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sl

sl/en

Bifidobacterium breve IM 386 je sev, ki je bil osamljen iz materinegaekd
in iz blata dojetka iste matere. V nasi raziskavi smo pexali nekatere
osnovne fizioloSke lastnodB. breve IM 386 in jih primerjali s fizioloSkimi
lastnostmi sevov bifidobakterij, ki jih najdemo wrkercialnih probiotinih
izdelkih. Pripadnost izolatov rodBifidobacterium smo potrdili z analizo
PCR, sevno raznolikost bifidobakterij pa z metoddP®. Prodevali smo
rast sevov v mleku, sposobnost prezivetja v simaoém Zelothem in
crevesnem soku, protimikrobno aktivnost incothivost za antibiotike.
Ugotovili smo, da se\B. breve IM 386 slabo raste v mleku. Dodatek
kvasnega ekstrakta ni izboljSal rasti v mleku, g ypa@asnil odmiranje
kulture tekom 48 urne inkubacije. Sé&: breve IM 386 je med vsemi
bifidobakterijami izkazal najboljSo sposobnost frega pri nizkih
vrednostih pH kot tudi v prisotnosti soih soli. Sev IM 386 je deloval
protimikrobno proti doléenim kvarljivcem in potencialno patogenim
mikroorganizmom. Zaradi izvora, protimikrobnega al@nja, sposobnosti
prezivetja v razmerah prebavnega trakta igudpvosti za vse testirane
antibiotike, razen za klindamicin, i breve IM 386 je obetaven kandidat za
uporabo v Zivilski in farmacevtski industriji.
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sl
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B. breve IM 386 is strain isolated from milk of mother ahdr infant’s feces.
In our study we studied some basic physiologicapprties of straiB.breve
IM 386 and evaluated them by comparison with thgsmitogical properties
of strains of bifidobacteria which are found in goercial probiotic products.
We determined the genusfidobacterium with PCR and strain diversity of
bifidobacteria with RAPD. We studied strains growthmilk, their ability to
survive in simulated gastric and intestinal juittegir antimicrobial activity
and antibiotic susceptibility. We found out thatbreve IM 386 strain grew
poorly in milk. The addition of yeast extract didtrstimulate the growth in
milk, but reduced dying of culture during the 4&ihscubationB. breve IM
386 strain showed the best survival among all iedlastrains at low pH
conditions as well as in the presence of bile si#ts386 strain showed good
antimicrobial activity against certain spoilage apdtentially pathogenic
microorganisms. Due to its origin, antimicrobiakigity, good survival in
gastrointestinal conditions and sensitivity to astnall tested antibiotics,
except to clindamycin, th&. breve IM 386 is a promising candidate for
application in food and pharmaceutical industry.
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1 uvoD

Zaradi svoje vloge pri proizvodnji in konzervirafjuane in krme ter probigtiih lastnosti, ki
jih izkazujejo dol@eni sevi, so bifidobakterije, poleg laktobacilownaenajpomembnejsih
bakterijskih skupin, vkljgenih v Zivilsko industrijo in prehrano ljudi (Felim Dellaglio,

2007).

Bifidobakterije naseljujejo raznolike ekoloSke niket so prebavni trakt ljudi in Zivali, ustna
votlina, odplake, kri in zivila. Prvi jih je osamilissier leta 1900 iz dojeékovega blata
(Turroni in sod., 2011).

Doloceni sevi bifidobakterij so sposobni vplivati na matezje¢revesne mikrobiote in s tem
na zdravstveno stanje gostiteljskega organizma,jtativriamo med probiothe seve. Za te
seve je zanimanjé€edalje veje tako v humani medicini kot tudi v zivilski induig in

e e

1.1 NAMEN DELA

Namen diplomske naloge je bil opisati nekatereofadke lastnosti sevBifidobacterium
breve IM 386 in jih ovrednotiti s primerjavo s fizioloBhki lastnostmi sevov bifidobakterij, ki
jih najdemo v komercialnih probigtih pripravkih. Tako smo pr@evali rast bifidobakterij v
mleku in v mleku ob dodatku kvasnega ekstrakta,sepoost prezivetja v simuliranih
razmerah prebavnega trakta, protimikrobno aktivimostxutljivost za antibiotike. Omenjene
fizioloSke lastnosti so ene pomembnejSih za opitedetiolaiene bakterije kot probiagtmega
mikroorganizma.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

V diplomski nalogi smo izpostavili naslednje hipoge
* sev IM 386 dobro raste v mleku; dodatek kvasnegérakta dodatno stimulira rast
* sev IM 386 uspesSno prezivi v simuliranih razmersgbpvnega trakta
* sev IM 386 izkazuje protimikrobno delovanje prathianim indikatorskim bakterijam
* sev IM 386 je obutljiv za antibiotike, ki so oldajni za zdravljenje ljudi.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 KRONOLOSKI PREGLED OPISOVANJA RODAifidobacterium

Od prvega opisa bifidobakterij, ko je med letom&d.& 1900 Tissier iz dojékovega blata
osamil bakterije z nenavadno oblikke Y in jih poimenovaBacillus bifidus, je preteklo ze
ve¢ kot 110 let. Izkazalo se je, da gre za anaeropaogzramu pozitivne bakterije, ki med
rastjo ne tvorijo plinov (Gomes in Malcata, 199%\&ti in sod., 2000).

Med leti 1900 do 1957 je bilo le malo novih spoznanteh bakterijah. Oblikovanje druzine
Lactobacillaceae leta 1917 je tri leta kasneje navedlo Hollanda,jeldissier-jevBacillus
bifidus preimenoval WLactobacillus bifidus. Ceprav je leta 1924 Orla-Jensen spoznal, da je
rod Bifidobacterium samostojen takson, so jih zaradi sorodnosti Dkdili vse do leta 1974
uvr&ali v rod Lactobacillus. Poupard in sodelavci so bili prvi, ki so bifidddberije povezali z
aktinomicetami, kar so potrdili z analizo zaporethiS rDNA. Leta 1974 se bifidobakterije
pojavijo kot samostojen rod znotraj druzirkctinomycetaceae, opisan v osmi izdaji
prirocnika Bergey's Manual of Determinative Bacteriolg@avati in sod., 2000; Felis in
Dellaglio, 2007).

2.2  ROD Bifidobacterium
Bifidobakterije so anaerobne, negibljive, katalaggativhe, nesporogene po Gramu pozitivhe

bakterije. So razinih oblik, od kratkih ukrivljenih do razvejanih p&at v obliki ¢rke Y
(Gomes in Malcata, 1999; Biavati in sod., 2000

Slika 1: Bifidobakterije barvane po Gramu, 1000tkeapovéava, izdelek Waya IT.

Optimalna temperatura rasti bifidobakterij humanégsora je 36-38 °C in bifidobakterij
animalnega izvora od 41-43 °C, medtem ko pod 2(h°Qad 46 °C vé&na bifidobakterij ne
raste. Za enkrat znani izjemi sta vrBtapsychroaerophilum, za katero powajo, da raste pri
temperaturi 8 °C irB. thermacidophilum, ki je zmoZna rasti v zmerno termofilnih razmerah,
pri 49,5 °C. Bifidobakterij, ki bi rasle pri tem@urah nad 49,5 °C do danes Se niso osamili.
Veljalo naj bi celo pravilo, da na podlagi sposaithoasti pri 45 °C lahko razlikujemo med
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bifidobakterijami humanega oz. animalnega izvorgayBti in sod., 2000; Cronin in sod.,
2011).

Bifidobakterije so tolerantne za kislo okolje, ap#éilna vrednost pH se giblje med 6,5 in 7,0.
Pod pH 4,5 in nad 8,5 ni rasti, izjema je viBtahermacidophilum, ki raste pri pH 4 (Biavati
in sod., 2000).

Bifidobakterije so anaerobni mikroorganizmi. &@Hjivost za kisik je vrstno spectina,
razlike pa so ugotovili tudi med raatimi sevi iste vrste. Narejenih je bilo veliko Siju#tako
bakterije zadtiti pred Skodljivimi vplivi kisika. Ena izmed maibsti je vkljuiEevanje cisteina
v medije za rast bifidobakterij in v fermentiranéetme izdelke. Cistein je néan reducent in
zmanjSuje redoks potencial, kar pozitivno vplivasp@sobnost prezivetja bifidobakterij med
skladi€enjem (Biavati in sod., 2000; Cronin in sod., 2011)

Predstavnike roduBifidobacterium velikokrat napa&no uvr&ajo med milénokislinske
bakterije (MKB), saj so jim zelo podobni tako po nieboSkih kot fizioloSkih lastnostih.
Bistvena razlika med MKB in bifidobakterijami jeretabolizmu heksoz, kjer bifidobakterije
izkori&ajo heksozo po tako imenovani fruktoza-6-fosfatmti.p Klju¢ni encim pri tej
razgradnji je fruktoza-6-fosfat fosfoketolaza, dekan bifidobakterije razgradijo heksoza-
fosfat na eritroza-4-fosfat in acetil fosfat, kan@gata nastanek kamih produktov, ki sta
mlecna in ocetna kislina. Bifidobakterije humanega raviahko kot vir ogljika poleg glukoze
izkoris¢ajo tudi galaktozo, laktozo in fruktozo. Pri ferm&eiji ogljikovih hidratov tvorijo
kisline, ne tvorijo pa plinov (Biavati in sod., 2B0Felis in Dellaglio, 2007; Gomes in
Malcata, 1999; Turroni in sod., 2011).

Preglednica 1: Vrste bakterij iz ro@ifidobacterium (Turroni in sod., 2011: 38).

B. adolescentis B. longum ssp.suis
B. angulatum B. magnum
B. animalis ssp.animalis B. merycicum
B. animalis ssp.lactis B. minimum
B. asteroides B. mongoliense
B. bifidum B. pseudocatenulatum
B. boum B. pseudolongum ssp.globosum
B. breve B. pseudolongum ssp.pseudolongum
B. catenulatum B. psychraerophilum
B. choerinum B. pullorum
B. coagulans B. ruminantium
B. coryneforme B. saeculare
B. cuniculi B. scardovii
B. dentium B. subtile
B. gallicum B. thermacidophilum ssp.porcinum
B. gallinarum B. thermacidophilum ssp.thermoacidophilum
B. indicum B. thermophilum
B. longum ssp.infantis B. tsurumiense
B. longum ssp.longum

Trenutno je znotraj rodBifidobacterium opisanih 37 vrst s Stirimi taksonB.(longum, B.
pseudolongum, B. animalis, B. thermacidophilum), ki se nadalje delijo v podvrste in med
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seboj izkazujejo wekot 93 % podobnost zaporedij genov za 16S rDNAr&glednici 1 so
navedene danes poznane vrste fBidialobacterium (Turroni in sod., 2011).

Bifidobakterije so ena najpomembnejSih skupin mokganizmov v prebavnem traktu ljudi,
toplokrvnih Zivali ter¢ebel (Gomes in Malcata, 1999). V debel&mvesucloveka dosezejo
koncentracijo 18-10'* celic na gram, kar jih uw& med glavne bakterij&revesne
mikrobiote (Holzapfel in sod., 1998). Osamili sb jz blata dojetka in odrasleg&loveka,
vagine in zobnega kariesa. Opazili so, da so pozaenerste prilagojene na dokno okolje
(Biavati in sod., 2000).

Posamezne bifidobakterije lahko izkazujejo vrstaifpenih uc¢inkov na zdravje gostitelja, kot
so lajSanje prebavnih tezav in zaprtja, znizevamgebnosti serumskega holesterola,
stimulacija imunskega odziva, lajSanje tezav pkitdani intoleranci, lajSanje alergijskih
simptomov in drugoCeprav je bila v&na zdravju koristnih &inkov potrjena v klintnih
Studijah, pa so sami mehanizmi delovanja \inie primerov Se nepojasnjeni. Med
bifidobakterijami najdemo tudi take, ki s svojiml@eanjem gostitelju ne koristijo. Primer je
oportunisttno patogenaB. dentium Bd1, ki je sposobna acidogeneze, kar vodi v
demineralizacijo sklenine in razvoj zobne gniloKgub vsemu pa bifidobakterije uw&mo
med zdravju koristne organizme in so kot take zarentako v humani medicini kot Zivilski
industriji (Cronin in sod., 2011).

Uporabnost bifidobakterij pri izdelavi fermentiranmleinih izdelkov je omejena, saj jim
slabe tehnoloSke lastnosti onemémo ustrezno fermentacijo in oblikovanje koega
izdelka zelenih senz@nih lastnosti. Naravna ekoloSka niSa bifidobaktgriprebavni trakt,
zato je njihova rast v mleku slaba inc¢psna, kar omogo prekomerno rast nezelenih
mikroorganizmov. Poleg tega lahko nekateri metabphodukti bifidobakterij negativno
vplivajo na senzoéne lastnosti fermentiranih ndeih izdelkov. Glavna produkta za
bifidobakterije znailnega metabolizma heksoz po fruktoza-6-fosfatnti ga ocetna in
mlecna kislina, ki nastaneta v razmerju 3:2. Ob nastapitevelike kokine ocetne kisline
dobi izdelek okus po kisu. Bifidobakterije ne pramjo aromatinih snovi in niso sposobne
oblikovati dobrih reoloskih lastnosti. Pri oblikayja organoleptinih lastnosti ima velik
pomen acetaldehid, ki je na primer glavna sestagnoane jogurta, a ga bifidobakterije ne
proizvajajo. Zaradi navedenih lastnosti uporabljabifadobakterije predvsem kot podporne
ali dodatne starterske kulture k vodilni startetakiuri (Mohammadi in sod., 2012).

Najbolj poznane in raziskane vrste bifidobaktenjBs adolescentis, B. animalis, B. bifidum,
B. breve, B. infantis in B. longum. Doloceni sevi teh vrst izkazujejo probidiie lastnosti
(Felis in Dellaglio, 2007).

2.2.1 Vrsta Bifidobacterium adolescentis

B. adolescentis je znd&ilen prebivalec zdravega prebavnega trakta ljudiwali, osamili pa so
jo tudi iz vaginalnega obnt@m (Biavati in sod., 2000). Zgd#no je, da vrsta postane
previadujéa Sele v odraslem obdobju, ko nadomesti MBstinfantis in B. breve, ki sta
zn&ilni za prebavni trakt dojetka (Gomes in Malcata, 1999).

2.2.2 Vrsta Bifidobacterium animalis

B. animalisin B. lactis sta bili pred leti filogenetsko ¢eni vrsti, danes pa sta zdruzeni v vrsto
B. animalis, ki ima podvrstiB. animalis ssp.animalis in B. animalis ssp.lactis. VrstaB.
animalis je Zivalskega izvora, osamljena iz blata podgas;apcev, zajcev, telet, morskih
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prastkov, pa tudi iz odplak. SeBifidobacterium animalis ssp.lactis Bb-12 ki je zagiten s
strani danskega proizvajalca Chr. Hansen, je edgolp razSirjenih sevov bifidobakterij v
probiotiénih izdelkih za ljudi.Ceprav sev ni humanega izvora, pa mu vsestranskabpost
omoga@ajo njegove lastnosti, kot na primer toleranca gséokokolje in za prisotnost kisika.
Sev Bb-12 Ze od leta 1985 uporabljajo kot probiotsev v razknih Zivilih in prehranskih
dopolnilih, brez zabelezenih nezeleniéinkov (Biavati in sod., 2000; Chr. Hansen, 2012;
Felis in Dellaglio, 2007; Mohammadi in sod., 2012).

2.2.3 Vrsta Bifidobacterium bifidum

VrstaB. bifidum je zn&ilna za ljudi, prisotna je tako v blatu novoroj&ov kot blatu odraslih,
osamili pa so jo tudi iz vaginalnega objao(Biavati in sod., 2000). Protimikrobna aktivnost
bifidobakterij je bila prw opisana ze leta 1900, ko je Tissier prav pri tegtivopazil
protimikrobne uéinke proti Escherichia coli. Vrsta je poznana tudi po proizvodniji
bakteriocina bifidin (Cheikhyoussef in sod., 2008).

2.2.4 Vrsta Bifidobacterium breve

Vrsta B. breve je humanega izvora. Predstavnike te vrste pogostomijo iz materinega
mleka in blata dojatka, predvsem pri dojenih otrocih se je izkazalpzvladuj@o vrsto.B.
breve je tipicna predstavnica dojekovega prebavnega traktadeprav njena Stevihost z leti
upada, je prisotna tudi v blatu odraslih. Predstavite vrste so osamili tudi iz vaginalnega
obmaja (Bivati in sod., 2000; Gomes in Malcata, 1999).

2.2.5 Vrsta Bifidobacterium infantis

B. infantis je polegB. breve prevladuj@a vrsta v prebavnem traktu dojgov. Med prvimi
naseli prebavni trakt novoroj&kov in je zndilna predvsem za dojene otroke (Matsuki in
sod., 1999).

2.2.6 Vrsta Bifidobacterium longum

B. longum predstavlja eno najbolj zastopanih vrst bifidoleaiktv prebavnem traktaloveka.

Ce je za nekatere bifidobakterije 2ilao, da naseljujejo prebavni trakt le v dédmem

obdobju Zivljenja, to prav gotovo ne velja Balongum. Slednja je prisotna $revesju skozi
vse zivljenje. Osamljena je bila tako iz dajeovega blata kot iz blata odrasleglaveka, pa
tudi iz vaginalnega obntga in iz zob prizadetih od kariesa (Matsuki in sd®99; Gomes in
Malcata, 1999; Biavati in sod., 2000).

2.3 DEFINICIJE PROBIOTIKOV SKOZ| ZGODOVINO

Beseda probiotik izhaja iz grSkega izraza »prois&ar v dobesednem prevodu pomeni »za
Zivljenje« (Vasiljevic in Shah, 2008).

Zgodovina probiotikov sega d&le preteklost, saj so Ze pred ttadji fermentiranemu mleku
pripisovali ugodne &inke na zdravje. Prav iz fermentiranega mleka aimajveé MKB, ki jih
danes poznamo po probigtem delovanju oziroma po koristniklinkih na zdravje gostitelja
(Rogelj in Bogowé Matijasic, 2004).

Sodobni koncept probiotikov sega v zgodnja leta @0letja, ko je Nobelov nagrajenec
Metchnikoff opisoval, da je med bolgarskimi pastisoka povpréna starost, s precejsSnjim
delezem stoletnikov. Dolgo zivljenjsko dobo je mgwal njihovemu n&nu prehranjevanja,
ki je vkljucevalo velike kokine fermentiranega mleka oziroma speéuaiiin vrst laktobacilov,
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ki so v njem. Predpostavil je, da se z uzivanjertreasih koltin tovrstnih izdelkov v
prebavila vnesejo MKB, ki se tam razmnozijo in peego rast Skodljivim
mikroorganizmom. V tem obdobju je mikrobiolog Tesiugotovil, da se v blatu dojenih
dojertkov nahaja ve& bakterij, ki jih je poimenovaBacillus bifidus, kot v blatu nedojenih
dojertkov. Poleg tega je opazil, da dojeni otroci redkapelevajo za razinimi ¢revesnimi
okuzbami. Tako je ze leta 1906 govoril o ugodnitmikhih winkih moduliranja mikrobiote
pri otrocih s ¢revesnimi infekcijami in trdil, da lahko bifidobadije izrinejo patogene
bakterije (Rogelj in Perko, 2003; Vasiljevic in $h&a008).

Leta 1965 sta Lilly in Stillwell izraz probiotik wpabila za opis snovi, ki jih proizvaja en
mikroorganizem in stimulirajo rast drugih mikroongamov. V naslednjih letih so Sperti ter
Fujii in Cook probiotike opisali kot snovi, ki spldjajo rast mikroorganizmov ali izboljSajo
imunski odziv gostitelja, medtem ko je leta 1974kieéa probiotike oznél kot organizme in

snovi, ki prispevajo k mikrobnemu ravnotezju v @etem traktu (Vasiljevic in Shah, 2008).

Osnovno definicijo probiotikov je leta 1992 vpeljglller. Probiotike je opisal kot zive
mikrobne dodatke krmi, ki ugodno vplivajo na Zivgbstiteljico z izboljSanjem njenega
intestinalnega mikrobnega ravnotezja. Ker je biddirdcija probiotikov omejena samo na
uporabo v Zivalski prehrani, je bilo predlagano, stadefinicija razSiri tudi na uporabo v
humani prehrani. Tako sta leta 1992 Huis in Haaaemaobiotik definirala kot mono ali
meSano kulturo Zzivih mikroorganizmov, ki koristn&inkujejo na ¢loveka ali Zival z
izboljSanjem lastnosti obst@e oz. lastne mikrobiote (WHO/FAQO, 2001).

Od leta 2002 veljavna definicija, ki sta jo povzeldi organizaciji FAO in WHO, se glasi, da
je probiotik ziv mikroorganizem, ki ima koristneéinke na zdravje gostitelja, kadar ga zauzije
v zadostnem Stevilu (Vasiljevic in Shah, 2008).

2.4  PROBIOTICNI MIKROORGANIZMI

Najvet dobro raziskanih probi@tnih mikroorganizmov pripada rodovorBéafidobacterium in
Lactobacillus, kar je delno posledica njihove tradicionalne paxe z zdravjem, naravne
prisotnosti v prebavnem traktu in fermentirani hyga tudi tako imenovanega statusa GRAS
(Generally Regarded as Safe), ki jim daje slovesniih" mikroorganizmov, saj jih ljudje v
fermentirani hrani uzivajo zZe tisletja (Rogelj in Perko, 2003). Seveda pa to ne ponta so
kar vse MKB o0z. vsi laktobacili ter bifidobakterirobiotiki. Da neko bakterijo uporabimo
kot probiotik, mora najprej zadostiti dékenim varnostnim, funkcionalnim in tehnoloskim
kriterijem.

V preglednici 2 so zbrane najpomembnejSe vrsteeipkki se uporabljajo v probiatnih
izdelkih. Med njimi prednj&@jo predstavniki rodu Lactobacillus sp., sledijo jim
bifidobakterije, enterokoki, laktokoki in nekaj djibh mikroorganizmov, ki ne pripadajo
MKB. Slednji se redko uporabljajo v ndla@h izdelkih in drugih zivilih, pogosteje jih najo®

v liofilizirani ali enkapsulirani obliki v farmaceskih preparatih (Holzapfel in sod., 1998).
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Preglednica 2: Mikroorganizmi, ki jih uporabljamotlprobiotike (Holzapfel in sod., 1998: 90).

Rod Lactobacillus Rod Bifidobacterium | Rod Enterococcus Ostali

Lb. acidophilus B. bifidum Ent. faecium Saccharomyces boulardii

Lb. plantarum B. infantis Ent. feacalis Lactococcus lactis ssp lactis
Lb. casel B. adolescentis Lactococcus lactis ssp cremoris
Lb. rhamnosus B. longum Leuconostoc mesenteroides
Lb. delbrueckii ssp | B. breve Propionibacterium
bulgaricus B. lactis freudenreichii

Lb. fermentum Pediococcus acidilactici

Lb. johnsonii Sreptococcus thermophilus
Lb. gasseri Escherichia coli

Lb. salivarius

Lb. reuteri

2.5 SELEKCIJSKI KRITERIJI ZA 1ZBIRO PROBIOTENIH SEVOV

Selekcijski kriteriji za izbiro probiotnih sevov vklj@¢ujejo varnostni, funkcionalni in
tehnoloski vidik. Ne glede na to, ali se uporabljgrobiotiki kot funkcionalno Zivilo,
prehransko dopolnilo ali kot zdravilo, morajo izp@lvati osnovne selekcijske kriterije
(Rogelj in Bogowé Matijasi, 2004).

2.5.1 Varnostni vidik

Z varnostnega vidika mora sev zadostiti nasledapmevam:

* biti mora vrstno specifen (Zeleno je, da je za humano uporabo sev humanega),

* ne sme biti patogen,

* ne sme biti toksien,

* mora imeti status GRAS,

» izKklju¢iti moramo tveganje za sistemske infekcije ter prete tezave,

* ne sme izl¢ati encimov s Skodljivim delovanjem (razgradnjakgpeptidovérevesne
sluzi ali dekonjugacija zohih soli),

* ne sme vsebovati prenosljivin genov za odpornosti jgntibiotikom (Rogelj, 2001;
Rogelj in Bogowt Matijasi, 2004; Saarela in sod., 2000).

Pri ovrednotenju varnosti seva je moznih¢ vpristopov, ki vkljiujejo progevanje
karakteristik seva, pr@evanje farmakokinetike seva ter odkrivanje inteljakmed
probioticnim sevom in gostiteljem.

Pri proevanju farmakokinetike probigtiega seva nas predvsem zanima njegovo prezivetje
in aktivnost v prebavnem traktu. Zato je poznavampcesov prezivetja v prebavnem traktu,
translokacije in sposobnosti naselitve ter naravakitivnosti metabolitov probid@tnega seva
zelo pomembno, saj nam pomagajo pri ugotavljangitpmih kot tudi morebitnih negativnih
ucinkov (Saarela in sod., 2000).

Vecino probiotenih bakterij uvréamo med varne mikroorganizme, kljub temu pa se mora
zavedati, da gre za Zive mikroorganizme in da inmgkatere lastnosti, ki so lahko Skodljive
za ljudi in za zivali. Dol¢ene probiotine bakterije nosijo genske zapise za odpornost prot
antibiotikom. Prisotnost genskega zapisa pa Seoneepi tudi izrazanja odpornosti, zato je
potrebno vé&o pozornost nameniti bakterijam, ki nosijo prefigsl genske elemente, s
katerimi lahko pride do prenosa rezistence. Slegmngzistavljajo potencialno nevarnost za
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Sirjenje odpornosti med patogenimi mikroorganizjaodi in Zivali (Saarela in sod., 2000;
Berce in sod., 2004).

Glede na izvor delimo bakterijsko odpornost na wiaowa(angl. intrinsic) in na pridobljeno
(angl. acquired). Naravna odpornost bakterij prafitibiotikom je lahko znalna za
posamezni bakterijski rod ali pa za bakterijskdosrpogojujejo pa jo genetske, strukturne in
fizioloSke znailnosti mikroorganizmov. Zato naravno odpornost atekih bakterij lahko Ze
vnapre] predvidimo. Posamezne bakterijske vrste ratlovi so naravno odporni proti
nekaterim antibiotikom, kadar nimajo ¢aih mest, na katera delujejo antibiotiki, ali paajm
zn&ilno sestavo celne stene, ki prepéaje vdor antibiotika do mesta njegovega delovanja
(Berce in sod., 2004).

Posamezni izolati neke bakterijske vrste ali rodulghko odpornost proti antibiotikom tudi
pridobijo. Taka vrsta odpornosti je nepredvidljivda razliko od naravne odpornosti je
pridobljena odpornost proti antibiotikom prisotna pri posameznih sevih dékne
bakterijske vrste ali rodu. Je rezultat spremenpaigne fiziologije in strukture, ki je nastala
zaradi genetskih sprememb mikroorganizma. Lahkm@edica mutacije kromosomskega ali
plazmidnega gena posamezne bakterijske celiceridiolptve nove genetske informacije s
prenosom genskega materiala (Berce in sod., 2004).

Moznost prenosa genov za odpornost proti antitbotikmed probiotinimi in patogenimi
bakterijami je majhna, vendar ji je kljub temu m@dmo nameniti posebno pozornost.
Varnostni vidik uporabe zahteva, da prokiotisevi, namenjeni za prehrano, ne vsebujejo
prenosljivin genov za odpornost proti antibiotiko@ato morajo biti opravljene natéme
analize prisotnosti genov za odpornost proti aotikdbm in o0 njihovi moZnosti prenosa
rezistence z prenosljivimi elementi (plazmidi iarispozoni) za vsak probitii sev, preden
pride na trzi8e (Saarela in sod., 2000; Berce in sod., 2004).

2.5.2 Funkcionalni vidik

S funkcionalnega vidika mora potencialno proktieni sev izkazovati vsaj nekatere od
naslednjih lastnosti:

» odpornost proti kislini in Zelaghemu soku,

* odpornost proti Z&him solem,

» sposobnost vezave tieevesne epitelne celice in vsagaana poselitev,

» spodbujanje oz. krepitev imunskega odziva,

* antagonistino delovanje proti patogenim bakterijam kot Kelicobacter pylori,

Salmonella sp.,Listeria monocytogenes, Clostridium difficile ali druge
» protimutageno in protikarcinogeno delovanje (Saairelod., 2000).

Med pomembnejSe lastnosti probéotega seva gotovo sodi sposobnost prezivetja prehoda
skozi prebavni trakt, saj kislo okolje Zelodca msptnost Zainih soli vEérevesju predstavljata
neugodne razmere Stevilnim mikroorganizmom. Zatdessevi, ki uspesno premostijo dane
razmere ¢revesja, primerni kandidati za uporabo v obliki hpenskih dopolnil ali
fermentiranih miénih izdelkov (Saarela in sod., 2000).

Sposobnost vezave nmevesne epitelne celice je zazelena lastnost pikbio saj je to
predpogoj, da vsaj Zasno poselijo povrSinarevesa. Zaradi vezave in poselitve se
probioticen sev doldencas zadrzi v prebavnem traktu, pemer izkazuje pozitivnecinke na



ZanoSkar P. Opis fizioloSkih lastnosti seRifidobacterium breve IM 386. 10
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2013

zdravje gostitelja, na primer s spodbujanjem imegsk odziva. Vezava zagotavlja tudi
tekmovalnost in odstranjevanje/izbmje patogenih bakterij (Saarela in sod., 2000).

Probioténe bakterije vplivajo na fiziologijo gostiteljla z zpostavljanjem ugodnega
mikrobnega ravnovesja v prebavnem traktu in/alkprepodbujanja njegovega imunskega
odziva s sintezo sekrecijskega imunoglobulina AAJly celicah ¢revesne sluznice in z
vplivanjem na citokinske odgovore. Hkrati pa lahkplivajo tudi na povéanje deleza
limfocitov T, makrofagov in naravnih celic ubijallDo nedavnega je veljalo, da samo
adhezivne probiotne bakterije tinkovito sprozijo imunski odziv in stabilizirajérevesno
zagito. Zadnjec¢ase pa znanstveniki ugotavljajo, da stimulacijanskega odziva ni omejena
zgolj na Zive celice, ampak naj bi imeli pozitivepliv na imunski sistem tudi cehi
kompleksi probiotikov (delci celic ali mrtve celiceki jih ozna&ujejo s terminom probiatha
aktivna snov (Holzapfel in Schillinger, 2002; Bogb¥atijasi, 2001).

Probiotcne bakterije izkazujejo tudi antagonistd delovanje, ko s patogenimi
mikroorganizmi tekmujejo za hranila in receptorsk@sta na epitelnih celicahevesa in tako
vplivajo na spreminjanje sestaurevesne mikrobiote v prid nepatogenih bakterij. Z
mehanizmom kompetitivhega iZianja so bifidobakterije sposobne zasesti mestéragesni
sluznici, kamor bi se sicer lahko vezale patogeadddsije in sprozile okuzbo (Cheikhyoussef
in sod., 2008).

Na vezavo patogenih mikroorganizmov pa vplivajodaibakterije tudi s svojimi metabolnimi

produkti, s katerimi ustvarijo neugodne razmereotiRrikrobno delovanje je posledica
delovanja raztinih protimikrobnih snovi, med katere priStevamo amsgke kisline, etanol,

vodikov peroksid, kratkoverizne magbne kisline, bakteriocine ter bakteriocinom pod®bn
protimikrobne snovi (Cheikhyoussef in sod., 2008ai®la in sod., 2000).

Ze leta 1984 so pr¥iporasali o domnevnem bakteriocinu bifidobakterij. Taobjébakteriocin
bifidin, ki ga proizvajaB. bifidum NCDC 1452. Nekaj let pozneje je Kang s sodelad&irid
daB. longum proizvaja protimikrobno spojino, imenovano bifigprki inhibira rast nekaterih
po Gramu negativnih in po Gramu pozitivnih baktarije stabilen v obmgu pH med 2,5 in
5,0. Leta 1990 so Meghrous in sodelavci opisalldimp stabilne proteinske spojine, ki jih
proizvajaB. bifidum in inhibirajo rastStreptococcus, Lactococcus in Clostridium spp.. Leta
kasneje so v razinih Studijah por&ali o razleénih protimikrobnih spojinah bifidobakterij, ki
zavirajo rasSalmonella typhimurium in Listeria monocytogenes. Saleh in El-Sayed pa sta leta
2004 naredila bolj podrobno paitm o produkciji bakteriocina bifilact Bb-12 in liidng Bb-
46, ki ju proizvajaB. lactis Bb-12 inB. longum Bb-46. Oba bakteriocina izkazujeta ¢no
protimikrobno delovanje pro®taphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, B. cereus in

E. coli (Martinez in sod., 2013).

Gre za snovi, ki vi@noma Se niso popolnoma raziskane, vendar pa ¢eugbtovljeno, da
imajo mano protimikrobno aktivnost proti sorodnim baktddpa vrstam in nekaterim
patogenim mikroorganizmmom (Cheikhyoussef in so@d08).

Ceprav bi bakteriocine lahko opisali kot naravnetaotike, pa jih, razen po protimikrobnem
delovanju, z antibiotiki ne moremo eiita Bakteriocini so ribosomsko sintetizirani pruote

o0z. peptidi, katerih spekter protimikrobnega delgsaje navadno ozko usmerjen proti
sorodnim bakterijskim vrstam. Produkcija baktemmsi najpogosteje poteka v pozni
eksponentni ali zgodnji stacionarni fazi. Medtem ¢ antibiotiki sekundarni metaboliti,
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navadno s Sirokim spektrom protimikrobnega deload@jleveland in sod., 2001; Martinez in
sod., 2013).

Bakteriocini se med seboj razlikujejo po mestu fehja genskega zapisa, molekulski masi,
biokemijskih lastnostih, strukturi, spektru aktiatio in na&inu delovanja. Bakteriocini
bifidobakterij so Se dokaj neraziskani, je pa well& raziskav opraviljenih na bakteriocinih
MKB. Bakteriocine MKB uvrgamo Vv tri glavne skupine. Najyeaaziskanih bakteriocinov
MKB je predstavnikov Il. skupine, ki so v naravijmacneje zastopani. Gre za majhne,
toplotno stabilne in membransko aktivne peptideyekivsebujejo lantionina in so podvrzeni le
manjSim posttranslacijskim spremembabaifzek Majheri in sod., 2009).

Zaradi tehnoloskih lastnosti kot so toplotna stadst, odpornost proti nizkim vrednostim pH
in Sibkim organskim topilom ter toleranca za niztemperature in prisotnost soli, pa
zanimanje za uporabo bakteriocinov oz. bakteriaggmih MKB v zivilski industriji, m@no
naraga. Bakteriocini se zaradi svoje mozZne uporabe lonhita, naravnih bioaditivov in
konzervansov vedno veauporabljajo v zivilski industriji. Probiathe bakteriocinogene MKB
pa najdemo tudi v terapevtskih pripravkih, kjer méjs svojim delovanjem prispevale k
prepr&evanju in zdravljenju obolenj prebavnega trakta.vBakem bakteriocinogenem sevu,
ki je namenjen kakrsnokoli komercialni uporabi, @jor opraviti Stevilne tehnoloske in
klinicne teste. Sev mora biti varen za uporabo, poleg f& moramo poznati njegove
tehnoloSke in fizioloSkedinke (Cleveland in sod.,2001; Cheikhyoussef in spd08; Saarela
in sod., 2000).

Bakteriocini v zivilski industriji igrajo vedno bppomembno vlogo. Predstavljajo pomembne
bioaditive, so lahko ena izmed moZznih zamenjaveraijske konzervanse, njihov dodatek pa
lahko omogoa tudi manj agresivne toplotne in fizikalno-kemgsgostopke. V zivinoreji pa
bakteriocini lahko omog@mjo delno nadomestitev antibiotikov (Cleveland od.s 2001).
Zaradi teh Stevilnih pozitivnih lastnosti, pa jedwe ve&je zanimanje tudi za bakteriocine
bifidobakterij, saj uporaba probiotiih bifidobakterij v prehrani mmo nara&a.

V preglednici 3 so prikazani razfhi sevi 0z. vrste rod@ifidobacterium in njihovi do sedaj
znani bakteriocini.

Preglednica 3: Sevi bifidobakterij in njihovi bakitecini (Cheikhyoussef in sod., 2008: 217).

Sev Bakteriocin

B. bifidum Bifidin

B. longum Bifilong

B. bifidum NCFB 1454 Bifidocin B

B. animalis ssp.lactis Bb-12 Bifilact Bb-12

B. longum Bb-46 Bifilong Bb-46

B. thermophilum RBL67 Thermophilicin B67
B. infantis BCRC 14602 Bifidin |

Ceprav sta protimutageno in protikarcinogeno del@@aprobiotiénih bakterij predmet
Stevilnih raziskav ze vrsto let, pa sami mehanizielovanja Se vedno niso pojasnjeni.
Protikarcinogeni &inek pripisujejo predvsem sposobnosti nekateritbjot@Enih sevov, da
vezejo in razgrajujejo karcinogene in prokarcinagemovi, da modulirajo prokarcenogene
encime v prebavnem traktu in zatirajo tumorje z amébmi imunskega odziva (Saarela in
sod., 2000).
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Protimutageno delovanje bi lahko opisali kot prépwanje mutacijskih procesov, kar se kaze
vV zmanjSanju stopnje spontanih in induciranih mipgtaRezultati nekaterih raziskav so
pokazali, da je uzivanje probiotikov povezano z ajano pojavnostjo raka na debelem
¢revesu. Po drugi strani pa naj bi bili nekateriida@fidobakterij in laktobacilov sposobni
zmanjSati genotok&ni ucinek dolaenih keménih spojin ter tako izkazovati protimutageno
aktivnost (Vasiljevic in Shah, 2008).

2.5.3 Tehnoloski vidik

Saarela in sod. (2000) poudarjajo, da mora prafgotisev, ki ga zelimo uporabiti za
prehranske namene, poleg izpolnjevanja varnosimifumkcionalnih zahtev, zadostiti tudi
tehnoloSkim parametrom proizvodnje zivil, med katpriStevamo:

e primernost seva za gojenje in obstojnost med tet$kohi postopki,

* obstojnost seva med sklagi®jem in distribucijo Zivila,

e primerne senza¥ne lastnosti probiathega seva,

e genetska stabilnost seva,

e odpornost proti fagom.

Probiotcni sev, ki ga Zelimo uporabiti v Zivilih, mora biiposoben preziveti ragtie
tehnoloSke postopke priprave in predelave Zzivildbraniti vitalnost tudi po daljSerfasu
skladi€enja in distribucije. Prav tako mora sev lastnostianiti med postopki manipulacije,
kot so priprava, gojenje in shranjevanje kultureobibticni sevi morajo prispevati k dobrim
senzorénim lastnostim izdelka ali pa vsaj ne smejo imetativnih @inkov. Poleg tega pa
mora biti sev genetsko stabilen in odporen pra@ofa (Saarela in sod., 2000; Rogelj, 2001).

Na sliki 2 so prikazani glavni faktorji, ki vplivajna prezivetje probiatnih bakterij v
fermentiranih mlénih izdelkih.

mikrokapsuliranje pH in konéna
kislost

raztopljen kisik in
redoks potencial

temperatura
inkubacije

sev probioti¢ne

kulture

interakcije s
startersko kulturo

pogoji inkubacije
zaitimi faktorji
(puferska kapaciteta)
velikost
inokuluma

vodikov peroksid

prezivetje
probioti¢nih
bakterij
v fermentiranih
mlecni izdelkih

dodatki
v Zivilu

faktorjev

temperatura in ¢as
skladiscenja
prisotnost rastnih

Slika 2: Glavni faktorji, ki vplivajo na prezivetgrobioticnih bakterij v fermentiranih mtaih izdelkih
(Mohammadi in sod., 2012: 402).
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Na prezivetje probiotnih bakterij v fermentiranih mémih izdelkih pa poleg lastnosti samega
seva vplivajo tudi medsebojni vplivi z ostalimi gefizioloSko stanje kulture ter nastali

metabolni produkti. Prezivetje je odvisno tudi odstbpnosti hranil, prisotnosti rastnih

faktorjev oz. inhibitorjev, koncentracije sladkarjéosmotski tlak), raztopljenega kisika in

prepustnosti kisika preko embalaze, temperaturebagije,casa fermentacije in temperature
ter casa skladig&nja (Shah, 2000).

Ker je za véino probiotenih bakterij zndilno, da se po tehnoloskih lastnostih ne morejo
kosati s komercialnimi starterskimi kulturami, pratiocne bakterije v tehnoloSkih postopkih
priprave zivil navadno uporabljamo kot podpornetd starterskim. Za uspesSno simbiozo pa
je potrebno predhodno preveriti medsebojne odnesevsstarterske in probigtie kulture.
Tako lahko starterska kultura s proizvodnjo nekiatenetabolnih produktov stimulira rast
probioticnega seva, istasno pa lahko s proizvodnjo déémega metabolita negativno vpliva
na prezivelost probiathe bakterije. Zato je glavno vodilo pri oblikovanjmeSanice
starterskih in probiotnih kultur uporabiti take, ki se po lastnostih nssboj ne izkljdujejo
(Mohammadi in sod., 2012).

Aditivi, ki se uporabljajo v mlekarski industrijilahko pomembno vplivajo na rast in
sposobnost prezivetja tako starterskih kultur kobpticih bakterij. Za nekatere aditive, kot
so soli, sladkorji, sladila, arome, barvila,...najole probiottne bakterije bolj tolerantne kot
mlecnokislinske starterske kulture. Prisotnost NaClondentraciji do 1 % lahko izkazuje
stimulativni winek na rast in aktivnost probiotikov v fermentitamlecnih izdelkih. Po drugi
strani pa etetha olja, ki se lahko dodajo fermentiranim tmen izdelkom, negativno
vplivajo na prezivetje probiatnih bakterij (Mohammadi in sod., 2012).

Bifidobakterijam pripisujejo slabSo rast v mlekurad pomanjkanja duSika (prostih
aminokislin in krajSih peptidov) in nekaterih vitarav kakor tudi zaradi slabSe izrazeffie
galaktozidazne in proteokine aktivnosti. Za uspesnejSo rast in preziveldsddivakterij se v
mleko lahko dodajajo razini rastni faktorji, ki jih bifidobakterije izkortjo kot hranila, in
pospeSevalci rasti, ki vplivajo na prezivetje holchkterij. Med najpogostejSe dodatke
priStevamo kazein, sirotkine beljakovine, hidroled -cisteina, kvasni ekstrakt, glukozo,
vitamine, minerale in antioksidante (Mohammadiod.s2012).

Temperatura in¢as fermentacije sta pomembna dejavnika, ki vplivat prezivetje
probioticnih bakterij. Optimalna temperatura za rast bifigkterij je med 37-41 °C, medtem
ko je tehnoloSka temperatura Ziae jogurtove starterske kulture okoli 42-43 °Cadar
dodajamo istdasno startersko in probioti kulturo, je zato izbira prave temperature
fermentacija zelo pomembn@e fermentacijo vodimo pri tehnoloski temperatuigycove
starterske kulture, privedemo do optimalne rastitstske kulture in slabSe rasti probiog
kulture. Lahko pa se izognemo tem problemom taka, kdlturo probiottnih bakterij
nacepimo naknadno.

2.6 PROBIOTICNI IZDELKI

Vse ve& ljudi posega po novih izdelkih, za katere proial@jin trzi&e oglasujejo zdravju
pozitivhe «&inke, ceprav za to navadno ni zadostnih znanstvenih dekd&e@dvsem Siritev
znanja o prehrani in novih tehnologijah predelakanb, kakor tudi zanimanje potroSnikov za
zivila, ki poleg zagotavljanja zadostne Katie hranil ohranjajo ali celo izboljSajo zdravje so
privedli do prave poplave novih Zivil na tr&gis Veliko teh izdelkov lahko uvrstimo v
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kategorijo funkcionalnih Zivil, za katera velja, id&azujejo enega ali ¥eugodnih @inkov na
telo, bodisi z izboljSanjem zdravstvenega stanjgalz zmanjSanjem tveganja za nastanek
bolezni. Poleg tega mora funkcionalno Zivilo ohtiakastnosti Zivila in biti dinkovito v
koli¢ini, ki jo zauzijemo v normalnem dnevnem obroku. Zigla morajo biti varna in v
skladu z vsemi standardi za &fjno zdravo in varno hrano. Probiwti izdelki, sami ali v
kombinaciji s prebiotiki, so eden najbolj razSiifenprimerov funkcionalnih zivil, saj
predstavljajo okrog 60 do 70 % celotnega trga fiork@ne hrane (Bogo¥iMatijasic, 2001;
Raspor in Rogelj, 2001; Mohammadi in sod., 2012).

Tudi na slovenskem trgu se je ponudba proéndti izdelkov v zadnjih nekaj letih zelo
povetala. Kljub temu pa v teh izdelkih le redko najdemmbioticne seve, ki dejansko
izkazujejo zdravju koristnecinke, potrjene v klininih Studijah. Proizvajalci bi morali, s
preverjanjem izpolnjevanja selekcijskih kriterijea izbiro probiotinih bakterij, zagotavljati
pravilno deklariran, funkcionalen in varen izdelakse jih véina zanaSa zgolj na uveljavljen
status GRAS laktobacilov in bifidobakterij kot vérnbakterij. K nedoslednemu izvajanju
kontrole deklariranih bakterij v probidtiih izdelkih zagotovo prispevajo tudi nedéege
smernice v EU zakonodaji, poleg tega pa proizvgjaacbavitelji ali uvozniki prehranskih
dopolnil niso dolzni preverjati sestave izdelkowegrprodajo. Zato mikrobioloSke analize
probioticnih izdelkov in pripravkov velikokrat razkrijejo ogmanje med Stevilom in vrsto
dejansko osamljenih sevov iz izdelka ter infornmanja deklaraciji (Rogelj in Bogavi
Matijasic, 2004; Teskain sod., 2008; BogoviMatijask in sod., 2010).

2.6.1 Oblike probiotikov na trzis ¢u

Na trzi€u najdemo probiotike v obliki funkcionalnih Ziviprehranskih dopolnil in zdravil
brez recepta. W@no funkcionalnih zivil s probiotinimi mikroorganizmi predstavljajo
fermentirani mléni izdelki, predvsem probiatni jogurti, mlg&ni napitki, siri in migni
namazi, v zadnjentasu pa vidimo porast tudi med zivili rastlinskegaora. Zdravila in
prehranska dopolnila v obliki kapsul, tablet, gagteroralnih kapljic in praskov za pripravo
suspenzij pa vsebujejo liofilizirane probiste mikroorganizme, ki so skoncentrirani do te
mere, da s pripot@nim odmerkom pripravka zauzijemo priblizno enatavi#o probiottnih
bakterij kot z ohiajnim obrokom probiotinega zivila. Ker pa so regulatorne zahteve za
prehranska dopolnila bistveno milejSe od tistih zthavila, na trgu mo prednjaijo
prehranska dopolnila pred zdravili (BogdWlatijask in sod., 2010).

Ne glede na to, v kaksni obliki se probiotiki upajajo, morajo izpolnjevati osnovne
selekcijske kriterije in zadostiti merilom, ki vajp za vsa Zivila.

2.6.1.1 Funkcionalna zivila

Probiotiki, sami ali v kombinaciji s prebiotiki, sgotovo ena najbolj obetavnih skupin
funkcionalne hrane. Ob zauzitju nam taki izdelkdijo nekaj v€ od osnovne hrane, saj
izkazujejo zdravju pozitivnedinke, s¢imer zabriSejo mejo med hrano in zdravili. Prolkipti
kot funkcionalna hranacinkujejo predvsem na sestavo in aktivhost mikrabiptebavnega
trakta. Pri veéini probioticnih izdelkov na trzi& ne navajajo specénih funkcionalnih
ucinkov oziroma zdravilnih lastnosti, zato se lahkodajajo v prosti prodaji. Pripogbivo je
upoStevati rok uporabe Zivila, saj s&asu do njegovega izteka koha koristnih bakterij
zmanjSuje in lahko pade na vrednost, pri katerloseze vé& probiotinega @dinka (Bogove
Matijasic, 2001; Teskain sod., 2008).
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2.6.1.2 Prehranska dopolnila

Prehranska dopolnila so definirana kot izdelki,ekiéit namen je dopolnjevati aajno

prehrano. Predstavljajo koncentrirani vir posamezali ve& hranil ali drugih snovi s
hranilnim ali fizioloSkim &inkom, ki so na voljo v obliki kapsul, pastil, tabl vr&k s

praskom, ampul s tekmo, kapalnih stekletk slamic in v drugih oblikah s tekmo in

praskom, ki so oblikovane tako, da se jih lahkovazv odmerjenih majhnih kdiinskih

enotah (Uradni list RS, St. 82/03).

2.6.1.3 Zdravila brez recepta

Na slovenskem trzi&i so kot zdravilo brez recepta registrirane kapsinex® ter izdelka
Linex Forte® in Linex Linbi®. Po definiciji je zdwilo namenjeno preptevanju bolezni ali
bolezenskih stanj, ki mora imeti preverjeno kakayvearnost in ginkovitost, za kar poskrbijo
proizvajalci, nadzorujejo pa pristojni drzavni ongaTesk& in sod., 2008). Posebnost
probiotikov kot zdravil brez recepta je moznostajamja neposredniniinkov na bolezenska
stanja, v primeru da so ti dokazani, medtem kozpiiih oz. prehranskih dopolnilih to ni
dovoljeno oziroma so trditve ccmkovanju lahko samo splosSne (Bogdwlatijasi in sod.,
2010).

2.6.2 Priporo¢eno Stevilo probiotiénih bakterij

Da probioténe bakterije izrazijo svoje funkcionalne lastnostprajo v prebavni trakt priti v
aktivni obliki. V zadnjem¢asu pa je vse vepodatkov, da naj bi imele tudi odmrle celice ali
deli celic dol@gene pozitivne funkcionalne lastnosti, kot je stiawija imunskega odziva
(Vasiljevic in Shah, 2008).

Probiotiéne bakterije niso sposobne trajno poseligvesja, zato je pripoteno, da jih, za
vzdrZzevanje mikrobnega ravnotezja v prebavilih,ranb zauzivamo redno in v zadostnih
kolicinah. O priporéenem Stevilu probiatnih bakterij v izdelku, da bo le ta imel pozitiven
ucinek na zdravje, najdemo raglie podatke. Tako naj bi bilo najnizje predlagarevigh
zivih celic ob&asu zauZitja vsaj f0KE/g oz. ml izdelka. Ob upostevanju dejstva, dade
izkazovanje zdravju pozitivnihcinkov dnevno potrebno vnesti v telo®100° Zivih celic, so
potrebe po minimalnem dnevnem terapevtskem odmpodkuite z zauzitiem 100 g oz. ml
izdelka, ki vsebuje 1910" KE/g oz. ml (Gomes in Malcata, 1999; Shah, 2000h&mmadi
in sod., 2012).

2.7 METODE SELEKCIJE IN IDENTIFIKACIJE BAKTERIJ RODUBIifidobacterium
Poznamo razine Kkultivacijske, molekularne in kemijske metoda, ram omogoajo
selektivno Id@evanje in identifikacijo bakterij. Izbira metode jedvisna od vrste
mikroorganizma in izdelka, ki ga analiziramo. Peamdi se uporablja kombinacija¥enetod.
2.7.1 Klasiéne metode kultivacije

Klasicne metode selekcije in identifikacije bakterij wkljijejo osamitev in gojenje bakterij na

ustreznih selektivnin goji#h ter njihovo kokno identifikacijo, ki temelji na ugotavljanju
biokemijskih oziroma fenotipskih lastnosti bakterij
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Razlikovanje med bifidobakterijami in laktobacHi, jih kot probiotike najpogosteje najdemo
v probiotcnih izdelkih, je pogosto tezko, saj imajo predstlvrobeh rodov podobne
kultivabilne in biokemijske lastnosti. Zadevanje bifidobakterij od laktobacilov, kakor tudi
ostalih MKB, so bila razvita razlna goji€a, ki vsebujejo raztne selektivhe dejavnike. Tako
na primer selektivno rast predstavnikov ro@ifidobacterium na goji€u najpogosteje
dosezemo z dodatkom antibiotikov ali rahlim znizamjvrednosti pH oz. kombinacijo obeh
(Thitaram in sod., 2005).

Odpornosti bifidobakterij proti antibiotiku mupiroei je mog@ée s pridom uporabili za
razlikovanje predstavnikov rodiBifidobacterium od predstavnikov rodu_actobacillus.
Mupirocin je antibiotik, ki zavira rast mnogih laktacilov, enterokokov in streptokokov.
Znano je, da koncentracije, ki zadostujejo za zawy@ rasti omenjenih bakterij, ne zavirajo
rasti bifidobakterij (Thitaram in sod., 2005; Siropsn sod., 2004).

2.7.2 Metodi PCR in RAPD

Ker so klasine metode kultivacije za identifikacijo mikroorgamov velikokrat zamudne in
zahtevne, se vedno pogosteje posluzujemo hitrefsihatagnejSih metod. Ena takih je
molekularno-bioloSka metoda verizne reakcije smetazo (PCR), ki temelji na preiskavi
DNA in se uporablja tudi za ugotavljanje prisotmasikroorganizmov v Zzivilih in drugih

vzorcih (JerSek, 2009).

2.7.2.1 Metoda PCR

Princip reakcije PCR jen vitro pomnozZevanje dela tare DNA s termostabilno DNA-
polimerazo v cikknem termostatu. Stopnje, ki so vikigne v preiskavo vzorca s PCR, so
priprava DNA, priprava in izvedba PCR ter analipaymozkov (JerSek, 2009).

PCR izvajamo v ciklih, vsak cikel pa sestavljajostopnje. Poseben cikén termostat (angl.
PCR cycler) pa zagotavlja zvezno spreminjanje teatpee.

1. prva stopnja je denaturacija, pri kateri dvoveriIWA razklenemo v dve enoverizni
verigi s poviSanjem temperature na 95 °C,

2. sledi prileganje specifnih zaetnih oligonukleotidov na komplementarno mesto
takne DNA pri temperaturi, ki je odvisna od sestaveéemah oligonukleotidov.
Navadno se meSanica ohladi na 37-55 °Gée#fm oligonukleotida sta na matrici
orientirana tako, da sta njuna 3'- konca usmeimgkeng proti drugemu,

3. temu sledi podaljSevanje molekule DNA s pdajootermostabilnega encima DNA-
polimeraza, osamljenega iz termofilnin bakterij terdhermus aquaticus. Encim
sintetizira novo verigo, tako nastane dvoverizna ADNDptimalna temperatura
delovanja encima je 72 °C, vendar pa svojo aktivnalsrani tudi pri visjih
temperaturah, ki so potrebne za denaturacijo dvaverDNA (JerSek, 2009; Boyer,
2005).

Vsaka na novo sintetizirana veriga DNA lahko skdi matrica, tako da koncentracijadae
DNA naraga eksponentno. V postopku z 20 cikli se fragmentADNomnozi okrog
milijonkrat (Boyer, 2005).
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Slika 3: VeriZzna reakcija s pollmerazo (JerSek,2@7)

2.7.2.2 Metoda RAPD PCR

Tehnika nakljgno pomnozene polimorfne DNA (randomly amplified yoobrphic DNA), ki
je bila razvita leta 1990, se je izkazala za zebtinkovito pri ugotavljanju genetske
raznolikosti med zelo sorodnimi taksoni (Vincensod., 1998).

Osnova tehnike RAPD je verizna reakcija s polimeraz katero sta vkljgena genomska
DNA, ki sluzi kot matrica in z&tni oligonukleotid z nakljgnim nukleotidnim zaporedjem, ki
pomnoZuje v&e Stevilo razkno dolgih odsekov t&ne DNA. Dolzina zé&etnih
oligonukleotidov, ki se uporabljajo v analizi RAP[E najpogosteje 10 nukleotidov. Za
uspesno izvedbo reakcije RAPD je zaZzeleno, da smplementarna mesta DNA, na katera se
veze zd&etni oligonukleotid, dovolj blizu, saj se le v tgonmeru odsek DNA med obema
mestoma prileganja Zatnega oligonukleotida podvoji. PomnozZene dele genanaliziramo

z gelsko elektroforezo, kjer s primerjanjem Stevitavelikosti pomnozkov ovrednotimo
sorodnost izolatov. Glavna prednost metode je mstZrewlikovanja sevov iste vrste, med
pomanjkljivostmi pa predngita slaba ponovljivost in tezja interpretacija riéatov (Vincent

in sod., 1998).

2.8  OBCUTLIJIVOST BAKTERIJSKIH IZOLATOV ZA ANTIBIOTIKE

Naraganje Stevila bakterijskih izolatov, odpornih pratntibiotikom, je problem svetovne
razseznosti, kkemur so prispevali predvsem nekontrolirana in pik&euporaba Siroko
spektralnih antibiotikov, neuposStevanje predpisanegmerka irtasa jemanja, pomanijkljivo
spremljanje gibanja odpornosti med bakterijami, pojkljiva bolniSnéna higiena, narganje
Stevila bolnikov z oslabljenim imunskim odzivom starostnikov, neuposStevanje principov
sistema HACCP pri proizvodnji zivil zivalskega izaoter uporaba antibiotikov pri zivalih v
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preventivne namene in kot biostimulatorjev za péspanje rasti (EFSA, 2008; Berce in sod.,
2004).

V ZDA in nekaterih drugih razvitih drzavah svetaujgoraba antibiotikov kot dodatkov krmi
za pospesSevanje rasti pri prireji Zivali zelo rgesia, zato predstavlja enega glavnih razlogov
za pove€ano Stevilo odpornih bakterij. Uporaba antibiotikpvi zivalih, ki vstopajo v
prehransko verigo, je privedla do selekcije odpgoreevov pri bakterijah, ki povztajo
zoonoze. V Evropski uniji so zaradi strahu prednalklacijo antibiotikov v mleku in mesu ter
morebitnega prenosa antibiotskih rezistencc¢taveka s 1. januarjem 2006 prepovedali
uporabo antibiotikov kot pospeSevalcev rasti vrawveji. V veini drzav izven EU podobne
zakonodaje Se niso sprejeli (Evropska komisija,12@krce in sod., 2004).

Obcutljivost bifidobakterij za antibiotike najpogostejigotavljamo z metodo mikrodilucije ali
z metodo difuzije z uporabo E-testov oz. diskowedwnotimo pa jo s podajanjem minimalne
inhibitorne koncentracije (MIK) antibiotika oziroma primeru uporabe diskov, z merjenjem
premera obmga inhibicije. MIK je najmanjSa koncentracija possanega antibiotika, ki ima
baktericiden ginek na preiskovano bakterijo in jo podajamo v pgieanjSa kot je vrednost
MIK, bolj obcutljiva je bakterija za testirani antibiotik (Jorgeen in Ferraro, 2009).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 POTEK RAZISKAVE

V diplomski nalogi smo opisali nekatere fizioloSkestnosti sevadifidobacterium breve IM
386 in jih ovrednotili s primerjavo s fizioloSkimastnostmi sevov bifidobakterij, ki jih
najdemo v komercialnih probigtiih pripravkih. Preverjali smo lastnosti, kot sgtra mleku
in v mleku ob dodatku kvasnega ekstrakta, sposabp@zivetja v simuliranih razmerah
prebavnega trakta, protimikrobna aktivnost iduhivost za antibiotike.

Prvotno smo v nalogi Zeleli primerjati fizioloSkastnosti sev#. breve IM 386 z lastnostmi
sevov bifidobakterij, osamljenih iz fermentiranilnopioticnin mlenih izdelkov. Zato smo
izbrali pet razknih fermentiranih probiothih mlenih izdelkov, katerih deklaracije so
obljubljale vsebnost razinih vrst iz roduBifidobacterium. Po osamitvi in identifikaciji se je
izkazalo, da je, kljub razihemu poimenovanju vrst na deklaraciji, v vseh ikitheprisotna
ista vrsta bifidobakterij. V izogib morebitnim nepilnostim smo poskus ponovili, vendar
smo tudi v drugo prisli do enakih rezultatov. Reatilso nakazali nepopolno in nepravilno
poimenovanje probiatnih bakterij, pogosto je bil naveden le bakterijsid, ne pa tudi vrsta,
ali pa zgolj trzno/komercialno ime bakterije. Keat pmo Zeleli fizioloSke lastnosti seta
breve IM 386 primerjati s fizioloSkimi lastnostmi razhih vrst bifidobakterij, smo vkljgili v
izbor tudi probiottna prehranska dopolnila in zdravila z deklariranmazlicnimi vrstami
bifidobakterij.

V ta namen smo izbrali Sest r&zih komercialnih probiotinih prehranskih dopolnil in eno
probioticno zdravilo, ki so vsebovala raatie vrste iz roduBifidobacterium. S pomdjo
selektivnih gojig smo osamili bifidobakterije, z nadaljnjim precepijem preéistili osamljene
kolonije in potrdili njihovo vrstno pripadnost z RC

Pri sevih, osamljenih iz probigtiih izdelkov, ter pri seviB. breve IM 386 smo ugotavljali
nekatere fizioloSke lastnosti, ki smo jih ovredhati medsebojno primerjavo. Poskus smo
izvedli v ¢asu od februarja do septembra 2011.
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A

7 vzorcev probiotinih prehranskih
dopolnil oz. zdravil brez recepta?

izbira ustreznih gojiSin razreditev

A

nacepljanje ustrezno raze@shih vzorcev
na gojise

A

inkubacija vzorcev

A

ugotavljanje makromorfoloskih lastnos
kolonij zraslih na petrijevih pl@&h

A

barvanje po Gramu in mikroskopiranjg

A

osamitev genomske DNA

A

metoda PCR in RAPD

A

analiza pomnozkov PCR in RAPD z
agarozno gelsko elektroforezo

ugotavljanje fizioloskih lastnosti:
- dolo¢anje sposobnosti rasti v mleku in \
mleku z dodatkom kvasnega ekstrakta
- dolo¢anje sposobnosti prezivetja v
simuliranih pogojih prebavil s sevonB. breve IM386
- dolo¢anje olgutljivosti za antibiotike
- dologanje protimikrobne aktivnosti

primerjava rezlutatov

Slika 4: Shema poteka dela diplomske naloge.

*vklju ¢no z izdelkom Linex®, ki je v Sloveniji registrirdot probioténo zdravilo brez recepta.
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3.2

3.2.1

3.2.1.1 Probiotitni fermentirani mléni izdelki

MATERIAL

Bakterijski sevi

Probiotine fermentirane méme izdelke smo kupili v razinih Zivilskih trgovinah v okolici
Domzal in jih do analize hranili pri temperaturaladilnika. Analize so bile izvedene pred
iztekom roka uporabnosti.

Preglednica 4: Probiatii fermentirani mléni izdelki, ki smo jih analizirali.
lzdelek Deklarirane probiotiéne kulture Proizvajalec Rok uporabe
Eqo Lactobacillus acidophilus LA-5 Ljubljanske mlekarne | 03. marec 2011
Bifidobacterium Bb-12
Nu-trish™: Pomurske mlekarne 07. marec 2011
ProNutri Lactobacillus acidophilus
Bifidobacterium bifidum
SenSia Bifidus naturalis Dukat 28. februar 2011
Milfina Lactobacillus caseai ni naveden 16. marec 2011
Bifidobacterium longum
Actiregularis: Danone 04. marec 2011
Activia Lactobacillus bulgaricus
Sreptococcus thermophilus
Bifidobacterium animalis ssp.lactis

3.2.1.2 Probiotina prehranska dopolnila in probiato zdravilo brez recepta

Probioticna prehranska dopolnila in zdravilo smo kupili kdenah v okolici Domzal ter jih
do z&etka analize hranili pri sobni temperaturi. Analsae bile izvedene pred iztekom roka

uporabnosti.

Preglednica 5: Probidtha prehranska dopolnila in probifito zdravilo, ki smo jih analizirali.

Izdelek Oblika Deklarirane probioti ¢ne | Proizvajalec Rok uporabe
bifidobakterije
prasek Bifidobacteriumbifidum | Medis januar 2012
Waya IT Bifidobacterium lactis
Bifidobacterium longum
Linex®* kapsule Bifidobacterium infantis Lek januar 2012
Linbi prasek Bifidobacteriumanimalis | Lek september 2012
ssp lactisBb-12
Yogermina | hapitek Bifidobacterium lactis Dietetics Pharma november 2011
Yogermina | kapsule Bifidobacterium lactis Dietetics Pharma april 2012
Bion3 tablete Bifidobacteriumbifidum | Merck januar 2012
10 Bifidobacterium longum
Lacto Seven| tablete Bifidobacterium longum Vitobolous februar 2012
Probiolex kapsule Bifidobacterium bifidum | Galex maj 2011
Probiolex kapsule Bifidobacterium bifidum Galex marec 2012

* Linex® je v Sloveniji registriran kot probiatino zdravilo brez recepta.
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3.2.1.3 Bifidibacterium breve IM 386

V diplomski nalogi smo ugotavljali in primerjalizioloSke lastnosti seVva. breve IM 386 iz
zbirke InStituta za mlekarstvo in probiotike s dimSkimi lastnostmi sevov bifidobakterij,
osamljenih iz prehranskih dopolnil ali zdravl. breve IM 386 je bil shranjen v zmrznjeni
obliki pri -80 °C. Sev je zanimiv predvsem zator ke humani izolat, osamljen tako iz
materinega mleka kot iz blata dofjia. Katarina Krajnik v svojem diplomskem delu opesu
da je prevladujai sev bifidobakterij tako v vzorcih humanega mlekablata dojetkov
pripadal vrstiB. breve (Krajnik, 2009). Navaja tudi, da je &ea izolatov bifidobakterij iz
mleka dojée matere in iz blata dojeéka imelo enak profil RAPD, kar kaze na to, da gue z
isti sev, ki ga je dojetek pridobil od matere preko dojenja. Iz teh lastinatko sklepamo, da
gre za varen sev, ki ima dobre sposobnosti prgaiyeehoda skozi prebavni trakt in kot tak
predstavlja velik potencial za uporabo v prolgioith izdelkih.

3.2.1.4 Indikatorske bakterije

Pri ugotavljanju protimikrobne aktivnosti bifidoldakij smo izbrane indikatorske
mikroorganizme, hranjene pri -20 °C, najprej rdidteali s precepljanjem v ustrezna tefko

gojisa in jih inkubirali pri ustreznih razmerah. Izbramedikatorske bakterije in njihovi
pogoji kultivacije so prikazani v preglednici 6.

Preglednica 6: Nabor izbranih indikatorskih balkterrazmere kultivacije.

Indikatorske bakterije Gojis¢e | T inkubacije /°C | Odnos do kisika
Cl. perfringens 1b 1106 IM 73 RCM 37 anaeroben
Cl. tyrobutyricum DSM 2637 RCM 37 anaeroben
Lb. sakei NCDO 2714 MRS 30 aeroben
Lb. johnsonii Lj. 1, NCC 533 MRS 42 aeroben
Lb. bulgaricus (LDSB) LMG 6901 MRS 42 aeroben
Lb. paracasel DSM 5622 MRS 37 aeroben
Lb. plantarum IM 212 MRS 37 aeroben
Lb. fermentum IM 351 MRS 37 aeroben
Lb. delbrueckii (LDSL) IM 350 MRS 42 aeroben
Lb. helveticus IM 30 MRS 42 aeroben
Lb. rhamnosus IM 239 MRS 37 aeroben
B. cereus IM 250 BHI 30 aeroben
E. coli IM 120 BHI 37 aeroben
Ent. faecalis LMG 7937 M17 37 aeroben
Ent. faecalis CCM 4647 M17 37 aeroben
Ent. durans CCM 5612 M17 37 aeroben
Ent. faecium IM 273 M17 37 aeroben
L. monocytogenes IM 372 BHI 37 aeroben
L. innocua IM 373 BHI 37 aeroben
Saph. aureus IM 388 BHI 37 aeroben
Saph. aureus IM 389 BHI 37 aeroben
Saph. aureus IM 390 BHI 37 aeroben

Legenda: IM - zbirka mikroorganizmov InStituta zéekarstvo in probiotike, BiotehniSka Fakulteta, Dtie,
Slovenija; DSM — Deutsche Sammlung von Mikroorgama und Zellkulturen, Braunschweig, Germany;
NCDO (NCFO) — National Collection of Dairy OrganisniReading, England; NCC — Nestlé Culture Collectio
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Lausanne, Switzerland; LMG — Universiteit Gent, aediorium voor Mikrobiologie, Gent, Belgium; CCM -
Czech Collection of Microorganisms, Masaryk UniwgrsBrno, Czech Republic

3.2.2 Gojiséa
3.2.2.1 Trdna gojisa

TOS z mupirocinom (TOS+mup)

Pripravili smo ga po navodilih proizvajalca (Yakultokio, Japonska) tako, da smo zatehtali
62,5 g dehidriranega go§id TOS v 1 | demineralizirane vode. Gégssmo avtoklavirali pri
115 °C, 15 minut. Pred uporabo smo v 200 ml rajgopba in primerno temperiranega
goji&a (45 °C + 2 °C) dodali 1 ml zaloZne raztopine magna, tako da je bila kéna
koncentracija antibiotika v gojis 0,05 mg/ml. Tako pripravljeno gojs smo uporabili za
selektivno rast bifidobakterij.

Zalozno raztopino mupirocina (10 mg/ml) smo pripiratako, da smo 50,0 mg mupirocina
(AppliChem, Darmstadt, Netja) dodali 2,0 ml 96 % etanola, dobro premeSaldadali Se
3,0 ml sterilne destilirane vode. Tako pripravljer@lozno raztopino antibiotika smo takoj
uporabili ali pa do uporabe hranili pri -20 °C.

MRS s cisteinom (MRS+cys)

Za pripravo trdnega gojia MRS s cisteinom smo zatehtali 68,2 g dehidrirarggiga MRS
(Merck, Darmstadt, Netija), dodali 1 | demineralizirane vode ter dodasitein (Merck) do
delovne koncentracije 0,05 %. G@gSsmo avtoklavirali pri 118 °C, 15 minut. Uporalsiino
ga za hamnoZevanje bifidobakterij.

Sestavljeno gojige iz goji& MH (90 %, Mueller Hinton) in MRS (10 %)

Za pripravo tega goji& smo zatehtali 5,2 g dehidriranega g@i3RS (Merck) in 18,9 g
MH (Merck) v 1 | demineralizirane vode. Pred avektanjem smo goji& uravnali
vrednosti pH na 6,7 in dodali Se 13 g agar-agaffjar¢k). Goji€e smo uporabili kot nosilno
goji&e pri ugotavljanju okutljivosti bifidobakterij za antibiotike.

3.2.2.2 Tekata gojiga

BHI (Brain heart Infusion)

Za pripravo tekdega gojiga BHI smo zatehtali 37 g dehidriranega g@gi8HI (Merck) v 1 |
demineralizirane vode. Gofié smo razdelili po 10 ml v epruvete in avtoklavig@i 121 °C,
15 minut.

M17

Za pripravo tek®ega gojisa M17 smo po navodilih proizvajalca zatehtali 425
dehidriranega goj& M17 (Merck) v 1 | demineralizirane vode. Gogssmo razdelili po 10
ml v epruvete in dali avtoklavirat pri 121 °C, 15,

RCM (Reinforced Clostridial medium)

Za pripravo tekdega gojisa RCM smo po navodilih proizvajalca zatehtali 3@epidriranega
goji&a RCM (Merck) v 1 | demineralizirane vode. Goégsmo razdelili po 10 ml v epruvete
in avtoklavirali pri 121 °C, 15 minut.
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MRS s cisteinom (MRS+cys)

Za pripravo tekdega gojiga MRS s cisteinom smo zatehtali 52,2 g dehidriranggji&a
MRS (Merck) v 1 | demineralizirane vode in dodaktein (Merck) v koncentraciji 0,05 %.
Gojis¢e smo razdelili po 10 ml v epruvete in avtoklavipl 118 °C, 15 minut.

Tekata gojiga smo uporabili za gojenje indikatorskih mikroorgamov.

Rekonstituirano posneto mleko (RPM)

Pripravili smo 10 % (w/v) rekonstituirano posnetdeko, ki smo ga dobili tako, da smo
raztopili 100 g posnetega mleka v prahu (Merck)\démineralizirane vode. Rekonstituirano
posneto mleko smo avtoklavirali 15 minut pri 110 °C

Rekonstituirano posneto mleko s kvasnim ekstraktonRPM+ke)

Pripravili smo 10 % (w/v) rekonstituirano posnetdeko, ki smo ga dobili tako, da smo
raztopili 100 g posnetega mleka v prahu (Merck)\d&mineralizirane vode ter dodali 0,1 %
kvasni ekstrakt (Biolife, Milano, Italija). Rekomstirano posneto mleko s kvasnim
ekstraktom smo avtoklavirali 15 minut pri 110 °C.

3.2.2.3 Poltrdna gojiga

MRS
Poltrdno gojise MRS smo pripravili tako, da smol | pripravljendghaiega gojiga MRS
(Merck) dodali 7,5 g agar-agarja (Merck) in avteftali 15 minut pri 118 °C.

BHI (Brain Heart Infusion)
Poltrdno gojige BHI smo pripravili tako, da smo 1 | pripravljeretek@ega gojiga BHI
(Merck) dodali 7,5 g agar-agarja (Merck) in avteftali 15 minut pri 121 °C.

M17
Poltrdno gojige M17 smo pripravili tako, da smo 1 | pripravljeaegk@ega gojiga M17
(Merck) dodali 7,5 g agar-agarja (Merck) in avteftali 15 minut pri 121 °C.

RCM (Reinforced Clostridial medium)
Poltrdno gojise RCM smo pripravili tako, da smo 1 | pripravljeaggk@ega gojisa RCM
(Merck) dodali 7,5 g agar-agarja (Merck) in avteftali 15 minut pri 121 °C.

Ustrezna poltrdna goga smo cepili z indikatorskimi bakterijami pri ugefjanju
protimikrobne aktivnosti bifidobakterij.

3.2.2.4 Simulirani prebavni sokovi

Za ugotavljanje prezivelosti bifidobakterij v sinmahih razmerah prebavnega trakta smo
pripravili simulirane prebavne sokove, kot so ofpisarnandez in sod. (2003).

Simuliran Zelodéni sok (ZS)

V demineralizirani vodi smo raztopili 7,3 g/l Na@Werck), 0,5 g/l KCI (Merck) in 3,8 g/l
NaHCGO, (Kemika, Zagreb, Hrvaska). Raztopino smo poralidelitri steklentke in jim
naravnali vrednosti pH na 2, 3 oz. 7. Stekikaismo nato avtoklavirali 15 minut pri 121 °C.
Tik pred z&etkom analize smo dodali Se 3 g/l pepsina (Sigma@ta, St. Loius, ZDA).
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Simuliran &revesni sok €S)

Demineralizirani vodi smo najprej umerili vredn@s$i na 8 in avtoklavirali 15 minut pri 121
°C. Tik pred zaetkom analize smo dodali Se 0,1 % pankreatina3r®,zotnih soli No. 3
(Biolife).

3.2.2.5 Raztopina za razrédvanje

Peptonska voda

Za pripravo peptonske vode smo v 1 | demineralimraode dodali 2 Ringerjevi tableti
(Merck), 0,1 % peptona (Biolife) in 0,05 % cisteifMerck). Raztopino smo razdelili po 9 ml
v epruvete in avtoklavirali pri 121 °C, 15 minutaZRopino smo uporabljali za razteganje
po Koch-u.

3.2.3 Reagenti za barvanje po Gramu

Bakterijske preparate smo barvali po Gramu s ggakompleta Color Gram 2 po navodilih
proizvajalca (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francijeet vsebuje barvilo kristal violet, barvilo
lugol, meSanico acetona in etanola (1:1) ter barséfranin. Pred mikroskopiranjem smo
preparatu na objektnem stekelcu dodali imerzijdj@ o

3.2.4 Reagenti in encimi za osamitev DNA

DNA smo osamili s pomgo komercialnega kompleta DNA WizdtdGenomic DNA
Purification Kit (Promega, Madison, ZDA), ki vsebujaslednje reagente:

» raztopina za lizo celic (Cell Lysis Solution),

* raztopina za lizo calnega jedra (Nuclei Lysis Solution),

* raztopina za obarjanje proteinov (Protein PredipitaSolution),

» rehidracijska raztopina (DNA Rehydration Solution),

» raztopina RNA-aze (RNase Solution).

Material, ki je potreben za osamitev DNA:
e 1,5 ml mikrocentrifugirke,
» vodna kopel, umerjena na 80 °C,
» vodna kopel, umerjena na 37 °C,
« 50 mM EDTA, pH=8,0 (Sigma Chemical),
e 10 mg/ml lizocim (Sigma Chemical),
* 10 mg/ml mutanolizin (Sigma Chemical),
* 70 % etanol, sobna temperatura (Merck),
» izopropanol, sobna temperatura (Merck).

3.2.5 Reagenti za RAPD in PCR

Reakcijsko meSanico smo pripravili s pafjwo kompleta PCR GoT&q Flexi DNA
Polymerase (Promega), gemer smo uporabili naslednje kemikalije:

* meSanica dNTP, vsak v koncentraciji 10 mM (Fermzn¥éna, Litva),

« GoTad Flexi pufer za polimerazo brez Mgl

« GoTad Flexi pufer za polimerazo z MgQ(5x),

25 mM MgCl,
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« GoTad Flexi DNA polimeraza,
» z&etni oligonukleotidi (Invitrogen, Molecular probe3regon, ZDA),
* deionizirana, mikrofiltrirana in sterilizirana voda

Slika 5: Reagenti za PCR in RAPD.

V preglednicah 7, 8 in 9 so prikazantetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili v reakah

PCR oz. RAPD.
Preglednica 7: Zstni oligonukleotidi speciini za rodBifidobacterium.
Taréni rod Oznaka zgetnega Nukleotidno zaporedje (5-3") Velikost Vir
oligonukleotida pomnozka (bp
Bifidobacterium B!f164-f GGGTGGTAATGCCGGATG 520 Satokari in
Bif662-r CCACCGTTACACCGGGAA sod. (2001)
Preglednica 8: Zstni oligonukleotidi specifini za izbrane vrste rodsifidobacterium.
Targna vrsta | Oznaka zé&etnega Nukleotidno zaporedje (5-3") Velikost Vir
bakterij oligonukleotida pomnoZka (bp
Bifidobacterium | BiBIF-1 CCACATGATCGCATGTGATTG 278 Matsuki in
bifidum BiBIF-2 CCGAAGGCTTGCTCCCAAA sod. (1999)
Bifidobacterium | BilNF-1 TTCCAGTTGATCGCATGGTC 828 Matsuki in
infantis BilNF-2 GGAAACCCCATCTCTGGGAT sod. (1999)
B. animalisssp | Bflact2 GTGGAGACACGGTTTCCC 680 Ventura in
lactis Bflact5 CACACCACACAATCCAATAC sod. (2001)
Bifidobacterium | BiLON-1 TTCCAGTTGATCGCATGGTC 831 Matsuki in
longum BiLON-2 GGGAAGCCGTATCTCTACGA sod. (1999)
Preglednica 9: Zgetni oligonukleotidi za RAPD.
Oznaka z&etnega Nukleotidno zaporedije (5-3") Vir

oligonukleotida

KGT-70GC

AGCGGGCGTA

InStitut za mlekarstvo in profike

1254

CCGCAGCCAA

Torriani in sod. (1999)
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3.2.6 Reagenti za analizo pomnozkov v agaroznem gelu

« Agaroza: SeaKefhLE Agarose (Lonza, Rockland, ZDA),

» 0,5-kratni pufer TAE (tris acetatni pufer), pH=8,0,

« molekulska ozngevalca velikosti: GeneRulBf 100 bp DNA Ladder in 1 kb DNA
Ladder (Fermentas),

« DNA barvilo: SYBR Saf&! DNA Gel Stain (Invitrogen).

GeneRuler 100 bp DNA Ladder GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ng/05pg %

bp ng/0.5 ug %

L

20000 20
/ 10000 20

a5 g 4
469 7000 20 4
2 4 75 15
45 ] f
15 23 20 4
o 8 20 4
bl 20 4
40 8
‘ 80 16
. 0 8 . &
g 25 B
75 15
i 25 5
0.5 pg/lane, 8 cm length gel, a5 |
1X TBE, 5Wem, 1 h = 25 5
= 25 5
=
=3
o
05 po/lane, 211 om length gel, L1J}(F\Tl;'|‘-.g[‘la_r'n‘:::-'pif%_le;'ﬁr[:' gel,
a) 1XTAE, 8W/em, 3 h b) 7 Vem, 45 n

Slika 6: Uporabliena molekulska ozmalca velikosti DNA. Molekulski oziavalec GeneRul&f 100 bp
DNA Ladder (a) in molekulski oziavalec GeneRul&f 1 kb DNA Ladder (b) (Thermo Scientific, 2012).

3.2.7 Antibiotiki
Okcutljivost bifidobakterij za antibiotike smo ugot@ll s pomda@jo E-test-ov (BioMérieux),

ki so predstavljeni v preglednici 10. E-test-i sakbvi, ki so gradientno prepojeni s
posameznim antibiotikom (Slika 7).

oznaka antibiotika £kl
(EM = eritromicin) 96 1

koncentracijski gradient

Lgie) v

Slika 7: E-test: umerjena lestvica vrednosti komicamj antibiotika v pg/ml.



ZanoSkar P. Opis fizioloSkih lastnosti seRifidobacterium breve IM 386. 28
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2013

Preglednica 10: Antibiotiki (BioMérieux) in razpaoihove koncentracije, ki smo jih uporabili pri ugeljanju
obcutljivosti bifidobakterij.

Antibiotik Razpon koncentracij (pug/ml)
ampicilin (AM) 0,016-256
eritromicin (EM) 0,016-256
gentamicin (GM) 0,64-1024
klindomicin (CM) 0,016-256
streptomicin (SM) 0,64-1024

tetraciklin (TC) 0,016-256
vankomicin (VA) 0,016-256

3.3 LABORATORIJSKA OPREMA

» Laboratorijski pribor: halja, rokavice, petrijevdoge, steklovina, cepilne zanke,
hokejke, avtomatske pipete, pincete, stojala, kiinggorilnik, nastavki,
mikrocentrifugirke, anaerobne Skatle, generatorgieaobnih razmer...,

* tehtnica,

» avtoklav (A-21 CA, Kamlg, Slovenija),

e inkubator (BT150, Krotker Marjan, Slovenija),

» brezprasna komora - laminarij (Iskra P10, Slovénija

« vrtinéni mesalnik (Vibromix Zelezniki, Slovenija),

« elektronski Stevec (ESKO 7L, LABO, Ljubljana, Slove),

* mikrovalovna pe&ica (Bosch, Nerija),

* vodna kopel (WB-30, Kambj Semé, Slovenija),

» komora za pripravo meSanic PCB\ Sterilizing cabinets and workstati®/VP),

» centrifuga (Hettich mikro 22R, Netija),

» svetlobni mikroskop (Reichert, Avstrija),

» cikli¢ni termostat (Mastercycler gradient, Eppendorf, Rigah

* pH meter (Toledo MP220, Mettler, Néija),

« transiluminator Chemi GenitigBio imaging system),

* hladilna in zmrzovalna omara.

3.4 METODE
3.4.1 Priprava mikroorganizmov
3.4.1.1 Bifidobacterium breve IM 386

SevB. breve IM 386 smo ozivili iz zamrznjene kulture (-80 °@yanjene v mikrobni zbirki
InStituta za mlekarstvo in probiotike BiotehniSkakidltete v Domzalah, s precepljanjem v
tekate goji¥e MRS+cys.

3.4.1.2 Osamitev bifidobakterij iz probiatnih fermentiranih mlénih izdelkov

Vzorce fermentiranin mtaih izdelkov s probiotinimi kulturami smo premesali in v
asepténih razmerah prenesli 1 ml vzorca v 9 ml peptonskele ter nadaljevali z
razred¢evanjem po Koch-u do ustrezne raziibek. Za osamitev bifidobakterij smo po 0,1 ml
izbranih razretitev s tehniko razmaza cepili na predhodno prigead in osusSeno trdno
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goji&e TOS+mup. Tako pripravljene pt@Ssmo inkubirali v anaerobnih razmerah pri 37 °C
48 ur, ki smo jih zagotovili z uporabo sistema GexBn generatorjev anaerobnih razmer
(BioMérieux).

3.4.1.3 Osamitev bifidobakterij iz probiatnih prehranskih dopolnil in zdravil

Za osamitev bifidobakterij smo uporabili po 1 mliroma po 0,5-1 g probiathega
prehranskega dopolnila oz. zdravila. 1zdelke v lobdiuspenzije smo dobro premesSali ter
odpipetirali potrebno kadino. Pri izdelkih v obliki praska oz. kapsule smedke 0z. kapsule

s praskom ob ognju sterilno odprli in zatehtalirpbho kol€ino. Pri izdelkih v obliki tablet
smo tablete najprej strli s porjo terilnice in odtehtali potrebno kéiho. Odpipetirane oz.
zatehtane kotine vzorcev smo resuspendirali v taki Koli peptonske vode, da smo dobili
razreditev 10*. Dobljene raztopine smo dobro premesali in nadalje razredevanjem po
Koch-u. Pripravo vzorcev smo izvajali v asépiin pogojih z uporabo sterilne opreme.

Za osamitev bifidobakterij smo uporabili selektivgojis<te TOS+mup. Po 0,1 ml ustreznih
razreditev smo s tehniko razmaza nanesli na predhodnargsjeno in osuSeno go§is.
Cepljene plo& smo inkubirali 48 ur pri 37 °C v anaerobnih ramheki smo jih zagotovili z
uporabo sistema GenBox in generatorjev anaerobaiiner (BioMérieux).

Kolonije, osamljene z goj& TOS+mup, smo péestili s precepljanjem na gojié MRS+cys.
3.4.2 Ugotavljanje morfoloskih znatilnosti osamljenih bifidobakterij

MorfoloSke zndilnosti bifidobakterij smo opisali z opazovanjem kr@morfoloskih in
mikromorfoloskih lastnosti.

Znotraj makromorfoloskih lastnosti smo opazovalivioa izgled povrSine, velikost in obliko
robu kolonij, zraslih po prgSc¢evanju na goji&u MRS+cys.

Za opazovanje mikromorfoloskih zfiBnosti smo iz izbranih kolonij pripravili prepargtkjer
smo s pomgo svetlobnega mikroskopa pri 1000-kratni ptesd opazovali obliko, velikost,
formacijo in obarvanje po Gramu.

Preparat smo pripravili tako, da smo ob gorilnikuabjektno stekelce v kapljico peptonske
vode vmesali kolonijo, ki smo jo s trdnega g&girenesli s cepilno zanko. Razmaz smo
posusili na zraku in ga fiksirali tako, da smo glrat potegnilicez plamen gorilnika. Sledilo
je barvanje po Gramu.

Princip barvanja:

barvanje s kristal violet, pustimo 1 minuto in sgap z vodo
nanos barvila lugol, pustimo 1 minuto in sperenvo@o
preparat razbarvamo z raztopino aceton-etanol

speremo z vodo

nanos barvila safranin, pustimo 1 minuto in speremodo
preparat osusSimo s papirnato belsa

QA ONE
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3.4.3 Osamitev DNA

Za osamitev DNA smo uporabili nak§omo izbrane kolonije, ki so zrasle po nacepljanju
izdelkov na gojie TOS+mup. Kolonije smo pfistili s precepljanjem na trdno gajis
MRS+cys. Pré&séene kolonije smo po morfoloSkem pregledu cepili ekate gojie
MRS+cys ter inkubirali pri 37 °C 48 ur. Po inkuasmo po 1 ml namnozenih bakterijskih
kultur prenesli v mikrocentrifugirke in uporabiliazosamitev DNA, ki smo jo izvedli s
pomaijo komercialnega kompleta Wiz&tdGenomic DNA Purification Kit (Promega).
Osamljeno DNA smo uporabili kot tato DNA v reakcijah RAPD in PCR, do uporabe pa
smo jo hranili pri -20 °C.

Pri izdelkih Linex in Linbi smo DNA osamili iz pétinakljuitno izbranih kolonij, saj so bile
kolonije na gojigu zelo podobne. Pri izdelkih Yogermina, Bion3 tacto Seven smo DNA
osamili iz desetih kolonij, saj so se kolonije raaVale po velikosti. Pri vseh treh izdelkih
smo naklj@no izbrali po pet manjSih in pet &é kolonij. Pri izdelku Waya IT pa smo DNA
osamili iz 17 kolonij, prcemer smo naklgno izbrali sedem majhnih, pet srednje velikih ter
pet velikih kolonij.

3.4.4 Priprava reakcijskih meSanic za RAPD in PCR

Reakcijske me&anice za reakcije RAPD in PCR smuraili s pomajo kompleta GoTa§
Flexi DNA Polymerase (Promega). Reakcijsko meSagsio pripravljali v za to namenjeni
komori PCR, poleg tega smo pri delu uporabljaliasdke, da smo preptid kontaminacijo z
drugo DNA ali z nukleazami. Reagente za pripraakegskih meSanic smo veéas hranili na
ledu.

3.4.4.1 RAPD z z&etnim oligonukleotidom KGT-70GC

Preglednica 11 prikazuje pripravo reakcijske mefaniza RAPD 2z zZ&tnim
oligonukleotidom KGT-70GC, ki je sestavljen iz déseukleotidov.

Preglednica 11: Sestava glreakcijske meSanice za RAPD Zemim oligonukleotidom KGT-70GC.

Koli¢ina | Sestavina

1,0ul DNA vzorca

11,2ul mikrofiltrirana in avtoklavirana voda

4,0ul zeleno obarvan GoT&dlexi pufer (5x)

3,2ul MgCl, (25 mM)

0,2ul zaetni oligonukleotid KGT-70GC (100 puM)
0,3ul dNTP (10 mM)

0,1pl GoTad’DNA polimeraza (5 U/pl)

Pri prowtevanju genetske raznovrstnosti bifidobakterij zadetRAPD smo v reakcije PCR
vkljucili tudi negativnho kontrolo, ki smo jo pripravilako, da smo v reakcijsko meSanico
namesto DNA dodali mikrofiltrirano in avtoklaviramoedo.

3.4.4.2 RAPD z z&etnim oligonukleotidom1254

Preglednica 12 predstavlja pripravo reakcijske miega za RAPD 2z zZ®tnim
oligonukleotidom 1254, ki je prav tako sestavljerdesetih nukleotidov.
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Preglednica 12: Sestava @lreakcijske meSanice za RAPD Zetim oligonukleotidom 1254.

Koli¢ina | Sestavina

1,0ul DNA vzorca

11,94ul | mikrofiltrirana in avtoklavirana voda
4,0ul zeleno obarvan GoT&dlexi pufer (5x)
2,4l MgCl, (25 mM)

0,16yl zatetni oligonukleotid 1254 (100 uM)
0,4ul dNTP (10 mM)

0,1ul GoTad’DNA polimeraza (5 U/pl)

3.4.4.3 PCR z z&etnima oligonukleotidoma Bifl64-f in Bif662-r za fgevanje rodu
Bifidobacterium

Preglednica 13 prikazuje sestavo reakcijske mesazacanalizo PCR z izbranimacetnima
oligonukleotidoma Bif164-f in Bif662-r.

Preglednica 13: Sestava glreakcijske meSanice za PCR Zetmima oligonukleotidoma Bif164-f in Bif662-r.

Koli¢ina | Sestavina

1,0ul DNA vzorca

14,5l mikrofiltrirana in avtoklavirana voda
4,0ul zeleno obarvan GoT&gpufer z MgC} (5x)
0,1ul z&etni oligonukleotid Bif164-f (100 uM)
0,1ul zatetni oligonukleotid Bif662-r (100 uM)
0,2ul dNTP (10 mM)

0,1ul GoTad’DNA polimeraza (5 U/pl)

3.4.4.4 PCR za potrjevanje raghih vrstBifidobacterium

Preglednica 14 predstavlja sestavo reakcijskih mesa PCR za dokazovanje r&nih vrst
bifidobakterij. Za dokazovanje vrste smo vzeli egtre vrstno spectine oligonukleotidne
za’etnike kot je prikazano v preglednici 8, drigapa je bila reakcijska meSanica za
dolotanje analiziranih vrst enaka.

Preglednica 14: Sestava glreakcijske meSanice za PCR za dokazovanjecralzlivrst.

Koli¢ina | Sestavina

1,0ul DNA vzorca

12,7ul mikrofiltrirana in avtoklavirana voda
4,0ul zeleno obarvan GoT&gpufer z MgC} (5x)
0,1ul z&etni oligonukleotid 1 (5 uM)

0,1ul zatetni oligonukleotid 2 (5 uM)

0,2ul dNTP (10 mM)

0,1ul GoTad’DNA polimeraza (5 U/pl)

Za potrjevanje posameznih vrst bifidobakterij snpmleg za vrste speathih zaetnih
oligonukleotidov (Preglednica 8), v reakcije PCRIjw&li tudi pozitivhe in negativne
kontrole. Pri dol¢anju vrsteB. bifidum nam je kot pozitivha kontrola sluzila DNA osamljena
iz sevaB. bifidum IM 419, pri ugotavljanju vrst®. infantis DNA sevaB. infantis IM 343, pri
ugotavljanju vrsta. animalis ssp.lactis DNA sevovB. animalis ssp.lactis IM 414 in IM 417
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ter pri ugotavljanju vrst®&. longum DNA sevaB. longum IM 275. Za negativno kontrolo pa
smo Vv reakcijsko meSanico namesto DNA dodali mikro&no in avtoklavirano vodo.

Slika 8: Mikroepruvete z reakcijsko meSanico.

Mikroepruvete s pripravljeno reakcijsko meSanicagmenesli v cikiien termostat in izbrali

ustrezen program.

3.45 RAPDIinPCR

Slika 9: Cikliéni termostat.

Za ugotavljanje pripadnosti rodu oz. vrsti, smo DNosamljeno iz kolonij, ki so zrasle po
nacepljanju probiothih izdelkov na selektivnih gojith, uporabili v reakciji PCR in jo
pomnoZevali z za rodBifidobacterium oziroma posamezno vrsto spediimi zatetnimi
oligonukleotidi. S tehniko nakljinega pomnozevanja polimorfne DNA pa smo v reakciji
RAPD proudevali genetsko raznovrstnost (istovetnost) kolasigmljenih bifidobakterij. V
preglednici 15 so prikazane razmere posamezneife&CR oz. RAPD.

Preglednica 15: Razmere reakcij PCR 0z. RAPD.

Vrsta reakcije Faza Razmere Stevilo Vir
ponovitev
zasetna denaturacija DNA 95 °C, 3 min 1 Satokari in sod.
denaturacija DNA 95°C,30s (2001)

PCR zarod . . - .
Bifidobacteri prileganje za&etnih oligonukleotidov 62°C, 30s 30

Imdobacterium podaljSevanje verige DNA 72°C, 40 s

zakljueno podaljsevanje verige DNA 72 °C, 5 min 1

se nadaljuje




ZanoSkar P. Opis fizioloSkih lastnosti seRifidobacterium breve IM 386. 33
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2013
Nadaljevanje preglednice 15: Razmere reakcij PCHR&PD.
Vrsta reakcije Faza Razmere Stevilo | Vir
ponovitev
za’etna denaturacija DNA 95 °C, 3 min 1 InStitut za
denaturacija DNA 95 °C. 1 min mlekarstvo in
RAPD s P e - B robiotike
prileganje za&etnih oligonukleotidov 37 °C, 2 min 35 p
KGT-70GC podaljSevanje verige DNA 72 °C, 2 min
zakljutno podaljSevanje verige DNA 72 °C, 5 min 1
zaetna denaturacija DNA 95 °C, 5 min Torriani in sod.
prileganje z&etnih oligonukleotidov| 36 °C, 5 min 4 (1999)
podaljSevanje verige DNA 72 °C, 5 min
RAPD z 1254 denaturacija DNA 95°C, 1 min
prileganje z&etnih oligonukleotidov 36 °C, 1 min 30
podaljSevanje verige DNA 72 °C, 2 min
zakljutno podaljSevanje verige DNA 72 °C, 10 min 1
za&etna denaturacija DNA 95 °C, 3 min 1 Matsuki in sod.
denaturacija DNA 95°C, 30 s (1998)
PCR_Za vIsto prileganje z&etnih oligonukleotidov 55°C, 30s 30
B. bifidum podaljSevanje verige DNA 72°C,30s
zakljueno podaljSevanje verige DNA 72 °C, 5 min 1
za&etna denaturacija DNA 95 °C, 3 min 1 Matsuki in sod.
PCR za vrsto denaturacija DNA 95°C, 20 s (1999)
B. infantis prileganje z&etnih oligonukleotidov 55°C, 20 s 35
podaljSevanje verige DNA 72°C,30s
zakljutno podaljSevanje verige DNA 72 °C, 5 min 1
za&etna denaturacija DNA 95 °C, 3 min 1 Ventura in sod.
PCR za vrsto denaturacija DNA 95°C,30s (2001)
B. animalis ssp. | prileganje zéetnih oligonukleotidov 58°C, 30s 30
lactis podaljSevanje verige DNA 72 °C, 1min
zakljutno podaljSevanje verige DNA 72 °C, 5 min 1
za’etna denaturacija DNA 95 °C, 3 min 1 Matsuki in sod.
denaturacija DNA 95°C, 30 s (1999)
PCR za vrsto prileganje za&etnih oligonukleotidov 55°C, 30s 30
B. longum podaljSevanje verige DNA 72°C,30s
zakljutno podaljSevanje verige DNA 72 °C, 5 min 1

3.4.6 Analiza pomnozkov z gelsko elektroforezo

Pomnozke reakcij PCR in RAPD smo analizirali s p&maelske elektroforeze, njihovo
velikost 0z. vzorec (prstni odtis) pa smo ovrednatipomajo molekulskih ozné&evalcev
velikosti odeskov DNA.

Agarozni gel smo pripravili iz agaroze in 0,5-kreg@a pufra TAE. MeSanico smo segreli do
popolne bistrosti, jo ohladili na priblizno 50 °@ vlili v ustrezen model z glavniki. Iz
strjenega gela smo previdno odstranili glgkeiin ga prenesli v elektroforezno banjico z 0,5-
kratnim pufrom TAE. Glede na gakovano velikost pomnozkov smo pripravili r&nko
zamrezene gele in sicer za analizo pomnozkov rgaR€R 1,2 % gel, za analizo pomnozkov
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reakcij RAPD pa 1,5-1,6 % gele. V Zepke na gelu sraoesli od 15-2Q pomnozkov,
dobljenih s PCR ali RAPD z DNA testnih vzorcev pazitivnih in negativnih kontrol. Za
ovrednotenje pomnozkov, smo na gel vedno nanedilipin 2,51 molekulskega ozrigvalca
velikosti DNA 100 bp ali 1 kb. Elektroforeza je pkala pri 90 V priblizno eno uro, odvisno
od velikosti gela in produktov. Po ké&ami elektroforezi smo gel obarvali z barvilom Sybr
Safd™, ki se je vezalo na odseke pomnoZene DNA in palizingela pod UV-svetlobo
fluoresciralo, kar nam je omogt, da smo gel dokumentirali in analizirali.

(a) (b)
Slika 10: Model za vlivanje gela z Ze odstranjengaivnicki (a) in gel preneSen v elektroforetsko banjico s
pufrom (b).

3.4.7 Ugotavljanje vpliva kvasnega ekstrakta na rast bifdlobakterij

Vpliv kvasnega ekstrakta na rast smo ugotavljali nacepljanjem bifidobakterij v
rekonstituirano posneto mleko (RPM) in v rekonst#ono posneto mleko z dodatkom
kvasnega ekstrakta (RPM+ke), dinamiko rasti pa sp@mljali z nacepljanjem na trdno
goji&e MRS+cys. RPM in RPM+ke smo nacepili z 1 % vcepkd8turnih kultur
bifidobakterij, zraslih v tek@&em gojifu MRS+cys. Da bi ugotovili zetne velikosti
populacij bifidobakterij, smo pripravili zaporedndecimalne razregtve po Koch-u
ceplienega RPM in RPM+ke ter 48-urnih kultur bifiddterij. Ustrezne razréitve smo
nacepili na petrijeve pl@g, dodali raztopljeno in primerno ohlajeno (45 ¥@)no gojige
MRS+cys in tako pripravljene plé& inkubirali 48 ur pri 37 °C. RPM in RPM+ke smo
vzorili Se po 6, 12, 24 in 48 urah. Po inkubaciji smaoasle kolonije presteli s porjo
elektronskega Stevca kolonijskih enot.

Slika 11: Elektronski Stevec za Stetje kolonijsé&itot.
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Stevilo kolonijskih enot (KE) bifidobakterij v miliru RPM, RPM+ke ali tekbega MRS+cys
smo izr&unali po naslednji formulilISO 7218, 2007):

_ %C
 ((ny+01 - ny,)-d)

KE
- (1)

Legenda:

¥c ...vsota kolonij, izraslih na Stevnih pta$ (15-300 kolonij)
n; ... Stevilo Stevnih plaSprve razreditve

n, ... Stevilo Stevnih plasdruge razretltve

d ... recipréni razreditveni faktor prve razregitve

Ob istih ¢asih, ob cepljenju RPM in RPM+ke, ter 6, 12, 244® ur po cepljenju smo
spremljali tudi spremembo vrednosti pH, ki smo jeriin s pH-metrom. Izmerili smo tudi
vrednost pH sterilnih gojtSRMP in RMP+ke.

Iika 12: pH meter.

3.4.8 Ugotavljanje prezivelosti bifidobakterij v simulira nih razmerah prebauvil

Sposobnost preZivetja bifidobakterij v simuliraniazmerah prebavil smo ovrednotili z
izpostavitvijo bifidobakterij simuliranemu Zelddemu (ZS) increvesnemu sokuCg) v ¢asu

in pri temperaturi, ki najbolj ponazarjajo razmergrebavnem traktu (Fernandez in sod.,
2003).

Za dolaitev za&etnega Stevila bifidobakterij &isti kulturi, smo 48-urne kulture bifidobakterij
razredili po Koch-u, nacepili primerne razréitve na petrijeve pla® in prelili z
raztopljenim in primerno ohlajenim trdnim g@jgn MRS+cys.

ZS z vrednostmi pH 2, 3 0z. 7 smo nato cepiisimi kulturami bifidobakterij (1 % vcepek).
Kot kontrolo smo v analizo vkigili peptonsko vodo, ki smo jo prav tako cepili (1) %
¢istimi kulturami bifidobakterij. Cepljen ZS in peptsko vodo smo inkubirali 3 ure pri 37 °C,
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dinamiko prezivelosti pa smo ugotavljali z vzemjem ZS in peptonske vode takoj po
cepljenju ter po 90-ih in 180-ih minutah inkubacije

Po treh urah inkubacije smo ZS s kulturo centrifaigi(10 minut pri 3500 RCF), zavrgli

supernatant, sprali celice s peptonsko vodo, gaspendirali \CS in nadaljevali z inkubacijo

pri 37 °C 3 ure. Vzdenje je sledilo takoj po dodatkilS ter po 270-ih in 360-ih minutah
inkubacije. Vzporedno smo inkubirali in vzdr tudi naceplieno peptonsko vodo. Stevilo
kolonijskih enot v mililitru smo ugotavljali z medo nacepljanja na trdno gaje&s MRS+cys.

3.4.9 Ugotavljanje protimikrobne aktivnosti

Protimikrobno aktivnost bifidobakterij smo ugotalij z metodo lise na trdnem gajis
(Bogovic Matijasic in sod., 1998). V petrijeve plés smo nalili po 10 ml trdnega gaj&
MRS+cys. Na strjeno in dobro osuseno ggismo nanesli po 5 ul 48-urnih kultur testnih
bifidobakterij in tako cepljene pl¢8 pri 37 °C v anaerobnih razmerah inkubirali dva &0
inkubaciji smo plo&e prelili s po 4 ml ustreznih poltrdnih g@ji§IRS, BHI, M17 ali RCM, v
katera smo predhodno cepili po 50 pl 48-urnih kulpmimernega indikatorskega seva
(Preglednica 5). Sledila je inkubacija pri razmerabtreznih za posamezno indikatorsko
bakterijo (Preglednica 5). Po inkubaciji smo opigakter ali zabrisan rob) in izmerili cone
inhibicije okoli nanosa testnih bifidobakterij.

3.4.10 Ugotavljanje ob¢utljivosti bifidobakterij za antibiotike

Pri izolatih bifidobakterij, osamljenih iz prehrails dopolnil oziroma zdravil, smo s powjo
E-testa ugotavljali otutljivost za antibiotike. Najprej smo pripravili spenzije bakterijskih
celic, in sicer tako, da smo celice iz 48-urnihtiukprali in resuspendirali v tolikSni koini
peptonske vode, da je motnost ustrezala Mc Farlandstvici 1, kar ustreza koncentraciji
10° KE/ml. Kot nosilno gojie smo uporabili trdno goji&, sestavljeno iz 90 % MH in 10 %
MRS ter vrednostjo pH, naravnano na 6,7 (Klareoieh s2005). V petrijevke smo razlili po 25
ml gojisa, ga osusili v laminariju in po povrSini razmazadi 100 pl predhodno pripravljenih
suspenzij celic. Nato smo na povrSino vpite susierelic poloZzili trakove z naneSenimi
antibiotiki (E-test) in plo& v anaerobnih razmerah pri 37 °C inkubirali 48Rw.inkubaciji
smo vrednosti MIK po navodilih proizvajalca @i@li neposredno s skale E-testa. MIK
predstavlja mesto popolne inhibicije rasti preiskoe bakterije, to je $isce, kjer se kraka
inhibicijskega vretena dotikata traku z antibiotiko
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-
I/
.l/
trak z naneSenim 27%
antibiotikom
bakterijska od¢itavanje vrednosti

rast na agarju MIK neposredno iz
skale na E-testu, v

i\ toéki, Kjer se kraka

inhibicijskega vretena
dotikata traku z
antibiotikom

Slika 13: Znailne cone inhibicije v bliki vretena, ki nastangjo metodi z E-testom.
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4 REZULTATI
41 OSAMITEV BIFIDOBAKTERIJ IZ PREHRANSKIH DOPOLNIL ALIZDRAVILA

Za osamitev bifidobakterij iz fermentiranih mifeh izdelkov oz. prehranskih dopolnil ali
zdravil smo uporabili goji& TOS+mup. Ker se je pri identifikaciji bifidobakiieosamljenih

iz fermentiranih milénih izdelkov, izkazalo, da gre pri vseh izdelkih 17sti sev,
Bifidobacterium animalis ssp. lactis Bb-12, za primerjavo fizioloSkih lastnosti pa smo
potrebovali vé razlicnih vrst in sevov bifidobakterij, smo delo nadajévz osamitvijo
bifidobakterij iz prehranskih dopolnil ali zdraviLato smo na podlagi deklaracij na izdelkih
izbrali 6 prehranskih dopolnil in eno probisato zdravilo brez recepta, da bi dolilin vet
razlicnih vrst bifidobakterij.

Slika 14: Rast bifidobakterij iz zaporednih decimllrazreditev vzorca, nacepljenih na g@j& TOS+mup
(Activia).

Pri osamitvi bifidobakterij iz fermentiranih ndeih izdelkov smo rast zasledili pri
razreditvah 10°, 10° in 10’, zato smo iste razréitve uporabili tudi pri osamitvi
bifidobakterij iz prehranskih dopolnil ali zdravizkazalo se je, da izdelki vsebujejo manjSe
Stevilo bifidobakterij od deklariranega, saj smo pporabljenih razretitvah opazili rast
bifidobakterij le iz izdelkov Waya IT ter Linbi. Z& smo izdelke Bion3, Lacto Seven, Linex,
Yogermina ter Probiolex ponovno nacepili pri niZjiazreditvah (10%, 10° in 10%), pri
katerin smo izrast bifidobakterij potrdili pri ddpdih Bion3, Lacto Seven in pri zdravilu
Linex, ne pa tudi pri Yogermina in Probiolex.

Omeniti je potrebno, da rok uporabe pri slednjileftizdelkih Se ni bil prekotan, prav tako
sta bila izdelka ustrezno shranjer@eprav je bilo pri izdelku Probiolex do izteka roka
uporabe Se dva meseca, smo kupili novo enoto iadetialjSim rokom uporabnosti, medtem
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ko smo izdelek Yogermina v obliki napitka zamenpalzdelkom Yogermina v obliki kapsul.
Iz izdelka Probiolex, kljub nakupu izdelka z datj§rokom uporabe, nismo uspeli osamiti
bifidobakterij, zato smo ga izkKili iz raziskave. Zamenjava izdelka Yogermina neitz
Yogermina kapsule, pa se je izkazala za uspeSposnsa potrdili rast bifidobakterij pri
izbranih razreéitvah.

4.2 MORFOLOSKA ANALIZA

421 MakromorfoloSke lastnosti

(a)
Slika 15: Izgled bifidobakterij, zraslih na g@jisTOS+mup, osamljenih iz prehranskega dopolnila &dy(a)
in Linbi (b).

Pri makromorfoloSkem pregledu kolonij smo opazowdlliko, povrsino, barvo in velikost,
saj nam lahko te lastnosti omago razlikovanje kolonij. Kolonije, zrasle na gajis
TOS+mup, so imele pri vseh izdelkih zelo podobeagied. Kolonije so bile bele do krem
barve, pravilne okrogle oblike z gladkim robom. Eiwva kolonij je bila gladka in svetla,
prerez pa je bil rahlo dvignjen. Najyje razlike smo opazili v velikosti kolonij, saj $e v
premeru merile od 1 pa do 4 mm.

4.2.2 MikromorfoloSke lastnosti

Z goji&a TOS+mup smo za vsako prehransko dopolnilo ozirpdravilo nakljg¢no izbrali
nekaj kolonij bifidobakterij, jih pobarvali po Gramin morfologijo celic opazovali pod
svetlobnim mikroskopom pri 1000-kratni p@aei.

Ker so se vse celice obarvale modro-vijot, smo potrdili, da gre za po Gramu pozitivhe
bakterije. Bakterije so imele najpogosteje oblikoiwljenih pakk z rahlo odebeljenimi konci.
Pri nekaterih preparatih so se lepo videle tudikebY, ki so zndilne za bifidobakterije.
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(b)

(©) (d)
Slika 16: Mikroskopski preparati bifidobakterij, @yani z metodo barvanja po Gramu, pri 1000x pavie
Waya IT (a), Linex (b), Lacto Seven (c) in IM 38§.(

4.3 IDENTIFIKACIJA IN RAZLIKOVANJE IZOLIRANIH BIFIDOBAK TERIJ

DNA smo s pomdo komercialnega kompleta Wiz&tdGenomic DNA Purification Kit
(Promega) osamili iz naklgmo izbranih kolonij bifidobakterij, ki smo jih preaddno osamili
iz prehranskih dopolnil ali zdravila na g@isTOS+mup in préstili s precepljanjem na trdno
goji&e MRS+cys. Osamljeno DNA smo kot dao DNA uporabili v reakcijah RAPD in
PCR.

Analizo pomnozkov reakcij PCR in RAPD smo izvedlelektroforezo na agaroznem gelu,
kjer smo na podlagi pfakovane velikosti pomnozkov pripravili ragiio zamreZzene gele, od
1,2 % do 1,6 %. V Zepke agaroznega gela smo ngyedlb pl ali 20 pl pomnozkov, v vsaki
vrstici pa smo v prvi Zepek nanesli po 2,5 yul malskega ozngvalca velikosti 100 bp.
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Slika 17: Princip poteka agarozne gelse elekterfer Levo: nanos pomnozkov reakcije PCR 0z. RARD te
molekulskega ozrigvalca velikosti, sredina: potovanje pomnoZkovipobdi in desno: konec gelske
elektroforeze.
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4.3.1 Potrjevanje rodu Bifidobacterium

Z zaetnima oligonukleotidoma Bif164-f in Bif662-r smai bifidobakterijah, osamljenih iz
prehranskih dopolnil ali zdravila, preverjali prgpeost roduBifidobacterium.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 1516 17 P N LEGENDA:
] ] e - - Waya IT: proge 1-17

- Yogermina: proge 18-27

- Linex: proge 28-32

- Bion3: proge 33-42

- Lacto Seven: proge 43-52

- Linbi: proge 53-57

- P = pozitivha kontrola

- N = negativna kontrola

- M = molekulski ozn&evalec
velikosti 100 bp
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Slika 18: Analiza pomnozkov PCR z¢ednimi oligonukleotidi, speciénimi za rodBifidobacterium (Bif164-f in
Bif662-r).

Slika 18 prikazuje rezultate analize pomnozkov cgakPCR z za rodBifidobacterium
specifenimi zaetnimi oligonukleotidi. Pri vseh preiskovanih vzibrcrazen pri Lacto Seven,
smo dobili pozitivhe rezultate idetiie rezultatu kontrolnega vzoréa breve IM 386. Pri
analizi bifidobakterij iz prehranskega dopolnilack@ Seven pa pri treh vzorcih (proge 43, 51
in 52) nismo potrdili pomnozka PCR, kar je lahkosledica premajhne kéine DNA v
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vzorcu reakcijske meSanice PCR, kontaminacije,biclhie encimske reakcije ali pa, da
analiziran vzorec ne pripada ro8ifidobacterium. Za ostale vzorce lahko zakljmo, da vsi
pripadajo rodwBifidobacterium, saj so dali pomnozke pekovane velikosti 520 bp.

4.3.2 Razlikovanje med sevi z metodo RAPD

Reakcija RAPD omog@ ugotavljanje genetske variabilnosti sevov¢ajoio tudi znotraj iste
vrste. S primerjavo profilov RAPD na gelu smo ovretlli podobnost izolatov bifidobakterij,
osamljenih iz posameznega prehranskega dopolniladedvila. Rezultati reakcij RAPD z
zatetnima oligonukleotidoma KGT-70GC oz. 1254 so prde@ na sliki 19 in 20.

M 1 2 3 4 5 6 7 B 9 1011 12 1314 1516 17 P N |LEGENDA:

- Waya IT: proge 1-17

- Yogermina: proge 18-27

- Linex: proge 28-32

- Bion3: proge 33-42

- Lacto Seven: proge 43-52
- Linbi: proge 53-57

- P = pozitivha kontrola

- N = negativna kontrola

- M = molekulski ozn&evalec
- velikosti 100 bp
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Slika 19: Analiza pomnozkov RAPD z&snim oligonukleotidom KGT-70GC.

Iz analize profilov RAPD z z#tnim oligonukleotidom KGT-70GC (Slika 19) lahka:eeno,
da smo pri izdelku Waya IT (proge 1-17) in Bion3ogpe 33-42) uspeli osamiti dva razia
seva bifidobakterij, medtem ko analiza profilov RAPRri izdelkih Yogermina (proge 18-27),
Linex (proge 28-32), Lacto Seven (proge 43-52) inbL (proge 53-57) nakazuje, da smo
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uspeli izolirati po en sev bifidobakterij. Ker zaARD velja slaba ponovljivost in ker je
pogosto interpretacija rezultatov tezja, smo zgolaiterpretacijo izvedli Se analizo RAPD
analizo z z&etnim oligonukleotidom 1254.

M 1 2 3 4 5 6 7 &8 9 10 11 1X 13 14 15 16 17 P ™ |LEGENDA:
bt ol o - S r ok - Waya IT: proge 1-17
- Yogermina: proge 18-27
- Linex: proge 28-32
- Bion3: proge 33-42
- Lacto Seven: proge 43-52
- Linbi: proge 53-57
- P = pozitivna kontrola
- N = negativna kontrola
- M = molekulski ozn&evalec
- velikosti 100 bp
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Slika 20: Analiza pomnozkov RAPD z&snim oligonukleotidom 1254.

Tudi pri analizi profilov RAPD z zgetnim oligonukleotidom 1254 (Slika 20) smo opazi,
sta se pri izdelku Waya IT ponovno pojavila dvareap kjer so pri enem vzorcu profili
pomnozkov jasno vidni, pri drugem pa komaj da opazZanimivo je, da vzorec profilov s
komaj opaznimi pomnozki sovpada z enim od vzoroafilpv pri analizi RAPD z#&etnim
oligonukleotidom KGT-70GC (Sliki 19 in 20, proge 2,9, 16 in 17). Sklepamo, da smo iz
izdelka Waya IT uspesSno osamili dva réaé seva bifidobakterij. Prav tako sta se pri izdelk
Bion3 pojavila dva razina profila RAPD, kar se ujema z rezultati reak&fePD z z&etnim
oligonukleotidom KGT-70GC. Pri izdelkih Yogerminkinex, Lacto Seven in Linbi smo z
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zatetnim oligonukleotidom 1254 prav tako dobili enoprefile RAPD, kar nakazuje, da smo
iz izdelka vekrat osamili isti sev.

4.3.3 Potrjevanje vrst bifidobakterij

Potrjevanje vrst bifidobakterij, osamljenih iz prahskih dopolnil ali zdravil, smo izvedli z
reakcijami PCR, v katerih smo uporabili za posamezwrsto specitine z&etne
oligonukleotide (Preglednica 8). Kot tao DNA smo izbrali DNA bifidobakterij, ki so pri
posameznem izdelku v reakciji RAPD (Sliki 19 in 2@9le razkne profile, in sicer pri
izdelku Waya IT smo uporabili DNA bifidobakterijpsog 2 in 11, pri Yogermina s proge 18,
pri Linex s prog 28 in 30, saj je proga 30 pri dpkRAPD z za&etnim oligonukleotidom
1254 dala slabSe izrazit profil lis, pri Lacto Seveproge 44, pri izdelku Linbi s proge 53, pri
izdelku Bion3 pa s prog 33, 35 in 38. Pri Bion3 svmwadaljnjo analizo vzeli tri vzorce DNA,
saj je proga 35 pri reakciji RAPD z&sdnim oligonukleotidom KGT-70GC dala slabo viden
profil.

V vseh reakcijah PCR smo uporabili tudi DNA s@&:dreve IM 386, specifénost reakcij pa
smo zagotavljali z uporabo pozitivnih in negativikdntrol.

Dobljene pomnozke PCR smo analizirali z elektraforg agaroznem gelu (1,2 %). V zepke
smo nanesli po 20 pl pomnozkov, v prvi oz. zadepek vsake vrstice pa smo nanesli po 2,5
pnl molekulskega oziavalca DNA GeneRuller Ladder 100 bp i{Moz. po 2,5 pul
molekulskega ozri@valca DNA GeneRuller Ladder 1 kb {M

4.3.3.1 Potrjevanje vrst®. bifidum

Za potrjevanje vrst®. bifidum smo uporabili zéetna oligonukleotida BiBIF-1 in BiBIF-2,
kot pozitivna kontrola pa nam je sluzila DNA, osgané izB. bifidumIM 4109.

LEGENDA:

- Waya IT: progi 11 in 2

- Yogermina: proga 18

- Linex: progi 28 in 30

- Linbi: proga 53

- Bion3: proge 33, 35in 38

- Lacto Seven: proga 44

- P = pozitivha kontrol®. bifidum IM 419

- N = negativna kontrola

- My = molekulski ozngevalec
velikosti 100 bp

- M, = molekulski ozngevalec
velikostil kb

278 by

Slika 21: Analiza pomnozkov PCR z¢egnima oligonukleotidoma BiBIF-1 in BiBIF-2, spe¢ifima za vrstd.
bifidum.

Mr 11 2 18 28 30 33 33 35 38 Mo P N M

Slika 21 prikazuje rezultate pomnoZevanja DNA iginabifidobakterij iz posameznih
prehranskih dopolnil ali zdravil z nukleotidi, sfegnimi za vrstoB. bifidum. Pricakovana
velikost speciinega pomnozka PCR je 278 bp, kar smo prikazalilsnpdevanjem DNA
kontrolnega seva. bifidum IM 419 (proga P). Pomnozke enake velikosti smoildoia
progah 33, 35 in 38, kjer smo pomnozevali DNA lobdkterij iz prehranskega dopolnila
Bion3. Ker deklaracija omenjenega izdelka poledeJss bifidum navaja Se vsebnost vrdse
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longum in ker rezultati analize RAPD nakazujejo dva rami profila nismo ptiakovali
specifcnega pomnozka pri vseh treh analiziranin DNA. lzuitata lahko predvidevamo, da
smo bili neuspesni pri nakljnem izbiranju raztinih kolonij z goji€a. VrstaB. bifidum naj bi
bila zastopana tudi v prehranskem dopolnilu Waygpibgi 11 in 2), kar pa nismo uspeli
potrditi z reakcijo PCR z oligonukleotidi, speéifimi za vrsto B. bifidum. Odsotnost
specifécnih pomnozkov Se ne pomeni, da prehransko dopofrelowsebuje bakterij te vrste,
ampak da nam jih z nakljnim izbiranjem kolonij verjetno ni uspelo osamiti.

4.3.3.2 Potrjevanje vrst®. longum

Za potrjevanje vrst®. longum smo uporabili z&tna oligonukleotida BiLON-1 in BiLON-2
ter kot pozitivno kontrolo DNA, osamljeno iz seBalongum IM 275.

j LEGENDA:
Mo 11 2 18 28 30 33 33 35 38 ddnws P N M " \wava i1 progi1tin 2
Yogermina: proga 18
Linex: progi 28 in 30
Linbi: proga 53
Bion3: proge 33, 35in 38
Lacto Seven: proga 44
P = pozitivha kontrol®. longum IM 275
N = negativna kontrola
M, = molekulski ozn&evalec
velikosti 100 bp
M, = molekulski ozn&evalec
velikosti 1kb

831 br

Slika 22: Analiza pomnozkov PCR z¢ednima oligonukleotidoma BiLON-1 in BiLON-2, spég¢ifima za vrsto
B. longum.

Slika 22 prikazuje rezultate pomnoZevanja DNA iginabifidobakterij iz posameznih
prehranskih dopolnil z zetnimi oligonukleotidi, speci&nimi za vrsto B. longum.
Pricakovana velikost specilhega pomnozka PCR je 831 bp, kar smo prikazali s
pomnozevanjem DNA kontrolnega se®aongum IM 275 (proga P). Pomnozek iste velikosti
(proga 44) smo dobili s @&mo DNA bifidobakterije, osamljene iz prehranskegaalnila
Lacto Seven, kar se ujema z deklaracijo. Vi8talongum naj bi bila zastopana tudi v
prehranskih dopolnilih Bion3 (proge 33, 35 in 38)Waya IT (progi 11 in 2)¢esar pa z
reakcijo PCR nismo potrdili. Odsotnost spetifn pomnozkov pri omenjenih izdelkih Waya
IT in Bion3 Se ne pomeni, da prehranski dopolndivsebujeta bakterij te vrste, bolj verjetno
je, da nismo osamili kolonij omenjene vrste. Sesl&2 pa je lepo vidno, da je z vrstno
specifcnima z&etnima oligonukleotidoma BIiLON-1 in BiLON-2 pri v analiziranih
izolatov priSlo do nastanka nespeaiih pomnoZzkov, ki se odrazajo kot r&zli vzorci lis.

Pri potrjevanju vrsB. infantis in B. animalis ssp.lactis smo imeli tezave. Kljub wiratnim
ponovitvam reakciji PCR in spreminjanju posamezmrametrov rezultati niso bili
zanesljivi.

4.3.3.3 Potrjevanje vrst®. infantis

Pri potrjevanju vrstd. infantis smo kot z&etna oligonukleotida izbrali BiINF-1 in BiINF-2,
kot pozitivha kontrola pa je sluzila DNA seBainfantis IM 343. PCR za potrjevanje vrsiBe
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infantis smo ponovili Stirikrat. V enem primeru je bilo poo¥evanje neuspesno, v treh
primerih pa je analiza pomnozkov z agarozno getdk&troforezo pri vseh vzorcih pokazala
profile nespecifinih pomnozkov.

LEGENDA:
33 4w P N M - wayalT:progillin2
. - Yogermina: proga 18
- Linex: progi 28 in 30
- Linbi: proga 53
- Bion3: proge 33, 35in 38
' ' - Lacto Seven: proga 44
: - P = pozitivna kontrol®. infantis IM 343
N - H bl el b |..:.'.| dima) ¢ 4 bl - N = negativna kontrola milliQ
- My = molekulski ozngevalec
velikosti 100 bp
- M, = molekulski ozn&evalec
velikosti 1kb
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Slika 23: Analiza pomnozkov PCR z¢ednima oligonukleotidoma BilNF-1 in BiINF-2, spacifiima za vrstd.
infantis.

Slika 23 prikazuje enega izmed gelov z rezultathpozevanja DNA izbranih bifidobakterij z
nukleotidi, specifinimi za vrstoB. infantis. Pricakovana velikost speadtilega pomnozka
PCR je 828 bp, kar smo prikazali s pomnozevanjenADx§ntrolnega seva. infantis IM
343 (proga P)Ceprav iz rezultatov vidimo, da je pri vseh vzora#stal priblizno enako velik
pomnozek kot pri pozitivni kontroli pa vseeno oecgemo, da se le pri Stirih vzorcih velikost
dejansko ujema z velikostjo pomnoZzka pozitivne kalet Pomnozke enake velikosti smo
dobili s tatno DNA bifidobakteriji, osamljenih iz izdelkov Lime(progi 28 in 30), Bion3
(proga 38) in Lacto Seven (proga 44). Glede naataklje naj bi le Linex vseboval bakterije
vrste B. infantis, zato smo predpostavili, da nam je iz izdelka kinspelo osamiti vrst@®.
infantis. Na sliki 23 je lepo vidno, da je z vrstno speciima z&etnima oligonukleotidoma
BiINF-1 in BIiINF-2 pri veini analiziranih izolatov priSlo do nastanka nespégih
pomnoZzkov, ki se odrazajo kot razli vzorci lis.

4.3.3.4 Potrjevanje vrst®. animalis ssp lactis

Pri potrjevanju vrstd. animalis ssp.lactis smo kot z&etna oligonukleotida izbrali Bflact2 in
Bflact5, kot pozitivni kontroli pa smo uporabili DNsevovB. animalis ssp lactis IM 414 in
IM 417. PCR za potrjevanje vrsi animalis ssp.lactis smo ponovili dvakrat. Pri nobenem
od poskusov nismo dobili specifih pomnozkov s pozitivnima kontrolama, smo pa tiobi
pomnoZzke priakovane velikosti 680 bp pri nekaterih analiziravilorcih. Obe analizi sta dali
enake rezultate.
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M: 11 2 18 28 30 53 33 35 38 44 newm P P2 LEGENDA:

- WayalT: progi 11in 2
Yogermina: proga 18
Linex: progi 28 in 30
Linbi: proga 53
Bion3: proge 33, 35in 38
Lacto Seven: proga 44
P; = pozitivna kontrola
B. animalis ssp lactis IM 414
P, = pozitivna kontrola
B. animalis ssp lactis IM 417
N = negativna kontrola milliQ
M = molekulski ozné&evalec
velikosti 100 bp

680 bp

Slika 24: Analiza pomnozkov PCR z¢etnima oligonukleotidoma Bflact2 in Bflact5, spésiima za vrstdB.
animalis ssp.lactis.

Slika 24 prikazuje rezultate pomnoZevanja DNA iginabifidobakterij iz posameznih
prehranskih dopolnil in zdravila z &stnimi oligonukleotidi, speciénimi za vrstoB. animalis
ssp.lactis. Pri v&€ini analiziranih izolatov je priSlo do nastanka pesficnih pomnozkov, ki
se odrazajo kot razini vzorci lis. Pomnozke ptakovane velikosti smo dobili s teno DNA
bifidobakterij, osamljenih iz prehranskih dopolaya IT (progi 11 in 2), Yogermina (proga
18) in Linbi (proga 53), kar se ujema tudi z njimvdeklaracijami. Waya IT naj bi, glede na
deklaracijo, vseboval kar tri vrste bifidobakteppleg vrsteB. animalis ssp lactis tudi vrsti

B. bifidum in B. longum. Vendar se je, glede na rezultate z vrstno sgeatfii oligonukleotidi
izkazalo, da nam je uspelo osamiti le viBt@nimalis ssp.lactis. Pri ostalih dveh izdelkih pa
lahko zaklj&imo, da smo uspesSno osamili in potrdili prisotraeitlarirane vrste.

S potrjevanjem vrst bifidobakterij smo ugotovila dam je iz vsakega izdelka uspelo osamiti
po eno vrsto. Zato smo za nadaljnje analize, srikaitesmo prodevali osnovne fizioloSke
lastnosti bifidobakterij, kot so rast v mleku inmleku ob dodatku kvasnega ekstrakta,
sposobnost prezivetja v simuliranih razmerah preega trakta, protimikrobna aktivnost in
obcutljivost za antibiotike, vzeli en vzorec iz vsakegzdelka. V analize smo vkii
bifidobakterije s proge 11 (Waya IT), 18 (Yogern)in28 (Linex), 53 (Linbi), 33 (Bion3) in
44 (Lacto Seven).

4.4  VPLIV KVASNEGA EKSTRAKTA NA RAST BIFIDOBAKTERIJ V MLEKU

Primerna rast in obstojnost bifidobakterij v mlelparedvsemée jih zelimo uporabiti kot

probiotike v fermentiranin némih izdelkih, je zazZeljena. Ker pa je naravna e&kéoniSa

bifidobakterij prebavni traktloveka ali zivali, je njihova rast v mleku navadsiabsSa. Da

izboljSamo rast bifidobakterij, lahko mleku dodardolaiene snovi, na primer kvasni
ekstrakt.

V nalogi smo opazovali vpliv dodatka kvasnega elkder (0,1 %) na rast bifidobakterij. Pri
vsakem vzafenju smo merili vrednost pH in opazovali morebiteastanek koaguluma,
vzorce pa smo tudi nacepili na gopSza bifidobakterije za Stetje na plaB. Rezultati so

zbrani v preglednicah 16 in 17.
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Preglednica 16: Rezultati dinamike rasti bifidoleaiitv RPM in RPM s kvasnim ekstraktom, izraZzendB/ml.

lzolat Cista Gojigée Stevilo bifidobakterij (KE/ml)
kultura Our 6 ur 12 ur 24 ur 48 ur
RPM 50-10 | 3,82:16 | 6,45-160 | 2,91-16 | <10
M 386 9,09-10 RPM+ke 1,0-16 | 7,91-16 | 1,65-10 | 8,27-16 | 1,0-10
RPM 2,59-10| 2,916 | 1,03-10 | 1,82-10 | 5,0-10
WayaIT | 3,82:10 |5y 2,16-10| 4,27-16 | 1,56-10 | 3,82-10 | 1,32-18
Linex 80.18 | RPM 8,0-10 | 8,18-10 | <10 | <10 | <10
: RPM+ke | 5,18-10| 8,55-10 | 2,0-10 <10 <10
Linbi g.45.18 | .RPM 3,09-10| 1,96-10 | 1,28-10 | 1,94-10 | 1,0-10
’ RPM+ke 5,09-10| 3,05-10 | 2,36-16 | 1,96-10 | 5,82-10
vogermina| 3,64.16 |REM 2,36-10| 3,09-10 | 5,82-10 | 3,27-10 | 3,0-10
: RPM+ke 1,9-10| 4,0.16 | 54516 | 1,83-16 | 5,7-16
Bion3a | 101.18 RPM 572:10| 6,0-10 |536:10| 1,010 | <10
: RPM+ke | 5,64-10| 6,91-10 | 464-16 | 1,0.16 | <10
Lacto | , - 18 | RPM 3,64-10| 3,61-10 | 6,27-10 | 8,36-10 | 4,0-10
Seven ’ RPM+ke 4,72-10| 6,09-16 | 1,78-10 | 2,1-10 | 1,0-10

Iz preglednice 16 je razvidno, da dodatek 0,1 %skega ekstrakta ra&tio vpliva na rast
osamljenih bifidobakterij. Glede na rezultate wvestrspecifénin reakcij PCR smo
predpostavili, da smo iz izdelkov Waya IT, Yogermim Linbi uspeli osamiti vrstd.
animalis ssp.lactis, iz izdelka Linex vrstd. infantis, iz prehranskega dopolnila Bion3 vrsto
B. bifidumin iz izdelka Lacto Seven vrsi& longum.

Najvedji vpliv dodatka kvasnega ekstrakta na rast smaitigai bifidobakterijah, osamljenih
iz izdelkov Waya IT in Yogermina. Pri obeh vidimdg dodatek kvasnega ekstraktatrm
stimulira rast, saj je rast v gaji$ z dodatkom kvasnega ekstrakt mnogo boljSa. Zasela
bifidobakterij smo potrdili, da pripadata vrd&i animalis ssp.lactis. Iz preglednice 16 je
razvidno, da je bila velikost izhodne populacijéidmbakterij iz Waya IT, podobna tako v
RPM kot tudi v RPM+ke (2,59-2KE/ml oz. 2,16-1OKE/ml). Po 48-ih urah pa je bila
koncentracija opazno boljSa v RPM+ke. V RPM po ##huje velikost populacije
bifidobakterij dosegla 5,0- 1&KE/ml, kar je manj v primerjavi z RPM+ke, kjer ldélebkar
1,32-18 KE/ml. Na sliki 25, ki prikazuje rast osamljenegava iz prehranskega dopolnila
Waya IT v RPM in RPM+ke, je lepo razvidno, da jstraeva bistveno boljSa na gojis z
dodatkom kvasnega ekstrakta. Podobne rezultate dobii tudi pri sevu bifidobakterij iz
izdelka Yogermina, saj je bila rast prvih 24 urjsalob dodatku kvasnega ekstrakta. Med 24.
in 48. uro sev v mleku ni ¥gasel, v mleku s kvasnim ekstraktom pa Se.

Tudi sev, osamljen iz izdelka Linbi se je izkazalpredstavnika vrstB. animalis ssp.lactis,
vendar pa iz rezultatov iz preglednice 16 ne moreaidjCiti, da dodatek kvasnega ekstrakta
stimulira rast tega seva. Rast je bila prvih 2¢nmerljiva v obeh medijih. Zatem se jeceto
odmiranje, ki je bilo hitrejSe v RPM+ke kot v RPM.
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Slika 25: Primerjava rasti bifidobakterije iz prahskega dopolnila Waya IT po 48-urah v RPM (zgoirajy
RPM+ke (spodaj). Analizirane so razeide 10° (levi petrijevki), 10" (srednji petrijevki) in 10 (desni
petrijevki).

Iz preglednice 16 vidimo, da kvasni ekstrakt nengtira rasti seva bifidobakterij IM 386. Pri
bakterijah seva IM 386, ki so bile potrjene kotdstavnice vrstd. breve (Krajnik, 2009),
lahko opazimo, da je v RPM+ke velikost populacijdbbakterij po 48-ih urah enaka
velikosti populacije ob nacepitvi, 1-4&E/ml. Za razliko pa v RPM po 48-ih urah nismo
potrdili kultivabilnih celic seva. V mediju RPM+k&mo po 12-ih urah zabelezili celo manjSe
povesanje Stevila KE na 1,65- 1&E/ml. Iz rezultatov lahko zakljiimo, da dodatek kvasnega
ekstrakta ne vpliva na boljSo rast, dasni pa odmiranje seva.

Bifidobakterije iz izdelka Linex v nobenem od g¢jidiso rasle, papa so z&le odmirati Ze
pred drugim vzafenjem, po Sestih urah. Slabo rast smo zabelezdi fri izolatih
bifidobakterij iz izdelka Bion3 v prvih Sestih urahkubacije, zatem pa so v obeh g&jis
zatele hitro odmirati. Pri bifidobakterijah iz izdell&ion3 so bili rezultati Stetja na pksh za
vzorca, odvzeta po 48-ih urah iz RPM ali iz RPM+ged mejo detekcije, izesar lahko
sklepamo, da smo nacepili previsoke razitwe ali pa da kultura ni preZivela. Za ta dva seva
lahko zaklj¢imo, da ne rasteta v mleku, prav tako dodatek legamekstrakt ne izboljSa rasti.

Bifidobakterije iz izdelka Lacto Seven, za katemsospotrdili da pripadajo vrsB. longum, so
prvin 12 ur pokazale boljSo rast v RPM, nadaljnfi@ ur se je rast ugasnila, med
vzoréenjem po 24 urah je koncentracija celo upadla. WIRR je bila rast pgasnejSa, ampak
se je Stevilo povevalo tudi med 24. in 48. uro venja, koncentracija pa je presegla tisto v
RPM+ke. Zaklj¢imo lahko, da dodajanje kvasnega ekstrakta poztivpliva le prve ure
inkubacije, zatem pa jo celo ufasni.
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Preglednica 17: Rezultati merjenja vrednosti pHjgjih RPM in RPM+ke, nacepljenih z ragimi izolati
bifidobakterij.

Izolat Prgd . Gojisce Vrednost pH
nacepitvijo 6 ur 12 ur 24 ur 48 ur

IM 386 6,46 RPM 6,38 6,29 6,18 6,16
6,46 RPM+ke 6,35 6,16 5,90 5,80
Waya IT 6,47 RPM 6,39 6,34 6,14 5,79
6,47 RPM+ke 6,38 6,25 5,86 4,50
Linex 6,47 RPM 6,34 6,33 6,32 6,36
6,47 RPM+ke 6,35 6,32 6,31 6,36
Linbi 6,46 RPM 6,17 5,70 4,98 4,37
6,46 RPM+ke 6,03 5,26 4,40 4,05
Yogermina 6,46 RPM 6,43 6,39 6,25 6,15
6,46 RPM+ke 6,41 6,33 5,52 4,76
Bion3 6,47 RPM 6,31 6,30 6,28 6,29
6,47 RPM+ke 6,32 6,31 6,26 6,24
Lacto 6,47 RPM 6,40 6,36 5,95 4,99
Seven 6,47 RPM+ke 6,38 6,28 6,11 6,04

Bifidobakterije fermentirajo laktozo, péemer nastajata miea in ocetna kislina, zato je bilo
pricakovati, da se bo med rastjo bifidobakterij vredd$ goji& zniZzala. To se ni zgodilo pri
vzorcih, nacepljenih z bifidobakterijami iz izdelkdinex in Bion3 (Preglednica 17 in Slika
26). Pri obeh izdelkih je vrednost pH med 48-umkubacijo ostala visoka, kar se sklada z
rezultati ugotavljanja KE/ml. Rezultati kazejo rab® rast obeh sevov v mleku ali mleku s
kvasnim ekstraktom.
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6,10 w—|M386 RPM+ke
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Slika 26: Graftni prikaz padanja vrednosti pH med 48-urno inkufaalsifidobakterij, osamljenih iz razihih
izdelkov, v RPM ali RMP+ke.
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Pri bifidobakterijah IM 386 in izolatih iz Waya IT,inbi, Yogermina in Lacto Seven pa je
lepo opazen padec vrednosti pH, ki je posledicdi.r&si IM 386, Waya IT, Linbi in
Yogermina je padec pH vrednostitjier mediju RPM+ke, pri Lacto Seven pa v mediju RPM
To je v skladu z rezultati Stetja bifidobakterij pl@&ah. Pri bifidobakterijah seva IM 386, ki
SO predstavnice vrst®. breve, smo zabelezili razmeroma majhno zniZzanje vrednm$tpo
48-ih urah, in sicer iz 6,46 na 6,16 v RPM in @05y RPM+ke. Veliko vgi padec vrednosti
pH pa smo zabelezili pri bifidobakterijah, osamiferz izdelkov Waya IT, Yogermina in
Linbi, pri katerih smo potrdili pripadnost vrdB. animalis ssp.lactis. Pri izdelku Waya IT
smo v RPM+ke zabeleZili velik padec vrednosti phi,sicer je ta po 48-ih urah padel iz
zaetne vrednosti 6,47 na 4,50. V RPM pa je bil pdalstveno manjsi, saj je z enakeetne
vrednosti po 48-ih urah padel na vrednost 5,79.vRsii B. animalis ssp lactis iz izdelka
Yogermina je vrednost pH z &stne vrednosti 6,46 po 48-ih urah padla v RPM ralvost
6,15 in v RPM+ke na 4,76. Na sliki 26 je lepo rang, da je pri vzorcu Waya IT in
Yogermina najv&a razlika v vrednosti pH v obeh medijih. Prav takadhko rezultate
primerjamo s preglednico 16, kjer vidimo, da je gadrednosti pH pri izdelku Waya IT in
Yogermina sorazmeren s poviSanjem Stevila KE. &rugz izdelka Linbi, pa smo po 48-ih
urah zabelezili padec z &tne vrednosti 6,46 v mediju RPM na vrednost 4BV RPM+ke
na 4,05. 1z rezultatov lahko sklepamo, da sevieMBstbreve in B. animalis ssp.lactis bolje
izkori&¢ajo kvasni ekstrakt kot vir hrane. Pri sevu Lactwéh, ki pripada vrsB. longum, pa
je bil padec vrednosti pH ¢btno veji v RPM. Skladno s povwanjem Stevila KE v RPM, je
bilo opaziti tudi ve&ji padec vrednosti pH. Iz Zatne vrednosti 6,47 je le-ta padla po 48-ih
urah na 4,99 v RPM, medtem ko je bil v RPM+ke padednosti zelo majhen.

Preglednica 18: Nastanek koaguluma in prisotnosjavpo ocetni kislini po 48 urah inkubacije bifidaderij v
RPM in RPM+ke.

Izvor sevov bifidobakterij medij nastanek koaguluma | vonj po ocetni kislini
RPM ne ne
M 386 RPM+ke ne ne
RPM ne ne
Waya IT RPM+ke da izrazit m&an vonj
Linex RPM ne ne
RPM+ke ne ne
Linbi RPM da ne
RPM+ke da rahel
Yogermina RPM ne ne
9 RPM+ke da izrazit m&an vonj
. RPM ne ne
Bion3 RPM+ke ne ne
Lacto Seven RPM da rahel
RPM+ke ne rahel

Mleko med fermentacijo koagulira zaradi znizevanydnosti pH, ki je posledica nastajanja
kislin. Zatetek kislinske koagulacije se @me pri vrednosti pH 5,2-5,3, ko pride do
destabilizacije kazeinskih micel, in se Kan ko dosezemo izoelektnio tatko, to je pri

vrednosti pH 4,6-4,7. V tem obrja so beljakovinske molekule elekino nevtralne in

posledéno najmanj topne, kar pa vodi do koagulacije kezeln preglednice 18 je razvidno,
da je do nastanka koaguluma priSlo v vzorcih, jgdsila kortna vrednostih pH nizja od 4,99
0z. da se koagulum ni tvoril pri vzorcih, kjer jdabkon¢na vrednost pH viSja od 5,79. Pri
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bifidobakterijah iz izdelka Waya IT smo poleg fno znizanega pH na 4,50 v RPM+ke
opazili tudi nastanek koagulum#esar v RPM, kjer je pH znaSal 5,79 nismo zaznalildPno
je bilo tudi pri izolatu iz Yogermina, Kjer je v g&u RPM+ke vrednost pH padla na 4,76 in
smo zabelezili nastanek koaguluma, v RPM pa jenostpH ostala visoka in poslédo ni
priSlo do nastanka koaguluma. Pri bifidobaktergamljeni iz Linbi pa smo opazili nastanek
koaguluma v obeh medijih, saj smo po 48-ih uraheledili visok padec vrednosti pH v
mediju RPM na vrednost 4,37 in v RPM+ke na 4,05%¢aRovano je koagulum nastal tudi
med inkubacijo bifidobakterij iz izdelka Lacto Seve goji&u RPM, v katerem smo po 48
urah izmerili pH 4,99. Nasprotno, v RPM+ke do teggrislo, ker je vrednost pH ostala
previsoka (okrog 6, po 48 urah inkubacije). PridubakterijahB. breve IM 386, sevuB.
infantis iz izdelka Linex in seviB. bifidum iz izdelka Bion3 je vrednost pH med inkubacijo
vescas ostala visoka (nad 5,79) in postedi v nobenem od gojisnismo zaznali nastanka
koaguluma. Lepo se vidi povezava med vrednostjoiphvorbo koaguluma. Pri slabem
razvoju kisline med fermentacijo in poslé&ad nizki kislosti vzorca se koagulum ni tvoril oz.
se je tvoril péasneje.

Bifidobakterije spadajo med heterofermentativne tédje, kar pomeni, da sta kéma
produkta fermentacije laktoze ocetna in &nke kislina. Da bi preverilice se je med
fermentacijo tvorila tudi ocetna kislina, smo pon&ani analizi preverili von). Pri w@ni
vzorcev, z nizjo vrednostjo pH, kjer je priSlo tudib nastanka koaguluma, je bilo zaznati
prisotnost vonja po ocetni kislini, ki je bil rasio mano izraZzen. Izjema je pri vzorcu Linbi,
kijer je v obeh medijih vrednost pH @ padla in je priSlo do nastanka koaguluma,
prisotnost rahlega vonj po ocetni kislini pa smanadi le v mediju RPM+ke. Pri izdelku
Waya IT in Yogermina smo v medijih RPM+ke, kjer smabelezili visok padec vrednosti
pH, zaznali tudi intenziven vonj po ocetni kislilahel vonj po ocetni kislini smo zabeleZili
tudi v obeh goji&ih po gojenju bifidobakterij iz izdelka Lacto Seveteprav je v goji&u
RPM+ke vrednost pH ostala visoka in koagulum nitada®ri IM 386 in izdelkih Linex ter
Bion3 nismo zaznali vonja po ocetni kislini, kargesledica slabe tvorbe kislin, saj vrednost
pH v nobenem od vzorcev ni bila nizja od 5,80.ad&ih rezultatov se lepo vidi povezava med
nizjo vrednostjo pH, ki je posledicadjega nastanka kislin in intenzivnostjo vonja potace
kislini.

4.5 PREZIVETJE BIFIDOBAKTERIJ V SIMULIRANIH RAZMERAH PREBAVIL

Ker je prehod skozi Zelodec in tan&@vo za probiotine mikroorganizme klgnega pomena,
smo zeleli ugotoviti, kako na razfie bifidobakterije vplivajo posamezni dejavniki v
prebavilin. Celice 48-urnih kultur testnih izolatamo izpostavili simuliranemu okolju,
kakrsno vlada v prebavnem traktu. Najprej smo bbiakterije izpostavili za 180 minut ZS z
razlicnimi vrednostmi pH (2, 3 ali 7) in nato Se za 18@uhCS. Vzokili smo pric¢asu 0, 90,
180, 270 in 360 minutah in Stevilo prezivelih miarganizmov ugotavljali z metodo Stetja na
plo¥ah. Za primerjavo smo v analizo viijli kontrolo. Kontrolo je predstavljala peptonska
voda z 1 % vcepkortiste kulture posamezne bifidobakterije.
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Preglednica 19: PreziveloBt breve IM 386 v simuliranih razmerah prebauvil, izrazengE/ml.

Stevilo KE/ml sevaB. breve IM 386
pH 2 pH 3 pH 7 kontrola
Zelodni sok
0 min| 7,40 -10 7,64 -168 7,45 .16 6,64 -16
90 min| 7,40 - 10 5,36 -10 6,91 -10 8,73 -16
180 min| 5,31 - 16 8,50 -18 7,40 -16 8,55 18
Crevesni sok
180 min| 1,50 - 16 4,90 -18 2,86 -16 8,55 18
270 min| 6,40 - 18 2,62 -18 2,34 -18 6,80 -18
360 min| 1,07 -10 2,55 -16 2,80 -10 8,30 -16

Iz preglednice 19 ter slik 27 in 28 vidimo, da sevio prezivelih bifidobakteriB. breve IM
386 med trajanjem preskusa ni bistveno spreminfsde.IM 386 je odporen tako proti ZS kot
tudi CS, saj smo po 360 minutah $e vedno ugotovili &etlE/ml, ki je bilo podobno
izhodig&nemu. Po dodatktrevesnega soka (va@nje po 180-ih minutah) smo padec Stevila
KE/mI zabelezili le pri seriji, ki je bila prej tiieana z ZS z vrednostjo pH 2, med nadaljnjim
inkubiranjem, do 270. minute, pa je Stevilo KE leaiktzopet naraslo. Sklepamo, da je
dodatekCS najverjetneje pomenil $ok za kulturo, kar nakejpujudi rezultati vzatenja takoj

po dodatkuCS, ko je Stevilo KE padlo za 2,54 logaritemske end#t teh rezultatov lahko
predvidevamo, da je sé breve IM 386 odporen tako proti ZS kot tudi prats.
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Slika 27: Graftni prikaz prezivelosti seva IM 386 (log KE/ml) vnsiliranih razmerah prebavil.
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Slika 28: Spremljanje prezivelosti seBabreve IM 386 v simuliranih razmerah prebavil s cepljenjamtrdno
goji&e. pH2 po 360 minutah, razeéti 102 in 10°(a), pH3 po 360 minutah, razeétyi 10°in 10 (b), pH7 po
360 minutah, razresitvi 10° in 10” (c) in kontrola po 360 minutah, raztésti 10 in 10 (d).

Preglednica 20: Prezivelost bifidobakterij, osamiljez izdelka Waya IT, v simuliranih razmerah paetb,
izrazena v KE/ml.

Stevilo KE/ml sevaB. animalis ssp lactisiz Waya T
pH 2 pH 3 pH 7 kontrola
Zelodini sok
O min| 9,09 -16 9,0-16 1,08 -10 1,0 -10
90 min| 1,13 -10 9,36 -16 9,0 -16 1,08 -10
180 min| 6,20 - 16 1,05 -10 9,0-10 8,45 .16
Crevesni sok
180 min| 5,0 -10 1,0 -10 3,0-10 8,45 .16
270 min| 1,0 -16 5,0-10 3,0-16 9,91 -16
360 min| 5,0 - 10 2,0 -10 1,0 -10 1,03 -10

Iz preglednice 20 in slike 29 vidimo, da ZS ne valhegativno na preZivelost bifidobakterij
iz prehranskega dopolnila Waya IT. Opazili pa smestten upad Stevila KE takoj, ko so le
te pridle v stik £S. Najveji upad Stevila smo opazili pri seriji, kjer soditelice tretirane z
ZS vrednosti pH 2, saj se je takoj po izpostavii® Stevilo KE zmanjSalo za 5,09
logaritmskih enot. Zanimivo je, da se pri preZzivelaelu populacije Stevilo KE ni e
zmanj$alo med nadaljnjo inkubacijo @S. Upad Stevila KE pri serijah, tretiranih z ZS
vrednosti pH 3 oz. pH 7, je bil man;jsi, za 3,02 47 logaritemskih enot. Zak{jimo lahko,
da je sev vrst®. animalis ssp lactis iz izdelka Waya IT dobro odporen proti nizkem pH i
encimu pepsinu, vendar pa zelocotliv na zZokne soli in encime trebusne slinavke.
Bakterije, ki so bile v prvih 180 minutah izposjavie zelo kislemu okolju (pH=2), so slabSe
prenesle vplikrevesnega soka.
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Slika 29: Graftni prikaz prezivelosti bifidobakterij (log KE/ml)samljenih iz Waya IT, v simuliranih razmerah
prebavil.

Preglednica 21: PreZivelost bifidobakterij, osamiljeiz izdelka Linex, v simuliranih razmerah prethav
izrazeno v KE/ml.

Stevilo KE/ml sevaB. infantisiz Linex
pH 2 pH 3 pH 7 kontrola
Zelodini sok
O min| 5,9 -10 6,0 -10 3,116 8,0 -10
90 min| ni rasti 4.8 .10 2,616 6,7 -16
180 min| ni rasti 3,510 6,3 -10 6,6 -10
Crevesni sok
180 min| ni rasti ni rasti ni rasti 6,6 -10
270 min| ni rasti ni rasti ni rasti 4,18 -0
360 min| ni rasti ni rasti ni rasti 4,54 -0

Iz preglednice 21 in

slike 30 vidimo dinamiko pregiosti bifidobakterij, osamljenih iz
izdelka Linex, v simuliranih razmerah prebavil. Bkati kazejo, da je sev precejdultljiv,

saj se je takoj po izpostavitvi ZS z vrednostjo BHtevilo zmanjSalo za priblizno dve
logaritemski enoti, kar lahko vidimo iz primerjagekontrolnim vzorcem. Po 90 minutah v
tem vzorcu nismo ugotovili kultivabilnih bakterftevilo KE se je v 180 minutah zmanj3alo
za priblizno dve logaritemski enoti tudi v ZS s BHili 7. Po dodatk@'S pa tudi pri teh dveh
serijah nismo v& zaznali KE/ml. Na podlagi rezultatov lahko sklemanda jeB. infantis,
osamljen iz izdelka Linex izredno &ltljiv, tako za nizke vrednosti pH, kot tudi za &o
soli.
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Slika 30: Graftni prikaz prezivelosti (log KE/ml) bifidobakteripsamljenih iz izdelka Linex, v simuliranih
razmerah prebauvil.
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Preglednica 22: Prezivelost bifidobakterij, osamiljgiz izdelka Linbi, v simuliranih razmerah preflaizrazena

v KE/ml.
Stevilo KE/ml sevaB. animalis ssp lactisiz Linbi

pH 2 pH 3 pH 7 kontrola

Zelodini sok
0 min| 5,64 -10 5,82 -16 6,18 -16 6,73 -16
90 min| ni rasti 4,45 .19 5,55 -16 491 -18
180 min| ni rasti 3,22 .10 5310 5,18 -16

Crevesni sok
180 min| ni rasti 9,2-10 3,8-16 5,18 -16
270 min| ni rasti 2,19 -10 3,810 4,27 -16

360 min| ni rasti 2,04 .10 4,02 -18 3,0-16

Slika 31: Spremljanje prezivelosti izolata iz praskega dopolnila Linbi v simuliranih razmerah Zde (pH
2), s Stetjem na trdnem gdjis Levi plogi: vzorec, nacepljen takoj po dodatku ZS (razied 10% in10°%) in
desni plosi: vzorec, nacepljien po 90 minutnem tretiranju v&/BH 2 (nerazren vzorec in razreitev 10%).
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Preglednica 22 in slika 32 prikazujeta dinamikozprelosti bifidobakterij, osamljenih iz
prehranskega dopolnila Linbi, v simuliranih razniepsebavil. Za ta izolat predvidevamo, da
pripada vrstiB. animalis ssp.lactis. Kot je razvidno s slike 31, sev ne prezivi 90 atine
izpostavljenosti ZS z vrednostjo pH 2, precej fjezivelost pa izkazuje pri obdelavi z ZS
pri viSjih vrednostih pH (pH 3 in 7). Pri teh dvebkrijah je Stevilo KE vesas ostalo zelo
podobno Stevilu KE pri kontrolnem vzorcu. Pri pii@imo rahel upad Stevila KE po dodatku
CS, vendar se je med nadaljnjo inkubacijo Stevilo K@&pet zelo priblizalo Stevilu pri
kontrolnem vzorcu. Za ta izolat lahkoteeno, da izkazuje slabo prezivelost le v zelo kislem
okolju, dobro pa prenese Zaok soli in encime trebusne slinavke.
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Slika 32: Graftni prikaz prezZivelosti bifidobakterije (log KE/mbsamljene iz Linbi, v simuliranih razmerah
prebavil.

Preglednica 23: PreZivelost bifidobakterij, osamiljeiz izdelka Yogermina, v simuliranih razmeralelpavil,
izrazeno v KE/ml.

Stevilo KE/ml sevaB. animalis ssp lactisiz Yogermina
pH 2 pH 3 pH 7 kontrola
Zelodni sok
Omin| 1,08 -16 1,05 -10 9,27 -16 9,27 -16
90 min| 1,06 -10 8,18 -16 7,55 -16 8,64 -16
180 min| 5,0 -16 8,5-10 8,4 -10 1,07 -10
Crevesni sok
180 min| 1,8 16 3,0-10 1,0 -106 1,07 -10
270 min| 5,2 - 16 1,3-10 8,0 -16 8,7 -16
360 min| 5,5 - 10 7,55 -10 1,0 -16 9,3-16

Iz preglednice 23 in slike 33 vidimo, da izpostavit bifidobakterij, osamljenih iz

prehranskega dopolnila Yogermina, ZS radh vrednosti nima za posledico izgube
kultivabilnosti. S slike 33 pa se lepo vidi velikmanjSanje Stevila KE takoj, ko so le te prisle
v stik sCS. Pri vseh treh vrednostih pH je padec tevile gaidoben in znasa med 2,4 in 3,4
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logaritemskih enot. Preziveli del populacije paoceknadaljnjega inkubiranja ¢S ni ve
izgubljal kultivabilnosti. 1z rezultatov lahko pocamemo, da je seB. animalis ssp lactis iz
izdelka Yogermina atutljiv na zokne soli in encime trebusSne slinavke, vendar odppreti
nizkemu pH in encimu pepsinu.

pH?2

pH3
| \ —pH7

——kontrola

Stevilo bakterij (log KE/ml)
ey

¢as (min)
0
(% 90 180 270 360
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Slika 33: Graftni prikaz prezivelosti bifidobakterije (log KE/mfsamljene iz Yogermina, v simuliranih
razmerah prebauvil.

Preglednica 24: Prezivelost bifidobakterij, osamiljeiz Bion3, v simuliranih razmerah prebavil, izema v
KE/ml.

Stevilo KE/ml sevaB. bifidum iz Bion3
pH 2 pH 3 pH 7 kontrola
Zelodini sok
O min| 1,38 -10 1,55 -10 1,75 -10 1,47 -10
90 min | ni rasti 1,58 -10 1,28 -10 1,09 -10
180 min| ni rasti 1,35 -10 1,37 -16 1,26 -16°
Crevesni sok
180 min| ni rasti 1,03 -10 8,9 -16 1,26 -10
270 min| ni rasti 1,43 -10 7,6 -10 1,32 -10
360 min| ni rasti 1,43 -10 9,1-16 1,17 -16

Iz preglednice 24 in slike 34 vidimo dinamiko pregtja bifidobakterij, osamljenih iz
prehranskega dopolnila Bion3. Predvidevamo, datzmlipada vrstB. bifidum. Iz rezultatov
vidimo, da je sev dlutljiv za nizke vrednosti pH, saj ne prezivi 90 uime izpostavljenosti
ZS z vrednostjo pH 2. Precej boljsa pa je preZistef®va pri izpostavljenosti ZS z vigjimi
vrednostmi pH, saj je pri pH 3 in pH 7 Stevilo KRdmobno Stevilu KE pri kontrolnem vzorcu.
Tudi po tretiranju sCS nismo zaznali upada Stevila KE. Za ta sev lal&emo, da slabo
prezivi pri vrednosti pH 2, medtem ko vrednosti pkEje od 3, praktino ne vplivajo na
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njegovo prezivelost. Prav tako je izolat dobro aepona zailne soli in encime trebusne
slinavke.
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Slika 34: Graftni prikaz prezivelosti bifidobakterije (log KE/mtsamljene iz Bion3, v simuliranih razmerah
prebavil.

Preglednica 25: PreZivelost bifidobakterij, osamiljeiz Lacto Seven, v simuliranih razmerah prehazibZzeno
v KE/ml.

Stevilo KE/ml sevaB. longum iz Lacto Seven
pH 2 pH 3 pH 7 kontrola
zelodni sok
O min| 9,91 -16 1,02 -10 1,17 -10 1,25 -10
90 min| 7,2 -16 1,31 -10 9,0 -16 9,73 -16
180 min| 3,31 - 16 1,1 -10 9,09 -16 1,09 -10
érevesni sok
180 min| 4,0 -10 1,05 -10 2,4 -10 1,09 -10
270 min| 1,5 -10 2,57 -16 53-16 1,15 - 10
360 min| 3,0 - 14 52 -16 1,99 -16 1,13 -10

Iz preglednice 25 in slike 35 vidimo, kako simutiearazmere prebavil vplivajo na prezivelost
seva, osamljenega iz prehranskega dopolnila Laeter§ za katerega na podlagi reakcije
PCR sklepamo, da pripada vr&i longum. Ugotovili smo, da izpostavljenost seva ZS, ne
glede na vrednost pH, ne vpliva na njegovo preastelSe pa s slike 35 lepo vidi upad Stevila
KE tistega vzorca, ki je bil predhodno izpostavlg® s pH 2. SeB. longum iz izdelka Lacto
Seven je pokazal dobro odpornost proti nizkem pEnaimu pepsinu ter proti Zolim solem

in encimom trebusne slinavke. Zabelezili pa smgovebcutljivost bakterij, ki so bile najprej
izpostavljene vrednosti pH 2, K:5.



ZanoSkar P. Opis fizioloSkih lastnosti seBifidobacterium breve IM 386. 61
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiehnisSka fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2013

8
7 -
T ‘ '
2
v
@3 ~—pH2
E‘ H3
.§ 4 p
< . 7
z s =
= ——kontrola
3 2
L
1
0 ¢as (min)
g 90 180 270 360
zelod¢ni sok (ZS) ¢revesni sok (CS)

Slika 35: Graftni prikaz prezivelosti bifidobakterije (log KE/mtisamljene iz Lacto Seven, v simuliranih
razmerah prebavil.

46 PROTIMIKROBNA AKTIVNOSTI BIFIDOBAKTERIJ

Ugotavljali smo protimikrobno delovanje testnih ibdbakterij proti naboru indikatorskih
bakterij, med katere smo uvrstili nekaj tehnolodaristnin mikroorganizmov ter nekaj
kvarljivcev in potencialno patogenih bakterij. Rmokrobno aktivhost smo ugotavljali z

metodo lise na trdnem gajis.

Po inkubaciji smo izmerili cone inhibicije okolslitestnih bifidobakterij. ZabeleZili smo tudi
izgled roba cone (zabrisan ali ostro izrazen r@&pno inhibicije smo merili od roba lise
testne bifidobakterije do roba cone inhibicijeazti pa smo jo v milimetrih (Slika 36).

Slika 36: Cona inhibicije proti indikatorskemu ongmu L. monocytogenes okoli lise bifidobakterij, osamljenih
iz prehranskega dopolnila Lacto Seven, igiadanje velikosti cone inhibicije.
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V preglednici 25 je prikazana protimikrobna aktighgedmih izolatov rodBifidobacterium
proti razlicnim mikroorganizmom.

Preglednica 26: Protimikrobna aktivnost testnihosebifidobakterij proti izbranim indikatorskim

mikroorganizmom.

INDIKATORSKE IM 386 Izolat iz Izolat iz Izolat iz Izolat iz Izolat iz Izolat iz
BAKTERIJE Waya IT Linex Linbi Yogermina Bion3 Lacto
Seven
Cl. perfringensIM 73 2 mm / 1 mm 1 mm / 2 mm /
Cl. tyrobutyricum DSM 2637 / / 1 mm / / 2 mm /
Lb. sakei NCDO 2714 3 mm / 3 mm 4 mm 2mm 3 mm /
Lb. johnsonii NCC 533 2 mm / / 2 mm 2 mm 1 mm 5 mm
Iégblbulgaricus (LDSB) LMG | 5 mm / 10 mm 10 mm 5mm 10 mm 1 mm
Lb. paracasei DSM 5622 1 mm / 5mm 1 mm 1 mm 4 mm /
Lb. plantarum IM 212 / / 1 mm / / 2 mm /
Lb. fermentum IM 351 / / 1 mm / / 4 mm /
Lb. delbrueckii (LDSL) IM 350 / / / / / / /
Lb. helveticus IM 30 / / / / / 1 mm /
Lb. rhamnosus IM 239 / / / / / / /
B. cereus IM 250 * * * * * * *
E. coli IM 120 / / 11 mm / / 14 mm 3 mm
Ent. faecalisLMG 7937 2 mm 2 mm 17 mm 1 mm 3 mm 14 mm 3 mm
Ent. faecalis CCM 4647 2 mm 5mm 15 mm 5mm 10 mm 20 mm 5mm
Ent. durans CCM 5612 1 mm 2 mm 15 mm / 2 mm 20 mm 3 mm
Ent. faecium IM 273 1 mm 1 mm 5mm / 1 mm 20 mm 5mm
L. monocytogenes IM 372 20 mm 10 mm 30 mm 10 mm 20 mm 22 mm 12 mm
L. innocua IM 373 10 mm 1 mm 25 mm 20 mm| 30 mm 28 mm 13 mm
Staph. aureus IM 388 * * * * * * *
Saph. aureus IM 389 5 mm / 2 mm 6 mm 9 mm / 1 mm
Staph. aureus IM 390 * * * * * * *

* = indikatorske bakterije so dobro rasle na p&ig kjer nismo prej nacepili nasih testnih
organizmov. Na pla&h kjer smo tékovno (lisa) nacepili testne bifidobakterije nisimpazili

rasti indikatorskega organizma,
/ = ni cone inhibicije.

SevB. bifidum iz Bion3 in se\B. infantisiz Linex sta bila protimikrobno najinkovitejSa, saj
sta delovala kar proti 19-im oz. 18-im indikatorekbakterijah. Posebnctimkovita sta bila
seva proti enterokokom in listerijam, saj so bib@e inhibicije ponekod wge od 20 mm.

Kot vidimo iz rezultatov, testne bifidobakterijekazujejo razkkno protimikrobno aktivnost
proti naboru indikatorskih bakterij. Vse testiramédobakterije so inhibitorno delovale proti
Ent. faecalis, L. monocytogenes in L. innocua. Protimikroben tinek bifidobakterij proti
listerjam se je pokazal s tvorbo velikih con inkife, saj so bile le-te wge od 10 mm,
(izjema bifidobakterija osamljena iz Waya IT pratiinnocua). SlabsSi protimikrobni €éinek
bifidobakterij smo opazili protiCl. tyrobutyricum in E. coli, saj so ju zavirale le
bifidobakterije, osamljene iz Linex in Bion3, prdi coli pa so dinkovale Se bifidobakterije,
osamljene iz Lacto Seven. Cone inhibicije so kadi¢no velike. Protimikrobno delovanije je
zanimivo iz vidika varnosti, saj gre za kvarljivee. potencialno patogene bakterije.
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(a) (b
Slika 37: Ugotavljanje protimikrobne aktivnostiidibbakterij, osamljenih iz izdelkov Linex (LX), WayT (W)
in Bion3 (B) proti indikatorskemu organiznhuinnocua (a) inCl. Perfringens (b).

Pri ugotavljanju protimikrobne aktivnosti bifidobiakij proti indikatorskim bakterijanB.
cereus, Saph. aureus IM 388 in Saph. aureus IM 390 smo opazili, da indikatorske bakterije,
cepliene v poltrdno goji&, niso izrasle. Predvidevali smo, da nosilno ¢ejiegativno
vpliva na izrast indikatorskih bakterij ali pa da gaviralni dinek lis cepljenih testnih
bifidobakterij na indikatorje tako velik. Zato snest ponovili tako, da smo poltrdno gogs
ceplieno s posameznim indikatorjem, prelili nepdece na nosilno goj& in na nosilno
goji&e, kamor smo predhodno cepili lise testnih bifiddbaj. Po inkubaciji smo uspesno
rast indikatorskih bakterij zasledili na péad, kamor nismo cepili lis testnih bifidobakterij,
medtem ko na pl@&h, kjer so bile cepljene bifidobakterije, rastiikatorjev ponovno nismo
zasledili. 1z rezultatov smo zakdili, da je odsotnost rasti indikatorjev najverjggposledica
zaviralnega tinka bifidobakterij. Zato lahko zakkimo, da so vse osamljene bifidobakterije
inhibitorno delovale tudi proti tem trem indikatkn® bakterijam, kar je pomembno, saj gre
za potencialno patogene bakterije.

Izolat iz izdelka Waya IT, za katerega smo predpabt da pripada vrstB. animalis ssp.
lactis, je proti izbranim indikatorskim bakterijam izkazadjSibkejSo protimikrobno aktivnost.
Deloval je le proti 9-im indikatorskim bakterijaRrotimikrobno delovanje je sev kazal proti
enterokokom, listerijam in stafilokokom. Cone inkife so bili ve&inoma majhne, razen pri
sevulL. monocytogenes, kjer je bila cona velika 10 mm. Sev ni kazal nukga zaviralnega
ucinka proti sevom iz rodClostridium in Lactobacillus.

Noben od sevov bifidobakterij ni kazal protimikr@ya delovanja protib. delbrueckii ssp.
lactis in Lb. rhamnosus, proti Lb. helveticus pa so dinkovale le bifidobakterije iz
prehranskega dopolnila Bion3, za katere smo predpiis da pripadajo vrstB. bifidum.
Omenjene vrste laktobacilov se pogosto uporabkajostarterske kulture, zato je pomembno,
da jih bifidobakterije ne inhibirajo, kadar so sesti del meSane starterske kulture ali pa
probioticnega pripravka.

UposStevanje morebitnega inhibitornega delovanjai drb. delbrueckii ssp. bulgaricus je
pomembno pri izbiri starterske kultureb. delbrueckii ssp.bulgaricus je tipicen predstavnik
jogurtove kulture. 1z preglednice 26 je lepo randdda vse testirane bifidobakterije, razen
sevB. animalis ssp.lactis iz izdelka Waya IT, delujejo protimikrobno proén bakterijam.
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Zato moramo pred uporabo teh sevov v meSanih stkitbekulturah za fermentirane nitee
izdelke, preveriti medsebojno protimikrobnéinkovanie.

Slika 38: Ugotavljanje protimikrobne aktivnostiidibbakterij iz prehranskih dopolnil Yogermina (\jnbi (Li)
in seva IM 386 (386) proti indikatorskemu organizbiu delbrueckii ssp bulgaricus.

Pri opazovanju robov con inhibicije smo ugotowilg so bili vsi robovi zabrisani, saj nikjer
nismo opazili nastanka ostrega robu, kakrSen jeogtogznailen, ko je zaviralni tinek
posledica delovanja bakteriocinov. Zato predvidevada v naSem primeru rast indikatorskih
bakterij najverjetneje zavirajo nastale kislinegtm@ in mléna, in ne bakteriocini.

4.7 OBCUTLJIVOST ZA ANTIBIOTIKE

Ker za bakterijske vrste iz rodifidobacterium Se ni standardov za izvedbo in interpretacijo
testov doldanja olgutljivosti za antibiotike, smo si pomagali z litexenimi podatki. Pri
izvedbi testa smo se opirali predvsem na raziskdace in sod. (2005), medtem ko smo pri
interpretaciji rezultatov upoStevali vrednosti MIK, jih je v svojem poréilu zapisala EFSA
(2008). Zal pa so za enkrat na voljo le vrednosik Ma rod Bifidobacterium, ne pa tudi za
posamezne vrste. Za analizo smo izbrali Ehoi pomembne antibiotike. Rezultati paralelk
ugotavljanja obutljivosti preiskovanih bifidobakterij za antibik® pa so predstavljeni v
preglednici 27.

Pri ugotavljanju obutljivosti za antibiotike za bifidobakterije iz Lexc Seven in Waya IT
nismo dobili rezultatov, ker se je ga@j& sestavljeno iz 10 % MRS in 90 % MH, izkazalo kot
neustrezno za njuno rast.

Kot kaZe preglednica 27, so vsi testirani sevidoifiakterij okutljivi za antibiotika ampicilin
in vankomicin, saj so bile MIK obeh antibiotikovzie od mejne vrednosti 2 pug/ml, ki jo
navaja Evropske agencije za varnost hrane (EFS28)20
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Preglednica 27: Rezultati ugotavljanja MIK za ré&aéi seve bifidobakterij.
Izdelek/ Antibiotik (razpon Mejne MIK za MIK (pg/ml)
sev koncentracij v rezistenco(ug/ml) 1. 2.
pg/ml) (EFSA, 2008) paralelka | paralelka

B. breve IM 386 ampicilin (AM) 2 0,38 0,50
0,016 — 256 pg/ml
eritromicin (EM) 0,5 0,064 0,032
0,016 — 256 pg/ml
gentamicin (GM) 64 16 32
0,64 — 1024 pg/ml
klindamicin (CM) 0,25 1 15
0,016 — 256 pg/ml
streptomicin (SM) 128 16 12
0,64 — 1024 pg/ml
tetraciklin (TC) 8 0,25 0,38
0,016 — 256 pug/ml
vankomicin (VA) 2 0,064 0,047
0,016 — 256 pg/ml

Linex* ampicilin (AM) 2 0,125 0,094

B. infantis 0,016 — 256 pg/ml
eritromicin (EM) 0,5 <0,016 <0,016
0,016 — 256 pg/ml
gentamicin (GM) 64 8 12
0,64 — 1024 pg/ml
klindamicin (CM) 0,25 0,023 <0,016
0,016 — 256 pg/ml
streptomicin (SM) 128 >1024 >1024
0,64 — 1024 pg/ml
tetraciklin (TC) 8 0,032 0,047
0,016 — 256 pg/ml
vankomicin (VA) 2 0,064 0,125
0,016 — 256 pg/ml

Linbi ampicilin (AM) 2 0,047 0,064

B. animalis ssp lactis | 0:016 — 256 pg/ml
eritromicin (EM) 0,5 1 0,38
0,016 — 256 pg/ml
gentamicin (GM) 64 4 4
0,64 — 1024 pg/ml
klindamicin (CM) 0,25 0,50 0,75
0,016 — 256 pg/ml
streptomicin (SM) 128 32 24
0,64 — 1024 pg/ml
tetraciklin (TC) 8 6 8
0,016 — 256 pg/ml
vankomicin (VA) 2 0,38 0,25
0,016 — 256 pg/ml

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 27. Rezultati ugotavljdi|K za bifidobakterije, osamljene iz
prehranskih dopolnil.

Izdelek/ Antibiotik (razpon Mejne MIK za MIK (ug/ml)
sev koncentracij v rezistenco(pg/ml) 1. 2.
pg/ml) (EFSA, 2008) paralelka paralelka
Yogermina ampicilin (AM) 2 <0,016 0,023
B. animalis ssp lactis | 9:016 — 256 pg/ml
eritromicin (EM) 0,5 <0,016 0,016
0,016 — 256 pg/ml
gentamicin (GM) 64 24 32
0,64 — 1024 pg/ml
klindamicin (CM) 0,25 <0,016 <0,016
0,016 — 256 pg/ml
streptomicin (SM) 128 16 32
0,64 — 1024 pg/ml
tetraciklin (TC) 8 1,5 8
0,016 — 256 pg/ml
vankomicin (VA) 2 0,125 0,19
0,016 — 256 pg/ml
Bion3 ampicilin (AM) 2 0,50 0,75
B. bifidum 0,016 — 256 pg/ml
eritromicin (EM) 0,5 0,50 0,75
0,016 — 256 pug/ml
gentamicin (GM) 64 128 64
0,64 — 1024 pg/ml
klindamicin (CM) 0,25 0,064 0,064
0,016 — 256 pg/ml
streptomicin (SM) 128 96 128
0,64 — 1024 pg/ml
tetraciklin (TC) 8 8 6
0,016 — 256 pg/ml
vankomicin (VA) 2 0,50 0,25
0,016 — 256 pg/ml

* Linex je v Sloveniji registriran kot probiato zdravilo brez recepta.

Bifidobakterije iz izdelkov Linex in Yogermina tév 386 so olutljive za eritromicin, saj so
bile pri izolatih vse vrednosti MIK nizje od mejresdnosti 0,5 pg/ml. Pri se\Bl bifidum iz
izdelka Bion3 smo ugotovili mejno MIK 0,5 oz. prudji paralelki, malo nad mejo. Pri izolatu
iz izdelka Linbi smo le pri eni od paralelk @@li vrednosti MIK, viSjo od mejne vrednost
MIK 0,5 pg/ml, pri drugi pa ne. Ashraf in Shah (2011) natsjalaB. lactis navadno ni
odporen proti eritromicinu, in da je le okoli 2 %vsv iz roduBifidobacterium odpornih proti
eritromicinu.

Mejno odpornost proti gentamicinu smo izmerili ¢ gevu vrsteB. bifidum, osamljenem iz
prehranskega dopolnila Bion3. Mejna vrednost MIKodaornost znasa 64/ml, mi pa smo
dobili rezultata 64 oz. 128g/ml. Veliko raziskav porga o pogosti odpornosti bifidobakterij
proti gentamicinu, v nasi raziskavi smo jo potrgili enem od petih preiskovanih sevov.

Bifidobakterije iz Linex, Yogermina in Bion3 so &ldljive za klindamicin, sev IM 386 in sev
iz izdelka Linbi, pa sta odporna proti koncentrawij ki presegajo mejno vrednost Oj2gml
(EFSA, 2008). Kiwaki in Sato (2009) sta preiskoval&utljivost za klindamicin 26 sevov
vrste B. breve razlicnih izvorov in pri veini dobila vrednosti MIK viSje od mejne vrednosti.
Vidimo, da je veliko sevov vrst®. breve odpornih proti temu antibiotiku. Tudi za na$
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testirani sevB. breve IM 386, lahko na podlagi rezultatov trdimo, da gdporen proti
klindamicinu. ZaB. animalis ssp. lactis pa nismo zasledili podatkov o odpornosti proti
klindamicinu.

(b) B

(© (d)

Slika 39: Testiranje atutljivosti bifidobakterij za antibiotike. 1zolat iBion3 za ampicilin (a), izolat iz Linbi za
gentamicin (b), sev IM 386 za klindamicin (c) imliat iz Linbi za klindamicin (d).

SevB. breve IM 386 ter izolata iz izdelkov Linbi ter Yogermirsa olgutljivi za streptomicin.
Pri izolatuB. bifidum iz Bion3 smo zabelezili MIK 96 oz. 128y/ml, torej sta vrednosti nizja
0z. enaka mejni vrednosti za odpornost.BRiinfantis iz Linex nismo opazili cone inhibicije,
zato lahko trdimo, da je sev odporen proti streptoma. O odpornosti predstavnic
Bifidobacterium proti streptomicinu pogosto patao.

Za sev IM 386 in za izold. infantis iz izdelka Linex lahko trdimo, da sta obacatljiva za
antibiotik tetraciklin. Pri bifidobakterijah iz caih izdelkov, pa smo pri vsakem od njih
zasledili pri eni od paralelk vrednost nizjo priudr paralelki pa vrednost enako mejni
vrednosti MIK za tetraciklin. Zaklili smo, da sevi niso odporni proti tetraciklinu. V
literaturi navajajo, da odpornost vr& animalis ssp. lactis kot tudi B. bifidum proti
tetraciklinu ni redka.
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Odkitavanje rezultatov je bilo pri datenih vzorcih tezje, saj so bile prisotne posamezne
kolonije znotraj cone inhibicije. Stali pa smo se tudi s problemom, ko nastali robenatni
bil dovolj jasno izrazen zaradi motnosti

a) 151 b) [-047°
Slika 40: Problem pri atitavanju rezultatov. Pri izolatu iz izdelka Bion8 se pojavile posatme kolonije
znotraj cone inhibicije pri antibiotiku gentamidia) in pri izolatu iz izdelka Linbi se je pojavilaten rob cone
inhibicije pri antibiotiku eritromicin (b).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA
5.1.1 Metode izolacije in identifikacije bifidobakterij

Konvencionalne metode osamitve in identifikacijdidmbakterij temeljijo predvsem na
selektivnem gojenju ter identifikaciji izolatov ng@odlagi morfoloskih lastnosti ter
biokemijskih in seroloSkih testov. Za osamitev diwfbakterij smo uporabili gojg TOS z

dodatkom mupirocina, saj so za razliko od mnogihgdr bakterij, bifidobakterije odporne
proti mupirocinu. Omenjene metode so delovno inemaliho zahtevne, ¥@oma dolgotrajne
in manj primerne za préevanje velikega Stevila vzorcev. Poleg tega paesaonetode

pokazale neitnost in slabSo ponovljivost rezultatov, zaradi raroma dolge inkubacijske
dobe in zahtevnih pogojev gojenja (Matsuki in s@003; Youn in sod., 2008).

Molekularne metode segedalje bolj uveljavljajo zaradi Stevilnih slabostadicionalnih metod.
Ena danes najbolj razSirjenih molekularnih metaddantifikaciji bakterij je PCR, ki se je po
mnenju Stevilnih avtorjev izkazala za uspesSno imprno tudi za identifikacijo bifidobakterij.
PCR je obutljiva, specifétna in hitra metoda za ugotavljanje raalh vrst, ki ima dobro
ponovljivost. Pri izbiri z&etnih oligonukleotidov in parametrov posamezne cgalPCR smo
si pomagali z literaturnimi podatki (Matsuki in sp@003; Youn in sod., 2008; Ventura in
sod. 2001).

5.1.2 MakromorfoloSke in mikromorfoloSke lastnosti

Glede na makromorfolosSke lastnosti kolonij, zrasién goji€u, so si bile izrasle kolonije
bifidobakterij med seboj zelo podobne. Bile so lmkekrem barve, pravilne okrogle oblike z
gladkim robom. Med seboj so se razlikovale zgolyelikosti, vendar smo z nadaljnjimi
analizami potrdili, da razina velikost kolonij ni speciéna lastnost za posamezen sev.

Pri mikromorfoloskih zné&lnostih bakterijskih celic, ki smo jih opazovalog mikroskopom,
smo opazili znélne oblike od ravnih do ukrivljenih p&ic, z rahlo odebeljenimi konci.
Oblika celic je za sev spedifia lastnost, lahko pa tudi posledica rami faze rasti
bifidobakterij.

Rezultati fenotipskih testov niso dovolj zanesljiNa podlagi le teh ne moremo potrditi
pripadnosti preiskovanih bakterij dékni vrsti 0z. rodu, zato smo uporabili tudi molekule
metode, ki temeljijo na ugotavljanju genotipskiktfeostih.

5.1.3 Analize PCR in RAPD

Iz zn&ilnih kolonij, ki so izrasle na selektivnih gaojif, smo izolirali DNA, ter opravili
analize PCR in RAPD. Z reakcijo PCR smo Zeleli ghtitrod Bifidobacterium in pripadnost
razlicnim vrstam bifidobakterij. Da bi ugotovili, kolikeazlicnih sevov bifidobakterij smo
osamili, smo uporabili Se metodo RAPD.

Za potrjevanje pripadnosti rodsifidobacterium smo uposStevali 520 bp velik pomnozek v
reakciji PCR. Oligonukleotidne 2atnike za potrjevanje rodu smo povzeli po Satokeasiod.
(2001). Analizirali smo 57 nakliih izraslih kolonij, pricemer smo rod potrdili pri vseh,
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razen pri treh vzorcih iz izdelka Lacto Seven (&8, proge 43, 51 in 52), kjer nismo dobili
pomnozkov.

Reakcija RAPD omogta prodevanje genetske variabilnosti sevov znotraj isgtevrGre za
eno najbolj razSirjenih metod, predvsem zaradi &vo® in hitre izvedbe, vendar pa se je
potrebno zavedati ne vedno zadostne razlikovaln&@ maslabSe ponovljivosti (Matsuki in
sod., 2003; Youn in sod., 2008). Zaradi zgoraj gemw@h slabosti, smo za analizo RAPD
uporabili dva raztina z&etna oligonukleotida in sicer KGT-70GC in 1254.i&bakterije, ki

so dale enake vzorce pomnozkov RAPD, smo smataapripadnice istega seva. Vcua
primerov analiziranin DNA bifidobakterij smo dob#inake profile RAPD tako z &atnim
oligonukleotidom KGT-70GC kot tudi z 1254.

Za potrjevanje pripadnosti posameznim vrstam, siovbstevilnih Studijah na zaporedjih
rDNA rodu Bifidobacterium, preskuseni vrstno spedifii zatetni oligonukleotidi. Po Matsuki
in sod. (1998) smo povzeli vrstno speagil z&etne oligonukleotide za bakterijsko vrdéo
bifidum, po Matsuki in sod. (1999) za vr&ilongum in B. infantis, po Ventura in sod. (2001)
pa za vrstd. animalis ssp lactis.

Iz 5-ih nakljutno izbranih kolonij, ki smo jih predhodno osamiligpji&a TOS+mup, na
katerega smo nacepili izdelek Linex, smo osamiliADN analizi RAPD smo z zZ#&tnim
oligonukleotidom KGT-70GC (Slika 19) ali 1254 (SdiR0) dobili enake profile RAPD za pet
kolonij (proge 28-32). Proga 30 je bila slabSeZera, zato smo jo poleg DNA s proge 28
vkljucili v PCR z vrstno specifnimi zaetnimi oligonukleotidi. Specitne produkte PCR
smo dobili v reakciji z oligonukleotidom, spec¢iiimi za vrstoB. infantis (Slika 23), kar se
ujema z deklaracijo.

Za pet izolatov bifidobakterij iz izdelka Bion3 (@e 33-42) smo tako z &stnim
oligonukleotidom KGT-70GC (Slika 19) kot tudi zcednim oligonukleotidom 1254 (Slika
20) dobili enake rezultate. S slik je lepo razvidda smo dobili dva razina profila RAPD.
Proge 33, 34, 36, 40 in 41 imajo drdga vzorec pomnozkov kot preostale proge tega
izdelka. Ker smo dobili dva razha profila RAPD, smo predvidevali, da nam je uspelo
osamiti obe deklarirani vrsti. V reakcijah PCR stmao specifinimi zatetnimi oligonukleotidi
smo kot tako uporabili DNA s prog 33, 35 in 38, saj je proda Pri analizi z z&etnim
oligonukleotidom KGT70-GC imela slabSe viden vzoliec Kljub temu, da smo pri analizi
RAPD dobili dva razlina profila pomnozkov, pa smo dobili spesiie produkte PCR le v
reakciji z oligonukleotidi, spectfnimi za vrstoB. bifidum, je pa ta vrsta morda prisotna z
dvema sevoma. lzdelek Bion3 naj bi poleg viBtebifidum vseboval Se vrst@®. longum.
Kljub temu, da smo potrdili le vrstB. bifidum, Se ne pomeni, da vrsBz longum izdelek ne
vsebuje, saj je bilo izbiranje kolonij za nadaljajealizo nakljdno.

V analizi RAPD 17-ih bifidobakterij iz Waya IT smo zaetnim oligonukleotidom KGT-
70GC (Slika 19) in 1254 (Slika 20) dobili primevig rezultate (proge 1-17), saj sta se v obeh
primerih pokazala dva razha profila RAPD. Proge 2, 5, 9, 16, 17 so imelegdtan vzorec
pomnozkov kot preostale proge z DNA sevov iz tegelka. Ker smo dobili dva razha
profila RAPD, smo domnevali, da nam je uspelo ofiadve vrsti od treh deklariranih.
Deklaracija izdelka Waya IT navaja vsebnost \Bstbifidum, B. lactis in B. longum. V
reakcijah PCR z vrstno speciiimi zatetnimi oligonukleotidi smo kot t&o uporabili DNA s
prog 2 in 11, a se je izkazalo, da ne glede nacrezlprofila RAPD, dobimo spedatie
produkte PCR le v reakciji z oligonukleotidi, sgfes@iimi za vrstoB. animalis ssp.lactis.
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Zaklju¢imo lahko, da smo iz Waya IT uspeSno osamili ledpt@vnike ene vrste, a je vrsta
morda prisotha z dvema sevoma. Kljub temu, da v mraasskavi v izdelku Waya IT nismo
potrdili prisotnosti vrsB. bifidum in B. longum, to ne pomeni, da ju izdelek ne vsebuje, saj je
bilo izbiranje kolonij nakljgno, mozna pa je tudi njuna slabSa prezivelost.

V analizi RAPD 5-ih izolatov bifidobakterij iz Lintsmo z z&etnim oligonukleotidom KGT-
70GC (Slika 19) in 1254 (Slika 20) dobili primevi rezultate (proge 53-57), ki so se
pokazali z enakim vzorcem pomnozkov. V reakcijahRPLvrstno speciénimi zatetnimi
oligonukleotidi smo kot t&o uporabili DNA s proge 53. spedcifie produkte PCR smo dobil
v reakciji z oligonukleotidi, specifnimi za vrstoB. animalis ssp.lactis (Slika24), kar se
ujema z deklaracijo.

Za bifidobakterije, osamljene iz izdelka Yogermirfproge 18-27), so z #atnima
oligonukleotidom KGT-70GC (Slika 19) in 1254 (SlikQ) dale rezultate, ki so se pokazali z
enakim profilom RAPD za vse izolate. V reakcijahRP@ vrstno speciénimi zaetnimi
oligonukleotidi smo kot t&o uporabili DNA s proge 18. specifie produkte PCR smo dobil
v reakciji z oligonukleotidi, spectfnimi za vrstoB. animalis ssp.lactis (Slika 24) kar se
ujema z deklaracijo na prehranskem dopolnilu.

Iz izdelka Lacto Seven smo analizirali DNA iz 10qBakljuino izbranih kolonij. V analizi
RAPD smo z zé&tnim oligonukleotidom KGT-70GC (Slika 19) in 12%8lika 20) dobili
primerljive rezultate (proge 43-52), ki so se pakaenakim pomnozkom RAPD pri vseh
desetih izolatih. V reakcijah PCR z vrstno spénifini zatetnimi oligonukleotidi smo kot
tacco uporabili DNA s proge 44. specifie produkte PCR smo dobil v reakciji z
oligonukleotidom, speciénimi za vrstoB. longum (Slika 22) kar se ujema z deklaracijo na
izdelku.

5.1.4 Vpliv kvasnega ekstrakta na rast bifidobakterij v mleku

Naravna ekoloska niSa probiatih bakterij je prebavni trakt. Ker so prilagojezee bivanje v
razmerah prebavil, okajno slabSe rastejo ali pa sploh ne rastejo v miBkav zaradi slabSe
izrazenih tehnoloskih lastnosti, bifidobakterij mdno ne uporabljamo kot starterskih kultur,
pogosteje pa jih uporabljamo kot podporne kultuReobiotine bakterije, vkljgno z
bifidobakterijami, v mleku rastejo pasi in ne dajo Zelenih organoletih lastnosti.
Bifidobakterije ne proizvajajo aromaitiih snovi in niso sposobne oblikovati dobrih re&lbs
lastnosti (Mattila-Sandholm in sod., 2002).

Za izboljSanje rasti bifidobakterij v mleku se lah#odajajo razéine snovi, kot so energetski
viri (glukoza), rastni faktorji (kvasni ekstraktelpkovinski hidrolizati) ali vitamini ter
minerali. Ti dodatki navadno pripomorejo k izbohfa delovanja probiotnih kultur.
Obicajno pa bifidobakterije kombinirajo z drugimi kulaami, navadno takimi iz skupine
MKB (Mattila-Sandholm in sod., 2002).

En najobéajnejSih dodatkov za izboljSanje rasti bifidobaktermleku je kvasni ekstrakt, v
koncentracijah med 0,1-0,5 % (Gomes in Malcata, 9199 nasi raziskavi smo ugotavljali
vpliv kvasnega ekstrakta na rast bifidobakterijsikio ga v RPM dodali v koncentraciji 0,1 %.
Najvedji vpliv dodatka kvasnega ekstrakta na rast smaitigai bifidobakterijah iz izdelkov
Waya IT in Yogermina, za kateri smo ugotovili, dappdata vrstiB. animalis ssp.lactis.
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Skladno s porastom Stevila KE smo opazili padednosti pH, nastanek koaguluma in
prisotnost intenzivnega vonja po ocetni kislini.

Nasi rezultati z bifidobakterijama iz Waya IT in d@mina so primerljivi z rezultati
raziskave Lazea Barascu in Banu (2003), v katarpsbuievala vpliv kvasnega ekstrakta na
rastB. animalis ssp.lactis. Ugotovila sta, da dodatek kvasnega ekstrakt&matimulira rast
te vrste. NajboljSo rast sta zabelezila pri 0,3 &dladku, malo slabso pri 0,1 % in 0,2 %
dodatku, Se slabSo pri 0,4 % in najslabso pri wztwrez dodatka kvasnega ekstrakta.

Ceprav smo tudi bifidobakterije iz izdelka Linbi pditi za predstavnice vrste. animalis ssp.
lactis, pa smo pri njih ugotovili, da kvasni ekstraktiztioljSal rasti. Tudi padec vrednosti pH
je bil v obeh goji8ih primerljiv, kakor tudi nastanek koaguluma. L& RPM+ke smo zaznali
tudi vonj po ocetni kislini.

Za bifidobakterije IM 386, ki je predstavnica vr&ebreve (Krajnik, 2009) lahko ré&emo, da
jih kvasni ekstrakt ne stimulira pri rasti, vendpa up@asni odmiranje kulture med
podaljSano inkubacijo. Rast v RPM in RPM z dodakirasnim ekstraktom je bila na splosno
slaba, tudi vrednost pH je bila po 48-ih urah v RB#Wedno zelo visoka (6,16 oziroma 5,80).
Prav tako ni prislo do nastanka koaguluma, nitmaiszaznali vonja po ocetni kislini.

Slabo rast tako v RPM kot RPM+ke smo opazili tudilpfidobakterijah iz izdelkov Linex
(sev vrsteB. infantis) in iz Bion3 (sev vrstéB. bifidum). Slaba rast se je odrazala tudi v
odsotnosti koaguluma in vonja po ocetni kislini.

Zelo zanimive rezultate pa smo dobili pri bifidoberijah, osamljenih iz izdelka Lacto Seven,
ki smo jo potrdili za pripadnice vrstB. longum. Sev je izkazal zelo dobro rast v RPM,
medtem ko je bila rast v RPM+ke bistveno slabSaadiadobre rasti v RPM je tudi vrednost
pH temu primerno padla (4,99), prislo je tudi detaaka koaguluma in zaznali smo rahel
vonj po ocetni Kislini. V RPM+ke je vrednost pH alst visoka (6,04), koagulum ni nastal,
zaznali pa smo rahel vonj po ocetni kislini.

5.1.5 Prezivelost bifidobakterij v simuliranih razmerah prebauvil

Debelocrevo je mesto delovanja siee probioténih bakterij. Da imajo probiatne bakterije
koristen @inek na gostitelja, morajo v prebavni trakt pritiaktivni obliki in v zadostnem
Stevilu. Torej morajo biti odporne na razmere vbareem traktu, saj le tako ohranijo svojo
presnovno aktivnost in sposobnost za delovanje iligem mestu vcérevesju. Zato smo
preverili sposobnost prezivetja izolatov bifidobedjt v simuliranin razmerah prebavil
(Mainville in sod., 2005). Metodo za testiranje Zvetja osamljenih sevov bifidobakterij v
Zzelodtnem inérevesnem soku smo povzeli po Fernandez in sod3§200

Stevilo probioténih bakterij se skozi prebavni trakt zmanjsuje darazlicnih dejavnikov.
Glavne ovire v prebavnem traktu so nizka vrednékv@Eelodcu in proteolitini encim pepsin
ter zokne soli in encimi trebusne slinavke (lipaze, protean amilaze) v tankerirevesu.
(Mainville in sod., 2005). Zauzitje hrane vodi vspapno zviSevanje vrednosti pH v Zelodcu.
pH te€ega Zelodca znaSa okoli 1,0-2,0, po obroku paednast pH Zelathega soka dvigne
tudi do pH 7,0. Zaradi zelo variabilne vrednosti @dlodnega soka, smo prezZivetje
probioticnih sevov testirali pri treh razhih vrednostih pH (2,0; 3,0 in 7,0). FizioloSka
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koncentracija Z&hih soli v prebavnem trakitloveka se ocenjuje na 0,3 % do 0,4 % w/v. Mi
smo v nasi raziskavi spremljali prezivetje pri didda0,3 % zadnih soli.

Ugotovitev preteklih raziskav, da je prezivetjeidwbakterij skozi prebavni trakt za sev
specifcno, potrjujejo tudi rezultati naSe Studije. Tessavi bifidobakterij so imeli zelo

razlicno dinamiko prezivelosti v simuliranih razmerah hareil, tudi ¢e so bili predstavniki

iste vrste.

Vsi testni sevi bifidobakterij, z izjemo seW infantis iz izdelka Linex pri vseh testiranih
vrednostih pH ZS ter bifidobakterij iz izdelkov Bi® in Linbi v primeru izpostavitve ZS s pH
2, so do neke mere preziveli v simuliranih razmepaébavil, saj smo jih po 6 urah v
simuliranem ZS irCS lahko presteli na plo&h.

NajboljSo sposobnost prezivetja je kazal Bevwreve IM 386, saj se Stevilo KE zmanjSalo v
okvirih 0,5 (pri pH ZS 3 ali 7) do 1 logaritemskeoge (pri pH ZS 2). Za seB. breve IM 386
lahko trdimo, da je odporen tako proti kislemu gkdlelodca in encimu pepsin kot tudi proti
Zolénim solem in encimom trebusne slinavke.

Zelo dobro prezivelost je pokazal tudi s@v longum iz izdelka Lacto Seven. Stevilo
bifidobakterij se pri tem sevu med 3-urno inkubagijZS pri nobeni od testiranih vrednostih
pH ni zmanj$alo. Po dodatkiS soka pa smo pri seriji, ki je bila prej tretiranaZS z
vrednostjo pH 2, zabeleZili pri delu populacijetibg kultivabilnosti po prenosu €S, pri
ostalih dveh serijah pa je bilo prezivetje dobra.iZolat vrsteB. logum lahko trdimo, da je
odporen tako proti nizkim vrednostim pH in encinpgi@ kot tudi proti zalnim solem in
encimom trebusne slinavke. Opazili pa smo, da gestavljenost nizki vrednosti pH (ZS z
vrednostjo pH=2) vplivala na slab3e prezivetjes.

Razmeroma dobro prezivetje sta kazala tudi sevamipsna iz izdelka Waya IT in

Yogermina, za katera smo potrdili, da pripadatéi Bsanimalis ssp.lactis. Seva kazeta zelo

dobro odpornost proti ZS, saj se Stevilo KE medr®unkubacijo ni zmanj$alo. Smo pa
zabelezZili padec Stevila bakterij takoj ob dodatkf. Stevilo KE je med nadaljnjo3-urno
inkubacijo vCS, ostalo nespremenjeno. Za ta dva seva lahko drdita sta odporna proti

nizkem pH in encimu pepsinu terdltljiva na Zokne soli in encime trebusne slinavke.

Pri sevuB. animalis ssp.lactis iz izdelka Linbi in sevB. bifidum iz izdelka Bion3 se Stevilo
KE med 3-urno inkubacijo v ZS z vrednostjo pH 3@H 7 ter med nadaljnjo 3-urno
inkubacijo vCS ni zmanj3alo. V ZS z vrednostjo pH 2, pa omen@a nista prezivela. Za
ta dva seva lahko trdimo, da stacothjiva za vrednost pH 2, medtem ko je prezivelost
vi§jih vrednosti pH zelo dobra. Prav tako sta sdwearo odporna proti zohim solem in
encimom trebusne slinavke.

NajslabSo sposobnost prezivetja smo ugotovili priusB. infantis iz Linex, saj je Stevilo
bakterij ob izpostavitvi ZS z vrednostjo pH 2 ¢no padlo, poleg tega pri va@nju po 90
minutah nismo v& opazili kolonij na plo&ah za Stetje. Nekoliko manjsSi je bil padec Stevila
KE ob izpostavitvi ZS z vrednostjo pH 3 in pH 7ndar pa je po dodatkdS tudi pri teh
serijah Stevilo KE padlo pod mejo detekcije. ZdarersteB. infantis lahko trdimo, da je zelo
obutljiv tako za ZS kot tudi z&S.
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Charteris in sodelavci so opravili Studijo preZjaetrazlicnin sevov bifidobakterij v
simuliranem zelothem soku, umerjenem na pH 2 z dodatkom 3 g/l papsirv ¢revesnem
soku umerjenim na pH 8 z dodatkom 1 g/l pankretastadijo so opravili z 8 razihimi sevi
bifidobakterij, ki so pripadali 5 vrstam in sicBr adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B.
breve in B. infantis. Rezultati Studije so pokazali, da so skoraj \esii popolnoma izgubili
sposobnost prezivetja v simuliranem Zeloeim soku. Skoraj vsi sevi, pa so ohranili dobro
prezivelost v simuliranih pogojitrevesnega soka. Samo sev viBtadolescentis je pokazal
postopno zmanjSanje stopnje prezivelosti in so glat&kega v Studiji ozridi za najbolj
obcutljivega. Tudi pri seviB. breve je bilo opazno zmanjSanje Stevila celic, ampajegm 4
urah inkubacije ¥revesnem soku Stevilo celic ponovno p&ale (Charteris in sod., 1998).

Mainville in sodelavci so raziskovali prezivetjeveg B. longum, B. infantis in B. animalis v
dinaminem modelu, ki je simuliral prebavni trakt. Dva a@/ animalis sta pokazala dobro
prezivetje pri pH 2 po 90 minutnem tretiranju. SBvanimalis, osamljen iz podgane, je
pokazal boljSe prezivetje kot sev, osamljen iz femtiranega mknega izdelka. Pokazali so,
da je odpornost sevB. animalis proti kislini viSja od tistih, ki sta pripadala stamaB.
infantis in B. longum. B. infantis je pokazal obutljivost za dodatek 0,3 % Zwolih soli v
gojise. Ostali sevi so pokazali dokaj dobro odpornostigaksni koncentraciji zoéhih soli,

ki pa se je kazala z zapoznelo rastjo ali z zmanjSposobnostjo prezivetja v primerjavi z
rastjo v kontrolnem goji&i. SevB. longum in sev B. infantis, oba humana izolata, sta
pokazala otutljivost za nizke vrednosti pH, saj je zgolj 15Amino tretiranje v pH 2
zmanjSalo Stevilo celic pri obeh sevih za 2 log/i@dto tak sev ne izpolnjuje kriterija o
sposobnosti prezivetja probiatih bakterij (Mainville in sod., 2005).

Jia in sodelavci so raziskavo o prezivelosti bifidkterij opravili pri razknih pH vrednostih
(3,0; 3,5; 4,0; 4,5) in pri razinih koncentracijah zohih soli (0,15 %, 0,30 %, 0,45 % in 0,60
%). V raziskavo so vKIjgili seve B. adolescentis, B. bifidum, B. infantis in B. longum. V
raziskavi ugotovili, da so sevi vrd. bifidum, B. infantis in B. longum kazali dobro
sposobnost prezivetja pri 5 urni izpostavitvi vresiin pH 3. SevB. adolescentis pa se je
izkazal kot najbolj obutljiv na kisle razmereB. bifidum, B. infantis in B. longum so pokazali
tudi dobro prezivelost proti Zéim solem. Vsi trije sevi so dobro preziveli tudi pO-urnem
tretiranju v gojigu z dodatkom 0,45 % zolih soli. SevB. adolescentis pa je ponovno
pokazal najslab3o prezivelogteprav v raziskavi niso uporabili kombinacije nizkitednosti
pH in zoknih soli, pa so predpostavili, da bi bilo ob prismdti obeh dejavnikov, zaradi
sinergisttnega dinkovanja prezivetje bifidobakterij Se slabSe {digod., 2010).

Leta 2013 so Andriantsonrina in sod., raziskowvalieranco bifidobakterij na stresne pogoje,
kot so kislo okolje (pH 2,7 in 0,3 % dodatek pepginprisotnost zghih soli (0,3 %) in
prisotnost kisika. Raziskavo so opravili s Sestiazlicnimi sevi bifidoabkterij. Za razliko od
rezultatov Studije Jia in sod., so v tej raziskaev B. adolescentis ocenili, kot najbolj
toleranten na prisotnost Zoih soli. Sledila pa sta mu seiabreve in B. longum. NajboljSo
prezivelost v kislih razmerah, pa so pokazali #&viongum, B. breve in B. dentium. SevB.
breve in B. longum pa sta pokazala najboljSo toleranco na vse tesee dejavnike hkrati
(Andriantsonrina in sod., 2013).

Zelo pomemben dejavnik prezivetja je tudi izvor,olekka niSa, iz katere osamimo
bifidobakterijo (Jia in sod., 2010). Vja obkiutljivost humanih izolatov bifidobakterij v
primerjavi z bifidobakterijami zivalskega izvora gn od glavnih dejavnikov, ki omejuje
uporabo humanih izolatov v probi&ih izdelkih. Zato v zadnjentasu poteka veliko
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raziskav o prezivetju bifidobakterij, osamljenih¢ibveSkega prebavnega trakta. Zanimivo je
odkritje, da so bile bifidobakterije bolj ditljive za vrednost pH Zie je bilo gojise zakisano
izklju¢no s HCI kot pa v kombinaciji HCI s pepsinom, kijbgponazarja sestavo Zelowga
soka. Podobno so nedavne Studije pokazale, nagfsip z zmanjSanjem hiperpolarizacije
celic, nudil za&ito celicam bifidobakterij véasu izpostavljenosti nizkim vrednostim pH.
Hiperpolarizacija je sprememba membranskega pdakngroti bolj negativni vrednosti.
Izolati bifidobakterij iz blata dojetkov so se izkazali kot bolje prilagojeni na razmere
prebavnega trakta kot izolati iz odraslih (Jiaaad.s 2010).

Probioténi pripravki najvekrat vsebujejo meSanico ragiih probiotenin bakterij. Za
nekatere kombinacije je dokazano, da interakcijad npeobioténimi sevi, kakor tudi
prisotnost doldenih sestavin v probiatnih prehranskih dopolnilih, kot so proteini, lakéomn
oligosaharidi, lahko povajo prezivetje med prehodom skozi prebavila in dski winek.
Prisotnost mlénih beljakovin ali mucina dokazano p@ata prezivetje probiathih bakterij v
zgornjemu delirevesja. Za bifidobakterije je dokazano izboljSgmjezivetja v sinbiotinih
izdelkih (Mainville in sod., 2005). Tudi nasi sewfidobakterij so bili osamljeni iz razinih
oblik prehranskih dopolnil in zdravil (praski, tabt in kapsule), kjer so radtie sestavine,
kot so laktoza, dekstrin, maltodekstrin, inulinal@inogalaktooligosaharidi in druge, dodane z
namenom za$te probiottnih bakterij pred neugodnimi vplivi prebavnega teak

Ceprav smo iz treh izdelkov uspeli osamiti seve vs&te,B. animalis ssp.lactis, smo dobili
razlicne rezultate prezivetja v razmerah prebavil, katekaa to, da je ta lastnost za sev
specifcna. SevaB. animalis ssp.lactis iz izdelka Waya IT in Yogermina sta imela podobno
sposobnost prezivetja, medtem ko se je dinamikaiyega B. animalis ssp.lactis iz izdelka
Linbi mo¢no razlikovala. Iz naSih rezultatov kot tudi iz wdatov Stevilnih Studij lahko
trdimo, da imajo raztine vrste in sevi razlne sposobnosti prezivetja razmer prebavnega
trakta.

5.1.6 Protimikrobna aktivnost bifidobakterij

Tvorba protimikrobnih snovi je lastnost probiwiih mikroorganizmov, pomembna tako z
vidika tehnoloskih lastnosti, kot tudi z vidika preetja seva v prebavilih gostitelja,
kolonizacije in sposobnosti tekmovanja s patogemmkiroorganizmi. Tudi predstavniki rodu
Bifidobacterium tvorijo razlicne protimikrobne snovi, med katerimi najdemo tuakteriocine
in bakteriocinom podobne snovi. Pomembno viogo protimikrobnem delovanju
bifidobakterij imajo organske kisline, predvsem toeein ml€na, ki sta kotina produkta
katabolizma ogljikovih hidratov. Obe kislini vplitea na znizanje pH okolja, kar zaviralno
deluje na potencialno patogene bakterije. Nedisau@ Kisline vstopajo v mikrobne celice in
v citoplazmi disociirajo, kar vodi v smrt celiceudi drugi metabolni produkti, ki se sicer
tvorijo v manjSih koléinah, pomembno vplivajo k celotnemu protimikrobnen®lovanju.
Take snovi so ogljikov dioksid, mrawja kislina, bakteriocini in druge snovi (Cheikhyseis
in sod. 2008).

Protimikrobno aktivnost bifidobakterij je prvi ophZissier leta 1900. Opisal je raatie
oblike antagonistnih Wwinkov B. bifidum proti Escherichia coli (Cheikhyoussef in sod.,
2008).

V naSi Studiji smo protimikrobni potencial izbranibifidobakterij proti naboru 22-ih
indikatorskih mikroorganizmov, med katere smo ulirstko tehnoloske bakterije, kvarljivce
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kot tudi patogene bakterije, ugotavljali z metodsel na trdnem goji&l. Prisotnost
protimikrobnih snovi v okolici lise z izraslimi kohijami testnega seva smo po inkubaciji
opazili v obliki cone inhibicije rasti indikatordkisevov.

Protimikrobno najtinkovitejSa sta bila sevB. bifidum iz izdelkov Bion3 inB. infantis iz
Linex. NajslabSo protimikrobno aktivnost proti ialbim indikatorskim bakterijam je izkazal
sevB. animalis ssp.lactisiz Waya IT.

Bifidobakterije so bile najginkovitejSe protiEnt. faecalis, L. monocytogenes, L. innocua, B.
cereus, Staph. aureus ter nekoliko manj &inkovite proti Cl. tyrobutyricum in E. coli. Tak
protimikroben spekter je zanimiv z vidika varnosti kakovosti, saj gre za kvarljivce oz.
potencialno patogene bakterije.

Nobena od testiranih bifidobakterij ni izkazala gprokrobnega dinka proti Lb. delbrueckii
ssp.lactis ali Lb. rhamnosus, proti Lb. helveticus pa je deloval le seB. bifidum iz Bion3.
Dobljeni rezultati so obetavni, saj se omenjenersteLactobacillus pogosto uporabljajo kot
starterske kulture ali v probighih izdelkih v kombinaciji z bifidobakterijami. Ugovili smo
tudi, da je veina bifidobakterij protimikrobno tinkovala proti Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus, ki pa je tipéen predstavnik jogurtove kulture. Ker preiskovaswisifidobakterij,

z izjemo izolata iz Waya IT, delujejo zaviralno prporedstavniku znalne jogurtove kulture,

je potrebno pred uporabo kombinacij teh sevov zéame starterske kulture za fermentirane
mlec¢ne izdelke preveriti medsebojno protimikrobrianikovanije.

Ceprav je protimikrobno delovanje bifidobakterij pstp posledica delovanja kisline, pa je
vedno vé znanega tudi o proizvodnji bakteriocinov pri bdmhkterijah. Stevilne Studije
opisujejo razkkne bakteriocine bifidobakterij, kot so bakteriodifidin, ki ga proizvajaB.
bifidum, bakteriocin bifilong priB. longum, bakteriocin Bifilact Bb-12, ki ga proizvajB.
lactis Bb-12 in bakteriocin Bifilong Bb-46 se\& longum Bb-4. So pa ti bakteriocini Se dokaj
neraziskani. Za Bifilact Bb-1212 in Bifilong Bb-4¢¢ dokazano protimikrobno delovanje
proti Saph. aureus, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus in E. coli. Kljub velikim
Studijam o bakteriocinih bifidobakterij, pa so blpdrobno raziskani in imajo vsaj delno
pojasnjeno aminokislinsko zaporedje le bakteriobifidocin B, ki ga proizvajaB. bifidum
NCFB 1454, bakteriocin bifidin I, ki ga proizvala infantis BCRC 14602 in lantibiotik bisin
iz B. longum DJO10A. Bifidocin B dokazano inhibitorno delujeopirsevom iz rodo\Listeria,
Bacillus, Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc in Pediococcus. Bifidin | pa zaviralno
deluje proti doldenim sevom iz vrsB. adolescentis, B. bifidum, B. longum in tudi proti
nekaterim po Gram-u pozitivnim bakterijam, kot kb. plantarum, Lb. fermentum, Lb.
helveticus, Lactococcus lactis, Pediococcus pentosaceus, Staph. aureus, Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, L. monocytogenes, Cl. butyricum in proti dolaenim po Gram-u negativnim
bakterijam, kot na primeiSalmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Salmonella
enterica ssp enterica, E. coli in Shigella dysenteriae (Martinez in sod., 2013; Cheikhyoussef
in sod., 2008).

Na podlagi naSih rezultatov sklepamo, da je prdtiobni Wwinek bifidobakterij posledica
delovanja nastale kisline/kislin in ne bakteriosin@eprav so cone inhibicije ponekod zelo
velike, pa pri nobeni nismo opazili ostro izrazemegbu, ki je pogosto ztigen za delovanje
bakteriocinov. Seveda pa bi za potrditev naSe demn&orali preveriti morebitno proteinsko
naravo protimikrobnih snovi.



ZanoSkar P. Opis fizioloSkih lastnosti seRifidobacterium breve IM 386. 77
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2013

5.1.7 Obéutljivost bifidobakterij za antibiotike

Izbor antibiotikov je za zdravljenje bakterijskikuZb kljutnega pomena, njihova uporaba pa
razen tega usmerja evolucijo medicinsko pomembaktdsij v razvoj odpornih vrst, kar se
kaZze z vse pogostejSimi neuspehi zdravljenja zemtitki. Zato je ugotavljanje razSirjenosti
izolatov, odpornih proti pogosto izbranim antibkatm, kljuinega pomena, saj je v primeru
porasta deleza odpornih izolatov proti posameznantibiotiku smiselno njegovo uporabo
omejiti. Zato smo tudi v naSi raziskavi ugotavljalcutljivost bifidobakterij za nekatere
najpogosteje uporabljane kléme antibiotike, in sicer ampicilin, eritromicin, @amicin,
klindamicin, streptomicin, tetraciklin in vankomici

Interpretacija rezultatov testiranjadalbljivost bifidobakterij za antibiotike otezuje di&ina,
da za bifidobakterije Se ni na voljo standardovizaedbo in interpretacijo. Zato smo si
pomagali z literaturnimi podatkCeprav je bilo opravljenih Ze precej raziskav ¢uhivosti
bifidobakterij za antibiotike, so rezultati raalih raziskav nasprotujgq kar kaze na to, da je
odpornost proti antibiotikom sevno spedifa lastnost.

Vsi nasi testirani sevi bifidobakterij so bili &lgljivi za antibiotika ampicilin in vankomicin,
kar navaja tudi wana raziskav. Otutljivost za vankomicin je pomembna, saj predstavl]
vankomicin zadnje orozje pri hudih infekcijah, kpanicilinski antibiotiki odpovejo. V v@ni
raziskav je tudi zapisano, da so bifidobakterijeggsio odporne proti gentamicinu ter
streptomicinu, kar pa iz naSih rezultatov ne mordnddi. Za eritromicin, klindamicin in
tetraciklin v veini raziskav navajajo, da je odpornost odvisna ostev (Ashraf in Shah,
2011).

Sev vrsteB. animalis ssp.lactis, osamljen iz pripravka Linbi ter sé®. bifidum, osamljen iz
Bion3, sta se izkazala kot najbolj odporna. Ostalii so kazali odpornost le proti enemu od
antibiotikov.Ce je sev obutljiv za antibiotike oz. je odporen proti antibilaim, pa odpornost

ni prenosljiva, potem uporaba takega seva v hum@armeene z vidika dhtljivosti za
antibiotike navadno ni vprasljivaCe pa obstaja moZnost prenosa odpornosti proti
antibiotikom, ki ni intrinzéna ali pridobljena z mutacijo, sev ni primeren phkacijo (Rogelj

in Bogovi Matijasic, 2004).

Kiwaki in Sato (2009) sta analizirala @liljivost 26 sevovB. breve za 17 razlinih
antibiotikov. Vse vrednosti MIK za antibiotike ganticin, eritromicin in vankomicin so bile
nizje od mejnih vrednosti MIK za odpornost za rBdidobacterium ki jih navaja EFSA
(2008). Lahko reemo, da so testirani seBi breve obcutljivi za te antibiotike. Tudi nas sd
breve IM 386 se je izkazal kot d@hbtljiv na omenjene antibiotike. Vrednosti MIK za
antibiotika klindamicin in ampicilin so bile pri tmenih sevihB. breve viSje, pri dol@enih
pa nizje od mejne vrednosti MIK, ki jo navaja EFE®008). V primeru nasega seBabreve
IM 386 so bile oditane vrednosti za antibiotik ampicilin nizje od jme vrednosti MIK, za
antibiotik klindamicin pa sta bili obe vrednostgjiod mejne vrednosti MIK. Glutljivost za
ta dva antibiotika je za sev spe¢ifa, nasS sev pa je pokazalcatbijivost za ampicilin in
odpornost proti klindamicinu. Kiwaki in Sato (20090 testirali odpornost proti
streptomicinu. Véina sevovB. breve je dala vrednosti MIK med 8 in 64 pug/ml, kar jejaiz
od mejne vrednosti MIK, ki jo navaja EFSA (2008)rpal Bifidobacterium (128 pg/ml). Pri
sedmih sevih pa so dithne vrednosti MIK znaSale ¥dot 256 pg/ml, kar zopet kaze na to,
da je ta lastnost za sev spemf. Za se\B. breve IM 386 so bile oditane vrednosti med 12
in 16pg/ml, kar je podobno kot pri &iai sevov, testiranih v raziskavi Kiwaki in Satc0(0).
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Ker so oditane vrednosti nizje od mejne vrednosti, lahkanta da sev ni odporen proti
streptomicinu. Za alutljivost za tetraciklin, EFSA (2008) kot mejno dreost za rod
Bifidobacterium navaja vrednost 8 pg/ml. Kiwaki in Sato (2009) solj2-ih testiranih sevih
B. breve pokazali odpornost proti tetraciklinu, medtem koksle octitane vrednosti MIK
ostalih sevov pod mejno vrednostjo. Pri naSem &e\aneve IM 386 smo oditali veliko nizje
vrednosti MIK od mejnih, in sicer med 0,25 in O§3&/ml.

Eden pomembnejSih dejavnikov, ki vpliva na izvedbeta obutljivosti za antibiotike, je
izbira primernega goj&. V naSem primeru se izbira gops MH+MRS (90 %+10 %)
izkazala neustrezna za sBviongum osamljen iz izdelka Lacto Seven in #&vanimalis ssp.
lactis osamljen iz izdelka Waya IT. Poleg tega pa naltatmuvpliva tudi koncentracija testnih
bakterij ter pogoji inkubacije. Da bi bili rezultatim bolj primerljivi, smo pripravili
bakterijske suspenzije bifidobakterij, ki so usalezkoncentraciji priblizno FOKE/ml ter vse
teste izvedli v istih pogojih.

52 SKLEPI
Iz rezultatov naSe Studije lahko podamo nasledkigps:

» (Gojie TOS+mup, ki smo ga uporabili za osamitev bifidabgj iz prehranskih
dopolnil, se je izkazalo kot primerno.

e Z uporabo za rodBifidobacterium speciftnih zaetnih oligonukleotidov smo v
reakciji PCR potrdili, da so izolati, pridobljeni iizdelkov, predstavniki rodu
Bifidobacterium.

 Pri potrjevanju vrst z vrstno speciii zaetnimi oligonukleotidi smo v w&ni
primerov uspesno potrdili daieno vrsto, v dveh primerih pa smo opazili tudi
nespeciftno pomnozevanjeB( infantis, B. longum).

* Na podlagi naSih rezultatov lahko trdimo, da jesgmost rasti v mleku ali v mleku s
kvasnih ekstraktom, prezivetje bifidobakterij v siimanih razmerah prebavil,
protimikrobna aktivnost in atutljivost bifidobakterij za antibiotike sevno speéna
lastnost.

» Dodatek 0,1 % kvasnega ekstrakta ne vpliva nasea&B. breve IM 386, zmanjSa pa
odmiranje po koani fazi rasti.

* SevB. breve IM 386 je izkazal najboljSo sposobnost prezivetgimauliranih razmerah
prebauvil.

* SevB. breve IM 386 je protimikrobno deloval proti 15-im od skup22 indikatorskih
mikroorganizmov, med drugim tudi proti nekaterim tgeialno patogenim
bakterijam, kar je prednost pri uporabi takega sevavilski industriji ali humani
medicini.

 SevB. breve IM 386 je izkazal obutljivost za vse antibiotike, razen za klindamicin.
Pomembno je predvsem dejstvo, da je IM 388utfv za vankomicin.
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6 POVZETEK

V raziskavi smo analizirali in primerjali razhe seve bifidobakterij, pridobljene iz
probioticnih izdelkov, zdravil oziroma seB. breve IM 386 iz materinega mleka, lasten izolat
InStituta za mlekarstvo in probiotike. Ta vrstasgene uporablja mnaZio v komercialnih
probioticnih izdelkih, zato so nas zanimale prednosti irba$é v primerjavi z ostalimi
vrstami bifidobakterij, bolj razSirjenimi v izdekki

Rod Bifidobacterium predstavlja pomemben delez med probioti kulturami, ki se
uporabljajo v zivilski industriji. NajpogostejSide ki jih uporabljajo v industriji, pripadajo
vrstamB. animalis, B. longum, B. bifidum in B. infantis. Predstavniki teh vrst so znani tudi po
svoji pomembni vlogi Wrevesu. Tudi sevi vrst®. breve se ze uporabljajo v zivilski in
farmacevtski industriji, najpogosteje v obliki prahskih dopolnil. Na slovenskem tr&isje
veliko probiotEnih prehranskih dopolnil, ki imajo na deklaracipyedeno to vrsto (Lepicol
Baby, Probio Junior, Probio 4Ever, UltrabiotiqueasMFlore, Nutrilab ProBIO...). V Zivilski
industriji pa se ta vrsta ne pojavlja tako pogodia slovenskem trzi8 nismo nasli
fermentiranega mtmega izdelka, ki bi vseboval vrsB breve. Eden najbolj znanih izdelkov,
ki vsebuje sev omenjene vrste, je napitek na beatke, ki ga proizvaja podjetje Yakult na
Japonskem.

Dodatek kvasnega ekstrakta ni vplival na Bsbreve IM 386, je pa zastil bakterije pred
prehitrim odmiranjem po ka&ani fazi rasti. 1z rezultatov smo zakijli, da sev IM 386 na
splosno slabo raste v mleku in v mleku s kvasnistraktom. Tudi do nastanka koaguluma ni
prislo, prav tako nismo zaznali vonja po ocetnlikis

Sev B. breve IM 386 je med analiziranimi bifidobakterij izkazalajboljSo prezivelost v
simuliranih razmerah prebavil. Tako nizke vredngséii in encim pepsin kot tudi Zoile soli

in encimi trebusne slinavke niso bistveno vplivediprezivetje tega seva. To lahko povezemo
z dejstvom, da je tipen habitat bifidobakterigloveski prebavni trakt ter prebavni trakt
toplokrvnih Zivali. Clani rodu Bifidobacterium so med najpogostej$imi mikroorganizmi v
cloveSkemcrevesu, ki predstavljajo do 3 % celotne fekalneroblote odraslih. SeB. breve

IM 386 pa je humani izolat, osamljen iz mleka dejenatere in iz blata njenega otroka, zato
smo predvidevali, da bo izkazal dobro prezivelost.

SevB. breve IM 386 je kazal zelo dobro protimikrobno delovapy®ti L. monocytogenes, L.
innocua, B. cereus in Saph. aureus, kar je pri uporabi za zivilske proizvode pomembsa,
gre za potencialno patogene mikroorganizme. SlabJe odrezal profCl. perfringens, Ent.
faecalis, Ent. durans in Ent. faecium, kjer so bile cone inhibicije zelo majhne, ni paazal
protimikrobnega &inka proti Cl. tyrobutyricum in E. coli. Slaba stran seva IM 386 je
zaviralno delovanje protib. bulgaricus, Lb. sakel, Lb. johnsonii in Lb. paracasel, ki so
industrijski mikroorganizmi. Predvsem delovanje tprbb. delbrueckii ssp. bulgaricus je
problemattno, saj gre za predstavnika tipe jogurtove kulture. Je pa inhibitorno delovanje
proti tem bakterijam slabSe, saj cone inhibicijsonbile vé&je od 5 mm. Dobro pa je, da ne
deluje zaviralno proti sevom vrgb. plantarum, Lb. fermentum, Lb. delbrueckii ssp.lactis,
Lb. helveticus in Lb. rhamnosus, ki se prav tako uporabljajo kot industrijski nokrganizmi.

Na podlagi opazovanja nastalih con inhibicije (majltone, zabrisan rob) smo zaéiiiy da
je protimikrobno dinkovanje sevaB. breve IM 386 najverjetneje posledica tvorbe in
delovanja kislin, ne pa bakteriocinov.
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Za probiottne bakterije je zelo pomembno, da ne vsebujejosterzie proti nekaterim
glikopeptidnim antibiotikom (vankomicin), ki so zgd orozje pri hudih infekcijah, kjer
penicilinski antibiotiki odpovejo (Rogelj in BogaviMatijasic, 2004). V nasi raziskavi smo
ugotovili, da so vse analizirane vrste bifidobalktebcutljive za vankomicin, kar je
pomemben podatek.

Pri sevih, za katere smo ugotovili rezistenco paatiibiotiku, bi bilo potrebno raziskati, ali
lahko pride do prenosa rezistence na druge baktefigvB. breve IM 386 je po naSih

rezultatih izkazal kot dlutljiv za vse testirane antibiotike, razen za k#indcin. Zato bi bilo

v primeru antibiotika klindamicin, pred industriskiporabo zazeljeno izkiiti moznost, da

je rezistenca v tem primeru prenosljiva.

Iz rezultatov naSe Studije lahko zakijmo, da je se\B. breve IM 386 obetaven kandidat za
uporabo v zivilski in/ali farmacevtski industrijNjegova dobra sposobnost prezivetja skozi
prebavni trakt nakazuje, da bi bakterije lahko dasinem Stevilu priSle do ciljnega mesta,
kjer bi lahko ugodno tinkovale na zdravje gostitelja. Mleko, samo ali gateno s kvasnim
ekstraktom, ne bi bilo primerno za gojenje tegaase¥ prid morebithemu probigéthemu
delovanju govori tudi odkrito zaviralno delovanjeot nekaterim potencialno patogenim
bakterijam in kvarljivkam, kot na primer prdti monocytogenes, B. cereus, Cl. perfringens,
Ent. faecalis, Ent. durans, Ent. faecium, Saph. aureus, L. innocua... Pri morebitni uporabi v
meSanih starterskih kulturah pa je potrebno upasteda je sev inhibitorno deloval tudi proti
nekaterim vrstam laktobacilov.
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