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uvoD

POVZETEK

Koza in sluznice so naseliene z mikrobioto, ki ima
klju¢no vlogo pri ohranjanju zdravja, saj lahko njeno
neravnovesje povzroCi razlicne bolezni. Probiotiki
prispevajo k ponovni vzpostavitvi mikrobiotskega
ravnovesja z razli¢nimi mehanizmi, med katerimi so
prepreCevanje naselitve patogenov, modulacija
imunskega sistema in krepitev zaScitne funkcije sluz-
nic. V prispevku so obravnavani tradicionalni pro-
biotiki ter probiotiki nove generacije, namenjeni upo-
rabi v zivih bioterapevtskih izdelkih. Za izdelavo
le-teh so klju¢ni ustrezna izbira sevov, njihova spe-
cificna karakterizacija, izbira metode susenja in pri-
lagoditev formulacije za vsak sev posebej. Kakovo-
sten izdelek s probiotiki mora vsebovati zadostno
koli€ino zivih bakterij, ki morajo ohraniti njihovo bio-
losko aktivnost od vgradnje v formulacijo, shranje-
vanja do dostave na taréno mesto. Kljub hitremu
znanstvenemu napredku pa prav visoka stopnja
prezivetja nekaterih sevov Se vedno predstavlja teh-
noloski izziv, ki je opisan v pricujocem ¢lanku. Pro-
biotiki nove generacije obetajo velik potencial pri
preprecevaniju in zdravljenju nekaterih infekcijskih in
vnetnih bolezni, kar je razvidno iz intenzivnih raziskav
na tem podrocju.

KLJUCNE BESEDE:

probiotiki, zivi bioterapevtski izdelki, suSenje, en-
kapsulacija, testiranje probiotikov, nacrtovanje for-
mulacij

ABSTRACT

The skin and mucous membranes are inhabited by
microbiota, which play a crucial role in maintaining
health, as its imbalance can lead to various dis-
eases. Probiotics contribute to restoring microbiota
balance through mechanisms such as inhibiting
pathogen colonization, modulating the immune sys-
tem, and strengthening the protective function of
mucous membranes. This paper discusses tradi-
tional probiotics as well as next-generation probi-
otics designed for use in live biotherapeutic prod-
ucts. Their development requires appropriate strain
selection, specific characterization, drying method
optimization, and formulation adaptation for each

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI

Kozo in sluznice ljudi in Zivali naseljuje veliko Stevilo mikro-
organizmov, vklju€no z bakterijami, glivami, paraziti in virusi,
ki jih skupno imenujemo mikrobiota. Milijoni let evolucije so
privedli do simbiotskega razmerja med gostiteliem in mi-

strain. A quality probiotic product must contain suf-
ficient live bacteria that retain their biological activity
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from incorporation into the formulation, through
storage, to delivery at the target site. Despite fast
scientific advances, ensuring the high survival rate
of some strains remains a technological challenge
addressed in the present article. Next-generation
probiotics hold great promise for the prevention
and treatment of some infectious and inflammatory
diseases, as evidenced by intensive research in this
field.

KEY WORDS:
probiotics, live biotherapeutic products, drying, en-
capsulation, probiotic testing, formulation design

kroorganizmi, v katerem mikrobiota prispeva k Stevilnim fi-
zioloSkim procesom gostitelja, gostitelj pa mikroorganizmmom
zagotavlja prostor in hranila, potrebna za njihovo prezivetje.
V zadnjem desetletju je znanstveno razumevanie vpliva mi-
krobiote na zdravje ljudi mocno napredovalo. Vecina razi-
skav je bila usmerjena na mikrobioto Crevesja, kjer so ugo-
tovili, da glavni prispevki mikrobiote vkljuCujejo prebavo in
fermentacijo ogljikovih hidratov, proizvodnjo vitaminov, pre-
preCevanje kolonizacije patogenov in interakcije z imunskim
odzivom (1). Nedavno so raziskovalci svojo pozornost
usmerili tudi na druge mikrobiote, vklju€no z mikrobioto
ustne votline, koze, vagine in zgornjega dela dihal (2, 3).
Sestava mikrobiote ne izkazuje le pozitivnega vpliva na
zdravje ljudi, vendar lahko deluje tudi negativno, saj v pri-
meru disbioze, tj. povecane prisotnosti patogenih ali Skod-
liivin v primerjavi s koristnimi mikroorganizmi, moc¢no pri-
speva k razvoju razlicnih lokalnih infekcijskih in vnetnih
bolezni. Ker trenutne raziskave kazejo na povezavo med
Crevesno mikrobioto, imunskim sistemom in Stevilnimi organi
v ClovesSkem telesu, lahko disbioza prispeva tudi k nastanku
sistemskih bolezni, kot so alergije, sladkorna bolezen tipa
2, debelost in nevrodegenerativne bolezni. Posledi¢no se-
danje raziskave mikrobiote dajejo zelo informativne rezultate,
ki prispevajo k razumevanju nastanka Stevilnih bolezni in s
tem tudi novim strategijam zdravijenja (2, 3).

OD TRADICIONALNIH DO
PROBIOTIKOV NASLEDNJE
GENERACIJE

Ugodne ucinke fermentirane hrane poznamo ze tisoCletja,
konec 19. stoletja pa so znanstveniki odkrili, da so zanje za-
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sluzne prav koristne bakterije oz. probiotiki. Uporaba slednijin
za podporo sploSnemu zdravju in preprecCevanje ali zdraviienje
Crevesnih bolezni tako ni novost, pri Cemer so probiotiki za
ta namen izvirali sprva iz fermentiranih Zivil, kasneje pa so bili
tudi izolirani iz zdrave Erevesne mikrobiote. V zadnjih deset-
letjin probiotike uporabliamo tudi za zdravlienje in preprece-
vanje drugih z disbiozo povezanih bolezni, kot so vaginalne
okuzbe, parodontitis ter ekcem in atopijski dermatitis. Poleg
tega pri slednjih prehajamo na uporabo avtohtonih probioti-
¢nih sevoy, izoliranih iz zdrave mikrobiote tar¢nih podroci.
Za vaginalne okuzbe je najpogosteje raziskovan v zdravi va-
ginalni mikrobioti prevladujo¢ Lactobacillus crispatus, za zda-
vlienje ekcema in atopijskega dermatitisa pa so npr. raziskovali
kozni komenzal Staphylococcus hominis (4—6).

Mehanizmi probioti¢nega delovanja v glavnem slonijo na pre-
preCevanju oz. odpravijanju disbioze z delovanjem proti pa-
togenom. Slednje temelji na spro$Canju sekundarnih meta-
bolitov probiotikov s protibakterijskim ali protiglivicnim
delovanjem in tekmovanju s patogeni za hranila ter sluzniCne
povrSine, na voljo za adhezijo ter kolonizacijo. Poleg tega
nekateri metaboliti, ki jin spros¢ajo probiotiki, izboljSujejo pre-
gradno funkcijo sluznicnih epitelijev, nekateri pa izkazujejo
imunomodulatorno delovanje in zavirajo hiperaktivni imunski
odziv gostitelja, znacilen za vnetne bolezni, kot sta parodon-
titis in kolitis (slika 1) (3, 7).

Hiter razvoj na podrocju odkrivanja in vrednotenja novih pro-
biotikov je omogocil tudi napredek v tehnikah in pristopih za
presejanje ter karakterizacijo potencialnih probioti¢nih sevoy,
kot npr. napredek bioinformatike, podrobne raziskave meta-
boloma, tj. celotnega nabora metabolitov doti¢nega preisko-
vanega seva, ter sekvenciranje naslednje generacije. To omo-
goca odkrivanje novih terapevtskih sevov oz. probiotikov
naslednje generacije, katerih uporaba ni nujno osnovana na
dolgoletni zgodovini uporabe (8, 9). Podrobna karakterizacija
sevov postaja aktualna tudi zaradi vedno strozjih regulatornih
zahtev. Tako AmeriSki vladni urad za zdravila in prehrano
(FDA) kot Evropska farmakopeja sta v zadnjih 10 letih namre¢
uvedli termin »zivi bioterapevtski izdelki« (@angl. live biothera-
peutic products, LBP), ki lahko pridobijo dovolienje za promet
kot zdravila za zdravljenje specificnih bolezni, vendar morajo
biti v njih vkljuceni terapevtski sevi podrobno ovrednoteni. To
vklju€uje identifikacijo na ravni vrste in seva ter ustrezno fe-
notipizacijo in genatipizacijo, za katero je zahtevano sekven-
ciranje celotnega genoma. Slednje je med drugim klju¢no za
potrditev varnosti LBP, kar vkljuCuje odsotnost genov za vi-
rulencéne dejavnike in genov, ki nakazujejo na moznost pre-
nosa odpornosti proti protimikrobnim uc¢inkovinam na taréno
mikrobioto (8, 10). Urad FDA je Zze odobril prva dva LBP, Re-
byota™ in VOWST™ (11). Poleg probiotikov, LBP, Zivih tera-
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Slika 1: Delovanje probiotikov na gostitelia. A) Kompleksna trosmerna komunikacija med probiotiki, mikrobioto in gostiteliem, ki na zdravje
slednjega vpliva tako na lokalni kot sistemski ravni. B) Mehanizmi probioticnega delovanja na ravni celic in tkiv. GIT — gastrointestinalni trakt;
MO — mikroorganizmi. Celotna slika B in posamezni deli slike A so izdelani s programom Biorender.

Figure 1. Probiotic action on the host. A) Complex three-way communication between probiotics, microbiota, and the host, which affects
both local and systemic levels. B) Mechanisms of probiotic activity on the celular and tissue level. Figure B in its entirety and parts of Figure

A were created in Biorender.

pevtskih bakterij in probiotikov naslednje generacije se v lite-
raturi pojavijajo tudi izrazi, kot so prebiotiki, postbiotiki in sin-
biotiki, ki so za boljSe razumevanje predstavijeni v preglednici
1. Probioti¢ne bakterije se lahko uporabliajo same, v kombi-
naciji s prebiotiki in sinbiotiki ali meSane z drugimi probioticnimi
sevi, da za izboljSanje ucinka tvorijo konzorcij (tj. zdruzba ra-
Zli¢nih bakterij, ki sodelujejo pri opravijanju dolocenih funkcij
ali oblikovanju biofilma).

Za namen izboljSanja terapevtske ucinkovitosti in varnostnega
profila probioticnih sevoy, lahko slednje tudi gensko modifi-
ciramo. Varnostna tveganja lahko odpravimo z izbitiem genov
za virulenco, poleg tega pa lahko uvedemo gene za encime
s terapeviskim delovanjem ter citotoksiCne spojine z delo-
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vanjem proti rakavim celicam ali imunomodulatorne snowvi,
kot so kemokini in citokini. Tako trenutno razvijajo ve¢ novih
gensko spremenjenih bakterijskih sevov za zdravlienje raka
in presnovnih bolezni (12, 13).

'[EHNOLOSKI VIDIK IZDELAVE
ZIVIH BIOTERAPEVTSKIH
IZDELKOV

Pri izdelavi koncnega izdelka s probiotiki oz. zivimi tera-
pevtskimi bakterijami moramo vgraditi zadostno koli¢ino
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Preglednica 1: Definicija izrazov, povezanih s koristnimi mikroorganizmi za zdravje (14).
Table 1: Definition of terms related to microorganisms beneficial for health (14).

Probiotiki: zivi mikroorganizmi, ki pri uporabi v ustreznih odmerkih koristno delujejo na zdravje gostitelja.

Prebiotiki: nezivi substrati, ki delujejo kot hranila za koristne mikroorganizmme mikrobiote gostitelja, pri ¢emer med
slednje spadajo tako namensko zauziti probioticni sevi kot stalno prisotni komenzalni mikroorganizmi.

Postbiotiki: pripravki iz nezivih mikroorganizmov in/ali njihovih komponent s koristnim delovanjem na zdravje gostite-
lia.

Sinbiotiki: pripravki s koristnim delovanjem na zdravje gostitelja, sestavljeni iz mesanice zivih koristnih mikroorganizmov
(probiotikov) in substratoy, ki jih lahko selektivno izkoris€ajo samo koristni mikroorganizmi.

Probiotike, prebiotike, postbiotike in sinbiotike kot opisane zgoraj definira Mednarodna znanstvena organizacija za
probiotike in prebiotike (International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics, ISAPP).

Probiotiki naslednje generacije (angl. next-generation probiotics): mikroorganizmi, katerih terapevtsko delovanje
je bilo odkrito in potrjeno izven okvira dolgotrajne uporabe, obi¢ajno s pomodjo modernih metod za mikrobiolosko ka-

rakterizacijo.

Zivi bioterapevtski izdelki (angl. live biotherapeutic products, LBP): pripravki, ki vsebujejo zive mikroorganizme
(ene vrste ali njihov konzorcij) s terapevtskim ali preventivnim delovanjem proti ¢loveSkim boleznim.

Zive terapevtske bakterije (angl. live therapeutic bacteria): Zive bakterije, ki predstavljajo aktivno komponento

LBP.

bakterij in ohraniti njihovo biolosko aktivnost. To vkljuCuje
zagotavljanje visoke stopnje bakterijskega prezivetja med
vgradnjo bakterij v dostavni sistem, shranjevanjem kon-
¢nega izdelka ter izpostavitvijo bakterij neugodnim dejav-
nikom (npr. pH ali prebavnim encimom) v Cloveskem telesu
po uporabi (15, 16). Za terapevtsko ucinkovitost je namre¢
kljucnega pomena, da na tar¢nem mestu delovanja do-
sezemo potrebno visoke odmerke Zivih in biolosko aktivnih
terapevtskih bakterij. Po tem, ko se iz dostavnega sistema
sprostijo probioti¢ne celice, morajo slednje namre¢ rea-
ktivirati Zeleno presnovno aktivnost, se deliti in vsaj pre-
hodno kolonizirati taréna mesta (12, 17). Zagotavljanje vi-
soke stopnje prezZivetja v koncnem izdelku predstavlja velik
izziv zaradi strukturne in funkcionalne kompleksnosti bak-
terijskih celic. Poleg vrste, Stevila in zivosti vhodnih tera-
pevtskih bakterij je prezivetje odvisno tudi od sestave for-
mulacije in tehnoloSkega procesa izdelave dostavnega
sistema o0z. kon¢nega izdelka (slika 2) (16, 18).

Dolgotrajno ohranjanje bakterijske Zivosti zahteva zaustavitev
bakterijskega metabolizma za prepreCevanie liticnih procesov,
sgj le-ti vodijo k razgradnii bakterijske celicne stene ali mem-
brane in posledicno do smrti celice (19, 20). NajpogostejSa
pristopa, ki se uporabljata za ta namen, sta krioprezervacija
(zamrzovanije) in suSenje. Krioprezervacija je metoda izbora

na laboratorijski ravni, njeno SirSo uporabo pa omejujgjo izzivi
pri poveCevanju velikosti serij ter zahteve za vzdrzevanje
hladne verige (21). Za izdelavo kon¢énih izdelkov je zato pri-
mernejSi pristop ohranjanje zivosti na osnovi susenja.

3.1 SUSENJE PROBIOTIKOV

Princip ohranjanja bakterijske Zivosti s suSenjem temelji na
prehodu Zivih bakterij v stanje zaustavljenega metabolizma,
imenovano anhidrobioza. Anhidrobioza na osnovi susenja
omogoci dolgotrajno prezivetje bakterij pri shranjevanju
nad nizkimi temperaturami, potrebnimi za krioprezervacijo.
Poznamo razlicne metode susenja, vsem pa sta skupna
naslednja dejavnika stresa na bakterijske celice: dehidracija
in z njo povezan intenziven osmotski Sok. Ob dehidraciji
namre¢ prihaja do odstranitve vode, ki je sicer vezana na
polarne skupine proteinov in fosfolipidov. To vodi v njihovo
entropijsko preurejanje na molekularni ali supramolekularni
ravni, zaradi Gesar prihaja do porusenja funkcionalnih struk-
tur proteinov in fosfolipidnih dvoslojev. Osmotski Sok oz.
bistveno zviSevanje znotrajceli¢ne koncentracije osmotsko
aktivnih snovi, do katerega prihaja zaradi dehidracije bak-
terijskih celic med suSenjem, pa lahko povzrodi tudi njihovo
plazmolizo in s tem celicno smrt (19, 20). Dodaten stres
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Slika 2: Kljucni koraki pri razvoju izdelka s probiotiki, ki lahko vsebuje probiotike, vgrajene v hidrofilno ogrodje (mikrokapsul ali zrnc) ali v

nanoviakna. Slika je izdelana s programom Biorender.

Figure 2: Key steps in the development of a probiotic product, which may involve incorporating probiotics into a hydrophilic matrix (of
microcapsules or granules) or embedding them within nanofibers. Figure was created in Biorender.

za posusene bakterije predstavija Se rehidracija, kateri so
izpostavljene med rekonstitucijo oz. raztapljianjem suhega
koncnega izdelka pred administracijo ali med samo admi-
nistracijo suhega izdelka, ko le-ta pride v stik s fizioloSkimi
tekoCinami, npr. v Erevesnem soku ali vaginalni tekocini.
Tudi med rehidracijo namre¢ prihaja do osmotskega stresa
na bakterijske celice, poleg tega pa lahko rehidracija pov-
zroGi poSkodbe in povecano prepustnost celicnin membran
zaradi hitrega prehoda fosfolipidnih dvoslojev iz gelu pod-
obne oblike v obliko tekocih kristalov (22).

Vsi omenijeni procesi povzrocajo poskodbe bakterijskih ce-
lic in potencialno vodijo v njihovo smrt. Z dehidracijo po-
vezan stres lahko omilimo z dodatkom pomoznih snovi s
stabilizacijskim delovanjem. Stabilizatoriji izboljSajo prezivetje
bakterij med zamrzovanjem in suSenjem, saj zmanjsujejo
osmotski stres ter termodinamicno in kineti¢no stabilizirajo
bakterije. Pod termodinami¢no stabilizacijo, znano tudi kot
»hipotezo nadomestitve vode«, pojmujemo tvorbo vodi-
kovih vezi med molekulami stabilizatorjev in komponentami
bakterijskih celic, kot so proteini in mascobnokislinski
ostanki fosfolipidov. Pri tem stabilizatorji nadomestijo od-
stranjeno vodo in s tem ohranjajo strukturno integriteto
proteinov ter fosfolipidnih dvoslojev (14, 19, 23). Kineti¢na
stabilizacija bakterijskih celic pomeni imobilizacijo bakterij-
skih celic oz. njihovih komponent v trdnem, pogosto ste-
klastem ogrodju, kar omejuje difuzijo in gibanje tako struk-
turnih makromolekul kot celotnih bakterijskih celic ter tako
upocasnjuje razgradne reakcije (20). Stabilizatorje najdemo
v razredih mono-, di- ali oligosaharidov, poliolov in protei-
nov, med najpogosteje uporabljenimi pa so trehaloza, sa-
haroza, laktoza in inulin (19, 24).

Najpogostejsi metodi suSenja za ohranjanje Zivosti tera-
pevtskih bakterij sta liofilizacija in suSenje z razprS§evanjem
(21, 25, 26), v zadnjem Gasu pa za ta namen vedno pogo-
steje uporabljajo elektrostatsko sukanje (27). Drugi mozni
tehnoloski pristopi so Se susenje v zvrtincenih plasteh, va-
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kuumsko susenje (26), elektrostatsko razprSevanje (14) in
suSenje na zraku kot najbolj osnovna in preprosta, a tudi
obsoletna metoda.

Liofilizacija je najpogosteje uporabliena metoda suSenja
zivih bakterij z najdaljSo zgodovino uporabe. Proces liofili-
zacije je sestavljen iz treh medsebojno odvisnih faz. Pred
postopkoma primarnega in sekundarnega susenja moramo
izvesti zamrzovanje, med katerim nastanejo ledeni kristali,
ki lahko povzroCijo poskodbe zivih bakterijskin celic. To
prepre¢imo ali omejimo z dodajanjem krioprotektantov (npr.
glicerola) ali z ustrezno hitrostjo zamrzovanja, s katero vpli-
vamo na morfologijo nastajajoCih kristalov (14).

SusSenje z razprSevanjem predstavija alternativo liofili-
zaciji, saj ne vkljuCuje zamrzovanja, po drugi strani pa sta
za to metodo susenja znacilna mehanski in toplotni stres.
Susenje z razprSevanjem namre¢ temelji na razprSevanju
vstopne tekocine (disperzije bakterij z dodatkom pomoznih
snovi), med katerim so bakterije izpostavljene striznim
silam, nato pa so zaradi potrebe po izhlapevanju topila iz-
postaviiene tudi poviSanim temperaturam (vstopni zrak na-
mrec lahko doseze 130-170 °C). Kljub temu da je izpo-
stavitev bakterij omenjenim stresnim  dejavnikom
kratkotrajna, lahko to v kombinaciji z dehidracijskim stre-
som povzroCi poskodbe ali smrt celic. V izogib omenjenim
tezavam lahko bakterije pred suSenjem z razprSevanjem
zaSc¢itimo z enkapsuliranjem. Privlacno prednost susenja z
razprsevanjem pred liofilizacijo predstavljajo ¢asovna in
energijska ucinkovitost ter moznost kontinuirane izvedbe
procesa (25, 28, 29).

Susenje v zvrtinéenih plasteh in vakuumsko susenje
za namen susenja probiotikov preucujejo redkeje kot su-
Senje z razprSevanjem in liofilizacijo (26). Glavni izziv suSenja
v zvrtinenih plasteh predstavlja potreba po uporabi po-
moznih snovi, primernih za granulacijo, ali inertnih nosilnih
delcev, na katere lahko bakterije nanaSamo. Poleg tega
prihaja pri suSenju v zvrtinCenih plasteh do izpostavitve
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bakterij toplotnemu in mehanskemu stresu, Ceprav sta le-
ta manj izrazita kot pri susSenju z razprSevanjem (30). To-
plothnemu in mehanskemu stresu se izognemo pri vaku-
umskem suSenju, pri katerem je zaradi nezelene oblike
koncnega izdelka (trdna pogaca) pogosto potreben doda-
ten korak njegovega procesiranja, kot npr. lomlienje oz.
droblienje pogace. Poleg tega je vakuumsko suSenje, ki je
najpogosteje izvedeno serijsko in ne kot kontinuiran proces,
Gasovno relativno zahtevna metoda (26, 30).
Elektrostatsko sukanje predstavlja obetavno sodobno
metodo za ohranjanje Zivosti bakterij, saj se med susenjem
curka polimerne disperzije s probioti¢nimi celicami hkrati
doseze tudi vgradnja oz. enkapsulacija bakterij v nanov-
lakna. To pomeni, da metoda omogoca soasno susenje,
imobilizacijo celic in pripravo naprednega dostavnega si-
stema. Elektrostatsko sukanje temelji na izpostavitvi poli-
merne disperzije elektricnemu polju, pri ¢emer pride do
elektrohidrodinami¢nega pojava, poganjanja curka iz ka-
pljice raztopine z ustrezno viskoznostjo ter njegovega in-
tenzivnega raztezanja, zaradi Cesar ob hitrem izhlapevanju
topila nastanejo trdna, suha nanovlakna. Elektrostatsko
sukanje poteka pod relativno blagimi pogoji, saj ne zahteva
visokih temperatur. Glavna stresna dejavnika, katerima so
med elektrostatskim sukanjem izpostavljene bakterije, sta
blag mehanski stres in visoka napetost. Za proces je po-
membna tudi relativna vlaga, saj vpliva na ucinkovito su-
Senje nanovlaken in delez vlage ter vodno aktivnost v kon-
¢nem izdelku, ki za zagotavljanje prezivetja bakterij med
shranjevanjem ne sme biti previsoka (14).

3.2 ENKAPSULACIJA PROBIOTIKOV

Pod enkapsulacijo bakterij pojmujemo njihovo ujetje v za-
prt prostor s pomocjo fizicne pregrade, npr. membrane
oziroma obloge. To lahko izvedemo na ravni posameznih
celic z oblaganjem s plastenjem polielektrolitov (angl.
»layer-by-layer«) posameznih bakterijskih celic (31) ali pa
z enkapsulacijo skupkov ve€ bakterijskih celic, najpogo-
steje z mikrokapsuliranjem (32). Zgodovinsko izraz en-
kapsulacija v povezavi s probiotiki ni bil omejen le na
ujetie v membrane, temve¢ ga uporabljamo tudi za ujetja
bakterij v ogrodje iz pomoznih snovi, najpogosteje poli-
merov (33, 34).

Enkapsulacija je oblika imobilizacije bakterijskih celic, s
katero lahko podaljSsamo njihovo prezivetje z vplivom na
metabolizem in zas¢&ito celic pred skodljivimi vplivi okolja.
Tako kot krioprezervacija in suSenje, ki zaradi zmanjSanja
aktivnosti vode v bakterijskih celicah zavirata fizioloSke in
razgradne procese Vv njih, tudi imobilizacija celotne bak-

terijske celice omeji njeno gibanje in s tem nekoliko upo-
Casni metabolizem, Ceprav ta ucinek se zdalec ni tako iz-
razit kot v primeru susenja ali krioprezervacije (35). Nadalje
lahko z enkapsulacijo bakterije zasc¢itimo pred neugodnimi
dejavniki v Eloveskem telesu in med shranjevanjem (34).
Tak8no kombinacijo zasCitnega delovanja in vpliva imobi-
lizacije na bakterijski metabolizem poznamo tudi iz nara-
vno prisotnih bakterijskih biofilmov, za katere je znana
poveCana odpornost vanje vklju¢enih bakterij na ek-
stremne pH vrednosti ali prisotnost spojin s protimikrob-
nim delovanjem (36).

Enkapsulacija bakterij je pomembna tudi pri njihovi lokalni
dostavi, saj omogoca nadzorovano sproscanje in izboljSa
bioadhezijo, s ¢imer se podaljSa zadrzevanje terapevtskih
bakterij na tar¢nih sluznicah ali na kozi. Za doseganje teh
funkcij lahko uporabimo razlicne pomozne snovi in metode
vgradnje v mikrokapsule. Enkapsulacija bakterij je tako Se
posebno razSiriena v zivilski tehnologiji, kjer probioti¢ne
bakterije vgrajujejo v biolosko razgradljiva vodotopna poli-
merna ali proteinska ogrodja z metodami iztiskanja, emul-
giranja ali koacervacije. Prva dva pristopa obsegata tvorbo
delcev iz iztiskanih ali emulgiranih kapljic polimernih raztopin
z dispergiranimi bakterijami, pogosto s premrezevanjem,
ter tako dosezeta ujetje bakterij v trdno ali gelasto ogrodije
tvorjeno in situ (33). Pogoste pomozne snovi, ki jih upora-
bljajo kot tvorilce takSnih ogrodij, so naravni biokompatibilni
polimeri, npr. natrijev alginat (37), pektin (38), sirotkine be-
liakovine (89) in karagenan (40). Pri koacervaciji prihaja do
loCevanja s koloidom bogate in osiromasene tekoCe faze,
pri Eemer za metodo uporabljajo podobne polimere in pro-
teine kot pri mikrokapsuliranju z iztiskanjem ali emulgiranjem.
Locevanje faz lahko v odvisnosti od uporabljenih polimerov
dosezemo s spreminjanjem pH ali temperature, dodatkom
visokih koncentracij soli, dodatkom novih polimerov (npr.
nasprotno nabitih), ki z Ze prisotnimi polimeri tvorijo med-
molekulske interakcije ter z dodatkom ne-topil, ker pa so
le-ta po vecini toksic¢na organska topila, je to obi¢ajno ne-
primeren pristop za enkapsulacijo bakterij. Bakterije s koa-
cervacijo enkapsuliramo s tvorbo membrane, ki nastane iz
koloidno bogate faze, ki obda probiotike (33, 41).

VREDNOTENJE IZDELKOV
S PROBIOTIKI

Za vrednotenje probiotikov ali konénih izdelkov s probiotiki
oz. zivimi terapevtskimi bakterijami je kljucen izbor ustreznih
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metod za kvantifikacijo bakterijske Zivosti in/ali metabolne
aktivnosti. S tem lahko potrdimo, da so bakterije obdrzale
zeleno bioloSko aktivnost med vgradnjo in shranjevanjem,
kar odlocilno vpliva na terapevtsko ucinkovitost.
Najpomembnejsi vidik vrednotenja je doloCanje bakterijske
zivosti. Standarden pristop za vrednotenje zivosti vkljuCuje
doloCanje Stevila kolonijskih enot (angl. colony-forming
units) na masno ali volumsko enoto kon¢nega izdelka.
Kljub temu da je to metoda izbora, na takSen nacin ne
moremo zaznati zivih, a nekultivabilnih bakterij (angl. viable
but non-culturable), tj. bakterij brez sposobnosti razmno-
zevanja in kolonizacije tarénih sluznic, a z ohranjeno pres-
novno aktivnostjo in situ na mestu delovanja, kjer vseeno
sprosc¢ajo sekundarne metabolite (npr. protibakterijske ali
imunomodulatorne), ki doprinesejo k probioticnem delo-
vanju (42, 43). Za celovitejSo oceno zivosti so torej poleg
dolo¢anja Stevila bakterijskih kolonij potrebne tudi druge
metode, npr. mikroskopske tehnike ali pretoc¢na citometrija
po ustreznem diskriminatornem obarvanju zivih in mrtvih
bakterij ter kvantitativna reakcija s polimerazo in kvantifi-
kacija 16S ribosomalne RNA kot metodi za kvantifikacijo
bakterijskega genskega materiala v vzorcu (43, 44).
Ucginkovitost ohranjanja zZivosti bakterij v konénem izdelku
lahko vrednotimo tudi posredno, in sicer tako, da dolo¢imo
njihovo relevantno aktivnost s testi protimikrobnega delo-
vanja proti patogenom (v kokulturah ali z difuzijskimi testi
na agarju) (45-47), z analizo izrazanja relevantnih proteinov
(48) in z razli¢nimi metabolnimi testi (47, 49). Med slednjimi
so pogosti tako nespecificni (npr. resazurinski test) kot tudi
bolj specificni testi, namenjeni analizam dolocenih vrst bak-
terij. V primeru pogosto uporabljenih laktobacilov na primer
njihov metabolizem vrednotimo z doloCanjem sproséanja
laktata in spremembo pH (49, 50).

SKLEP

Probiotiki predstavljajo obetavne aktivhe komponente za
zdravljenje Stevilnih bolezni, vendar je za njihovo uspesnost
potreben izbor ucinkovitega seva, njegova natanc¢na ka-
rakterizacija in premisliena izdelava kakovostne in varne
formulacije. Kljub napredku pri suSenju in enkapsulaciji
bakterij ostajajo izzivi predvsem pri ohranjanju zivosti bakterij
in prenosu procesa z laboratorijskega na industrijski nivo.
Glede na mehanizem delovanja pa imajo probiotiki velik
terapevtski potencial, kar narekuje hitro razvijajoce se po-
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drocje, zato je v prihodnosti na trziS€u moc¢ pri¢akovati
vedno vec¢ LBP.
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