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POVZETEK

Trg probiotikov v Evropski uniji je mo¢no zaznamo-
vala Uredba o prehranskih in zdravstvenih trditvah
za zivila, ki je v Sloveniji stopila v polno veljavo leta
2013. Kljub prizadevanju industrije in kopi¢enju
znanstvenih dokazov o ucinkih probiotikov na go-
stitelja v registru dovoljenih zdravstvenih trditev za
zivila Se vedno ni nobene za probiotike. Poleg tega
raziskovalci ze vrsto let opozarjajo na nezadostno
kakovost probioticnih izdelkov glede vsebnosti in
zivosti deklariranih mikroorganizmov. Namen te ra-
ziskave je bil ugotoviti, kako se omenjene regula-
torne spremembe odrazajo na oznacevanju in ka-
kovosti probioticnih  prehranskih  dopolnil iz
slovenskih lekarn. Ugotovili smo, da se je vecina
proizvajalcev odzvala na nova pravila, saj so opustili
navajanje zdravstvenih trditev. Kakovost izdelkov se
je nekoliko izboljSala, saj jih je 42 % popolnoma
ustrezalo deklaraciji, medtem ko je bilo v raziskavi
iz leta 2009 taksnih le 25 %.

KLJUCNE BESEDE:
probioti¢na prehranska dopolnila, zdravstvene trdi-
tve, kakovost probioti¢nih izdelkov, PCR

ABSTRACT

The EU probiotics market has been strongly af-
fected by the Regulation on nutrition and health
claims for foods, which came into full effect in
Slovenia by 2013. Despite efforts of the industry
and accumulation of scientific evidence on the ef-
fects of probiotic microorganisms to the host, there
are still no probiotic claims in the EU register of au-
thorised health claims for foods . In addition, re-
searchers have been pointing out for many years
the insufficient quality of probiotic products related
to the content and viability of declared microor-
ganisms. The aim of the present study was to de-
termine how these regulatory changes are reflected
in the labeling and quality of probiotic supplements
from Slovenian pharmacies. We found out that
most producers considered the new rules, as they
abandoned the health claims on the labels. The
overall quality of the products on the market was
slightly improved, as 42 % of them were in agree-
ment with the label compared to only 25 % in the
previous testing in 2009.
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UvoD

Probioticne bakterije zauzijemo pretezno z zivili in prehran-
skimi dopolnili, v manjSi meri pa z zdravili in Zivili za posebne
prehranske namene. Za prehranska dopolnila v Evropski
uniji (EU) na splosno veljajo zakonska dolocila in smernice,
ki urejajo varnost, kakovost in oznacevanie zivil. V Sloveniji
je za prehranska dopolnila od leta 2014 pristojno Ministr-
stvo za zdravje, pri Cemer nadzor nad prehranskimi dopolnili
izvaja Zdravstveni inSpektorat RS (ZIRS). Pomembnejse
novosti je leta 2013 prinesel Pravilnik o prehranskih do-
polnilih (1), ki je ukinil zahtevo po prijavijanju prehranskih
dopolnil, ki so v prometu v Sloveniji. ObveS&anje 0 novem
prehranskem dopolnilu, preden pride na slovenski trg, pa
je obvezno za tista prehranska dopolnila, ki so oznacena z
zdravstvenimi trditvami (2, 3). Za to podrocje je pristojna
Uprava za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin, ki
deluje v okviru Ministrstva za kmetijstvo, gozdarstvo in pre-
hrano.

V EU trenutno prehranskih dopolnil s probiotiénimi mikro-
organizmi ni dovolieno oznacCevati, predstavijati ali oglase-
vati z zdravstvenimi trditvami, ker v registru prehranskih in
zdravstvenih trditev za Zivila Se ni nobene dovoljene zdrav-
stvene trditve za probiotike (4). Razlog za to ti¢i v zelo
strogih stalis¢ih Evropske agencije za varnost hrane (EFSA)
glede zdravstvenih trditev. Z namenom zagotavljanja visoke
ravni varstva potrosnikov tudi na tem podrocju je leta 2006
izSla Uredba (ES) §t. 1924/2006 Evropskega parlamenta
in Sveta o prehranskih in zdravstvenih trditvah na Zzivilih
(5). Za odobritev zdravstvene trditve za zivila, med katera
uvrs¢amo tudi prehranska dopolnila, je treba predloziti
agenciji EFSA trdne znanstvene dokaze, pridobliene v ob-
seznih kontroliranih klini€nih raziskavah. Kljub dolgoletnim
raziskavam in prizadevanjem raziskovalcev in industrije ter
Stevilnim znanstvenim dokazom za posamezne probioticne
seve zaenkrat skozi sito presoje organov EFSA e ni priSla
nobena zdravstvena trditev za probiotike. Edina primera
odobritve uporabe zdravstvenih trditev za probiotike na
podro&ju Evrope (brez Rusije), v Svici, sta »podpora prebavi
s skrajSanjem Casa prehoda« za probiotic¢ni sev HOWARU
Bifidobacterium lactis HNO19 (Danone, DuPont), ki ga je
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Svicarski zvezni urad za varno hrano in veterino odobril
leta 2014, ter »prispeva k normalnemu delovanju prebauvil
z izboljSanjem konsistence blata in skrajSanjem ¢asa pre-
hoda« za Lactobacillus casei Yakult, ki ga je isti organ od-
obril leto kasneje (6).

Drugje po svetu je nadzor nad prehranskimi dopolnili, vklju-
¢no s probioti¢nimi, zelo razli€no urejen. V Kanadi, na pri-
mer, so lahko probioti¢na prehranska dopolnila, ki jin uvrs-
¢ajo v t. i. »naravne izdelke za zdravje«, opremliena z
informativnimi zdravstvenimi trditvami, ki jih po presoji do-
kumentacije odobri organizacija Health Canada (7, 8). V
ZDA ima podobno viogo Food and drug administration
(FDA), ki pri prehranskih dopolnilih dovoljuje trditve o zmanj-
Sanju tveganja za razvoj bolezni (9, 10). Bolj razsSirjene so
trditve, ki opisujejo viogo doloCene sestavine (npr. probio-
ti¢nih bakterij) pri vzdrzevanju zdravja oz. vpliv na dolocene
funkcije organizma, ne smejo pa omenjati bolezni in za ra-
zliko od zdravstvenih trditev ne potrebujejo odobritve s
strani FDA pred vstopom izdelka na trg. V azijsko-pacifiski
regiji probioti¢ne izdelke, kot so pri nas prehranska dopol-
nila, uvrs€ajo v kategorijo funkcionalne hrane. V Indiji nova
zakonodaja, ki bo stopila v veljavo 2018, ne bo dovoljevala
trditev o zdravljenju bolezni, pa¢ pa trditve o izboljSanju
funkcij, ohranjanju zdravja, zmanjSevanju tveganja za bo-
lezni, vplivanju na imunski sistem in proti staranju (11, 12).
Na Japonskem je leta 2015 zacela veljati nova zakonodaja,
ki je dopolnila prejsnii strozji sistem Foshu (food for specified
health uses) in ki dopusS¢a uporabo odobrenih trditev o
delovaniju tudi pri Zivilih (13).

V Sloveniji je Uredba o prehranskih in zdravstvenih trditvah
na zivilih, po prehodnem obdobju, ko je zazivel tudi register
dovoljenih zdravstvenih trditev (Register Skupnosti v zvezi
s prehranskimi in zdravstvenimi trditvami, 20. ¢len Uredbe
1924/2006) (2-5), stopila v polno veljavo z letom 2013, ko
je Uprava za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin
zacela izvajati inSpekcijski nadzor. Na nove zahteve so se
morali odzvati tudi Stevilni proizvajalci probioti¢nih zivil in
prehranskih dopolnil, pri katerih so bile bolj ali manj nepo-
sredne zdravstvene trditve zelo razsiriene. Te omejitve ne
veljajo za zdravila s probiotiki ali za Zivila za posebne zdrav-
stvene namene s probiotiki, ki sodijo v domeno Zakona o
zdravilih (14) oz. Pravilnika o zivilih za posebne zdravstvene
namene (15).

Slovenska raziskava iz leta 2009 o kakovosti probioti¢nih
izdelkov, naprodaj v slovenskih lekarnah (16), kot tudi so-
rodne raziskave v drugih evropskih drzavah v tistem ob-
dobju so pokazale vrsto pomanikljivosti tovrstnih izdelkov,
med katerimi so prevladovale nedoseganje deklariranega
Stevila Zivih probioti¢nih bakterij, odsotnost deklariranih
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bakterij in uporaba nepravilnih ali pomanjkljivin imen priso-
tnih sevov (17-22).

MATERIALI IN METODE

2.1 PROBIOTICNI IZDELKI

Probioticne izdelke smo kupili v lekarnah in spletnih lekar-
nah v Sloveniji. Do analize smo jih shranjevali v razmerah,
navedenih na ovojnini izdelka.

2.2 UGOTAVLJANJE STEVILA
DEKLARIRANIH BAKTERIJSKIH
SKUEJIVN Z METODO STETJA NA
PLOSCAH

Stevilo mikroorganizmov posameznih skupin, rodov oz.

vrst smo ugotavljali z nacepljanjem vzorcev na selektivha

gojis¢a. Stevilo bifidobakterij smo ugotavijali v skladu s

standardom ISO 29981:2010 (23): gojis¢e TOS (Yakult) z

mupirocinom (50 mg/L), anaerobna inkubacija, 72 ur pri

37 °C. Skupno Stevilo laktobacilov smo ugotavljali na go-

jis€u Rogosa (Merck) z anaerobno inkubacijo 72 ur pri 37

°C. Stevilo laktobacilov vrste Lactobacillus acidophilus smo

ugotavljali v skladu z ISO 20128:2006 (24) na gojiséu MRS

(Merck) z dodatkom klindamicina (0,1 mg/L) in ciproflok-

sacina (10 mg/L), z anaerobno inkubacijo 72 ur pri 37 °C.

Stevilo bakterij vrste Streptococcus thermophilus smo ugo-

tavijali na gojis€u M17 (Merck), po 24-urni inkubaciji pri 37

°C. Stevilo enterokokov smo ugotavijali na gojiséu CAE

(HiMedia) z dodatkom 2,3,5-tripenteniltetrazolijevega klo-

rida (0,01 %) po 72-urni inkubaciji pri 37 °C. Za ugotavijanje

Stevila bakterij vrste Bacillus coagulans smo primarne ra-

zredditve vzorcev najprej 10 min segrevali pri 80 °C ter

nato nacepili na gojis¢e TSA, ki smo ga inkubirali 72 ur pri

30 °C.

2.2 |IZOLACIJA DNA

Za ugotavljanje prisotnosti deklariranih bakterijskih vrst smo
uporabili DNA, ki smo jo izolirali iz meSanice kolonij, zraslih
na ustreznih selektivnih gojiscih. Pri izdelkih, pri katerih ni-
smo uspeli potrditi dolocenih vrst, smo uporabili Se DNA,
izolirano neposredno iz izdelka. DNA smo izolirali z uporabo
komercialnega kompleta reagentov Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega). Najprej smo bakterijske celice
lizirali, tako da smo suspenziji bakterijskin kolonij oz. su-
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spenziji izdelka (30 do 50 mg izdelka v 600 pl 50 mM
EDTA, pH 8,0) dodali lizocim (10 mg/ml; Sigma) in muta-
nolizin (25 U/ml; Sigma) ter inkubirali 60 min pri 37 °C.
Ostale korake izolacije smo izvedli po navodilih proizva-
jalca.

2.3 POTRJEVANJE PRISOTNOSTI
DEKLARIRANIH BAKTERIJSKIH
VRST S PCR

Prisotnost posameznih vrst probioti¢nih bakterij smo ugo-
tavljali s pomodcjo metode verizne reakcije s polimerazo
(PCR), pri c¢emer smo uporabili za posamezno vrsto spe-
cificne zaCetne oligonukleotide, in sicer za Bifidobacterium
(B.) animalis ssp. lactis, B. longum (25), B. bifidum, B. lon-
gum ssp. infantis (26) in B. breve (27); Lactobacillus (L.)
acidophilus, L. paracasei, L. casei (28), L. plantarum, L.
salivarius (29), L. reuteri in L. rhamnosus (30), L. gasseri
(27) in L. delbrueckii ssp. bulgaricus (31); Enterococcus
faecium (32); Streptococcus thermophilus (33) in Bacillus
coagulans (34).

REZULTATI IN RAZPRAVA

Pregled ponudbe prehranskih dopolnil s probioti¢nimi bak-
terijami oz. z zivimi mle€nokislinskimi bakterijami ali bifido-
bakterijami v slovenskih lekarnah v letu 2016 je pokazal,
da se izbor tovrstnih izdelkov delno pokriva z izborom iz
leta 2009 (8 izdelkov), nekaterih izdelkov ni ve¢ naprodaj
(13 izdelkov), nekaj pa je novih (10 izdelkov) (16). Naleteli
smo tudi na probioti¢ni izdelek, ki je uvrs€en v skupino
zivil za posebne zdravstvene namene. V pregled smo ga
vkljucili zato, ker je po sestavi in formulaciji zelo podoben
sorodnim izdelkom, ki se trzijo kot prehranska dopolnila.
Opisi na ovojnini ali prilozenih listi¢ih pri sedmih izdelkih, s
katerimi smo se srecali ze leta 2009, so bili precej spre-
menijeni (preglednica 1).

Vecinoma so proizvajalci opustili navajanje pomocdi pri vzpo-
stavitvi porusene Erevesne mikroflore, blagodejnega delo-
vanja na imunski sistem, preventivnega delovanja pri dietah
in nekaterih bolezenskih stanjih (driska odraslih in otrok,
driska ob antibioti¢ni terapiji, kroni¢ne vnetne bolezni Cre-
vesja, atopijski dermatitis, razlicne alergije in kroni¢na za-
prija), prispevanja k dobri presnovi nujno potrebnih hranilnih
snovi ali boljSega pocutja oseb v zrelih letih. Omenjeni
opisi, ki smo jih zasledili v prejSnji raziskavi, sicer niso ne-
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Preglednica 1: Opisi na probioti¢nih prehranskih dopolnilih iz slovenskih lekarn
Table 1: Descriptions on the probiotic dietary supplements from Slovenian pharmacies

Opis v ¢asu predhodne raziskave (2009)

Opis danes

»pomembni pri hitrem vzpostavljanju bakterijske flore in
delovanja Crevesja po zdravljenju z antibiotiki, diareiji,
stresu in prehranskih motnjah«

»zive mle€nokislinske bakterije in vitaminic;

na spletu: »izdelek je koristen med in po zdravljenju z
antibiotiki, pri zaprtju na potovanju, pri zastrupitvah doma
in na pocitnicah, kadar imamo oslablijeno odpornost, tudi
zaradi stresa«

»za osebe v zrelih letih — po 50. letu starosti, da bi ostale
aktivne, vitalne, da bi se dobro podutile;

»probiotiki prispevajo k dobri presnovi esencialnih
hranilnih snovi v prebavilih«;

»aktivator zdravja, prehransko dopolnilo z zivimi kulturami
mlecnokislinskih bakterij, vitamini, minerali, rastlinskimi
izvlecki in luteinoms«

»bakterije v kombinaciji z ostalimi sestavinami sodelujejo
pri presnovi in pomagajo ohranjati zdrav imunski sistem«

»pomaga ohranjati in vzpostavljati ravnovesje v Crevesni
mikroflori, ki prepre€uje razmnozevanje Skodljivih MO«

»probiotiCne tablete«;
»ta bakterija je prilagojena na bivanje v prebavilih in je
varna (klinicne Studije)«

»pomaga hitro uravnoteziti Crevesno floro pri
spremenjenih ¢revesnih funkcijahs;

»probioti¢ne bakterije zagotavljajo normalno prebavno in
imunsko funkcijo Crevesja«

»kombinacija probioti¢nih kultur in vitaminov skupine B;
»mlecnokislinske bakterije (probioti¢ne kulture) so
sestavni del ¢revesne mikroflore, ki zagotavlja normalno
prebavo in imunsko funkcijo Crevesja«

»ta bakterija sodi med naravno mikrofloro materinega
mleka pri zdravih materah;

»Vv telesu nastopa kot naravna sestavina ¢revesne florex;
»pomaga ohranjati in vzpostavljati ravnovesje v Crevesni
mikroflori, ki preprecuje razmnozevanje Skodljivih MO«

»probiotiCne tablete«;
»ta bakterija je prilagojena na bivanje v prebavilih in je
varna (klinicne Studije)«

»izdelek je namenjen za ohranjanje ravnotezja v Crevesni
mikroflori med zdravljenjem z antibiotikom in po njem ter
s tem poveca raven koristnih bakterij v Crevesju«

»zive probioti¢ne bakterije, ki se optimalno dopolnjujejo in
so obi¢ajno prisotne v nasih prebavilin«

»vpliva na ravnovesije Crevesne flore«

lzdelka ni ve€ na trgu

»prispeva k dobri presnovi nujno potrebnih hranilnin snovi
(vitamini, minerali)«

Izdelka ni ve¢ na trgu

»probioti¢ne bakterije, ki jih ta prasek vsebuje, delujejo
zaviralno na Skodljive bakterije in tako pomagajo
vzdrzevati ravnotezje v Crevesni mikroflori«

Izdelka ni ve¢ na trgu

»za izboljSanje sploSnega pocutja pri zaprtju;
»za izboljSanje normalne prebave«

Izdelka ni ve¢ na trgu

»uravnava ravnotezje mikroflore v gastrointestinalnem
traktu v primeru diareje, gastrointestinalnih infekcij pri
zdravljenju z antibiotiki;

»spodbuja imunski sistemc;

»zmanjSa alergicne reakcije«

Izdelka ni ve¢ na trgu
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»izboljSa stanje bakterijske flore;
»probiotiki ugodno delujejo na prebavo in pomagajo
vzdrzevati Crevesno mikrofloro«

Izdelka ni ve¢ na trgu

»pomaga pri vzpostavitvi porusene Crevesne mikroflore«

lzdelka ni ve€ na trgu

»blagodejno deluje na imunski sistemc;
»vzpostavi probioti¢no ravnotezje«

Izdelka ni ve¢ na trgu

»blagodejni vpliv na prebavo, saj vzpostavi ravnovesje
¢revesne mikroflore«;

»izdelek uporabliamo preventivno, pri dietah, pri
bolezenskih stanjih: driska odraslih in otrok, prevencija
driske ob antibioti¢ni terapiji, kroni€ne vnetne bolezni
Crevesja, atopijski dermatitis, razlicne alergije in kroni¢na
zaprtja«

Izdelka ni ve¢ na trgu

»naravni regulator Crevesne flore, ki pomaga pri
ohranjanju in vzpostavitvi ravnovesja normalne Srevesne
flore«

Izdelka ni veé na trgu

»probiotiki sodelujejo pri krepitvi naravne obrambe telesac

Izdelka ni ve¢ na trgu

Izdelka Se ni bilo na trgu

»vsebuje zive kulture mlecnokislinskih bakterij«

Izdelka $e ni bilo na trgu

»kombinacija 8 razli¢nih vrst koristnih bakterij«

Izdelka Se ni bilo na trgu

»probioticni kompleks s prebiotiki«:na spletu: »probioticni
kompleks vsebuje probiotike ter prebiotike - oboji odlicno
vplivajo na samo prebavo in so nam v precejsnjo
pomocx, »prehransko dopolnilo je primerno jemati ob
terapijah z antibiotiki, saj tako nadomesca odmrle
bakterije«

Izdelka Se ni bilo na trgu

»vsebuje koristne bakterije in prebioti¢na viakna«;»za
osvezevanje Crevesne flore«;»priporocljivo po tretiranju z
antibiotiki in po ¢revesnih infekcijah, za ponovno
vzpostavitev mikrobnega ravnotezja«;na spletu: »vsebuje
7 razli¢nih vrst koristnih probioti¢nih bakterijskin kultur,
»priporo¢amo za namene dobre prebave in kot dodatek
pri najrazli¢nejsih antibioti¢nih terapijah«, »zagotavija
vsesplosno dobro pocutje«

Izdelka Se ni bilo na trgu

»probiotik za usta, grlo in uSesac

lzdelka Se ni bilo na trgu

»probiotik z Zivimi mle€nokislinskimi bakterijami«

Izdelka Se ni bilo na trgu

»probiotik za zdravo Crevesje in prebavo«

Izdelka Se ni bilo na trgu

»mlecnokislinske bakterije in probiotiki«

Izdelka Se ni bilo na trgu

»za uravnotezeno Srevesno mikrofloro«

lzdelka Se ni bilo na trgu

»tablete z mlecnokislinskimi bakterijami za odpornostx;
»vsebuje sedem razli¢nih, naravnih, ¢loveku lastnih sevov
mlec¢nokislinskih bakterij (Laktobacili in
Bifidobakterije)«;»priporocljiv med potovaniji, med
zdravljenjem z antibiotiki ter ob spremenjeni prehrani.«




posredne zdravstvene trditve, pa vendarle potrosnika na-
govarjajo k uporabi pri doloCenih bolezenskih stanjih, zato
danes niso sprejemiljivi. Pri vecini izdelkov, s katerimi smo
se srecali ze v prejsnji raziskavi, na ovojnini ne najdemo
opisov, ki bi omenjali uginkovanje dodanih bakterij, pac pa
omenjajo, da so te bakterije zive, dobro prilagojene na zi-
vljenje v prebavilih in varne. Pri enem izdelku smo samo
na spletni strani zasledili opis, da je dopolnilo koristno pri
zdravljenju z antibiotiki, zaprtju na potovanjih, zastrupitvah
in oslablieni imunosti (35). Pri treh izdelkih smo zabelezili
opise, ki omenjajo prebavo oz. presnovo in imunsko funk-
cijo Crevesja, kar pa je ze vprasljivo glede zahteve iz Pravil-
nika o prehranskih dopolnilih, da pri oznaCevanju, pred-
stavljanju in oglaSevanju prehranskim dopolnilom ne
smemo pripisovati lastnosti preprecevanja, zdravljenja ali
ozdravljenja bolezni pri ljudeh (1, 36). Trditve se sicer ne
nanasajo neposredno na seve v izdelku, nakazujejo pa
mozne nacine delovanja.

Med prehranskimi dopolnili, ki jih leta 2009 Se ni bilo na
slovenskem trgu, smo se pri Sestih srecali z nedovoljenimi
trditvami, kot so »vplivajo na prebavo, »primerno jih je je-
mati ob terapijah z antibiotiki«, »probiotik za usta, grlo in
uSesa«, »probiotik za zdravje Crevesa in dobro prebavox,
»za uravnotezeno Crevesno mikrofloro«, »mlecnokislinske
bakterije za odpornost« ali »priporocljiv med potovaniji, med
zdravljenjem z antibiotiki ter ob spremenijeni prehranix.
Zanimiv je primer enega od proizvajalcey, ki je doloCen Cas
trzil tri izdelke z istim sevom in razli¢nimi formulacijami, pri
¢emer sta bila dva deklarirana kot prehransko dopolnilo,
eden pa kot zivilo za posebne zdravstvene namene. Pri
tem sta bili cilina populacija in farmacevtska oblika izdelka,
ki so ga trzili kot Zivilo za posebne zdravstvene namene, in
enega od prehranskih dopolnil identi¢ni. V tem primeru se
lahko vpraSamo o upravi¢enosti uvrs¢anja takih izdelkov v
povsem razli¢ne kategorije. Ni presenetljivo, da so se ocitno
razlikovale tudi oznake na omenjenih izdelkih, saj je bilo zi-
vilo za posebne zdravstvene namene opremljeno z nekaj
zdravstvenimi trditvami (»za dietetsko uravnavanije prebav-
nih motenj pri dojenckih od rojstva dalje in otrocih«, »driske
med zdravljenjem z antibiotiki«, »vzdrzevanje uravnotezene
Crevesne mikrobiote«), prehransko dopolnilo pa ne. Kasneje
SO sicer izdelek, ki je bil v iz kategorije zivil za posebne
zdravstvene namene, prekvalificirali v prehransko dopolnilo,
zdravstvene trditve pa strnili v »za uravnotezeno Crevesno
mikrofloro«, vendar pa pri opisih izdelka v nekaterih spletnih
lekarnah Se vedno ostajajo zapisane prvotne trditve (37,
38).

Ce povzamemo rezultate prvega dela raziskave, v katerem
smo pregledali oznake pri 18 prehranskih dopolnilih (ne-
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katere so bile pri dveh izdelkih identi¢ne, zato je zapisov
v preglednici 1 manj), lahko zaklju¢imo, da je izraz pro-
biotik zapisan pri 11 od 18 pregledanih prehranskih do-
polnil (61 %), ostali proizvajalci pa namesto tega navajajo
opis »mlec¢nokislinske bakterije« ali »koristne bakterije«.
Ceprav neposrednih zdravstvenih trditev, da probiotiki
zdravijo ali preprecujejo dolocene bolezni, nismo zasledil,
pa so skoraj pri polovici pregledanih prehranskih dopolnil
deklaracije vprasljive zaradi trditev, ki lahko navajajo na
zdravstvene ucinke. Od decembra 2012 v EU izraza »pro-
biotik« pri zivilih, vklju¢no s prehranskimi dopolnili, ne bi
smeli uporabljati, saj ze sama beseda namiguje na to, da
izdelek lahko vpliva na zdravie. Mnogi so mnenja, da je
tako omejevanie pretirano, e je izdelek kakovosten (ustre-
zno Stevilo zivih mikroorganizmov, natan¢no opredeljenih
sevov). V okviru slovenskega cilinega raziskovalnega pro-
jekta »Prehranske in zdravstvene trditve na Zivilih« iz let
2011-2013 so navedbe »probiotik«, »probioticne kulture«
in »probioti¢ne bakterije«, ki so jih zasledili pri 33 % pre-
gledanih jogurtov in fermentiranin mle¢nih napitkov, obrav-
navali kot sploSne zdravstvene trditve, ki so znanstveno
neutemeljene (39). Sicer pa uporabo izraza»probiotik« ali
»probioti¢ni« v Sloveniji tudi po letu 2013 na splo$no to-
leriramo.

Zelo razumno se zdi stalis¢e odbora uglednih znanstveni-
kov, delujoCih v okviru Mednarodnega znanstvenega zdru-
zenja za probiotike in prebiotike ISSAP (International Scien-
tific Association for Probiotics and Prebiotics) (40), naj
pojem »probioti¢ni« uporabljamo samo za izdelke, ki vse-
bujejo ustrezno Stevilo zivih, natancno opredeljenih sevov
mikroorganizmov, za katere je mogocCe pri¢akovati, da
bodo delovali v korist zdravja in dobrega pocutja gostitelja.
Razlikujejo med tremi kategorijami izdelkov: tistimi brez
zdravstvenih trditev, tistimi z zdravstvenimi trditvami in pro-
bioti¢nimi zdravili. UvrS€anje v posamezno kategorijo bi
bilo mogoce samo na osnovi dokazov iz klinicnih raziskav,
pri Cemer za prvo kategorijo ne bi bilo potrebno dokazo-
vanje za seve v izdelku, ampak bi zadostovali podatki v li-
teraturi za to vrsto, v drugih dveh kategorijah pa bi bilo to
dokazovanje potrebno. Od probiotikov brez zdravstvenih
trditev bi pri¢akovali sploSne ucinke pri ohranjanju zdravja,
od tistih z zdravstvenimi trditvami u€inke pri podpori zdra-
vljenju, od probioti¢nih zdravil pa neposredne ucinke vpli-
vanja na bolezen, pri Cemer bi se trditve za zdravila in
druge probiotike seveda razlikovale. Menijo, da bi taka
ureditev prispevala k napredku in zagotovila nadaljnji interes
in vlaganja s strani industrije.

Kar zadeva navajanje imen sevov, kar je za probiotike zelo
pomembno in je zapisano ze v smernicah FAO/WHO iz
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leta 2002 (41), rezultati te raziskave kazejo, da je stanje  ni bilo. Nekateri proizvajalci so dopolnili deklaracije z imeni
dobro, saj le pri treh izdelkih nismo nasli oznak za seve,  sevov, en proizvajalec pa je pri dveh izdelkih popravil na-
ampak samo imena vrst (preglednica 2). Pri prejSnji raziskavi  pacno poimenovanije vrste iz Lactobacillus sporogenes, ki
(16) pri vec kot polovici izdelkov (11 od 20) oznak za seve  je zastarelo ime, v pravino Bacillus coagulans.

Preglednica 2: Ustreznost probioticnih prehranskih dopolnil (n = 18) in Zivil za posebne zdravstvene namene (n = 1) iz slovenskih lekarn glede
prisotnosti deklariranih bakterijskih vrst in njihovega Stevila.

Table 2: Suitability of probiotic dietary supplements (n=18) and foods for special medical purposes (n=1) from Slovenian pharmacies in terms
of the presence of labelled bacterial species and their number.

Prehranska dopolnila

L.acidophillus LAB ATCC7050 |18 1,6 x 10 cfu /stekleni¢ko; Bifidobakterije: < ne ustreza -

L. acidophillus LA-14 1,1 x 10" cfu /steklenicko L. | 10° cfu/steklenicko | premajhno Stevilo
L. paracasei LPC-37 acidophilus Laktobacili: < 108 (podobno tudi leta
L. plantarum LP-115 LAB ATCC7050 ter 0,5 x 1019 | cfu/steklenicko; 2009)

B. lactis BL-04 cfu/stekleni¢ko meSanice

ostalih stirih sevov

L. gasseri PA 16/8 19 107 cfu/tableto 3,9 x 107 ustreza

B. bifidum MF 20/5 cfu/tableto (ustrezno tudi leta

B. longum SP 07/3 2009)

L. reuteri Protectis DSM 9 108 cfu/tableto 9,9 x 107 ustreza (leta 2009

17938 cfu/tableto je bilo Stevilo
premajhno)

L. acidophillus La-14 16 7,5 x 108 cfu/kapsulo 2,5 x 108 delno ustreza -

L. bulgaricus Lb-64 cfu/kapsulo Stevilo je 0,48 log

B. coagulans BC599 cfu manj$e od

S. thermophilus St-21 deklariranega (leta

B. animalis lactis Bl-04 2009 izdelek ni bil

B. breve Bb-03 ustrezen)

L. acidophilus L.a-14L. 16 1,5 x 109 cfu/vrecko 1,2 x 10° delno ustreza -

bulgaricus Lb-64 cfu/vreCko Stevilo je za 0,1 log

B. coagulans BC599 manjse od

S. thermophilus St-21 deklariranega,

B. animalis lactis BI-04 prisotnosti ene od

B. breve Bb-03 deklariranih vrst

nismo uspeli potrditi
(leta 2009 izdelek ni
bil ustrezen)

L. reuteri Protectis 14 108 cfu/5 kapljic 2,1 x 107 cfu/ ne ustreza -
5 kapljic premajhno Stevilo
(enako leta 2009)
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B. bifidum 9 5 x 109 cfu/vredko 1,1 x 1010 ustreza
B. lactis cfu/vreCko (ustrezen tudi leta
L. acidophillus (2x) 2009)
L. paracasei
L. plantarum
L. rhamnosus
L. salivarius
E. faecium
L. gasseri PA 16/8 25 1,0 x 107 cfu/tableto 3,6 x 107 ustreza
B. bifidum MF 20/5 cfu/tableto (leta 2009 Stevilo ni
B. longum SP 07/3 bilo deklarirano)
L. acidophilus (La-14) 15 Ob proizvodnii: 1,1 x 10 cfu | Laktobacili skupaj: | ne ustreza —
L. casei (Lc-11) /kapsulo Konec roka 1,1 x 10° Stevilo je
L. rhamnosus (Lr-32) uporabnosti: 4 x 10° cfu/kapsulo premajhno(laktobac
L. salivarius (Ls-33) cfu/kapsulo; Bifidobakterije ili za 0,44 log cfu,
S. thermophilus (St-21) L. acidophilus (La-14): 1,2 x | skupaj: 1,7 x 108 bifidobakterije za
B. bifidum (Bb-02) 10° cfu/kapsulo cfu/kapsulo 0,55 log cfu,S.
B. longum (BI-05) L. casei (Lc-11): 6 x 108 S. thermophilus: 7,1 | thermophilus za
B. lactis (BI-04) cfu/kapsulo x 107 cfu/kapsulo 0,75 log cfu)

L. rhamnosus (Lr-32): 6 x 108 | Skupaj: 1,3 x 10°

cfu/kapsulo cfu/kapsulo

L. salivarius (Ls-33): 6 x 108

cfu/kapsulo

S. thermophilus (St-21): 4 x

108 cfu/kapsulo

B. bifidum (Bb-02): 2 x 108

cfu/kapsulo

B. longum (BI-05): 2 x 108

cfu/kapsulo

B. lactis (BI-04): 2 x 108

cfu/kapsulo

Laktobacili skupaj: 3 x 10°

cfu/kapsulo

Bifidobakterije skupaj: 6 x 108

cfu/kapsulo
L. plantarum 18 L. plantarum: 1 x 10° Laktobacili skupaj: | Podatek o
L. casei cfu/kapsulo 5,6 x 108 vsebnosti je podan
L. rhamnosus L. casei: 8 x 108 cfu/kapsulo | cfu/kapsulo le ob Casu izdelave,
L. acidophilus L. rhamnosus: 7 x 108 Bifidobakterije zato ocena
B. lactis cfu/kapsulo skupaj: 5,6 x 108 ustreznosti ni

L. acidophilus: 5 x 108
cfu/kapsulo

B. lactis: 5 x 108 cfu/kapsulo
Laktobacili skupaj: 3,0 x 10°
cfu/kapsulo

Bifidobakterije skupaj: 5,0 x
108 cfu/kapsulo

(ob Casu izdelave)

cfu/kapsulo

mogoca. Ene od
deklariranih vrst v
izdelku nismo
uspeli potrditi.
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L. rhamnosus |L.rGG-100 12 1,6 x 10° cfu/2 kapsuli 2,6 x 10° cfu/2 ustreza
B. breve BB S01 kapsuli
S. thermophilus ST-228
L. casei subsp. casei LC-88
L. bulgaricus LB-271
L. acidophilus LA-99
B. longum BL-11
L. acidophilus 10 dni 3,0 x 10° cfu/kapsulo;L. < 1000 cfu/kapsulo | ne ustreza —
S. salivarius K12 acidophilus: 2,0 x 10° Stevilo je premajhno
cfu/kapsulo S. salivarius: 1,0
x 10° cfu/kapsulo
L. rhamnosus LR-32 16 2,0 x 109 cfu/2 vrecki Skupaj: 6,4 x 10° | ustreza
B. lactis BL-04 cfu/2 vrecki
B. bifidum (HA-132) 16 2,0 x 10° cfu/kapsulo Laktobacili skupaj: | ustreza
B. longum (HA-135) Laktobacili skupaj: 1,6 x 10° |1,8 x 10° cfu/g
L. acidophilus (HA-122) cfu/kapsulo kapsulo
L. paracasei (HA-196) Bifidobakterije skupaj: 4,0 x Bifidobakterije
L. rhamnosus (HA-111) 108 cfu/kapsulo skupaj: 2,7 x 108
L. acidophilus: 2,0 x 108 cfu/kapsulo
cfu/kapsulo L. acidophilus: 2,1
x 10° cfu/kapsulo
Skupaj 4,2x10°
cfu/kapsulo
L. rhamnosus GG 21 1,4 x 10° cfu/7 kapljic 1,8 x 10° cfu/7 ustreza
kapljic
L. rhamnosus GG 10 1,4 x 10° cfu/7 kapljic 3,1 x 108 cfu/7 ne ustreza -
kapljic Stevilo je premajhno
L. rhamnosus GG 21 1,0 x 10° cfu/kapsulo 5,4 x 10° delno ustreza
cfu/kapsulo (Stevilo je za 0,27
log cfu manjSe od
deklariranega)
L. acidophilus 10 109 cfu/tableto 8,0 x 108 delno ustreza
L. casei cfu/tableto (Stevilo je za 0,10
L. plantarum log cfu manjSe od
L. reuteri deklariranega)
L. rhamnosus
B. longum

S. thermophilus




ZIVILA ZA POSEBNE ZDRAVSTVENE NAMENE

S. thermophilus DSM 24731 |15
B. breve DSM 24732

B. longum DSM 24736

B. infantis DSM 24737

L. acidophilus DSM 24735
L. plantarum DSM 24730
L. paracasei DSM 24733

L. delbrueckii ssp. bulgaricus

4,5 x 10" probioti¢nih
bakterij/vreCko

8,0 x 10M
cfu/vrecko

ne ustreza -
Stevilo sicer ustreza
deklaraciji, vendar
nismo uspeli
potrditi prisotnosti
treh deklariranih
vrst

DSM 24734
B. rod Bifidobacterium
L. rod Lactobacillus
B. rod Bacillus
S. rod Streptococcus
E. rod Enterococcus

cfu Stevilo kolonijskih enot (colony forming units)

Imena deklariranih vrst, ki smo jih v izdelku potrdili z za vrsto specificno PCR, so odebeljena.

Kar zadeva Stevilo in prisotnost deklariranih bakterij, nismo
zasledili bistvenega izboljSanja glede na predhodno razi-
skavo, ki je opozorila na premajhno Stevilo Zivih bakteri]
kar pri 75 % pregledanih izdelkov (16). Pri osmih izdelkih,
ki so bili vkljuCeni v obe raziskavi, smo pri polovici ugotovili
Stevilo kolonijskih enot, manjSe od deklariranega, v obeh
raziskavah (pri dveh tokrat za manj kot 0,5 log, ). Dva iz-
delka sta se izkazala za ustrezna v obeh raziskavah, dva
pa le v zadnji. Od izdelkov, s katerimi smo se prvi¢ srecali
v tej raziskavi, so bili Stirje izdelki ustrezni, pet pa jih je
vsebovalo manj zivih bakterij od deklariranih, pri Cemer
jih v enem izdelku sploh nismo zasledili, pri dveh pa so
bila odstopanja manjsa od 0,5 log,,. Razlik, manjsih od
polovice log,,, navadno ne obravnavamo kot pomembno
odstopanje od deklariranih vrednosti, saj moramo upo-
Stevati tudi obi¢ajna odstopanja metode Stetja na plos¢ah
(42). Pri enem izdelku je bil deklariran podatek o Stevilu
probioti¢nih bakterij ob ¢asu proizvodnje, tako da o
ustreznosti ne moremo soditi. Eden izmed izdelkov, ki
smo ga kupili v spletni lekarni, je imel ob dobavi do izteka
roka trajanja le Se 30 dni. Ker je v izdelku 90 kapsul,
zauzili pa naj bi eno na dan, ni mogoc¢e, da bi vse tablete
zauzili znotraj navedenega roka trajanja. Ob naro€ilu iz-
delka nas na to niso opozorili, medtem ko smo pri drugi
spletni lekarni opazili, da so probioti¢ni izdelek, ki je bil
tik pred iztekom roka uporabnosti, prodajali po 50 % niZji
ceni.

Izdelek iz skupine zivil za posebne zdravstvene namene je
glede Stevila zivih bakterij v izdelku ustrezal navedbam na
deklaraciji, vendar pa nismo uspeli potrditi prisotnosti kar
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treh od osmih deklariranin bakterijskin vrst. Pri prehranskih
izdelkih je vecina izdelkov (13 od 16) vsebovala vse dekla-
rirane vrste, pri treh izdelkih pa prisotnosti ene od petih
oz. Sestih deklariranih vrst nismo potrdili.

Skladnost vsebnosti probioti¢nih bakterij z deklariranimi
Stevili kolonijskih enot (cfu/g ali cfu/encto izdelka) ter pra-
vilnost pri navajanju drugih podatkov (pravilna imena sevov,
priporoCeni odmerki izdelka, podatki o drugih sestavinah)
mora biti zagotovljena ze zaradi upostevanja krovne Zivilske
zakonodaje (Zakon o zdravstveni ustreznosti zivil in izdelkov
ter snovi, ki prihajajo v stik z zivili), v kateri je zapisano, da
morajo biti vsa prehranska dopolnila varna za uzivanje in
primerno oznacena (36).

Na pomanijkljivosti probioti¢nih izdelkov, predvsem pre-
hranskih dopolnil s probiotiki, raziskovalci opozarjajo ze
vrsto let (16-22). Tudi nedavne raziskave kazejo, da kako-
vost 8e vedno ni zadovoljiva. Od 52 probioti¢nih prehran-
skih dopolnil z ameriSkega trzis¢a jih 33 % ni zadostilo de-
klariranim Stevilom kolonijskin enot, Se ve¢ (42 %) pa je
bilo takinh s pomanjkljivimi taksonomskimi podatki, manj-
kajoCimi vrstami ali prisotnostjo nedeklariranih vrst (43).
Samo en izdelek od 16, prav tako z ameriSkega trzisca, je
vseboval prav vse deklarirane vrste oz. podvrste bifido-
bakterij (44). Prehranska dopolnila z italijanskega trzis¢a
(14) so se nekoliko bolje odrezala glede Stevila kolonijskih
enot, saj na polovici roka uporabnosti le pri treh izdelkih
Stevilo ni dosegalo deklariranega, tri mesece pred iztekom
pa pri petih. Poleg tega je bil en sev napacno poimenovan
(L. casei namesto L. paracasei) (45). V pet let starejSi razi-
skavi (2011), v kateri so zajeli 24 prehranskih dopolnil s
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probiotiki z italijanskega trzis¢a, so nadli veC neustreznih
(42 %), kar zadeva Stevilo kolonijskih enot. Poleg tega pri
Stirih izdelkih niso izsledili Zivih predstavnikov katere od
deklariranih vrst, pri dveh od teh pa so posamezne vrste
izostale tudi pri molekularnih analizah, kjer zajamemo tudi
nezive bakterije (42). Pregled 25 izdelkov s poljskega
trzis€a, med katerimi je bilo najveC prehranskih dopolnil
(16), nekaj Zivil za posebne zdravstvene namene (7) in dva
medicinska izdelka, je prav tako pokazal nekaj pomaniklji-
vosti (46). Pri treh izdelkih so odkrili neujemanije deklariranih
vrst z najdenimi, pri treh pa Zivih bakterij niso detektirali.
Veliko izdelkov je vsebovalo premalo zivih bakterij, pri Eemer
S0 bile opazne velike razlike med serijami in glede na ¢as,
ki je minil od proizvodnje. V predhodni slovenski raziskavi
smo s preiskovanjem bakterijskih kolonij z za vrsto speci-
ficno PCR vecinoma (pri 14 izdelkih od 20) potrdili prisot-
nost navedenih vrst, z iziemo izdelkov z velikim Stevilom
razli¢nih bakterijskin sevov (6-8 sevov), pri katerih v nobe-
nem primeru med zivimi bakterijami nismo nasli vseh na-
vedenih vrst (16).

Medtem ko za ugotavijanje Stevila Zivih probiotikov v izdelkih
ne moremo brez klasi¢nega Stetja na plos&ah, vsaj dokler
bodo proizvajalci navajali Stevilo probiotikov v teh enotah,
pa so za potrjevanje deklariranih vrst ali podvrst nujne mo-
lekularne metode. Kot kazejo zgoraj omenjene raziskave,
je najbolj razsirjena za te namene metoda veriznega pom-
nozevanja s polimerazo (PCR). Moramo pa upostevali, da
skupno bakterijsko DNA lahko pridobimo neposredno iz
izdelka ali pa iz izraslih kolonij. V prvem primeru nam re-
zultati analiz ne povedo niCesar o zivosti predstavnikov
najdene vrste, v drugem primeru pa ciljamo le na zive bak-
terije v izdelku oz. natan¢neje na kultivabilne bakterije. Da-
nes so na voljo tudi izboljSane metode, kot je metoda PCR
v realnem Casu, ki v kombinaciji s tretiranjem vzorcev s
propidijevim monoazidom (PMA-PCR) omogoc¢a razliko-
vanje neposSkodovanih bakterij od mrtvih (47). Tudi teko-
¢inska citometrija se uveljavlja kot standardna metoda za
preiskovanje zivosti probioti¢nih bakterij v izdelkih, vendar
za razliko od PMA-PCR ne omogoca razlikovanja med
vrstami (48).

Kar zadeva kontaminante, jih najlaze izsledimo z zmoglji-
vejSimi molekularnimi metodami, kot so sekvenciranje nove
generacije (NGS, next generation sequencing) ali hibridi-
zacija na mikromrezah DNA. S temi analizami morebitne
kontaminante sicer odkrijemo, ne vemo pa, ali so dejansko
Zivi, nezivi ali pa smo zasledili le DNA, ki pripada nedekla-
riranim vrstam, zato v teh primerih proizvajalcem tezko
ocitamo odstopanje od kakovosti. Toda tudi taki pristopi
si utirajo pot v kontrolo kakovosti probioti¢nih izdelkov.

Tako imenovana »FDA GutProbe«, na primer, je uporabna
za identifikacijo deklariranih bakterij v izdelkih z zmesjo
probioti¢nih sevov, do ravni vrste in seva, ter za ugotavijanje
razlike v sestavi med serijami, kar je uporabno predvsem
za zagotavljanje dobre proizvodne prakse (49). Uporabno
in vse dostopnejse je tudi masovno globinsko sekvenciranje
pomnozkov za 16S rDNA, ki je najbolj razsirjen filogenetski
oznacCevalec, pri ¢emer uporabimo celotno bakterijsko
DNA iz vzorcev in lahko za veliko vzorcev naenkrat dobimo
vrstno sestavo in kvantitativno relativno zastopanost po-
sameznih vrst (43). Tak pristop je mozen Sele danes, ko
S0 na voljo celi genomi za Stevilne bakterijske vrste in ko je
ugotavljanje celih genomov pri industrijskih sevih postalo
dosegljivo. Dokler genomi posameznih industrijskih sevov
niso javno dostopni, pa prednosti lahko izkoristijo le proiz-
vajalci sami. Morovic in sod. (43), na primer, so izkoristili
tako javno dostopne genome kot tiste iz lastne podatkovne
zbirke (Du Pont Nutrition and Health), da so skonstruirali
zaCetne oligonukleotide za multiplex PCR, ki so jo uspesno
uporabili za potrjevanje deklariranih in detekcijo nedeklari-
ranih vrst ali podvrst v komercialnih probioti¢nih izdelkih
na ameriSkem trgu.

Dejstvo, da metoda Stetja na plos&ah, ki jo tradicionalno
uporabljamo za ugotavljanje kakovosti probioti¢nih izdel-
kov, ni najprimernejsa, je splosno sprejeto. Med glavnimi
pomanijkljivostmi te metode je nezadostna selektivnost
razpolozljivih gojiS¢, kar lahko vodi v precenjeno Stevilo
posameznih probioti¢nih bakterij. Upostevati moramo tudi,
da sposobnosti razmnozevanja oz. kultivabilnosti probio-
ticnih bakterij v laboratorijskih razmerah ne moremo enaciti
z zivostjo in aktivnostjo. A dokler proizvajalci deklarirajo
probioticne bakterije na izdelkih v enotah cfu/g ali
cfu/enoto izdelka, Stetje na ploscah (50) ostaja nepogre-
Sliva metoda za ugotavljanje kakovosti, vsaj kar zadeva
deklarirano Stevilo probioti¢nih sevov v izdelku. HitrejSe in
velikokrat tudi cenejSe naprednejse metode pa so le do-
brodosla alternativa, uporabna v rutinski kontroli med
proizvodnjo. Za potrjevanje identitete sevov ali vrst pa so
omenjene alternativne metode povsem primerne. Metodi
PCR ali multiplex PCR ostaja Se vedno najuporabnejSa za
potrievanje vrste ali podvrste, pri ¢emer najbolj razsirjien
filogenetski oznacevalec 16S rDNA v zadnjem Casu na-
domescajo z drugimi, kot je npr. gen za glukoza-6-fosfat
izomerazo (pgi) (43).

V Casu, ko smo sooceni s spreminjanjem urejanja podrocja
probiotikov, ne samo v Evropi, ampak tudi v drugih delih
sveta, je pomembno slediti spremembam in razvoju metod,
ki so uporabne tudi za kontrolo kakovosti probioti¢nih iz-
delkov.
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SKLEP

Proizvajalci so se do neke mere odzvali na nova pravila EU
o prehranskih in zdravstvenih trditvah na zivilih, ki veljajo
tudi za prehranska dopolnila. To je opazno v oznacevanju
izdelkov na deklaracijah (ovojnina oziroma prilozeni listiCi z
informacijami) in njihovem oglaSevanju ter trzenju, kjer so
proizvajalci, razen redkih izjem, opustili navajanje pri¢ako-
vanih ucinkov na zdravje ljudi. Podobno kot smo ugotovili
Ze v raziskavi kakovosti probioti¢nih izdelkov iz slovenskih
lekarn pred sedmimi leti, tudi izsledki te raziskave kazejo
na nezadostno kakovost probioti¢nih prehranskih dopolnil,
ki se kaze v odstopaniju pri Stevilu Zivih probioti¢nih bakterij
oz. v odsotnosti deklariranih vrst, ter na potrebo po redni
kontroli kakovosti tovrstnih izdelkov.
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