotne v mle¢nih izdelkih.

Na gojis¢u MRS smo dolo¢ili laktobacile (preglednice 14-22) in dokazali prisotnost
bifidobakterij. Prepoznali smo tri bifidobakterije na gojis¢u MRS anaerobno (preglednici
18 in 21) ter eno bifidobakterijo na gojis¢u MRS aerobno (preglednica 15). Dodatno smo
identificirali Se en enterokok, ki je zrasel na gojis¢u MRS aerobno (preglednica 16). Glede
na rezultate analiz izdelkov gojis¢e MRS omogoca rast laktobacilom, bifidobakterijam in
enterokokom.

Na gojis¢u Rogosa smo poleg laktobacilov (preglednice 14-22) dolocili Se predstavnike
bifidobakterij in enterokokov. Prepoznali smo tri bifidobakterije na gojis¢u Rogosa
anaerobno (preglednici 15 in 21), pet bifidobakterij na gojis¢u Rogosa aerobno
(preglednici 16 in 21) ter en enterokok na gojis¢u Rogosa aerobno (preglednica 21).
Ocenimo lahko, da gojis¢e Rogosa omogoca rast laktobacilom, bifidobakterijam in
enterokokom.

Na gojis¢u LAMVAB-ZKV smo dolo¢ili le laktobacile (preglednice 14-22). Na gojis¢u
LAMVAB smo prepoznali laktobacile (preglednice 14-22) ter tri bifidobakterije
manjS$i meri omogoca rast tudi bifidobakterijam. Znotraj laktobacilov smo opazili, da
sestavine gojis¢ LAMVAB-ZKV in LAMVAB najbolje izkoris¢ajo predstavniki skupine
Lb. casei in vrste Lb. salivarius (preglednice 14-17, 19, 20 in 22).

Na gojis¢u LAC smo dolocili le laktobacile (preglednice 14-22). V primeru, da je izdelek
(jogurt LGG, sir LCA) vseboval le bakterijsko vrsto, ki spada v skupino Lb. casei (Lb.
rhamnosus, Lb. casei) rasti na gojis¢éu LAC nismo opazili, kar nakazuje na to, da gojisce
LAC selektivno deluje tudi znotraj rodu Lactobacillus. Podobno smo ugotovili $e pri
izdelku BioGaia®, kjer vsebovana kultura Lb. reuteri tudi ni uspevala na gojis¢u LAC. Do
nasprotne ugotovitve so nas pripeljali rezultati pri izdelkih Yogermina® Waya AB®, Waya
AD®, fermentirano mleko Ego, napitek LCA, skuta Spar Vital, kjer je dodana kultura Lb.
acidophilus na gojis¢u LAC uspevala zelo dobro. Povzamemo lahko, da je gojisce LAC za
skupino Lb. acidophilus zelo selektivno, hkrati pa ne ustreza predstavnikom skupine Lb.
caseli.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Da bi pridobili orientacijske vrednosti sposobnosti rasti predstavnikov razlicnih rodov
bakterijskih kultur ugotavljali s cepljenjem na gojis¢a MRS (anaerobno, aerobno), M-MRS
(anaerobno, aerobno), MRS-ZS, Rogosa (anaerobno, aerobno), LAMVAB-ZKYV,
LAMVAB, LAC in M-17. Na podlagi rezultatov rasti Cistih bakterijskih kultur na izbranih
analizi ne bomo uporabili, saj nista izkazali potencialne selektivnosti za rast laktobacilov.
Tudi gojis¢a M-17 v drugem delu poskusa nismo uporabili, saj smo v zacetnem delu preko
njega pridobili le orientacijsko vrednost rasti kokov (enterokoki, laktokoki, streptokoki).

V nadaljevanju smo preverjali selektivno rast laktobacilov iz prehranskih dopolnil in

.....

(anaerobno, aerobno), LAMVAB-ZKV, LAMVAB in LAC.

Da bi preverili selektivnost posameznega gojis¢a smo naklju¢no izbrane kolonije po
nacepljanju izdelkov identificirali z metodo PCR, pri ¢emer smo zeleli zajeti ¢im bolj
reprezentativen vzorec. 1z zapisov na deklaracijah, smo najprej vse vzorce kolonij preverili
z metodo PCR, v kateri smo uporabili zacetne oligonukleotide, specificne za rod
Lactobacillus. Pri vzorcih kolonij, kjer smo dobili negativne rezultate, smo v nadaljnji
analizi uporabili metodo PCR $§e s specifiénimi zacetnimi oligonukleotidi za
bifidobakterije, enterokoke oz. laktokoke, ustrezno glede na podatke z deklaracij.

5.1.1 Primerjava selektivnosti gojis¢ za ¢iste kulture in laktobacile iz probioti¢nih
izdelkov

.....

prisotnih mikroorganizmov, ne motijo pa rasti tarénega mikroorganizma. Najveckrat so to
antibiotiki, barvila, dodatki ali ostale sestavine gojis¢, selektivnost pa lahko Se dodatno
povecamo z ustrezno vrednostjo pH in ay,-gojis¢a ter razmerami inkubacije, na primer s
temperaturo ali sestavo atmosfere. Identifikacijo si olajsamo z uporabo diferencialnih snovi
v selektivnem gojiscu, ki omogocajo razlikovanje sorodnih mikroorganizmov. Izbira
gojisca za selektivno rast Zelenih mikroorganizmov je odvisna od vrste preiskovanega
izdelka, taréne skupine mikroorganizmov in taksonomske raznolikosti bakterijske
mikrobiote izdelka (Holbrook, 2000; Smole Mozina, 2003).

Nasi rezultati so pokazali, da bolj kot naj bi bilo gojis¢e selektivno, uspesnejsa je bila
selektivna rast tar¢nega mikroorganizma ter zavrta rast preostale prisotne mikrobiote, kar
smo potrdili tudi z metodo PCR, kjer smo uporabili rodovno oz. vrstno specifi¢ne zacetne
oligonukleotide za laktobacile, bifidobakterije, enterokoke.

Starterski jogurtovi kulturi Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus in Streptococcus
thermophilus v izdelkih sta zivi, v prebavnem traktu pa ne prezivita in tako ne izkazujeta
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terapevtskih ucinkov. Sicer pa je uporaba tehnoloskih mikroorganizmov klju¢na za
pravilen in uspesen potek fermentacije (Tharmaraj in Shah, 2003).

5.1.1.1MRS

Gojis¢e MRS je v primerjavi z gojis¢em LAMVAB slabo selektivno za laktobacile,
medtem ko je gojis¢ée LAMVAB izkazalo visoko selektivnost za rast predstavnikov rodu
Lactobacillus (Hartemink in sod., 1997). Ugotovili so, da so vsi preiskovani laktobacili,
razen dveh, osamljenih iz ustne votline, rasli na gojis¢u LAMVAB, niso pa opazili rasti pri
nobenem od preiskovanih predstavnikov rodu bifidobakterij, enterokokov, laktokokov in
streptokokov. Prav nasprotno pa se je izkazalo pri gojis¢éu MRS, saj so, poleg laktobacilov,
na gojis¢u MRS dobro rasli vsi preiskovani sevi zgoraj nastetih rodov.

Do podobnih ugotovitev kot Hartemink in sod. (1997) smo prisli tudi v naSem poskusu, ko
smo dokazali zadovoljivo selektivno rast laktobacilov na gojis¢u LAMVAB 0z. Ze na
gojis¢éu LAMVAB-ZKYV, saj je poleg laktobacilov rast izkazalo le se pet ne-laktobacilov,
in sicer B. infantis IM 344, E. faecium IM 273, E. faecium IM 312 ter Lc. lactis ssp.
cremoris IM 241 kot ciste kulture na gojis¢cu LAMVAB-ZKV (preglednica 13) ter B.
bifidum iz izdelka Waya AB® na gojis¢u LAMVAB (preglednica 16). Med rezultati nasega
poskusa in poskusa Hartemink in sod. (1997) so jasne vzporednice, saj gojis¢e MRS v
obeh primerih omogoca neselektivno rast raznoliki mikrobioti, medtem ko gojisce
LAMVAB dovolj selektivno omogoca rast laktobacilom, saj je v obeh poskusih vecina
zrasle populacije na gojis¢u LAMVAB pripadalo rodu Lactobacillus.

Zaklju¢imo lahko, da gojis¢e MRS ne izkazuje selektivnosti za rast laktobacilov, saj
omogoca rast vsem MKB in tudi bifidobakterijam. Potrdili smo hipotezo Van de Casteele
in sod. (2006), da je gojis¢ée MRS bolj kultivacijsko kot selektivno in zato primernejse za
priblizno oceno velikosti populacije MKB in bifidobakterij kot pa za selektivno rast
laktobacilov.

Tudi aerobne oz. anaerobne razmere inkubacije so do dolo¢ene mere vplivale na rast
kultur, saj je v anaerobnih razmerah dobro uspevala vec¢ina preiskovanih bakterij, medtem
ko v aerobnih razmerah nismo ugotovili rasti bifidobakterij in streptokokov pri
obravnavanih razred¢itvah.

5.1.1.2 M-MRS

Na gojis¢u M-MRS anaerobno so bifidobakterije v nasem primeru primerljivo dobro
uspevale kot na gojis¢u MRS anaerobno, podobno pa je ugotovil ze Shah (2000).

Podobno kot Hull in Roberts (1984) smo tudi mi ugotovili, da gojis¢ée M-MRS ne ustreza
predstavnikom vrste Str. thermophilus.

Na gojis¢u M-MRS anaerobno in aerobno smo dolocili rast predstavnikov rodov
Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus in Lactococcus v priblizno enakih
koncentracijah 108-10° KE/ml (preglednice 10, 12 in 13). Streptokoki na gojis¢u M-MRS
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pri obravnavanih razred¢itvah niso uspevali (preglednica 13). Iz rezultatov sklepamo, da
gojis¢e M-MRS ne izkazuje zadostne selektivnosti za rast laktobacilov.

5.1.1.3 MRS-ZS

Na gojis¢u MRS-ZS v anaerobnih razmerah so sicer najbolj uspevali laktobacili, ¢eprav
smo zaznali rast tudi ostalih predstavnikov MKB (preglednice 10, 12 in 13). Iz rezultatov
nase analize lahko re¢emo, da je gojis¢e premalo selektivno za rast predstavnikov rodu
Lactobacillus.

Ceprav v svoji $tudiji Vinderola in Reinheimer (1999) predlagata gojis¢e MRS-ZS za
selektivno rast vrste Lb. acidophilus iz meSanih mikrobnih zdruzb, pa to tezko recemo za
naso raziskavo, saj se gojis¢e MRS-ZS za vrsto Lb. acidophilus ni izkazalo kot primerno in
je bila rast <10* KE/ml (preglednica 10).

Raziskovalca Dave in Shah (1996) sta v svoji raziskavi ugotovila, da vrsta Lb. acidophilus

.....

.....

M-MRS. V nasi analizi smo zaznali rast predstavnika Lb. acidophilus na gojis¢ih MRS in
M-MRS v aerobnih in anaerobnih razmerah inkubacije v koncentracijah 10® KE/ml,
medtem ko je bila rast na gojiséu MRS-ZS <10* KE/ml (preglednica 10).

Tudi Talwalkar in Kailasapathy (2004) sta oznacila gojisée MRS-ZS za neselektivno pri
kon¢ni identifikaciji bakterij Lb. acidophilus, Lb. casei ter bifidobakterij v jogurtih.

Pri analizi vzorcev Cistih bakterijskih sevov bifidobakterij smo dolocili le rast seva B.
infantis 344 na gojis¢éu MRS-ZS v anaerobnih razmerah, ne pa tudi ostalih Sestih
preiskovanih bifidobakterij (preglednica 12). Tudi Shah (2000) je v svoji analizi ugotovil,
da je sev B. infantis zmozen rasti na tem gojiscu.

Vinderola in Reinheimer (1999) navajata, da gojis¢e MRS-ZS ni ustrezno za rast jogurtove
kulture Str. thermophilus in Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus, a smo v nasi analizi opazili
rast obeh predstavnikov vrste Str. thermophilus na omenjenem gojiscu (preglednica 13).

.....

laktobacilov, saj omogocata rast tudi ostalim, na znizano vrednost pH odpornim
bakterijam, zlasti bifidobakterijam, enterokokom in steptokokom. Rast ostalih ¢revesnih
bakterij pa je omejena, a ne zanemarljiva. Potreben je torej visoko selektiven medij, Ki
omogoca osamitev laktobacilov iz meSanih kultur, tudi takih, kjer je velikost populacije
laktobacilov v primerjavi z velikostjo populacij drugih prisotnih bakterij, na primer
bifidobakterij, enterokokov in streptokokov, manjsa.

Ze De Carvalho Lima in sod. (2009) so v §tudiji uporabili probioti¢ne bakterije Lb.
acidophilus La-5, Lb. casei Lc-1 in B. animalis Bb-12 ter tehnoloski bakteriji za izdelavo
jogurta Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus in Str. thermophilus in ugotovili selektiven u¢inek
dodatka zol¢nih soli v gojisce, ki omogocajo selektivno rast probioti¢nim bakterijam in
zavirajo rast ostalih bakterij. V naSi analizi sta od omenjenih kultur zrasla le dva
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predstavnika, in sicer Lb. casei IM 305 ter Str. thermophilus IM 377 (preglednici 10 in 13).
Sklepamo, da gojis¢e MRS-ZS ni izkazalo dovolj visoke selektivnosti za rast laktobacilov.

5.1.1.4 Rogosa

literaturne podatke zelo pogosto uporabljeni tudi kot selektivni medij za rast laktobacilov,
pravzaprav visoko neselektivni za selektivno rast laktobacilov. Vseeno pa je bilo zaznati
malo vecjo selektivnost za rast laktobacilov pri gojis¢u Rogosa, Vv primerjavi z gojisCem
MRS.

Jackson in sod. (2002) navajajo, da visoka vsebnost ocetne kisline pripomore k selektivni
rasti sevov rodu Lactobacillus, vendar smo pri nasi analizi spoznali, da so tudi ostale MKB
in bifidobakterije, tako &iste kulture kot kulture prisotne v me3ani populaciji (Waya AB® in
fermentirano mleko Ego, skuta Spar Vital), zmozne rasti na gojiséu Rogosa (preglednice
12, 13, 16, 18 in 21) in smo ga tako opredelili kot ne najboljSo izbiro za selektivno rast
laktobacilov. Vpliv prisotnega kisika (Rogosa aerobno) je selektivnost malenkostno
povecal, a e vedno ne bistveno.

Ceprav literaturni podatki (Darukaradhya in sod., 2006; Microbiology manual, 2005)
pogosto omenjajo gojis¢e Rogosa kot selektivno gojis€e za laktobacile, se je v naSem
primeru izkazalo, da gojisce le ni tako zelo selektivno za laktobacile in ga lahko morda bolj
upraviceno uvrstimo kar med osnovna gojis¢a. Poleg laktobacilov so na omenjenem
gojiscu zelo dobro rasli tudi enterokoki in bifidobakterije.

5.1.1.5 LAMVAB in LAMVAB-ZKV

Uspeli smo dolociti, da je gojis¢e LAMVAB-ZKV za skupino Lb. casei (Lb. casei, Lb.
paracasei, Lb. rhamnosus) ustrezno (velikost populacije 108-10° KE/ml, preglednica 10).

Hartemink in Rombouts (1999) opisujeta, da se obcutljivost bakterij za vankomicin znotraj
skupine Lb. acidophilus (Lb. acidophilus, Lb. amylovorus, Lb. crispatus, Lb. gallinarum,
Lb. gasseri in Lb. johnsonii) lahko moc¢no razlikuje, kar se je izkazalo tudi v nasem
primeru. Na gojis¢u LAMVAB-ZKYV je bila rast uspesna pri vrsti Lb. acidophilus in enem
od dveh sevov Lb. gasseri, pri vrsti Lb. johnsonii pa pri uporabljeni razred¢itvi 10° ne. Te
tri seve, ki na gojis¢u LAMVAB-ZKV niso bili uspesni, smo preiskusili Se na gojis¢u
LAMVAB, rasti pri uporabljeni razredgitvi 10°® ni bilo opaziti (preglednica 10).

Kot navajajo literaturni podatki (Hamilton-Miller in Shah, 1998; Swenson in sod., 1990)
naj bi bili laktobacili v glavnem odporni proti vankomicinu, razen skupine Lb. acidophilus
in vrste Lb. delbrueckii (Hamilton-Miller in Shah, 1998), kar omogoca selektivno rast
laktobacilov iz meSanih kultur ob dodatku vankomicina v gojis¢e. Ker pa so kot
probioticne kulture v izdelkih pogosto prisotni prav mikroorganizmi iz skupine Lb.
acidophilus, smo se pri analizi selektivnosti gojis¢a z dodatkom vankomicina osredotocili
na gojis¢e LAMVAB-ZKYV, saj smo Zeleli preveriti, Ce Ze niZja koncentracija vankomicina
deluje selektivno na rast laktobacilov v primerjavi z rastjo ostalih MKB in bifidobakterij, a
hkrati vseeno ze omogoc¢i rast tudi bakterij iz skupine Lb. acidophilus. Dodana koli¢ina
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vankomicina v gojis¢e LAMVAB-ZKV je bila 10x manjSa kot v Studijah drugih
raziskovalcev (Hartemink in sod., 1997).

Kot so zapisali ze Hartemink in sod. (1997), vrsta Lb. bulgaricus na gojis¢u LAMVAB ne
kaze rasti, saj je obcutljiva za vankomicin, mi pa smo dodatno ugotovili, da ze tudi gojisce
LAMVAB 2z znizano koncentracijo vankomicina (LAMVAB-ZKV) deluje na vrsto
zaviralno (preglednica 10).

Gojis¢e LAMVAB lahko ocenimo kot selektivno za rast laktobacilov skupine Lb. casei ter
vrst Lb. plantarum, Lb. reuteri in Lb. salivarius (velikost populacije 10°%-10° KE/ml,
preglednica 10).

Bifidobakterije na gojis¢u LAMVAB niso izkazale rasti, razen enega seva (preglednica
12). Enterokoka sta na gojis¢u LAMVAB-ZKV zrasla v koncentraciji 10° KE/ml, enega
smo preiskusili $e na gojiséu LAMVAB, rasti ni bilo zaznati (<10° KE/mI). Pri laktokokih
se je rast izkazala pri enem sevu na gojis¢u LAMVAB-ZKYV, na gojis¢u LAMVARB pa ne.
Medtem ko je bil drug sev laktokokov neuspesSen v rasti tako na gojis¢u LAMVAB-ZKV

LAMVAB nista bili ugodni za rast (preglednica 13). Ugotovili smo, da vi§ja koncentracija
vankomicina (gojis¢e LAMVAB) deluje zaviralno na zgornje rodove. Analizirali smo sicer
le nekaj predstavnikov teh rodov na gojis¢e LAMVAB, a rasti ni bilo zaznati pri nobenem,
medtem ko je bila rast nekaterih izmed njih opazena pri gojis¢cu LAMVAB-ZKV.

Kot so pojasnili ze Hartemink in sod. (1997), bifidobakterije in enterokoki v prisotnosti
vankomicina ne rastejo najbolje, zato jim gojis¢ée LAMVAB naj ne bi ustrezalo. V zadnjem
¢asu je bilo Se ugotovljeno, da so lahko tudi nekateri enterokoki odporni proti vankomicinu
(Berce in sod., 2004).

Na gojis¢u LAMVAB smo z metodo PCR uspeli dolo¢iti tri kolonije kot bifidobakterije iz
izdelka Waya AB®, tako smo ugotovili, da lahko na gojis¢u LAMVAB v manjsi meri
uspevajo tudi bifidobakterije (preglednica 16).

Ze pri uporabi nizje koncentracije vankomicina (gojis¢ée LAMVAB-ZKYV) se je izkazalo,
da bifidobakterije, enterokoki, laktokoki in streptokoki gojis¢a LAMVAB ne preferirajo
(preglednici 12 in 13), medtem ko je bila rast laktobacilov na gojis¢u LAMVAB-ZKV v
primerjavi z gojis¢em MRS v vecini primerov v enakem koncentracijskem obmocju
(preglednica 10).

Kot navajajo Hartemink in sod. (1999) je gojis¢¢ LAMVAB primerno za osamitev
laktobacilov iz blata in iz izdelkov, ki vsebujejo probioti¢ne kulture. Omenjeni izdelki
poleg laktobacilov vsebujejo tudi bifidobakterije, enterokoke, laktokoke in streptokoke.
Bakterije iz rodov Bifidobacterium in Streptococcus ne rastejo na gojiséu LAMVAB
(preglednici 12 in 13), le majhen odstotek bakterij iz rodu Enterococcus je odpornih proti
antibiotiku vankomicin in tako je rast teh bakterij na gojis¢u LAMVAB precej omejena,
kar se je potrdilo tudi v naSem primeru.
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V izdelkih, kjer je prisotna meSana populacija probioticnih MKB ter bifidobakterij, je
uspesna selektivna osamitev laktobacilov odvisna od prisotnih vrst mikroorganizmov in
velikosti njihove populacije. Glede na raziskave je bilo ugotovljeno, da gojis¢e LAMVAB
v najvecjih primerih omogoca selektivno kultivacijo laktobacilov (Hartemink in sod.,
1997; Leuschner in sod., 2002).

5.1.1.6 LAC

Antibiotika klindamicin in ciprofloksacin sta inhibitorja rasti mnogih mikroorganizmov, ki
jih uporabljamo v fermentiranih in ne-fermentiranih mle¢nih izdelkih, kot so Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus, Lb. delbrueckii ssp. lactis, Str. thermophilus, bifidobakterije,
laktokoki, Lb. casei, Lb. paracasei ssp. paracasei, Lactobacillus rhamnosus, in vrste
znotraj rodu Leuconostoc (1ISO 20128:2006).

Gojisce LAC je v standardu ISO 20128 (2006) opisano kot selektivno gojis¢e za rast
bakterij iz skupine Lb. acidophilus, kamor spadajo Lb. acidophilus, Lb. amylovorus, Lb.
crispatus, Lb. gallinarum, Lb. johnsonii in Lb. gasseri, ko jih Zelimo selektivno osamiti iz
fermentiranega ali nefermentiranega mleka, mleka v prahu in otroskih formul in so poleg
Lb. acidophilus prisotne tudi druge MKB in bifidobakterije. Standard hkrati navaja, da
metoda ni uporabna, kadar je pricakovano Stevilo bakterij iz skupine Lb. acidophilus
manjie kot 10° KE/ml ter Stevilo Lb. rhamnosus, Lb. reuteri ali Lb. paracasei ssp.
paracasei vegje kot 10° KE/ml.

Gojisce LAC je v primeru anaerobne inkubacije najbolj selektivno za rast laktobacilov, kar
se je pokazalo tako pri analizi Cistih kultur kot tudi pri analizi vzorcev iz mle¢nih izdelkov
in prehranskih izdelkov (preglednice 10-22). Ugotovili smo, da je gojis¢e najbolj primerno
za vrste Lb. acidophilus, Lb. bulgaricus, Lb. gasseri, Lb. plantarum, Lb. reuteri
(preglednica 10).

Tudi z metodo PCR smo z gojis¢a LAC dolocili le laktobacile, kar pomeni, da ostale MKB
in bifidobakterije iz izdelkov, niso bile zmozne rasti na gojis¢u LAC (preglednice 10-22).

5.1.1.7 M-17

Gojis¢e M-17 smo uporabili za dolo¢itev velikosti populacije streptokokov in laktokokov
pri analizi Cistih bakterijskih sevov (preglednica 13). Rasti laktobacilov na tem gojisc¢u
namre¢ nismo analizirali, saj je Ze iz literature znano, da ga ne moremo uporabiti niti kot
potencialno selektivno gojisce za rast laktobacilov.
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5.1.2 Vsebnost probioti¢nih kultur v izdelkih

Velikost populacije posamezne probioticne bakterije ali celotne mikrobne populacije v
probioticnem izdelku lahko odstopa od navedene vsebnosti na deklaraciji in je navadno
manjsa.

Mikroorganizmi so zivi organizmi, torej obstaja moznost, da se velikost njihove
populacije, tudi Se znotraj roka uporabe, spremeni. Klub temu pa mora biti zagotovljena
vsaj tolikSna vsebnost mikroorganizmov kot je njena deklarirana vrednost, tako med samo
distribucijo izdelka kot tudi ob koncu roka uporabe.

Vecinoma smo potrdili prisotnost dodanih probioti¢nih kultur v izdelkih, razen pri dveh, in
sicer pri izdelku Waya AD® nismo dologili deklariranih bifidobakterij in laktokokov
(preglednica 17) ter pri napitku LCA z naso analizo nismo identificirali dodane kulture
Bifidobacterium Bb-12 (preglednica 20).

Ob tem je seveda potrebno poudariti, da smo pri nasem delu uporabili gojisca, ki so
potencialno selektivna za laktobacile. 1z tega razloga smo dokazali najvec predstavnikov iz
rodu Lactobacillus, kar je bil tudi osnovni namen - poiskati najbolj optimalno gojisce za
selektivno rast laktobacilov.

Da pri prehranskem dopolnilu Waya AD® ter mle¢nem napitku LCA omenjenih dodanih
probioti¢nih kultur nismo uspeli identificirati, lahko morda pripiSemo veliki selektivnosti
uporabljenih gojis¢ za laktobacile. Obstaja tudi moznost, da je bila vsebnost probiotikov
manjSa od pri¢akovane, kar je lahko posledica premajhne dodane koli¢ine probiotikov ob
proizvodnji izdelka ali slabse prezivelosti bakterije med tehnoloskim postopkom in/ali med
skladis¢enjem. MozZno je tudi, da je bila koncentracija tarcne DNA, uporabljene v metodi
PCR, nezadostna, ali pa je bila uporabljena DNA premalo ¢ista, saj smo jo osamili direktno
iz kolonij, poleg tega smo naklju¢ne kolonije z gojiS¢ popikali s sterilnimi zobotrebci, a
smo bili pri prenosu kolonije v mikrocentrifugirko lahko slabse uspesni. Nenazadnje pa je
tudi mozno, da je bila populacija Ziva, a ne kultivabilna (VBNC), ali pa je bila deklaracija
izdelka neustrezna.

5.2 PRIPOROCILA ZA IZBIRO NAJPRIMERNEJSEGA SELEKTIVNEGA GOJISCA
ZA OSAMITEV LAKTOBACILOV 1Z RAZLICNIH PROBIOTICNIH IZDELKOV IN
OCENA UPORABNOSTI KLASICNIH MIKROBIOLOSKIH METOD

Kljub pogostim literaturnim navedbam o selektivnosti gojis¢ MRS in Rogosa za
laktobacile lahko iz na$ih rezultatov recemo (preglednice 10-22), da ju lahko Stejemo k
osnovnim gojis¢em, saj sta zelo primerni za rast in gojitev vec¢ine MKB in ne samo
laktobacilov, vsekakor pa ne omogocata selektivne rasti zelenih laktobacilov.

.....

inkubacije. Ugotovili smo, da odnos do kisika ni bistveno doprinesel k selektivnosti
posameznega gojisca.
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.....

laktobacilov, kar smo ugotovili pri analizi ¢istih bakterijskih sevov.
Iz rezultatov analiz cCistth kultur MKB in bifidobakterij ter mikrobnih populacij
probioti¢nih izdelkov lahko zaklju¢imo, da sta od uporabljenih gojiS¢ najprimernejSo
selektivnost za laktobacile izkazali gojis¢i LAC in LAMVAB-ZKV.

Vse kolonije, ki so zrasle na gojis¢u LAC smo z metodo PCR potrdili za predstavnike rodu
Lactobacillus, kar pomeni, da je omenjeno gojis¢e omogocalo rast le laktobacilom. Tako
pri analizi ¢istih kultur kot tudi mikrobnih populacij probioti¢nih izdelkov na gojis¢u LAC
nismo opazili rasti nobene druge bakterije kot laktobacilov. Gojis¢e LAC imenujemo kot
selektivno gojis¢e za ugotavljanje S$tevila laktobacilov iz skupine Lb. acidophilus v

cev v

raziskovalnega dela.

Gojis¢e LAMVAB-ZKYV se je prav tako izkazalo kot selektivno za rast laktobacilov,
predvsem vrste Lb. salivarius in vrst iz skupine Lb. casei. Smo pa z metodo PCR potrdili
tudi rast bifidobakterij na gojis¢cu LAMVAB, kjer je bil vzorec probioti¢ni izdelek z
mesano populacijo laktobacilov (Waya AB®). Pri analizi &istih bakterijskih sevov pa smo v
manj$i meri opazili Se rast enterokokov, laktokokov in bifidobakterije na gojis¢u
LAMVAB-ZKV. S tako pridobljenih informacij bi lahko sklepali, da je njegova
selektivnost za rast laktobacilov manj izrazena od prej omenjenega gojis¢a LAC.

Pri ugotavljanju populacije bakterij v probioti¢nih izdelkih bi dodatno predlagali Se
vzporedno analizo z uporabo gojis¢ MRS in Rogosa, ki bi sluzili predvsem kot referen¢ni

.....

g0jiS¢i.

Kot so v svoji raziskavi dognali Ze Bogovi¢ Matijasi¢ in sod. (2010), smo tudi v nasem
primeru prisotnost deklariranih sevov ve¢inoma potrdili, z izjemo dveh izdelkov, ki
vsebujeta veliko Stevilo razliénih bakterij (Waya AD® ter napitek LCA). Pri njima prav
vseh navedenih vrst nismo nasli.

Pri raziskovalnem delu smo uporabili klasicno mikrobiolosko metodo nacepljanja
mikroorganizmov na gojis¢a. Najve¢ji pomanjkljivosti te metode sta dolgotrajnost in
velika poraba materiala, k ¢emur dodatno doprinese dejstvo, da mora vse delo, od priprave
vzorcev do priprave materiala, potekati v asepti¢nih razmerah.

Metoda S$tetja na petrijevih ploS¢ah je manj primerna tudi z vidika, da je selektivnost
razpoloZzljivih gojiS¢ nezadostna, kar lahko vodi v precenjeno S§tevilo posameznih
probioti¢nih bakterij. Znano je tudi, da sposobnosti razmnozevanja oz. kultivabilnosti
probioticnih bakterij v laboratorijskih razmerah ne moremo enaciti z njihovo Zivostjo in
aktivnostjo v izdelkih (Bogovi¢ Matijasi¢ in sod., 2010).

S klasi¢éno tehniko vedno dolo¢imo prisotnost oz. Stevilo kultivabilnih mikroorganizmov.
Problem so na primer razlicno poskodovane celice, ki so zaradi razlicnih postopkov
procesiranja zivil oz. priprave izdelkov pogosto prisotne v izdelkih in izkazujejo Zivost, ne
pa tudi sposobnosti razmnozevanja in rasti oz. kultivabilnosti.
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Seveda bi bilo potrebno za dokon¢no potrditev 0 dejanski selektivnosti posameznega
gojisCa opraviti obseznejSe analize, zlasti na vecjem Stevilu razli¢nih preiskovanih vrst
MKB in bifidobakterij, tako ¢istih kultur kot kultur iz izdelkov.

Molekularne metode v primerjavi s klasi¢éno mikrobiolosko tehniko sicer odpravljajo
potrebo po kultivaciji mikroorganizmov in lahko zato dajejo to¢nejSo sliko mikrobne
raznolikosti kompleksnih ekosistemov (Smole Mozina in JerSek, 2001), zal pa ne
razlikujejo med DNA kultivabilnih in zivih, tudi poSkodovanih, bakterij.

Analizo bi lahko Se nadgradili s potrjevanjem vrste na podlagi ugotavljanja nukleotidnega
zaporedja gena za bakterijsko 16S rRNA in 23S rRNA ter primerjavo zaporedij z Ze
poznanimi sekvencami (Bogovi¢ Matijasi¢ in sod., 2010). Uporabimo lahko tudi analizo
konformacijskih polimorfizmov enoveriznih DNA, z anglesko kratico SSCP (angl. Single-
Strand Conformation Polymorphism) (Jackson in sod., 2002).

Potrditev dolocene probioti¢ne bakterije na identifikacijskem gojis¢u zahteva Se vrsto
biokemijskih, seroloSkih, genotipskih testov in je lahko ekonomsko neizvedljiva za
proizvajalca izdelkov z dodanimi probioti¢énimi kulturami. Za industrijske namene je
pomembno, da je gojitvena tehnika z izbranim selektivnim gojiS¢em ponovljiva, priro¢na
in ekonomsko upravic¢ena (Talwalkar in Kailasapathy, 2004).

Kot so predpostavili ze Van de Casteele in sod. (2006), tudi rezultati nasega
raziskovalnega dela kazejo, da je izbira gojis¢a za selektivno kultivacijo in gojitvenih
razmer komercialnih probioti¢nih sevov v kombinaciji s tehnoloskimi bakterijami, mo¢no
odvisna od sestave izdelka, taréne skupine bakterij in taksonomskih razlik bakterijske
mikrobiote v preiskovanem vzorcu.

Z nalogo smo potrdili hipoteze, da bo uporaba razli¢nih dodatkov v gojisc¢a vplivala na rast
laktobacilov, ostalih MKB in bifidobakterij. Ugotovili smo, da dodatki, kot so: maltoza,
zol¢ne soli, ocetna kislina ne pripomorejo k povecanju selektivne rasti laktobacilov.
Medtem ko antibiotiki (vankomicin, ciprofloksacin in klindamicin) povecajo selektivno
rast laktobacilov iz probioti¢nih izdelkov.
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5.3 SKLEPI

Glede na rezultate naSe analize lahko podamo naslednje sklepe:

Uporaba razli¢nih dodatkov (vankomicin, ciprofloksacin in klindamicin) v gojisca
omogoca selektivno rast laktobacilov, s ¢imer je omogoc¢eno njihovo loc¢evanje od
ostalih bakterij, prisotnih v izdelkih, ki vsebujejo probioti¢ne kulture.

Gojis¢éa MRS, MRS z maltozo (M-MRS) in Rogosa z ocetno kislino, inkubirana
aerobno in anaerobno, ter gojis¢e MRS z zol¢nimi solmi (MRS-ZS), inkubirano v
anaerobnih razmerah, niso selektivni za rast laktobacilov.

Gojis¢e LAMVAB z znizano koncentracijo vankomicina (LAMVAB-ZKV),
inkubirano anaerobno, je selektivno za laktobacile, a v manjsi meri kot gojisce
LAC.

Gojis¢e MRS s ciprofloksacinom in klindamicinom (LAC) v anaerobnih razmerah
inkubacije, je selektivno gojis¢e za laktobacile, predvsem za rast skupine Lb.
acidophilus.
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6 POVZETEK

Laktobacili so po Gramu pozitivne MKB, ki lahko izraZajo probioti¢ne lastnosti. V
diplomskem delu smo zeleli poiskati najbolj selektivno gojis¢e za kultivacijo in
ugotavljanje velikosti mikrobne populacije laktobacilov v probioti¢nih izdelkih. V ta
namen smo analizirali nekaj najpogosteje uporabljanih in predlaganih gojitvenih in
selektivnih gojis¢ za laktobacile.

Literatura ponuja najrazli¢nejSe interpretacije glede primernosti in uporabnosti gojis¢ za
selektivno kultivacijo bakterij. Izolacija laktobacilov iz mle¢nih izdelkov in prehranskih
dopolnil kot tudi iz drugih podobnih vzorcev je pogosto tezavna, saj so poleg njih v
izdelkih navadno prisotne tudi druge MKB in/ali bifidobakterije, ki so si v marsikateri
lastnosti podobne in medsebojno tekmovalne. Zato je bil namen diplomske naloge preveriti
selektivnost gojis¢, ki jih literatura najpogosteje navaja kot ustrezna in selektivna za
laktobacile ter iz rezultatov dejansko odbrati tistega, ki najucinkoviteje zadosti zahtevi
selektivnosti za laktobacile iz probioti¢nih izdelkov.

Poskus smo razdelili na dva dela. V prvem delu smo uporabili gojis¢a MRS (anaerobno,
aerobno), M-MRS (anaerobno, aerobno), MRS-ZS, Rogosa (anaerobno, aerobno),
LAMVAB-ZKV, LAMVAB, LAC in M-17. Njihovo potencialno selektivnost za rast
laktobacilov smo preverjali z nacepljanjem Cistih bakterijskih sevov laktobacilov in drugih
MKB in bifidobakterij, ki se najpogosteje uporabljajo v probioti¢nih izdelkih. 1z rezultatov
rasti Cistih kultur (preglednice 10-13) smo izbrali nabor gojis¢, ki so pokazala najvecjo
mero selektivnosti in smo jih uporabili za nadaljnjo kultivacijo in selekcijo laktobacilov iz
probioti¢nih izdelkov. Tako smo v drugem delu naloge uporabili gojis¢a MRS (anaerobno,
aerobno), Rogosa (anaerobno, aerobno), LAMVAB-ZKV, LAMVAB in LAC.

Na omenjena gojis¢a Smo nacepili vzorce stirih prehranskih dopolnil (BioGaia®,
Yogermina®, Waya AB® ter Waya AD®) in petih mle¢nih izdelkov (fermentirano mleko
Ego, jogurt LGG, napitek LCA, skuta Spar Vital ter sir LCA), jih inkubirali v za
posamezno gojisce specificnih razmerah, ter identiteto naklju¢no izbranih kolonij
preverjali z metodo PCR.

Na podlagi rezultatov (preglednice 14-22) smo ugotovili, da uporaba razli¢nih dodatkov v
gojis¢a omogoca razlicno selektivno rast laktobacilov, zagotovo pa velja, da sta za
selektivno rast laktobacilov, bodisi iz probioti¢nih mle¢nih izdelkov ali prehranskih

.....

mikroorganizme v analiziranem izdelku.

Gojis¢e LAC (gojis¢e MRS s ciprofloksacinom in klindamicinom) v anaerobnih razmerah
inkubacije priporo¢amo, ko Zelimo selektivno gojiti laktobacile in $e posebej bakterije iz
skupine Lb. acidophilus, saj se je gojisce izkazalo kot najbolj ustrezno glede zagotavljanja
stopnje selektivnosti za rast omenjene skupine probioti¢nih mikroorganizmov.

Ce pa probioti¢ni izdelek vsebuje vrsto Lb. plantarum ali probiotike iz skupine Lb. casei,
prednostno priporocamo uporabo gojis¢a LAMVAB-ZKV (gojis¢e LAMVAB z znizano

.....
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razmerah inkubacije izkazali vecjo selektivnost za rast omenjenih laktobacilov kot
preostala analizirana gojisca. Pri primerjavi gojis¢ LAMVAB-ZKV in LAMVAB se je celo
izkazalo, da Ze nizja koncentracija vankomicina zagotavlja primerno selektivnost gojisca
LAMVAB, iz Cesar lahko zaklju¢imo, da, razen v doloCenih primerih, dodatek vecje
koli¢ine antibiotika vankomicina (gojis¢e LAMVAB) v gojis¢e ni potreben in selektivne
razmere zagotovimo Ze z uporabo manjse koli¢ine dodatka (gojis¢e LAMVAB-ZKV).

.....

in MRS-ZS (gojis¢e MRS z Zol¢nimi solmi) nista ustrezni za selektivno gojitev
laktobacilov, saj so poleg laktobacilov na njih v vecji meri zrasle tudi ostale prisotne
bakterije.

.....

.....

laktobacilov kot tudi ostalih MKB in bifidobakterij.
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PRILOGE

Priloga A: Barvni preparati bakterij, osamljenih iz prehranskih dopolnil BioGaia® (1), Yogermina® (2), Waya
AB® (3) in Waya AD® (4), pri 1000x povecavi.
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LGG (2), napitka LCA (3), skute Spar Vital (4) in sira LCA (5), pri 1000x povecavi.



