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Darbo tikslas — istirti BIFIDO probiotiniy gérimy koncentraty, prisotinty gerosiomis
bakterijomis antimikrobinj poveikj.

Tyrimo metodas — Antimikrobinis poveikis prie§ bakterijas tirtas difuzijos j agarg
1duby metodu (1 pav.), prie§ mikroskopinius grybus — dvigubos kultiros metodu (2 pav.),
skaiCiuojant mikroskopinio grybo augimo slopinimo koeficients.

Tyrimai atlikti su 7 rasiy fermentuotais gérimais:

1 — avizy Bifido fermentuotas probiotinis gérimo koncentratas;

2 — ryziy Bifido fermentuotas probiotinis gérimo koncentratas;

3 — apelsiny Bifido fermentuotas probiotinis gérimo koncentratas;

4 — avieciy Bifido fermentuotas probiotinis gérimo koncentratas;

5 — aronijy Bifido fermentuotas probiotinis gérimo koncentratas;

6 — medaus imbiero-laimo Bifido fermentuotas probiotinis gérimo koncentratas;
7 — rugiy Bifido fermentuotas probiotinis gérimo koncentratas.

Tirtas BIFIDO fermentuotose probiotiniy gérimy koncentratuose esanéiy geryjy bakterijy
antimikrobinis poveikis prie§s 18 mikroorganizmy (16 bakterijy ir 2 mikroskopinius grybus):

Micrococcus luteus ATCC 9341

Bacillus cereus ATCC 11778

Klebsiela pneumoniae ATCC 700603
Enterobacter cloacae ATCC 23355
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633
Salmonella cholerasuis ATCC 10708
Citrobacter freundii ATCC 43864
Esherichia coli DSM 19683

10. Salmonella agona ATCC 700720

11. Listeria monocytogenes ATCC 13932

12. Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145

13. Staphylococcus aureus ATCC 25923

14. Hafnia alvei ATCC 13337

15. Salmonella typhimurium ATCC 14028.

16. Helicobacter pylori DSM 105471

17. Acremonium sp. (LAMMC kolekcija)

18. Fusarium graminearum (LAMMC kolekcija)

CoNok~wWNPE

Difuzijos i agarg (iduby) metodas

Nustatant jautriy bakterijy kultiiry jautrumg tiriamiesiems BIFIDO fermentuotiems
probiotiniy gérimy koncentratams difuzijos j agara (jduby) metodu, jautriy bakterijy kulttry
suspensija (1x10° KSV/ml) pilama j iStirpinta ir atvésinta iki 47 °C temperatiiros terpe bendram
mikroorganizmy skaiéiui nustatyti (PCA — Plate count agar (Liofilchem, Italija)) — i 100 ml
terpés pilamas 1 ml spory suspensijos. Terpés su jautriy bakterijy kultiiry miSinys iSpilstomas j



90 mm skersmens Petri 1¢éksteles po 12-15 ml. Terpei leidziama sustingti ant horizontalaus
pavirSiaus. Po to specialiu prietaisu agare iSpjaunamos apvalios 8 mm skersmens idubos
(kiekvienoje Petri 1éksteléje po 3 jdubas). | kiekvieng padaryta jduba sulaSinama po 50 pl
tiriamojo fermentuoto gérimo. Lékstelés inkubuojamos 24 h 37,0+0,5 °C temperatiiroje ir tada
vertinami rezultatai.

Bakterijos auga leksteléje, o aplink jdubg susidaro jautrios bakterijy kulttiros augimo
slopinimo zonos, aiSkiai matomos iSaugusiy bakterijy kolonijy fone. I$ skaidrios zonos dydzio
sprendziama apie bakterijy jautruma atitinkamam tiriamam gérimui. Augimo slopinimo zonos
plotis matuojamas liniuote arba slankmaciu. Matuojamos slopinimo zonos skersmuo turi eiti
per idubos centra. Kiekviena jduba, aplinkui kurig susidaré skaidri bakterijy augimo slopinimo
zona matuojama dviem statmenomis kryptimis (vienoje 1€ksteléje gauname 6 rezultatus).

Pamatavus visg skersmenj bei Zinant duobutés skersmenj, slopinimo zonos plotis
apskaiCiuojamas pagal formule:

Pries inkubavima Po inkubavimo

Inkubavimas

~24h
—————=Zony dydiio matavimas

|dubos, | kurias jpilame Mitybos terpé, uzséta  Skaidri mikroorganizmy 'ﬁriamqiq

o 50 ul tiriamui tiriamaisiais augimo slopinimo zona, mikroorganizmy
:rpalup = mikroorganizmais susidariusi dél tirlamyjy augimas mitybos
tirpaly antimikrobinio  terpéje
poveikio

1 pav. difuzijos j agarg metodas

IS skaidrios zonos dydzio sprendziama apie bakterijy jautrumg atitinkamam tiriamam
tirpalui. Augimo slopinimo zonos plotis matuojamas liniuote arba slankmaciu. Matuojamos
slopinimo zonos skersmuo turi eiti per centrg. Pamatavus visg skersmenj bei Zinant filtrinio
popieriaus disko skersmenj, slopinimo zonos plotis apskai¢iuojamas pagal formule:
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¢ia: H — slopinimo zonos plotis, mm;
D — bendras sterilios zonos ir jdubos skersmuo, mm;
d — jdubos skersmuo, mm.

Yra tam tikra priklausomybeé tarp slopinimo zonos ploc€io ir bakterijy jautrumo, pagal kurig
vertinami gauti rezultatai.



1 lentelé. Bakterijy jautrumo antimikrobinéms medZziagoms laipsnio jvertinimas pagal augimo
slopinimo zonos plotj

Bakterijy jautrumo laipsnis Augimo slopinimo zonos plotis, mm
Labai jautriis >10
Jautriis Nuo 5 iki 10
Mazai jautris Nuo 4 iki 5
Atsparus <4

Dvigubos kultiiros metodas

Metodo esmé yra ta, kad vienoje Petri 1éksteléje centre ant terpés pavirSiaus yra séjamas
mikroskopinis grybas (2 pav. A) ir 2,5 cm atstumu nuo jo dedamas filtrinio popieriaus diskas
(6 mm skersmens) (Hahnemuhle, Vokietija), sumirkytas tiriamojo BIFIDO fermentuoto
probiotiniy gérimy koncentrato méginyje (2 pav. B). Tyrimui naudota PDA Potato Dextrose
Agar (Liofilchem, Italija) terpé, skirta mieliy ir mikroskopiniy gryby auginimui. Paruosta terpé
iSpilstoma j Petri 1éksteles po 12 ml, sustingus terpei Kiekvieno mikroskoponio grybo miceliniai
diskai (10 mm skersmens), paimti i§ septynias paras auginty F. graminearum ir Acremonium
sp. izoliaty kultiiry krasto, dedami miceliu Zemyn j kiekvienos Petri 1ékstelés su iSpilstyta terpe
centrg dviem pakartojimais. Kaip kontrol¢, naudotos Petri lékstelés, kuriose ant terpés auga tik
tiriamasis mikroskopinis grybas. Lékstelés inkubuojamos 25,0+0,5 °C temperatiiroje 7 paras
arba iki kol kontrolingje 1éksteléje mikroskopinis grybas uzauga iki pat lékstelés krasto.

A B
2 pav. Dvigubos kultiiros metodas (Anith K. N., 2021)

A — mikroskopinio grybo vieta Petri lekstel¢je (kontrolingje 1eksteleje);
B — filtrinio popieriaus disky, sumirkyty tiriamojo fermentuoto probiotinio gérimo
koncentrato su gerosiomis bakterijomis méginyje, iSdéstymas léksteléje, aplink mikroskopinj
gryba

Slopinimo koeficientas (SK) apskai¢iuojamas pagal formule:



a
SK = x 100

Kur a — izoliato augimo skersmuo kontrolingje 1éksteléje (mm); b — izoliato augimo skersmuo
leksteléje su fermentuoto gérimo prisotinto gerosiomis bakterijomis (mm).

Slopinimo koeficiento jautrumo skalé:
» SK <3 — mazas slopinimas;

* SK = 3 - 20 — vidutiniskas slopinimas;
« SK = 20 - 100 — stiprus slopinimas.

Tyrimo rezultatai

Tyrimo metu buvo istirtas BIFIDO fermentuoty probiotiniy gérimy koncentratuose
esanCiy geryjy bakterijy poveikis 16 patogeniniy bakterijy ir 2 mikroskopiniams grybams.
Atlikto tyrimo rezultatai rodo, kad visuose tirtuose BIFIDO fermentuoty probiotiniy gérimy
koncentratuose esancios bakterijos slopino 15-os tirty patogeniniy bakterijy augimg ir netgi
turéjo joms baktericidinj poveikj. Jautriausia 1§ visy buvo B. cereus bakterija, kuri tik Siek tiek
augo veikiama rugiy fermentuoto probioninio gérimo koncentrato ir apelsiny fermentuoto
probiotinio gérimo koncentrato gerosiomis bakterijomis, visy likusiy tirty BIFIDO fermentuoty
probiotiniy gérimy gerosios bakterijos visiSkai uzslopino B. cereus augima.

Pagal susidariusiy augimo slopinimo zony dydj, taip pat iSsiskiria M. luteus, E.coli,
L. monocytogenes ir H. alvei bakterijos, nes joms visy tirty BIFIDO fermentuoty probiotiniy
gérimy koncentraty gerosios bakterijos turéjo baktericidinj poveikj. Tik H. pylori bakterija buvo
atspart tirty fermentuoty probiotiniy gérimy koncentraty geryjy bakterijy poveikiui.

IStyrus 2 mikroskopiniy gryby augimo slopinima, taip pat akivaizdZiai matomas visy
tirty BIFIDO fermentuoty probiotiniy gérimy koncentraty geryjy bakterijy slopinamasis
poveikis (6 ir 7 pav.).

Tyrimams buvo pasirinkti 2 mikroskopiniai grybai. Acremonium sp., nes §ios genties
atstovai patenka j pelésiy kategorija, kurie, ilgg laikg veikdami Zmogaus organizma, gali sukelti
rimty sveikatos problemy. Acremonium yra pelésiy grupé, kurig daznai galima rasti patalpose,
o kai kurios jo rtsys yra Zinomos kaip Zmoniy patogenai. Jie paplit¢ visame pasaulyje ir gali
biiti aptinkami dirvozemyje ir gamtoje ant piivan¢iy augaly medziagy. Taip pat jie gali plisti ir
patalpose ir yra vieni i§ labiausiai paplitusiy gryby kolonizatoriy namuose ir biuruose.

Fusarium graminearum yra pagrindinis patogenas, sukeliantis kvie¢iy ir mieziy varpy
fuzariozes. Uzkréstuose griiduose gali biiti daug trichoteceny mikotoksiny: deoksinivalenolio,
zearalenono, nivalenolio. Sie mikotoksinai, ypa¢ deoksinivalenolis (DON) ir nivalenolis
(NIV), turi bendrag biochemin;j ir Igstelinj toksiSkumg. Jie stipriai slopina baltymy sinteze,
jungdamiesi prie ribosomy, slopina RNR ir DNR sintezg, bei toksiSkai paveikia lgsteliy
membranas. Be to, jy gebé¢jimas slopinti (inhibuoti) baltymy sinteze gali sukelti uzkricio
liaukos, limfos ir kraujodaros audiniy apoptoze¢ per mitogeno aktyvuota baltymy kinaze.
Pasé¢liai, uzterSti trichotecenu, gali sukelti sunky apsinuodijimg maistu kartu su pykinimu,
vémimu ir viduriavimu.



2 lentelé. Tiriamyjy bakterijy augimo slopinimo zonos, mm

Bakterijos augimo slopinimo zona, mm = standartinis nuokrypis

. . Gérimo Nr.
Eil. | Bakterijy
Nr. | padermé 3 6
1 2 .. 4 5 Medus- 7
. .. |Apelsinai- e N .
Avizy Ryziy AvieCiy | Aronijos |imbieras- | Rugiy
mango lai
almas
1 :\S;gsgcocws 20,0+1,73 |19,3+4,04 | 16,7+0,58 | 16,3+0,58 | 18,7+1,53 |16,7+1,15 | 14,0+1,73
2 | Bacillus cereus |34,3+2,52 |37,040,00 | 14,3+1,15 |37,040,00 | 35,3+2,89 [32,0+0,00 | 7,7+0,58
3 | Klebsiela 11,3+2,08 | 9,041,73 | 7,3+0,58 | 9,0#0,00 |10,7+1,15 | 8,7+1,53 | 8,7+0,58
pneumoniae
4 Elgfgggamr 7.040,00 | 8,7+2,31 | 4,3+0,58 | 1,0+0,00 | 4,7+1,15 | 4,00,00 | 4,3+0,58
Staphylococcus
5 | opidermidis | 127£2,52|14,343,06 | 9,71,15 |12,0£0,00 | 11,340,58 | 8,0+1,00 | 8,041,73
Bacillus
6 | subtilissubsp. |10,02,00 |12,01,00 | 7,3+1,53 | 7,3+0,58 |10,70,58 | 8,0+1,00 | 8,0+1,00
Spizizenii
7 | Salmonella 8,0¢1,73 | 6,3+1,15 | 4,3+0,58 | 9,742,52 |12,0+1,00 | 7,3+0,58 | 6,3+0,58
cholerasuis
8 fcrggﬁgﬁder 9,3+0,58 |17,040,58 | 9,7+2,08 |12,7+1,15 |12,3+1,53 | 9,7+0,58 | 6,3%0,58
9 | Esherichia coli |11,0+1,73 |11,0+1,00 |10,7+1,15 |11,3+1,15 |13,3+1,15 | 11,7+0,58 | 8,7+0,58
10 igggg”e”a 10,0+1,00 | 9,0+1,73 | 8,742,52 |12,7+0,58 | 14,0+1,73 |10,0+1,73 | 8,7+1,53
17 | Listeria 17,7+1,53 |15,3+1,53 | 10,3+1,53 | 16,7+0,58 | 14,3+1,15 | 11,0+,46 |12,0+0,00
monocytogenes 7 —_—-) ’ —_—- ’ —_—-) ’? - ’ —_—- ’ - ’ -
Pseudomonas
12 | zeruginosa 10,3+0,58 [ 10,7+1,53 | 7,040,00 |10,3+1,53 | 9,0+1,00 |11,3+0,58 |10,7+0,58
13 zmﬂglococcus 10,3+1,15 | 2,0+0,00 | 8,0+1,00 | 9,0+1,00 | 5,0+0,00 | 8,0+1,00 | 1,040,00
14 | Hafniaalvei  |14,3%0,58 [11,0+1,73 [12,3+0,58 | 15,3+2,08 |15,3+1,15 |14,7+2,31 | 12,7+6,03
Salmonella
15 | wonimuriom | 97£L53 | 7,0£1,00 | 37:0,58 | 7,3%0,58 | 9,341,15 | 6,3£2,08 | 7,7+1,15
16 gjgf?ba‘:ter 0,0:0,0 | 0,060,0 | 0,0:0,0 | 0,0£0,0 | 0,000 | 0,0£0,0 | 0,0:0,0




apelsiny fermentuotas probiotinis gérimo
koncentratas

rugiy fermentuotas probiotinis gérimo koncentratas

medaus imbiero fermentuotas probiotinis gérimo
koncentratas

3 pav. Fermentuoty probiotiniy gérimy
koncentratuose esanciy geruju bakteriju
antimikrobinis poveikis:

Micrococcus luteus

Bacillus cereus

Klebsiela pneumoniae

Enterobacter cloacae

Staphylococcus epidermidis

Bacillus subtilis subsp. Spizizenii



apelsiny fermentuotas probiotinis gérimo
koncentratas

rugiy fermentuotas probiotinis gérimo koncentratas

koncentratas

4 pav. Bifido fermentuoty probiotiniy gérimy
koncentratuose esanciy geryju bakteriju
antimikrobinis poveikis:

Salmonella cholerasuis

Citrobacter freundii

Esherichia coli

Salmonella agona

Listeria monocytogenes

Pseudomonas aeruginosa



apelsiny fermentuotas probiotinis gérimo
koncentratas

medaus imbiero fermentuotas probiotinis gérimo

koncentratas
S

7 4

5 pav. Bifido fermentuoty probiotiniy gérimy
koncentratuose esan¢iy geryju bakterijy
antimikrobinis poveikis:

Staphylococcus aureus

Hafnia alvei

Salmonella typhimurium

Mikroskopiniy gryby augimo slopinimo tyrimas parodé, kad visy tirty BIFIDO fermentuoty
probiotiniy gérimy koncentraty gerosios bakterijos turé¢jo slopinama poveikj $iy gryby micelio
augimui ir pasizyméjo stipriu slopinimo koeficientu, ypatingai prie§ Acremonium sp.
DidZiausiu slopinimo koeficientu prie§ Acremonium sp. pasizyméjo rugiy fermentuoto
probiotinio gérimo koncentrate esancios bakterijos.

F. graminearum micelio augimg labiausiai slopino rugiy fermentuoto probiotinio gérimo
koncentrato gerosios bakterijos.



3 lentelé. Tiriamyjy mikroskopiniy gryby augimo slopinimo koeficientai

Slopinimo koeficientas
Fermentuotas gérimas

grybas 1 2 3 4 5 6 7
Acremonium sp. 39+0,7 55+0,0 59+0,0 66+0,7 48+0,7 52+0,7 61+0,7

gri?nsi?fe'ﬁﬁm 18£1,4 | 25+1,4 | 20414 | 70,7 | 20£28 | 29+0,7 | 39+0,7

Mikroskopinis

apelsiny fermentuotas probiotinis n'mo
koncentratas

medaus imbiero fermentuotas probi
koncentratas

otinis gérimo

6 pav. Bifido fermentuoty probiotiniy gérimy
koncentratuose esané¢iy geryjuy bakterijy
antimikrobinis poveikis Acremonium sp.

— =

rugiy fermentuotas probiotinis gérimo koncentratas
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apelsiny fermentuotas probiotinis gérimo
koncentratas

aronijy fermentuotas probiotinis gérimo medaus imbiero fermentuotas probiotinis gérimo
koncentratas koncentratas

7 pav. Fermentuoty probiotiniy gérimy
koncentratuose esan¢iu geryjy bakteriju
antimikrobinis poveikis Fusarium
graminearum

rugiy fermentuotas probiotinis gérimo koncentratas

ISvada

Visi tirti BIFIDO fermentuoty probiotiniy gérimy koncentratai pasizymi dideliu kiekiu geryjy
bakterijy, turin€iy slopinamajj poveiki Micrococcus luteus, Bacillus cereus, Klebsiela pneumoniae,
Enterobacter cloacae, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis subsp. Spizizenii, Salmonella
cholerasuis, Citrobacter freundii, Esherichia coli, Salmonella agona, Listeria monocytogene,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Hafnia alvei, Salmonella typhimurium bakterijy ir
Acremonium sp. bei Fusarium graminearum augimui. Mikroskopiniy gryby augima stipriausiai
slopina rugiy fermentuoto probiotinio gérimo koncentrate reziduojancios bakterijos,
patogeniniy bakterijy augimg stipriausiai slopina aronijy fermentuoto probiotinio gérimo
koncentrate esancios bakterijos.
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