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SANTRUMPU SARASAS

BLAST - angl.BasicLocal AlignmentSearchTool;

bp — bazi, pora;

DGGE - denatiruojartio gradientinio gelio elektroforéz (angl. denaturing gradient gel
electrophoresisDGGE);

DNR — deoksiribonukleaigstis;

dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) — nukleotidai;

EBI — Europos Bioinformatikos Institutas (anguropeanBioinformaticsl nstitute EBI);

EMBL - Europos Molekulies Biologijos Laboratorija (anglEuropean Molecular Biology
Laboratory, EMBL):

EDTA - etilendiamintetraactaigstis;

FISH — fluorescenci@in situ hibridizacija (angffluorescencen situ hybridisation,FISH);

Gram+ — Gram-teigiamos bakterijos;

JDDB - Japonijos DNR DuomarBankas (angIDNA Data Bank ofJapan DDBJ);

K.F.V./g — kolonijas formuojantys vienetai/viename granmgg(acolonyformingunits/g,c.f.u/g);
MRS —De Man, Rogosa irSharpemitybiné terpe;

NBIC - Nacionalinis Biotechnologés Informacijos Centras (anglNational Center for
Biotechnologyl nformation NCBI);

PGR — polimerazs grandinig reakcija (anglpolymerasechainreaction PCR);

RL-PGR - realaus laiko PGR (angkaltime PCRRT-PCR);

PLGE - pulsuojatio lauko gelio elektroforez(angl.pulsefield gel electrophoresisPFGE);

PRB — pieno figSties bakterijos (andlactic acid bacteria, LAB);

rep-PGR — rep-PGR pirst atspaudai (angtep-PCR fingerprinting

RFIP — restrikcijos fragmentilgio polimorfizmai (anglrestrictionfragmentlengthpolymorphism
RFLP);

RNR - ribonukleotigstis;rRNR — ribosomig ribonukleongstis;

S_ab- genetino panasumo koeficientas;

TAE - tris - acetatinis EDTA buferis;

TGGE - temperatros gradientinio gelio elektroforéz (angl. temperature gradient gel
electrophoresisTGGE);

Tm — pradmens lydimosi tempefisd;

Tris — tris(hidroksimetil)aminometanas;




IVADAS

Filogenetinio gywny vystymosi procese,yj viskinimo trakte susiformavo speciéin
kiekvienai gyviny raSiai mikroekologig sistema. a sudaro skirting raSiu bakterijos, pelsiniai
grybai ir miebs. D¢l koevoliucijos virSkinamojo trakto mikroflora tapmeatsiejama viso
makroorganizmo dalimi, o makroorganizmo ir mikrofle santykiai paprastai yra simbiontinio
pohidzio (Skrodenyt-Arbaciauskierk, 2000). Rezidentih mikroflora, tame tarpe ir laktoflora,
atlieka svarbiaugivaidmern formuojant organizmo neimuriiatsparura (Jankauskiet 1996).

Zmogaus ir nemazos dalies Siltakcagjyviiny virskinimo trakto laktoflora iStyrieta gana
neblogai. Gerai Zinoma, kad piengsties bakterijos turi didelreikSng normalioje migty gyvianu
virskinimo trakto mikrofloroje, t&au tik atskiri, pavirsutiniski, daznai prieStaringarbai liudija
apie pienoiigsties baktenj egzistavim paukgiy virskinimo trakte. Be to, &ra daug duomenapie
mikroorganizny egzistavim pauk$iy Zarnyno siengje ir tuo labiau apie pienaigsties bakterijas,
kuriy iSskyrimas i$ virskinimo trakto ir padenpmustatymas yra gana ilgas ir stidgas procesas.

Sio darbo tyrim objektas yra pavagafir vasasn migruojaréiy didZiyjy artiy (Anas
platyrhynchoy priklausagiy zasiniy (Anseriformes) briui, plonojo zarnyno laktoflora. Tyrimai,
atlikti tarpusavyje derinant klasikinius mikroorgamy Kkultivavimu paremtus metodus ir
Siuolaikinius DNR analiis metodus, pad lengviau identifikuoti migruojaiy didziyjuy artiy
plonojo zarnyno laktofloros siét, o taip pat suprasti pienagsties bakterij reikSng migruojargiu

vandens pauk#y zarnyno sienéms bei yj turiniui, viso makroorganizmo sveikatosktei.

Darbas atliktas: Vilniaus Universiteto Ekologijos Institute, Hidrabity Ekologijos ir

Fiziologijos Laboratorijoje bei Populiacia Genetikos Laboratorijoje.




TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Kadangi migruojaéiy didziyju artiy (Anas platyrhynchqgsvirskinimo trakto pienougsties
bakterijos gra Zinomos, buvo suformuluotas pagrindinis Sio ddikslas:

e [vertinti migruojariy didZiyjy artiy plonojo Zarnyno sieneliir juy turinio pieno figsties
bakterip mikrobing ivairow (nustatyti pieno @gSties baktenj egzistavimm Zarnyno
mikrofloroje, radus, iStirti plonojo zarnyno siengir ju turinio laktoflorm bei nustatyti kai
kurias biologines atskirpadermi savybes).




|. LITERAT UROS APZVALGA

1.1 Zmogaus ir gyviny mikrobiota bei jos funkcijos

Kiekviena zmogaus ir kitgyviny kiino vieta turi tam tikg mikrobiota, kuriy morfologires
fiziologinés, biochemias ir genetigs savylss padeda jiems gyventi ir daugintis atgkiino viety
budingomis glygomis, sugyventi su kitais mikroorganizmais aropshti mikroorganizmus
konkurentus. Vidaus organai nuolat kontaktuoja ssterilia aplinka — burnoje, zarnyne, Slapimo,
lytiniuose organuose, kpavimo takuose ir kitur eséais mikroorganizmais. VirSkinamojo trakto
ertméje esanti mikrobiota yra kiekvieno gywo individualus organas — “mikrobinis organas”, 4ok
pat kaip kepenys, Sirdis ar ptaai (Pavilonisir kt., 2005).

Mikrobioty sucktis ir mikroorganizm skatius jvairiose Kino vietose yra skirtingi, priklauso
nuo gyviny amziaus, lyties, mitybos tipo, aplinkos mikroflsycklimato, vartojam vaisty ir kt.
Mikrofloros savitumas ypapriklauso nuo ekologis niSos fiziologiny ir ekologiny salygu, kurios
atskirose kno vietose yra skirtingos. Daugelis bioceigmikroorganizm turi saviiy adhezim,
kuriais tvirtinasi prie audini lasteliy ir ¢ia gali daugintis. Biocen@2 mikroorganizm skatius taip
pat priklauso nuo tarpginés konkurencijos & maisto medziag mikrobinés kilmés metabolizmo
produki; slopinaio poveikio, antibiotiky ir bakteriocimy gamybos (Pavilonis kt., 2005).

Mikroorganizmo ir Seimininko santykiai galiit:

e Mutualizmas — naudingi Seimininkui,
e Komensalizmas — $eimininko at?vilgiu neutralus

Mikrobiota yra skirstoma normalija (autochtonir) ir tranzitirg (alochtonir) mikroflora.
Normaliaja mikroflora sudaro mikroorganizmai, pastoviai gyvenantys odgigvinéje, ertnese. Tai
saprofitiniai ir alygiSkai patogeniSki mikroorganizmai (antriniai pgénai ir oportunistai), kugi
funkcijos jvairios ir kurie gali bti naudingi organizmui. Tranzitth mikroflora nuolat kinta
priklausomai nuo aplinkos ir organizmoilbés. Normalaja mikroflora sudaro labai didelis
mikrobiniy lasteliy skatius ir ju biomasg. ISmat; mas net iki 20-30% sudaryta iS mikroorganizm
Normalioji mikroflora prisijungia prie gleivini, sudarydama mikrokolonijas, kurios kartu gstéliu
mucinu, bakteriy gaminamais egzopolisacharidais sudaro biages, kurios kaip ekranas uzdengia
organizmo receptorius patogeniniams mikroorganizmaiikrobiotos bioplvelés vientisum
Zaloja instrumentiés bei chirurgigs procedros, chemias medziagos, antibiotikai ir kiti vaistai,
pramoniniai terSalai, pesticidai, radiacija, stees@alimi disbiotiniai agentai yra visi peroralinia

vaistai, veikiantys zarnyno motosikbei mucino (gleivi)) gamyl, antihistamininiai preparatai,

! http://ausis.gf.vu.lt/pub/kb/Bio%20bio/Referatai%ZP06/Gnotobiologija%20ir%20gnotobiontai%20%5B G U %




sunkiyjy metal; druskos, antiseptikanitratai ir nitritai, maisto priedai, dazai. Badanas, mitybos
raciono kaita, hormanveiklos sutrikimai taip pat tuiitakos mikrobiotos pokyfams. Bl minéty
priezagiy bioplevelé susidaro iS atsitiktikge mikrofloros, atsparios Zalingiems veiksniams, bet
neatliekadios organizmui naudingfunkcijy (Pavilonisir kt., 2005).
Virskinimo trakto mikrobiotos sudiai turi jtakos Sie veiksniai:
¢ Maisto medziagos,
e Virskinimo sukiy sekrecija,
e VirSkinimas ir rezorbcija,
e Peristaltika ir pH.
Svarbiausios Zmogaus ir gywy mikrobiotos funkcijos yra (Pavilonis kt., 2005):
e Lemia pastoyy zarnyno ir kity kiino ertmiy duju suckty,
e Sintetina fermentus, skaiddns organizmo nesuvirSkintas maisto medziagas, taip
gaunami produktai, teikiantys energiarnyno gleivigs lastekms,
e Sintetina B grugs ir K vitaminus,
e Dalyvauja vandens-druglapykaitoje, aktyvina Ca, Mg, Fe joabsorbcij,
e Blokuoja organizmo receptorius patogeadhezijai stiprindama audipiatsparum
kolonizacijai patogenisSkais mikroorganizmais,
e Mikrobiota yra gausus mikroorganizmantigem Saltinis, kuris aktyvina imunin
sistem, (fagocitoz, komplemento sistesnlimfocitus, normalius antiknus),
e Dalyvauja tulziesirgSties, cholesterolio ir kitmakromolekuly recirkuliacijoje,
e Mazina storosios Zarnos turinio pH, slopindamaimo ir patogenini bakterij
daugininysi,
e Skaido egzogenis ir endogeniés kilmés nuodingas medziagas ir metabolitus,
e Sintetina bakteriocinus ir peroksidus, naikitias patogenines bakterijas,

e Veikiant mikroorganizmams susidametabolitai reguliuoja Zagnperistaltiky?.

Organizmo, jo mikrobiotos ir aplinkos dinamiskos sjawusvyros bklé, palankiausia
organizmo sveikatai, vadinama eubioze. Kokybiniai kiekybiniai organizmo normaliosios

mikrobiotos pokyiai, lydimi ivairiy patologiniy proces, vadinami disbioze (Paviloniskt., 2005).

! http://ausis.gf.vu.lt/pub/kb/Bio%20bio/Referatai/@gaus%20zarnyno%20bakterioflora/Zarnyno%20bakieriafdoc
2 http://www.bifoval.lt/files/Press.doc




1.2 Pieno rugsSties bakterijos (PRB)

Zmogaus ir gyuny virdkinimo trakto mikrobiotoje yra labai daug skigy mikroorganizm,
kuriy daugum (95-99%) priklauso grieztai fakultatyviniams ar@®ams. Viena svarbiausijos
sucktiniy daliy yra pieno #igsties bakterijos (PRB). Jos rastos visame virgkonirakto plote: nuo
burnos ertras iki tiesiosios Zarnos (Jankauskierl996). Begal darly nagriréja ju biologines
savybes, taip pat plai tiriama ir jy biochemir veikla.

Toks didelis mokslinink skiriamas émesys Siai mikroorganizingrupei aiSkinamas tuo,
kad PRB yra labai svarbioszairiose gyvenimo srityse. Be to pienogsties bakterij praktinis
pritaikymas zinomas nuo seraiky. Dar Xl a. zymus gyditojas Avicengvairiu lygy gydymui
naudojo produktus, pagamintus naudojant pi@igSties bakterijas. Daugelis tautuo seno vartoja
pieno fgsties produktus nudegimams ir Zaizdoms gydyti dkeandzio-zarnyno lig gydimui ir
profilaktikai (Jankauskiey 1996).

Pieno figsties baktenj sistematika iki galo éra baigta. Sunkumai atsiranda, nes auginant
jau zinomas padermes ant skirtinterpiy ir skirtingomis glygomis, nuolat keaiiasi daugelis y
savybii. Pieno tigSties bakterijoms (PRB) priklauso daug bakierijSiy, priskiriamy Firmicutes
tipui. Pieno figSties bakterijoms priskiriamos gentys pateiktds tentetje’.

1.1. Lentek. Pilna pieno tigsties bakterij gertiy mokslire klasifikacije".

Domenas Bacteric> Tipas: Firmicute:> Klasé: Bacilli> Birys: Lactobacillale> Seima
Carnobacteriacea® Gentis: Carnobacterium; Lactosphaefa Seima: Enterococcacea® Gentis:
Enterococcus Melissococcus Tetragenococcys Vagococcu® Seima: Lactobacillacea® Gentis:
Lactobacillus; Pediococcu® Seima: Leuconostocacea® Gentis: Leuconostoc Oenococcus

Weissell~> Seima Streptococcace-> Gentis: Lactococcu; Streptococct

Pagrindiré savyl&, kuria remiantis pienotgsties bakterijos yra jungiam@satskin, platia
mikroorganizny grupk yra ju gelejimas kaip pagrindin fermentacijos produkt gaminti pieno
ragsi®. Pieno figdf produkuoja visos Gram-teigiamos bakterijos, isskykelis Actinobacteria tipo
atstovus:Aerococcus, Microbacterium, Propionibacteriuim Bifidobacterium Priklausomai nuo
organizmo, metaboliniai keliai skiriasi kai gliukozyra pagrindinis anglies (C) Saltinis:
homofermentifs bakterijos l(actobacillus, Streptococcupagamina du laktatus iS vienos gliuksz
molekuks (iki 90% pieno wgsties), tuo tarpu heterofermerisn (Leuconostocir Weissella
transformuoja gliukozs moleku¢ i laktat, etanol ir anglies dioksid (CO,) (iki 50% pieno
rigsSties) (Beasley, 2004).

! http://species.wikimedia.org/wiki/Lactobacillales
2 http://ethesis.helsinki.fi/julkaisut/maa/skemi/vedsley/isolatio.pdf




Dauguma iki Siol sukauptduomem apie gyviny mikroflora, buvo gauti naudojarvairius
klasikinius iS virskinamojo trakto iSskirt mikroorganizna kultivavimo bei analigs metodus:
selektywis arba neselektyg, priklausomi arba nepriklausomi. Tiriant 8dohgas ir be galo
skirtingas mikroorganizm bendruomenesyjnafiraliuose ekosistemose, paaigk kad klasikiniai
kultivavimo metodai turi daug tkumy. Nepaisant ttkumy, klasikiniai metodai yra nepake&mi
nustatirgjant mikroorganizm morfologinius, fiziologinius ir biocheminius pozyas bei tiriant
metabolines savyb&g0'Sullivan, 2000).

Siuo metu PRB klasifikacija paremta 16S ribosamiRNR (rRNR) geno sekanalize(1.1.

Qenaceccus Pav.). Atskin padermi charakteristikai ir

| nustatymui labai svafis ir kiti molekuliniai

Rl repocacons |

Lacraoecous
Ernldracacrus,
b alisaacoocuy,
I‘l
s
€ arnphocterim -'\ L
"""r""nl'r""ll"':'_"q.—“' . = o hget i
S — ‘-;h:

Sasacaatng - fingerprinting), restrikcijos fragment ilgio
/\\} ki polimorfizmai (RFIP) (angl. restriction

.

metodai, yp& polimerazs grandinine
reakcija (PGR) (angl. polymerase chain

reaction PCR) paremti metodai, tokie kaip

Terrupen aooocus

Hrpocoroms

rep-PGR pirdt atspaudai (angl.rep-PCR

.-'JI Dalrigras o fragment length polymorphism RFLP),
f pulsuojaio lauko gelio elektroforez
1-" (PLGE) (angl.pulsefield gel electrophoresis
: PEGE), denaruojarsio gradientinio gelio
f elektroforez (DGGE) (angl. denaturing
[}f Propionibecerinm gradient gel dectrophoresis DGGE) ir

/ . B temperalros gradientinio gelio elektroforéez

BifTdobacterium (TGGE) (angl. temperature gradient gel
electrophoresis TGGE) (Beasley, 2004).

1.1. Pav Filogenetinis medis sukonstruotas remiantis
palyginamja 16S rRNA gen analize, vaizduoja Reijiau naudojami, t§au nemaziau svails
pagrindines PRB filogenetines grupes su mazu DNR G+

(%) pom skakiumi ir nesusijusias taip pat gram+ metodai, naudojami  atskir padermi
Actinobacteria gentis: Bifidobacterium Aerococcusir o o )
Propionibacterium(Beasley, 2004). charakteristikai, yra: fluorescenéinin situ

hibridizacija (FISH) (anglfluorescencen situ hybridisation,FISH) ir realaus laiko PGR (RL-PGR)
(angl.realtime PCR RT-PCR) (Malinen, 2002). Taau kompleksini ekosistem tyrimams, ltina

derinti ir kultivavimo ir molekulinius metodus.

! http://imvww.open-access-biology.com/probiotics/dsath/osullivan.html
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Vystantis mokslui, skirtingos kilds PRB yra nagriggamos vis nuodugniau ir
ivairiapusiskiau. Nagriijama hsteliy morfologija, taip pat jos yra vienas iS gemzinerijos
objeku. Tiriamos laktobacil teicho figstys, kurios su peptidogliukanais turi poyetkganizmo
imuninei sistemai. PienaigSties bakterijos yra ir genetiniyrimy objektas (Jankauskién1996).

Pirma kara PRB buvo iSskirtos i pieno ir nuo tada buvo rmsfaugybje fermentuai
maisto produkf: pieno produktuose, éoje, darzotse, grimuose ir duonoje. PRB randamos ir
naftiraliai fermentuotame maistey gptikta ir druskoje, vandenyje,ésle, nuotekose ir gynuose.
Be to keletas PRB yra burnos mikrofloros dalis ati dpiti danty karieso atsiradimo priezastimi.
PRB bakterijos gali sugadinti tokius maisto proaskkaip nésa, Zuvis ar gimai. Jos gali bti
naudojamos kaip skonis ir tekstirinés medziagos ir konservantaDalis pieno wigsties bakterij
(pvz.: Lactobacillus lactisir Streptococcus thermophilughibuoja maisto gedimir patogenines
bakterijas bei ilgiau iSsaugo 2alimaisto produki kokybg. Pastaruoju metu konservavimo
savylemis pasizymidiy PRB metabolit naudojimas pakuojant maisto produktus yracipla
diskutuojamas. PRB labai svarbios ir apdorojantagywpasSarus. Antimikrobinis efektas labiausiali
priklauso nuo pieno ir organipirig&iy produkcijos, kuri sukelia vidgs tergs pH sumagima.
Zemas pH ir #igstys padidina lipig tirpum ir difuzija per kstely membran i citoplazm. Dar
PRB produkuoja acetaldehid vandenilio peroksid (H.O,), diacetih, CO,, polisacharidus ir
bakteriocinus, iS kuui dalis gali veikti antimikrobisSkai. (Beasley, 2004)

Pagal lokalizacij PRB mikroflora skirstoma sieneles ir turinio. Pagal prisitvirtingnos
skirstomosi normalija ir tranzitine mikroflora. Sienets mikroflora iSsidsCiusi greta epitelin
gleivinés lasteliy arba yra glaudziai asocijuota tiesiogiai su glgisi epitelikmis lastekmis. Ji
daugiausiai formuojasi iS mikroorganigirkurie jeinaj siene¢s sudtj ir patenkatiy i organus iS
iSorirés terggs arba ki organ (Beasley, 2004).

Sienetés mikroflora daugiausiai sudaro normalioji mikroflora, o tuf@yra ir normaliosios
ir tranzitines mikrofloros. Viena svarbiaussieneés mikrofloros dali yraLactobacillus Si sienets
mikrofloros dalis svarbi tuo, kad lemia organiznpsaugines funkcijas (formuoja ekologharjen,
kuris ir yra vienas iS rezidentiSkumo fakigr{Jankauskiet) 1996).

Nustatyta, kad Zmogaus fekalijose labiausiai pagitbs Lactobacillus lactispieno figSties
bakterijos. Sveiko Zzmogaus laktofiosudarojvairiy raSiy homo ir heterofermentés laktobacilos,
taciau dazniausiai sutinkamos @Sny: L. acidophillus, L. fermentum, L. casei, L. plambar, L

.brevisir L. salivarius kurios sudaro visugnanomus junginius (Jankauskéei996).

! http://ethesis.helsinki.fi/julkaisut/maa/skemi/veasley/isolatio.pdf
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1.2.1 Pieno ragsSties bakterijy nauda sveikatai - probiotikai

PRB yra laikomos natalia zmogaus ir gywnuy mikrobiotos dalimi (Jankauskién1996).
Pirmosiomis gyvenimo valandomis zmogaus ir gy Zarnyne #ra jokios mikrobiotos.
Naujagimiai pirmiausia savo mikrobigpgauna gimstant ir tikaliau iS aplinkos. Prgus 12-16 h po
gimimo Zarnynas jau neéta sterilus. IS praddi naujagimi mikrobiotoje dominuoja PRB ir
bifidobakterijos, yp& kai maitinama nataliu motinos pienu, kuris ir lemia gemaujagimi
sveikatos bkle¢ (Jankauskied) 1996). Organizmui augant ir vystantisdasi ju raSiné sucktis, nors
suaugusi gyvinu mikrobiotos fiSiné sucktis yra pakankamai stabili ir pasizymi individuahcs
savylemis. Zarnyno bakterijos artimaipweikauja su savo $eimininku, taip atsirandeetka tarp
bakteriy ir Seimininko epitelini Iasteliy (Mégelaitis, 2005).

PRB yra pagrindién probiotiniy bakterijp grupe. Salminenet al. (1999) padilé, kad
probiotikai yra mikrobiny lasteliy preparatai arba mikrobupilastelin komponentai, kurie turi
gydomyji poveil§ Seimininko organizmui.

Manoma, kad probiotikai saugo nuo (Pavilanikt., 2005):

e Bakterijy ir virusy sukelto viduriavimo, nes yra infekgiguleléjy antagonistai,

e Stiprina imunite4, aktyvindami antiiny gamytla ir lastelin imunin atsalg,

e Slopina organizmo alergines reakcijas maistui, mazarm pralaidum alergenams,
e Gerina maisto virskinimir jo isisavinim, skaido laktog, kai ji netoleruojama,

e Mazina pilvo mitima,

e Skaido kancerogenines medziagas, saugodami organizonézio.

Gydartiais yra laikomi tik keletas laktobagijl laktokok; ir bifidobakteriy padermi, be to
per mazai yra zinoma apie zZarnyno mikrobiotos meizmaus. PRB sudaroabina sveikos
virskinimo trakto mikroekologijos dalir yra susijusios su Seimininko metabolizmu. PRB
fermentuojajvairius substratus, tokius kaip lakégzvairius aminug trumpos grandis s@iasias
ragstis, kitas organinedigstis ir dujas. Taip pat sintetina fermentus, vitars, antioksidantus ir
bakteriocinus. Siy savybiy PRB sudaro labai svarbmechanizra, kuris metabolizuoja ir
detoksikuoja organizm patekusias svetimas medziagas (Pavilorks, 2005).

EksperimentiSkaijrodytas PRB poveikis imuninei sistemai. Pienggsties bakterijos
reguliuoja zarnyno sutrikimus, iSskiriaserum, antikiinus 1gG, sekretorinius IgA ir IgM,al/goja
adjuvantin efekt, stimuliuoja monocif migracip, aktyvuoja w fagocitin ir fermentacip
aktyvum, taip sustiprindamos imuniratsalg. Pieno figSties baktenj poveild imuninei sistemai
pirmiausia reikty susieti suy lasteliy sieneliy peptidogliukanais ir teichoagstimis. Miretos
aktyviosios medziagos yra polikloniniai induktorinimunomoduliatoriai (Jankauskien1996).
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Nustatyta, kad Lactobacillus bulgaricus lasteliy sieneliy prieS\ézinis preparatas
blastolizinas, gali nespecifiSkai stimuliuoti imgemez, taip patitakoja lizocimo kiek kraujo
serume. Yra zinoma ir apie prieé&ini polisacharid, kuri produkuojal. helveticusporis. jogurti.
Minétasis polisacharidas tiesiogiai veikia navikingstédles ir beveik neveikia sveikSeimininko
organizmo 4steliu. Eksperimentuose su gywvais nustatyta, kadd. rhamnosusGG, B. lactisBb12 ir
inulino miSinys slopina Ziurki storosios zarnosé¢yines hsteles ir stiprina gleivige imunites.
Taciau iSsami moksliniy tyrimu apie probiotik antikancerogenin poveik, ypa& Zmogaus
organizme, daréra (Jankauskien 1996).

Yra publikaciy apie probiotik naudingum Helicobacter pylorisukelt; infekciju gydymui
ir prevencijai.H. pylori sukelia B tipo gastrit ir peptines opas ir yra rizikos veiksnys skrandzio
véziui atsirasti. Tyrimuosén vitro ir su gyvutliais nustatyta, kad laktobakterijos slopida pylori
augimy ir jos ureazip aktyvumy, kurio jai reikia iSgyventitg&ioje skrandzio terge. Kiti tyrimai
rodo, kad probiotikai Zzmogaus organizme sloplhapylori infekcija ir mazina recidyy rizika..
Eksperimentai su p&his-gnotobiontais par@éd kad Lactobacillus salivariugL. salivariug saugo
skrand nuoH. pylori infekcijos ir g slopina. Tyrimais nustatyta, kad probiotikai yahai efektyvds
esant laktozs netoleravimu (Pavilonis kt., 2005).

Atlikta nemazai tyrim, gydant probiotikaigvairias zarnyno infekcijas (pvz.: diga).Yra
duomem apie probiotiky gelejima slopinti zarnyno infekcij sukéléjy daugimimsi ir ju adhezij.
Eksperimentuose su gywlihis nustatyta, kadLactobacillus rhamnosusGR-1, Lactobacillus
fermentumRC-14 ir L. rhamnosusGG didina sekrecinio IgA prieS salmoneles gamydktyvina
fagocitus ir mazina kepanr kity orgam kolonizavimy (Mégelaitis, 2005).

Morishitaet al. (1971) nustat kad zarnyno PRB ,steriliuose” visikuose atsiranda zymiai
grekiau ir daugiau nei kit ne Zarnyno PRB padermiYra keletas mechaniam kurie neleidzia
augant zalingoms bakterijoms prisitvirtinti prierdgno epitelio, pvz.: antimikrobiniagent;, tokiy
kaip bakteriocinai, organés tigStys gamyba ir sekrecija, konkurencijd ddhezijos viai, sterilios
klittys ir barjerai, konkuruojantis su patogenaisip fxisidedantis eliminuojant patogenus.

PRB apsaugih funkcija labai priklauso nuoujkolonizavimosi galimyhi. Mechanizmas,
kuris dalyvauja formuojantis ir palaikant sieigeimikrofloros pastovumyra vadinamas adhezija.
Batent Si PRB funkcija ir yra ta,étlkurios jos galijeiti i sieneles mikroflay bei tapti ekologinio
barjero dalimi, apsaug#&i®o makroorganizmoakteles nuo patogenipimikroby prisitvirtinimo prie
gleivines. Zmogaus mikrofloroje stipriausiomis adheniis savylkemis pasizymi SiosaSys: L.
salivarius, L. caseir L. plantarum L. acidophilus, L. fermentunn L. brevis paprastai pasizymi

silpnomis adheziémis savylemis arba visai prarad Sia savylz. Be to paderis su gerai
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iSreikStomis adhezémis savylemis turi Zymiai didesnes antagonistines savybesnélojus nuo
seno domina antagonistinis piengs$ties lazdelj aktyvumas, nes laktobacilose Sis aktyvumas gerai
pasireiskian vitro (Jankauskiey 1996). Dauguma mokslininkmano, kad laktobagilinhibitorinés
savyles pirmiausia yra susijusios su produkuojama pienoigstimi ir tik po to su antibiotiémis
medziagomis. Nustatyti laktobagilbakteriocinai — lektocinai, kurie yra suysifu nagrigjamuy
mikroorganizny kolonizavimosi galimybmis.

Ne maziau svarhireikSng uztikrinant apsauginPRB vaidmep turi ir ju jautrumas kai
kuriems makroorganizmo fermentams, tokiems kaipclimas. Daugeliu tyrim jrodyta, kad is
zmogaus mikrofloros laktobagiltik L. fermentumgali produkuoti lizocim. O juk lizocimas
priklauso faktoriams, kurie turi nemgitaka apsaugant Zzmogaus mechanizmus nuo infekcini
agenti. Pavyzdziui, sekretoriniai antikai suriSa komplementir tampa bakteriocidiniai tik
dalyvaujant lizocimui. Be to lizocimas dalyvaujakmafloros reguliacijoje (Jankauski&n1996).
Dauguma zmogaus mikrofloroje paplitwsiiSiy yra stabilios lizocimui, o ¥au sutinkamosusys,
tokios kaipL. leichmanii, L. helveticus, L. bulgaricusLactococcus lactis- lizocimui jautrios.

Boris et al. (1998) nustat kad keletas PRB bakterijegzistuoja ir makstyje, be to,
priklausomai nuo paders, kaip visuma epitelio pavirSiuje jos ggips apdoroti baltymus ir
lipoproteinus. Paderés prikibusios prie maksties epitelinilasteliy susiduria su kitomis
bakterijomis ir koagreguoja vitro su zinomais patogenais¢lDagregaciy ir adheziy, palankiai
veikiarciy maksties epit¢l netrukdomai formuojasi bioptelé, prisidedanti prie patogersalinimo
i5 maksties gleivies. Ouwekandet al. (2003) nustat kad L rhamnosusGG ir L. reuteri ING1
padernéms hidinga specifid adhezija prie Zzarnyno audiniBe to praneSime buvo paskelbta, kad
keletas probiotini bakteripy produkavo bakteriocinus, veiki&ins patogenines bakterijas vitro,
pvz.: reutericiklinas, produkuojaméasreuteriLTIH2584.

Tatiau probiotiky idéjos pagistumas vis dar yra abejotinas. Taip yraétpdkad rera
pakankamai patikimos informacijos, pagal kurigydytojai ir vartotojai gaftu jvertinti
pardavirgjamy probiotiky efektyvum ir saugum. Probiotiniy produkty efektyvumo skai gali hiati
Zymiai mazesé nei teigia farmacijos praménBe to sunkumai iSkylantis darant eksperimeritus
vivo dar karg patvirtina ne tokjau ir dide| teigianmy probiotiky efekt. Dar labai daug turi i
nuveikta norint suprasti wsprobiotiky poveil§, atsizvelgiani Zmogaus ir kii gyviiny bei su jais

saveikaujartiy biologiniy sisteny nepaprastsuctingumy (Beasley, 2004).
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1.2.2 Pieno ragsties bakterijy produkuojami bakteriocinai

Keletas PRB padermisintetina antimikrobinius peptidus arba baktenasi, inhibuojgius
kitas Gram-teigiamas bakterijas (O’Sullivat al, 2002). Net jeigu antimikrobiniai peptidai ir
pasizymi antibiotidmis savylémis, bakteriocinai, produkuojami PRB, turi patektit kity Gram-
teigiamy bakterip membran, prasikverbti pro jas ir indukuoti Gram-teigiarbakteriy inaktyvacip
kartu su kitais antimikrobin poveik sustiprinagiais aplinkos faktoriais, tokiais kaip Zema
temperaira, organigs rmgstys ir detergentai.

PRB produkuojami bakteriocinai yra klasifikuojaptris pagrindines grupes: lantabiotikai (I
klast), nelantibiotikai, mazi katdui stabilis peptidai (1l klas) ir dideli kar&iui labilas baltymai (111
klas) (O'Sullivan et al, 2002). Lantabiotikai yra labiausiai iStirti ie#nai naudojami praméje.
Lantabiotikas nisinas nailiai produkuojamakactococcus lactissp.lactis pramortje naudojamas
kaip maisto priedas E234. Nisino variantai A irkirigsi tik viena aminoagStimi. Abu Sie variantai
yra jstatymais patvirtinti ir leistini naudoti kaip m#os medziagos tiek JAV tiek ir Europos
Sajungoje. Nesenai buvo rasta nauja nisino forma €xidiirianti keturiomis aminotigStimis
(Beasley, 1996). Nisinas Q buvo iSskirtad_iSlactis padermi rast; upés vandenyje Japonijoje.
Visos nisino formos yra antimikrobiskai aktyviosgsr Gram-teigiamas bakterijas, tokias kaip PRB,
Listeria sp., Micrococcus sp., ir sporas formuoj&ras bakterijas, tokias kai@acillus sp. ir
Clostridiumsp. Nisino inhibicinis poveikis pasireiSkia veikideelet lasteliy augimo faai. Nisinas
kaupiasi 4steliy membranose irisiterpia i jas. Susijungus su membrangauna vandens
prisipildziusiy pon forma. Kitas modelis rodo, kad nisino moleksi prisiriSa prie anijoniis
membranos pavirSiaus pagal elektrostating®ikas. Susidaro nugampos priklausaos poros.
Nisinas gali inhibuoti peptidogliukano biosingezveikaujant sudsteks sienels pirmtakais, lipidu
I ir lipidu II. Breunkink et al. (2003) padar iSvad, kad nisino-lipido Il gveika stabilizuoja par
kompleks. Elektrinis transmembraninis potencialas yra &igumazjes esant nisinui ir lipidui II.
Be to nisinas neveikia endospor

PRB galirtios sekretuoti antimikrobinius peptidus yra naudwa kaip maisto konservantai
ir kaip Zzmorems ir gyvinams sveikat gerinagios medziagos. Nisinas naudojamas kaip maisto
konservantas prailgina produktgaliojimo laika (O’Sullivan et al, 2002). PRB turi¢iuose
nafiraliuose maisto produktuose, bakteriocinai gamingami pat. Sumajus ju kiekiui, atsargos
tuojau pat padidinamos. Bakterijos turi savisaugoechanizmus apribojaius bakteriocin
gamyly. Didziausia bakteriocip produkcija yra eksponentis fazs pabaigoje ir ankstyvojoje
stacionarios fas stadijoje. Bakteriocin kiekis sumaga vykstant proteolitinei degradacijai.
Keletas baktenj padermi, tokiy kaip Clostridium butulinuml69B ir Streptococcus bovidB1 yra
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atsparios nisinui. Atsparumsalygoja fermentinis nisino skaidymas. Breuer and |IBa@1996)
parod, kad atsparumo nisinui skirtumai tak@actobacillus casepadermi yra susi su hsteks
sienele sujungtais heteropolisacharidais Tuo tdvfantovani and Russell (2001) nustakad

atsparios nisinub.bovisJB1 ksteks turi daugiau lipoteichaig&iiy negu nisinui jautriosabteks.

1.3 Siltakrauj g gyviiny pieno rigsties bakterijy mikroflora

Nustatyta, kad PRB yra nuolatgSiltakrauy gyviiny, Zuw ir pauk€iu virskinamojo trakto
gyventojos beijeinai ju organizmy normaliosios mikrofloros suti. Be to, zinduok, Zuw ir
pauk®iy normali Zarnyno mikroflora trukdo patogenintbakterijy patekimui ir dauginimuisi. Sis
fenomenas buvo pavadintas ,kolonizaciniu pastovunra zinoma, kad mikroorganiaprasys,
kurios persiduoda iS gywny tévu — yra specifiSkos. Tuo atveju jeigutl dkokiu nors aplinkybi
nutriksta kontaktai tarpévy ir palikuony, jauniklio virSkinimo traktas kolonizuojamas iSuis
terpes mikrofloros, kuri daznai neturi reikiameigiamy savybiy (Jankauskiet) 1996).

Pieno nigsSties bakterijos y@asvarba vieta uzima tarp skirting mikroorganiznay grupiy,
kurios gyvena atrajoja@iuose gyvinuose. Tokie mikroorganizmai atlieka lakhaairias funkcijas:
celiuliozés, krakmolo, cukg ir pieno tgsties virSkinimas. PRB metabolizmo produktas pieno
ragStis yra svarbus energijos Saltinis kitoms bakiers. Be to prieskrandzio mikroflora po
atrajojimo patenka ragstin skrand ir tampa baltym Saltinih. PRB GSiné sucktis priklauso nuo
gyviny amziaus ir mitybos raciono. Atrajotojaunikliai gimsta su morfologiSkai ir funkciskai
silpnai iSsivysiusiu virskinimo traktu, pasarus jie virSkina pamagaip gyvinai su vienkameriniu
skrandziu. Naujagimi atrajotoj; didysis prieskrandis, tinklainis ir knygenos pespmazesni negu
Sliuzas. Pirmaisiais gyvenimo émesiais migtieji skrandzio skyriai auga greitai. Tuijménesiy
prieauglio jie yra keturis kartus didesni uz sluZoks santykis #ina ir suaugusi gyvuliy. Tik SeSi
ménesiy prieauglio prieskrandziai jauuba visiSkai iSsivyst Tada ir susiformuoja suaugusiems
gyvuliams lidingas virgkinimo traktas ir jo mikroflofgOberauskast al.,2004; Simkus, 2004a).
Pirmaisiais gyvenimo gmesiais atrajojatiy gyviny prieskrandyje dominuoja kokia PRB formos:
Streptococcus lactis, S. faecalis, S. faecium,d@isbPirmojo ntnesio pabaigoje prieskrandyje
atsiranda lazdés formos PRB, kuti skatius augant gyinui didtja. Skrandyje buvo aptiktd:.
plantarum, L. casesubsprhamnosus, L. cassubspcasei, L. fermentum, L. buchneri, L. brevis, L.
acidophilus, L. cellobiosus L. caseisubspalactosugJankauskied 1996).

Atsizvelgiant { atrajotujy naujagimi (verSeliy) fiziologinius ypatumus, siekiama, kad

mikroorganizmai kuo gréiau patekd i didiji prieskrand ir visi prieskrandziai prady virskinti

! http:/imww.lva.lt/vetzoo/old/Nr_25/pdf/oberlauskasf
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maisto medZiagas. Siam tikslui pasiekti galima peo# bakterinius preparatus — probiotikus.
Probiotikai ne tik skatina maisto medzaggasisavinim ir nafiraly rezistentiSkuny, bet ir mazina
patirty stres, padarinius (dazniausiaiéld stres; verSeliai suserga virskinimo trakto ligomis).
Intensyvus versali auginimas sukelia zarnyno mikrofloros disbalgnses skrandyje nesivysto
tinkama mikroflora, kurios nataliomis slygomis auginami gyvuliai gauna su motinos pienu
(Simkus, 2004a). B jvairiy priezagiy pasikeitus plonojo Zarnyno stithi, pradeda daugintis
Zzarnyno lazdeél, kurios uzima PRB baktarijvieta. Patogenini bakteriip sukelta infekcija
pazeidzia gleivia, sumaéja jos apsaugis savyls ir diakja igyja kolibakteriogs pozymiy.
Gydymas antibiotikais ne visada veiksmingas, o jotols medziagos gali normalizuoti zarnyno
mikroflora, pagerinti apsaugines glei¢smsavybes. Probiotikai pagerina virskinimo trakti&nobini
balang (Oberauskast al.,2004; Simkus, 2004a).

PRB buvo iSskirtos ir iS kiauji virskinimo trakto. Dazniausiai pasitéikaktobacilos:L.
delbruckii, L. acidophilugr L. fermentumtaip pat identifikuotos ir kitos anaerobsbakterijos:
streptokokai, eubakterijos, klostridijos Rropionibacterium acnegJankauskiety 1996). 1S 22
iStirty laktobacily padermi, 13 pasizynjjo adhezigmis savylBmis. Adhezijos laipsnis varijavo net
tarp tos p&os rmSies skirting padermi. Tyrimais su kiawmis taip pat buvo nustatyta, kad
probiotires bakterijos sumazina digos papliting bei didina kino mass prieaug (Jankauskieh
1996). Mikroorganizm vaidmuo visose kiaulininkyss veiklos srityse yra labai reikSmingas.
Remiantis msos fizinii cheminiy savybiy tyrimais, galima teigti, jog probiotiniai prepaaat
pagerina rasos kulinarines savybes ir kitus fizinius-cheminiodiklius (Simkus, 2004b).

Kartu su kitais organizmais, PRB rasta pélei ziurkiy epitelyje ir gleivirgje (Jankauskien
1996). Pieno wrgsSties bakterijos buvo iSskirtos ir iS briegzarkliy, kaciuy bei triusy. Tiriant 60
triusiy Zarnyno mikroflog, nustatyta, kadyj plonajame Zarnyne dominuoja PRB {20f.v./g), o
storajame — bifidobakterijos (10k.f.v./g) (Jankauskien 1996).

Suny virskinimo trakte PRB taip pat uzima dominuajanpactj. Nustatyta, kad PRB ir
bifidobakteriy skatius sergatiu Suny iSmat; mikrofloroje yra Zymiai mazesnis negu swetuny,

0 kai kuriuose réginiuose PRB visai nebuvo rasta. Analizuojantytskirtingg amziaus grupi
nykStukinp  SinSily mikroflora, nustatyta, kad kaip ir daugelio kithomotermini gyvinu
mikrofloroje, dazniausiai sutinkamos laktobacilp®, to sporigs bakterijos ir stafilokokai. PRB
rasta ir marmozey mikrofloroje. 1S sveil bezdziony buvo iSskirtas didziulis kiekis laktobagilr
Zymiai maziau iS sergam. Jau zinoma gywny mikroflora vis pasipildo naujomisagimis
(Jankauskiedy 1996).

! http://vww.manoukis.lt/index.php?m=18z=24&s=458
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1.4 Pauk&iy pieno ragsties bakterijg mikroflora

Pagrindinis pauk$y imunings sistemos tikslas yra padpriesSintis ligos pradziai ir zalingam
patogem poveikiui. Pauk&y imuniné sistema sudaryta iS limfagyshr limfoidiniy audiny. Yra du
pagrindiniai imunigs sistemos organai, tai: Fabricijaus maiSelis [stissu B 4stekmis),
dominuojantis pas jaunus padkss ir iSsidstes Salia kloakos bei Tymuso liauka (susijusi su T
lastebmis), iSsi@sciusi aplink jungo veair aktyviai veikianti vig gyvenimy (1.2. Pav.).

Antriniai limfiniai organai yra bluznis, kawl¢iulpai, limfmazgiai susieti su limfagisiiir
limfiniy kapilian cirkuliacine sistema, kuri iSnesioja liapo vig kiina (Carpenter, 2004).
Stempk Paukgiy imunire sistema dalijamai

specifin ir nespecifin (igimta ir

;fxiﬂﬁ.?ﬁ?‘% @jgﬂfﬁiy igyta) mechanizmus ir turi 3
x izys
v
g

apsaugos  tipus. Nespec#Hin

-
: apsauga reaguoja tiesiogiai
i ! A .
Plautis Iﬁ.ld:" apsaugant paukst nuo  vis
: i svetimy medziag. Nespecifig
Sirdi . . .
e apsaug lemia: sveika oda, normali
Kepenys Skilvelis mikroflora, gleivire, uzdegiminis
. Seklid & atsakas, baltieji kraujotkeliai ir
Inkstas didelis skatius kino lasteliy
Dvylikapirt é A Y l.,.-:,_.l.' Plonoji zarna produkuojam baltymy. Si sistema
7arna MR () b s ey .. .
TR T i i Slapimtakis sumazina specifis  sistemos
Kloaka I "'i.j' G

" apkrow taip uZzkirsdama kel
e mikroorganizny  patekimui ir
pasklidimui po pauk3o kina

(Carpenter, 2004).

Specifire apsaugos sistema padeda apsaugoti tik nuo tam Suatimkiniy. Kai imuning

1.2. Pav.Paukg&iy anatomir sandarh

sistema pilnai funkcionuoja, ji apsaugo nuo daugsint@kteriy, virusy ir susidvéjusiy ar
»=sugedusi” Seimininko kKino lasteliy. Tai padaroma po wskina paskleidziant daugybcheminiy
molekuliy ir apsaugini antikiny molekuliy*.

Plunksnos ir oda sudaro pirnmpinespecifin barjes, neleidziant prasiskverbti Zalingiems
mikroorganizmams. Kitas be galo svarbus barjerasngrmali mikroflora, randama skrandyje ir

visame zarnyne kartu su storu glesrsluoksniu. Kai bakterjjpopuliacija skrandyje ir Zzarnyne yra

! http://www.holistichirds.com/hbn04/spring04/immugsem.htm
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pakankamai tanki ir stabili, gleis padeda uzkirsti kelisvetimiems mikroorganizmams, tokiems
kaip bakterijos, grybai ir miés (Barras, 2000). Be to, guavimo trakte yra blakstiétes, kurios
padeda iSvalyti patekusias bakterijas ir graziat atgali iSor. Kai prasiskverbiama pro piem
apsaugos barjgr nuo svetiminiy stengiasi apginti antrasis barjeras. Antrasis @gss barjeras
paremtasijvairiy antikinu lasteliy (fagocitai: makrofagai, monocitai ir neutrofilai) cheminiy
molekuliy, cirkuliuojartiy kraujyje ir visuose organuose, gamyba (Carpe@@4).

Paukgius nuojvairiy patogen saugo ir aukStayj kino temperatra. Todl pauk€iams
nepavojingos galvj ligos. Jei kino temperaira staiga nukrenta, ligos gali pasireiksti (Butcaed
Richard, 2003).

Kaip jau buvo miata normali paukdy mikroflora sudaro labai svagmespecifin apsaugos
barjey prieS neigiara patogen poveilf. Mikrobiologiniu poziuriu paukdy Zarnym galima
suskirstytij tris skyrius: 1) dvylikapirgét Zarna ir plonoji Zarna, kuriose baktergkatius santykinai
yra maZzas ir nesiekia daugiau nef k@.v./g; 2) akloji Zarna, kurioje pastebimas dislenikrobinis
aktyvumas, iki 16" k.f.v./g (Slapio svorio); ir 3) storoji Zarna, kupas daugél paukgiy yra
palyginti trumpa bei atsiverigkloaka, kuri baigiasi i$einagja anga? (Barneset al.,1972).

Maisto ir vandens tikumas, migracija, infekcis ligos, neteisingas antibiotiknaudojimas,
radiacija, jvairis stresai (inkubavimas, per diéledlemperaira ir kt.) ir su amziumi silptantis
organizmas pakenkiaiiko dangal vientisumui bei mikrofloros balansui ir leidziatpgeniniams
mikroorganizmams patekitipauk&io kina® (Butcher and Richard, 2003; Barras, 2000).

DaZniausiai pauk§us uzkréiantys patogeniniai mikroorganizmai pateikti 1 éhtekje”:

Atlikta daug tyrimy siekiant nustatytivairiy pauk$iu riSiy normalios Zarnyno mikrofloros
suckty, jos jtaka pauk€iy sveikatos bklei. Jau senai zinoma, kad normalios p&uk¥irSkinimo
trakto mikrofloros suétyje yra ir pieno #igsties baktenj.

Irodyta, kad PRB egzistuoja pramoninidido auginam Vvisiuky virSkinimo trakte.
Steriliame vigiuky Zarnyne mikroorganizmai atsiranda jau pirmomisegymo paromis (po 2-3
pamn), o dominuoja kokias PRB formos (vyrauja streptokokai ir enterokokaijterobakterijos (iki
16® k.f.v./g) bei Clostridium sp. (daZniausiaiC. perfringen Kartais i$skiriama irBacillus
coagulans.Pirmiasia kolonizuojama wuky akloji zarna (dominuoj&lostridium paraputrificum
iki 108k.f.v./g) ir tik véliau likusi Zarnyno dalis. Nuo 4-8 paros Zarnynadeda daugi laktobacily
(iki 10° k.f.v./g), o streptokak enterobakterij ir klostridijy dalis visose Zarnyno dalyse ima

pastebimai mai#i (Barneset al.,1972).

! http://www.ajcn.org

2 http://www.cagenbird.com/probiotics.htm

3 http://edis.ifas.ufl.edu/VM016

4 http://www.micdev.com/pdfs/FlightPath%20Facts rymt.
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L. salivarius, L. crispatusr L. fermentum reciau L. ruminis, L. vitulinus, L. delbruckiir L.

Dazniausiai pasitaika&ios laktobacil riSys vi€iuky zarnyne yrd actobacillus acidophilus,

viridescen$ (Paco et al., 2003). Tipiniu atveju vi&uky dvylikapirses ir plonosios Zarnos

mikroflora visiSkai susiformuoja jau aafs savait po iSsipejimo, tuo tarpu aklojoje zarnoje Sis
procesas gali uZsiti net iki 6 savaiy?® (Clench and Mathias, 1995; Leeal, 2002).

atveju Zarnyne atsiranda nenormaliai
enterobakterij, 0 PRB labai sumap. D¢l to gali atsirasti nekrotinis plonosios Zarnos egichas,

kuris baigiasi greita pauks mirtimi. Panag efekh gali sukelti ir netinkamas antibiotik

Maisto tiikumas kaip ir amzius gali lemti normalios zarnyndknafloros sudti. Tokiu

daupli-aerogenes Clostridium perfringens ar

naudojimas bei stresas migracijos metu (Basted.,1972).

1.2. Lentek. DaZniausiai paukius uzkréiantys patogeniniai mikroorganizriai

Bakterijos:

Campylobactespp. irChlamydiaspp.,
Clostridium botulinum,

Clostridium colinum,

Clostridium difficile,

Clostridium perfringeng\ ir C,
Escherichia colserovarai 01:K1, 02,
Escherichia coli0157,

Erysipelothrix rhusiopathiae,
Haemophiluspp. irListeria spp.,
Mycobacteriunspp.,

Mycoplasma gallisepticum,
Mycoplasma synoviae,
Ornithobacterium rhinotracheale,
Pasteurellaspp.,

Salmonellaspp. irShigellaspp.,
Staphylococcus aureus,

Vibrio choleraeir Yersinie spp

Virusai:

Paukgiy adenovirusai,

Paukgiy encefalito virusas,
Paukgiy bronchito virusas,
Paukgiy infekciré bursos liga,
Pauksgiy gripo virusas: tipas A,
Paukgiy limfoidinis leukozs (A ir B),
Paukgiy nefrito virusas,

Pauksiy reovirusas,

Paukgiy retikulioendotelioz,

Visty anemija,

Visty dedekliy sindromo virusas 76,
Naminiy pauk€iuy Poks virusas,
Pauksiuy laringotracheitis virusas,
Marek’s ligos virusas,

Niukaslio ligos virusas,
Rhinotracheitis virusas.

Nustatytas idomus faktas, kad PRB iSskirtos iSyvistkrofloros, turi savyb prisitvirtinti

prie viiuky gurklio epiteliniy lasteliy. Kity raSiy bakterijos Sios savyls neturi. Manoma, kad

gurklys labai svarbus reguliuojant #igky virskinimo trakto mikroflog (Jankauskiedy 1996).

! http://mww.scielo.br/pdf/bjm/v34n3/v34n3al0.pdf

2 http://elibrary.unm.edu/sora/Wilson/v107n01/p009&-p1 . pdf

3 http://www.poultry-health.com/fora/inthelth/pdfs#@2.pdf

4 http://www.micdev.com/pdfs/FlightPath%20Factshett.p
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IStyrus sveik kalakut; mikrofloros sudtj, nustatyta, kad juose dominudja acidophilus
Skirtingos PRB @Sys buvo iSskirtos ir iS balandzizuvdry (Jankauskie) 1996; Barnet al,
1972) bei grif, Zarnym* (Carvalhoet al.,2003).

Naminiy artiy ir Zasy zarnyne dazniausiai dominudfa faecium, S. faecalitaktobacily
randama maziau ir dazniausiai kaiplantarumir L. salivarius Dauguma iS paukg; iSskirty pieno
riigsties bakterij, nepriklausomai nuayjrisies, gali augti prie 45-5C temperatros.

Apie probiotikus ir PRB — kaip probioiik teigiamy poveilf jvairiems gywinams buvo rasyta
ankstesniuose skyreliuose. Duomeapie bandymus su paukdis, kuryy lesaluose buvo panaudoti
probiotikai rera daug, t&au, Cavazzoniet al., (1998) paskely kad Bacillus coagulansbuvo
probiotiniy produkt; sudktyje ir skatino gey visciuky augimy. StatistiSkai patikimus rezultatus, kad
iterpiantj lesalus probiotil priech pageéjo visciuky broileriy augimo dinamika, taip pat nustat
Fritts et al, (2000), Gruzauskas kt., (2004) bei M. Denlet al, (2003). Keletas autaripaskells,
kad probiotikai nedaro jokio poveikio ¥isiky broileriy ar putpel; augimo intensyvumui (Homma
and Shinohara, 2004; Waldrougt al, 2003). Kaip jau buvo mita, naudojant probiotinius
preparatus daugiausia tymnatlikta analizuojanty poveili Zinduoly fiziologinei biklei ir zarnyno
veiklai. Tuo tarpu duomenapie j; itaka visciuky broileriy ir kity ekonomiskai naudingpauk$iy ir
tuo labiau laukini pauk€iy organizmui yra mazai, nesg yeikimas priklauso nuo pauks lyties,
amziaus, laikymoaygy ar sveikatingumo.

Pauksiy virskinimo, dauginimosi bei Salinimo sistemos amaiSkai skiriasi nuo zinduali
Todél ne visi probiotikai tinkantis zinduoliams yra ¥emingi ir pauk&iy organizmui. Dauguma
bakteriniy preparai gauta naudojant zindualizarnyno mikrofloros bakterijas, téldatlikus tokiy
preparai bandymus su pagomis, teigiamo poveikio beveik nepasteb (Barras, 2000).
Pavyzdziui PRB turintis jogurtai yra gaminami i&po ir yra @iSiai-specifiniai zinduoliams, bet ne
pauk&iams. RiSiai-nespecifiniai probiotikai negali daugintis wise organizmuose, prikibti prie
Zarnyno sieneli ir isigakti virskinimo trakte. Jordan and Howard (1992) aiistkad kiekvienai
gyvuny raSiai turi huti kuriami raSiai specifiniai probiotikai, ypajei jie naudojami pauk§&ams.

Taigi PRB uzima svarhivieta homotermini gyviiny mikrofloroje. Jos taip pat aptiktos ir
poikiloterminiy gyviiny virskinimo trakte. T&iau klausimas apie vandens patigSvirskinimo

trakto laktoflog vis dar rera atsakytas, ta@tlturi bati atliekami tyrimai.

! http://www.scielo.br/pdf/bjm/v34n3/v34n3a07.pdf
2 http://www.lva.lt/vetzoo/old/Nr_28/It/gruzauskasfpd
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1.5 Propioniniy bakterij y charakteristika
Propionibacteriumyra ktai augasiy, spon neformuojafiy, Gram-teigiam, anaerobinj
(1.3. Pav.) baktenyj gentis (1.3. Lentel)’, randama kaip saprofitai pas Zzmones,igys ir pieno
produktuose. Jos galitb lazdeks formos arba Sakotos, gali pasitaikyti pavgnporomis arba
grupekmis. Propionibacteriumpaprastai auga kaip obligatiniai anaerobaiiata keletas padermpi

yra aerotolerantai, viseto ir jie geriau auga anaerobimis silygomis’. Paprastai Sios bakterijos

1.3. Lentek. Pilne Propionibacteriuns sp aenties mokslié klasifikaciiel.

Domenas Bacterii> Tipas: Actinobacteri> Klasé: Actinobacteri-> Poklasis: Actinobacterida
>Biirys: ActinomycetalesPobirys: Propionibacterineag2 Seima: Propionibacteriacea® Gentis:
Propionibacterium® Risis: P. acidipropionici; P. acnes; P. australiense; Ridum; P. cyclohexanicum;

P. freudenreichii; P. granulosum; P. jensenii; Ficroaerophilum; P. propionicum; Pr. thoenii; Bp.

produkuoja pieno ir propion¢nrigst bei acto #igst iS gliukozs. Jos taip pat gali gaminti katataz
kartu su indolu, nitratus arba indolr nitratus. Propionibacterium morfologiSkai panaSiog

Corynebacteriumbet yra netoksinogeniskos. Siuo metu yra aprailyRropionibacteriunrisiy.

[ Anaerobinés bakterijos ]

/\

Formu01anc|os sporas Neformuojanéios spory

‘ Gram-neigiamos Gram-teigiamos

/\

Lazdelés Kokai Lazdelés Kokai

Bacteroides Actinomyces Anaerococcus

Prevotella Bifidobacterium Peptostreptococcus
Porphyromonas . Propionibacterium Finegoldia

. . Veillonella h .
Bilophila Eubacterium Micromonas

Fusobacterium Lactobacillus Peptoniphilus

Mobiluncus Atopobium

Peptocuccus

1.3. Pav Anaerobini bakterij Klasifikacija.

P. acnessutinkamos ant lytiSkai subrendwsiyviiny, taiau tikroji kolonizacija praktiskai
prasideda likus 1-3 metams iki pilno Iytinio sukdeno. Pradzioje baktetjj skatius hina

nedidesnis nei f0- 1¢ cnf (daugiausia ant veido ir aplinkise srityse)P. granulosumbei P.

. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/
2 http://web.umr.edu/~microbio/BI0221 1998/P_acnesl.ht
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avidumtaip pat dazniausiai kolonizuoja tasj@s kKino vietas kaip iP. acned&aiau ju btina zymiali
maziau ir dazniausiai vertinamos kaip nereikSmingoscnes, P. avidum P. granulosumeina iri
virskinimo trakto normatijja mikroflora™.

PaprastaiPropionibacteriumyra nepatogeniskos, ¢iau patekusios kiino vidy kai kurios
Propionibacteriunrasys uzterSia kraajir kitus kiino skysius. Jos gali @iti ir infekciju priezastimi,
ypa paplitusi odos liga acne vulgaris, kugukeliaPropionibacterium acne$. acnesdazniausiai
sutinkamos plauk liaukose ir ant odos. Jos iSleidzia lipazes, kagavirskina pertekliniug odos
pavirSiy iSskiriamus aliejus ir riebalus. Virskinimo sistesn iSskiriamos riebiosiosugstys ir
bakteriniai antigenai sukelia stiprius uzdegimusyik supéSo plauks folikulus, o ant odos
pavirSiaus, pazeidimo vietoje atsirandalifukai. Uzdegimai gydomi naudojant lokalinius ir
oralinius antibiotikus (klindamiciy eritromiciry ar tetraciklia) arba preparatus, kurie gtiha odos
riebaly gamyhy (retinas A ir akutana$)

P. acneslabai jautriosivairioms beta-laktamigms antimikrobigms medziagoms, kaip
piperacilinas ir ampicilino-sulbaktainas. Sios leaiios taip pat labai jautrios penicilinui 8..acnes
gali sukelti ir kitas infekcijas, tokias kaip rageapos, endokarditai, centéis nery, sistemos Sunto
infekcijos, be to retkdrais yra mikstjuy audiniy infekciju priezastis.

P. jenseniiir L. paracaseisubsp paracaseibakterijos augdamos kartu gali inhibuoti mieles
ir kitas bakterijas. $i bakterij; misinys efektyvus pries kelias miglir Gram-teigiam bakterijy
rasis. Test metu nustatyta, kadPropionibacteriumsp. inhibicinis aktyvumas hgdteliniame
supernatante susibakterip fermentacijos produktu orgarimis rigstimis, rera toks efektyvus
prieS mieles ir kitus mikroorganizmus kaip, kadreda paracasesubsp paracaseiastekms. Taigi
galima teigti, kad @tent P. jenseniiir L. paracaseisubsp.paracaseisaveika inhibuoja kitus
mikrobus kartu iSskiriant organinegigsStis. AnalogiSka aveika nustatyta tarp_actobacillus
acidophilus ir Propionibacterium shermariii (Liu and Moon, 1982) bei tarp.actobacillus
rhamnosusr Propionibacterium freudenreichiiakteriy* (Jatkauskas ir Vrotniakien2006).

KeletasPropionibacteriumriiSiy sutinkamos tokiuose maisto produktuose kaipssr Kiti
pieno produktaiP. freudenreichiiyra naudojamos gaminant Sveicagi&kiri, kurios suteikia asr
skon ir suformuoja skyles. Skonis atsirandd €ermentacijos metu produkuojamos propidsin
ragsties, o skyis susiformuoja @ iSsiskiriartiy CO, dujy (McCarthy and Courtney, 2004).

! http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Propioniteaitim

2 http://www.geocities.com/mtmccue2000/propionibaatechtml

3 http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fagitid=242081
4 http://www.lva.lt/vetzoo/data/vols/2006/36/It/jatkskas.pdf
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1.6 Didziyjy an¢iy (Anas platyrhyncho¥ycharakteristika

DidZioji antis @nas platyrhynchgs(1.4. Pav.) priklausoa®iniu (Anseriformes) pauk$y
bariui® (1.4. Lentet.). Siam Hiriui priklauso nedideli, vidutinio dydZio ir dideliandens pauksai,
paplitt beveik visame Zeés rutulyje. Traukiantys,
Svelniasniame klimatesslas ar klajojantys. Bryje 2
Seimos, 151-154aBys, Lietuvoje 35usys (Lietuvos
fauna, 1990).

DidZioji antis — perinti, traukianti, Ziemojanti
rasis. Si antis dydZiu ir iSvaizda labai panasamirg

anf. Patinp kiinas stambesnis ir rySkegnspalw,

patebs kuklesni spalw. Paplitusi nuo Siaurirs

SR 5 B
1.4 Pav. Didziosios antysAnas Platyrhynchgs ~ Skandinavijos iki Ramiojo vandenyno. Gyvena
Kairéje — pated, deSirgje — patinas .

Siauks Amerikoje, daugelyje Atlanto ir Ramiojo
vandenyno sal Ziemoja pietigse arealo dalyse. ddsta ap#lusius eZerus, upes, pelkes, tvenkinius
ir kt. Migracijos metu skrenda iStipan. Intensyviausiai pavagaraukia kovo pabaigoje-balandzio
pradzioje, rudenspalio pabaigoje (Lietuvos fauna, 1990).

1.4. Lentek. Pilnz didZiosics anties Anas platyrhynchd mokslir: klasifikacije'.

Domenas Animalia-> Tipas: Chordata (Chordinie> Potipis: Vertebrata (Stuburinie> Klasé: Aves
(Paukgiai)> Poklasis: Carinatae> Biirys: Anseriformes (4siniai)> Pobirys: Lamelliroctres
(Ploksttasnapiai® Seima: Anatidae (Antiniai®» Po3eimis: Anatinae (Antiniai}® Biirys:
Anatini=Gentis: Anas=> RasSis: Anas platyrhynchc

Aktyvesres prietemoje. Maitinasi ir dian ir nakf. Telkiasi i barius, grupes. LytiSkai
subksta pirmp mety pabaigoje. Lizdus kraunavairiose vietose: ezegr upiy pakrangse,
viksvynuose, Svendrynuose ir kt. Bjano periodas idfstas. KiauSinius pateldeda kasdien, po
viem (dazniausiai 8-10 kiauSip). KiausSinius peri tik patél(vidutiniSkai 24 dienas).

Minta jvairiu maistu: lesa jaunus augabaigus, lapus, Ziedusg¢ldas. Vasar minta
smulkiais vandens gywais: moliuskais, &iagyviais, uod lervomis. Lietuvoje labiausiai paplitusi

artiu rasis, svarbus medziadd objektas (Lietuvos fauna, 1990).

! http://species.wikimedia.org/wiki/Anas
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ll.  MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Mikroorganizm y iSskyrimas i$ Zzarnyno
Siame darbe buvo atliekama pavasariinirudenini; didZiyjy artiy (Anas platyrhynchgds
patireliy migranty plonojo zarnyno sien& ir ju turinio pieno figSties baktenj mikrobinés
jvairowes tyrimas.
Tyrimams panaudoti trys 2005 metuden (iS Siaugs traukianti ziemoti pietus Nemuno
deltos rudeninj migrant; populiacija) ir penki 2006 metpavasar(iS piet; traukianti veistig Siaug
Nemuno deltos populiacija) sumedziatidZiyjuy artiy patireliu plonieji zarnynai (2.1. Pav. ).

IS i laboratorij atgabent artiy tuojau pat kuo steriliau iSimami Zarnynai. IS kieo

individo Zarnyno buvo paimtos

20°E

. S |°@ plonosios zarnos. Kad dginiai
] 30 Kilometers -\-‘J _ - - - .
I e . )H : L] nelty uztersti pasaline
Palanga . P .' * Telilal Einulizit Py jis Rekiih . . .
| fiio? (o1 'nadwnsk.sL,m_ﬁ‘“:;:fﬂ ' mikroflora, imant tiriam.
Klaipeda ;Carg?;‘.eal Keliie, Seduva® /-‘Picevszys :
‘ Neruro dgltae 2 mwven /5 oramygalap 0 e medZiag biatina  vadovautis
Baltic Sea / * Sls dvile %‘OR ﬁ(-? Ignalina,
i aseinial edainiai 4 . . .. .
& n..mg:m J v p*“*ukm,ge “ﬂ‘j};’ bendromis aseptikos taisykhis.
08 VI*&I] .Slrvmtoa. S

! “h';.it::'sb Svarstykémis ant sterilaus
KALININGRAD OBLAST

RUSSIA

Vilkav kis'

Prienai,

o BVilnid popieriaus lapelio atskirai S
Mafijampole <["‘ y ozn' mesia\JT/

kiekvieno individo atsveriama po 1

— Lietuvoje peringios ' BELARUS L. o
_ Marijampol és populiacija " s+n| g plonosios Zarnos siegslir jos

— Silute liacij I . : . .
- Silutés populiacia o mareuesteow-| tUrinio.  Visy argiy - Zarnyno

2.1. Pav Tyrimams naudaet didZiyju artiu populiaciy geografinis  meginiai atskirai keleta kaimt yra
iSsictstymas. Remiamasi 2003-2006 m. bakalauro diplome atliktais

tyrimais. gerai atplaunami iS anksto

paruoStame steriliame fosfatiniame buferyje (pH¥§10Prieclis). Plonojo zarnyno siend ir ju
turinys atskirai yra homogenizuojamos steriliuosgstywliuose, naudojant smulkiai sutrinstikla.
Trinama iki vientisos konsistencijos néas Sutrintos siené$ ir ju turinys atskiedziami 10-tyje ml
fosfatinio buferio ir gerai iSmaiSoma. 1S kiekviergauto skiedimo pipete paimama po 1 ml
suspencijos (19 ir supilamaj sterilius ependorf ggintuvélius.

IS anksto pasiruoSiama ir sunumeruojama reikiarkéekis ependorf rgintuveliy
skiedimams nuo T0iki 10° atlikti. | megintuvélius sterilia pipetejpilama po 900ul fosfatinio
buferio. Tuomet iS pirmojo agintuwvelio 100 ul suspencijos perkeliamaantraj, pamaisius iS jo &t
100 ul i tresiaji ir t.t. Sitaip tiriama medZiaga nuosekliai atskieana santykiu 1:10, 1:100, 1:1000,
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1:10000, 1:100000 ir t.t. (Relis, 1994) (2.2. Pav.)l kiekviera naup mégintuwveli perpilti

suspency butina vis nauja sterilia pipete.

1.1.1 Méginiy s¢jimas i agarizuotg MRS terpe
Tyriamoji medziaga gali i s¢jama pavirSiniu metodu ant standzios tsrfpPetri ¢ékSteks
pavirSiaus ir giluminiu metoduvisa terpes sluoksmarba modifikuotais §imetod; variantais.
Tyriamoji medziaga pavirSiniu metodu paskleidziamat standzios, pienotgsties
bakterijoms selektyvios, pagstintos MRS (Oxoid, UK) (angDe Man, Rogosa andsharpe MRS)
terpes, Petri  ¢kSteks
Jo0 pavir3iuje (2 Priedlis)". |

,/"”“"\\ 100p  100p  100m  100p 100l sterilias Petri dkSteles

s = S — =

!

iSpilstoma po 15-20 cin
sterilios agarizuotos
iSlydytos terpgs. Kad

augarios kolonijos

900l .
I . neplaukiot, agaro
1°c pavirsiy leksteles reikia

padziovinti, tada nuo
dangtely nugaruoja
2.2. Pav Serijinio skiedimo technika. kondensacié drégme,

Ant |ékSteliy  dugneliy
uzrasomi tirlamosios medziagos 3 paskutiniai¢gictio skiedimo laipsniai. Sterilia pipete ant
agarizuotos MRS te#s Petri ¢kStekse pavirSiaus iS kiekvieno ependorégmtuwelio uzlaSinama
po 50ul tiriamos medziagos su bakterijomis. UzneSta susjge glaistikliu tolygiai paskleidziama
visame terps pavirSiuje. Viskas turiti atliekama steriliame bokse, kiekvienai suspendipskart
naudojant naujus steriliusankius ir indus. &i galima ir ta péia pipete, tik reikia pradi nuo
didziausio tiriamosios medziagos atskiedimo, kiekyikarta ja praplaunant steriliu vandeniu
(Peiiulis, 1994).

! http:/imww.emdchemicals.com/analytics/Micro_ManUi&DISdata/prods/1 10661 0500.html
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1.1.2 Mikroorganizm y kultivavimas
Migruojartiy didziyju artiy zarnyno mikrofloroje dominuoja anaerobsn bakterijos.
Auginti anaerobinius mikroorganizmus stidgiau nei aerobinius, nes pirmuosius reikia séiugo
nuo oro deguonies. Anaerobins slygoms sudaryti indai su pasis sudedami sanday mais, iS
kurio yra iSstumiamas oras prileidziantidy propano duj ir gerai uzriSamas. Apverstosk§teks
dedemos termostat ir 39 °C temperatroje (pauksiy kiino temperatroje) inkubuojamos 5 paras.

1.1.3 Kolonij y skaitiavimas

Auginant mitybirtse tergse galima matyti tik gy mikroorganizny lasteliy skatiy
populiacijoje. Yra du Sio metodo variantai: 1)dimios medzZiagosjimasi standz mitybine terpg
Petri kkStekje ir mikroorganizm auginimas aerobémis arba anaerobimis slygomis ir 2)
s¢jimas 1 skystas mitybines terpes. Kolonijos skaojamos prajus optimaliam y formavimosi
laikui. Tirlamaja medziag uzsjus pavirSiniu metodu, skauojamos tik pavirSiuje iSaugusios
kolonijos (Peiulis, 1994).

Po 5 pan auginimo, atrenkamos tik skiedimy I¢kSteks, kuriose uzaugo ne maziau kaip 60
ir ne daugiau kaip 300 kolonij Jei kolonij I¢ékStekje uzaugo maziau negu 6 ar daugiau nei 300,
tai, apskaiiuojant galutinius rezultatus,tokius skatius neatsizvelgiama. Mikroorganizntasteliy
skatius 1 g Zarnyno turinio ar siersl apskaiiuojamas pagal formgl M=ax10'xb/V. (kur: M —
lasteliy skatius 1 g, a — vidutinis kolonjj skatius uzsgjus atitinkam atskiedima, 10 — atskiedimo
koeficientas, n — substrato atskiedimo laipsnis;y Uzgtos suspencijositis, ul, b — koeficientas

suspencijosifriui apskagiuoti 1 cnt, jei buvo gjama maZiau nei 1 cih(Peiulis, 1994).

1.1.4 Mikroorganizm y gryny kultary iSskyrimas

Bakterijp grynos kultiros iSskiriamos trimis etapais: 1) selektyaankultiros gavimas, 2)
grynos kultiros iSskyrimas ir 3) iSskirtos kalos Svarumo kontrél

Mikroorganizmy gryna kulfira yra vienos dsteks palikuony kolonija arba bendrija
standziame arba skystame substrate. sbakterip kultiiry iSskyrimas yra svarbus etapas tiriant |
lasteliy morfologinius, kuliirinius pozymius, fiziologines ir biochemines sawyp&ury visuma
remiantis nustatygjama 6Sis. Grym kultara galima iSskirti iS diagnostinipagliy (Peiulis, 1994).

Suskatiavus koliniy skatiy, atrinktos ¢kSteks pieStuku yra padalinam@s8 trikampius
sektorius. IS kiekvieno sektoriaus sterilia kilpehepradraskant agaro, atsitiktinai paimama po 7-8

kolonijas, kurios zigzagaisél yra pergjamos ant nauwj atskiyy Petri BkSteliy su MRS terpe.
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LékSteks su naujais paékais terpe apveiamos zemyn, sudedam@smaisus, kurie pripildomi
propano duj ir vél termostate (39C) anaerobiémis silygomis inkubuojamos 5 paras.

UZaugus naujoms bakterikultiroms, i$ izoliuog kolonijy sterilia kilpele paimami gginiai
ir dar kary pergjami ant nauj Petri EkSteliy su MRS terpe. Pékai vél inkubuojami termostate
penkias paras ankau aprasytomisatygomis (Pgiulis, 1994).

1.1.5 Mikroorganizm y grynos kultiiros Svarumo kontrolé

Batinai reikia patikrinti iSskih bakterip kultiry Svarum. Tai atliekama vizualiai ir
mikroskopuojant fiksuotus ir dazytus mikroorganigipreparatus. Vizualiai tikrinamas isgrynint
kultiry pavirSius. Jei kuitra Svari, tai jos augimo pabdis yra vienalytis. Jei uZgmo bruksSnys
nevienodas, kuitra laikoma uztersta (Rielis, 1994).

Vél pragjus penkioms paroms po péing kultary auginimo ir gavus vizualiai grynas kilas
daromi fiksuoti ir dazyti mikroorganizmpreparatai. Tokie preparatai reikalingi, ne tiktkcos
Svarumui nustatyti, bet ir tirtiabteliy iSor ir forma. Preparat darymas susideda iS toketam:
tepirelio darymo, j1 dziovinimo, fiksavimo ir dazymo.

Objektiniai stikleliai tepigliams daryti yra pamirkomi spirite ir nukaitinanNuo mitybires
terpes pavirSiaus mikroorganiam kultara paimama sterilia kilpele ir suspenduojama “Krano
vandens” laSe, uZlaSintame ant objektinio stiklelio plonai iSskleidziama. Plonas tegls
iSdziovinamas kambario tempeareds ore arba virS spirités lempués laikant tepialiu i virsy.
ISdziovinti tepirtliai fiksuojami sausu katfu, perbraukiant juos 3-4 kartus greitais judesjzas
spiritinés lempués kargiaush vieta. Tepireliai sausu ka@u fiksuojami norint nustatyti ar yra
mikroby substrate asteliy dyd;, forma, ju erdvirg agregacy (Peiulis, 1994).

Fiksuoti tepirtliai dazomi paprastuoju (dazoma vienu dazu) arldgtsiguoju (vartojami
dveji dazai ir blukinantys chemikalai)atiu. Siame darbe tegiliai buvo dazomi suginguoju,
Gramo ludu, taip nustatomas svarbus diagnostinis pozynpgudinantis bakterij sistematin
priklausomyls. Dazymo Gramo idu eiga: ant katdu fiksuoto tepiglio uzpilama kristalvioleto
da#; ir dazoma 1 — 2 min. Nuplovus kristalvigletist. HO vandeniu, uzpilama liugolio, kuris po 1-
2 min. Taip pat nuplaunamas vandeniu. Nupylus liogirpala, tepirelis 30 — 60 s panardinam@s
aceton. Tada papildoma antruoju dazu (naudojamas safaniGram fuksinas) (3 Pridd),
praplaunama ir pagal spalvas sprendziama: granateas bakterijos iSlaiko pradinio nudazymo
spalvas ir ngisavina antrojo dazo, téldatrodo tamsiai violetits (Doetsch, 1981; Rrilis, 1994).

Jei bakterijos yra gram-neigiamos, jos bus nusidadtmja, roZine spalva Siame procese

! http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/site/lt/dd/0R/A1993L0085L T.pdf
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svarbiausia, kad gram-teigiamos ir gram-neigiamaktdyijos skirtingai reaguojg dazus
nuplaunant skysi, nes gram-teigiamas bakterijas dengiame peptidoglikano sluoksnyje vyksta
dehidratacija ir kristalinis violetasistringa“ hstekje, kai tuo tarpu gram-neigiamose bakterijose
skystis pradzioje istirpdo riehalsluoksn, o plonas toliau sekantis peptidoglikano sluoksiis
pajegus sulaikyti dazds

Taip visos tiriamos bakterijos suskirstomogram-teigiamas ir gram-neigiamas. Galiausiali
nudazyt bakteri tepireliu Svarumasjvertinamas mikroskopu. Grynos Kidbs hsteks ziarint
imersiniu objektyvu turi Bti vienodos, tiktai gali Siek tiek skirtis jdydis (Pe€iulis, 1994).]vertinus

tepirelius mikroskopu, negrynos kiltos toliau yra gryninamos pagal atiedl aprasyt metodik.

2.2 Bakterij y apibadinimas
Apibudinant mikroorganizmus atsizvelgianjakultirinius, morfologinius ir fiziologinius-

biocheminius pozymius.

2.2.1 Kulta@riniai pozymiai
Kultarinius pozymius nusako: 1) augimo polis ir, 2) koloniji charakteristika.
Visos tyrime ant standzios mityléis iSaugintos kolonijos, tyrifamos lupa arba mazuoju
optinio mikroskopo padidinimu. Tokie pozymiai kakwlonijy forma, spalva, profilis, kraStas
charakteringi vienai ar kitai bakterijiSiai (Bluzmanas ir Ragaiius, 1987; P&ulis, 1994). Tokius

skirlamuosius pozymius turi ir pienagsties bakterijos.

2.2.2 Mikroorganizm y Igsteliy morfologiniai pozymiai

Mikroorganizmy lasteliy iSoriné ir vidulasteliniy strukiry morfologija tiriamajvairiais
mikroskopavimo metodais. Mikroskopais tiriamos gywonegyvos, dazytos ir nedazytasteks.

Nudazius ankstesniame skyrelyje aprasytu Gramo ndazgnetodu tiriamas anaerobines
artiu Zzarnyno bakterijas ir patikrinus tepin; Svarum, pagal tuos paus tepirelius mikroskopiskai
yra ivertinamos ir morfologiés bakteriyy charakteristikos:akteliy forma ir dydis (lazdék arba
kokai), agregacija (paviéa arba sukibusios lazas| pavieniai monokokai arba diplokokai,
iSsickste grandirtle streptokokai arba netaisiklingos stafilojokrivelés), juctjimas (jei juda
nustatomas ziuzeliissicestymas ir kiekis), sugeépmas gaminti endosporas (jei gamina nustatomas
ju iSsidestymas) ir kt. lasteliy formai ir iSsicdstymui reikSnés turi kulfiros amzius, mitybiés tergs

sucktis ir kultivavimo amzius (Bluzmanas ir Ragéuis, 1987; P&ulis, 1994).

! http://It.wikipedia.org/wiki/Gramo_da%C5%BEymas
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2.2.3 Mikroorganizm y Igsteliy fiziologiniai-biocheminiai pozymiai

Fiziologinius-biocheminius pozymius apitina: 1) kvpavimo kidas, 2) azoto
asimiliavimas, 3) anglies jungupiasimiliavimas ir fermentavimas, 4) medZjagpykaitos produkit
iSskyrimas, 5) patogenis ir imunologires savyks (Bluzmanas ir Ragatius, 1987; Pé&ulis,
1994). Tiriant didaiju artiy Zarnyno mikrofloros fiziologines-biochemines sa@yb buvo
nustatirtgjamas kepavimo lmdas ir anglies junginifermentavimas.

Pagal ke¢pavimo lida bakterijos skirstomog4 grupes: obligatiniai aerobai, mikroaerofilai,
fakultatyviniai anaerobai ir obligatiniai anaerob@&etiulis, 1994). Mikroorganizm kvépavimo
budui nustatyti yra keletas metpdkatalazs ir oksidazs testai bei nitratredukcijos reakcija.

Nustatirgjant iS didZju artiy plonojo Zarnyno iSskiatbakterip kvépavimo lida naudojama
katalazs reakcija. Aerobigs ir fakultatyvires anaerobiés bakterijos, augdamos aerolsa
salygose, gamina ferment katalaz, skaidagia H,O,. Obligatiniai anaerobai ir daugelis
mikroaerofiy katalazs negamina. Norinfrodyti katalazs buvimy, vandens laSe ant objektinio
stiklelio kilpele tirStai suspenduojama bakterultira, kuri sumaisoma su 10%,® ladu. Si
reakcija atpaitama iS deguonies burbuliukr puty susidarymo. Tokia kataléz reakcija yra
teigiama (P&ulis, 1994).

IS kokiu junginiy bakterijos ima anglaerobirmis (oksidacijos @du) ir anaerobiémis
(fermentacijos bdu) slygomis atliekami bandymai su gliukoze, laktozechsaoze, maltoze,
manitu, krakmolu, riebalais ir angliavandeniliais.

Tiriant anaerobines pienongsties bakterijas naudojamas angliavangei@rmentavimo
testas. Angliavandenifermentavimas nustatomas bakietultiras gjant i skystas, pusskystes ir
standzias terpes. TeéippH 7.1-7.3 (Raulis, 1994).

Siame darbe angliavandenifermentavimo testui atlikti buvo naudojami du nuso
Atliekant pirmaj bandym iSaugintos baktenj kultiros buvo uz&tos i pusskyst Hugh-Leifson
(Hugh and Leifson, 1953) mitybinterp; (4 Prieclis). Sterili terg supilstomaj sterilius
mégintuwelius ir staiai sustingdoma, o po toado metodu uzgama tiriama mikrob kultara.
Kiekvienam angliavandeniui ugama po 2 ragintuwelius. Pasgjus mikrobus, vieno ggintuwelio
terpes pavirSius yra uzliejamas steriliu vazelino aliejuPasliai kultivuojami 2-7 paras. Mikrolp
augimo ir angliavandenifermentavimo metu stebimas ir pagal indikatorigpalvos pasikeitim
registruojamas tegs pH pasikeitimas. Aerobiniai mikroorganizmai aagéandeni nefermentuoja
ir dauginasi tik vazelino aliejumi uzligimégintuweliy terpes pavirSiuje ir pagamina mazaigsties.
Jeigu mikrobai skaido peptgntai jo metabolizmo produktas neutralizuoja tean&igas igstis, ir

terpe tampa Sarmiska. Kainigimo metu iSsiskiria dujos, tai jos suplg# agas. Jei bakterijos
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fermentuoja angliavandenius, jos pagamina daudiggties, tai matoma iS indikatoriaus spalvos
pasikeitimo, tamsiai raudona spalvadkasii oranzirg (Peiulis, 1994).

Galimybk: fermentuoti angliavandenius taip pat buvo pati&iauginant bakterijas MRS
sultinyje neturidiame nésos ekstrakto ir gliuk@s. | MRS sultin papildomaijdedama 0.05 %
chlorfenolio raudonojo ir filtru sterilizuoto cukua tirpalo iki galutigs 1 % koncentracijos. Sultinys
iSautoklavuojamas ir idpilstomasmeégintuvélius, o uzstos kolonijos 7 paras inkubuojamos 37 C
temperairos termostate. P¢s 7 paroms tikrinama ar bakterijos fermentuojgliamandenius ir
gamina @igs§. Kaip ir ankstesniu atveju, tai matoma iS indiketos spalvos pasikeitimo, geltona
spalva keliasii raudon’.

2.3 Molekuliniai mikroorganizm y tyrimai
Atlikus bakteriy apibidinimo tyrimus iS gryn kultary yra iSskiriama DNR.

2.3.1 DNR iSskyrimas
ISskiriant tiriamy bakteriip DNR pirmiausia reikia atlikti morfologinkoloniju apibidinima.

Jei bakterijos formuoja sporas DNR iSskyrimui yr@audojami speciak reagent rinkiniai. Tuo
tarpu ieSkomos pienaigsties bakterijos spomeformuoja. Tokj bakterip DNR iSskiriama zymiai
lengviau. 1S kiekvienos PetrickStekje iSgrynintos kuliros bakteriologine kilpele paimamas
nedidelis kiekis baktenj biomags ir suspenduojamas steriliuose, sunumeruotuos@dee
megintuveliuose, kuriuose yra pripilta po 108 TE (50 mM Tris-HCI, pH 7.0; 1 mM EDTA)
buferio. Paruosti ggintuweliai su TE buferiu ir baktenj biomase 10 min. palaikomi verdan
vandens voneéje. Spektrofotometriniu metoduertinama vig méginiu DNR kokylz ir patikrinama
koncentracija. Saugojimui DNRéniniai sudedami Saldikf prie 20 Ctemperairos.

2.3.2 Polimerazés grandininé reakcija (PGR)

Polimerazs grandigs reakcija yra metodas, pavadintas pagal DNR palime- fermend,
katalizuojant DNR replikacij lastekje. PGR yra nukleag&iu sinte2s in vitro metodas, kuriuo
laboratoriniame rgintuwelyje gali biti specifiSkai padauginti (amplifikuoti) atskiri DNfragmentai. PGR
metodas yra labai jautrus, tbdpadauginta pasirinkta DNR atkarpa gali sudarygitgn viera
milijoning genomigs DNR daj. Tai reisSkia, kad, naudojant PGR, galima ampldikmet ir vieninte

pasirinkto geno kopijar jo fragmernit (McPherson and Moller, 2000).

! http://www.bioline.org.br/request?cc05007
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Tam, kad @bty galima atlikti PGR, reikalinga: DNR, specifiniai rgqgmenys,
deoksiribonukleozidtrifosfatai (dNTP), termostaBifiq DNR polimeraz ir magnio jom (Mg?") turintis
buferis. PGR vykdoma trimis, cikliSkai besikartajais etapais:

e Denatiracija 94 °C — 95 °C tempetabje,
e Pradmen hibridizacija - vykdoma 40 °C — 60 °C tempéraie,
e Naujos DNR grandiés sinte2 vyksta 72 °C temperatoje.

Optimalus PGR ciki skatius yra 25 — 35 ir priklauso nuo pragn— amplifikuojamos DNR

koncentracijos, kai kiti rodikliai yra optima (Paulauskas kt., 2002).

2.3.2.1 PGR komponentai

DNR. PGR - labai jautrus metodasksningai atliekamas turint net ir 0,1 -uj DNR. Nuo
DNR koncentracijos labai priklauso PGR kokybsusintetinto produkto iSeiga, tddatsizvelgiant
i pradin DNR kiekj, batina optimaliai parinkti kit PGR komponentkoncentracy. Per didel DNR
koncentracijagygoja nespecifinj PGR produkt sintez (Paulauskas kt., 2002).

PGR buferis. Standartinio PGR buferio stfgie yra KC1, Tris ir MgGl Du pagrindiniai
komponentai, gygojantys kokybisko PGR produkto gavimyra KC1 ir MgCh koncentracija. MgGl
sudaro tirpius kompleksus su dNTP, kuriuos, kalpssah, atpaista DNRTaq polimeraz ir jjungia i
sintetinam DNR grandir. Per didel KC1 ar MgC} koncentracija inhibuojaraq polimerazs
aktyvuma, ko paskoje mazja PGR produkto iSeiga ir digh nespecifini produkty gavimo tikimyte.

Esant standartims PGR slygoms, rekomenduojama Mgdtoncentracija buferyje yra 1,5
mM, kai kiekvieno dNTP koncentracija yra 200 ir reakcija vykdoma 2%l tiryje. Sios reakcijos
iSdavoje tugty biti susintetinta 6 — 6,bg DNR (Paulauskaskt., 2002).

Deoksiribonukleozidtrifosfatai (ANTP). Deoksiribonukleozidtrifosfatai (ANTP) - tai laisv
substratai, kurie, pradedant nuo pradmens laisgajo, komplementariu dolu jungiasi prie DNR
grandires - matricos ir tokiu #idu sintetina nagjDNR grandig. dNTP koncentracija tujiakos reakcijos
tikslumui. Rekomenduojama kiekvieno iS 4 dNTP (dAGETP, dGTP ir dTTP) koncentracija yra 200
uM, kai MgCh koncentracija buferyje yra 1,5 mM ir reakcija vgkoa 25ul taryje. Per didel dNTP
koncentracija gali inaktyvuoti PGR #lggoti nespecifinio produkto susidargrfiPaulauskas kt., 2002).

Pradmenys Pradmenims yra keliama daug reikalayim pradmenys turi i
nekomplementais vienas kitam, negali ttr vidinés antrirés strukftiros ir polindroming seky. C
ir G nukleotid; kiekis pradmenyse turi siekti 40 - 60 %. Labairluateisingai parinkti pradmen
prisijungimo prie dauginamo DNR fragmento tempesatkuria apsprendzia nukleotid lydymosi

temperaira (Ty).
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Pradmen prisijungimo prie dauginamo DNR fragmento tempegetiiri kiti apie 5 °C Zemesmei
Tm Rekomenduojamaylyra 55 — 72 °C. Be to,tbina atkreipti @dmeg | pradmemn koncentraci.
Rekomenduojama kiekvieno pradmens koncentracij@,fra 0,5uM. Didesré pradmen koncentracija
gali lemti klaiding, ju prisijungima ar nespecifinio PGR produkto gavindei pradmeinkoncentracija per
maza, maga reakcijos produkto iSeig&sali bati naudojamos pradmenparinkimo kompiuteriés

programos

DNR Taq polimeraze DNR Tag polimeraz — tai fermentas, atsakingas uz naujos DNR
grandires sintez. Fermentas yra iSskirtas i$ termofilinbakterip (Thermus aquaticus)odél
nepraranda aktyvumo aukstégn nei 92 °C temperatoje, kuri reikalinga DNR grandims
vienai nuo kitos atskirti. DNRTaq polimerazs optimali veikimo temperata - 72 °C. Fermentas
pasizymi ir dideliu specifiSkumu, t. y. nekompletagaus nukleotidojjungimo tikimyke naujai
sintetinamoje DNR grandije yra tik | iS 9000 nukleotid Fermentas yra jautrus pH pélams tergje.
Optimalus pH 8,2 — 9,0. Keantis pH reikSmei DNRTaq polimerazs aktyvumas maia.
Rekomenduojama DNRagq polimerazs koncentracija — 2 aktyvumo vienetai, kai realecijoiSinio
taris yra 25ul, o kity reakcijos komponentoncentracijos yra optimalios (Paulauskas., 2002).

Be DNR Tag polimerazs, PGR dar galiidi naudojamos kitos, aukstai temparat atsparios,
DNR polimerazs, iSskirtos iSThermus thermophilus, Bacillus sterothermophiluBnermococcus litoralis
bakteriy (Paulauskas kt., 2002).

2.3.2.2 DNR amplifikacija
Buvo pasirinkti 2 universa$ bakterijoms 16S rDNR pradmenys, amplifikuojanf@® bp
ilgio 16S rDNR fragment Abu naudoti pradmenys yra tinkami pienagsties baktenj
identifikavimui: Naudog pradmen nukleotid; sekos w010 ir wO07w (Godaet al, 1997):

w010F340 (5-ACT CCT ACG GGA GGC AGC A-3)

700 b
g w007R1100 (5-CTC GTT GCG GGA CTT AAC-3)

Polimerazs grandigs reakcija atlikta galutiniame 22 turyje, susidedatiam iS 2.5ul 10x
PGR buferio, 2,51 2 mM dNTP, 0,5l pradmens (w010 F340), @5pradmens (w007 R1100),,d
Taqpolimerazs, 2.5ul MgCl,, 2 ul genomirés DNR ir likusio kiekio vandens. Amplifikacija aitia
Eppendorf firmos termocikleriu ,Mastercycler graaiepradedant pirmu denagacijos zingsniu 3
min. 95°C temperatoje, reakcija toliau buvo vykdoma 39 amplifikagjaiklus: 95°C (1 min.),
keliant pradmen lydymosi temperatra vienu laipsniu nuo 43°C iki 50°C 60 (1 min.) péekvier

! http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_wwegi
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sekant cikla nuo 2-ojo iki 15 ir ¢siant amplifikaciy dar 24 ciklus esant lydymosi tempérai
50°C, prailginimo zingsnis 72°C (2 min.) ir viskAsivo uzbaigta galutiniu prailginimo zingsniu
72°C (10 min.).

2.3.3 DNR elektroforezé agarozs gelyje

Greta spektrofotometrinio metodo, iSskirtos ir afiplotos DNR kokylkés jvertinimui ir
koncentracijos nustatymui panaudota elektroforagarozs gelyje. DNR elektroforéz atliekama
horizontaliame 0,65 — 3,0 % agat®elyje, turidiam Iug/ml etidzio bromido. Elektroforéavykdoma
leidziant elektros sravper gel. DNR juda nuo katodo link teigiamo poliaus — andelagment judgjimo
greitis gelyje priklauso nua jdydzio: mazesni fragmentai juda grau, didesnidciau. Atsizvelgiani gelio
dydi ir DNR fragmeni molekulirg mag, elektroforez vykdoma 30 — 60 min., esant 70 — 11@ampai
(Paulauskas kt., 2002).

560 ng agarozs milteliy iStirpinti 1x TAE buferyje (1 Priedis) kaitinant ir maiSant tol, kol
tirpalas pasidaro skaidrus ir vientisos konsisfesciPrictti etidzio bromido. Iki 70 — 65°C atginta
agaroz supilamaj paruos forma. Po toi gel istatomos "Sukgs" ir forma paliekama 30 min.
kambario temperatoje, kad gelis sustingt Sustingus geliui iStraukiamos Suésit PrieSjvedant

nx

mégini i susiformavusius "Suliius”, gel istatytii elektroforezs vone¢, uzpildyty 1x TAE buferiu
taip, kad Sis apsemgel. I kiekviers Sulirglj jvesti po DNR mginj sumaisyd su bromfenolio réio
dazais, g viem - molekulires mass zymeki Gene Ruler™ 50 bp. Po elektrofoészyelis stebimas

UV Sviesoje, ivertinama DNR koncentracija ir gryrasy(Paulauskaskt., 2002).

2.3.4 Amplifikuot y DNR méginiy paruoSimas sekvenavimui
Amplifikuoti DNR méginiai, atlikus ji kokybés patikrinimy ir jvertinus DNR koncentraaij
yra paruoSiami sekvenavimui. RuoSiant DNR amplifisasekvenavimui buvo naudojamas DNA

Extraction Kit ferment rinkinys (Fermentas, Vilnius, Lietuva).

2.4 Filogenetiné DNR selg analizé
Tyrimo metu buvo analizuojama pavasarinir rudeniniy didZiyju artiu (Anas
platyrhynchoy migranty patireliy zarnyno sienék ir turinio pieno @igsties bakterj mikrobiné
jvairove. Viso analizje panaudoti trys rudenipiir penki pavasarimi didZiyju artiy migrant
patirgliy plonieji zarnynai.
ISkeltiems tikslamsigyvendinti buvo atrinkti keturi univerded bakterijoms 16S rDNR

pradmenys (w010, w007), tinkami pienmsties baktenj identifikavimui.
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DNR sek; analiz atlikta ABI Prism model 377 automatizuotu DNR seskatoriumi ABI
(Perkin Elmer Applied Biosystems, Foster City, 4SA). IS kiekvienos 16S rRNR geno sekos
analizuota mazdaug 700 bp fragmentas (pozicijal3@B).

Daugybinis nusekvenugtselq palyginimas atliktas naudojantis CLUSTAIr CLC Free
Workbench 2 kompiuteriremis programomis. Nukleotidiniselq paie$ka pagal pavadininar kitus
raktinius Zodzius atlikta EMBL (EBY) GenBank (NBIC) ir JDDB®> DNR sek; bankuose.
Nukleotidiniy seky palyginimas su duomenbazse esatiomis zinomomis sekomis, panaSwrn
galimy konservatywi motyw; paieSka atlikta naudojantis (NBIC) BLASY ir (EBI) FASTA®
kompiuteriremis programomis.

Rezultatai pateikti panasumo koeficientais S_albiekkiekybiSkai atspindi naujai nustaiyt
seky panasum su sekomis, esg@iomis EMBL, GenBank ir JDDB duomenbazje. Jei S_ab
koeficientas lygus 1.000, tai reiSkia, kad lyginas&ka yra identiSka duomerbazje patalpintai
sekai arba kelioms sekoms. Kuomet panasumo koefasemazesnis uz 0.900, tai rodo, kad
analizuojamos sekogra patikimai artimos zinomomasgims (Holberet al, 2002).

Visos | filogenetin med ijtrauktos sekos buvo analizuojamos naudojant CLCe Fre
Workbench 2 kompiuterinprograma. Palyginimui daligs 16S rRNR sekos buvo paimtos iS EMBL,
GenBank ir JDDB duomenbazi;. Filogenetinis medis sukonstruotas pagal neigldiarng grupiy

analizs algoritm ™.

! http://www.ebi.ac.uk/clustalw

2 http://www.clcbio.com/index.php?id=479

% http://www.ebi.ac.uk

4 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/index.html
5 http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/

7 http://www.ibt.It/lithuanian/nuorodos.htm

8 http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/

% http://www.ebi.ac.uk/fasta33/
Ohttp://www.icp.ucl.ac.be/~opperd/private/neighbtmh
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|. REZULTATAIIR J U APTARIMAS

Virskinimo traktasj viem labai sudtinga ekologire sistema apjungia Seimininkoakteles,
maish ir jo virdkinimo produktus, bakterijas, grybus virusus. Siame darbe plonojo Zarnyno
ekologire sistema nagrigjama kaip Seimininko organizmo apsaugos sistemapjkupagrindin
vaidmen atlieka autochtoniniai (normali arba rezideatin mikroflora) anaerobiniai
mikroorganizmai. Svarbiausios i§ yra pieno #@igsties bakterijos (PRB). Gerai zinoma, kad PRB
turi didek reikSnme normaliojejvairiu gyvinu virskinimo trakto mikrofloroje, tau duomen apie
mikroorganizny egzistavima migruojartiy didZiyjy artiy (Anas platyrhynchosplonojo Zarnyno
sienetje bei turinyje ir tuo labiau apie pienagsties bakterijas, kuriiSskyrimas i$ virSkinimo
trakto ir padermj nustatymas yra gana ilgas ir gtidgas procesasgra visai.

Norint gerai suprasti pienaigsties bakterij reikSng migruojartiy didziyju artiy plonajam
Zarnynui ir visam organizmui, pirmiausia reikiaraibti dcmeg i faktoriusjtakojartius PRB fiSing
bei kiekybirg sucti. Tokiems faktoriams priskiriama maisto stig ir maitinimosi intensyvumas,
migracija ir gyvenamoji aplinka.

Migruojarciu didZiyjy artiu plonojo zarnyno sieneliir ju turinio pieno tigsties baktenj
paieSka buvo atlikta pirinkarta. Naudojant klasikinius mikroorganizirkultivavimo metodus, iS
rudenires migracijos didjju artiy plonojo zarnyno sienejibuvo iSskirta 280 gryn kultiry bei
120 i$ plonojo Zarnyno turinio. IS pavasasmmigracijos didzjju artiy plonojo zarnyno sieneli

buvo iSskirta 115 grynkultiry bei 45 iS plonojo Zarnyno turinio (3.1. Lerfel

"1 100 A % 100 B
0 90
a0 &0 {7
.l 7017
&0 60 |
i 1] B Kokca 50+ mKokai
4 Blardelés| 40 mlazdelés
1 3017
A 20 77
1 101
0 0
Senelé Turinys  Bendra Sienelé  Turinys Bendrai

3.1. Pav. Fieno rigéties bakterijy koky ir lazdeliy santyhis mizmojanding didfigiy anéiy plongy
Zarnm sienelése ir ju tuingje: A - mdeninial rmigrantai, B - pavasariniai rigrantai.

ISskirty kolonijy priklausomyl pieno figSties bakterijoms buvo nustatyta Sviesiniu

mikroskopuijvertinus j morfologines charakteristikas ir atlikus fiziologi savybi; tyrimus.
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Atlikti tyrimai parod:, kad visi ank&iau pamirti faktoriai jtakoja PRB #Sine ir kiekybine
suckti. Pagal Barnest al., (1972) pateiktus duomenis, bakterigkatius pauksiy plonajame
Zarnyne santykinai yra maZas ir nesiekia daugiaul@®k.f.v./g. Gyvybing bakterijy skakius
(kolonijas formuojantys vienetai, viename grameé.,vkKg (angl. colony forming units/g, c.f.u/g)),
Nemuno deltos rudenipididZiyjy artiy (Anas platyrhynchoshigrant; plonojo zarnyno siengte
svyravo nuo 1.2x10iki 2.1x10 k.f.v./g, o plonojo Zarnyno turinyje nuo 3.4X1iki 1.1x10
k.f.v./g. Tuo tarpu tiriant Nemuno deltos pavasarididZiyju arciu migranty plonojo Zzarnyno
sieneles bei turin Petri EkStekse iSaugo tik nedidelis skais pavieny koloniju. Gyvybingy
bakterily skatius pavasarinj migrant; plonojo Zarnyno sienéde svyravo nuo 3.2x%0ki 4.8x1¢
k.f.v./g, o plonojo Zarnyno turinyje nuo 1.0%X1i@i 2.2x10 k.f.v./g. Sie rezultatai sutampa suukit
autoriy pateiktais faktais, patvirtindiais, kad intensyviai maitinantis ggimo laikotarpiu bendras
bakterip skatius stipriai padidja, o giZtant pavasaris tolimy Ziemojimo vietowi — sumagja
(Barneset al,1972).

Migracija jtakoja ne tik bendrbakterip skatiy didZiyjy artiu plonojo zarnyno siengk ir
turinyje, bet ir pieno rgSties baktenj lazdeliy bei koky morfologiniy formy kiekio skirtumus.
Pieno figSties baktenj koku ir lazdely santykis migruojatiu didZiyju artiy plonojo Zarnyno
sieneése ir turinyje pavaizduotas 3.1. paveiksle. Ir nidey ir pavasarini migranty plonojo
Zarnyno siengje ir turinyje koky formos bakterij buvo Zymiai daugiau (atitinkamai 65% ir 83.5%
bei 81.4% ir 91.6%) lyginant su lazdelformos bakterijomis (atitinkamai 35% ir 16.5% 1k8i6%
ir 8.4%). Pazyritina, kad kok ir lazdely formos (3.2. Pav.) baktegijkiekio santykinis skirtumas

3.2. Pav IS rudenini didZiyjy antiu migrant; plonyjy Zarn; sieneliy iSskirty pieno figsties bakterij nuotraukos
padarytos Sviesiniu fotografuojéin mikroskopu (Olympus B201A — Gram+ lazdeék; B — Gram+ kokai.
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rudeninip migrant; plonojo Zarnyno sienede ir j turinyje buvo gerokai mazZesnis nei pas
pavasarinius migrantus.

Tokie PRB morfologini formy kiekio skirtumai dar kast patvirtina faks, kad ilgai
trunkanti migracija iSsekina paukg§ organizm. Pagal 2003-2006 m. atliekant bakalauro darb
surinktus duomenis apie Siame darbe tijadidZiyju artiy migracijos kryptis, Nemuno delta
didZiosioms antims yra tik tarpinstotet pasimaitinti, po to peéti jos pasklinda gana nedidg
teritorijoje po aplinkinius regionus, o Ziemoti skida tolii pietus, pasiekdamos net AfgiK3.3.
Pav.). Pavasariniai migrantaijfa peéti iS tolimy Ziemojimo vietowvii nusilpusiu organizmu, o
rudeniniy migrant, organizmai yra stigis, ¢l to rudeniniai didaijy artiy migrantai ne tik turi
didesn lazdeliy formos pieno @gsSties bakterij skatiu plonojo zarnyno sienge ir j turinyje nei

pavasariniai migrantai, bet ir apskritai daugiaiembmorfologiniy formy pieno figsties baktenj.

VS _ ]
| !“ ;.:;mﬂ Clirke Corp. m u&

3.3. Pav 2003-2006 m. atliekant bakalauro daibsiaisSkintos Siame darbe tirianNemuno deltos didiju
artiy populiacijos apytikés migracijos kryptysA — skrendant i$ piet; perimvietes Siagje; B - skrendant
Ziemotij pietus iS perimvi&iy Siaugje.

Zinoma jtakos jau miatam skirtingam kok ir lazdeks formos pieno agsties bakterij
kiekio santykiui lyginant tarpusavyje pavasariniusudeninius didaijy antiy migrantus, turi ir tai,
kad vietoése kuriose tiriamos didziosios antys Ziemoja iridge peri labai skiriasi gyvenamosios
aplinkos alygos, bendra aplinkos mikroflora bei mityba. Papaa didZiosios antys lesa jaunus
augah daigus, lapus, Ziedusg¢ldas. Vasar minta smulkiais vandens gywais: moliuskais,
véziagyviais, uod lervomis (Lietuvos fauna, 1990). O migruojantadirhy vietoviy | perimvietes
net neabejojama, kad diday artiy organizmas patiria stredr dél staiga pasikeitugi mitybos

iprociu pasiketia viso organizmo fiziologié btklé.
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Koky ir lazdely morfologiniy formy santykis pavasarini ir rudeniniy didZigjy arciu
migranty plonajame Zarnyne sldgi ir priklausomai nuo to iS kur buvo iSskirtos texky kolonijos:
koku ir lazdeks formos baktenj kiekio santykinis skirtumas tiek rudenintiek pavasarini
migranty plonojo zarnyno siengde buvo mazesnis nei plonojo zarnyno turinyje (3R24v.).
Manoma, kad tokius skirtumus lemia stiprestazdets formos pienoagsties bakterij adhezigs
savyles prie zarnyno sieneli Pastaroji PRB funkcija ir lemia, kad jos gaiti | sieneles mikroflay
bei tapti ekologinio barjero dalimi, apsaug@nmakroorganizmoabkteles nuo patogeninmikroby
prisitvirtinimo prie gleivires. Be to, PRB su gerai iSreikStomis adhéziis savylmis turi zymiai
didesnes antagonistines savybes, kurias lempegdukuojama pienaigstis. Daugelio mokslinink
nuomone btent lazdels formos PRB (laktobacilos) ir uztikrina viSiltakrauji gyviiny ir Zmogaus
virskinimo trakto mikrofloros apsaugiriunkcija (Jankauskiet) 1996).

3.1. Lentek. Tiriamy pavasarinj ir rudeniniy didZiyjy artiy migranty plonojo Zarnyno sieneliir ju turinio gryny
bakteriy kultiry morfologires savyls.

Morfologin és Rudeniné migracija Pavasarine migracija
LI ) SRS Plonojo Zarnyno Plonojo Zarnyno Plonojo Zarnyno Plonojo Zarnyno
sieneks turinys sieneks turinys
(n1:280) (n12120) (n1:115) (n1:45)
Lazdeles Kokai Lazdeles Kokai Lazdeles | Kokai Lazdeles | Kokai
(n2:98) (n2:182) (n2219) (n2:100) (n2:22) (n2:93) (n2:4) (n2:41)
Judrumas - - - - - - - -
Spory formavimas - - - - - - - -
Tetrady formavimas - - - - - - - -
Gramz Gram+ Gram+ Gram+ Gram+ Gram+ Gram+ Gram+ Gram+

n; — bendras grym kultiry skarius iSskirtas iS migruojafiy didzijy anciy plonojo zarnyno sienefiir jy turinio.
n, — kol ir lazdeliy formos baktery skarius plonojo Zarnyno siengde ir jy turinyje.

Sviesiniu mikroskopu buvgvertintos ir kitos iSskixt gryny bakterij; kultiry morfologires
charakteristikos. Nustatyta, kad visos bakiekijltiros yra nejudrios, neformuoja spar tetrad;
bei yra Gram-teigiamos. Visos i$ pavasarimirudeniniy didziyjy artiy migrant; plonojo zarnyno
sieneli ir ju turinio iSskirty gryny bakterip kultiry morfologires charakteristikos pateiktos 3.1.
lentekje.

Fiziologiniuy savybi; tyrimai naudojant klasikinius kultivavimo metoduaip pat patvirtina is
pavasarini ir rudenini; didziyjy artiuy migrant; plonojo zarnyno sieneliir ju turinio iSskirty grymy
bakteripp kultiry priklausomyl pieno ngsties bakterijoms. Atlikus cukrfermentacijos test
nustatyta, kad visos tiriamos bakterijos produkuaieno 6gst, iS ju lazdeés formos bakterijos
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cukrny fermentacijos metu iSskiria anglies dioksi@CO;). Visuy kultiry katalazs testas buvo

neigiamas, jos augo prie & temperatros ir esant tegs pH 5.0. IS pavasariniir rudeniniy

didZiyju artiy migrant; plonojo Zarnyno sieneliir ju turinio iSskirty gryny bakterip kultary pieno

ragsties bakterij fiziologines savybes atspindintys rezultatai gdaté.2. lentetje.

3.2. Lentek. Tiriamy pavasarinj ir rudeniniy didZiyjy artiy migranty plonojo Zarnyno sieneliir ju turinio gryny
bakteriy kultary fiziologinés savyls.

Fiziologinés bakterijy Rudeniné migracija Pavasariné migracija
EEEY Plonojo Zarnyno Plonojo Zarnyno Plonojo Zarnyno Plonojo Zarnyno
sieneks turinys sieneks turinys
(n;=280) (n;=120) (n;=115) (ny=45)
Lazdeles | Kokai Lazdelés Kokai Lazdelées | Kokai Lazdeles | Kokai
(n2:98) (n2:182) (n2:19) (n2:100) (n2:22) (n2:93) (n2:4) (n2:41)
CO2 iS gliukozs + - + - + - + -
Augimas prie 45°C + + + + + + + +
Augimas prie pH 5.0 + + + + + + + +
Katalaze - - - - - - - -
Cukry fermentacija + (D, L, +(L) + (D, L, + (L) + (D, L, + (L) +(D, L, + (L)
DL) DL) DL) DL)

n, — bendras grym kultizry skarius iSskirtas iS migruojafiy didZigjy anciy plonojo Zarnyno sienefiir jy turinio.

n, — kol ir lazdeliy formos baktery skarius plonojo Zarnyno siengge ir turinyje.

Lyginant Siame darbe istirt pavasarini ir rudeniniy didziyjy artiy migrant; plonojo

zarnyno sieneli ir ju turinio pieno tigsties bakterij morfologines ir fiziologines savybes (3.1. ir
3.2. Lentets) su Stiles and Holzapfel (1997) apibendrintai®ndenimis (3.3. Lenté) aiskiai

matoma, kad didgjuy artiy plonajame zarnyne nustatytos bakterijos pana&iagdtnterococcus

sp.,Lactococcussp.,Lactobacillussp.,Pediococcusp.,Vagnococcusp. ir Streptococcusp. pieno

ragsties bakterij gertiy atstovus.

Pazynétina, kad migruojatiy didziyju artiy plonajame Zzarnyne, pigmkarta buvo

identifikuotos ir propionias bakterijos RPropionibacteriumsp.). IStyrus iS didaju artiy plonojo

Zarnyno sieneli ir ju turinio iSskiry propioniny bakteriip morfologines bei fiziologines savybes

nustatyta, kad jos produkuoja propioniigst, iSskiria CQ, yra Gram-teigiamos, lazdsl formos

anaerobinas bakterijos, gaminaios katalaz. Jos taip pat augo prie 4& temperatros ir pH 5.0

(3.4. Lentet).
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3.3. Lentek. Stiles and Holzapfel (1997) apibendrinti duomenyi aisy pieno figsties bakterij gertiy morfologines
ir fiziologines savybes.

Pieno rigsties Morfologin és savylés Fiziologinés savylés

bakterij u Laz | Ko | Judr | Spo | Tetra | Gram+ | CO2 | Augim | Augim | Kata | Cukry

gentys delées | kai | umas | ros dos iSgliu | as prie | as prie | laze | fermen
kozés | 45C° | pH 5.0 tacija

Carnococcussp. - + = = - Gram+ - R R N + (L)

Aerococcussp. | - + - - + Gram+ | - . . i +(L

Enterococcussp. | - + - - - Gram+ | - + + - + (L)

Lactococcussp/ - + = - - Gram+ - - +/- . + (L)

Vagnococcussp.

Lactobacillus sp. + - - - - Gram+ + + + 5 + (D,

L, DL)
Pediococcussp. - + - = + Gram+ - +/- + - + (L,
DL)

Streptococcussp. - + = = - Gram+ - +/- _ . + (L)

Leuconostocsp/ - + = = 5 Gram+ + - +/- - + (D)

Oenococcussp.

Tetrageno- - + - - + Gram+ = - - - +(L)

COCCUS Sp.

Weisselasp. - + = - - Gram+ + - +/- . + (D,

DL)

3.4. Lentek. Tiriamy pavasarinj ir rudenini; didziyjy artiy migranty plonojo Zarnyno sieneiir ju turinio propionini
bakteriy morfologires ir fiziologines savyls.

Propioninés Morfologin és savyles Fiziologinés savyles
bakterijos Laz Judr | Spo | Tetra | Gram+ | CO2 | Augim | Augim | Kata | Cukry
delés | umas | ros dos iSgliu | as prie | as prie | laze | fermen
kozés | 45C | pH 5.0 tacija
Propionibac- + = = = Gram+ + + + + +
terium sp.

Kai kurios propionigs bakterijos iSskirdamos propiorimigst, komplese suL.aktobacillus

sp. genties bakterijomis,

iSskiridamis pieno #@gs§, efektyviau

inhibuoja patogenini

mikroorganizny patekimy i gyviny kona ir jy vystymasi (Liu and Moon, 1982). Taigi

Propionibacteriumsp. genties atstov@inai normalios didZiju artiu Zarnyno mikrofloros suidi

bei turi teigiam poveild sustiprinant neimunirorganizmo atsparum

Filogenetires analizs rezultatai pateikti panasumo koeficientais S _&b. (Lentet), kurie

kiekybiSkai atspindi naujai nustatyseky panasura su sekomis, esgiomis EMBL, GenBank ir
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JDDB duomen bazse. Jei S_ab koeficientas lygus 1.000, tai reiSkea lyginama seka yra
identiSka duoman bazje patalpintai sekai arba kelioms sekoms. Kuomeiapamo koeficientas
mazesnis uz 0.900, tai rodo, kad analizuojamosssek@ patikimai artimos Zinomomsigims
(Holbenet al, 2002).

IS visy 10 analizuai daliniy 16S rRNR geno sek dvi buvo identiSkos (S_ab = 1.000) jau
zinomy raSiy 16S rRNR geno sekomsPropionibacterium sp., 1.000), ketusi seky S _ab
koeficientas buvo didesnis nei >0.9@d@pionibacteriumsp., 0.981, 0.978, 0.995, 0.982). Likusi
keturiy seky S_ab koeficientas buvo mazesnis nei <0.908ctobacillus sp., 0.880, 0.886;
Enterococcusp., 0.863), tai rodajpriklausomyly nurodytai getiai (3.5. Lentet).

3.5. Lentek. Daliniy 16S rRNR geno sek iSskiry iS didziyjy artiy plonojo zarnyno bakterjjS_ab koeficientai,
kiekybiSkai atspindintys naujai nustatydeky panasSurg su sekomis, esdiomis EMBL, GenBank ir JDDB duomen
bazse.

Bakterij uy gentys Nemuno delta

(rudeniniai ir pavasariniai migrantai)

n S_ab koeficientas
Enterococcussp. 2 0.863 + 0.000
Propionibacteriumsp. 6 0.989 +0.011
Lactobacillussp. 2 0.883 £ 0.003

n —nusekvenuatdaliniy 16S rRNR geno sglskarius.

Dalinés 16S rRNR geno sekos sekvenavinraslo, kad didZjju artiy plonajame Zarnyne
egzistuoja pieno tigSties bakterijos. Literatoje yra pateikiama duomen apie pieno igsties
bakterip egzistavim naminiy didZiyju artiu virSkinamajame trakte (Jankauskieri996), tdiau
migruojartiu didziyju artiy plonajame zarnyne pienaigsties bakterijos Enterococcussp.,
Lactobacillussp.) buvo nustatytos pigrkarta (3.5. Lentet).

Pagal dalink 16S rRNR geno sekfilogenetie analiz (3.4. Pav.) 384KV ir 386KV
Lactobacillussp. sekos giminingiausios su DQ9742D@ctobacillus brevis391KV Enterococcus
sp. seka giminingiausia su AY0284&hterococcus phoeniculicglao 391KV Enterococcussp.
seka su S00000150%nterococcus gallinarum 393KV, 281KV, 386KV, 501KV, 377KV
Propionibacterium sp. sekos artimai susijusios su propiénirs bakterijomis AY533300
Propionibacterium freudenreichiii AY642054 Propionibacterium acnes

Klasikiniy mikroorganizny kultivavimo metod derinimas su molekuliniais identifikavimo
metodais (dalini 16S rRNR geno sakanaliz) aiSkiai parodo pienotgsties bakterij jvairove
didZiyju artiy (Anas platyrhynchgsplonajame Zarnyne. Buvo nustatytbactobacillus sp. ir
Enterococcus sp. gefiy pieno gsSties bakterijos, priklaus@ions Firmicutes tipui bei

Propionibacteriunsp. genties propionés bakterijos, priklaus&os Actinobacteria tipui. Remiantis
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iStirty bakteripy kultary morfologiremis ir fiziologinemis savylmis padaryta prielaida, kad
didziyjy artiy plonajame Zarnyne gali egzistuoti ir keletasy kifertiy pieno ngsties baktenj
(Streptococcussp., Pediococcussp., Vagnococcussp. arlactococcussp.). Sio tyrimo rezultatai
aiskiai parodo, kad molekuliniai identifikavimo mehi, naudojant universalius bakterijoms 16S
rDNR pradmenys ir dalini16S rRNR gem sekvenavimas, leidzZia nustatyti digizi antiy plonojo
zarnyno pienougsties baktenj ir propioniny bakterijy filogenetirg ivairow genties arbatsSies
lygyje (3.4. Pav.). Be to @i metody derinimas leidZia nustatyti Zarnyno mikroflorosd&y
priklausomai nuo gyvenamosios aplinkos ir mityhigilygy bei pauk&iy migracijos.

99f DQ411811 (Enterococcus avium)
60/* DQ411817 (Enterococcus sanguinicola)

391KV (Enterococcus sp.)

AY028437 (Enterococcus phoeniculicola)

392KV (Enterococcus sp.)
69% S000001505 (Enterococcus gallinarum)

74— DQ298119 (Propionibacterium granulosum)
| 790+ AY642054 (Propionibacterium acnes)
100§ — AJ704571 (Propionibacterium jensenii)
AY533300 (Propionibacterium freudenreichii)
100/E393KV (Propionibacterium sp.)
281KV (Propionibacterium sp.)
386KV (Propionibacterium sp.)
501KV |(Propionibacterium sp.)
377KV (Propionibacterium sp.)
74— AM113777 (Lactobacillus curvatus)
100 28, AM411002 (Lactobacillus secaliphilus)
AM259119 (Lactobacillus namurensis)
AM158250 (Lactobacillus parabrevis)

384KV (Lactobacillus sp.)
5¢B386KV (Lactobacillus sp.)
100* DQ974207 (Lactobacillus brevis)

. 0,500 ,

100

46—

61

3.4. Pav Filogenetinis medis rodantis istjiripavasarinj ir rudeniniy didziyju artiy migrant; plonojo

Zarnyno sieneli ir ju turinio pieno figSties bakterij dalinihy 16S rRNR geno sekgiminingumy

(atsitiktinai iskirty, skirting: seky numeriai~ KV) su jau Zinomom bakterij; gertiy ir risiy to paties

geno sekomis iS5 ganbanko (nepazyiios sekos). Skalrodo genetia distancij. Medis sukonstruotas

pagal Neighbor-Joining anatifCLC Free Workbench programa).

Gauti duomenys dar kartpatvirtina ir tai, kad apsaudise organizmo funkcijose labai
svarba vieta uzima jo mikroflora, kurios dalimi yra ir pienagsties bakterijos, galéios inhibuoti
patogenini mikroorganizna pateking i organizma. Informacija gauta Sio tyrimo metu galiitb
panaudota iSsamesnei pavasar vasaa migruojartiy didZiyju artiy (Anas platyrhynchgs
virskinimo trakto pienougsties baktenj analizei.
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ISVADOS

® Pirmg karta buvo atlikta migruoja¢iy didziyjy artiuy (Anas platyrhynchospieno ngsties

bakteriy paieska.

e Klasikiniy mikroorganizm kultivavimo metod derinimas su molekuliniais identifikavimo
metodais (t. y. dalini 16S rRNR geno sgksekvenavimas) ir filogenetinanaliz paroc,
kad tirtos bakterij kultiros panaSiausiospieno figsties Lactobacillussp., Enterococcus

sp.) ir propioninesKropionibacteriunsp.) bakterijas.

® Rudeniniai didaijy artiy migrantai tiek plonojo zZarnyno siedsé tiek ir turinyje turi
didesn pieno ngsties bakternj skatiy nei pavasariniai migrantai. Tai galiitb siejama su
migracijos kryptimis, nes pavasariniai digzi artiy migrantai giZzta peéti iS tolimy

Zziemojimo vietoviy nusilpusiu organizmu, o rudeninmigrant; organizmai yra stiis.

® MaZas pieno agsSties bakterj skatius tirty pavasaridas migracijos didiijuy artiy
plonajame Zarnyne rodo pauks sveikatos bkle ir gali bati siejamas sujvairiu ligy
perneSimu migruojant iS tolinziemojimo vietow i perimvietes. Mazesnis pienagsties

bakteriy skatius slygoja neimuninio atsparumo susilpima ir patogem iSplitima.

® Propioniny bakterip egzistavimas did#jy artiy plonajame zarnyne sustiprina neimunin
atsparum. Egzistuodamos komplekse pienggs$ties ir propioniés bakterijos produkuoja

pieno ir propionik ragstis, kurios inhibuoja patogeninius mikroorganizmu

® Molekuliniai identifikavimo metodai, naudojant ueigalius 16S rDNR pradmenys ir dalini
16S rRNR geno seksekvenavimas, leidzia nustatyti digizi artiy plonojo Zarnyno pieno

ragsties bakteryj ir propioniniy bakterij filogenetirg ivairowe genties arbaiiSies lygyje.
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PRIEDELIAI

1 PRIEDELIS:
Buferiniai tirpalai:

Fosfatinio buferio paruoSimas (1%, pH 5.0 — 6.0):

Buferis A:
— Dinatrio fosfatas (N&HPQOy) 1.4 gm
— Distiliuotas HO 100 ml.
Buferis B:
— Natrio dihidrofosfatas (NajQ,) 1.4 gm
— Distiliuotas HO 100 ml.
Sudttis: jdéti,

— 84.1 ml A buferio,
— 15.9 ml B buferio,
— 8.5 gm NaCij 1l.

Supilstytag kolbas buferis autoklavuojamas 30 min. &wtos kolbos saugomos Saldytuve.

50 x TAE buferio ruoSimas:

— Lediré acto nigstis 57 ml

— Tris 242 g

— 0,5MEDTA (pH 8,0) 100 mi

— dist. HO iki 1000 ml
2 PRIEDELIS:

Naudota paruoSta MRS mitybiné terpé (Oxoid, UK).

Vienam litrui dist. HO atsveriama 62 g sausos MRS &srp iStirpinama maiSant magnetine
maidykle. Terps yra pH 6.5 +/- 0.2 prie 3T. ISmaiSius ir pamatavus pH kaitinama kol uzvirs.
Siek tiek atesusi terg supilstomai kolbas po 300 ml. Kolbos uzdengiamos ka&iais ir
autoklavuojamos 15 — 20 min prie 121 temperatros. I1Sautoklavuota ir aéginta terg po 15 — 20
cm® iSpilstomaj Petri kksteles ir palaukiama kol sustings.

Sustingusi MRS tegpturi biiti saugoma ne aukstega nei 8C temperatroje ir nuo Sviesos.

Dehidratuota MRS tegs saugoma 2 — 26 temperaltroje.
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3 PRIEDELIS:
Dazymo Gramo hidu medziagos (Hukerio modifikacija) (Doetsch, 1981)

Kristalvioleto tirpalas:
— IStirpinami 2 g kristalvioleto 20 ml 95 % etanolio,

— IStirpinama 0.8 g amonio oksalato 80 ml distiliugemdens,
— Sie du tirpalai sumaisomi.
Liugolio jodas:

— Jodas 19
— Kalio jodidas 29
— Distiliuotas vanduo 300 ml

— Kietosios medziagos kartu sutrinamos grustuve. I&uwgii vanden ir uzdarame inde
iSmaiSoma, kad istirpt
Safranino pakartotinio dazymo tirpalas:
Pradinis tirpalas:
— Safraninas O 25¢
— 95 % etanolis 100 ml
— SumaiSoma ir laikoma.

Praskiedziama 1:10 norint gauti dartinpala.

4 PRIEDELIS:
Angliavandeniy fermentavimo testas Hugh ir Leifson tergje (Hugh and Leifson,
1953):

Pagrindiné terpé:

- KCI 02g

— MgSQy -7H0 0.2 g

— NHzH.PO, 1.0g

— Difco bacto peptonas 10g
— Difco bacto iSgrynintas agaras 3.0g¢g
— D (+)gliukoz (monohidratas) 10.0g
— Bromtimolo nelis 0.03 g
— Distiliuotas vanduo 1 litras

SumaiSoma su 1N KOH ir nustatoma,kad pHuybapie 6.0. Paruosta terpSpilstomaij

mégintuwelius 10 ml. Sterilizuojama autoklave 10 mému 115 °C temperatoje.

! http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/site/lt/dd/0R/A1993L0085L T.pdf
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SANTRAUKA

Pienarig&iy bakterij y paieska ir jy identifikavimas migruojan ¢iy
didziyjy anciy (Anas platyrhyncho¥zarnyne naudojant daliniy
16S rRNR geno sek analizg ir kultivavimu paremtus metodus

Klaidas VARNA

Vilniaus Universiteto Ekologijos Institutas, Hidrobty Ekologijos ir Fiziologijos Laboratorija bei

Populiacires Genetikos Laboratorija, Akademijos-2, Vilnius-@8412, Lietuva.

Siame tyrime pavasaripiir rudenini; didZiyju artiy (Anas platyrhynchgsmigrant; i3
Nemuno deltos virSkinamojo trakto pienaigsties bakterj ivairove buvo iStirta naudojant
molekulinius metodus (polimeréz grandinigs reakcijos amplifikacija ir dalini 16S rRNR geno
seky sekvenavimas) ir kultivavimu paremtus metodus. riigartiy didziyju artiy (Anas
platyrhyncho} pieno figsties baktenj paieSka buvo atlikta pirmkarta. Rudeniniai did4jjy artiuy
migrantai plonojo Zarnyno sierske (1.2x10 iki 2.1x10 k.f.v./g) ir ju turinyje (nuo 3.4x10iki
1.1x10 k.f.v./g) turi didesi pieno fgsties bakterij skakiy nei pavasariniai migrantai (atitinkamai
nuo 3.2x16 iki 4.8x10 k.f.v./g ir nuo 1.0x10 iki 2.2x10 k.f.v./g). Tiek rudenini tiek ir
pavasarini didziyjy artiy migranty plonojo zarnyno siengde ir j turinyje dominavo kokiés
pieno ngsties bakterij formos (atitinkamai 65% ir 83.5% bei 81.4% ir $b)% o lazdek buvo
maziau (atitinkamai 35% ir 16.5% bei 18.6% ir 8.4%dpnoma, kad migtus skirtumusgtakoja kel
veiksniai: ilgai trunkanti migracija, pgimo periodas, skirtingas maistas ir aplinkagygos.
Didesnis pieno tgsties baktenj skatius migruojadiu didziyju artiy plonajame zarnyne rodo
pauk&iy sveikatos bkle, salygoja neimuninio atsparumo susilima ir patogem iSplitima. Atlikus
filogenetire migruojartiu didZiyju artiu plonojo Zarnyno sieneliir ju turinio pieno figsties
bakteripy analiz, nustatyto€nterococcusp. (S_ab koeficientas 0.863 + 0.000).actobacillussp.
(S_ab koeficientas 0.883 + 0.003) gentys. Taipbpab identifikuotaPropionibacteriumsp. (S_ab
koeficientas 0.989 * 0.011) gentis. Informacija tgasio tyrimo metu rodo, kad Sie rezultatai gal
buti panaudoti iSsamesnei migruogaun didziyju arciu virskinimo trakto pienougsties bakterj
analizei.

RAKTAZODZIAI: 16S rRNR geno sekvenavimas, Zzarnyno mikrobiota, didoji antis.
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SUMMARY

Identification of lactic acid bacteria in the migrant mallard ducks Anas
platyrhynchosintestinal tract by partial 16S rRNA gene sequencanalysis

and using culture-based techniques

Klaidas VARNA

Institute of Ecology of Vilnius Universjtyaboratory of Hydrobionts Ecology and Physiology,
Laboratory of Population Genetics, Akademijos-2nis-21, 08412, Lithuania.

In this study the lactic acid bactedaversity ofthe intestinal tract content of the vernal and
autumnal migrant mallard duckarias platyrhynchgdrom Nemuno delta has been investigated by
molecular methods: polymerase chain reaction amglibn and sequencing of partial 16S rRNA
genes and using culture-based techniques. Thetigatsn of the lactic acid bacteria of the migrant
mallard ducks has been performed the first timetufwnal migrant mallard ducks in the small
intestine walls (from 1.2xQuntil 2.1x10 c.f.u./g) and in their content (from 3.4xXlntil 1.1x16
c.f.u./g have the greatest number of the lactid &eicteria then vernal migrants (respectively from
3.2x10 until 4.8x16 c.f.u./g and from 1.0x¥0until 2.2x10 c.f.u./g). In the small intestine walls
and in their content of the autumnal and vernalramg mallard ducks, dominated cocci-shaped
lactic acid bacteria (respectively 65% and 83.5%4% and 91.6%), whereas rod-shaped was under
(respectively 35% and 16.5%, 18.6% and 8.4%). Ssgully, that these defferences determine some
factors: a long migration, period of incubate, eliéint feeds and environmental conditions. Little
number of the lactic acid bacteria in the smakstines of the vernal migrant mallard ducks suggest
birds state of health, determine failure of non-iamic resistance and outspread of pathogenic
microorganisms. Predominant lactic acid bacteriaated in the small intestine and in their content
of the vernal and autumnal migrant mallard ducks filygenetic analysis were genera of
Enterococcussp. (S_ab score was 0.863 + 0.000) &adtobacillussp. (S_ab score was 0.883 +
0.003) Also has been identified genusRvbpionibacteriumsp. (S_ab score was 0.989 + 0.011).
The data obtained in the present work suggest ttieste results may be used in making more
comprehensive analysis of the lactic acid bactaritie intestinal tract of the migrant mallard dsick
(Anas platyrhynchgs

KEY WORDS:16S rRNA gene sequencing, intestinal microbiota, nlard duck.
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