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Ivairiy veiksniy jtaka preparato su Geobacillus stearothermophilus
sporomis kokybei
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Istirta galimybé pagerinti preparato Mal-1 inhibitoriams piene nustatyti kokybe. IStirtas medziagy,
skatinanciy spory iSaugima, poveikis terpés spalvos keitimuisi preparato inkubavimo su pieno méginiu metu.
Nustatyta, kad papildzius preparato Mal-1 terpés sudéti 1 % tirpaus krakmolo (10 g/1000 ml terpés) ir
vartojant §viezia, ka tik pagaminta Geobacillus stearothermophilus spory suspensija, jo spalvos intensyvumas
po inkubavimo termostate pageréjo. Modifikuotos sudéties preparato inkubavimo trukmé gali baiti sutrumpinta
nuo 4 h 15 min—>5 h iki 3 h-3 h 15 min. Tokios trukmés pakako, kad nesant piene inhibitoriy preparato terpés
spalva pasikeisty | geltona. Toliau buvo tiriama kity veiksniy — iSankstinio inkubavimo viena valanda
kambario temperattiroje, méginio nupylimo nuo preparato terpés pavirSiaus po tokio inkubavimo jtaka terpés
spalvos keitimuisi preparato inkubavimo termostate metu. Nustatyta, kad iSankstiné inkubacija teigiamos
itakos preparato spalvos keitimuisi inkubavimo metu neturéjo, be to, viena valanda pailgino analizés trukme
(iki 4,04,5 h). Méginio nupylimo nuo preparato terpés pavirSiaus po difuzijos kambario temperatiroje
poveikis preparato spalvos keitimuisi inkubavimo metu taipogi neturéjo teigiamos itakos preparato terpés
spalvai, prieSingai, nupylus méginius nuo pagaminty preparaty, jie visi likdavo violetinés spalvos net ir po
ilgesnio kaip 4 h inkubavimo termostate. Modifikuotos sudéties preparatas buvo jautrus tokiems antibiotiky
kiekiams piene: 0,003 pg/ml penicilino, 0,004 pg/ml ampicilino, 0,03 pg/ml oksacilino, 0,1 pg/ml
oksitetraciklino ir iSlaiké ta jautruma 3 mén. (ilgiau nebuvo laikytas). Modifikuotos sudéties preparato Mal-1
palyginimas su importiniu analogu Delvotest-SP-NT (DSM, Nyderlandai) tiriant pieno méginius su
inhibitoriais ir be ju parodé, kad tyrimy rezultatai sutapo 100 % atveju.

RaktazZodziai: preparatas, Geobacillus stearothermophilus, sporos, tirpus krakmolas, §viezia suspensija,
iSankstinis inkubavimas, jautrumas, palyginimas, Delvotest-SP-NT.

iStirpusiomis medZziagomis. Termostatuojant
preparatus su meéginiais optimalioje temperatiiroje,
jautriy bakterijy sporos sudygsta, suvartoja terpéje

Ivadas

Inhibitoriams piene nustatyti daZznai taikomi
mikrobiologiniai metodai, kuriy jautrumas atitinka

ES reikalavimus (ne daugiau 0,004 pg/ml penicilino)
[1]. Mikrobiologiniuose metoduose naudojamos
jautrios kultiros, daZniausiai sporiniy bakterijy —
Geobacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis — ir
kai kuriu nesporiniy, pvz. Micrococcus luteus 2, 3].
Siy metody principas toks, kad naudojami preparatai,
1 kuriy terpés sudéti jeina jautrios kulttiros sporos,
agaras, maisto medziagos ir pH indikatorius.
Kambario temperatiiroje sporos yra labai stabilios ir
joms reikia maisto medziagy bei Silumos, kad galéty
sudygti ir vystytis vegetatyvinéje formoje.

Ant agaro pavirSiaus uzpylus pieno mégini, jis
difunduoja | terpe kartu su visomis piene

esantj cukry ir kaip metabolita iSskiria ragsti. Dél to
sumaz¢ja terpés pH, ir indikatoriaus spalva
pasikeiia 1S violetinés | geltona. Jeigu pieno
méginyje yra inhibitoriy, jos stabdo vegetatyviniy
lasteliy augima ir terpés su indikatoriumi spalva
nepakinta. G. stearothermophilus yra labai jautrios
penicilinui  (aptinkama 0,003 pg/kg), taciau jos
palyginti  mazai  jautrios  aminoglikozidams
(aptinkama  1,0-4,0 ug/kg). Todél, jeigu yra
streptomicino likuCiy, inhibitoriy nebus rasta.
Atvirkstiné situacija susidaro naudojant B. subtilis.
Makrolidams abiejy kultiry jautris panaSus.
Mikrobiologiniais metodais gali biiti nustatyti ne tik
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B-laktamy grupés antibiotikai, bet ir tetraciklinai bei
sulfonamidai. ~ Skirtingiems inhibitoriams  tirti
naudojamos terpés su skirtingu pH [4, 5]. Metodo
jautris priklauso nuo pasirinktos kultiiros, jos kiekio
terpéje, terpés sudéties, pH ir jos sluoksnio storio Petri
léksteléje ar preparate.

Sukurta daug mikrobiologiniy preparaty, i kuriy
sudét] ieina G. stearothermophilus sporos. Tai
Delvotest [6], Copan Test [7], BRT Test [8], Premi-
Test, ElipseTest [9], MiRa Test [10], LPT', Mal-1° ir
kt. Sie preparatai pakankamai jautriis, nebrangis,
patogiis vartoti. Lietuviski preparatai LPT (ploksteliu
tipo, 96 méginiams) ir Mal-1 (kiuveciu tipo) buvo
sukurti kaip alternatyva importiniams, siekiant
sumazinti importuojamy preparaty kaing ir pasitlyti
vietinés gamybos analoga.

Lietuviskas kiuveciy tipo preparatas Mal-1 buvo
sukurtas per palyginti trumpa laika (vienerius metus)
remiant Valstybiniam mokslo ir studiju fondui [11].
Kei¢iant preparaty parametrus, tai yra spory
koncentracija, mitybos terpg, termostatavimo
temperatiira ir trukmg, pridedamo méginio kiekj ir
kt., galima suderinti spalvos pasikeitima taip, kad
bty galima aptikti tam tikra inhibitoriniy medziagu
kieki tiriamame pavyzdyje. Testui yra biidinga tam
tikra Siy medziagy aptikimo riba (testo jautrumas).
Jeigu pieno méginyje nors vienos medziagos
koncentracija yra didesné negu testo jautrumo riba,
tokiu atveju yra stabdomas (inhibuojamas)
G. stearothermophilus ~ sporu  iSaugimas  bei
dauginimasis ir tuo paciu nepakinta testo spalva, ji
lieka violetiné. Nesant inhibitoriniy medziagy testo
spalva pakinta i geltona. Vartotojai priprat¢ prie
ryskiai geltonos preparato spalvos po
termostatavimo, todél preparato Mal-1, kurio spalva
pasikeisdavo | zalsvai geltona, kokybe¢ numatyta
pagerinti. Be to, preparato vartojimo instrukcijoje
buvo nurodyta inkubavimo trukmé 4,5 valandos.

Darbo tikslas — pagerinti preparato Mal-1 su
G. stearothermophilus sporomis kokybe,
optimizuojant jo terpés sudéti ir sutrumpinant
analizés trukme.

Tyrimy objektai ir metodai

Darbas  atliktas KTU  Maisto
Mikrobiologijos laboratorijoje.

Tyrimo objektai — G. stearothermophilus B 469
kultiira, preparatas Mal-1.

G. stearothermophilus B 469 padermé gauta i
NIZO (Nyderlandai) mégintuvéliuose ant nuozulniai
sustanginto mitybos agaro. Tyrimams naudota spory

nstituto

" IST 3381629-01:2000 Preparatas LPT inhibitoriams
piene nustatyti. Bendrieji reikalavimai.
> IST 1195612-102:2001 Preparatas Mal-1 inhibitoriams
piene nustatyti. Bendrieji reikalavimai.
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suspensija ruosta pagal [ST 1195612-99:2000°.
Gauta kulttira kilpele perkelta | nauja mégintuvélj ir
inkubuota 18 h  (63,5+0,5) °C  temperatiiroje
aerobinémis salygomis. Po inkubacijos i mégintuvéli
su Sviezia kultiira ant nuozulniai sustanginto agaro
ipilta 5 ml fiziologinio tirpalo, kultiira suspenduota
kilpele. [ Petri lékstele su sporuliacijos terpe ipilta
0,2 ml suspensijos pipete ir iSskirstyta glaistikliu.
Lékstelés  inkubuotos 18 h  (63,5+0,5) °C
temperatiiroje. Gauta suspensija paséta i$§ naujo, ir §i
procediira kartota dar karta, kad kultira augty
pakankamai gerai. Tada kultira perséta | 5—10 Petri
leksteliy tam, kad biity gauta pakankamai
suspensijos, ir  lékStelés  inkubuotos 72 h
(63,5+0,5) °C temperatiiroje. Po inkubavimo ant
kiekvienos lékstelés uzpilta po 10 ml fiziologinio
tirpalo, nuplautos iSaugusios kolonijos ir surinkta
visa gauta bakteriné medziaga nuo visy uzséty
léksteliy. Spory suspensija du kartus centrifuguota
nuo 2000 iki 3000 min' greigiu, praplaunant
fiziologiniu tirpalu. Gauta spory suspensija kaitinta
(80+1) °C vandens voneléje 10 min ir atvésinta.

Paruosta G. stearothermophilus spory suspensija
iSpilstyta i kiuvetes po 1 ml ir laikyta minus 18 °C
temperatiiroje. Reikalingas tyrimams suspensijos
kiekis atSildytas 20 °C temperatiiros vandens
voneléje. ISaugusiy spory skaiCius nustatytas
leksteliy  metodu, séjant | terpe bendram
mikroorganizmy skai¢iui nustatyti, 1 kurios sudéti
ieina mieliy ekstraktas, gliukozé ir triptonas (pagal
LST EN ISO 4833:2003%).

G. stearothermophilus spory sudygimo
stimuliavimo  galimybei nustatyti  panaudotos
cheminés medziagos. Misy ankstesniame darbe [12]
nustatyta, kad spory sudygima skatino 1%
krakmolo, 1 % laktozés, 0,5-1 % sacharozés, 0,2 %
DL-alanino ir L-alanino, 0,4 % KH,PO,4 ir 0,2%
K,PO4 (nuo terpés kiekio) Cheminiy medziagu
tirpalai ruosti steriliame distiliuotame vandenyje 50—
100 karty didesnés koncentracijos uz ju reikiamo
dydzio koncentracija terpéje, kad Si neprasiskiesty
per daug (i terpg buvo pilama ne daugiau kaip 1—
2ml tirpalo). Tirpalai supilti i iki 50-55 °C
temperatiiros atvésinta terpg po sterilizavimo.

Etaloniniai antibiotiky tirpalai ruosti: pirmieji
skiediniai — steriliame vandenyje  (iSskyrus
oksitetraciklino — fosfatiniame buferyje pH 4,5 ir
eritromicino — 20 % etanolio tirpale), pora
paskutiniyju skiediniy — nugriebtame piene,

IST  1195612-99:2000  Bacillus
varietas  calidolactis  spory
reikalavimai.

* LST EN ISO 4833:2003 Maisto ir pasary mikrobiologija.
Bendrasis  metodas.  Kolonijy  skaic¢iavimo 30 °C
temperatiiroje metodas (ISO 4833:2003).

stearothermophilus
suspensija.  Bendrieji



pagamintame i§ pieno milteliy (be inhibitoriy)
(Merck firmos, kat. Nr. 1.15363). Delvotest-SP-NT
(DSM, Nyderlandai) vartotas pagal firmos-
gamintojos instrukcija [13]. Tyrimy kartotinumas —
5.

Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

2001 m. KTU Maisto institute paruostas
IST 1195612-102:2001 ,LPreparatas Mal-1
inhibitoriams piene nustatyti. Bendrieji reikalavimai
ir Technologijos instrukcija®“. Mal-1 — bespalvés
netoksiskos polimerinés medziagos kiuvetés, i kurias
po 300 pl iSpilstyta ir sustanginta standi violetinés
spalvos mitybos terpé su jautrios antibiotikams ir
sulfamidams kultiiros G. stearothermophilus
sporomis. Kiuvetés uzdaromos dangteliais. Kadangi
preparato terpés spalva po inkubavimo su pienu
nebuvo pakankamo intensyvumo ir analizés trukmé
buvo ilgesné uz geriausiy uzsienio analogy apie 1 h,
buvo pabandyta pagerinti preparato kokybe,
papildant terpés sudéti spory augimo stimuliatoriais.

NustacCius G. stearothermophilus spory iSaugima
stimuliuojancias medZziagas bei jy koncentracija [12],
buvo bandyta jomis papildyti preparato Mal-1 terpés
sudét] ir istirti jy poveiki preparato spalvinei
reakcijai po inkubavimo. Pastebéta, kad kai terpés
pH 8,0, preparato spalva liko nepakitusi, todél kiti
visi preparatai gaminti nustatius terpés pH 7,0.
Tyrimo rezultatai pateikti 1 lenteléje.

Tyrimy rezultatai parode, kad 1 % tirpaus
krakmolo, 1 % sacharozés, 0,03 % NaNO,, 0,05 %
L-alanino bei 0,02 % Na3;PO, turéjo teigiamos jtakos
preparato spalvinei reakcijai, nes po inkubavimo su
Siais priedais preparaty spalva buvo geltona. Kiti

priedai teigiamos itakos rezultaty vertinimui
neturéjo.
Kadangi vienas i§ darbo wuzdaviniy buvo

sutrumpinti analizés trukme, i preparato terpés sudéti
buvo bandyta ijtraukti po kelias spory iSaugima
stimuliuojanc¢ias medziagas tikintis, kad spory
iSaugimas preparato agarizuotoje terpéje bus
greitesnis. Tyrimy rezultatai pateikti 2 lenteléje.
Nustatyta, kad preparato terpés sudéti papildzius
keliomis  spory iSaugima stimuliuojanciomis
medziagomis, preparato  inkubavimo  trukmé
nesutrumpéjo. 1 % sacharozés, 0,2 % DL-alanino ir
0,02 % Naz;PO, priedy déka buvo galima sutrumpinti
inkubavimo trukme¢ viena valanda, nes po 4h
inkubavimo terpés spalva buvo Sviesiai geltona.
Inkubuojant 5 h, terpés spalvos intensyvumas
nepadidéjo. Pastebéta, kad terpés sudéti papildzius
1 % sacharozés ir 1 % gliukozés, terpés spalva buvo
ryskiai geltonos spalvos (2 lentel¢), o su 0,1 %
tirpaus krakmolo priedu preparato analizés trukmé
nesutrumpéjo. Todél tolimesni tyrimai buvo atlikti
koreguojant tirpaus krakmolo ir indikatoriaus

bromkrezolio purpurinio koncentracijas bei papildant
terpés  sudéti  kitomis  spory  iSauginima
stimuliuojanc¢iomis medziagomis. Tyrimo rezultatai
pateikti 3 lenteléje.

Atlikus tyrimus pastebéta, kad preparato terpés
sudéti papildzius 1% krakmolo priedu bei
sumazinus bromkrezolio purpurinio koncentracija
nuwo 2,5 mg/ml iki 0,6-1,5 mg/ml, preparato
inkubavimo termostate trukmé sutrumpéjo iki 3 h.
Taciau tokiy preparaty terpés spalva buvo Sviesiai
geltonos spalvos (i zalsvuma), kuri néra tinkama
nustatant inhibitorius. Preparatus su 1 % krakmolo ir
mazesne bromkrezolio koncentracija inkubuojant
ilgiau, terpés spalva nekito — ji iSliko S$viesiai
geltonos spalvos. Tuo tarpu agarizuota preparato
terpe papildzius 1,25 % ar 1,75 % tirpaus krakmolo
ir atitinkamai padidinus bromkrezolio koncentracija
iki 3,75 mg/ml, preparato spalva buvo tinkamo
intensyvumo, t.y., ryskiai geltonos spalvos, bet
rezultaty vertinimo laikas jau ilgesnis — 4,5 valandos.
Preparato terpe papildzius ne tik krakmolo, bet ir
gliukozés ar sacharozés priedais, jie teigiamos jtakos
preparato spalvinei reakcijai netur¢jo.

IStyrus ivairiy medziagy jtaka preparato terpés
spalvinei reakcijai buvo nustatyta, kad intensyviausia
geltona spalva po preparato inkubavimo buvo gauta,
papildzius preparato terpg 1,25 % tirpaus krakmolo,
kai bromkrezolio koncentracija 2,5 pg/ml arba 1 %
tirpaus krakmolo, kai bromkrezolio koncentracija
3,75 pg/ml, inkubuojant preparata 4,5 h (63%0,5) °C
temperatiiroje. Modifikuojant preparato gamyba
buvo tikimasi dar labiau sutrumpinti analizés trukme.

Visy pirma buvo bandyta sumazinti spory
suspensijos gamybos temperatiira nuo (63,5+0,5) °C
iki 55 °C. Pagaminus spory suspensija, kurios
koncentracija 7,9x10° KSV esant 55 °C temperatiirai,
ji supilta | preparato terpg su kitais papildomais
priedais, kurie parinkti pagal trumpiausia preparato
inkubavimo laika bei tinkama terpés spalva. Tyrimo
rezultatai pateikti 4 lentelé¢je. Remiantis literatiros
duomenimis [14], gaminantis sporoms aukstesnéje
temperatiiroje juy atsparumas kar§¢iui biina padidéjes.
Zemesnéje temperatiiroje susidariusios sporos turéty
bliti maziau atsparios aukStesnei temperatiirai ir
greiCiau sudygti. To priezastis yra ta, kad spory,
susidariusiy Zemesn¢je temperatroje, Serdyse btina
daugiau vandens, nes jos nespéja visiSkai
dehidratuotis, todél aukstesnéje temperatiiroje sporos
turéty sudygti greiciau, kadangi veikiant auksStesnei
temperatiirai spory Serdyse esantis vanduo skatina
fermenty denatiiracija, prieSingai negu Serdyse esant
mazesniam vandens kiekiui. Taciau atlikus tyrimus
nustatyta, kad sporos, susidariusios 55 °C
temperatiiroje, greiciau nesudygsta. Tam galéjo turéti
itakos preparato Mal-1 terpéje esancios medZiagos
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(bromkrezolio purpurinis, trimetoprimas), kurios gali

slopinti spory sudygima.

SumaiSius sudygusias sporas su metaboliskai

pabandyta { preparato agaro terpg iterpti ne atSildyta,

o §viezia spory suspensija. Tyrimo rezultatai pateikti

neaktyviomis, pastarosios sudygsta greiCiau [14].
Modifikuojant preparato Mal-I gamyba, buvo

5 lenteléje.

1 lentelé. Papildytos preparato terpés sudéties jtaka jo spalvinei reakcijai po inkubavimo su pieno méginiu

Nr Terpés priedas Preparato spalva po ink_ubavimo
' Pavadinimas Koncentracija 5h(63,5£0,5) °C (terpes pH 7.,0)

1. Tirpus krakmolas 1% Sviesiai geltona

2. Laktozé 1 % Violetiné

3. Sacharozé 1% Geltona

4. DL-alaninas 0,2 % Sviesiai violeting

5. L-alaninas 0,05 % Geltona

6. KH,PO, 0,4 % Violetiné

7. K,HPO, 0,2 % Violetiné

8. NaNO, 0,03 % Sviesiai geltona

9. Na;PO, 0,02 % Geltona

10. | CoCl, 0,05 % Violetiné

11. | Adenozinas 0,01 M Sviesiai violetiné

12. | Lizocimas 5 pg/ml Violetiné

2 lentelé. Papildytos preparato terpés sudéties (itraukiant iSkart po kelias spory sudygima stimuliuojancias
medZziagas) itaka jo spalvinei reakcijai po inkubavimo

Terpés priedas Preparato inkubavimo
Nr. Spalva trukme. h
Pavadinimas Koncentracija Tukme,
Sacharozé 1,0 %
| gliukoze 1.0 % Geltona >
0 2
2. | KHLEOs oo Sviesiai violetiné 5
3 4 y 0
Sacharozé 1,0 % 5
3. | DL-alaninas 0,2 % Sviesiai geltona 4
N33P 04 0,02 %
Sacharozé 1,0 % 5
4. L-alaninas 0,02 % Zaliai geltona 5
N33P 04 0,02 %
L-alaninas 0,02 % o
> lizocimas 5 pg/ml Violetiné >
0
6. E;I_ggi 8:3 (Q: Violetiné 5
NaHCO; 0,05 % o
7. sacharoze 1.0 % Violetiné 5
Sacharozé 1,0 % .
8. laktozé 1.0 % Violetiné 5
o
MnSO, 0,005 % _—
9. . . . 0,1 % Zaliai geltona 5
tirpus krakmolas gliukozé 1.0 %
,U %
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3 lentelé. Preparato terpés sudéties jtaka jo spalvinei reakcijai po inkubavimo, naudojant tirpy krakmola

Terpés priedas Bromkrezolio Inkubavi-
Nr. — Koncentracija, koncentracija, Spalva mo laikas, | Terpés pH
Pavadinimas png/ml h
proc.
1. | Tirpus krakmolas 1,0 2.5 Sviesiai violetiné 5 7,0
2. | Tirpus krakmolas 1,0 0,6 Sviesiai geltona 3 7,0
3. | Tirpus krakmolas 1,0 0,5 Sviesiai geltona 3 7,0
4. | Tirpus krakmolas 1,0 0,75 Violetiné 5 7,0
Tirpus krakmolas 1,0 C e
5. Gliukozé 1.0 0,6 Violetiné 5 7,0
Tirpus krakmolas 1,0 C e
6. Gliukozé 1.0 0,4 Violetiné 5 7,0
Tirpus krakmolas 1,0 S
7. Gliukozé 01 0,6 Sviesiai geltona 3 7,0
Tirpus krakmolas .
8. Gl?L)lkozé (1):(1) 1.2 Sviesiai geltona 3 7,0
9. | Tirpus krakmolas 0,1 0,6 Sviesiai geltona 3 7,0
10. | Tirpus krakmolas 0,1 1,2 Sviesiai geltona 3 7,0
11. | Tirpus krakmolas 0,5 1,5 Sviesiai geltona 3,5 7,0
Tirpus krakmolas .
12. L-;lianinas g:gg 1,5 Zaliai geltona 5 7,0
Tirpus krakmolas 1,0 S
13. Sacharozé 1.0 1,5 Sviesiai geltona 3,5 7,0
14. | Tirpus krakmolas 0,5 2,25 Zalsva 5 7,0
Tirpus krakmolas 0,25 . o
15. L-alaninas 0.5 1,5 Zaliai geltona 5 7,0
16. | Tirpus krakmolas 1,25 2,5 Geltona 4,5 7,0
17. | Tirpus krakmolas 1,0 3,75 Geltona 45 7,0
18. | Tirpus krakmolas 1,75 2,5 Geltona 4 7,0
19. | Tirpus krakmolas 1,75 3,75 Geltona 4 7,0
20. | Tirpus krakmolas 0,1 2,5 Violetiné 5 8,0
Tirpus krakmolas 1,0 S
21. Gliukozé 0.1 2,5 Violetiné 5 7,5
25, | Tirpus krakmolas 1.0 2,5 Violetiné 5 7,5
Sacharozé 0,1

4 lentelé. Preparato terpés sudéties jtaka jo spalvinei reakcijai po inkubavimo, naudojant 55 °C temperatiiroje
pagaminta spory suspensija

Terpés priedas Preparato spalva po inkubavimo 5 h (63+0,5) °C
Nr. ;
Pavadinimas Koncentracija 7 Terpes pH g

1. Kontrol.e' (su fprasta spory - Zaliai geltona Violetiné
suspensija)

2. Sacharozé 1 % Zaliai violeting Violetin¢
Sacharozé 1%

3. DL-alaninas 0,2 % Zaliai geltona Violetiné
Na3PO4 0,02 %

4. Lizocimas 5 pg/ml Violetiné Violetiné

5. Tirpus krakmolas 1,25 % Geltona Zaliai geltona

75



5 lentelé. Preparato terpés sudéties itaka jo spalvinei reakcijai po inkubavimo, naudojant Sviezia spory

suspensija
Nr. Pavadinim;;erpés przss:entracija, proc. Preparato spalva Terpés pH Irg(&ff?l\grﬁo

1. Kontrolé - ggtgﬁ: ; 2

5 chharo.zé 1,0 Geltona 7 4
gliukozé 0,1 Geltona 8 5

3. Tirpus krakmolas 1,0 gg:gﬁ: ;:(5) 32(5)

4, Tirpus krakmolas 1,25 g:}:gﬁz ;:(5) ;:g

5. | Sacharozé 1,0 g:}:gﬁz 7é0 ::8

6. | Gliukoze 0.1 Delons ; 28

Tyrimy rezultatai parodé, kad naudojant Sviezia
spory suspensija, preparato spalva biina ryskios
geltonos spalvos. Papildzius terpg priedais, lyginant
su kontroliniu preparatu sutrumpéjo analizés trukmé.
PapildZius preparato sudéti 1 % arba 1,25 % tirpaus
krakmolo, preparato spalva i§ violetinés | geltong
pasikeité po 3,0 h inkubacijos termostate, kai terpés
pH 7,0.

Inkubuojant preparata, pagaminta su SvieZia
sporu suspensija ir tirpiu krakmolu, sporos sudygo
greiciau, nes tik ka pagamintos sporos yra jautresnés,
ju zievé lengviau suyra ir, paveikus jas Siluma,
grei¢iau vyksta metabolinés reakcijos. Gali biiti, kad
tirpy krakmola  G. stearothermophilus lastelés
naudojo kaip anglies Saltini, kuris skatino lasteliy
diferenciacija ir riigSties gamyba, todél preparato
terpés spalva pasikeité jau po 3 h (nesant méginyje
inhibitoriy). Papildzius Mal-1 kontrolinio preparato
terpés sudéti 1 % tirpaus krakmolo ir naudojant
S§viezia spory suspensija, buvo optimizuota preparato
terpés sudétis.

Atliekant antibakteriniy medziagy
tyrimus mikrobiologiniais metodais, kai

likuciy
kurie

autoriai rekomenduoja i§ anksto preparatus su

tiriamaisiais méginiais iSlaikyti kambario
temperatiroje  prieS  inkubavimg  termostate.
ISankstinis  laikymas  reikalingas tam, kad

antibakteriné medziaga difunduoty i terpg greiciau,
negu spéja pradéti augti jautri bakteriju kultira.
Taciau taikant 1h iSankstini laikyma kambario
temperatiiroje su pagamintais preparatais (tyrimas
atliktas lygiagreciai su visais gamintais preparatais),
toks laikymas teigiamos itakos preparato spalvos
keitimuisi neturé¢jo (6 lentele¢). 1 h kambario
temperatiiroje iSlaikyty preparaty rezultatus buvo
galima vertinti valanda véliau negu preparaty be
iSankstinio laikymo.

Ivertintas ir méginio nupylimo nuo preparato
terpés pavirSiaus po difuzijos 1 h kambario
temperattiroje poveikis preparato spalvos keitimuisi
inkubavimo metu. Taliau tai neturéjo teigiamos
itakos terpés spalvai, prieSingai, nupylus méginius
nuo pagaminty preparaty jie visi likdavo violetinés
spalvos net ir po 5 h inkubavimo termostate
(6 lentele).

6 lentelé. ISankstinio laikymo kambario temperatiiroje ir méginio nupylimo nuo preparato pavirSiaus itaka

terpés spalvai

Terpés spalva
netaikant iSankstinio laikymo i$ anksto laikant 1 h nupylus mégini po 1 h
Preparatas 1 h kambario temperatiiroje kambario temperatiiroje iSankstinio laikymo
po po po po po po po po po po po
3,5h 4h 5h 6h 4h 5h 6h 3,5h 4h 5h 6h
Mal-1 (kontrolé) v* v V2 Sv \4 Sv Sv v v v \4
Mal-1 patikslintos G 5
sudéties g g g 2 g g g g g g

*— violeting;
ko . .. . ..
¥'_ viesiai violeting;
oy ge
*_ 7aliai geltona.
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Modifikuotos gamybos preparata su Sviezia
spory suspensija ir 1 % tirpaus krakmolo inkubuojant
1 h kambario temperatiiroje, o paskui inkubuojant
termostate, geri rezultatai gauti po 5 h inkubavimo
termostate — méginys su pienu be inhibitoriy
pageltonavo. Tuo tarpu nupylus meégini nuo
preparato ir inkubuojant termostate, preparato spalva
i§ violetinés | geltong pasikeité jau po 3,5 h. Visa
inkubavimo trukmé tokiu atveju — 4,5 h, t.y. per ilga.

Siekiant  jvertinti  modifikuotos  sudéties
preparato jautruma inhibitoriams, buvo paruosti
etaloniniai antibiotiky tirpalai piene be inhibitoriy.
Gauti rezultatai pateikti 7 lenteléje.

Nustatyta, kad esant méginiuose inhibitoriy,
modifikuotos sudéties preparato spalva nepakito po
4 h inkubavimo termostate — ji liko violeting, o tai
reiskia, kad preparato gamybai naudota Sviezia spory
suspensija yra jautri etaloninéms antibiotiky

koncentracijoms ir toks preparatas gali biiti
naudojamas tyrimams.
Istirtas  modifikuotos  sudéties  preparato

jautrumas laikymo metu. Tyrimo rezultatai pateikti
8 lenteléje.

Nustatyta, kad modifikuotos sudéties preparatas
buvo jautrus ES reikalavimus atitinkan¢ioms
antibiotiky koncentracijoms piene, tiriant
kontrolinius méginius po 3 h ar 3 h 15 min
inkubavimo termostate (63+0,5) °C preparato spalva
pasikeisdavo i geltona.

Modifikuotos sudéties preparatas palygintas su
analogu — Delvotest-SP-NT. lstirta 20 ,teigiamy*
zalio pieno méginiy (su inhibitoriais), gauty i§ pieno
perdirbimo imoniy, atrinkty Delvo-X-Press metodu,
ir 10 pieno méginiy i§ prekybos tinklo. Tyrimy
rezultatai pateikti 9 lenteléje.

7 lentelé. Modifikuoto preparato jautrumo antibiotikams nustatymas.

. Preparato spalva po inkubavimo (63,5+0,5) °C
M
cetnys po3h po3,5h po4,0h
Regeneruotas pienas be inhibitoriy geltona geltona geltona
Pienas su 0,003 pg/ml penicilino violetine violetine violetiné
Pienas su 0,004 pg/ml ampicilino violetiné violetine violetine
Pienas su 0,03 pg/ml oksacilino violetine violetine violetiné
Pienas su 0,1 pg/ml oksitetraciklino violetiné violetiné violetiné
8 lentelé. Modifikuotos sudéties preparato Mal-1 laikymo trukmés jtaka jo jautrumui
2006-10-04 gaminto preparato tyrimo data
2006-10-04 2006-10-30 2006-12-11 2006-12-29
Méginys X - -
Preparato inkubavimo termostate trukmeé
3h 3h 3h 3h
3h 15 min 3h 15 min 3h 15 min 3h 15 min
1 kontrolinis g* g g g g g g g
2 kontrolinis 7 g Z g Z g zZ g
Penicilinas W v v v v v v v
0,003 pg/ml
Ampicilinas
0,004 pg/ml v v v v v v v v
Oksacilinas v v v v v v v v
0,03 pg/ml
Oksitetraciklinas
v v v v v v v v
0,1 pg/ml
*— geltona;
¥ 7alia;

* . . .
3_ violetine.

77



9 lentelé. Modifikuotos sudéties Mal-1 palyginimo
su Delvotest-SP-NT rezultatai
.. Delvotest- Modlﬁk}lotos
Nr. Méginys SP-NT sudéties
) Mal-1
1. Zalias pienas Rasta Rasta

inhibitoriy inhibitoriy

DO | b | bt | ot | e | e [ et [t [t [t |t
SIS R N I IS IS 150 g Ko Bl Bl et a1

Y 23 1)

NS}
—_

Pienas ,,Margé* Nerasta Nerasta
1 I pak. inhibitoriy inhibitoriy

.
0

[\S}
W

B
halb

[\
()]

)
SR

)
~

[N}
o]

)
Nk

w
e

Modifikuotos  sudéties  preparato = Mal-1

palyginimas su importiniu analogu Delvotest-SP-NT

(DS

M, Nyderlandai), iStyrus 20 pieno méginiy su

inhibitoriais ir 10 méginiy — be inhibitoriy, parodé,

kad

tyrimy rezultatai sutapo 100 % atveju.

ISvados

1.
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Nustatyta, kad papildzius preparato Mal-1 terpés
sudétj 1 % tirpaus krakmolo ir naudojant Sviezia,
ka tik pagaminta sporuy suspensija, jo spalvos
intensyvumas po  inkubavimo termostate
pageréjo.

Modifikuotos  sudéties  preparato  Mal-1
inkubavimo trukmé gali biiti sutrumpinta iki 3 h—
3 h 15 min. Tokios trukmés pakanka, kad nesant
piene inhibitoriy preparato terpés spalva pakisty
i geltona.

3. [ISankstinis laikymas 1 h kambario temperatiroje
ir po to méginio nupylimas neturéjo teigiamos
itakos greitesniam preparato spalvos
pasikeitimui nesant méginyje inhibitoriy, t.y.
greitesniam rezultaty gavimui.

4. Modifikuotos sudéties preparatas buvo jautrus
0,003 pg/ml penicilino, 0,004 pg/ml ampicilino,
0,03 ug/ml  oksacilino ir 0,1 pg/ml
oksitetraciklino (atitiko ES reikalavimus), ir
iSlaikeé ta jautri 3 mén. (ilgiau nebuvo laikytas).

5. Modifikuotos  sudéties  preparato = Mal-1
palyginimas su importiniu analogu Delvotest-SP-
NT (DSM, Nyderlandai) tiriant pieno méginius
su inhibitoriais ir be ju parod¢, kad tyrimy
rezultatai sutapo 100 % atveju.
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J. Salomskien¢, D. Jurkstaité, R. Zvirdauskiené

IMPACT OF DIFFERENT FACTORS ON THE
QUALITY OF A PREPARATION CONTAINING
SPORES OF GEOBACILLUS
STEAROTHERMOPHILUS

Summary

The possibility of improving the quality of Mal-1 test
used for determining inhibitors in milk was investigated.
The impact of different chemical agents on the changes of
color of the preparation during incubation with milk
sample was investigated. It was found that addition of a
1% soluble starch and freshly prepared spores of
Geobacillus stearothermophilus to the composition of the
medium of the preparation caused the required intensity of
color after incubation at (63+0,5) °C. The duration of
incubation of the modified preparation could be shortened
from 4 h 15 min—5 h until 3 h-3 h 15 min. It was
sufficient to change the color from purple to yellow when
the samples turned negative for inhibitors. Other factors
were also investigated: pre-incubation of the preparation
with a sample for 1 h at a room temperature and taking off
the remains of the sample from the surface of the
preparation medium. These factors did not show any
positive impact on the changes in the medium color. The
modified preparation was sensitive to 0.003 pg/ml of
penicillin, 0.004 pg/ml of ampicillin, 0.03 pg/ml oxacillin
and 0.1 pg/ml of oxytetracycline, and retained sensitivity
for 3 months (a longer duration of the shelf life was not
investigated). The comparison of the modified preparation
with an imported analogue — Delvotest—SP-NT (DSM,
Netherlands) in examining of milk samples with inhibitors
(,,positive” samples) and samples without inhibitors

(,,negative™ samples) showed that the conformity of the
results was 100 %.

Keywords: preparation, Geobacillus
stearothermophilus, spores, soluble starch, freshly
prepared spore suspension, pre-incubation, sensitivity,
Delvotest-SP-NT.

M. Ianomckene, JI. FOpkmraiite, P. KBupmayckene

BJIMSIHUE PA3JIMYHBIX ®AKTOPOB HA
KAYECTBO ITPEITAPATA CO CIIOPAMUA
GEOBACILLUS STEAROTHERMOPHILUS

Pe3iome

HccrmenoBaHa BO3MOXKHOCTH YIIYUIICHHS KadecTBa
npenapata Mal-1. B cTtarbe mpencTaBieHBl JaHHBIE IO
H3yYEHHUIO BIIMSTHUS XUMHYECKUX BEIIIECTB,
AKTUBU3UPYIOMINX MPOpPAcCTaHHE CIOp, Ha W3MEHEHHe
I[BETa Iperapara BO BpeMs €ro MHKyOarmu ¢ oOpasiom
MOJIOKA. Y CTaHOBJIEHO, YTO BKJIIOUEHHE B COCTaB CPEIbI

npenapata 1%-HOro  pacTBOPpUMOro  Kpaxmaia |
UCTIOJNB30BaHUE CBexeH cycnensun crnop Geobacillus
stearothermophilus CIOCOOCTBOBAIIO YIIY4IIEHUIO

WHTCHCUBHOCTH €r0 IIBETa IIOCIE€ HWHKYOHMpOBAaHWS B
tepmocrare mpu  (63+0,5) °C. TIpoAOKUTENBHOCTD
MHKYOUPOBaHUS Tperapara MOXET ObITh YMEHbBIICHA C
44gac 15 Mua—5 vac mo 3 yac—3 4yac 15 muH. Takoi
MPOJIODKUTENEHOCTH JIOCTATOYHO, 4TOOBI npu
WCCIIEIOBAaHUM MOJIOKa 0e3 WHTHOUTOPOB IBET CpEIbl

u3MEHWIC ¢  (uoseroBoro Ha kenaTeid.  Jlamee
HCCIIEZIOBAHO BITUSTHUE JIPYTUX (hakropoB -
NpeABapUTEIbHOW BBIJEPIKKM IIpernapara ¢ IMpo0oii

MOJIOKa TIPY KOMHATHOH TemrepaTtype B TeueHue 1 gaca u
CIIUTUSL OCTATKOB MOJIOKA C MOBEPXHOCTU CpElbl IOCIHE
TaKOW BBUIEPKKH Ha W3MEHEHHME IBETa Mpernapara BO
BpeMsl ~ JanmpHeWmied  WHKyOammm B TepMOCTare.
YcTaHOBNIEHO,  YTO  TpenBapUTENbHAas  BBIICPKKA
npernapara W CIMTHE OCTaTKOB MOJIOKA C IOBEPXHOCTH
Ipernapara HE OKa3alu IOJOXXUTEIBHOTO BIHMSIHUS Ha
CKOPOCTb ~ M3MEHEHHS LBETa Cpelbl BO  BpeMs
JATbHEHIIIET0 TEPMOCTAaTUPOBAHUSL.

MoanuurpoBaHHbIi npenapaT OblI YyBCTBUTENCH K
0,003 pr/mn nenunwuiuHa, 0,004 pr/Mir aMOMIALIIHNHA,
0,03 pr/mn okcaruinHa, 0,1 (r/MJI OKCUTETPALUKINHA U
BBIJIEp)KAJI  TaKyl0  YyBCTBUTEIBHOCTH B  TEUYCHUE
3 mecsaueB (nompnie OoH He xpaHwics). CpaBHeHHe
MoudumpoBanHoro mnpenapara Mal-I ¢ MMIOPTHBIM
aHanoroMm Delvotest-SP-NT (DSM, Hupepnauasl) npu
HCCIICIOBAaHUH TIPOO MOJIOKA ¢ WHTHOWTOpaMH U 0e3 HHUX
nokazano 100%-Hyro coBIIaaeMOCTh PE3YIIbTaTOB.
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