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Streszczenie

Wprowadzenie. Celem niniejszej pracy byta ocena wybranych preparatdéw probiotycznych dotyczaca
okreslenia liczebnosci i przynaleznosci gatunkowej zawartych w nich szczepéw. W celu realizacji zatozen
niniejszej pracy wykorzystano 10 réznych preparatow dostepnych w handlu detalicznym. Zakres badan
obejmowat analiz¢ ilosciowa oraz jakosciowa. Analizg¢ ilo$ciowa przeprowadzono z wykorzystaniem
metod hodowlanych, ktore pozwolity rowniez na wstepne okreslenie zréznicowania mikrobioty badanych
preparatow i izolacj¢ szczepow do dalszych badan.

Wiyniki i wnioski. Wyizolowano tacznie 9 szczepéw bakteryjnych oraz 2 szczepy drozdzy. Analiza
jakosciowa obejmowata przeprowadzenie badan biochemicznych z zastosowaniem testéw API® 50 CHL
oraz API® ID 32 C, jak rowniez analiz¢ genetyczna. Identyfikacj¢ genetyczna przeprowadzono stosujac
technike PCR z elektroforetycznym rozdziatem produktow w zelu agarozowym. Do identyfikacji szcze-
pow drozdzy wykorzystano parg starterow: ITS1 (5'-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3 ') i ITS4
(5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3"), co pozwolito na potwierdzenie ich przynaleznosci do gatunku
Saccharomyces cerevisiae. ldentyfikacj¢ genetyczna bakterii z rodzaju Lactobacillus prowadzono
przy  uzyciu  starterow  27F  (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) i  1492R  (5’-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3"). Jedynie 3 z 10 preparatow spelniaty wszystkie okreslone na opako-
waniu deklaracje, dotyczace liczby szczepow, ich gatunku i liczby jednostek w pojedynczej dawce pro-
duktu. W jednym preparacie wyizolowano jeden niewymieniony w deklaracji szczep bakteryjny,
a w jednym z suplementow diety wykazano <10 jtk / dawka zywych drobnoustrojéw. W przypadku
trzech preparatow nie wyizolowano jednego z deklarowanych szczepow bakteryjnych.

Stowa kluczowe: : suplementy diety, probiotyki, Lactobacillus sp, Saccharomyces sp, Bifidobacterium sp

Wprowadzenie

Probiotyki definiuje si¢ jako ,,zywe drobnoustroje, ktore podane w odpowiedniej
ilosci wywierajg korzystny wplyw na zdrowie gospodarza” [7]. Wedlug wytycznych
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FAO/WHO identyfikacja szczepu probiotycznego powinna by¢ przeprowadzona moz-
liwie najdoktadniejszymi i najnowszymi metodami fenotypowymi oraz genetycznymi
[7]. Nazewnictwo probiotykow obejmuje rodzaj, gatunek, podgatunek oraz oznaczenie
literowo-numeryczne. Szczep powinien zosta¢ zdeponowany w migdzynarodowej ko-
lekcji szczepow, ktora nadaje dodatkowe oznaczenie, zgodnie z wewne¢trznymi wy-
tycznymi. Dopuszczalne jest, aby w dziataniach marketingowych lub w nazwach han-
dlowych produktéw uzywaé nazw dowolnych [18]. Oprocz okres§lenia przynaleznos$ci
taksonomicznej danego szczepu rownie wazne jest doktadne poznanie jego wtasciwo-
Sci probiotycznych. Badania in vitro prowadzone sg gldéwnie w kierunku okreslenia:
opornosci na kwasne srodowisko zotgdka i kwasy zoétciowe, zdolnosci adherencji do
sluzéwki i/lub komérek nablonkowych, aktywnos$ci antymikrobiologicznej w stosunku
do potencjalnych patogenéw, zdolnosci do zapobiegania adhezji patogendw oraz ak-
tywnosci hydrolazy soli zotciowych [9]. Suplementy diety uznawane sg za specyficzny
rodzaj zywnosci. Nie istniejg odrebne regulacje dotyczace tej grupy produktow, dlate-
go podlegaja one jedynie regulacjom dotyczacym produkcji zywnosci [5]. Obejmuje je
Ustawa o bezpieczenstwie zywnosci i zywienia z dnia 25 sierpnia 2006 1. [17], Rozpo-
rzadzenie Komisji (WE) nr 1881/2006 z dnia 19 grudnia 2006 r. [15] (z pdzniejszymi
zmianami) w sprawie kryteriow mikrobiologicznych dotyczacych $rodkow spozyw-
czych. Dodatkowo szczegdtowe wytyczne dotyczace sktadu i oznakowania suplemen-
tow diety reguluje rozporzadzenie ministra zdrowia [11]. W odrdznieniu od lekow,
suplementy diety nie podlegaja $cistej kontroli jakosci okreslajacej czy dany preparat
zawiera deklarowang substancj¢ i w jakiej ilosci.

Celem niniejszej pracy byla ocena wybranych preparatow probiotycznych doty-
czaca okreslenia liczebnosci 1 przynaleznosci gatunkowej zawartych w nich szczepow,
a tym samym potwierdzenie zgodnosci z deklaracja producenta zawartg na etykiecie
produktu.

Material i metody badan

Przedmiotem badan byly preparaty zawierajace szczepy probiotyczne, tj. suple-
menty diety, leki oraz §rodek specjalnego przeznaczenia medycznego. Lacznie przeba-
dano 10 réznych preparatow zakupionych w aptekach w Polsce. Pochodzity one od
réznych producentow i obejmowaty rozne postaci, tj. kapsutki, proszek do sporzgdza-
nia zawiesiny, krople. List¢ badanych preparatow oraz deklaracje liczebnosci mikroor-
ganizmow zawarto w Tab. 1 1 2. Do czasu wykonania analiz materiat byt przechowy-
wany w temperaturze chlodniczej, a w momencie rozpoczecia badan miescit si¢
w terminie przydatnosci do spozycia.
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Tabela 1. Wykaz badanych preparatéw wraz z deklarowanymi szczepami
Table 1.  List of tested preparations with declared strains

Preparat Typ preparatu Deklarowany szczep
Preparation Type of preparation Declared strain
A Suplement diety / Diet supplement Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103
B Suplement diety / Diet supplement Lactobacillus reuteri Protectis DSM 17938
. . Lactobacillus acidophilus LA-5®
C Supl t diety / Diet 1 t
uplemment dicty / et Supplemen Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12®
. . Lactobacillus acidophilus LA 14 (FloraFit ™)
D Supl t diety / Diet 1 t .
Hpiement Ciety 7 Llet supplemen Bifidobacterium lactis HNO19 (HOWARU™ Bifido)
Suplement diety / Diet supplement Lactobacillus rhamnosus GG

Srodek spozywczy specjalnego

. Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908
przeznaczenia medycznego

F Foodstuff for special medical Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900
Lactobacillus casei LOCK 0919
purposes
G Lek / Medicament Saccharomyces boulardii CNCM 1-745
H Lek / Medicament Saccharomyces boulardii CNCM 1-745
I Suplement diety / Diet supplement Lactobacillus rhamnosus GG
J Suplement diety / Diet supplement Lactobacillus plantarum 299v

Oznaczenia ogo6lnej liczby bakterii z rodzaju Lactobacillus wykonano zgodnie
z Polskg Normg (PN) [14], wykorzystujac podloze MRS Agar (Sharlau, Hiszpania).
W przypadku izolacji L. rhamnosus oraz L. casei zastosowano podtoze MRS Agar
z wankomycyna w stezeniu 2ml/L [14]. Do izolacji drozdzy z gatunku S. boulardii
zastosowano podloze DRBC Agar (Oxoid, Wielka Brytania). Izolacje¢ bakterii z rodza-
ju Bifidobacterium prowadzono na podtozu MRS Agar (Scharalu, Hiszpania) z chlor-
kiem litu (Sigma-Aldrich, Niemcy) (3 g/dm’), propionianem sodu (200 mg/dm’) (Sig-
ma-Aldrich, Niemcy) i cysteing (Sigma-Aldrich, Niemcy) (0,5 g/dm®), wykonujac
posiew powierzchniowy. Posiewy inkubowano w 37 *C/48 h w modyfikowanej atmos-
ferze z wykorzystaniem GasPak (BD BBL™).

Wyizolowane szczepy identyfikowano przy zastosowaniu testow biochemicznych
API® 50 CHL oraz API® ID 32 C (bioMérieux, Polska), odpowiednio bakterii z ro-
dzaju Lactobacillus oraz drozdzy. Po inkubacji posiewoéw (odpowiednio 37°C /48 h
oraz 30 °C /48 h) odczytywano wyniki w sposob zalecany przez producenta. Przy iden-
tyfikacji gatunku korzystano z programu komputerowego API-ATB Plus (bioM¢érieux,
Polska) oceniajacego procent zgodnosci cech z wzorcem. Ekstrakcje DNA z hodowli
bakterii i drozdzy wykonywano komercyjnym zestawem Genomic Mini AX
BACTERIA+ (A&A Biotechnology, Polska) oraz Genomic Mini AX YEAST (A&A
Biotechnology, Polska). Analiz¢ jakosciowa wyizolowanego materiatu genetycznego
prowadzano spektrofotometrycznie (NanoDrop 1000, NanoDrop Technologies). Wyi-
zolowane DNA standaryzowano w buforze TE do poziomu 20 ng/ul i przechowywano
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w temperaturze -35 °C do czasu wlasciwych analiz. Badania genetyczne obejmowaty
okreslenie przynaleznos$ci gatunkowej badanych szczepdéw. Oznaczenia prowadzono
w termocyklerze LightCycler 480 (Roche, Szwajcaria). Do identyfikacji bakterii wyko-
rzystano starter 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) oraz 1492R (5’-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3"). Reakcj¢ PCR przeprowadzono w objetosci 25 pl
komercyjnego kitu MIX PCR (A&A Biotechnology, Polska), z zachowaniem profilu
temperaturowego: wstepna denaturacja 95 °C / 5 minut, 30 cykli: denaturacja 94° C / 1
minuta, przylgczanie starterow 55 °C / 1 minuta, elongacja 72 °C / 1,5 minuty, konco-
we wydtuzanie 72 °C/ 10 minut. Do identyfikacji drozdzy zastosowano starter ITS 1
(5'-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3 ") 1 ITS4 (5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT
GC-3"). Reakcje PCR przeprowadzono w objetosci 25 pl komercyjnego kitu MIX PCR
(A&A Biotechnology, Polska) z zachowaniem profilu temperaturowego: wstepna de-
naturacja 95 °C / 5 minut, 30 cykli: denaturacja 94 °C /30 sekund, przytaczanie starte-
row 55 °C / 30 sekund, elongacja 72 °C / 30 sekund, koncowe wydluzanie 72 °C /
5 minut. Produkty amplifikacji rozdzielano w 1,5 % Zelu agarozowym (Prona Agarose
Plus) barwionym bromkiem etydyny (0,5 ul/cm’) (Bio-Rad, USA) przy napieciu 40 V.
Uzyskane wyniki wizualizowano za pomocg GelDoc (Bio-Rad, USA) i archiwizowano
za pomocg programu Quantity One (Bio-Rad, USA). Potwierdzenia gatunkowego do-
konano na podstawie wielko$ci par zasad.

Wiyniki i dyskusja

W niniejszej pracy przebadano dziesi¢¢ preparatow probiotycznych (Tab. 1).
Stwierdzono, ze liczba zywych komorek w wigkszosci preparatow jest zgodna z dekla-
racja producenta lub wyzsza (Tab. 2). W jednym z badanych preparatow (I), uzyskano
wynik <10* jtk na dawke liczby mikroorganizméw. Zgodnie w wytycznymi preparat
ten nie speknia kryteriow probiotyku. Ponadto w jednym z produktéw okreslono liczbe
zywych drobnoustrojow w dawce znacznie nizsza od deklarowanej przez producenta
(preparat D). Z posiewow ilosciowych wyizolowano 9 czystych kultur LAB oraz dwa
izolaty drozdzy (Tab. 2).

W preparacie A wyizolowano drugi, nie zawarty w deklaracji, szczep bakteryjny
(Tab. 2). Na podstawie testu biochemicznego API 50 CHL izolat nr 2 zostat zidentyfi-
kowany jako Lactobacillus fermentum, co tez potwierdzita reakcja PCR. Drugiego
z wyizolowanych szczepdéw nie udato si¢ jednoznacznie zidentyfikowaé. Wskazane
zostaly gatunki L. paracasei subsp. paracasei-1, oraz L. paracasei subsp. paracasei-2.
Na podstawie reakcji PCR zidentyfikowano go jako L. rhamnosus.

Tylko trzy z dziewigciu izolatdw bakteryjnych zidentyfikowano do gatunku, ktory
byt deklarowany przez producenta. Wykorzystanie uniwersalnych starterow dla identy-
fikacji bakterii nalezacych do Lactocbacillus pozwolitlo na zdiagnozowanie jedynie
trzech gatunkow: L.rhamnosus, L.acidophilus, L.plantarum.
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Zadnego z dwoch izolatéw drozdzy nie udato sig zidentyfikowaé przy zastosowa-
niu testu API® ID 32C. Na podstawie analizy produktow reakcji PCR przeprowadzo-
nej przy uzyciu starterow ITS1 1 ITS4 oba wyizolowane szczepy zidentyfikowano jako
Saccharomyces sp. Startery te pozwalaja na amplifikacj¢ regionu ITS (ang. Internal
transcribed spacer) tDNA. Wielko$¢ regionu ITS szczepow Saccharomyces cerevisiae
wynosi w 850 pz, co pozwala na ich wyrdznienie spos$rod innych rodzajow drozdzy
[13]. S. boulardi, deklarowany przez producenta, jest uznawany za odmiang S. cerevi-
siae, przez co mozna uzna¢ takg identyfikacje za prawidtows.

Tabela 2. Poréwnanie zgodnosci deklaracji producenta z wynikami przeprowadzonych analiz
Table 2.  Comparison of the compliance of the manufacturer's declaration with the results of the anal-
yses carried out

Deklarowana .
o . . Stwierdzona
Wniki % Wynik liczba liczba
Numer | . Y™ 1 identyfikacji | identyfikacji | (jtk/dawka) e
. identyfikacji . . (jtk/dawka)
Preparat | izolatu do gatunku genetycznej Viable cell .
. API Actual viable
Preparation | Isolate % of The result of | numbers stated
Results of APT | . . . . cell numbers
number | . . . identification genetic on the label of . .
identification . . . . identified
to species identification | the supplement ( cfu/dose)
(cfu/dose)
L. paracasei 108
A 1 subsp. paracasei 40,5 L. rhamnosus 4x10° 8,85-10
2 L. fermentum 99 L. fermentum 7,8-10°
B 4 L. fermentum 97,1 L. acidophilus 1x10° 2,6:10"
C 5 L. acidophilus 98,3 L. acidophilus >1 x 10° 3,2:10"
D 7 L. acidophilus 98,3 L. rhamnosus 2x 10° 2,2:10’
15 L. rhamnosus 97,7 L. rhamnosus 5x 10° 1,95-10°
F 9 L. rhamnosus 99,8 L. rhamnosus 5% 10° 1,1- 10°
10 L. rhamnosus 90 L. rhamnosus 9,2 10°
Identyfikacja Brak liczbowej
G Gl niemozliwa s L. deklaracji / No 1-10'
Identification - CreviSiac | umerical decla-
impossible ration
Identyfikacja Brak liczbowej
niemozliwa .. deklaracji 109
H HI Identification 5. cerevisiae No numerical 8,15-10
impossible declaration
I nw - - - 6x 10 <10*
J 16 L. plantarum 99,9 L. plantarum 10 x 10’ 1,24-10°

Wedtlug zalecen FAO/WHO [7] na etykiecie produktu zawierajagcego drobnou-
stroje probiotyczne powinien znalez¢ si¢ m.in. doktadny opis szczepu probiotycznego,
tj. rodzaj, gatunek oraz numer szczepu a takze minimalna liczba zywych komorek, jaka
producent deklaruje w ostatnim dniu przydatnosci do spozycia. Preparaty wykorzysta-
ne w niniejszym badaniu, poza dwoma, ktére nie miaty podanej liczebnosci drobnou-
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strojow w pojedynczej dawce, byly opisane zgodnie z zaleceniami WHO. Nieprawi-
dtowe oznakowanie produktow probiotycznych nie jest zjawiskiem rzadkim. Badanie
przeprowadzone przez Weese [18] obejmowato 44 preparaty probiotyczne, w tym 21
przeznaczonych dla ludzi i 23 preparaty weterynaryjne. Jedynie w 2 preparatach pra-
widtowo opisano zawarte w nich szczepy. W 17 stwierdzono bledne okreslenia, ktore
obejmowatly zastosowanie nieaktualnych nazw gatunkowych (Streptococcus faecium,
aktualnie Enterococcus faecium), nazw fikcyjnych (Lactospore sporogenes), a takze
niejasne opisy zawartych w preparacie drobnoustrojow (,,kultury probiotyczne”, ,,kul-
tury Lactobacillus”). Prawidtowy i peten opis szczepow zastosowanych w preparacie
jest bardzo istotny, ze wzglgdu na ich whasciwosci prozdrowotne. Podobnie efekt tera-
peutyczny probiotykow jest zalezny od ich liczby. Uwaza si¢, ze dzienna dawka za-
pewniajaca pozadane skutki zdrowotne wynosi 10° + 107 jtk [6]. Zblizone wyniki uzy-
skal Aureli i wsp. [1]. Lacznie badacze przebadali 41 preparatow. W 26 z nich liczba
wyizolowanych zywych drobnoustrojow nie odpowiadata zadeklarowanej przez pro-
ducenta, a jedynie w pigciu wyizolowano wszystkie wymienione na etykiecie szczepy.
Dodatkowo, w jednym preparacie stwierdzono obecno$¢ licznych spor Bacillus cereus.
Nieprawidtowa liczbg zywych komorek stwierdzono takze w suplementach probio-
tycznych dostgpnych w Bangladeszu. Liczba ta byta nizsza o 3 + 4 log od zadeklaro-
wanej we wszystkich przebadanych preparatach [2]. Na podstawie analizy genetycznej
o$miu probiotycznych suplementéw diety obecnych na rynku chinskim stwierdzono
obecno$¢ niewymienionych w ulotce szczepoéw bakteryjnych. W siedmiu z nich wy-
kryto obecnos¢ L. helveticus, mimo ze nie byl wymieniony w sktadzie zadnego z tych
produktow. Ponadto w dwoch preparatach nie stwierdzono zywych mikroorganizmow
[4].

W badaniach witasnych do rozréznienia migdzy liczebnos$cig L. rhamnosus a L.
casei prowadzono hodowlg w dwoch roznych temperaturach: 37 °C i 43 °C. Dodatek
wankomycyny hamuje wzrost pozostatych bakterii Gram-dodatnich podczas gdy L.
rhamnosus i L. casei wykazuja opornos¢ wobec tego antybiotyku. Termotolerancyjne
sa wylacznie L. rhamnosus, natomiast w hodowli prowadzonej w 37 °C mozliwe jest
uzyskanie wzrostu obu gatunkow. Liczbe L. casei otrzymuje si¢ przez obliczenie r6z-
nicy liczb wyrostych kolonii w hodowlach [15]. W przeprowadzonym badaniu w ho-
dowli w temperaturze 37 °C uzyskano wzrost dwoch izolatow (nr 9 1 10), jednak zaden
z nich nie zostal zidentyfikowany jako deklarowany L. casei. Obydwa izolaty w testach
biochemicznych i PCR zostaty zakwalifikowane do gatunku L. rhamnosus. Wykazano
jednak pomigdzy nimi réoznice w morfologii komorki i aktywnosci biochemicznej, co
sugeruje, ze moga by¢ to dwa odrebne szczepy tego samego gatunku. Izolat wyrosly na
podiozu inkubowanym w 43 °C réwniez zostat zidentyfikowany jako L. rhamnosus.
Morfologicznie byt on zblizony do izolatu nr 10, ale réwniez charakteryzowat si¢ od-
miennym profilem biochemicznym. Roéznice te mogly by¢ jednak wynikiem hodowli
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w innej temperaturze. W celu doktadniejszej identyfikacji wyizolowanych szczepow
nalezaloby przeprowadzi¢ analizy genetyczne umozliwiajgce okre$lenie podobienstwa
pomigdzy danymi szczepami, np. technikg PCR-RAPD.

W badaniach wtasnych tylko trzy z dziesigciu izolatéw bakteryjnych zidentyfi-
kowano jako gatunki, ktore byty deklarowane przez producenta. Analiza przeprowa-
dzona przez Hamilton-Miller [10] wykazata, ze sposrdd 52 produktéw zawierajacych
szczepy probiotyczne, w tym 29 suplementdéw diety, jedynie 15 bylo zgodne z etykieta
producenta. Pozostale preparaty nie zawieraty jednego lub wigcej szczepow zadekla-
rowanych przez producenta lub zawieraly dodatkowe szczepy, nieujgte na etykiecie
produktu. W pieciu z nich zidentyfikowano inne niz deklarowane gatunki bakterii.
Podobne rezultaty uzyskat w swoich badaniach Fredua-Agyeman [8]. W dwoch bada-
niach do identyfikacji gatunkowej wyizolowanych szczepoéw zastosowano wytgcznie
metody biochemiczne w tym przypadku test API® 50 CHL. Dowiedziono, ze metody
biochemiczne nie zawsze pozwalajg na trafng identyfikacj¢ bakterii z rodzaju Lactoba-
cillus [3]. W tym celu porownano testy APl z metodg Multiplex PCR. Cztery sposrod
11 szczepow referencyjnych Lactobacillus zostaty nieprawidlowo zidentyfikowane na
podstawie profilu biochemicznego[3]. Do gatunku L. acidophilus zostaly zakwalifiko-
wane szczepy L. jensenii i L. gasseri. L. reuteri zostal oznaczony jako L. fermentum,
a wynik identyfikacji L. rhamnosus byt niejednoznaczny. Inng wysoce wiarygodng
metodg identyfikacji drobnoustrojow jest technika spektrometrii mas MALDI TOF-
MS. Zawistowska-Rojek i wsp. [20] przeprowadzili analize produktow probiotycznych
zaréwno metodami biochemicznymi (m.in. API® 50 CHL), jak i technika spektrome-
trii mas. Potwierdzone przy uzyciu MALDI TOF-MS szczepy L. rhamnosus oraz L.
reuteri w testach biochemicznych byly rozpoznawane odpowiednio jako L. paracasei
ssp. paracasei 1 L. fermentum. Najczgsciej wskazywang przyczyna nieprawidlowej
identyfikacji gatunkow Lactobacillus w przypadku testow API jest nieaktualna baza
danych, ktora nie uwzglednia zmian w taksonomii, jak w przypadku L. jensenii i L.
gasseri, ktore zostalty wyodrebnione z gatunku L. acidophilus [3] oraz nomenklaturze —
L. reuteri, L. fermentum biotyp 1l i L. fermentum subsp. reuteri s3 nieraz uzywane jako
synonimy [19].

W zadnym z dwéch preparatow (C oraz D), w ktoérych, zgodnie z deklaracja mia-
ty wystgpowaé bakterie z rodzaju Bifidobacterium, nie udato si¢ ich wyizolowaé. Za-
stosowane zostato podtoze, ktore w literaturze jest opisywane wielokrotnie jako odpo-
wiednie do hodowli tych mikroorganizmow. Z preparatow tych wyizolowano tylko
szczepy nalezace do rodzaju Lactobacillus.

Analiza genetyczna przeprowadzona technika PCR z zastosowaniem starterow
27F 1 1492R pozwolita na weryfikacje wynikéw uzyskanych w testach biochemicz-
nych. W przypadku czterech szczepow (nr 9, 10, 15, 16) identyfikacja potwierdzita
zarowno wyniki testow API, jak i deklaracji producenta. W przypadku szczepu nr 1,
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analiza genetyczna pozwolita potwierdzi¢ zgodno$¢ z deklaracjg producenta, jak i
mozliwg btedng identyfikacj¢ tego gatunku w tescie API, opisang wczesniej przez Za-
wistowskg-Rojek 1 wsp. [20]. Watpliwosci wzbudzit jednak wynik analizy genetycznej
w przypadku szczepdw nr 7 i nr 4. W preparacie, z ktoérego wyizolowano szczep nr 7,
deklarowano obecno$¢ L. acidophilus. co zostato potwierdzone w tescie API. Analiza
mikroskopowa pozwolita stwierdzi¢ takze, ze morfologia komorki tego izolatu odpo-
wiada morfologii komorki typowej dla L. acidophilus [12]. Jednakze w wyniku analizy
produktu reakcji PCR zidentyfikowano ten szczep jako L. rhamnosus. Szczep nr 4
zostal wyizolowany z preparatu, w ktorym deklarowano obecno$¢ L. reuteri. Morfolo-
gia komorki izolatu, obserwowana w preparacie mikroskopowym, odpowiadata morfo-
logii komorki typowej dla tego gatunku [12]. W tescie API izolat ten zostat zidentyfi-
kowany jako L. fermentum. W badaniu [19] wykazano, ze mozliwa jest taka
identyfikacja w przypadku gatunku L. reuteri. Przeprowadzona analiza genetyczna,
wskazata przynalezno$¢ gatunkowa tego izolatu do L. acidophilus. Uzyskane wyniki
pozwalaja wnioskowac, ze zastosowane do reakcji PCR startery nie sa wystarczajaco
specyficzne do réznicowania gatunkowego rodzaju Lactobacillus, mimo ze w dostgp-
nych publikacjach sa one powszechnie stosowane w tym celu. Ponadto réznicowanie
drobnoustrojow blisko spokrewnionych wymaga stosowania potaczonych technik, np.
MALDI-TOF MS i sekwencjonowania. Ta ostatnia jest powszechnie uwazana za naj-
skuteczniejsza metod¢ klasyfikowania szczepu do rodzaju i gatunku. Z uwagi na wy-
sokie koszty nie zostala wykonana w niniejszym opracowaniu.

Whioski

1. Trzy preparaty probiotyczne sposrod 10 przebadanych byly zgodne z deklaracja
producenta.

2. W przypadku trzech preparatow nie wyizolowano wszystkich deklarowanych
szczepow bakteryjnych, a w jednym stwierdzono obecnos¢ niewymienionego
w deklaracji szczepu bakteryjnego.

3. Z zadnego z dwoch suplementow diety, ktorych producenci deklarowali obecnosé
szczepow z rodzaju Bifidobacterium, nie wyizolowano bifidobakterii.
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MICROBIOLOGICAL ANALYSIS OF PROBIOTIC PREPARATIONS
Summary

Background. The aim of this study was to evaluate selected probiotic preparations for determining the
abundance and species affiliation of the strains contained in them. To meet the assumed objectives of this
study, ten different preparations sold retail were used. The evaluation included a quantitative and qualita-
tive analysis. The quantitative analysis was carried out using culture methods, which also allowed for the
initial determination of the microbiota diversity of the preparations tested and the isolation of strains for
further study.

Results and conclusion. A total of nine bacterial strains and two yeast strains were isolated. The qual-
itative analysis included biochemical tests using API® 50 CHL and API® ID 32 C tests, as well as a
genetic analysis. Genetic identification was performed using the PCR technique with agarose gel electro-
phoretic separation of products. A pair of primers was used to identify yeast strains: ITS1 (5-TCC GTA
GGT GAA CCT GCG G-3") and ITS4 (5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3"), which allowed to
confirm their species affiliation to Saccharomyces cerevisiae. Genetic identification of bacteria of the
genus Lactobacillus was carried out using primers 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') and
1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3"). Only three of ten preparations met all declarations specified
on the packaging, relating to the number of strains, their species affiliation and the number of CFUs in a
single dose of the product. For one preparation, one bacterial strain not mentioned in the declaration was
isolated, and one diet supplement showed <10* cfu / dose of live microorganisms. For three preparations,
one of the declared bacterial strains was not isolated.

Key words: diet supplements, probiotics, Lactobacillus sp, Saccharomyces sp, Bifidobacterium sp
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