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SANTRAUKA

Lactococcus lactis padermiu, iSskirty i$ Zuvies, identifikavimas ir mikrobiologinés saugos
savybiy jvertinimas
Kamil¢ Kavaliauskaité
Magistro baigiamasis darbas

Pienartig§tés bakterijos (PRB) yra puikiai zinomi probiotikai, kurie gerina produkto
mikrobiologinés kokybés ir saugos savybes. Probiotikai daznai yra jvardijami kaip galima
alternatyva kontroliuojant antibiotikus ir uzkertant kelig patogeniniy bakterijy plitimui. PRB gali
gaminti jvairius antimikrobinius agentus, kurie turi stipry antagonistinj aktyvumag prie$ jvairius
patogeninius mikroorganizmus. Nors PRB $altinis dazniausiai yra pieno, strio ir kiti produktai,
pastaraisiais metais vis daugiau démesio sulaukia ir Zuvys, kaip galimas pienartigS¢iy bakterijy
Saltinis.

Tyrimo metu buvo atliktas Lactococcus lactis bakterijy iSskyrimas 1§ zuvies vidaus organy
(europinio Sapalo, paprastosios raudés ir paprastosios kuojos). IS viso 45 méginiai buvo
homogenizuoti, praskiesti deSimtkarciais skiedimais iki 107 ir uzséti ant PCA agaro su priedais.
Sekanciame etape atliktas dazymas Gramo biidu, po kurio, mikroskopo pagalba, atsizvelgiant |
savybes (rutulio formos bakterijos, aptinkamos pavienés arba trumpose koky grandinélése),
vizualiai buvo nustatomos Lactococcus spp. bakterijos. ISskirtos Lactococcus spp. buvo jvertintos
PGR metodu, kuomet ieskant specifinio 380 bp fragmento buvo identifikuotos L. lactis padermes.
Paskutiniame etape jvertinamas pasitvirtinusiy L. lactis bakterijy jautrumas prieS 9 antibiotikus
(vankomicing (VA), ampiciling (AMP), gentamicing (CN), kanamicing (K), streptomicing (S),
eritromicing (E), klindamicing (CD), tetracikling (TE), chloramfenikolj (C)) taikant E - testa.

Tyrimo metu Lactococcus spp. bakterijos buvo nustatytos 36 (80 proc.) visy tirty zuvies
vidaus organy meéginiy. PGR reakcijos metu L. lactis padermés nustatytos tik 3 1§ 36 tirty
Lactococcus spp. Vertinant L. lactis padermiy antimikrobinj atsparumg prie$ antibiotikus nustatyta,
kad visos trys padermés buvo jautrios ampicilinui (MSK nuo 0,19 pg/ml iki 0,38 pg/ml),
gentamicinui (MSK nuo 0,19 pg/ml iki 0,25 pg/ml), kanamicinui (MSK nuo 1 pg/ml iki 2 pg/ml),
streptomicinui (MSK nuo 3 pg/ml iki 6 pg/ml), eritromicinui (MSK nuo 0,064 pg/ml iki 0,125
png/ml), klindamicinui (MSK nuo 0,016 pg/ml iki 0,19 pg/ml), tetraciklinui (MSK 2 pg/ml),
chloramfenikoliui (MSK nuo 2 pg/ml iki 6 pg/ml) (p<0,001), taciau buvo visiskai atsparios
vankomicinui (MSK 256 pg/ml) (p > 0,05).

Raktazodziai: Lactococcus lactis, pieno riigSties bakterijos, zuvis, jautrumas antibiotikams



SUMMARY

Identification and microbiological safety properties evaluation of Lactococcus lactis strains
isolated from fish
Kamil¢ Kavaliauskaité
Master‘s Thesis

Lactic acid bacteria (LAB) are well known probiotics which improve microbiological quality
and safety of a product. Probiotics are often mentioned as an alternative to antibiotics in case of
controlling and preventing of pathogenic bacteria. LAB can produce various antimicrobial agents
which have strong antagonistic activity against different pathogenic microorganisms. Although
most common LAB sources are dairy, cheese and other products, for the last few years more
attention is focused to the fish as a possible source of lactic acid bacteria.

Lactococcus lactis bacteria were isolated from internal organs of fish (uropean chub, common
rudd and common roach) in this study. In total 45 samples were homogenized, diluted in ten-fold
dilutions till 107 and inoculated into a Plate count agar with supplements. During the next stage
Gram staining was performed and Lactococcus spp. were visually detected with the microscope,
based on the properties like spherical forms of bacteria, a single or short chains of cocci.
Lactococcus spp. were tested with the PCR assay for a specific 380 bp fragment to identify L. lactis
strains. At the last stage confirmed L. lactis strains there tested to antimicrobial resistance by E-test
with 9 antibiotics (vancomycin (VA), ampicillin (AMP), gentamicin (CN), kanamycin (K),
streptomycin (S), erythromycin (E), clindamycin (CD), tetracycline (TE), chloramphenicol (C)).

Lactococcus spp. were detected in 36 (80 %) out of 45 examined internal fish organs samples.
Based on PCR results L. lactis was confirmed only in 3 out of 36 tested Lactococcus spp.
Antimicrobial resistance revealed that all three L. /actis strains were susceptible to ampicillin (MIC
from 0.19 pg/ml up to 0.38 pg/ml), kanamycin (MIC from 1 pg/ml up to 2 pg/ml), streptomycin
(MIC from 3 pg/ml up to 6 pg/ml), erytromycin (MIC from 0.064 pg/ml up to 0.125 pg/ml)
clindamycin (MIC from 0.016 pg/ml up to 0.19 pg/ml), tetracycline (MIC 2 pg/ml),
chloramphenicol (MIC from 2 pg/ml up to 6 pg/ml) (p < 0.001), although they were completely
resistant to vancomycin (MIC 256 pg/ml) (p > 0.05).

Key words: Lactococcus lactis, lactic acid bacteria, fish, susceptibility to antibiotics



SANTRUMPOS

ATCC - Amerikos referentiniy kultiiry kolekcija (angl. American Type Culture Colection);
AMP - ampicilinas;

apsis./min - apsisukimy per minute;

BA - biogeniniai aminai;

C - chloramfenikolis;

CN - gentamicinas;

CD - klindamicinas;

DNR - deoksiribonukleoriigstis;

E - eritromicinas;

EFSA - Europos maisto saugos tarnyba (angl. European Food Safety Authority);
FDA - Maisto ir vaisty administracija (angl. Food and Drug Administration);
g - gramas;

K - kanamicinas;

ksv - kolonijas sudarantys vienetai;

M17 - medium 17 mitybiné terpé;

ml - mililitras;

min - minuté;

MRS - De Man, Rogosa Sharpe mitybiné terp¢;

NaCl - natrio chloridas;

p - aritmetiniy vidurkiy skirtumy patikimumas;

pav. - paveikslélis;

PCA - Plate count agar mitybiné terp¢;

PGR - polimeraziné grandinin¢ reakcija;

pH - vandenilio jony (H") koncentracijos tirpale matas;
PRB - pieno riigsties bakterijos;

proc. - procentai;

pvz - pavyzdys;

S - streptomicinas;

spp. - gentis;

TE - tetraciklinas;

TEA - nukleoriig§¢iy elektroforezei skirtas buferis;

V - voltai;

VA - vankomicinas;



val. - valandos;

vnt. - vienetai;

ul - mikro litrai;

pug/ml - mikro gramai mililitre;

°C - Celcijaus laipsnis.



IVADAS

Maisto sauga yra neatsiejama maisto jmoniy dalis, kuri uztikrina, kad produkte nebiity
mikrobinés tarSos bei cheminiy terSaly, kurie kelig didelj pavojy sveikatai. Nuolat kyla naujy
grésmiy maisto saugumui, dél kuriy did¢ja ir per maistg plintanciy ligy protrikkiy. Be to, maisto
tiekimas vis labiau globalizuojasi ir tai reikalauja didesnio démesio maisto saugai visame pasaulyje.
Produktuose naudojami konservantai siekiant sumazinti maisto nuostolius ir uZztikrinti aukStesne
maisto kokybe bei sauguma, taciau Siandienos vartotojai labiau renkasi produktus be konservanty,
nes jiems jie dazniausiai asocijuojasi su nesveiku maisto produktu jy sveikatai. Dél Sios priezasties
siekiama sukurti produktus, kuriuose naudojama maziau priedy arba naudojami natiiraltis priedai.
Vieni 1§ labiausiai iStirty nattraliy maisto priedy yra mikroorganizmai, tokie kaip pieno riugsties
bakterijos. Tai yra probiotikai, kuriuos daugelis renkasi dél jy naudos sveikatai ir pasizymeéjimu
antimikrobinémis savybémis (1).

Pieno rugsties bakterijos, tokios kaip Lactobacillus ir Bifidobacterium, dazniausiai
naudojamos kaip probiotikai. Sios bakterijos gali gaminti jvairius antimikrobinius agentus, kurie
turi stipry antagonistinj aktyvuma prie§ jvairias patogenines bakterijas (2). Tam puikiai tinka
visuotinai pripazinta saugia vartoti Lactococcus lactis, iSsiskirianti ne tik antimikrobinémis
savybémis, bet ir gerinanti produkto mikrobiologing saugg ir kokybe (3). Nors L. lactis daugiausia
aptinkama pieno produktuose, taciau vis daugiau tyrimy jrodo, kad §i bakterija daznai aptinkama ir
zuvyje. Taip pat nurodoma, kad kai kurios Zuvyje aptinkamos L. lactis padermés pasizymi
stipresniu slopinamuoju aktyvumu pries jvairius infekcijy sukelejus (4).

Did¢jantis atsparumo antimikrobinéms medziagoms paplitimas yra pasauliné problema.
Antimikrobinéms medziagoms atsparios bakterijos gali sukelti sunkiy ir sudétingiau gydomy
infekcijy. Infekcijos, kurias sukelia atsparios antimikrobinéms medZziagoms bakterijos, sunkina
sveikimo procesa, kuris daznai biina ilgesnis ir sunkesnis, taip pat pailgeja ligos trukmé ir padidé¢ja
mirtingumas. Daugelis veiksniy prisideda prie zmogaus patogeny atsparumo antimikrobinéms
medziagoms didéjimo, jskaitant antimikrobiniy medziagy naudojimg zmonéms ir maistui skirtiems
gyviinams. Antimikrobinés medziagos pla¢iai naudojamos maistui skirtiems gyviinams gydyti,
profilaktikai (sveiky gyviny, kuriems gresia uzsikrétimo rizika, ligy prevencijai) ir kai kur
pasaulyje vis dar naudojami augimui skatinti (padidinti prieaug] arba pasSary efektyvuma). Toks jy
naudojimas gali paskatinti maistui skirty gyviny antimikrobinéms medziagoms atspariy bakterijy
augima ir iSplitima (5).

Bakterijy, pasizymin¢iy antimikrobiniu veikimu, taikymas gamyboje gali biti papildomas
apdorojimo parametras, siekiant ne tik pagerinti produkto saugg ir uztikrinti maisto kokybe, bet

iSlaikyti ar sustiprinti juslines savybes (6). Siekiant kontroliuoti patogeny plitima, tame tarpe ir



patogeny atspariy antimikrobinéms medziagoms, mokslininkai nuolat ieSko alternatyvy
antibiotikams. Pastaruoju metu biitent probiotikai pristatomi kaip galima alternatyva antibiotikams,
padedanti uZzkirsti kelig patogeninéms bakterijoms (2).
Darbo tikslas: identifikuoti Lactococcus lactis padermes, iSskirtas 1§ Zuvies, ir jvertinti jy
mikrobiologinés saugos savybes.
Darbo uzdaviniai:
1. ISskirti galimai L. /lactis padermes i$ Zuvies;
2. PGR metodo pagalba identifikuoti L. lactis padermes;
3. Jvertinti iSskirty padermiy mikrobiologing saugg (atsparumas antimikrobinéms

medziagoms).



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Pieno rigsties bakterijos

Pieno rigsties bakterijos (PRB) yra gram teigiamos, spory neformuojancios, koky arba
lazdelés formos bakterijos, kurios gamina pieno rugst] kaip galutinj produkta angliavandeniy
fermentacijos metu (3). Pieno riigSties bakterijy pagrindinés gentys: Lactobacillus, Lactococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, QOenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ir Weissella (7). PRB klasifikavimas |
skirtingas gentis yra pagristas morfologija, gliukozés fermentacijos bidu, augimu skirtingoje
temperatiroje, pagamintos pieno rigsties konfigiliracija, geb¢jimu augti didel¢je druskos
koncentracijoje ir rigsStyje (8). PRB galima aptikti augaluose, vaisiuose, pieno produktuose,
fermentuotoje mésoje ir zuvyje, marinuotose darzovése, fermentuotuose geérimuose, nuotekose ir
zmoniy bei gyviiny organizmuose (9).

Maisto pramong¢je pieno riigSties bakterijos yra panaudojamos gaminti fermentuotus
produktus, turincius antibakterinj poveikj, kaip pvz. bio - konservantai, kurie pagerina maisto sauga,
uzkerta kelig maisto produkty gedimui ir prailgina jy galiojimo laikg bei i§saugomo produkto
maistines savybes, skonj (10). Fermentacija pieno riigSties bakterijomis yra pigus ir efektyvus
maisto i§saugojimo metodas, kuris gali buti taikomas ne tik didelése, bet ir mazose jmonése.
Fermentacija pagerina daugelio maisto produkty teksttira, skonj ir maisting verte (11).

Labiausiai zinoma PRB savybé, susijusi su konservantais, yra jy gebéjimas gaminti ragsti,
kuri savo ruoZtu pasizymi antimikrobiniu poveikiu (12). Todél pieno riigSties bakterijos turi puiky
antimikrobinj poveikj fermentuotuose maisto produktuose. Tai daugiausia susij¢ su organiniy
rugséiy bei kity junginiy, pvz. etanolio, vandenilio peroksido, diacetilo, reuterino ir bakteriociny
gamyba (8).

Maiste esantys patogenai kelia didele grésme vartotojy sveikatai, nes jie gali sukelti jvairias
ligas. Siekiant pasalinti galimg S$iy ligy sukélejy rizika, skiriama daug démesio pieno riigsties
bakterijoms, nes jos atlieka esming¢ funkcijg, kad buty uzkirstas kelias bakterijy augimui ir sumazéty
biogeniniy aminy (BA) susidarymas. Patogeny sukeltos su maistu susijusios ligos pasizymi
viduriavimu, vémimu, pilvo skausmu ir kitais pozymiais. Tuo tarpu BA susidarymas maisto
produktuose gali sukelti mitybos ir jusliniy savybiy pablogéjima bei gali turéti toksikologinj poveikj

ir sukelti jvairiy rii$iy apsinuodijimus (10).

1.2 Pieno rugsties bakterijy nauda organizmui
Moksliniais tyrimais nustatyta, kad PRB, pagrindiné gram teigiamy bakterijy grupé, yra
naudinga zmoniy sveikatai, nes veikia kaip probiotikas. Probiotikai yra gyvi mikroorganizmai,

kuriuos vartojant atitinkamais kiekiais, gaunama nauda sveikatai (13). Su sveikata susijusios
10



savybés, priskiriamos probiotiniams mikroorganizmams, yra daugialypés. Probiotikai Zinomi dél:
vertingy junginiy gamybos, antagonistinio poveikio patogeninéms bakterijoms, imuninio atsako
stimuliavimo ir daugelio kity poveikiy. ISlaikant nuolatini probiotiky buvimg Zarnyne
stimuliuojama imuniné sistema, dél to sumazéja autoimuniniy susirgimy sunkumas ir sumaz¢ja
alerginés reakcijos (14).

Pieno rugsties bakterijos turi teigiamg poveikj odos sveikatos palaikymui ir gerinimui (15).
PRB ir jy probioaktyvios lastelinés medziagos virskinimo trakte yra labai naudingos, nes neleidzia
susikurti, sukibti ar daugintis Zarnyno gleivinés patogenams. Sios medZiagos taip pat gerina
virSkinimg, lengvina malabsorbcijos simptomus. Toks poveikis yra susijgs su mutageninio
aktyvumo slopinimu, fermenty, susijusiy su kancerogeny, mutageny arba navikg stimuliuojanciy
daleliy sumazéjimu bei epidemiologija, susijusia su mitybos rezimu bei véziu (16). Kitos zarnyno
ligos taip pat gali buiti sumazintos vartojant probiotikus. Probiotiky naudojimas taip pat susijes ir su
laktozés netoleravimo mazinimu, infekcijy mazinimu (17).

Probiotiky jtaka kiino svoriui geriausiai iStirta suaugusiems. Probiotikai padeda sumazinti
adipocity dydi mazindami riebaly riig§¢iy absorbcijg ir padidina geny raiSka, susijusia su riebaly
rugsciy oksidacija. Vartojant 100 g jogurto, kuriame yra L. amylovorus arba L. fermentum, per 6
savaites galima sumazinti bendrg kiino riebaly mase. Nustatyta, kad poveikis stipresnis vartojant L.
amylovorus turin€iy papildy. Antsvorio turintiems asmenims papildomai vartojant probiotinj
preparata, kurio sudétyje yra L. plantarum ir L. curvatus, per 1-12 savai€iy Zymiai sumaz¢ja kiino
svoris ir poodinis riebalinis audinys (18).

Tam, kad buty uztikrintas naudingas poveikis sveikatai, rekomenduojama, kad probiotiky
koncentracija produkte turi biiti ne mazesné kaip 10 ksv mililitre arba grame, taciau geriausia, kad
probiotiniam poveikiui kasdien biity suvartojama apie 103-10° ksv mililitre arba grame probiotiniy

mikroorganizmy (19).

1.3 PienariigS¢iy bakterijy antimikrobinés savybés

Per daugelj mety sveikatos moksly srityje padaryta didelé pazanga naudojant antimikrobines
medziagas. Dauguma Zmoniy ir gyviiny mirSta del mikrobiniy infekcijy, kuriy padidéjes atsparumas
antibiotikams pastebétas per kelis deSimtmecius. Antibakterinio atsparumo atsiradimas Zymiai
sumazino infekcijy gydymo veiksmingumg. Norint iSspresti $ig visuomenés sveikatos problemg
reikia iStirti naujus metodus, kurie padéty sustiprinti tradicinius antibiotikus, tiriant naujas
antimikrobines molekules. Pieno rtgsties bakterijy naudojimas puikiai tam tinka ir gali biti
laikomas alternatyva antibiotikams (20).

Kadangi atsparumas antimikrobinéms medZziagoms yra nauja problema, ji gali sukelti

neigiamy pasekmiy sveikatos, aplinkos ir zemés iikio sektoriuose dél privalomy vartoti didesniy
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antibiotiky koncentracijy. Be to, padidé¢jes atsparumas antibiotikams padidina infekciniy ligy
plitimo ir uzsitgsimo rizikg. Pasaulio sveikatos organizacija 2017 metais iSvardijo antibiotikus,
reikalingus tokioms patogeninéms bakterijoms, kaip Enterococcus spp., S. aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Psedomonas aeruginosa ir Enterobacter spp. Antibiotiky
neveiksmingumas prie§ patogenus padid¢jo dél jy atsparumo vaistams, kurie naudojami visame
pasaulyje, todél sunkiau gydyti infekcijas ir mazinti mirtinus atvejus. Siekiant kontroliuoti patogeny
plitima, skubiai reikia naujy alternatyviy antibiotiky (2).

Ligy protriikiai paprastai gydomi chemoterapiniais vaistais ir antibiotikais, taciau tai daznai
turi nepageidaujama Salutinj poveikj: aplinkos ir gyviiny uZzterSima antibiotikais, tod¢l padidéja
atsparumas antibiotikams, sumazéja antibiotiky veiksmingumas ligoms gydyti. Pastaruoju metu
probiotiky, prebiotiky ir imunostimuliatoriy skyrimas atrodo labai perspektyvi kontrolés priemoné
(21).

Probiotikai pristatomi kaip galima alternatyva antibiotikams kontroliuoti ir uZzkirsti kelig
patogeniniy bakterijy plitimui. PRB gali gaminti jvairius antimikrobinius agentus, kurie turi stipry
antagonistinj aktyvuma prie§ jvairius patogeninius mikrobus. Taip pat PRB gali uzkirsti kelig
patogeny adhezijai, konkuruodama dél Zarnyno epitelio lgsteliy suri§imo viety ir sumazindama
kolonizacija, taip uzkertant kelig infekcijy atsiradimui. L. lactis laikomas stipriu probiotiku,
gerinan¢iu sveikatg. Taip pat L. lactis dazniausiai sintetina bakteriocinus, kurie kovoja su
patogeniniais mikroorganizmais (2).

PRB sukuria zemo pH aplinkg fermentuodama keleta maistiniy medziagy ir gamina
antimikrobinius veiksnius, kurie gali uZzkirsti kelig uzterSimui patogeninémis bakterijomis (22).
Taip pat antimikrobiniy kultiiry taikymas gamyboje gali biiti papildomas apdorojimo parametras,
siekiant pagerinti produkto saugg ir uztikrinti maisto kokybe, iSlaikyti ar sustiprinti juslines savybes

(6).

1.4 Bakteriocinai

Bakteriocinai yra geny uzkoduoti, ribosomy sintetinami antimikrobiniai peptidai, kuriuos
gamina ir gramteigiami, ir gramneigiami mikroorganizmai. Bakteriocinai gauti i§ PRB turi daug
jvairiy galimy pritaikymy, pavyzdziui, uzkertant kelig patogeninéms bakterijoms maiste ir kaip
alternatyva antibiotikams medicinoje ir veterinarijoje (23).

Kai kurie bakteriocinai, tokie kaip nizinas, yra placiai paplite kaip biologiniai konservantai
maisto sistemose ir naudojami jau kelis deSimtmecius (24). Nizinas ir lakticinas yra pagrindiniai L.
lactis gaminami bakteriocinai (25). Bakteriociny gamyba yra daugelio pieno riigSties bakterijy
probiotinis poZzymis, kuris gali padéti iSvengti patogeny augimo zarnyno aplinkoje (26). Nors

daugelis bakteriociny turi siaurg aktyvumo spektra slopindami panaSiy ar glaudZziai susijusiy
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bakterijy riiSiy augimg, kiti bakteriocinai rodo antimikrobinj aktyvumg pries daugybe bakterijy
genciy. Paprastai gram neigiamy bakterijy bakteriociny aktyvumo spektras yra siauresnis nei gram
teigiamy bakterijy (27).

Gram teigiamy bakterijy pagaminti bakteriocinai yra skirstomi j dvi pagrindines klases: I
klasé, turinti labai modifikuoty peptidy, vadinamy lantibiotikais ir II klasé, turinti nemodifikuoty
peptidy arba peptidy su nedideliais pakitimais. II klasés bakteriocinai gali toliau biiti suskirstyti |
poklasius: II a klase, pediociny tipo bakteriocinai, kurie yra labai aktyvis pries Listeria spp. ir turi
gana siaurg spektra. II b klasés, dviejy peptidy bakteriocinai, kuriy aktyvumas priklauso nuo dviejy
skirtingy peptidy sinergijos. Il ¢ klasé, cirkuliniai bakteriocinai ir II d klasé, kita grupé, apimanti
visus kitus bakteriocinus, kurie netelpa i bet kurig i§ minéty grupiy (26).

Bakteriocinai turi didele paklausa tiek kaip maisto konservantas, tiek kaip alternatyva
antibiotikams, kurie naudojami daugelyje vaisty prie§ atsparius patogenus gamyboje. PRB
bakteriocinai nattraliai toleruoja aukstg terminj stresg ir yra zinomi dél savo aktyvumo plac¢iame pH
diapazone. Sie antimikrobiniai peptidai taip pat yra bespalviai, bekvapiai, beskoniai ir tai dar labiau

padidina jy galimg panaudojimg (28).

1.5 L. lactis charakteristika

Lactococcus gentis yra glaudziai susijusi su Streptococcus gentimi, nes jos abi yra
Streptococcaceae Seimos narés ir turi 12 rasiy: L. lactis, L. raffinolactis, L. garviae, L. plantarum, L
piscium, L. chungengensis, L. fujiensis, L. taiwanensis, L. formosensis, L. nasutitermitis ir dvi
naujai identifikuotas L. hircilactis ir L. laudensis rusis. Iki §iol L. lactis yra geriausiai Zinoma
laktokoky rusis (29).

L. lactis yra gram teigiamos, aerotoleruojancios, spory nesudaranc¢ios bakterijos. Riisis yra
suskirstyta | keturias portiSius: lactis, cremoris, hordniae, tructae ir vieng Diacetylactis biovara. Tai
yra mezofilinis mikroorganizmas, dalyvaujantis fermentuoty pieno produkty gamyboje, taciau tik L.
lactis ir L. cremoris yra ypac svarbios pramonei. Pagrindinés L. lactis savybés yra geb&jimas augti
4% NaCl esant 40 °C, taip pat $is mikroorganizmas geba mazinti argining bei augti terp¢je, kurios

pH yra 9,2 (29).

1.6 L. lactis pritaikymas maisto pramonéje
L. lactis — fermentaciné bakterija, gaminanti pieno riugst] i§ cukraus (heksozés) fermentacijos.
Tai svarbus mikroorganizmas, turintis pladia ir jvairia maisto fermentacijos paskirtj (30). Zalias
pienas daznai yra apibuidinamas kaip pagrindinis pieno riigSties bakterijy Saltinis, kuriame gausu L.
lactis (31).
L. lactis Simtmecius buvo naudojama fermentuojant maista, ypac sirj, jogurta, raugintus

koptustus ir kitus produktus, tod¢l Maisto ir vaisty administracija (angl. Food and Drug
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Administration FDA) bei Europos maisto saugos tarnyba (angl. European Food Safety Authority,
EFSA) §i mikroorganizmg pripazino saugiu vartoti (32). Rauginty pieno produkty gamyboje L.
lactis naudojama miSiniuose arba jvairiomis kombinacijomis su kitomis pieno riigsties bakterijomis
(30).

L. lactis yra vienas i§ dazniausiai naudojamy pieno pramonés mikroorganizmy. Pieno
produktuose yra naudojama kaip pieno starteriné kultiira. Sis mikroorganizmas pieno riigstj gamina
pieno fermentacijos metu. Be savo vaidmens pirmajame rtugstinimo etape, L. lactis prisideda prie
pieno produkty skonio, taip pat gebéjimo gaminti diacetila ir acetoina. Si fermentaciné bakterija taip
pat yra susijusi su mikrobiologiniu saugumu, didele pieno riigSties gamyba bei antimikrobinémis
medziagomis, tokiomis kaip bakteriocinai (29).

Fermentuoty maisto produkty kiekis visame pasaulyje didéja, ypa¢ maisto produkty, kuriuose
yra probiotiky ar sveikata gerinanciy bakterijy. Gaminant fermentuotus produktus daugiausiai
naudojami Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus ir Pediococcus genciy
mikroorganizmai (33).

Maisto medziagy pakuotés palaipsniui tapo moksliniy tyrimy démesio centre dél jvairiy
privalumy, jskaitant ekologiSkuma, barjeriniy savybiy gerinimg. Moksliniais tyrimais patvirtintas
s¢kmingas L. lactis panaudojimas kuriant bakteriostatines pléveles. Pridéjus L. lactis plévelés storis
nepakito, skaidrumas sumazéjo ir pastebétas didelis raudonos ir geltonos spalvos atspalviy
padidéjimas. Tuo tarpu, bakterijy lasteliy dispersija plévelés tirpaluose, pléveliy susidarymo metu,
sugriove tarpmolekulines sgveikas tirpaluose ir padidino tirj L. /actis turin¢iose plévelése, taip Siek
tiek sumazindama pléveliy tempiamajj stipruma, taciau zymiai padidino vandens gary pralaiduma.
Be to, plévelei, i kurig buvo pridéta L. lactis, pastebétas didelis bakteriostatinis aktyvumas pries
Staphylococcus aureus 4 °C temperatiiroje. Septyniy dieny bakteriostatinio tyrimo metu 1,5 g/100 g
L. lactis pridétos plévelés sumazino gyvybingy S. aureus lasteliy skai¢iy maziausiai keturiais
logaritminiais vienetais. Sis L. lactis turin¢iy pléveliy tyrimas suteiké nauja metods ir strategija

maisto produkty antibakteriniam konservavimui (34).

1.7 L. lactis Zuvyje
Pienartigstés bakterijos gausiai aptinkamos bei iSskiriamos i$ pieno, strio ir kity produkty.
Pastaraisiais metais mokslininky démesio sulaukia ir Zuvys, kaip galimas pienariig§¢iy bakterijy
Saltinis. Nors jury zuvy zarnyno mikrobiota yra tiriama jvairiais tikslais, taciau yra labai mazai
informacijos apie PRB, iSskirtas 1§ zuvy, bei jy poveikj Zzmogui (4).
Naujausi duomenys parod¢, kad kai kurios PRB, ypac Lactococcus ir Carnobacterium gentys,
yra svarbios laikinos ir nuolatinés Zuvy vir§kinamojo trakto gyventojos. Sios bakterijos Zuvies

organizme atlieka apsauga nuo patogeny bei gamina antimikrobinius junginius (35).
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Irodyta, kad jurinés Zuvys, ypac tokios kaip plekSnés ir karSiai, yra geri PRB ir Bacillus
Saltiniai. Nustatyta, kad kai kurios PRB padermés, iSskirtos i$ plekSniy ir karSiy, pasizymi stipresniu
slopinamuoju aktyvumu prie$ jvairius bakterijy sukéléju, labiau toleruoja zema pH bei tulzies
rugst], palyginus su kitomis PRB padermémis, iSskirtomis i§ kity juriniy Zuvy. PanaSiai kaip
zinduoliy virskinimo sistema, zuvy Zarnos taip pat suteikia sglygas daugeliui mikroby risiy
augimui, kurios turi jtakos jvairiems fiziologiniams procesams, kolonizacijai ir dauginimuisi. Tam
tikros bakterijy rusSys pirmiausia kolonizuoja zuvy virSkinamajj trakta per vanden] ir maista vandens
aplinkoje, kuris labai skiriasi nuo sausumos aplinkos (4).

Daugelis mokslininky jvertino pieno rigsties bakterijas ir jvairius Bacillus genties atstovus
kaip probiotinius preparatus akvakultiiroje, jskaitant Lactobacillus spp., L. lactis, Pediococcus
acidilactici ir B. subtilis. Zuvy Zarnyno mikrobiotos tyrimas, toleruojant jvairias aplinkos salygas,
tokias kaip temperatiira, zemas pH, osmosinis slégis, tulzies druskos ir antimikrobinis aktyvumas,
gali atskleisti vertingas ir naudingas probiotiky savybes. In vivo patikrinimas dél probiotiky
gebéjimo slopinti patogenus yra labai svarbus procesas, nes jis gali pasalinti klaidingai teigiamus
duomenis i§ in vitro patikros. Taip pat probiotinés bakterijos virskinimo trakte gali vaidinti svarby
vaidmenj] ginantis nuo jsiverzianciy patogeniniy mikroorganizmy ir stimuliuojant imuning sistemg
Seimininke (36).

L. lactis, i$skirta 1§ Zuvies, gamina bakteriocing, pasizymint] antibakteriniu poveikiu prie§
platy, patogeniniy ir gedima sukeliandiy, bakterijy spektra. Sio antibakterinio agento, kaip
biologinio konservanto, panaudojimas menkés Zuvies filé pratesé jo galiojimo laikg iki >21 dienos
esant normaliai Saldymo temperatirai (4°C), lyginant su 0 ir —18°C temperatiira. Bakteriocino
naudojimas, kaip biologinio konservanto, suteikia didesn¢ apsauga, ilgesnj produkto galiojimo laika

ir yra geresne¢ alternatyva vertingy jiiros gérybiy konservavimui Saldymo temperattiroje (37).
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2. TYRIMO METODAI IR MEDZIAGA

2.1 Tyrimy laikas, vieta, tirtas objektas
Tyrimas buvo atlieckamas 2020 - 2021 metais Lietuvos sveikatos moksly universitete,
Veterinarijos akademijoje, Maisto saugos ir kokybés katedroje, Maisto mikrobiologijos

laboratorijoje. Buvo tiriamos L. lactis padermés iSskirtos i§ Zuvies vidaus organy.

2.2 Tyrimo eiga

Siame darbe buvo atliktas L. lactis padermiy, i$skirty i§ Zuvies vidaus organy (skrandZio,
zarny, inksty, kepeny, bluznies), identifikavimas ir mikrobiologinés saugos savybiy jvertinimas. L.
lactis iSskyrimui buvo naudojami Zuvies vidaus organai, kurie buvo homogenizuoti, méginiai
praskiesti deSimtkarciais skiedimais ir jvykdyti s¢jimai. Po séjimy atrinktos Lactococcus spp.
dazytos Gramo biidu, po kurio mikroskopo pagalba vizualiai jvertintos. Lactococcus spp. pagal
bakterijoms budingas ovalias, baltos spalvos kolonijas, buvo surinktos ir atliktas bakterijy
uzSaldymas. Vélesniame tyrimo etape uzSaldyti bakterijy izoliatai buvo atgaivinti bei buvo iSskirtas
Siy izoliaty DNR, po kurio atlikta PGR analiz¢, kurios metu identifikuotos L. lactis padermés.
Paskutiniame tyrimo etape PGR patvirtintos L. lactis bakterijos buvo jvertintos dé¢l atsparumo

antimikrobinéms medziagoms su 9 antibiotikais taikant E - testg (1 pav).

Zuvies vidaus Mé.gin%uz dgéimtkaré'iai Dazymas Gramo
organy o skiedimai iki 107 ir > metodu
homogenizavimas | caiimai
e s¢jimai ant PCA agaro su
(45 me’glmal) priedais
A 4
L. lactis L o Meéginiy
. . . DNR isskyrimas i§ . . .
identifikavimas PGR ¢ Lac tococ}éus Spp < mikroskopavimas ir
metodu ’ pastebéty Lactococcus
spp. uzsaldymas

A 4

L. lactis atsparumo
antimikrobinéms medziagoms re
nustatymas E - testu (VA, AMP, vertinimas
CN, K, S, E, CD, TE, C)

Gauty rezultaty

1 pav. L. lactis padermiy, isskirty is Zuvies, identifikavimo ir mikrobiologinés saugos savybiy
jvertinimo principiné darbo schema
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2.3 Tyrimo metodika

2.3.1 Lactococcus spp. padermiy iSskyrimas i§ Zuvies

Lactococcus spp. i8skyrimui naudoti europinio Sapalo, paprastosios raudés ir paprastosios
kuojos vidaus organai, kuriose galimas Siy bakterijy buvimas. Kauno mariy regioniniam parkui
priklausanc¢iose Kauno mariose buvo pagauta reikalinga tyrimui atlikti zuvis, kuri iSkart pristatyta |
laboratorijg ir pradétas tyrimas (2 pav). Tyrimo metu buvo jvertinti 45 zuvy méginiai. I§ europinio
Sapalo vidaus organy tirta 16 méginiy, 1§ paprastosios raudés — 17, o i§ paprastosios kuojos tirta 12

meéginiy.

2 pav. Lactococcus spp. isskyrimui naudota zuvis (darbo autorés nuotrauka)

Pirmiausia laboratorijoje buvo pagaminamos tolimesnéje eigoje reikalingos PCA agaro
(Oxoid, Basingstokas, HampSyras, Anglija) su priedais 1ékstelés. PCA agaro gamybai PCA agaro
milteliai buvo maiSomi su atitinkamu distiliuoto vandens kiekiu: ruoSiant apie 400 ml agaro kiekj
naudota 400 ml distiliuoto vandens ir 7 g PCA agaro milteliy. ParuoSiami ir pieno milteliai, kuriais
bus pildomas PCA agaras. Milteliai ruoSiami maiSant 6,8 g pieno milteliy (Oxoid, Basingstokas,
Anglija) su 40 ml distiliuoto vandens kiekiu. | PCA agara supilamas paruostas pieno milteliy kiekis,
taip pat agaras pildomas 4 mg natamicino (Sigma - Aldrich, St. Louis, Vokietija), 8 mg
bromkrezolio purino (Sigma - Aldrich, St. Louis, Vokietija) ir 16 mg naladiksino (Sigma - Aldrich,
St. Louis, Vokietija) kiekiu, viskas gerai iSmaiSoma, iSpilstoma j 1€ksteles.

ISskrodus Zuvj ir atskyrus vidaus organus jie buvo homogenizuoti (BagMixer, Interscience,
Pranciizija) pries tai juos praskiedus su fiziologiniu peptono tirpalu (Oxoid, Basingstokas, Anglija)
santykiu 1:9. Steriliuose maiseliuose patalpintas 1 g méginio, kuris uzpilamas 9 ml fiziologiniu
peptono tirpalu ir gauta masé homogenizuojama 90 sekundZiy, taip gaunant pirmajj skiedinj 107,
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Naudojant sterilig pipete 1 ml skiedinio yra perkeliamas j sterily mégintuvélj, kuriame yra 9 ml
fiziologinio peptono tirpalo, ir viskas gerai iSmaiSoma elektrin¢je mégintuveliy maiSykléje. Tokiu
principu atliekami deSimtkargiai praskiedimai iki 107, Atlikus praskiedimus visi méginiai paséti ant
paruosty PCA agaro su priedais Iéksteliy ir inkubuojami 48 + 3 val. aerobinémis salygomis +37 °C
temperatiiroje.

Sekanciame etape, po inkubavimo, numanomos Lactococcus spp. kolonijos buvo persé¢jamos i
M17 (Oxoid, Basingstokas, HampSyras, Anglija) agaro Petri léksteles, inkubuotos 48 + 3 wval.
aerobinémis sglygomis +37 °C temperatiiroje. Pers¢jimo, bakterijy kultiiros gryninimo procediira
buvo kartojama 2 - 3 kartus.

[Saugusios ir atrinktos bakterijy kolonijos, vadovaujantis pateikta instrukcija, dazytos
naudojant Gramo (Sigma - Aldrich, St. Louis, Vokietija) buida. Po dazymo méginiai mikroskopuoti
ir vizualiai ieSkotos Lactococcus spp. budingos savybés: pavieniai kokai arba koky grupés po du ar
daugiau. Rastos Lactococcus spp. uzSaldytos -80 °C temperatiiroje M17 sultinyje (Merck,
Darmstadas, Vokietija) su 30 proc. glicerolio iki sekanciy tyrimy atlikimo.

2.3.2 DNR i§skyrimas i§ Lactococcus spp.

Prie§ DNR iSskyrimo procediira, Lactococcus spp. atgaivintos MRS sultinyje (Biolife,
Milanas, Italija) vykdant inkubacijg 24 val. +37 °C temperatiiroje. Po inkubavimo, kilpele bakterijy
kulttros buvo perkeltos i sterilius 1,5 ml mégintuvélius, kurie pripildyti 500 pl distiliuoto vandens
kiekiu (3 pav). Viskas gerai iSmaiSoma elektrinéje mégintuvéliy maisykléje ir dedama |
termomikser] (Thermo Fisher Scientific, Lietuva) kaitintis 10 min. +99 °C temperatiiroje. Po
bakterijy suspensijy kaitinimo mégintuvéliai 5 min. 16 000 apsis./min grei¢iu centrifuguoti ir
atsiskyres virSutinis sluoksnis su sterilia pipete buvo perkeltas | naujus 1,5 ml mégintuvélius.
Mégintuvéliai vél centrifuguoti 5 min. 16 000 apsis./min greiciu, virSutinis sluoksnis vél sterilia
pipete perkeliamas j 200 pl mégintuvelius. ISskirta DNR laikyta -20 °C temperatiiroje iki L. lactis

rusies identifikavimo PGR metodu.

3 pav. Lactococcus spp. kultiry méginiai DNR iSskyrimui (darbo autorés nuotrauka)
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2.3.3 L. lactis identifikavimas PGR metodu

L. lactis identifikavimui j specialius mégintuvelius pilama 5 pl DNR ir 45 pl reagenty
miSinio, kurj sudaro: 25 pl DreamTag Green PGR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Vilnius,
Lietuva), 18,6 ul sterilus distiliuotas vanduo, 0,4 pl pradmeny miSinio sudaryto i§ 0,2 pl G/
(GAAGTCGTAACAAGQG) ir 0,2 pl LI (CAAGGCATCCACCGT) oligonukleotidy pradmeny
(Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva), 1 pl magnio chlorido. Viskas iSmaiSoma ir 2 val.
alickama amplifikacija ,,PTC-100 Programmable" termocikleryje (MJ. Research Inc., JAV) pagal
G. Moschetti ir kt. (38) pateiktas rekomendacijas.

Elektroferezés atlikimui paruoStas 2,5 proc. agarozés gelis, kurio ruoSimui 2,75 g agarozés
(Merck. Darmstadas, Vokietija) maiSomas su 110 ml 1 x TAE buferiu (Merck. Darmstadas,
Vokietija). Gelis pildomas 6,5 pl pagamintu etidzio bromido (Sigma - Aldrich, St. Louis, Germany)
tirpalu, viskas gerai iSmaiSoma, pilama ] specialy plastikin} rémga ir laukiama kol supiltas gelis
sustings. Sustingus geliui labai atsargiai iSimamos Sukutés, kurios gelyje padaré Sulinélius. Rémas
su geliu dedamas | elektroforezés vonele, kuri pripildyta buferiniu tirpalu (1 x TAE buferis),
maiSytu su 13 pl etidzio bromido tirpalu. Tirpalas turi pilnai apsemti réma.

Pirmas ir paskutinis Sulin¢lis uzpildytas baziy pory zymeklio po 3 pl (markerio) (Sigma -
Aldrich, St. Louis, Germany), o visi kiti Sulinéliai uzpildyti po 8 ul PGR produkto. Reakcijos metu
buvo naudotos dvi kontrolés: teigiama - L. lactis ATCC 11454 padermé ir neigiama - distiliuotas
vanduo. Elektroforez¢ vykdoma 50 min. leidziant 100 V elektros srove. Atlikus elektroforeze gelis

buvo fotografuotas ,,Uvitec" aparatu.

2.3.4 L. lactis atsparumas antimikrobinéms medZiagoms

Vertinant L. lactis atsparuma antimikrobinéms medziagoms buvo taikytas E - testas naudojant
9 antibiotiky (vankomicino (VA), ampicilino (AMP), gentamicino (CN), kanamicino (K),
streptomicino (S), eritromicino (E), klindamicino (CD), tetraciklino (TE), chloramfenikolio (C))
minimalios slopinancios koncentracijos (MSK) juosteles (Liofilchem, Italija). Tyrimo metu buvo
vertinama susidariusi skaidri zona aplink juostele, kuri parodo minimalig antimikrobiniy medziagy
koncentracijg, slopinancig bakterijy augimg. Kiekvienas antibiotikas turéjo koncentracijos
diapazong: vankomicino 0,016 - 256 ug/ml, ampicilino 0,016 - 256 pg/ml, gentamicino 0,016 - 256
png/ml, kanamicino 0,016 - 256 pg/ml, streptomicino 0,064 - 1024 pg/ml, eritromicino 0,016 - 256
png/ml, klindamicino 0,016 - 256 pg/ml, tetraciklino 0,016 - 256 pug/ml, chloramfenikolio 0,016 -
256 pg/ml.

Tyrimo metu ant MRS agaro (Biolife, Milanas, Italija) pasétos atgaivintos L. lactis padermes
buvo perkeltos j 5 ml 0,85 proc. natrio chlorido tirpalu (Merck. Darmstadas, Vokietija) uzpildytus

meégintuvelius. Turinys iSmaiSomas ir atliktas vizualus tankio vertinimas mégintuvelj lyginant su
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drumstumo standartu - 0,5 McFarland standartas, atitinkantis 1,5 x 10® ksv/ml bakterijy
koncentracija.

Sekanciame etape steriliu tamponu paruosta kulttira tolygiai brukSniuojant trimis kryptimis
perkeliama ant Mueller - Hinton (Oxoid, Besingstokas, Anglija) agaro Petri 1€ksteliy ir palaikoma
10 - 15 min. kambario temperatiiroje, kol kulttra jsigers j agarg. Pincetu Svelniai uzdedama viena
MSK (Liofilchem, Italija) testo juostelé ir paruosStos lékstelés inkubuojamos 20 val. +37 °C
temperattiroje.

Po inkubacinio laiko L. lactis atsparumas vertinamas nustatant skaidrios zonos iSplitimo ribas
aplink MKS (Liofilchem, Italija) testo juostele. Atsparumas antimikrobinéms medziagoms buvo
tirtas su 3 L. lactis padermémis. Remiantis EFSA duomenimis nustatyti visy naudoty antibiotiky
mikrobiologinés ribinés vertés intervalai, pagal kuriuos buvo vertinamas L. lactis padermés
atsparumas antibiotikui (4 pav). Ribinés vertés pagal antibiotikus: vankomicino 4 pg/ml, ampicilino
2 pg/ml, gentamicino 32 pg/ml, kanamicino 64 pg/ml, streptomicino 32 ug/ml, eritromicino 1

ug/ml, klindamicino 1 pg/ml, tetraciklino 4 pg/ml, chloramfenikolio 8 pug/ml (39) (1 lentel¢).

1 lentelé. EFSA duomenimis nustatyti naudoty antibiotiky mikrobiologinés ribinés vertés intervalai

(39)
Antibiotikas
VA | AMP | CN K S E CD TE C
Ribinés
antibiotiky ribos 4 2 32 64 32 1 1 4 8
pagal EFSA pug/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
rekomendacijas

4 pav. L. lactis atsparumo antimikrobinéms medziagoms nustatymas E - testu (darbo autorés
nuotrauka)

20




2.4 Statistiné duomeny analizé
Atlikto tyrimo duomeny analizei buvo naudotos Microsoft Office Excel ir ,,SPSS Statistics
20.0" programos. Taikyta aprasomoji statistika skaiCiuojant L. lactis padermiy koncentracijy
vidurkius prie§ kiekvieng antibiotikg, maziausias ir didziausias reikSmes. Atlikta ANOVA
dispersin¢ analiz¢ naudojant FiSerio LSD kriterijy. Rezultatai laikomi statistiSkai reikSmingais, kai p

< 0,001. Rezultatai néra statistiSkai reikSmingi, kai p > 0,05.
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3. TYRIMO REZULTATAI

3.1 Lactococcus spp. padermiy iSskyrimas ir L. lactis identifikavimas iS Zuvies

L. lactis i8skyrimui 1§ Zuvies produkcijos buvo pasirinktos 3 skirtingos zuvies rusys, kuriy
vidaus organuose buvo ieSkotos pieno riigSties bakterijos. Pirma dieng tyrimui atlikti naudoti
europinio Sapalo vidaus organai, kurie paséti ant 16 PCA agaro lekSteliy ir 48 val. inkubuoti
optimalioje Lactococcus spp. augimo temperatiiroje (+37 °C). Kitg tyrimo dieng bakterijos
1§skiriamos 1§ paprastosios raudés vidaus organy. Gauti meéginiai paséti ant 17 PCA agaro leksteliy
ir tokiomis paciomis salygomis inkubuojami. Paskutiniai méginiai imti i§ paprastosios kuojos
vidaus organy, i§ kuriy gauti meéginiai paséti ant 12 lékSteliy ir inkubuoti 48 val. +37 °C
temperatiiroje. Po inkubacinio laiko Iékstelése aptikus Lactococcus spp. kolonijas, kelis kartus
atlikti perséjimai. Jy metu 1§ 45 ant PCA agaro paséty méginiy Lactococcus spp. pasitvirtino 36
méginiuose. IS 16 europinio Sapalo vidaus organy imty méginiy Lactococcus spp. nustatytos 9
méginiuose, 1§ 17 paprastosios raudés paimty ir paséty ant PCA agaro Lactococcus spp. nustatytos
16 méginiy, o 1§ 12 paprastosios kuojos méginiy Lactococcus spp. pasitvirtino 11 meéginiy (2
lentelé).

2 lentelé. L. lactis iSskyrimui is Zuvies produkcijos gauty méginiy skaicius

Zuvies rasis i3 Tirtas meéginiy | Lactococcus spp. | Méginiy skaicius, L. lactis

kurios imtas skaiCius méginiy skaiCius | kuriuose dazant Gramo | teigiamy

meéginys btidu, mikroskopuojant, | méginiy
nustatytos Lactococcus | skaicius
spp.

Europinis Sapalas 16 (35 proc.) 9 (20 proc.) 9 (20 proc.) 0 (0 proc.)
Paprastoji raudé 17 (38 proc.) 16 (35 proc.) 16 (35 proc.) 1 (2 proc.)
Paprastoji kuoja 12 (27 proc.) 11 (25 proc.) 11 (25 proc.) 2 (5 proc.)

VISO 45 (100 proc.) 36 (80 proc.) 36 (80 proc.) 3 (7 proc.)

Atrinktus méginius dazius Gramo budu jie mikroskopuoti ir vizualiai ieSkotos Lactococcus

spp. Visuose 36 méginiuose buvo pastebétos Lactococcus spp. budingos savybés: rutulio formos,

kurios aptinkamos pavienés arba trumpose koky grandinélése (5 pav.).
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5 pav. Gramo biidu dazyta Lactococcus spp. (100x) (40)

Atliekant L. lactis identifikavima i§ visy turimy méginiy iSskirtas DNR ir atliktas polimerazés
grandininés reakcijos metodas. PGR tyrimo metu, rtsiai specifiniais pradmenimis, buvo patvirtintos
tik 3 padermés i§ 36, kurios priklauso L. lactis riiSiai. Tyrimo metu gauti specifiniai 380 bp
amplifikavimo produktai (6 pav.). L. lactis bakterijos patvirtintos i§ paprastosios raudés (1 méginys)

ir paprastosios kuojos (2 méginiai).

6 pav. Gelio nuotrauka ,, Uvitec" aparatu, rodanti tris identifikuotas L. lactis padermes (darbo

autorés nuotrauka)

3.2 L. lactis atsparumas antimikrobinéms medziagoms
Vertinant L. lactis jautruma chloramfenikoliui nustatyta, kad visos padermés buvo jautrios
Siam antibiotikui. MSK koncentracija tarp tirty L. lactis padermiy svyravo nuo 2 pg/ml iki 6 pg/ml
ir nei viena i§ trijy padermiy nevirSijo 8 pug/ml nustatytos ribinés vertés. Vidutiné visy tirty

padermiy minimali slopinama koncentracija 3,6 ug/ml (p <0,001) (7 pav.).
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L. lactis padermiy jautrumas chloramfenikoliui

iz 6

L. lactis padermé

17 3

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6 6,5 7 7,5 8
Antibiotiko koncentracija pg/ml

—— nustatyta ribiné slopinimo koncentracija pg/ml

7 pav. L. lactis padermiy jautrumas chloramfenikoliui
Tiriant L. lactis jautrumg eritromicinui, nustatyta, kad visos padermés buvo jautrios Siam
antibiotikui. MSK koncentracija tarp tirty L. lactis padermiy svyravo nuo 0,064 pg/ml iki 0,125
pug/ml ir nei viena i$ trijy padermiy nevirsijo 1 pg/ml nustatytos ribinés vertés. Viduting visy tirty

padermiy minimali slopinama koncentracija 0,084 pg/ml (p < 0,001) (8 pav.).

L. lactis padermiy jautrumas eritromicinui

7z 0,125
Q
:
o
&
o me - 0,064
T
=
~
117 0,064
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1

Antibiotiko koncentracija pg/ml
—— nustatyta ribiné slopinimo koncentracija pg/ml

8 pav. L. lactis padermiy jautrumas eritromicinui
Vertinant L. lactis jautrumg gentamicinui nustatyta, kad visos padermés buvo jautrios Siam
antibiotikui. MSK koncentracija tarp tirty L. lactis padermiy svyravo nuo 0,19 pg/ml iki 0,38 pg/ml
ir nei viena padermé nevirsijo 32 pg/ml nustatytos ribinés vertés. Vidutiné visy trijy padermiy

minimali slopinama koncentracija 0,273 pg/ml (p < 0,001) (9 pav.).
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L. lactis padermiy jautrumas gentamicinui

iz 0,25
-0
£
5
=
=]
2 e I 0,38
S
<
~
17 0,19

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Antibiotiko koncentracija pg/ml
nustatyta ribiné slopinimo koncentracija pg/ml

9 pav. L. lactis padermiy jautrumas gentamicinui
Tiriant L. lactis padermiy jautruma klindamicinui nustatyta, kad visos padermés buvo jautrios
Siam antibiotikui. MSK koncentracija tarp tirty L. lactis padermiy svyravo nuo 0,016 pg/ml iki 0,19
pug/ml ir nei viena i$ trijy padermiy nevirsijo 1 pg/ml nustatytos ribinés vertés. Viduting visy tirty

padermiy minimali slopinama koncentracija sieké 0,074 mg/1 (p < 0,001) (10 pav.).
L. lactis padermiy jautrumas klindamicinui

iz 0,016

L. lactis padermé

117 0,016

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
Antibiotiko koncentracija pg/ml
—— nustatyta ribiné slopinimo koncentracija pg/ml

10 pav. L. lactis padermiy jautrumas klindamicinui
Tiriant L. lactis jautruma vankomicinui nustatyta, kad visos padermés buvo atsparios Siam
antibiotikui. MSK koncentracija tarp tirty L. lactis padermiy sieké 256 pg/ml ir visos trys padermés
vir§ijo 4 pg/ml nustatyta ribing verte (p > 0,05) (11 pav.).
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L. lactis padermiy jautrumas vankomicinui

L.lactis padermé
>

Antibiotiko koncentracija pg/ml
nustatyta ribiné slopinimo koncentracija pg/ml

11 pav. L. lactis padermiy jautrumas vankomicinui
Vertinant L. lactis jautrumg ampicilinui nustatyta, kad visos padermés buvo jautrios Siam
antibiotikui. MSK koncentracija tarp tirty L. lactis padermiy svyravo nuo 0,19 pg/ml iki 0,38 pg/ml
ir nei viena i$ trijy padermiy nevir§ijo 2 pug/ml nustatytos ribinés vertés. Vidutiné visy tirty

padermiy minimali slopinama koncentracija 0,316 pg/ml (p <0,001) (12 pav.).

L. lactis padermiy jautrumas ampicilinui

17 - 0,19
£
Q
o
<
-2
3]
=
~

0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8 2
Antibiotiko koncentracijos pg/ml
nustatyta ribiné slopinimo koncentracija pg/ml

o
o
)
o
S

12 pav. L. lactis padermiy jautrumas ampicilinui
Tiriant L. lactis jautruma kanamicinui nustatyta, kad visos padermés buvo jautrios Siam

antibiotikui. MSK koncentracija tarp tirty L. lactis padermiy svyravo nuo 1 pg/ml iki 2 pg/ml ir nei
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viena 1§ trijy padermiy nevirSijo 64 pg/ml nustatytos ribinés vertés. Vidutiné visy tirty padermiy

minimali slopinama koncentracija 1,5 pg/ml (p < 0,001) (13 pav.).

L. lactis padermiy jautrumas kanamicinui

"7 I 1,5
e I 2

L. lactis padermé

17 1

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64

Antibiotiko koncentracijos pg/ml
nustatyta ribiné slopinimo koncentracija pg/ml

13 pav. L. lactis padermiy jautrumas kanamicinui
Tiriant L. lactis jautrumg tetraciklinui nustatyta, kad visos padermés buvo jautrios Siam
antibiotikui. MSK koncentracija tarp tirty L. lactis padermiy gauta vienoda - 2 pg/ml ir nei viena i$
trijy padermiy nevirsijo 4 pg/ml nustatytos ribinés vertés. Vidutiné visy tirty padermiy minimali

slopinama koncentracija 2 pg/ml (p <0,001) (14 pav.).

L. lactis padermiy jautrumas tetraciklinui

L. lactis padermé
>
N

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
Antibiotiko koncentracija pg/ml

nustatyta ribiné slopinimo koncentracija pg/ml

14 pav. L. lactis padermiy jautrumas tetraciklinui
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Vertinant L. lactis jautrumg streptomicinui nustatyta, kad visos padermés buvo jautrios Siam
antibiotikui. MSK koncentracija tarp tirty L. lactis padermiy svyravo nuo 3 pg/ml iki 6 pg/ml ir nei

viena 1§ trijy padermiy nevirSijo 32 pg/ml nustatytos ribinés vertés. Vidutiné visy tirty padermiy

minimali slopinama koncentracija 4 pug/ml (p < 0,001) (15 pav.).

L. lactis padermiy jautrumas streptomicinui

17 6
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&
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~
1117 3
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Antibiotiko koncentracija pg/ml
—— nustatyta ribiné slopinimo koncentracija pg/ml

15 pav. L. lactis padermiy jautrumas streptomicinui
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4. REZULTATU APTARIMAS

Pastaraisiais metais zuvininkysté tapo viena grei¢iausiai auganciy pramonés Saky, todél labiau
pradétos nagrinéti Zuvy savybés. Viena 1§ jdomiy tyrimo sri¢iy - PRB ieskojimas Zuvyje bei Siy
bakterijy savybiy nustatymas. Nors PRB paprastai néra laikoma komensalinés zuvies mikrobiotos
dalimi, $io tyrimo metu jvertinus 3 zuvies rii$iy (europinio Sapalo, paprastosios raudés, paprastosios
kuojos) vidaus organus, Lactococcus spp. buvo iSskirtos 36 méginiy (80 proc.) bakterijos. PGR
metodo pagalba buvo identifikuotos 3 (7 proc.) L. lactis padermés, kas leidzia manyti, jog PRB gali
biti iSgaunama ir 1§ Zuvies produkcijos.

Informacija apie tai, kad pienartig§tés bakterijos aptinkamos Zuvyse, nurodo ir kiti moksliniai
tyrimai, kuomet PRB buvo iSskirtos i§ karpiy Zarnyno turinio. Véliau mokslininkai i$skirtomis L.
lactis bakterijomis pildé zuvy pasarg, siekiant pastebéti poveikj augimui ir Zuvy atsparumg ligoms,
nes patogeny sukeltos ligos padidina auginamy vandens gyviny mirtingumg tikiuose ir sukelia
didziulius ekonominius nuostolius. Rezultatai parodé¢, kad PRB padermés gali veiksmingai
iSgyventi virskinimo trakto salygomis ir turéti stipry antibakterinj poveikj. Rodikliai, skirti jvertinti
galimy probiotiky poveikj auginimui, parod¢ iSskirty L. lactis bakterijy gebéjima pagerinti augima
ir vandens gyviiny sveikatg (41).

Kiti mokslininkai nurodo, kad PRB buvo iSskirtos ir i§ nelaisvéje laikomo paprastojo delfino
tiesiosios zarnos turinio. Papildomi tyrimai parode¢, kad kai kurios L. lactis padermes gali iSgyventi
zinduoliy virSkinamajame trakte, todél L. lactis padermés taip pat gali egzistuoti banginiy Seimos
gyvuny virskinimo trakte kaip natiirali mikroflora (40).

Kadangi probiotiky vartojimas yra vienas i§ buidy pakeisti antibiotikus, jie laikomi vienu i$
galimy veiksmingiausiy antibiotiky pakaitaly. Zinoma, jog ilgalaikis antibiotiky naudojimas gali
sugriauti mikroekologing pusiausvyra ir sumazinti imunines organizmy funkcijas, taip pat
antibiotikams atspariy padermiy atsiradimas gali padidinti antibiotiky vartojima, todé¢l labai svarbu
1Snagrinéti naudojamy L. lactis padermiy sauga, nes tai turi jtakos Zzmoniy sveikatai (42).

2020 metais buvo atliktas tyrimas, kurio metu taip pat buvo vertinamas L. lactis padermiy
jautrumas prie§ tokius pat 9 antibiotikus, taciau padermés buvo iSskirtos ne i§ zuvies, o i§ pieno
kilmés produkty. Atsparumo antibiotikams jvertinimas atskleidé¢ didelj skirtuma tarp L. lactis
padermiy. AStuonios tirtos L. lactis padermés parodé atsparumg antibiotikui streptomicinui, virSijus
Europos maisto saugos tarnybos nustatytag 32 pg/ml jautrumo ribg. Kai kurios L. lactis padermés
buvo atsparios ir tetraciklinui ir virS§ijo EFSA nurodomg 6 pg/ml jautrumo ribg (43).

Misy tyrimo metu, norint iSsiaiSkinti L. lactis mikrobiologinés saugos galimybes, buvo
vertinamas i8skirty padermiy jautrumas 9 antimikrobinéms medziagoms (vankomicinui,

ampicilinui, gentamicinui, kanamicinui, streptomicinui, eritromicinui, klindamicinui, tetraciklinui,
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chloramfenikoliui) naudojant E - testo juosteles. Nustatéme, kad L. lactis padermés, iSskirtos i§
zuvies vidaus organy, buvo atsparios vankomcinui ir Zenkliai virSijo pagal EFSA rekomendacijas
nustatytag 4 pg/ml jautrumo riba. Prie§ visus kitus 8 antibiotikus i$skirtos padermés buvo jautrios.
Tokie rezultatai leidzia daryti prielaida, kad ir pacios PRB gali buti vertinamos kaip atsparumag
antimikrobinéms medziagoms platinancios bakterijos bei ateityje gali sukelti didesn; antibiotikams
atspariy padermiy atsiradima.

Vertinant iSskirty L. lactis padermiy jautrumg antibiotikams rezultatai parode, kad didziajai
daliai (88 proc.) tirty antibiotiky L. /actis yra jautrios ir galéty biiti priskiriamos prie saugiy vartoti,
taiau atsparumas vankomicinui skatina atsakingiau daryti tokig prielaidg. Ateityje reikalingi

papildomi tyrimai, siekiant jvertinti L. /actis padermiy galimas mikrobiologinés saugos galimybes.
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ISVADOS

1. Lactococcus spp. bakterijos buvo nustatytos 36 (80 proc.) Zuvy (europinio Sapalo, paprastosios
raudés, paprastosios kuojos) organy méginiuose i$ 45 méginiy:

1.1. Dazniausiai Lactococcus spp. buvo nustatytos paprastosios raudés vidaus organy
meéginiuose (16 méginiy (94 proc.) i§ 17 méginiy). Panasus PRB bakterijy paplitimas
nustatytas ir paprastosios kuojos vidaus organy méginiuose (11 méginiy (92 proc.) i§ 12
méginiy). Kiek reciau PRB aptiktos europinio Sapalo vidaus organy méginuose (9 méginiy
(56 proc.) i§ 16 méginiy).

2. Polimerazés grandininés reakcijos metodu, nustatant specifinj 380 bp dydzio DNR fragmenta,
identifikuotos 3 (7 proc.) L. lactis padermes 1§ 36 vertinty PRB padermiy.

3. Vertinant i8skirty L. lactis padermiy mikrobiologinés saugos galimybes nustatéme, kad bakterijos
pasizyméjo jautrumu 88 proc. (8 i 9) tirty antibiotiky (p < 0,001), o 12 proc. (1 i§ 9) buvo atsparios
(p =0,05):

3.1. Visos trys iSskirtos L. lactis padermés buvo jautrios ampicilinui, gentamicinui,
kanamicinui, streptomicinui, eritromicinui, klindamicinui, tetraciklinui ir
chloramfenikoliui;

3.2. Visos trys iSskirtos L. lactis padermés buvo atsparios vankomicinui zenkliai virSijant

nurodomg 4 pg/ml jautrumo riba (nustatyta MSK visoms paderméms sieké 256 pg/ml).
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