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Isoleeritud mikroorganismi tiivi Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 ja selle
kasutamine  antimikroobse ning vererdhku alandava probiootikuna ning ravimi
valmistamiseks ning toiduaine realiseerimisaja pikendamiseks ja toiduaines
kontamineerivate mikroorganismide allasurumiseks, tiive sisaldav toiduaine ja

kompositsioon

TEHNIKAVALDKOND

Leiutis kisitleb uut mikroorganismi ja selle kasutamist. Leiutis kuulub biotehnoloogia
valdkonda ja leiab kasutamist toiduainetetddstuses ja meditsiinis. Tdpsemalt késitleb
leiutis probiootilist antimikroobset ja vererdhku alandavat mikroorganismi tiive
Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380. Leiutist saab kasutada funktsionaalse toidu

koostises, nditeks juustus ja vererdhku alandava ravimi valmistamisel.

TEHNIKA TASE

Laktobatsille on laialdaselt kasutatud fermenteeritud toodete valmistamiseks, mida on
tarbitud sajandeid. Viimastel kiimnenditel on laktobatsillid laialdasel kasutusel kui
probiootikud. Probiootikud on elusad inimpéritolu mikroorganismid, mis optimaalsetes
annustes organismi viiduna on kasulikud tervisele. Kdige sagedamini on probiootikud
kasutusel funktsionaalse toidu loomiseks. Funktsionaalne toit on toiduaine, mis peale
toiteliste vddrtuste omab looduslikke lisakomponente (sh. probiootikuid v&i
prebiootikuid), mis kasulikult m&justavad organismi mingeid funktsioone vdi vihendavad
haiguste riski. Probiootikume tarvitatakse kas toidu komponentidena (jogurtid, kreemid,
kohupiimad) vdi mitte-toiduainetena (liiofiliseeritud mikroobikultuurid).

Euroopa riikides on kasutusel mitmeid tervisevdidetega varustatud probiootikume.

Antimikroobsed probiootikumid

Patenditaotlustes on kirjeldatud antimikroobseid probiootikume, mis on suunatud
oportunistlike patogeenide ja toiduga levivate patogeenide vastu, niiteks Salmonella
vastu. Patenditaotluses W0O2008/039531 (Little Columet Holdings KKC) kirjeldatakse
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Lactobacillus acidophilus, L. bulgaricus, L. casei, L. paracasei, L. fermentum, L.
plantanum, L. rhamnosus, L. salivarius, Bifidobacterium bifidum, B. infantis, B. animalis
subsp. lactis, B. longum, Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecalis ja E. faecium
tilvede kasutamist, mis suukaudse manustamise korral vdivad alandada Campylobacter
Jjejuni, E. coli, S. aureus, Vibrio cholera, Bacteroides sp, Clostridium sp,, Klebsiella sp,
Listeria sp, Proteus sp, Salmonella sp, Shigella sp ja Veillonella sp koguseid
seedekulglas.

Patenditaotluses W02008/016214 (Bioneer Corporation) on Kkirjeldatud tiive
Lactobacillus gasseri BNR17. millel on antimikroobne aktiivsus £. coli, S. aureus, S.
typhimurium, B. cereus, L. monocytogenes ja P. mirabilis suhtes.

Asjatundjale on teada, et nditeks juustus on probleemiks mittestarter-laktobatsillid (non
starter lactobacilli, NSLAB), mis kerkivad esile pérast juuretisbakterite toime lakkamist
juustu valmimise kdigus. Nad pdohjustavad tootes mittevajalikku proteoliiisi,

mitmesuguste ebasoovitavate maitseiihendite teket ja juustu kvaliteedi langust.

NSLAB osakaalu juustu valmimisprotsessides pole soovitud médral &nnestunud
mdjustada pH regulaatorite, antioksiidantide ja konservantidega (NaCl). Tulemusi pole
andnud ka mitmesuguseid antimikroobseid tihendeid (piimhapet ja dddikhapet, H,O,)
tekitavate antimikroobsete mikroobide, sh. probiootiliste laktobatsillide lisamine. H,O»
tekitavaid probiootilisi laktobatsille on kirjeldatud mitme autori poolt (Ouwehand, A.C.
Westerlund, Antimicrobial components of lactic acid bacteria. In: Lactic acid bacteria:
microbiological and functional aspects. Eds. Salminen, S: Wright, A., Ouwehand, A.C.
2004, pp 375-395, New York, Marcel Dekker; Hiitt, P Shchepetova, J., Léivukene, K.,
Kullisaar, T., Mikelsaar, M. Antagonistic activity of probiotic lactobacilli and
bifidobacteria against entero- and uropathogens. J. Appl. Microbiol., 2006, 100, 1324-
1332).

Inimorganismist périnevad ja taimsel materjalil leiduvad laktobatsillid kohanevad
halvasti nende jaoks atiilipilises juustukeskkonnas, mida iseloomustab valgu- ja
rasvarikkus ning siisivesikute vidhesus. Seetdttu on olemas vaid iiksikuid probiootilisi
laktobatsille sisaldavaid juuste (Gardiner, G, Ross, R. P. Collins, J. H, Fitzgerald, G,
Stanton. C. Development of a probiotic cheddar cheese containing human derived

Lactobacillus paracasei strains, Appl. Environ. Microbiol., 1998, 64,. 6: 2192-2199;
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Ross, R P, Fitzgerald, G F, Collins, J K, O'sullivan, G C, Stanton, C G. Process for the
manufacture of probiotic cheese, US Patent 6872411, patenditaotlus WO 99/62348 Al),
milles leiduvad probiootilised bakterid sdilitavad paljunemisvdéime, mis on eelduseks
nende flsioloogilis-biokeemiliste omaduste ilmnemisele. Juustust, mis véidetavalt
sisaldas probiootilist bakterit LGG, polnud uurijatel seda vdimalik leida (Coeuret V
Probiotic lactobacilli from feed or cheese origin: enumeration, identification, properties
and specific use. Thesis de Doctoral de Univ. De Caen Basse Normandie, France 2004;
Coeuret V, Dubernet S, Bernardeau M, Gueguen M, Vernon Jp. Isolation,
characterization and identification of lactobacilli focusin mainly on cheeses and other

dairy products Lait, 2003, 269-306).

Toiduseoseliste infektsioonide viltimiseks kasutatakse toitudesse ja organismi selliste
probiootiliste laktobatsillide viimist, millel on tugev antagonistlik aktiivsus patogeenide
vastu. Elusate laktobatsillide (LB) bakteriotsiinide siinteesivdime on oluliseks eelduseks
teiste ldhedaste Gram positiivsete. aga ka Gram negatiivsete bakterite, kaasa arvatud
toidu patogeenide kasvu allasurumisel vdi nende hdvitamisel. Bakteriotsiinid parandavad
produkti kvaliteeti ja pikendavad selle kasutusaega. Selliste antimikroobsete hendite
loomulik siintees LB poolt produktis v&i ka siinteetiliste analoogide lisamine on oluline
toodetes, mille tootmisprotsessis kasutatakse madalamaid temperatuure ja soola
kontsentratsioone, niiteks toorjuustude valmistamisel, seda eriti sooja kliimaga maades
(Lindgren and Dobrogosz Antimicobial compounds, including bacteriocins produced by
LAB increase the self life of the product, FEMS Microbiol Rew 1990, 87 149-164).

Bozast isoleeritud L. plantarum ja L. fermentum tiivedel kirjeldatakse vdimet tekitada
gram-positiivsete mikroobide kasvu inhibeeriva toimega bakteriotsiine, mis on
antimikroobse toimega peptiidid voi valgud (Mollendorff J.W., Todorov, S. D., Dicks,
L:M:.T. Comparison of Bacteriocins Produced by Lactic-Acid Bacteria Isolated from
Boza, a Cereal-Based Fermented Beverage from the Balkan Peninsula Current Microbiol.
2006, 53; 209-216). Mitmetele L. plantarum tuvedele on iseloomulik plantaritsiinide
olemasolu. Alaklassi Ila kuuluvad toidupatogeene hdvitavad bakteriotsiinid, alaklassi IIb
kuuluvad dipeptiidsed laiatoimelised bakteriotsiinid: plantaritsiin EF ja plantaritsiin JK,
samuti ka plantaritsiin S (Maldonado A., Ruiz-Barba JL, Floriano B, Jimenez-Diaz R., Int

J Food Microbiol. 2002, 77(1-2):117-124. “The locus responsible for production of



20

25

30

EE 05340 B1

plantaricin S, a class Ilb bacteriocin, produced by L. plantarum LPCOI10, is widely
distributed among wild-type L. plantarum strains isolated from olive fermentation®).
Niiteks tuntud on L. plantarum tivede LP RIJI ja LPRJL2 kasutamine plantaritsiin S
tootjana aedviljade fermenteerimisel (W0O02/05665, WO0060948, Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas). Viimatinimetatud plantaritsiinid kuuluvad kolitsiinidega
sarnaste antimikroobsete ihendite hulka, mille pohiliseks riindeobjektiks on nende enda
liigi- ja perekonna kaaslased (Heinaru A, Tallmeister E. Shigellade ja colibakterite
tundlikkus kolitsiinidele seoses episoomse resistentsusega ja kolitsinogeensusega voi
dissotsiatsiooniga S-R vormideks. Geneetika, 1971, 7, 5, 113-122 (vene k.)). Seetdttu on
nad véga paljutdotavad ebasoovitavate mittestarter laktobatsillide allasurujatena.

Plantaritsiinide teket reguleerib rida geene, millest osad esinevad alati, teised juhuslikult.
Seetdttu tdheldatakse plantaritsiinide produktsiooni intensiivsuses fenotiiiipilisi erinevusi.
Lactobacillus plantarum tivel 11 Kkirjeldati bakteriotsiini produktsiooniga seotud
genoomset lookust. Kaks nendest geenide operonidest. p/nEFI and pinJKLR, sisaldavad
geenipaare p/nEF ja plnJK, mis kodeerivad kahte véikest katioonset bakteriotsiini-laadset
peptiidi kahekordsete gliitsiini-tiitipi liiderjdrjestustega (Diep, D. B., Havarstein, L. S. &
Nes, 1. F. Characterization of the locus responsible for the bacteriocin production in
Lactobacillus plantarum CI11. J Bacteriol 1996, 178, 4472-4483). Ei ole teada L.
plantarum tivesid, millel oleks plantaritsiini geenide EF ja JK tdiskomplekt ja mis

toimiksid NSLAB allasurujatena.

Vererdhku alandavad probiootikud

Uha rohkem inimesi kannatab metaboolse siindroomi all, mille siimptomite hulka
kuuluvad (lekaal, rasvumine, vere gliikoosisisalduse, vererShu ja mitmete teiste
ateroskleroosi riskimarkerite tdus. Sellest ldhtudes ei ole vdga rasvarikkad toidud (sh
juustud) probleemi-vabad, sest nad vdivad soodustada ateroskleroosi, poletiku ja II tiiiipi
diabeedi riski tdusu ja/vdi lipiidide peroksiidatsiooni (Raff M., Tholstrup T., Basu S.,
Nonboe P., Sorensen MT, Straarup EM. 138.509-514. A diet rich in conjugated linoleic
acid and butter increases lipid peroxidation but does not affect atherosclerotic,
inflammatory, or diabetic risk markers in healthy young men American Society for

Nutrition J. Nutr. 2008, 138:509-514).



20

25

30

EE 05340 B1

Konjugeeritud linoolhape (CLA — conjugated linoleic acid) tdhistab 18-siisinikulise
linoolhappe (LA, cis-9, cis-12-18:2) isomeeride rithma. CLA moodustub looduslikult
biohiidrogeenimise ja oksiidatsiooni protsessides. CLA tekib linoolhappe bakteriaalse
dehiidrogeenimise kdigus méletsejate vatsas, samuti piimanddrmetes vaktseenhappe
konversiooni teel. Konjugeeritud linoothappel on optimaalsetes annustes kindlaks tehtud
tervisele kasulikud omadused, nagu antimikroobne, anti-tumorigeenne, rasvumisevastane,
anti-aterogeenne ja anti-diabeetiline ning teatud anti-allergiline toime. Ka
antihiipertensiivset toimet on ndidatud mitmetes toodes (Inoue K., Okada F., Ito R., Kato
S., Sasaki S., Nakajima S., Uno A., Saijo Y., Sata F., Yoshimura Y., Kishi R. and
Nakazawa H., Perfluorooctane sulfonate (PFOS) and related perfluorinated compounds in
human maternal and cord blood samples: assessment of PFOS exposure in a susceptible
population during pregnancy, Environ. Health Perspect. 112 (2004), pp. 1204—1207). See
aga ei tdhenda, et suuri CLA koguseid sisaldav toit v3iks olla probleemideta. Nii on
ndidatud, et CLA liigrikas toit (5g CLA péevas) viib lipiidide peroksiidatsiooni (LPO)
suurenemisele, mida on ndidatud 8-isoprostaglandiinide F» sisalduse 83% tousuna (Raff
M., Tholstrup T., Basu S., Nonboe P., Sorensen MT, Straarup EM. 138.509-514. A diet
rich in conjugated linoleic acid and butter increases lipid peroxidation but does not affect
atherosclerotic, inflammatory, or diabetic risk markers in healthy young men American
Society for Nutrition J. Nutr. 2008, 138:509-514). Parimaks lahenduseks oleks aga
sellise laktobatsilli tiive kasutamine. millel oleks iiheaegselt nii toote CLA-ga mdddukas
rikastamisvoime kui ka flisioloogiliselt oluline antioksiidantne potentsiaal.
Fiisioloogiliselt olulise antioksiidantsusega LB viimine neisse toiduainetesse sest
antioksiidantsus hoiaks LPO suurenemise kontrolli all ja vdimaldaks rasvarikaste toitude,
nagu juustude biosobivust tdsta, korrigeerides LPO suurenemist samaaegse
antioksiidantse mdjustusega. Tartu Ulikooli patendis EE04580 ja artiklites (Kullisaar T,
Zilmer M, Mikelsaar M, Vihalemm T, Annuk H, Kairane C, Kilk A. Two antioxidative
lactobacilli strains as promising probiotics. Int. J. Food Microbiol., 2002, 72, 215-224;
Kullisaar, T., Songisepp, E., Mikelsaar, M., Zilmer, K.. Vihalemm, T., Zilmer, M.
Antioxidative probiotic fermented goats' milk decreases oxidative stress-mediated
atherogenicity in human subjects. Br. J. Nutr., 2003, 90, 449-456; Truusalu, K. Naaber,
P., Kullisaar, T., Tamm, H., Mikelsaar, R-H., Zilmer. K., Rehema, A., Zilmer, M.,

Mikelsaar, M. The influence of antibacterial and antioxidative probiotic lactobacilli on
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gut mucosa in a mouse model of Salmonella infection. Microbial Ecology in Health and
Disease 2004, 16:4, 180-187) Kkirjeldatud Lactobacillus fermentum ME-3 omab
markimisviarset flsioloogilist antioksiidantset aktiivsust.

Poliiamiinide sisaldus inimeste veres ja eritus uriiniga muutub erinevate polilamiine
sisaldavate toitude tarbimise jdrel, aga on ka tihedas seoses organismi mikroflooras
leiduvate poliiamiinide tekitajate hulgaga, nagu £. coli ja méned anaeroobid (Marino M.
Maifreni M, Moret S., Rondinini G. The capacity of Enterobacteriaceae sp. to produce
biogenic amines in cheese. Letters of Microbiology, 2000, 31, 169-173). Mitmed
toiduained sisaldavad suhteliselt kdrgetes kogustes poliiamiine, nditeks mirkimisvidrseid
koguseid putrestsiini leitakse apelsinidest 1330 pg/100g (Larqué E., Sabater-Molina M.,
Zamora S. Biological significance of dietary polyamines. Nutrition, 2007, 23, 87-95).
Pole aga kirjeldatud selliseid laktobatsillide tiivesid, mis toodaksid mdddukalt CLAd ja
poliiamiine ning omaksid samaaegselt fiisioloogiliselt olulist antioksiidatiivset

potentsiaali.

Vererdhu regulatsioonis osalevad ka mitmed veresoonte seinte jaikust moduleerivad ja
nende kitsenemist/laienemist pdhjustavad faktorid nagu ldammastik monooksiid (NO),
peroksiideeritud lipiidid (LPO), oksiideeritud madala tihedusega lipiidid (ox-LDL),
glutatiooni siisteemi red-oks komponendid GSSG/GSH. Seejuures on LPO, ox-LDL,
GSSG/GSH taseme tdus aterogeenne riskifaktor. Atsetiiiilitud spermidiini ainevahetus
annab lisavdimalusi vasodilatoorseks (vererShku alandavaks) toimeks atsetiiiilitud
vormide ja poliiamiinsete tavavormide kaudu (Myung CS, Blankenship JW, Meerdink
DJ. A mechanism of vasodilatory action of polyamines and acetylpolyamines: possible
involvement of their Ca2+ antagonistic properties, J Pharm Pharmacol. 2000, 52:695-
707).

Piimas leiduvail peptiididel on kirjeldatud vererdhku langetavat toimet angiotensiin
konverteeritava enstiiimi 1 (ACE) inhibeerimise kaudu (Meisel, H. & Bocklemann, W.
Bioactive peptides encrypted in milk proteins: proteolytic activation and
tropho—functional properties. In: Proceedings of the sixth symposium on lactic acid
bacteria: genetics, metabolism and applications. 19-23 September. Veldhoven (W. N.
Konings, O. P. Kuipers, and J. Huis in't Veld., eds.) Kluver Academic Publishers, the
Netherlands. 1999, pp. 207-215 (1999)).
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Lammastikmonooksiid (NO) kuulub bioaktiivsete iihendite hulka, millel on mitmeid
positiivseid toimeid nagu antibakteriaalne toime ja pdletikuvastane toime, vererdhu
langetamine (Janeway, CA, Travers, P, Walport, M, Shlomchik, MJ. 2005.
Immunobiology: The Immune System in Health and Disease. New York, NY: Garland
Science Publishing). NO v&ib vererdhku korrigeerida erinevate toimeradade kaudu nagu
veresoonte  silelihaste [66gastamine, ~ ACE  inhibeerimine,  endogeensete
kaitsemehhanismide (nagu preconditioning) avaldumise soodustamine (Jones SP, Bolli R
The ubiquitous role of nitric oxide in cardioprotection. J Mol Cell Cardiol 2006; 40: 16—
23).

Kéesoleval ajal on teada vdhe probiootilisi mikroorganisme, mis soodustavad voi
endogeenselt toodavad NO-d. Organismis ldmmastikmonooksiidi tootmist soodustavaid
piimhappebaktereid kirjeldatakse Valio Ltd patenditaotlustes EE00200230A ja
EE200200231. EE00200230A késitleb laktobatsilli tiive L. helveticus LBK-16H, DSM
13137, millel on proteoliiiitiline aktiivsus ning mis produtseerib di- ja tripeptiide. Neid
Jaktobatsillaarse fermentatsiooniga kaseiinist saadud di- ja tripeptiide kontsentreerides
nanofiltratsiooniga ja lisades toiduainetele, sh. fermenteeritud piimatoodetele, on saadud
antihlipertensiivseid peptiide sisaldav toiduaine. Patenditaotluses EE200200231
kirjeldatakse, et L. helveticus LBK-16H, DSM 13137 on lisaks di- ja tripeptiidide
tootmisele vdimeline soodustama ldmmastik monooksiidi tekitamist kahes rakuliinis
(hiire ja inimese enterotsiilidid). Tiivi aitab kaasa vererShu langetamisele peptiidide ja
NO tekitamise kaudu. Patenditaotluse autorid mérgivad, et bakterirakud iiksi NO-d ei
produtseerinud (lk.13, rida 8-9).

USA patendis US7183108 (Compagnie Gervais Danone, 2007) on Kkirjeldatud, et
Lactobacillus casei’l on pdletikuvastane toime NO tootmise suurendamise tdttu (NO-d
toodavad proinflammatoorsete tsiitokiinide poolt aktiveeritud enterotsiiiidid), ja ka
vastupidi - NO tootmise vdhenemise tottu kui enterotsiiiidid on aktiveeritud
proinflammatoorsete tsiitokiinide ja bakteriaalsete lipopoliisahhariidide poolt.

Korhonen et al. 2001 (Korhonen K, Reijonen TM, Remes K, Malmstrom K, Klaukka T,
Korppi M. Reasons for and costs of hospitalization for pediatric asthma: A prospective 1-

year follow-up in a population-based setting. Pediatr Allergy Immunol 2001:12:331-338)
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on nididanud, et Lacrobacillus rhamnosus GG vdib suurendada NO tootmist soolestiku
epiteelirakkude voi proinflammatoorsete tsiitokiinide poolt ja viidanud, et Lactobacillus
rhamnosus GG kasulikud omadused vdivad olla seoses NO-ga.

Euroopa patendis EP0951290 (Laboratories Standa S.A., 2002) kirjeldatakse NO-d
tootvaid propioonibaktereid kompositsiooni valmistamiseks, mis toodab NO-d
seedekulglas, ilmselt enterotsiilitides. Samas on maérgitud Lactobacillus farciminis, kuid
vilistavalt, sest katsetulemused néitasid, et tema poolt toodetava NO kogus ei olnud
markimisviadrne. USA patendis US7294337 (Institut National de la Recherche
Agronomique, 2007) on ndidatud, et L.farciminis siiski toodab seedekulglas sellises
koguses NO-d, mis on piisav ravitoime saavutamiseks, tdpsemalt pdletikuvastaseks
toimeks ja peritoneumi venitusest tekitatud valu alla surumiseks.

Uhes uurimuses on niidatud, et Z.fermentum tiivi LF1 oli voimeline MRS puljongist ilma
organismi rakkude abita tootma NO-d aeroobsetes tingimustes. Nende autorite poolt
testitud L. plantarum DSM9843 (LP2) ei olnud selleks vdimeline erinevalt meie L.
plantarum Tensia tiivest (J.Xu, W.Verstraete. Evaluation of nitric oxide production by
lactobacilli. Appl. Microbiol.Biotechnol., 2001, 56:504-507). Sellise omadusega tiive
viimine probiootikumina inimese organismi vdimaldaks kasutada seda vererShu
korrigeerimiseks tdnu NO tekitamise vdimele ja NO toimeradadele vererShu

korrigeerimises (vt eespool).

Probiootiliste laktobatsillide valikut piirab peale puuduliku elutsemisvdime toidutoodetes
ka veel vihene ellujagdmus mao ja kaksteistsdrmiksoole kuhu saabub sapp, ldbimisel.
Seetdttu otsitakse probiootikute jaoks selliseid laktobatsille, mis pérast iilemise
seedetrakti osa ldbimist oleksid eluvdimelised jdmesooles. Rahvusvahelises
patenditaotluses WO 91/05850 Tartu Ulikool jt, 1989) kirjeldatakse L. plantarum 38
tiive, mis on kasulik mikrofloora korrigeerimiseks jamesoole diisbakteriooside korral.
Euroopa patendis EP0554418 B1 (Probi AB, 1998) kirjeldatakse L. plantarum 299
(DSM  6595) tiive head kolonisatsioonivoimet soolestikus ja selle kasutamist
fermenteeritud kaerajoogis kirurgiliste sooleinfektsioonide vastu. Rahvusvahelises
patenditaotluses WO2007/003917 A1 (Matforsk AS jt, 2006) kirjeldatakse Lactobacillus
plantarum DSM 16997 (DSM 17320) tiivede ja nendest périneva tiive L. pentosus
(DSM17321) kasutamist juuretisbakterina lihatoodetes. Autorite jargi toimivad need
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mikroobid ka probiootikuna inimese mikrofloora tasakaalu parandamiseks, surudes alla
soolestikus  mittesoovitavaid haigusttekitavaid baktereid, samuti kommensaalset
Escherichia coli’t, mille tdestuseks esitatakse selle tiive ja patogeenidega tehtud in vitro
katsete tulemused. Seevastu in vivo (katseloomadel) patogeenide allasurumise tdestust ei
esitata. Samuti ei esitata tdestusi mittestarter laktobatsillide (NSLAB) allasurumise kohta,
kuigi vorreldakse nende elulemust vorstitoodetes madala pH juures. Ilma tdestusteta
(oletamisi) omistatakse tiivele immuunsiisteemi stimuleerimist, sepsise tekke
vihendamist kirurgilise ravi jérel, ja patsiendi hea tervise saavutamist nimetatud tiivede
organismi viimise jdrgse mojustusena.

Patent EE04097 Bl (Probi AB, 2003) kirjeldab Lactobacillus plantarum 299v (DSM
9843) kasutamist kuseteede infektsioonide raviks, kusjuures see tiivi on vdimeline oma
mannoos-spetsiifilise adhesiini tdttu kinnituma inimese soolestiku limaskestale ja
vbistlema kahjulike kuseteede patogeenidega kinnistumise osas. K&igil neil tiivedel on
omavahel ja kdesoleva leiutise objektiks olevast tiivest Lactobacillus plantarum Tensia

eristuv kromosoomi profiil, mida on véimalik madrata REA (restriktsiooni ensiiiimi tiiiip)

jargi.

LEIUTISE OLEMUS

Leiutis kasitleb uut isoleeritud mikroorganismi tiive Lactobacillus plantarum Tensia
DSM 21380 ja selle kasutamist antimikroobse ning vererdhku langetava probiootikuna
ning vererhku alandava ravimi valmistamiseks, toiduaine realiseerimisaja
pikendamiseks ja toiduaines kontamineerivate mikroorganismide allasurumiseks, aga ka
nimetatud mikroorganismi sisaldavaid toiduaineid (piimatooteid, niiteks fermenteeritud
tooted, juust jt) ja kompositsiooni.

Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 kui antimikroobne probiootik tekitab
antimikroobseid tihendeid ~ piimhapet, dddikhapet, CLA-d, NO-d ja H,O, —d ning omab
plantaritsiini geenide EF ja JK komplekti II b klassi plantaritsiini kui antimikroobse
tihendi tootmiseks. In vitro surub Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 oma
metaboliitide toimel alla nii NSLAB kui enteropatogeene. Tiivel on paljunemisvdime ka
madalatel temperatuuridel ja stisivesikute vaeses tootes (nt juust), muutudes

laktobatsillide hulgas domineerivaks.
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Lisaks antimikroobsusele on Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 ka
antihlipertooniline antiokstidatiivne probiootik, mis toimib sellisena tinu NO, CLA
tekitamisele ja antioksiidantsusele, in vitro tekitab vidhestes hulkades poliiamiine
tiiramiini ja putrestsiini ning prevaleerib vabatahtlike sooleflooras pérast Lactobacillus
plantarum Tensia DSM 21380 sisaldava juustu kolmeniddalast tarbimist, kus katsealuste
soolkanali laktoflooras oli tdheldatav Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 hea
kolonisatsioonivdime, esinedes feetseses bakterioloogiliselt ja DGGE profiili alusel.
Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 suurendab putrestsiini ja atsetiileeritud

spermidiini ringkdiku organismis, langetades nii siistoolset kui diastoolset vererdhku.

TUVE KIRJELDUS

Leiutise objektiks olev Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 tiivi isoleeriti terve
lapse roojast Eesti-Rootsi laste mikrofloora vordleva uuringu kdigus. Mikroorganismi
tivi Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 isoleeriti, kiilvates terve 1 a. vanuse
lapse rooja lahjendusi (10°-107 fosfaatpuhvris 0,04% tioglitkoolhappega, pH 7.,2).
Lahjendused kiilvati vérskelt valmistatud MRS agarséstmele (Oxoid) ja kultiveeriti 37°C
juures mikroaeroobses keskkonnas. Leiutise objektiks olev tiivi isoleeriti Lactobacillus sp
iseloomuliku pesa- ja rakumorfoloogia alusel. Jargnes provisoorne ja seejirel tdpsem
identifikatsioon, mida jargnevalt kirjeldatakse.

Mikroobitiive pédrinemine terve lapse seedetraktist tdestab selle GRAS (generally
recognised as safe) staatust ehk mikroobitiivi on inimesele ohutu ja sobib suukaudselt
manustamiseks.

Lactobacillus  plantarum Tensia tiivi deponeeriti kultuurikollektsioonis Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH numbri DSM 21380 all
16.04.2008.

Kultuur-morfoloogilised tunnused on méiratud MRS agar ja puljongsédtmes (OXOID)
kasvatamise jdrgselt. Lactobacillus plantarum Tensia on korrapdrase kujuga eosteta
keskmise jameduse ja pikkusega Gram-positiivne pulkbakter, mille {iksikrakud asetsevad

tiksikult, paariti v&i paralleelsete ahelatena.

Fiisioloogilis-biokeemilised tunnused
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Mikroobitiive kultiveerimiseks sobib MRS puljong 24-48 tundi mikroaeroobses
keskkonnas, mille jarel ilmneb puljongis {ihtlaselt higune kasv. Pdrast 48 tunnist MRS
agarsodtmel kultiveerimist 37°C juures mikroaeroobses keskkonnas (CO,/O,/Na: 10/5/85)
on mikroobipesad 2-2,5 mm ldbimddduga, valged, kumerad, ldikivad ja korrapirase
ddrisega.

Tiive optimaalne kasvutemperatuur on 37°C; tiivi paljuneb ka 15°C ja 45°C juures.
Optimaalse kasvukeskkonna pH on 6,5.

Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 tlivi on katalaas- ja oksiidaasnegatiivne,
fakultatiivselt heterofermentatiivne, ei hudroliiiisi arginiini ja ei produtseeri gliikoosi

fermentnatsioonil gaasi.

Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 identifitseeriti biokeemilise aktiivsuse
alusel API SOCHL System (bioMérieux. Prantsusmaa) test-kiti abil kui Lactobacillus
plantarum (Kattuvus tliliptilvega: excellent, 1D %-99,9, T index -0,86. Vordlus
referentstiivega Lactobacillus plantarum ATCC 14917 kinnitas APl 50CHL abil

eelnevalt tehtud identifikatsiooni.)

Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 siisivesikute fermentatsiooniprofiil API
CHL 50 alusel on alljdrgnev. Tiivi fermenteerib: riboosi, L-arabinoosi, galaktoosi, D-
gliikoosi, D-fruktoosi, D-mannoosi, mannitooli, D-rafinoosi, o metiiiil-D-mannosiidi, o
metiilil-D-glitkosiidi, N atsetiilil-gliikoosamiini, amiigdaliini, arbutiini, eskuliini,
salitsiini, tsellobioosi, maltoosi, laktoosi, melibioosi, D- arabinoosi, sahharoosi,
trehhaloosi, meletsitoosi, B-gentibioosi, D-turanoosi, glilkonaati ja vihesel méiral

tirklist.

APl ZYM (bioMérieux, Prantsusmaa) test-kiti alusel omab Lactobacillus plantarum
Tensia DSM 21380 leutsiin artitilamidaasi, happelise fosfataasi, a- gliikosidaas, B -
glilkosidaas aktiivsust ja atsetoini tekitamise vdimet. Tiivi omab ndrka valiin
ariililamidaasi, naftool-AS-Bl-fosfohiidrolaasi, esteraasi (C4), esteraasi (C8), tsiistiini

arliilamidaasi, B-galaktosidaasi ja N-atsetiiiil- B-glukosaminidaasi aktiivsust.
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Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 molekulaarne identifikatsioon toimus ITS-
PCR  (Internal-Transcribed Spacer Polymerase Chain Reaction) abil vordluses

referentstiivega Lactobacillus plantarum ATCC 14917 (Joonis Fig.1).

Metoodika: Tiive identifikatsioon toimus ITS-PCR (/nternal-Transcribed Spacer
Polymerase Chain Reaction) abil vordluses referentstiivega L. plantarum ATCC 14917.
DNA eraldati Lactobacillus isolaatidest lusostiimi (Serva, Sweden; 20 mg/ml),
mutanoliisiini (Sigma; 0,5 mg/ml) ja proteinaas K lahuse abil (Fermentas, Leedu; 14,6
mg/ml). DNA amplifitseeriti | x Taq poltimeraasi puhvris, mis sisaldas 1,5U Tag DNA
poliimeraasi (Fermentas, Leedu), 0,5 puM praimereid (16S-1500F and 23S-32R; DNA
Technology AS), 200 pM dNTP (desoksiinukleotiidtrifosfaatide) segu (Amersham
Pharmacia Biotech, Saksamaa), 2 mM MgCl, ja 2 ul uuritavat DNA-d.

PCR produkt restrikteeriti kasutades 7agq [ restriktsiooniensiiiimi (Fermentas, Leedu).
PCR produkt eraldati 2% agaroosgeelis 1x TBE puhvris pingel 100 V. Produktid

visualiseeriti UV valguses ja varreldi referentstiivega L. plantarum ATCC 14917.

Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 molekulaarsed nipujdljed vorreldes L.

plantarum kontrolltiivega méérati pulssvilja-geel- elektroforeesi meetodil (Joonis Fig. 2).

Metoodika: Laktobatsillide DNA uurimiseks pulssvilja-geel-elektroforeesiga (PFGE)
kasvatati laktobatsilli tiived 37°C juures 24 tundi MRS s66tmes ning viljakasvanud
mikroobirakke pesti SE puhvris (7SmM  NaCl, 25mM EDTA, pH=7.4),
bakterisuspensiooni optiline tihedus reguleeriti (ODggo ligikaudu 1,5). Bakteriraku seina
[Ghustamine toimus EC puhvris (50mM EDTA (pH 8.5), 0,5% Na-lauriiiilsarkosiini,
0.2% Na-deoksiikolaat, 2mg/ml liisostitimi, 10U mutanoliisiini) ning seejirel toodeldi
proteinaas K (Img/ml) sisaldava puhvriga (100 mM EDTA-1% sarcosyl-0.2%
deoxycholate, pH 8,0). Liiiisitud “punnid” pesti TE puhvris ja 16igati 2 mm 1digud, mis
restrikteeriti ensiiimiga 50U Not I (Bio-Rad) iiletd. Geel pandi elektroforeesi aparaati
(CHEF-DR II; Bio-Rad) 22 tunniks 14°C juures. Elektroforeesi tulemusena saadud

laktobatsillide restriktsiooni muster pildistati UV illuminaatoris.
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Resistentsus antibiootikumidele

Metoodika: Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 antibakteriaalset tundlikkust
antibiootikumidele testiti E-testi abil (AB Biodisk, Solna).

Minimaalne inhibeeriv kontsentratsioon médrati vastavalt Euroopa Komisjoni (EUC)
soovitatud epidemioloogilistele murdepunktidele.

Tabel 1. Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 antibakteriaalne tundlikkus

Antibiootikum MIK* MIK* Referentsvédrtused e. epide-

(ng/ml) (ng/ml) mioloogiline—MIK  (ug/ml)
murdepunkt resistentsusele

L.plantarum Kontrolltiivi
Tensia L.plantarum
DSM 21380 DSM 21379

Ampitsilliin 0,25 0,19 4

Gentamiitsiin 1,5 1 64

Streptomitsiin 16 6 64

Eriitromiitsiin 0,19 0,25 4

Klindam{tsiin 0,032 0,016

Tetratstikliin 8 6 32

Kloramfenikool 2 2

Tsiprofloksatsiin 32 32 4

Kinupristiin/ 1 1 4

dalfopristiin

*minimaalne inhibeeriv kontsentratsioon

Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 tiivel ei esinenud resistentsust uuritud
antibiootikumide suhtes. Tsiprofloksatsiini osas tdheldati korgemat MIK, milliseid
liigispetsiifilisi tlivesid on kirjeldatud varemgi. Seega on tden#oliselt tegemist nn.
metsikut tiitipi tlivega (Vankerckhoven V, Huys G, VancanneytM, Vael C, Klarel,
Romond M-B,. Entenza ] M, Moreillon P, D. Wind R. Knol J, Wiertz E, Pot B.,
Vaughan E. E, Kahlmeter G, Goossens H. Biosafety assessment of probiotics used for
human consumption: recommendations from the EU-PROSAFE project. Trends in Food
Science & Technology 2008; 19: 102el14) ja antud mikroobi kasutamisel
probiootikumina ei ole eeldatav antibiootikumresistentsuse geenide horisontaalne levik

teistele mikroobidele.
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Funktsionaalsed omadused
Metaboliitide profiil
Metoodika: Metaboliitide profiil on kindlaks tehtud gaaskromatograafiliselt (Hewlett-
5  Packard mudel 6890) mikroaeroobses kasvukeskkonnas inkubeerimisel 24 ja 48 t jérel
(Tabel 2). Laktobatsille kasvatati 48 t MRS agarsodtmel 10% CO, keskkonnas, tehti
suspensioon 0,9% NaCl lahusesse tihedusega 10° mikroobi/ml McFarlandi jérgi, saadud
suspensioonist 1,0 ml kiilvati 9,0 ml MRS vedels66tmesse. Méérati metaboliitide hulk
mmol/l, kasutati kapillaarkolonni HP-INNOWax (15 m x0,25 mm; 0,15 um). Kolonni
10 temperatuuri programm 60°C 1 min, 20°C/min 120°C 10 min; detektor (FID) 350°C.
Vesinikperoksiidi md&tmised viidi 14bi elavate rakkudega. Kasutati elektrokeemilist
modtmist Apollo 4000 vaba radikaalide anallisaatoriga (WPI, Berlin, Saksamaa)
rakendades ISO-HPO2 ja ISO-NOP tiiiipi elektroode. Elektroodid viidi 500 ul 24 t MRS
puljongis (Oxoid, U.K.) kasvanud rakukultuuri. ISO-HPO2 elektroodide signaale
15 registreeriti paraleelselt 5-7 minutit ja arvutati keskmine signaalitugevus antud aja
jooksul. Iga eksperimentaalne punkt mdddeti 4 sditumatu paralleeliga ja iga paralleel
mdoddeti kaks korda. Kontsentratsioonide hindamiseks koostati standardkdverad, mille

pdhjal arvutati signaali tugevuse soltuvus vesinik peroksiidi kontsentratsioonist.

20  Tabel 2. Aidikhappe, piimhappe ja merivaikhappe kontsentratsioon (mmol/l) MRS
s6otmes Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 mikroaeroobsel kultiveerimisel 24

ja 48 t jooksul ja H,O, kontsentratsioon (ng/ml) tervetel rakkudel ja rakuliisaadis

L. Aidikhape Piimhape Merivaik-hape H,0,
plantarum (mmol/l) (mmol/) (mmol/) (ug/ml)
24 t 48t 24t 48t 24t 48t Terved rakud
24 1
Tensia 1,4 1,7 112,2 129,2 0.6 0,6 196,4 + 128,8
DSM 21380
DSM 21379 | 2,1 2,4 133,3 186,6 0,6 0,6 288,9 +175,8

Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 tekitab méarkimisvéirselt korgetes hulkades
25  piimhapet, dddikhapet ja rohkesti H,O,, viimast Apollo signaalide jargi siiski vdhem kui

kontrolitiivi.
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Antimikroobne aktiivsus patogeenidele ja mittestarter laktobatsillidele
Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 avaldab in vitro MRS agars66tmel
antagonistlikku toimet mittestarter laktobatsillide ja mitmete enteropatogeenide suhtes

(Tabel 3), mis vdimaldab tlive kasutada toiduainete realiseerimisaja pikendamiseks.

Tabel 3. Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 antimikroobne aktiivsus
patogeenidele ja mittestarter laktobatsillidele modifitseeritud MRS agarsé6tmel

(patogeeni kasvupidurdus mm)

Patogeen Kasvupidurdustsoon (mm)
Mitte-starter laktobatsillid (NSLAB) 8,6 £4,07
Listeria monocytogenes ATCC 51774 25,1+ 1.7

Yersinia enterocolitica (kliiniline tiivi) 13,5+ 1,7

Salmonella enteritidis 252 +1,5
S. enterica serovar Typhimurium 22,8 +0,1
Shigella sonnei 25,1£1,6
Escherichia coli 29,8 £3,7
Enterobacter sakazakii 18,5%3.6
Campylobacter jejuni 129+5.2

Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 antimikroobne aktiivsus oli in vitro triip-
katses (surmatud rakud ja nende eritatud metaboliitide toime) suurim £. coli suhtes,
millele jargnesid Salmonella sp., Shigella ja Listeria pidurduse aktiivsus, madalaim
aktiivsus oli Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 tiivel teiste laktobatsillide
(NSLAB) suhtes.

Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 antimikroobne aktiivsus 4°C juures

psiihrofiilsete patogeenide suhtes

Lisajuuretisena kasutatavate laktobatsillide tiivede puhul on oluline hinnata
antimikrooobset aktiivsust psiihrofiilsete toidutekkeliste patogeenide suhtes ka 4°C juures

(s.0. toidu sdilitustemperatuuril).
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Metoodika: Laktobatsilli  antimikroobsete  omaduste  hindamiseks  kasutati

joonkiilvitehnikat (Hutt P, Shchepetova J, Loivukene K, Kullisaar T, Mikelsaar M.

Antagonistic activity of probiotic lactobacilli and bifidobacteria against entero- and
uropathogens. J Appl Microbiol. 2006; 100(6):1324-32).

Patogeenide inhibitsiooni méddramiseks moddeti kasvuvaba tsoon millimeetrites.
Analoogselt Hiitt jt. (2006) jargi arvutati kasutatud valimi tulemuste pdhjal aritmeetiline
keskmine ning standardviga ja sellest ldhtuvalt hinnati tiivede antagonistlikku aktiivsust
(mm) jargnevalt: 4°C juures — ndrk <14,6; keskmine 14,6-21,4; tugev>21,4. Kdiki katseid

korrati paralleelselt vahemalt kolm korda.

Tabel 3A. Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 antagonistlik aktiivsus (mm)

joonkiilvi meetodil 4°C juures inkubeerimisel 3 nidalat

Patogeen L. plantarum Tensia (DSM 21380)
Listeria monocytogenes ATCC 13932 18,8+1,0
Listeria monocytogenes ATCC 51774 18,513,0
Y. enterocolitica (Kliiniline tiivi) 19,0+2,9

Inhibitsioonitsoon (mm-s): ndrk <14,6; keskmine 14,6-21,4; tugev>21,4

L. plantarum Tensia (DSM 21380) metaboliidid suudavad 4°C juures pidurdada

psiihrofiilsete L. monocytogenes ja Y. enterocolitica elutegevust.

Kasvukeskkonna ja inkubatsioonitemperatuuri mdoju Lactobacillus plantarum

Tensia DSM 21380 antimiroobsetele omadustele

Metoodika:

Kasvukeskkonna ja temperatuuri mdju hindamiseks L. plantarum Tensia DSM 21380
antimikroobsete komponentide tootmisele kasutati erinevaid inkubatsioonitemperatuure
(15°C; 30°C ja 37°C) ning erinevaid kasvukeskkondi (MRS puljong ja standardiseeritud

Jjuustupiim). Inkubatsioonitemperatuuril 30°C ja 37°C kasvatati laktobatsilli 20-22 tundi
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ning inkubatsioonitempertuuril [5°C kasvatati laktobatsille 30 pédeva (juustumudel)
Antagonistlikku aktiivsust médrati kiimnepéevaste intervallidega.

Paralleelselt tehti katsed naturaalse supernatandiga (pH vahemikus 3,65-3,85) ja
neutraliseeritud supernatandiga (pH vahemikus 6,0+0,15), et vilistada orgaaniliste hapete
mdju. Antimikroobset aktiivsust hinnati tilkdifusioontestiga (agar drop diffusion test)
(Jimenez-Diaz R., Rios-Sanchez R.M., Desmazeaud M.. Ruiz-Barba J.L.. and Piard J.-C.
(1993) Plantaricins S and T, Two New Bacteriocins Produced by Lactobacillus plantarum
LPCOI10 Isolated from a Green Olive Fermentation. Appl. Environ. Microbiol. 59, 1416-
1424) Listeria monocytogenes ATCC 51774 ja ATCC 13932 suhtes.

Tabel 3B. Erinevate inkubatsioonitemperatuuride (30°C ja 37°C) ja supernatandi pH
(naturaalne: pH 3,65...3,85 ja neutraliseeritud: pH 6,0+0,15) mdju MRS puljongis
kasvatatud L. plantarum Tensia supernatandi antagonistlikule aktiivsusele Listeria

monocytogenes suhtes (patogeeni kasvu inhibitsioonitsoon millimeetrites)

30°C 37°C
Tavi naturaalne neutraalne naturaalne neutraalne
L. plantarum Tensia 5,1¢1,4* 3,742.6" 5,440,5°% 4,242 08
DSM 21380
L. plantarum DSM 21379 1,14£2,1 1,112, 1 1,442,2 1,4+2.3

*p=0,03; 'p=0,04

Piimas 20-22 tundi 30°C ja 37°C juures kasvanud L. plantarum Tensia DSM 21380

supernatant ei omanud antagonistlikku toimet testitud L. monocytogenes tiivede suhtes.

Laktobatsillide poolt toodetud bakteriotsiinide toime on tugevam happelisemas
keskkonnas, kuna sel juhul toimivad siinergiliselt kdik mikroobi toodetud erinevad
antimikroobsed {ihendid. Optimaalseks bakteriotsiinide toimimise vahemikuks loetakse
pH 5,0...7.0 (Atrih A., Rekhif N., Moir A.J.G., Lebrihi A. and Lefebvre G. (2001) Mode
of action, purification and amino acid sequnce of plantaricin C19, an anti-Listeria
bacteriocin produced by Lactobacillus plantarum CI19. Intern. Journal of Food

Microbiol. 68, 93-104; Mezaini A., Chihib N.-E., Bouras A.D., Nedjar-Arroume, N. and
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Hornez, J.P. (2009) Antibacterial Activity of Some Lactic Acid Bacteria Isolated from an
Algerian Dairy Product. J. of Environ. And Public Health.1-6).

MRS puljongis kasvatatud L. plantarum Tensia DSM 21380 supernatandi antimikroobne
aktiivsus sdltus pH viirtustest - naturaalse supernatandi (pH 3,65...3,85) antimikroobne
aktiivsus oli testitud listeeria tiivede suhtes oluliselt parem kui neutraliseeritud
supernatandil (Tabel 3B).

MRS puljongis kasvanud L. plantarum Tensia DSM 21380 supernatandi antagonistlik

aktiivsus soltus tiive inkubatsioonitemperatuurist olles tugevam 37°C juures (Tabel 3B).

Tabel 3C. Madala inkubatsioonitemperatuuri (15°C) ja erineva kasvukeskkonna (MRS ja
piim) mdju L. plantarum Tensia supernatandi listeeriavastasele antimikroobsele
aktiivsusele 30 pdeva jooksul MRS puljongis ja piimas inkubeerimisel (patogeeni kasvu

inhibitsioonitsoon millimeetrites)

Tiivi MRS Piim
10. pdev | 20.péev | 30.pdev | 10.pdev | 20.pdev | 30. piev
L. plantarum 5,6+0,8 5,813 7,114 0 3,0£2,3 6,0+0,7
Tensia
DSM 21380
L. plantarum 0 0,6+1,1 1,9+£2.6 0 2,2+2.8 0
DSM 21379

15°C juures MRS puljongis kasvanud L. plantarum Tensia DSM 21380 supernatant omas
antagonistliku aktiivsust alates esimesest mddtmisest (10. inkubatsioonipdev).

Piimast eraldatud L. plantarum Tensia DSM 21380 supernatandil tiheldati listeeriavastast
alates 20. inkubatsioonipdevast ning supernatandi

antagonistlikku  aktiivsust

antimikroobsed omadused sdilisid ning tugevnesid mdnevdrra inkubatsiooniperioodi
16puks. Piimas kasvanud tiivelt eraldatud supernatandi antimikroobsed omadused olid
kasvanud laktobatsillide

oluliselt ndrgemad (p<0,01) vd&rreldes MRS puljongis

supernatandiga.

Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 bakteriotsiini geenid
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Metoodika: Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 bakteriotsiini geenide
médramise aluseks oli Lactobacillus plantarum WCFS1 geenid pinE, pinF pinJ ja plnK.
Nimetatud geenid kodeerivad bakteriotsiinide prekursorpeptiide (Lactobacillus
plantarum WCFS1 genoomi annotatsioon — Kleerebezem ef al 2003. Complete genome
sequence of Lactobacillus plantarum WCFSI1. Proc Natl Acad Sci U S A. 2003 Feb 18;
100 (4): 1990-5). PCR praimerid disainiti programmiga Primer Express®. Lactobacillus
plantarum  WCFS1 annoteeritud genoom laeti alla NCBI genome browser’st
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genomes/).

Disainitud praimerid téhistati EIF, EIR, FIF, FIR, JIF, JIR, K2F, K2R (vt. Jérjestuse

loetelu) ja nende kasutamisel PCR-reaktsiooonis saadi positiivne signaal kdikide
eelpoolnimetatud jérjestuste puhul. Testimisel kasutati positiivse kontrollina L. plantarum

BAA-793 NCIMB 8826 ja negatiivse kontrollina tiive L. plantarum DSM 21379.

Tabel 4. Amplifitseeritud PCR produktide olemasolu Lactobacillus plantarum Tensia
DSM 21380 genoomses DNA-s bakteriotsiinigeenidele pinE, pinF, pinJ ja pinK

spetsiifiliste praimerite kasutamisel.

Geenid
plnE pinF plnJ plnK
L. plantarum BAA-793 (NCIMB 8826) + + + +
L. plantarum Tensia DSM 21380 + + + +
L. plantarum DSM 21379 + + - -

L. plantarum Tensia DSM 21380 antagonistlike toimete pohjustajateks on koos teiste
antimikroobsete tihenditega ka eelpoolnimetatud geenide produktid s.o. antimikroobsed
peptiidid. Peptiidid E ja F ning J ja K peavad olema ekspresseeritud itheaegselt, kuna

maksimaalne toime saavutatakse mdlema peptiidi koostoimel.

Konjugeeritud linoolhappe tekitamine L. plantarum Tensia DSM 21380 poolt
Metoodika: Midramisi tehti MRS sé6tmes (de Mann-Rogosa-Sharpe, Oxoid, UK) ja
16ssi s66tmes spektrofotomeetrilise analiiiisiga

MRS so6tmes 39,9 mg/l (mbdddukas)

L3ssis 19,2 mg/l (mdddukas)
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Juustus 3.0+ 0,3 mg/g

Limmastikmonooksiidi (NO) tekitamine L. plantarum Tensia DSM 21380 poolt

Metoodika 1. Limmastikmonooksiidi mddtmised viidi 14bi elavate rakkudega. Kasutati
elektrokeemilist modtmist Apollo 4000 vaba radikaalide analiisaatoriga (WPI, Berlin,
Saksamaa) rakendades ISO-NOP tiilipi elektroode. Elektroodid viidi 500 pl 24t MRS
puljongis (Oxoid, U.K.) kasvanud rakukultuuri. ISO-NOP elektroodide signaale
registreeriti 5-7 minutit ja arvutati keskmine signaalitugevus antud aja jooksul. Iga
eksperimentaalne punkt maddeti 4 sdltumatu paralleeliga ja iga paralleel mdddeti kaks
korda. Kontsentratsioonide hindamiseks koostati standardkdverad, mille pdhjal arvutati

signaali tugevuse s6ltuvus lammastikoksiidi kontsentratsioonist.

Tabel S A. L. plantarum Tensia DSM 21380 tekitatud NO kontsentratsioonid (uM)

Tiive number NO kontsentratsioon (UM)
L. plantarum Tensia DSM 21380 2,6 +0,8
L. plantarum DSM 21379 2,7+ 1,2
L. coprophilus 2,1+ 1,1
L. plantarum 2,1+0,9
L. paracasei ssp paracasei tivinr | 1,3£0,8
L. paracasei ssp paracasei tiivi nr 2 1,8 +0,9
L. paracasei ssp paracasei tiivi nr 3 28+ 1.6
L. buchneri 2,0+ 1,1

L. plantarum Tensia DSM 21380 oli iiks parimaid NO tekitajaid vorreldes 8 teise

Lactobacillus sp tiivega.

Metoodika 2. Lammastikmonooksiidi produktsiooni md&ddeti 24t  vanustel
mikroobirakkudel, mida oli inkubeeritud 10ml MRS puljongis, mis sisaldas 3 v&i 30 mg
NaNO3

MGootmisi teostati Apollo 4000 vaba radikaalide analiisaatoriga nagu eelpool kirjeldatud.

Tabel 5B.



15

20

EE 05340 B1

21
Tiivi NaNO; NO kontsentratsioon (uWM)
kontsentratsioon MRS puljongis
MRS puljong 0.0+0.0
MRS puljong -0.1%£0.0
L. plantarum Tensia DSM 21380 | 3 mg NaNO; 45+09
30 mg NaNOs 11.04£2.2
MRS puljong 0.7+04
L. plantarum DSM 21379 3 mg NaNO; 4.1+5.3
30 mg NaNO, 54+6.0

L. plantarum Tensia DSM 21380 poolt tekitatav NO hulk on sdltuv NaNO;
kontsentratsioonist soGtmes.

Lubatud NaNOj3 hulk soolatud tootedes voi konservides on 300 mg/kg ja juustu puhul
150 mg/kg (http://www.riigiteataja.ee/ert/act.jsp?id=12937247).

Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 antioksiidantne aktiivsus

Metoodika: TAA ja TAS mddramiseks laktobatsillide tiivede mikroobirakkudel L.
plantarum Tensia DSM 21380 inkubeeriti MRS puljongis (Oxoid, U.K.) 24 t 37°C
juures. Mikroobirakke tsentrifuugiti temperatuuril 4°C 1500 pddret/min 10 min jooksul,
pesti isotoonilise soolalausega (4°C) ja supendeeriti 1,15% KClI (Sigma, USA).
Suspensiooni tiheduseks oli ODggy 1,1 juures 10° mikroobirakku/ml. Totaalset
antiokstidantset aktiivsust (TAA) médrati linoleenhappe testi (LA-test) abil (Kullisaar, T,
Songisepp, Mikelsaar M, Zilmer, K, Vihalemm, T, Zilmer, M. British J of Nutrition.
Antioxidant probiotic fermented milk decreases oxidative stress-mediated atherogenicity
in human. 2003, 90, 2, 449-456) ja totaalset antioksiidatiivset staatust (TAS)
kommertsiaalse kiti abil (TAS, Randox Laboratories Ltd.,UK) (Tabel 6).

Tabel 6. Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 totaalne antioksiidantsus (TAA) ja

totaalne antioksiidatiivne staatus (TAS)

Tiive nr. TAA (%) TAS (mmol/I)
L. plantarum DSM 21380 2245 0,05+0,02
L. plantarum DSM 21379 26+1,2 0,13+0, 04

TAA ja TAS niitajad olid L. plantarum Tensia DSM 21380 puhul mdnevdrra
madalamad kui L. plantarum DSM 21379-puhul. Vdrreldes antioksiidantse tiive L.
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Jermentum ME-3 (DSM14241) niitajatega, olid saadud véirtused madalamad (ME-3,
TAA: 29+0,7; TAS: 0,16+0,03).

In vitro poliiamiinide tekitamine Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 poolt
Metoodika: Mikroobitiived suspendeeriti fiisioloogilises lahuses McFarlandi standardi
jérgi 10° mikroobi/ml ja 0,5 ml kiilvati dekarboksiilatsioonissétmesse (4 4,5 ml) ning
inkubeeriti 37°C juures 4 86pdeva (Bover-Cid, jt., 1999).

BA miidramiseks derivatiseeriti 200 ul so6tmest GC analiitisiks modifitseeritud
Nakovichi meetodil (Nakovich, L. Analysis of biogenic amines by GC/FID and GC/MS.
Thesis, Virginia polytechnic institute, USA. 2003).

GC analiiis teostati gaaskromatograafiga HP 6890 Series GC System, kasutati
kapillaarkolonni HP-5 19091J-413 (30 m x0,32 mm; 0,25 um). Kolonni temperatuuri
programm 160°C 1 min, 20°C/min 280°C 15 min; detektor (FID) 300°C.

Tabel 7. Polilamiinide kontsentratsioon in vitro dekarboksiilatsioonisootmest
(Arena, M. E., Manca de Nadra, M. C. Biogenic amine production by Lactobacillus. J.
Applied Microbiology 2001, 90, 158-162.)

Proov Poliiamiinid (ug/ml) ja biogeensed amiinid

Arginiin Glutamiin Lisiin Ornitiin Histi-
diin

Put- | Kada- | Put- | Kada- | Put- | Kada- | Put- Kada | Hista-
rest- | veriin | rest- | veriin | rest- | veriin | rest- veriin | miin
siin. siin siin siin

L. plantarum | 0 0 0 0 0 0,3 0,5 0,6 0

Tensia DSM

21380

L. plantarum | 0 0.4 1,2 0,5 0 0,4 1,9 0 0

DSM 21379

E coli ATCC | 184 | 1,7 123 | 18,4 1,8 | 240 1599,3 1 3,5 105,1

700336

L. plantarum Tensia DSM 21380 tekitas ornitiinist madalates hulkades poliiamiin

putrestsiini. Biogeensetest amiinidest leiti kadaveriini jalgi. Histamiini ei tekitatud.

JOONISTE LOETELU
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Joonis Fig.1. Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 molekulaarne identifikatsioon
ITS-PCR abil

1. L. plantarum DSM 21379

2. L. plantarum Tensia DSM 21380

3. L. plantarum CRL 972 (ATCC 14917)

M- 100bp marker (Fermentas)
Joonis Fig.2. L. plantarum TensiaDSM 21380 tiive nédpujaljed vorreldes L. plantarum
kontrolltiivega (Pulsefield-gel-electrophoresis profile, PFGE abil).

1. Lambda Ladder PFG Marker (New England Bio Labs /nc.)

2. L. plantarum Tensia DSM 21380

3. L. plantarum DSM 21379 (kontroll)

Joonis Fig.3. L. plantarum Tensia DSM 21380 sisalduse méddramine juustus DGGE
meetodil. DGGE  geelelektorforeesipilt  katsejuustude  (probiootilised  juustud,

kontrolljuust, prebiootiline juust mikrofloorast.

1. Juust nr 529 9. juust nr 9-2

2. Kontrolljuust 10. L. plantarum DSM 21379

3. Juustnr$ t1. L. plantarum Tensia DSM 21380 sisaldav
4. L .plantarum tivi nr. 1 juust

5. Juust nr 9-1 12. L. plantarum  Tensia DSM 21380
6. L. plantarum DSM 21379 puhaskultuur

7. Juustnr 19 13. Juust nr 4

8. L. plantarum tivinr. | 14. Juustnr 12

15. L paracasei tivi nr 1

16. L plantarum DSM 21379

Joonised Fig.4a, 4b, 4c. Laktobatsillide liigid Pearson UPMAG klasteranaliilis L.
plantarum Tensia DSM 21380 grupis.

Joonis Fig.5. Siistoolse vererShu langus (mdjutuse 13pp vorreldes katse alguse siistoolse
vererdhu niitajaga)

(a) on seotud positiivselt laktobatsillide hulga minimaalse tdusuga L. plantarum Tensia
DSM 21380 sisaldusega probiootilise juustu tarbimise jarel (FISH) (r=0,615, p=0,044,
n=11);
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(b) on seotud putrestsiini sisalduse tdusuga katseisikute uriinis L. plantarum Tensia DSM
21380 sisaldusega juustu tarbimise jarel vorreldes katse algusega (r=0,631, p=0,037,
n=11).

LEIUTISE TEOSTAMISE NAITED
Niide 1. Toiduaines NSLAB mikroobide allasurumine

Katse Eesti Juustuga

Metoodika: Mikroorganismi Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 lisati
Piimandusiihistu E-Piim Eesti juustu tegemiseks kasutatavale juustupiimale (kiilvidoos
3x108 PMU/juustutegu), mis seejdrel laabiti (25 min). Tekkinud juustutera 15igati (25
min), jdrelsoojendati (34°C 15 min), kuivatati (25 min), pressiti, ndrutati (1 t), soolati
soolvees (12°C; 20% soola; pH 4,7) 20 t, ndrutati ja kuivatati (8 t), kiletati ja valmitati

12°C juures minimaalselt 4 nidalat.

Tabel 8. Laktobatsillide sisaldus L. plantarum Tensia DSM 21380 sisaldusega juustus

28.valmimispédeval

L. Kontroll- | L.plantarum Tensia DSM | Kontrolljuust
planta- | juust 21380 sisaldusega juust
rum (manustatud
Tensia pH 5,1 vabatahtlikele)
DSM 3. 28. 3 kuud | 3. 28. 3 kuud
21380 péev pdev péaev péev
sisaldav
juust
Lakto- 10° 9x10° 6x10° | 5x10° [ 5x107 | Ei 10° 107
batsillid leitud
L 10° 2x10° 6x10° | 5x10° [5x107 | Ei Ei Ei
plantarum leitud | leitud | leitud
L . casei Ei leitud | 8x10° Ei Ei Ei Ei Ei Ei
leitud | leitud | leitud | leitud | leitud | leitud
L. buchneri | Ei leitud | 10° Ei Ei Ei Ei Ei Ei
leitud | leitud | leitud | leitud | leitud | leitud
OHOL Eileitud | Ei leitud | Ej Ei Ei Ei 2x10° | Ei
leitud | leitud | leitud | leitud leitud

28. pdevaks pirast valmistamist suurenes L. plantarum’i hulk 10 tuhat korda vorreldes

kontroll-juustuga. Kui kontrolljuustus leiti homofermentatiivsete laktobatsillide, L. casei
ja L. buchneri tiivesid, siis L plantarum Tensia DSM 21380 sisaldusega valmistatud
juustus neid ei leitud. Seega omas tiivi Lacrobacillus plantarum Tensia DSM 21380

juustus teisi laktobatsille (NSLAB) tugevalt pidurdavat toimet ja vdimet suruda alla
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kontamineerivaid mikroobe toiduainetes. Nimetatud mikroobideks véivad olla ka
toiduainesse pérast selle valmistamist sattunud patogeenid. Seetdttu saab L. plantarum

Tensia DSM 21380 lisamisega pikendada toiduaine realiseerimisaega.

L. plantarum Tensia DSM21380 antimikroobne aktiivsus Listeria monocytogenes suhtes

Juustu keskkonnas

Uuringu eesmérgiks oli hinnata L. plantarum Tensia DSM21380 antimikroobset

aktiivsust Listeria monocytogenes suhtes juustukeskkonnas.

Meetod:

Valmistati kuus laboratoorset Edam-tiiiipi katsejuustu. Kaks kontrolljuustu sisaldasid tiive
L. planatrum Tensia DSM21380. Kaks juustu sisaldas patogeeni Listeria monocytogenes
ATCC 13932 ja kaks juustu sisaldasid nii L. plantarum Tensia DSM21380 kui Listeria
monocytogenes. Pastoriseeritud juustupiim inokuleeriti [% juustujuuretisega C92 (CSK
Food Enrichment, Holland) ja test-mikroobidega, laabiti 32°C juures (juustulaap
FROMASE 2200 TL granulate). Juustutera Idigati, soojendati (37-38°C), kuivatati,
pressiti, ndrutati ja soolati, kiletati ja valmitati 15°C juures 30 pdeva. TENSIA tihedus
juustutoorikus oli 10°PMU/g ja L. monocytogenes 10 PMU/g.

Mikrobioloogilisteks analiitisideks vdeti proovid aseptiliselt juustubloki keskelt.
Juustuproovile lisati 0.9 % NaCl lahust (1:9), homogeniseeriti blenderis (Minimix,
Interscience, Prantsusmaa), valmistati lahjenduste rida ja 0.1 ml igast lahjendusest kiilvati
MRS sodtmele laktobatsillide hulga médramiseks. Listeria monocytogenes hulga
hindamiseks ~ kasutati listeeria kromogeenset agarsdddet (Oxoid, Inglismaa)

eelrikastusmeetodil.

Katsejuustudes sisalduvate liihikese ahelaga rasvhapete hulga hindamine

Juustuproovidele (10 g) lisati 10 ml destilleeritud vett, homogeniseeriti blenderis,
ekstraheeriti voi esterdati. Gaaskromatograafiga (HP 6890 Series GC System) midrati
kvantitatiivselt &ddikhappe, propioonhappe, vdihappe, palderjanhappe, kaproonhappe,

piimhappe ja merivaikhappe sisaldus. Kasutati kapillaarkolonni HP-INNOWax (15 m
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x0,25 mm; 0,15 um). Kolonni temperatuuri programm 1 60°C 1 min, 20°C/min 120°C 10
min ja I 80°C 1 min, 25°C/min 120°C 8 min; detektor (FID) 250°C.

Juustude pH médtmiseks kasutati digitaalset pH-meetrit E6115 (Evikon OU, Eesti). pH

mdddeti juustutiiki kolmest kohast.

Juustu valmimise jooksul tdusis L. plantarum Tensia DSM21380 hulk 2 log vorra.
Kontrolljuustus ei tdheldatud L. monocytogenes hulgas olulisi muutusi. Test-juustus, mis
sisaldas Listeria monocytogenes ja L. plantarum Tensia DSM21380, langes L.
monocytogenes arvukus vidga madalate vaartusteni s.t. 2.4 logjo 1 g juustu kohta (Tabel

8A).

Tabel 8A. Listeria monocytogenes elulemus (PMU log10/g) katsejuustudes valmitamise

jooksul

Lisand katsejuustus L. monocytogenes hulk PMU log10/g
0. pédev 10. pdev | 20. pdev | 30. pédev

L. plantarum Tensia DSM21380 + 3,2+0,3 2,9+0,2 |2,640,9 | 2,4+0,6

L. monocytogenes

L. monocytogenes 4.2+0,6 4,0£0,9 | 4,842,2 14,2+0,2

L. plantarum Tensia DSM21380 lisamine soodustas merivaikhappe hulga suurenemist
juustude kiipsemise kédigus (Tabel 8B).

L. plantarum Tensia DSM21380 + L. monocytogenes sisaldusega juustus ilmnes
positiivne seos laktobatsillide hulga ning dédik- ja merivaikhappe vahel ning negatiivne

seos listeeria hulga ja piimhappe hulga vahel.

Tabel 8B. Liihikese ahelaga rasvhapete sisaldus (g/kg) ja pH ning L. plantarum Tensia
DSM21380 ja L. monocytogenes ATCC 13932 hulk 30 pédeva valmitatud laboratoorsetes

katsejuustude
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Médratud parameetrid L. plantarum | L. plantarum L.
Tensia Tensia monocytogenes
DSM21380 | DSM21380 + L. | sisaldusega
sisaldusega | monocytogenes | juust
Juust sisaldusega juust
Addikhape 0,38+0,01 0,3+0,06 0,22+0,18
;‘;;‘ge Propioonhape 0,11x0,00 | 0,11+0,00 0,03+0,06
rasvhapped Vdihape 0,09+0,09 0,03+0,01 0,02+0,00
o/kg Kaproonhape 0,05+0,04 0,03+0,01 0,02+0,01
Piimhape 15,37£0,58 | 14,34+0,88 14,1442,38
Merivaikhape 0,9340,20 0,88+0,37 0,36+0,11
Lisatud L. plantarum 7,7+0,1 7,8+0,00 -
mikroobide Tensia
elulemus DSM21380
logl0/g japH | L. monocytogenes | - 2,4+0,6 4,240,2
pH 4,9+0,3 4,8+0,4 4,8+0,2

Laktobatsilli antimikroobse aktiivsuse méddramisel agarséstmel laboratoorselt ei
puutunud uuritav laktobatsilli tiivi otseselt kokku testmikroobina kasutatava patogeeni véi
mittestarter laktobatsilliga, mille suhtes tema antagonistlikku toimet uuriti. Patogeeni
kasvupidurduse néol registreeritud antimikroobne toime pd&hines L. plantarum Tensia
DSM21380 poolt kasvamise ajal agarsootmesse difundeeruvatel metaboliitidel (s.h.
mitmesugustel orgaanilistel hapetel k.a. @adik-, piim- ja merivaikhape).

Toiduaines, sh piimatoodetes (juust) pérsivad toorpiimast périt mittestarter laktobatsillide
Ja/voi patogeenide ja/voi teise kontamineerivate mikroobide elutegevust nii laktobatsilli
metaboliidid, kui ka otsene kontakt probiootilise laktobatsilli tiivega. Otsene kontakt
sihtmikroobiga vdib stimuleerida orgaanilistest hapetest tekitatud madalamatel pH
véirtustel teiste antimikroobsete iihendite (bakteriotsiinid) siinteesi (Aasen 1.M., Moretro
T., Katla T., Axelsson L. and Storro I. (2000) Influence of complex nutrients, temperture
and pH on bacteriocin production by Lactobacillus sakei CCUG 42687. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 53, 159-166.)

L. plantarum Tensia DSM21380 lithikese ahelaga rasvhapete profiil ja antimikroobse
aktiivsuse olemasolu aitab tiivel toidukeskkonnas alla suruda Listeria sp.
Antimikroobsete omadust sdilimine juustu maatriksis tagab v&imalike toidupatogeenide

allasurumise L. plantarum Tensia poolt.
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Lactobacillus plantarum Tensia sisalduse miiiramine juustus DGGE meetodil
Metoodika: Bakteriaalne DNA isoleeriti juustudest QlAamp DNA Mini Kitiga
(QIAGEN), amplifitseeriti praimeritega 968-GC-f (GGGAACGCGAAGAACCTTA-
GC), 1401-r (CGGTGTGTACAAGACCC).

PCR produkt eraldati 30-60% akriitilamiidi sisaldusega DGGE geelelektorforeesi kiigus,
kasutades Dcode™ System tehnikat (Bio-Rad, Hercules, California) (Joonis Fig. 3).

Biogeensete amiinide sisaldus L. plantarum Tensia DSM 21380 lisandiga juustus

Metoodika: Juustuproovid ekstraheeriti (10g juustule lisati 20 ml 50% metanooli
vesilahust ja inkubeeriti 45°C juures | tund jahutati 30°C, tsentrifuugiti) ja 200pl
pealmisest kihist derivatiseeriti GC analiiiisiks modifitseeritud Nakovichi meetodil
(Nakovich, L. 2003 Analysis of biogenic amines by GC/FID and GC/MS) Tartu Ulikooli
Mikrobioloogia Instituudis. GC analiiiis teostati gaaskromatograafiga HP 6890 Series GC
System, kasutati kapillaarkolonni HP-5 19091J-413 (30 m x0,32 mm; 0,25 um). Kolonni
temperatuuri programm 160°C 1 min, 20°C/min 280°C 15 min; detektor (FID) 350°C.

Tabel 9. Biogeensed amiinid ja poltiamiinid L. plantarum Tensia DSM 21380 lisandiga

juustu toostuslikes proovipartiides

Proov Juustu  sisestatud | Amiinid (mg/kg) L. plantarum
tiivede iduarv | Tiiramiin | Putrest- | Kada- | Tensia DSM
(PMU/g) vahetult siin veriin | 21380 iduarv
pérast valmistamist laagerdunud
(3.-4. pdev) juustus

L. plantarum 6,5x10° 0,69 1,32 0 10°

Tensia DSM

21380, 1. katse

Kontrolljuust, - 2,31 1,82 0 -

1. katse

L. plantarum 4,5x10° 2,65 7,46 0 6x10°

Tensia DSM

21380, 2.katse

Kontrolljuust, 5,64 1,84 0 107

2. katse

L. plantarum 2x10° 5,49 7,29 0 108

Tensia DSM

21380, 3.katse

Kontrolljuust, - 0 0 0 -

3.katse
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L. plantarum Tensia DSM 21380 tootis tiiramiini védrtuses 0,69-5,49 ja putrestsiini

madalates véartustes (1,32-7,46) mg/kg juustu kohta.

Nidide 2. Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 ohutuskatse NIH liini hiirtega

Toote aktsepteerimiseks Veterinaar- ja Toiduameti poolt on vajalik testida probiootiliste
tiivede ja neid sisaldavate toodete ohutust.

Metoodika: Loomkatses NIH liini hiirtega manustati 3 hiirteriihmale erinevaid juustusid
30 pdeva viltel (lisanditeta kontrolljuust, Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380
sisaldusega juust). Hiirte {ildseisund oli hea, juustuséémine suurendas iihtlaselt hiirte
kaalu, karvkate ja seedetegevus olid muutusteta. Lahangul laktobatsillide ega mikrofloora
teiste bakterite translokatsiooni verre ja organitesse ei tdheldatud. Elundeis (maksas ja
pornas) ei esinenud muutusi, mis kinnitas Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380

tiive ohutust.

Niide 3. Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 sisaldusega juustu toime

tervete vabatahtlike vere kliinilistele niitajatele ja seedekulgla mikrofloorale

Kliinilises katsetuses (randomiseeritud, kaksikpime, platseebokatse) tervetel vabatahtlikel
uuriti antimikroobsete omadustega Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380
sisaldusega Eesti juustu ohutust tarbijale ja toimet seedekulgla mikrofloorale (kliinilise
katse registreerimise rahvusvaheline number ISRCTN38739209).

Inimesed ja meetodid: Uuritavasse rithma kuulusid tervisekaebuseta vabatahtlikud
naised ja mehed (M/N 5/7) vanuses 21-43 eluaastat. Vdimaliku varjatud diabeedi
viéljaliilitamiseks madrati gliikoosi ja gliikohemoglobiin (HbA Ic) vereseerumist.
Test-juustud sisaldasid tiive Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 iduarvuga 5x
10® mikroobirakku/g juustu kohta. Enne test-juustu manustamist vabatahtlikele
inkubeeriti juustu nimetatud mikroorganismiga 30 pdeva jooksul 12°C juures.
Kontrolljuustuna kasutati sama ajal valmistatud ilma probiootiliste lisanditeta Eesti
juustu. Katse viidi ldbi kaksikpime cross-over randomiseeritud uuringuna. Alustati 3

néddalast juustu tarvitamist test-juustuga. Jdargnes kahe nédala pikkune vaheperiood
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(washout), pérast seda tarvitasid katseisikud 3 n#dalat kontrolljuustu. Pdevane tarbitav

Juustukogus oli 50g.

Tabel 10. Vabatahtlike kliinilised néitajad pdrast L. plantarum Tensia DSM 21380

sisaldusega probiootiliste juustude tarvitamist

L. plantarum Tensia DSM Kontrolljuust P vidirtused
21380 sisaldusega probioo-
tiline juust
Enne Pérast Enne Pérast
Kehamassi 24,1 + 3.6 242 +3,6 23,8+£3,5 23,9+3,6 | 0,625/0,399
indeks, (kg/m?)
Stistoolne 1129+£104 | 107,1 £10,4 |110,3+8,3 |109,3+9, |0,016/0,655
vererdhk
(mm Hg) !
Diastoolne 78,8 £ 7,1 74,3£8,8 74,8452 75,7 +8,3 | 0,021/0,668
vererdhk
(mm Hg)

kehamassi indeks (kg/mz): 19-25 kg/m2 —~ normaalne, 26-30 k,g/m2 — lilekaal,

{ile 30 — rasvumine

L. plantarum Tensia DSM 21380 sisaldusega juustu kolme nidala jooksul s66nud isikutel
(5x10° mikroobirakku/g x 50 g) tdheldati pirast katse Idppu vererdhu (siistoolne ja

diastoolne) langust, kuigi kehamassi indeks ei muutunud.

Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 méju seedekulgla mikrofloorale
Metoodika: Rooja mikrofloora kvantitatiivseks analiiiisiks ja laktobatsillide liikide
madramiseks kasutati TU mikrobioloogia instituudis vélja todtatud metoodikaid
(Mikelsaar ME, Viljaots ME, Lenzner AA. Anaerobe Inhalts- und Wandmikroflora des
Magen-Darm-Kanals. Die Nahrung, 1984, 23, 6/7, 727-733; Sepp E., Julge K., Vasar M.,
Naaber P., Bjorksten B., Mikelsaar M. Intestinal microflora of Estonian and Swedish
infants. Acta Paediatrica, 1997, 86, 956-961.)

Tabel 11. Laktobatsillide hulgad vabatahtlike katsealuste rooja proovides (logo

mikroobirakku /g roojas)
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L. plantarum Tensia DSM | Kontroll-juust P véirtused
21380 sisaldusega paired t-test
PRO
BLI BL2 PL BL1 vs PRO/
keskmine # sthalve keskm 2 sthalve keskm = sthalve keskm + sthalve | BL.2 vs PL
vahemik (mediaan) vahermik vahemik vahemik
(medraan) (mediaan) (imediaan)
LB koguhulk | 5.1+1,9 6,7+ 1,0 57+ 1,4
kultiveerimine | 0—63(5.9) 49-86(6,7) | 4.0-8,6(53) | cimadratud | 0,025/
LB koguhulk | 8.4+0.1 8,403 8.4+0,3 8,310,3 0,748 /0,244
FISH 8,1 — 8,6 (8,4) 7.9-9.1(83) |8,0-88(83) | 7.6-9,0(82)
L. plantarum * | 0—5.3 (0) 0-8.6(5,9) 0-4,3(0) ei madratud | 0,006/ ND
vahemik/ 3/12 10/ 12 2/12
mediaan
prevalents

Téheldati laktobatsillide tildhulga suurenemist ja L. plantarum* kui liigi osakaalu tdusu
(p= 0,006) laktoflooras.

Tabel 12. L. plantarum’i kui liigi esinemissagedus uuritavate roojas katseperioodi

alguses (BL1), probiootilise juustu ssomise jirgselt (PRO) ja taastusperioodis (BL 2)

Grupp BL | PRO BL 2
Grupp 1 (n=12) 3/12 10/12 2/12
Grupp 2 (n=12) 2/12 3/12 4712

Suurenes ka L. plantarumi kui liigi esinemissagedus (Fischer exact test, 3/12 vs 10/12,
p=0,006) L. plantarum Tensia DSM 21380 grupi korral.

Seega L. plantarum Tensia DSM 21380 osutab inimese seedekulgla mikrofloorale
soodsat toimet, tdstes kasulike laktobatsillide hulka sooles.

Tuleb mirkida, et suurendades fakultatiivselt hetero-fermentatiivsete laktobatsillide
(FHEL) hulka 4,7+1,3 vs. 5, 7+1,3, p= 0,029), kuhu probiootiline L. plantarum Tensia
DSM 21380 ise kuulub, suurendas ta ka ootamatult obligaatselt homofermentatiivsete
laktobatsillide (OHOL) hulka soolestikus (4,6+1,1 vs. 5,7+1,5, p=0,014). Seega aitab L.

plantarum Tensia DSM 21380 oluliselt kaasa laktofloora stabilisatsioonile seedekulglas.

Vabatahtlike isikute seedekulgla laktobatsillide hulgad molekulaarsel meetodil

(fluorescent in situ hybridization, FISH)
Metoodika: Rooja proovid lahjendati 1/10 PBS lahuses. Bakterirakud fikseeriti 4%
formaldehiitidilahusega, hoiti 4°C. FISH teostati Harmsen meetodi jirgi Lab 158 sondiga
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mérgistatud Cy 3 vérviga. Margistatud mikroobirakud loendati
fluorestsentsmikroskoopiliseit.
Tulemused on esitatud tabelis 11 koos bakterioloogia andmetega. Laktobatsillide hulgad

oluliselt ei muutunud FISH meetodil, mis registreerib ka surnud laktobatsillide rakke.

L. plantarum Tensia DSM 21380 sisaldavat juustu séonud isikute rooja

laktobatsillide profiil DGGE analiiiisil

Metoodika: PCR produkt eraldati 30-60% akriitilamiidiga DGGE geelelektorforeesiga,
kasutades Dcode™ System tehnikat (Bio-Rad, Hercules, California). Saadud geelid
analtiiisiti  BioNumerics 2.5 (Applied Maths, Belgia) programmiga Pearsoni
korrelatsiooni alusel (Heilig HG, Zoetendal EG, Vaughan EE, Marteau P, Akkermans,
ADL, de Vos WM. Molecular diversity of Lactobacillus ssp. and other Lactic acid
bacteria in the human intestine as determined by specific amplification of 16S ribosomal
DNA. Appl Envir Microbiol 2002; 68: 114-123). Geeli fotod (Joonised Fig. 4a, 4b, 4c)
nditavad laktofloora 16S rDNA amplifitseerimise alusel isiku roojas esinevate tdhtsamate

laktobatsillide profiili.

Kasutades UMPAG arvuti programmi, oli vdimalik leida sarnasuse maatriksid erinevate
geelide vahel, s.o. selgitada, kas esineb olulisi muutusi (>20%) iiksikute geelide, s.o.

erinevate madramisperioodide vahel.

Tabel 13. L. plantarum Tensia DSM 21380 grupi laktofloora muutumine katse jooksul
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Tabelist 13 on niha, et L. plantarum Tensia DSM 21380 grupis muutus 21. pieval
isikutele omane laktofloora muster 10 inimesel 12-st (p<0,05). Samalaadse tulemuse
Jjuurde joudsime L. plantarum kolonisatsiooni muutuste jdlgimisel ka bakterioloogiliselt.

Kahe nddala méddudes piisis muutus 4 isikul.

Poliiamiinide ja biogeensete amiinide sisaldus vabatahtlike uriinis

Biogeensete amiinide madramiseks enne ja pdrast L. plantarum Tensia DSM 21380
sisaldava toiduaine s06mist ja taastusperioodi efektiivsuse hindamiseks kasutati
hommikust uriini ja gaaskromatograafilist meetodit.

Metoodika:  Uriiniproovid  derivatiseeriti  propiitilkloroformaadiga  gaaskromato-

graafiliseks analiitisiks modifitseeritud Uglandi meetodi jérgi (Ugland HG; Krough M,

Rasmussen KE: Aqueous alkylchloroformate derivatization and solid-phase

microextraction:  determination of amphetamines in urine by capillary gas
chromatography. J Chromatography B Biomed Sci Appl 1997;701:29-38).

GC analiiiis teostati GC Hewlett-Packard HP mudel 6890 (Hewlett Packard, Avondale,
PA, USA), kasutati kapillaarkolonni HP-5 19091J-433 (30 m x0,25 mm; 0,25 um).
Kolonni temperatuuri programm 150°C 1 min, 20°C/min 280°C 5 min; detektor (FID)

250°C. Biogeensete amiinide kontsentratsioonid arvutati nmol/mol kreatiniini kohta.

Tabel 14.

hommikuses uriinis (nmol/mol kreatiniini kohta)

Poliiamiinide sisaldus L. plantarum Tensia DSM 21380 juustu tarvitajate

Probiootiline juust L. plantarum | Kontroll-juust P vidrtused
Tensia DSM 21380 lisandiga
BL1 PRO BL2 PL paaris t-test

keskmine + sthalve keskmme + sthalve keskmine + sthalve keskmine + sthalve BL1 vs PRO /
vahemik (mediaan) vahemik (mediaan) vahemik (mediaan) vahemik (mediaan) BL2 vs PL

Put 0,110+0,139 0,090 £ 0,120 0,073 £0,110 0,027 £ 0,024 0,496/ 0,275
0 - 0467 |0-0,396(0,041) | 0-0,384(0,037) | 0-0,055(0,037)
(0,046)

acPut 0,607 £ 0,558 0,567 £ 0,431 0,817 +1,027 0,573 £ 0,391 0,510/0,677
0 - 2,159 10,191 - 1,758 | 0,091 -~ 3916 | 0,82 - 1,403
(0,478) (0,430) (0,550) (0,486)

DAP 0,148 £ 0,125 0,056 + 0,084 0,090 £ 0,163 0,061 + 0,099 0,016/0,844
0 - 0344 | 0-0,205(0) 0-0,432(0) 0 -0,246 (0)
(0,159)

acSpd 0,181 £0,137 0,227 £ 0,142 0,197 £0,148 0,258 £0.221 0,016/0,244
0 - 0,428 | 0,053 -~ 0,493 | 0,039 - 0495 0,041 - 0,686
(0.144) (0,182) (0,195) (0,186)

Cad 0,012 £ 0,026 0,038 £ 0,062 0,041 £0,077 0,015 £ 0,037 0,125/0.
0-0,084 (0) 0-0,156(0) 0-0.248 (0) 0-0,123 (0)
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BL1- katseperioodi alguses, PRO -probiootilise juustu sddmise jirgselt, BL 2-
taastusperiood

Put — putrestsiin (putrescine), acPut — N-atsetuitilputrestsiin (N-acetylputrescine), DAP —
1,3-diaminopropaan (/.3-diaminopropane), acSpd — N8-atsetiiilspermidiin (N §-

acetylspermidine), Cad — kadaveriin (cadaverin)

Katseisikute uriinis suurenes L.plantarum Tensia DSM 21380 sisaldusega probiootilise
juustu tarvitamisel atsetiileeritud spermidiini sisaldus, mis niitab poliilamiinide

metabolismi intensiivistumist veres ja kudedes. DAP sisaldus uriinis aga vihenes.

Korrelatsioonid
Leiti, et siistoolse vererdhu langus on seotud laktobatsillide hulga suurenemisega ning

putrestsiini sisalduse suurenemisega uriinis (joonis Fig.5).

OHUTUS

Pérast juustukatse 16ppu ei olnud inimeste olulised siisteemsed pdletiku markerid
(ultrasensitiivne C-reaktiivne valk ja leukotsiiitide iildarv) suurenenud ja olid normi
piires (Tabel 15). Ka ei esinenud muutusi IgE kui allergia puhul olulise markeri osas.
Probiootilise juustu tarvitamine ei muutnud ka valgeverepildis (leukogramm) rakkude

protsentuaalset vahekorda vorreldes katseeelse perioodiga.

Tabel 15. Poletiku niitajad katse alg- ja [6pp-perioodis

Probiootiline juust L. | Kontroll-juust P Normi
plan[arum Tensia véddrtused | vddrtused
DSM 21380
sisaldusega
enne pérast enne pdrast
Ultrasensitiivne 1,L1£0,6 |1,0£03 |1,4+09 |1,6 +[03/09 |<5mglL
C-reaktiivne valk, 1.3
mg/L
Leukotsiilitide 52£08 |56+1,3 |51+1,1 |55 +[0,6/0,14 {4 - 10 x
ildarv x10°/L 1.1 1071
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L. plantarum Tensia DSM 21380 lisandiga probiootilise juustu tarvitamine ei
pohjustanud inimestel abdominaalseid vaevusi (kdhuvalu, kdhupuhitus, tdiskdhutunne)

ega ka kehamassi indeksi tdusu, samuti ei mdjutanud gliikoosi ja lipiidide taset veres.

Seega voib viita, et Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 sisaldav juust ei kutsu
tervetel isikutel esile ei pdletikureaktsioone, iildist allergilist sensibilisatsiooni ega
kahjusta oluliste organite t66d.

Tabel 15 A. Vabatahtlike isikute vere biokeemilised niitajad peale L. plantarum Tensia
DSM 21380 sisaldusega probiootiliste juustude tarvitamist

Probiootiline juust Kontroll-juust P viirtused
BLI PRO BL2 PL
(BL1 vs
BL2, PRO
vs PL) }
Glitkoos | 4.5 +0.7 4.6+0.5 4.6+0.6 4.7+0.5 0.922 /
mmol/l 1 2.8-55(4.5) [3.6-55(4.5) [3.9-6.0(4.5) |3.8-5.9(4.8) 0.289 (1.0,
0.48)
Uld- 4.6+0.9 46+1.1 42+06 45+0.9 0.828 /
koleste- | 3.2-6.6 3.1-72(44) | 3.1-51(4.1) [28-63(4.4) 0.102 (0.003
rool, (4.55) ' A
mmol/] 0.671)
HDL- 1.7+0.5 1.7+0.3 1.6 £0.4 1.7+04 0.628 /
koleste- | 1.0-2.6(1.7) | 1.1-23(1.6) | 0.9-2.3(1.7) | 1.2-2.5(1.6) 0.433 (0.444
rool, ' v
mmol/| 0.623)
LDL- 27108 2.8+1.1 26+0.7 26+0.7 0.296 /
koleste- | 1.4-4.3(2.7) | 1.5-57(25) | 1.5-3.724) | 1.2-43(2.5)
rool. 0.827 (0.336,
mmol/] 0.271)
Tri- 1.0+0.6 1.0£0.5 09+04 1.2+0.7 0.978 /
gliitse- 1 0.5-2.8(0.8) | 0.4-2.1(1.0)  0.5-1.8(0.8) |0.5-2.6(0.9) 0.140 (0.306
riidid, ' B
mmol/I 0.428)
BLI - katseperioodi alguses, PRO - probiootilise juustu séomise jirgselt, BL 2-

taastusperiood

L. plantarum Tensia DSM 21380 sisaldava juustu s6mine ei pshjustanud ebasoovitavaid

muutusi glitkoosi sisalduses vereseerumis ega ka lipiidide metabolismi niitajates (Tabel
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15 A). Uldkolesterooli ja kolesterooli fraktsioonide (HDL-, LDL-kolesterool ja

trigliitseriidid) véartused jdid normi piiresse.

Niide 4. Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 sisaldusega juustu toime eakate
tervete vabatahtlike vere kliinilistele néitajatele

Kliinilises katsetuses (randomiseeritud, kaksikpime, platseebokatse) eakatel tervetel
vabatahtlikel uuriti Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 sisaldusega juustu
ohutust tarbijale ja toimet vere kliinilistele niitajatele (kliinilise katse registreerimise

rahvusvaheline number ISRCTN45791894).

Inimesed ja meetodid: Uuritavasse rilhma kuulusid tervisekaebuseta eakad
vabatahtlikud naised ja mehed (M/N 2/19) vanuses 61 — 84 eluaastat. Vimaliku varjatud
diabeedi viljaliilitamiseks madrati gliikoosi ja gliikohemoglobiin (HbA 1¢) vereseerumist.
Test-juustud sisaldasid tiive Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 iduarvuga 2x
107 mikroobirakku/g juustu kohta. Enne test-juustu  manustamist vabatahtlikele
inkubeeriti juustu nimetatud mikroorganismiga 30 pdeva jooksul 12°C juures.
Kontrolljuustuna kasutati sama ajal valmistatud ilma probiootiliste lisanditeta Eesti
juustu. Katse viidi labi kaksikpime cross-over randomiseeritud uuringuna. Alustati 3
nédalast juustu tarvitamist test-juustuga. Jérgnes kahe nidala pikkune vaheperiood
(washout), pérast seda tarvitasid katseisikud 3 nidalat kontrolljuustu. Pdevane tarbitav

juustukogus oli 50g.

Tabel 16. Vabatahtlike vanade isikute kliinilised niitajad pérast L. plantarum Tensia

DSM 21380 sisaldusega probiootiliste juustude tarvitamist

L plantarum Tensia DSM Kontrolljuust P véirtused
21380 sisaldusega
probiootiline juust
Enne Pérast Enne Pérast
Kehamassi 27,6 £4,1 275+42 27,5+4,0 27,6 £4,2 | 0,723/0,793
indeks, (kg/m?)
Stistoolne 138,1 £16,6 | 132,2+16,2 | 138,7+21.4 | 1352+ 0,038 /0,185
vererdhk 21,1
(mm Hg)
Diastoolne 772 +7,7 73,1 £8,0 76,4 + 8,9 74,8 £9,2 | 0,004/0,246
vererdhk
(mm Hg)
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Kehamassi indeks (kg/m?): 19-25 kg/m? — normaalne, 26-30 kg/m® — iilekaal,

iile 30 — rasvumine

L. plantarum Tensia DSM 21380 sisaldusega juustu kolme nédala jooksul sé6nud eakatel
isikutel (2x 107 mikroobirakku/g x 50 g) tiheldati parast katse [6ppu vererdhu (siistoolne
ja diastoolne) langust. Samas ei suurenenud suhteliselt rasvarikka juustu tarvitamise jirel

vanade inimeste kehamassi indeks (Tabel 16).

OHUTUS

L. plantarum Tensia DSM 21380 lisandiga probiootilise juustu tarvitamine ei
pohjustanud eakatel inimestel abdominaalseid vaevusi (kdhuvalu, ké&hupuhitus,
tdiskShutunne).

Pdrast juustukatse [6ppu ei olnud uuritavatel inimestel siisteemse péletiku olulised
markerid (ultrasensitiivne C-reaktiivne valk ja leukotsiiiitide iildarv) suurenenud ja

plsisid normi piires (Tabel 17).

Tabel 17. Vabatahtlike vanade isikute vere pdletiku niitajad katse alg- ja 16pp-perioodis

Probiootiline juust L. | Kontroll-juust P Normi
plantarum DSM vadrtused védrtused
21380 sisaldusega

enne pérast enne pérast

Ultrasensitiivne 0,13/0,81 | 0,13/0,81 | 0,13/0,8 | 0,13/0,81 0,13/0.81 <5 mg/L
C-reaktiivne 1
valk, mg/L

Leukotsiiditide S1+13 [49+13 [50+£1.0 [50+1.6 0,33/033 |4 - 10 x
iildarv x10°/L 10°/L,

Kdorvalekaldeid normist ei tiheldatud ka olulise allergia markeri IgE ega ka neeru ja
maksa t06d iseloomustavate markerite (seerumi kreatiniin, albumiin, alaniini

transaminaas (ALAT), aspartaadi transaminaas (ASAT)) osas.

Vorreldes vereseerumis iildkolesterooli hulka probiootilise ja platseebo perioodi I3pus,
tdheldati olulist langust L. plantarum Tensia DSM 21380 sisaldava juustu sédmisel.

Ebasoovitava muutusena suurendas probiootilise juustu tarvitamine gliikoosi sisaldust
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vereseerumis 0.3 thiku vorra, kuid vérreldes platseebo perioodiga polnud see muutus

statistiliselt oluline (Tabel 18).

Tabel 18. Vabatahtlike vanade isikute vere biokeemilised nditajad parast L. plantarum

Tensia DSM 21380 sisaldusega probiootiliste juustude tarvitamist

Probiootiline juust Kontroll-juust P viirtused
BLI PRO BL2 PL (BL1vs BL2,
PRO vs PL)

Gliikoos, 5,1+£0,5 54405 |53+40,5 5,4+04 0,036 /0,144
mmol/l (0,212; 0,757)
Uldkolesterool, |5,7+08 [56+08 |59+09 |[57+0.8 0,343/0,198
mmol/I| (0,044, 0,087)
HDL- 1,7£04 1,6 +0,4 1,7+0.4 1,7+0,5 0,411/ 0.514
kolesterool, (0.073;0,118)
mmol/l
LDL- 3,9+0,8 3,8+0,7 |4,1+0,9 3,8+£0,7 0,557/0,052
kolesterool, (0,075; 0,9187)
mmol/|
Triglitseriidid, | 1,1 +0,6 1,1 £0,,6 1 1,2%£0,5 1,1 £0,5 0,380/0,394
mmol/| (0,411; 0,097)

BL1 - katseperioodi alguses, PRO - probiootilise juustu séomise jirgselt, BL 2-

taastusperiood

Seega voib viita, et Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 sisaldav juust ei kutsu
tervisekacbuseta eakatel isikutel esile ei pdletikureaktsioone, (ildist allergilist

sensibilisatsiooni ega kahjusta oluliste organite to6d.

Niide S. Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 sisaldava jogurti toime tervete

vabatahtlike vereseerumi niitajatele ja seedemikrofloorale

Kliinilise katse (cross-over randomiseeritud platseeboga kontrollitud kaksikpime katse)
eesmirgiks oli hinnata Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 sisaldava jogurti
ohutust ja toimet tervete vabatahtlike seedetrakti mikrofloorale (kliinilise katse

registreerimise rahvusvaheline number ISRCTN68198472).
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Inimesed ja meetodid: osalejateks olid 25 tervet mdlemast soost vabatahtliku isikut
(M/N 9/16; 31,4 = 10,0 a). Voimaliku varjatud diabeedi viljaliilitamiseks maéérati
gliikoosi ja glilkohemoglobiin (HbA Ic) vereseerumist.

Test-jogurt sisaldas tiive Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 (5x10°-107
mikroobirakku/ml). IIma probiootilise lisandita jogurt oli kontrolliks.

Alustati 3 nadalast jogurti tarvitamist test- jogurtiga. Jirgnes kahe nidala pikkune
vaheperiood (washout), pérast seda tarvitasid katseisikud 3 nédalat kontrolljogurtit.

Paevane doos oli 10% -5x10° mikroobirakku).

OHUTUS
Pdrast katse I0ppu ei olnud inimeste olulised siisteemsed pdletiku markerid
(ultrasensitiivne C-reaktiivne valk ja leukotsiiiitide iildarv) muutunud ja olid normi piires

(Tabel 19). Kdrvalekaldeid ei tdheldatud allergia puhul olulise markeri IgE osas.

Tabel 19. Poletikumarkerid katse eel ja [3pus

L. plantarum Tensia | Kontrolljogurt P véirtused Stan-
DSM 21380 sisalduse- Algvédrtus  vs. | dard
ga probiootiline jogurt probiootiline/ vadrtu-

algvédrtus  vs. | sed

enne pédrast enne pédrast kontrolljogurt
U-CRP, mg/L 0,7+ 1,0 | 1,1+ 1,3 |12+ 15 |12+ [0.782/0306 |< 5
1,4 mg/L
Leukotstiidtide 58+ 1,2 |62+ 13 |60+ 1.4 |62+ 0.101/ 0.411 4 - 10
iildhulk 1.2 x 10°/L
x10%/L

Kolme néddala pikkune probiootilise jogurti manustamine ei mdjutanud lipiidide
metabolismi niitajaid negatiivselt (Tabel 20). Uldkolesterooli ja kolesterooli

fraktsioonide (HDL-, LDL —kolesterool ja trigliitseriidid) védrtused jdid normi piiresse.

Table 20. Tervete vabatahtlike vereseerumi biokeemilised néitajad pirast L. plantarum

Tensia DSM 21380 jogurti s66mist.
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Probiootiline jogurt Kontrolljogurt P vidrtused
BLI PRO BL2 PL (BL1 vs BL2,
PRO vs PL)
Gliikoos, 5,1+£0,5 5,4+0,5 53+0,5 54+04 0,036 /0,144
mmol/Il (0,212, 0,757)
Uldko]esteroo], 4,7+0,7 4,8 +0,7 5,0£0,6 4,7+0,6 0,315/0,020
mmol/l (0,018, 0,.271
HDL- 5051 [50+12 [51+1,4 [50+1.0 0,808 /0,411
kolesterool, (0,676, 0,411)
mmol/Il
LDL- 1,7+£0,3 1,6 £0,4 1,6 £0,4 1,6 £0,4 0,158 /0,432
kolesterool, (0.,412,0,747)
mmol/I
Trigliitseriidid, | 3,1 £ 1,1 32+1,0 32£1,2 3,1+£1,0 0,396 /0,230
mmol/I (0,449; 0,170)

BL1 - katseperioodi alguses, PRO - probiootilise juustu s6omise jirgselt, BL 2-

taastusperiood

Pérast probiootilise jogurti manustamist téheldati mdningast vereseerumi gliikoosi
védrtuste tdusu (vadrtuselt 5,1 védrtuseni 5,4 p=0.036), mis aga siiski jdid normi piiresse
(3,3 = 5,5 mmol/l). Seega vd&ib viita, et Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380
sisaldusega jogurt ei kutsu tervetel isikutel esile ei siisteemseid pdletikureaktsioone, iildist

allergilist sensibilisatsiooni ega kahjusta oluliste organite tood.
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PATENDINOUDLUS

1.

1.

12.
13.
14.

15.

[soleeritud mikroorganismi tiivi Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380,

mis tekitab konjugeeritud linoolhapet (CLA), vesinikperoksiidi (H,0,),
ldimmastikmonooksiidi (NO) ja mis omab antioksiidantsust ning plantaritsiini
tekitamiseks vajalikke pInE, pInF, pInJ, pinK geene.

Mikroorganism vastavalt ndudluspunktile | liofiliseeritud kujul.
N&udluspunktile 1-2 vastava mikroorganismi tiive kasutamine antimikroobse ja
vererdhku alandava probiootikuna.

Noudluspunktile 1-2 vastava mikroorganismi tiive kasutamine soolestiku
laktobatsillide seas domineeriva hulga saavutamiseks.

Noudluspunktile 1-2 vastava mikroorganismi tiive kasutamine organismis
poliiamiinide ringkdigu suurendamiseks.

Néudluspunktile -2 vastava mikroorganismi tiive kasutamine vererdhku alandava
ravimi valmistamiseks.

Noudluspunktile 1-2  vastava mikroorganismi tiive kasutamine toiduaine
realiseerimisaja pikendamiseks.

Noudluspunktile 1-2 vastava mikroorganismi tiive kasutamine toiduainetes
kontamineerivate mikroobide allasurumiseks.

Mikroorganismi tiive kasutamine vastavalt ndudluspunktile 8, kus nimetatud
mikroobid on toorpiimast pirit mittestarter-laktobatsillid ja/véi patogeenid ja/vi

toiduainesse pérast selle valmistamist sattunud patogeenid.

- Mikroorganismi tiive  kasutamine vastavalt ndudluspunktile 8, kusjuures

toiduaineks on piimatoode.

Mikroorganismi tiive  kasutamine vastavalt ndudluspunktile 10, kusjuures
piimatooteks on fermenteeritud piimatoode, juust, kodujuust, kohupiim, jogurt,
jaatis, voi, méirdejuust.

Noudluspunktile | -2 vastavat mikroorganismi tiive sisaldav toiduaine.

Toiduaine vastavalt ndudluspunktile 12, milleks on piimatoode.

Toiduaine vastavalt ndudluspunktile 13, milleks on fermenteeritud piimatoode,
Juust, kodujuust, kohupiim, jogurt, jaétis, voi, mazrdejuust.

Noudluspunktile 1 -2 vastavat mikroorganismi tiive sisaldav kompositsioon.
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Fig.1
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Fig.2
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JARJESTUSE LOETELU
<110> OU Tervisliku Piima Biotehnoloogiate Arenduskeskus

<120> Isoleeritud mikroorganismi tiivi Lactobacillus plantarum Tensia DSM 21380 kui
antimikroobne ning vererdhku alandav probiootik, seda sisaldav toiduaine ja kompositsioon ning
mikroorganismi kasutamine vererdhku langetava ravimi valmistamiseks ning meetod toiduaines

mittestarter-laktobatsiilide toime allasurumiseks

<160> 8

<210>1

<211> 17

<212> DNA

<213> Lactobacillus plantarum
<223> tghistus E1F

<400> 1
ATCGGCAGGCCCAACAG

<210>2

<211>21

<212> DNA

<213> Lactobacillus plantarum
<223> tahistus EIR

<400> 2
GCGTGACCGTGAATTAAATGC

<210>3

<211>21

<212> DNA

<213> Lactobacillus plantarum
<223> tihistus F1F

<400> 3
GACAGCGCTAATGACCCAATC

<210> 4

<211>21

<212> DNA

<213> Lactobacillus plantarum
<223> tihistus FIR

<400> 4
GCGTGACCGTGAATTAAATGC

<210>5

<211> 19

<212> DNA

<213> Lactobacillus plantarum
<223> tahistus JIF

<400>5
CCCAACAACCCCGTTCAAC



<210> 6

<211> 26

<212> DNA

<213> Lactobacillus plantarum

<223> téhistus JIR

<400> 6
TGCTACAGTAAAGGGAGAGGTATGAC

<210>7

<211> 26

<212> DNA

<213> Lactobacillus plantarum

<223> tihistus K2F

<400> 7
ACTTATTATAATCCCTTGAACCACCAA

<210> 8

<211> 25

<212> DNA

<213> Lactobacillus plantarum

<223> tdhistus K2R

<400> 8
GCTGACGCTGAAAAGAATATTTCTG
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