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Rupnieciska pétijuma pirma apaksaktivitate (SA1)
Mikroorganismu (MO) celmu ar augstu siera sukalu fermentacijas spéju
atlase no Latvijas Universitates (LU) ipasuma esosas celmu kolekcijas.

Projekta izmantos originalu laktozi fermentéjosu bakteériju (LAB) un
raugu (LAR) kolekciju, kas tiek uzglabata LU Mikroorganismu kulttru
kolekcija (LU MKKK). Sie MO ir izoléti no rapnieciski fermentétiem
pienu saturosiem (ruguspiens, kefirs, jogurts) un nesaturosSiem (alus,
skabéti kaposti, skabbariba) partikas un baribas produktiem, ka ari no
vides objektiem (augu virsmam, sapropela, bitem).



SA1l ietvara, laika posma no 9. junija lidz 9. septembrim

Parbauditas no LU MKKK sanemtu tris LAB kulturas:
* Lactobacillus acidophilus (A);

* Lactobacillus delbrueckii (D);

* Lactobacillus johnsonii (J),

e ka ariviens LAR Kluyveromyces marxianus (Km) izolats.

Sakotnéja skrininga ietvara pétita so MO

(a) augSana uz agarizétam barotném homogenitates raksturoSanai un tirkultlru iegtsanai;
(b) skrininga testkulttru iegliSana skidrajas barotnés, dzilumkultivesana;

(c) spéja skelt laktozi, izmantojot X-Gal ka hromogéna substratu un spéja

Skelt proteinu, izmantojot piena pulvera un laktalbumina agara barotnes.

Pétita A/S Cesvaines piens (CP) ikdienas razosana iegtistamo sukalu patiju
biokimisko 1pasibu stabilitate



Piena parstrades shema CP un sukalu
paraugu ipasibas
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A/S Cesvaines piens julija un augusta apstradato 237

SS paraugu videjie radit

Pirmas sukalas

aji

Otras sukalas

(Milkoscan)

Tauki% Olbalb. % Laktoze Sausna % Tauki% Olbalb. % Laktoze Sausna % lerauga tips
0.2 0.8 4.7 6.5 0.1 0.6 3.5 4.8 b Vidéjais
0.23 0.81 4.62 6.54 0.15 0.60 3.47 491 c Vidéjais
0.23 0.80 4.56 6.44 0.15 0.60 3.43 4.92 cc Vidéjais
0.17 0.80 4.67 6.52 0.12 0.62 3.63 5.08 dcc Vidéjais
0.22 0.82 4.66 6.57 0.14 0.87 3.51 4.98 ps Vidéjais
0.23 0.81 4.65 6.55 0.16 0.59 3.47 4.90 tv Vidéjais
0.22 0.80 4.62 6.51 0.15 0.63 3.48 4.94 Kopéjais vidéjais
PASTERIZETAS SUKALAS
Tauki % Olbalt. % Laktoze Sausna % pH
0.08 0.64 3.81 5.19 6.55 |Vidgjais
0.01 0.07 0.28 0.39 0.06 |Standartnovirze




Siera suikalu paraugi, sanemti no A/S Cesvaines piens

Pirms autoklavesanas Pec autoklavesanas

Stkalas stavéjusas gandriz 2 nedélas I-skapi (kops 18.06)

Sukaslas un to koncentrats vispirms fugoti, K — koncentrats, KS koncentrata supernatants,

KS — koncentrats 5x atSkaida ar H20 (~ =sukalas) . nogulsnes tapat. Péc tam autoklave. Visur precipitr proteins.

Péc autoklavésanas visus paraugus autoklave, talak izmanto supernatantus SS (sukalam —iezalgans)) , KS (koncentrétam
sukalam - dzintarkrsa) ari N:5 un K:5 stkalu koncentrata nogulSnu un supernatanta atsSkaidijumi Gdent

Autklaveta SK nogulsném ir patikama, maigi saldena garsa, pastoza tekstura



Kulturas, barotnes un audzesanas apstakli



MO kulturu mikroskopija

K.m. kultura x 400 un x1000, krasota ar safraninu




MO kulturu mikroskopija

A, D un J kultiras no MEF barotnes x 1000 krasotas ar kristalvioleto




BAROTNU VEIDI

Skidras, gatava veida nopérkamas barotnes.

Misas ekstrakta buljons (ME, Milipore, 17 g/I)

Sojas triptona buljons (STB, Biolife, 30 g/I)

MRS (De Man—Rogosa—Sharpe) buljons LAB kultivéSanai (Diagnostic Liofilchem, DL 29.2 g/I)

Visas barotnes sterilizé autoklava pie 1 atm. virssspiediena 15 min (121°C).

Lai iegltu agarizétu barotni, buljonam pirms autoklavésanas pievieno 15 g/l agaru, barotnes
akronimu papildina ar burtu A.

Citi kimiskie reaktivi (sali, skabes, organiskie savienojumi), iznemot barotnes, piegadati no Sigma-
Aldrich, Milliporte, Biolife vai Enola uznémumiem, vismaz analitika |zmantOJamas tirtbas pakapé



BAROTNU VEIDI

* Modificetas, laboratorija gatavotas barotnes

 Sojas triptona buljons F (STBF; STB + rauga ekstrakts, 5g/I;)

* Misas ekstraksts F (MEF; ME + rauga ekstrakts, 5g/l; NaCl 2.5 g/I; + K acetats,
5g/l; + K,;HPO,, 2 g/I; + MgS0O,, 0,1 g/l)

* MRS aizvietotajbarone (RB; kazeina hidrolizats, 10 g/I, laktalbumina hidrolizats,
5 g/l; rauga ekstrakts,5 g/l; K,HPO,, 2 g/I; Na citrats,1 g/; Na acetat, 5 g/I;
(NH,),SO,, 1g/I; MgS0O,, 0,1 g/I; MnCl,, 0,05 g/l)

Modificétas barotnes gatavo divkarsa vai triskarsa koncentracija un
eksperimentos papildina ar cukuru (glikozes, galaktozes, laktozes)
skidumiem vai sukalu produktiem.



lesala ekstraktu saturoso barotnu modifikacijas

1) llesala ekstrakts (leEx; SIA llgezeem, 130 g uz 0,5 | autoklaveéts,
tad nogulsnes noflgotas atskaiditas ~2x lidz s 1,028 nofiltréte,
autoklavéets velreiz

2) leEx atSkaidits uzreiz uz d=1,028 nofiltréts autioklavets.

3) leExA1l ka (1) tikai otra autoklavesanas vieta filtréets caur 0,22
mikroniem;

4) leEXN1 ka (2) p;ec papira filtréSanas meginats filtret caur
0.22mikroniem — nekas daudz nesanak.



BAROTNU VEIDI

Agarizetas barotnes

Visu Skidro barotnu agarizétos variantus iegust pirms autoklavéSanas pievienojot 15 g/l agara
(Diagnostic Liofilchem, DL). Barotnu akronimam pievieno burtu A.

Tikai agarizéta veida izmantotas barotnes

* Piena agars MO skatisanai (PA, LAB 77115, 19,6 g/I)

* MRS agars Vegitone ar bromkrezolzala indikatoru (MRSA-V, Milipore, 62.2 g/|)
* Vajpiena pulvera agars (VPA, 5% sSkidums 1.5% agara 0.1 RB barotné)

e Laktalbumina agars (LAA, 5% skidums 1.5% agara 0.1 RB barotné)

Virsagara barotnes

MO (~ 1000 kolonijas veidojosas vienibas, KVV) pie 42°C suspendétas 6 ml 0.8% agaru saturosa
barotne (virsagaréf, suspensija uzlieta un atdzeseta uz agarizétas barotnes visrmas



MO audzesana: 30°C vai 37°C temperatura

Dzilumkultivésana

LAB: }a; 12 ml barotnes 15 ml koniskajos Facon polipropiléna stobros (F stobri) vai
b) 12 ml barotnes 14 ml apaldibena Facon polistiréna stobros (D stobri).

LAR: ga%15 ml barotnes 50 ml koniskajos Facon Bolipropiléna stobros (FL stobri) vai
b) 12 ml barotnes 14 ml apaldibena D stobros.

Virsmas kultivésana: 93 mm polistiréna plates (Sarsted) Varianti
a) aerobi, bez gaisa piekluves ierobezojuma (audzA)

b) (vakuuméti, pazeminats atmosféras spiediens iekauséjot vakumpléve ar Stollar
vakuumeésnas iekartu (audzV);

c) pazeminata O,, paaugstinata CO, klatbutne (GazPak AZ Anaerobic Container
System Sachet + Indicator, Liofilchem)m, (audzK);

d) pazeminata O, koncentrécijaé Deoxidizer, partikas uzglabasanai, 30 ml un 90 ml
lepakojumi), (audzDM un audzDL).



Augsana uz agarizetam barotnem, tirkulturu
iegusana



LAB tirkulturu iegusana

No LU MKK sanemtajiem paraugu viendabigumu parbauda uz agarizétas barotnes
iegustot testa kulttras no atseviskam kolonijam vai no viendabigu koloniju kopas.

LAB audzésanai uz agarizétas barotnes ieteicamas MRS vai leEx atvasinajumi.
OrientéjosSi, MO augsSanas intensitati sekmé pazeminats virsmas spraigums (0,1%
nejonu detergenti, 2% autoklavéts SSKS)

Audzéjot uz virsmas pie optimali 37°C, samazinata O, un palielinata CO, klatbutnée
GazPak katalizatora sistema, koloijas izveidojas apm 48 h laika. Lidzigu rezultatu dod
audzésana vakuuméta sistéma, un ari bez ipasas piekluves O, ierobezosanas,
kolonijas uz optimalam barotném izveidojas 72-80 stundu laika.

Labakus rezultatus neka audzésana uz agara virsmas dod audzésSana virsagara, kur
kolonijas izveidojas apm.38 stundu laika, vidéji vairak un labak sadalitas neka uz
agara virsmas.



LAR tirkulturu iegusana

No LU MKK sanemtajiem paraugu viendabigumu parbauda uz agarizétas barotnes
iegustot testa kulttras no atseviskam kolonijam vai no viendabigu koloniju kopas.

LAR audzésanai uz agrizétas barotnes ieteicamas leEx atvasinajumi. Orientéjosi,
rauga augsanas intensitati sekmé pazeminats virsmas spraigums, 2% autoklavets
SSKS.

Audzéjot uz virsmas pie optimali 30°C, butiski neatskiras rezultati, kurus iegust vai
nu samazinata O, un palielinata CO, klatbutné GazPak katalizatora sistéma, vai
audzésana vakuumeeta sistéma, vai ari bez ipasas piek|uves O, ierobezosanas.
Kolonijas izveidojas apm 24 stundu laika.



Augsana aerobi uz MRSA-V 48 h

1- L.acidophilus (A); 2 —L.delbruckii (D); 3-L.johansenii (J) — nomazga prim. plati ar STB (D neaig??)

4-6 — A,D un J (-2) atsSkaidijums 1% NaCl; 7 —izséjums no SS (-2) atsk, parauga (1. tvertne); 8 —
Kl.marxianus (-2) un Strihs no atseviskas kolonijas




Dazadas barotnes, augsana 60h,

MRSA-V

vakuums 30°C, MRSA-V

vakuums 37°C

MRSA-V
vakuums 30°C

MRSA-V aerobi
37°C




Dazadas barotnes, augsana 60h,

MEA vakuums
30°C

leExXA1A
vakuums 30°C

MEA vakuums
37°C

leEx — Barone
autoklaveta, tad
centrifugéta, filtréta, +
agars autoklaveta otrreiz

leExA1A
vakuums 37°C



K.m, péc 24 un 48 h augsanas uz MEA 30°C visam platem + X-Gal.
Sukalu extr. konc sekmeé augsanu, bet beta-gal neradas

MEA+ SSKSup ME ME+ SSSKSup ME+ SS Sup

ME+ SS Sup

SSK Sup ieguts vispirms nofugojot 4000 c 10 min SSK,sup autoklaveékot (121°C) un atkal fugojo. Tapat ar siikal\am. SSK
supernatants zeltaini dzelteigs, sukalu = pelécigi zalgans. Uz plates iesucina 0.4 ml. séj péc tam, kad plate 2 d bijusi ledusskapi



No suspensijam , kuras vélak izmanto
audzésanai, uzséj -2; -4 un -6
atsakaidijumus — STB uz dazadam
barotném

Augsa plates 60h MRSA-V un MRSA
audzV

Pa labi — tas pats audzK versija MRSA-
v abos gadijumos aug vienadi,

MRSA - it ka mazliet labak audzK
370C ~ 60h




Lielie (-2) atSkaifijumi tiri labi izaug uz MRSA ari aerobos apstaklos 370C ~ 60h
brakeéti séjumi, kur atSkaidijumu pilieni saplust




9. varianta uz MRSA-V, audzé aerobi V un A variantos D uzséj no 1.08.sakta audzésanas eksperimenta 5.08.no
leEx -5 02.ml, -3 0.05 ml

Péc 4 dn izaug labi. Foto uz gaismas galda makro rezima
D izskatas vairak neka A vai J mii augt uz leEx un labak aug aerobi neka A vai J




A no 1.08.taisitiem atskaidijumiem -4 0.05 ml un
-6 0.3 ml uz MRSA-V, audzV~60h.

Fotograféts pret logu, neiznemot no vakuma
iepakojuma.

|zskatas tiri un atbilst ap apm 1x1079 §/ml
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J no 1.08.taisttiem atskaidijumiem -4 0.05 ml
un -6 0.3 ml uz MRSA-V, audzV ~60h.
Fotograféts pret logu, neiznemot no vakuma
iepakojuma.

|zskatas tiri un atbilst apm 1,5x1079 $/ml



A kultura virsagara

Uz MEA ar X-Gal
Uz MEA ar

AzaCas,

Uz LAA ar X:ga| Uz VPA ar X-Gal




D kultura virsagara

Uz MEA ar X-Gal
Uz MEA ar

AzaCas,

Uz VPA ar X-Gal
Uz LAA ar X=gal




J kultira virsagara Nav labi redzams uz foto, bet zilais X-Gal $kelSanas produkts
veidojas ux LAA un VPA, bet v;aji uz MEA pamaatnes

Uz MEA ar X-Gal
Uz MEA ar

AzaCas,

Uz LAA ar X:ga| Uz VPA ar X-Gal



MO suspensijas, veidotas no 2 — 5. augustam atséetajas A, D un J plates.
Audzésana virsagara, lai noskaidrotu gaisa/agara fazes parejas iespaidu
Virsagars 0.8% agars STB, Apaksa dazadas barotnes.

Virsagaram pievieno X-Gal vai AzaCas.
Kolonijas veidojas ! 2 dn laika, t.i. atrak ka audzA versija’. Foto no binokulara mikroskopa.




MO suspensijas no iepriwkaéja audzésanas eksperimenta RB+ glikoze stobriem
:Pa 10 ul -6 un -4 atskaid audzeets uz MRSA-V aerobi (A). vakuuma (V) un ar katalizatoru
(K) 3 diennaktis 37°C




Skrininga testkulturu iegusana un ipasibas



LAB un LAR skrininga testkultiuru iegusana

LAB testkulturu audzésanai ieteicami 37-40°C. neaeréta dzilumkultura RPB barotné
ar 2% glikozi (Gli).

Maksimalo OD kulturas sasniedz apm.24 stundu laika neatkarigi no izmantota
cukura avota. Ar galaktozi (Gal) MO pirmo 12 stundu kulturas aug lenak neka Gli,
taCu véelak OD izlidzinas. Laktoze (Lak, 2-5%) un sukalu piedevas dod 2-3 x mazaku
OD galarezultatu neka Gli, SSKS frakcija, kur Lak koncentracija sagaidama ap 10-12%
vél vairak ierobezo, taCu pilntba neaptur augsanu. Prekultivacija ar Lak neuzlabo
augsanu Lak klatbutné nakamaja augsSanas cikla. lzmantojot Gli un Gal barotne
paskabinas lidz apm pH3,5-4, ar parejiem cukuru avotiem paskabinasanas ir 1-1,5
pH vienibas no sakotnéja pH6,5-7.

LAR testkultiru audzésanai leteicami 30°C. pie 100 rpm uz laboratorijas kratitaja
aeréta dzilumkultira leEx barotné. Maksimalo OD kulturas sasniedz apm.38-48
stundu laika. Barotne paskabinas lidz apm pH4,5-5.



Audzéesana dzilumkiuluras Falcon koniskajos un apaldibena stobros,
izejas materials — koloniju suspensija (susp.) un atseviskas kolonijas (VK)

D kulttras suspensiju taisa STB no leExA1A plates, OD590 D stobra—1,3
A un J suspensijas —no MRSA-V platém OD590 D stobros abos >2



Audzésana dzilumkiuluras D stobros stobros,
izejas materials — koloniju suspensija (susp.) un atseviskas kolonijas (VK)

Atseviskas kolonijas nem no leExA1A barotném. D — no plates pa labi augsa
A un J no plates pa kreisi (vairakas kolonijas, uz platém séti visu tris celmu atskaidijumu pilieni.



Audésana dzilumkultaras F un D stobros
ME un Cetras leEx modif. barotnés 60 h 37°C augusas A,D,J kulturas pa 15 ul
neatSkaidits uz MEA un MRSA-V + 0,4 ml SSK autokl. supernatants BEZ X-Gal

60 h 37°C vakuummaisi izaug uz MRSA-V labi, uz MEA vaji, bet ir




AugsSanas eksperiments, 1.-3.augusts, 2025.

Barotnes veids, izséjas apjoms un augsanas atrums

Augsanas dati

Sets

Susp.
Susp.
Susp.
Susp.

VK
VK
VK
VK

Uzséjot — 1 ml suspensijas dod Aun)J OD590~ 0.3, D—apm. 0.1
D stobrus var mérit pa taisno MPW colorwave spektrometra, F stobru, kur aug 8J versija: uz aci
NN — nonemts. Sarkanie sturisi — meérits pH, kur aug glikozes klatbutnée — krit lidz 3.5

Barotne
STB
STBF
MEF
leEx
STB
STBF
MEF
leEx

20h

coNO UL A WN K- X

2.08
A
1.35
>2
>2
>2
0.91
1.11
1.03
0.6

D

0

0.13
0.14
0.19
0.41
0.73
0.03
0.66

J
1.35
>2
>2
>2
0.71
0.45

0.85
++

40h 3.08
A
NN
NN
NN
NN
1.07
1.82
1.78 "
1.26

Pamatos , pie normalas, pat nelielas, izséjas augSana beidzas 24. h laika
3.08. A un J uzséj no 1.08.taisitiem atskaidijumiem -4 0.05 ml un -6 0.3 ml uz MRSA-V, audzé vakuma

D
0
1.12
1.46
0.06
0.92
1.65
0.02

1.35

NN
NN
NN
NN
1.36
1.96
1.9



Augsanas eksperiments, 4.-5.augusts, 2025.
Barotnes sastavs un piedevas

#1
#2
#3
#4
#5
#6
#7
#8
#9
#10

D stobri, barotnes sastavs, ml

2x MAF Cukurs

6.4
6.4
6.4
6.4
6.4
6.4
6.4
6.4
6.4
6.4

glik 20%
lakt 10%
lakt 10%
lakt 10%
gal 20%
SS
SSKS/5
SSKN-5
SSK

SSK

Tilp, ml
1.2
4.1
4.1
4.1
1.2
5.6
5.6
5.6
5.6
2.8

OD590 1]
H20
4.4
1.5
1.4

4.4

2.8

2h
A
2,00
1.16
1.45
1.11
1.18
0.96
1.09
0.95
0.76
1,00

J
1.96
0.84

1.83 |

0.89
1.84
1.07
0.99
1.04
0.68
1.16

Séj pa 0,1 ml no 1.08 taisitas suspensijas Sojas buljona
#3 pievienoti ).1 ml 20% glikozes — neliels stimulejoss efekts

#4 pievieniti 1,6 ml LaBH, 40 g.I; (8x), efekta nav

pH izmainas

; _
<

i

.

Pés 40 h meériti barotnu un attécigo kontrolu pH: nemti 3 ul uz universala

indikatorpapira.

Redzama ievérojama paskabinasanas A un J augot uz 2% glik vai gal saturosas

barotnes



AugsSanas eksperiments, 5.-8.augusts, 2025.

Barotnes sastavs, laktozes koncentracija un enzimu aktivitate

UzséSanai izmanto atliekas no augusta sakuma suspensijam no p A un J platém,- pa 0,1 ml
5. augusts. pirmie mérijumi 6. augusta. uz Xgal un AzCas platem séj 8.08

#1
#2
#3
#4
#5
#6

#1
#2
#3
#4
#5
#6

18 h

Baze Cukurs ml
glik 20%
galakt 20%
lakt 10%
lakt 10%
lakt 10%
lakt 10%

S R R~ S R

Baze Cukurs
glik 20%
galakt 20%
lakt 10%
lakt 10%
lakt 10%
lakt 10%

R R T~ S R

Augsana faktiski viss notiek pirmajas 18
6. parauga infekcija ir tikai kontrolé

1.2
1.2
1.2
2.4

ml
1.2
1.2
1.2
2.4
4

8

H20 ml

O P Ul N N N

H20 ml

7
7
7
5
4
0

h

A
2
2
0.75
0.86
0.98
0.86

A

2
1.97
0.9
0.75
0.77
0.85

J

2

2
0.72
0.9
0.81
0.93

0.82
0.8

0.81
0.87

O OO O OO X

O O0OO0OOoOOo X



AugsSanas eksperiments, 7.-8. augusts, 2025.
Vai iespéjams inducét ar SS un SSK izmantpsanu ar ugsanu laktozes barotné

UzsésSanai izmanto 0.5 ml suspensijas no iepriekséjas dienas kultdram #1 un #5 (no Glik = 1-4 un Lact =5-8)
K.m. - no ménesi vecas kultlras leEx baroné ( #1-4; mikr. bildes) un Stnu susp. no strihiem uz ME plates (#5-6)

18 h 300C
3xMEF  Cukurs ml H20 ml séja A J K.m p»H:Km, A,J, K
#1 4 glik 20% 1.2 6 0.5 1.53 1.63 1.68 T
#2 4 lakt 10% 7 0 0.5 0.76 0.83 0.98
#3 4 SS 7 0 0.5 1.13 1.19 0.97
#4 4 SSK 7 0 0.5 0.95 0.93 09 __
#5 4 glik 20% 1.2 6 0.5 1.5 1.36 0.82
#6 4 lakt 10% 7 0 0.5 0.86 0.66 0.67
#7 4 SS 7 0 0.5 1.03 1.12 0.58
#8 4 SSK 7 0 0.5 0.97 1.18 0.6

Talak aug 20 h visi pie 37, izskatas, ka raugi turpina kustéties
Vélreiz méra péc apm 40 h ledusskapi
KS paraugos uz beigam nal klidzi nogulsnes no 2x autokl. susp
pH indikatori péc 18 h uzrada nozimigu paskabinasanos tikai glikozes klatbttne (augséjie stripi).
Pasas beigas (péec ledusskapja) ari SSK paskabinajusas (kontrole- tresais punkts, raugi — 4. )
Salidzinot Stinu nogulSnu daudzumu meéegene Glikoze 2x> laktoze= sukalas 2x > konc suikalas



AugsSanas eksperiments, 2-3..septembris, 2025.
RE barotnes versijas - nav NaCl, iesala komponentu)

2.09 13 h

Barotne Piedevas Dap Dlanc Jap Jlanc
RE+glik 092 1.12 181 1.65

RE+lakt 041 0.47 057 0.46

2x RE SSK'S éml 0.67 0.74 0.69 0.51

2x RE SSK'N 6ml 056 0.51 0.71 0.68
38 h

RE+glik >2 >2 >2 >2

RE+lakt 0.6 0.66 0.59 0.58

2x RE SSK'S éml 0.77 097 075 0.82

2x RE  SSK N 6ml 0.82 0.77 0.75 0.85



MRS
RP gli
RP lak
STB gal
MEF gal
leEx

MRS
RP gli
RP lak
STB gal
MEF gal
leEx

MRS

RP gli
RP lakx
STB gal
MEF gal
leEx

16 h

1.05
1.43
0.83
1.19
1.34
1.01
21h
1.05
1.57
0.82
1.7

1.33
1.33
40 h
1.27
1.76
0.75
1.51
1.53
1.92

D
1.06
1.59
0.82
0.6
0.74

1.11
1.74
0.88
1.5

1.11

1.22
1.65
1.01
1.63
1.51

J
1.06
1.53
0.83
0.8
0.87
0.54

1.07
1.65
0.91
1.72
1.34
1.25

1.23
1.64
0.83
1.78
1.53
1.73

Augsanas eksperiments, 7-9. septembris, 2025.
Barotnu salidzinasana, ir 2x autokl versijas

Suspensijas D stobros no 27.08 sétajas
30.8 fotografétas audzV plates =4 atsk.

1% NaCl OD590 sej

A 3ml 1.1 0.2
D 3ml 0.73 0.26
J 3ml 0.76 0.24

AugsSanas sakuma faze kulttras atskiras péec
gakaktiozes izmantosSanas atruma, velak
ilidzinas.



Enzimi skrininga testkulturas



Enzimu testi - izmantotas metodes

LAB un LAR kultdru augsanai un peptidu frakcijas iegtusanai sukalu
barotnés butiskas enzimu aktivitates ir beta-galaktozidaze (b-Gal, Skel
Lak par Gli un Gal) un proteazes (Pr, veido peptidus no laktalbumina
u.c. proterniem).

b-Gal orientéjosi raksturo hromogéna substrata X-Gal skelsana, kas
iekraso sunas zila krasa.
Pr orientéjosi raksturo suspendéta proteina skelsana VAA vai LAA, vai

ari fluorescéjosa AzaCas skelsana. Ap aktivajam kolonijam veidojas
dzidras zonas.

Testa sistéemas validé ar proteinazes K (ProtK) palidzibu.



Enzimu testi - rezultati

b-Gal

Lielako aktivitati visos testos uzrada D kultura.

b-Gal aktivitate korelé ar kukturu augsSanas intensitati

b-Gal aktivitati neinduMEceé audzésana uz laktozi saturosam barotném

b-Gal aktivitate ir relativi vajaka ME barotnés, salidzinot ar MRS, STB vai RB,

Pr
Arpussinas protezu aktivitati ar izmantotajam metodém neizdevas atrast neviena no
kuﬁcurém.

ProtK paradija, ka testsistémas darbojas.

Barotnes dzidrinasana norada uz proteinu sskelsanu aminoskabés. Peptidu veidosanas
var ari neveidot dzidrin”’so efektu. Japarbauda ninhidrinu (Nh) izmantojo3o testu
piemérotiba.



F un D stobros ME un Cetras leEx modif. barotnés 60 h 37°C augusas
A,D,J kulttras pa 15 ul neatskaidits uz MEA un MRSA-V + 0,4 ml SSK
autokl. supernatants AR X-Gal 50 ul iesmeéreti platé (20 mg/ml| DMSO)

No apaksas, balts fons No augsas

X-Gal augsanu nekave, sukalu extr. autoklavéts supernatanrts visnota) stimulé (virsmas
spraigums?), tomeér beta-gal redzams tikai D kultdra uz parastas un pec pirmas autokl.
fugotas skidras leEx barotnes, augot uz ME — kur krasa labi ieraugama



Julijs, ME un cetru leEx versiju exp F un D stobros.
Saja skrininga beta-gal aktivitate paradas tikai D celma, barotnés ar, leEx, SSK
supernatanta klatbutné




8. augusts AzaCKazeins - 2% K fosf buferi pH 6.9 1 ml uz plati

AzKaz plates augsdala — 2 mkl Proteinaze K . Plates audzé 3 d vakumétas 370C.

leleik ledusskapt 11.08. Fotografe (oto péc ledusskapja 12.08, iznemot AzC — uz UV 526.ist. -11.08
Fotograféts ar iFonu uz UV 528. telpa caur aizsargvaku. Ir ari m/b foto no UV boksa

1-6 paraugi ar A kultaru 7 - 12, ar J. lzskatas, ka inficéti varétu but 4. un 6. paraugs A vai ari abi 6. A un J.
Kazeina hidrolizes zonu ar ProT redz, ar citiem — neizskatas.




8.08. Suspensijas pa 10 mkl séj uz baroném arX kggal (jaunais DMSO 20 mg/ml, 100 mkl uz plati

12.08 (péc dn ledusskapi) x-gal skelSanas akticitate uz fosfoimidzera plasu dzéSanas gaismas galda
Xgal plates

##1-6, A kultura; ##7-12 — J kultara.

Piena agars Sojas agars (no apaksas) Sojas agaes (no augsas, bez vaka)




Foto 12.08 uz Fosfoimidzera plasu dzésanas gaismas galda
Xgal plates

MEFA ar 5% laktozi MEFA ar 2% glikozi MRSA-v (fons no zilganzala - >
dzeltens, paskabinats)




Galaktozdazes aktivitate suspensijas no 2 — 5.08 setajas A, D un J platem.
Suspensijas no atseviskam kolonijam 22.08. Uz platém — audzV, 3 dn+ lesusskapis. X-Gal
pievinots ka ieprieks. Foto uz gaismas kameras 26.08.

MEFA+glikoze

MEFA+laktoze

MEA

STBA

>
O



Galaktozdazes aktivitate skrininga testkukturas no ledusskapi stavejusam A, DunJ
stobriem.

Suspensijas no atseviskam kolonijam 27.08. Uz platém — audzV, 2 dn+ lesusskapis. X-Gal
pievinots ka ieprieks. Foto uz gaismas kameras 26.08.

VPA + X-Gal LAA + X-Gal
1. rinda= A, D, J no RE+Gli, 2. rinda A, D, J no RE+Lak,



PRIMARA LAB UN RAUGU

Sakotnéj
( Plate \ kultara

a

CELMU SKRININGA
SHEMA

B vai MRS barotne, audzé 60-72 h
1) ar deox K; 2) vakumeéti; 3) aerobi

Vg N\ Plate 370C, raugus aerobi, 300C
{ Plate |
./ Audzeé razosanai tuva sastava barotnés 18 =36 h

No laba | |
augusas
plates

L

> |REF Ks| |ass| |aks

= | | |

Y ‘ ‘ KS ‘ ASS’ AKS K

s | + I R + |
B vai MRS | \

barotne, stac.
18-36 h




REFERENCE _—

18-36 h

Barotnés fiksé pH izmainas,
paraugus dod analizét uz
Milkoskanu Cesvainé

Plate \ ﬂ ﬂ
<
Beta laktamaze un proteazes 36-48 h audzsjot | | |/ Ninhidina reakcija

optimalos O2 apstaklos uz B vai Sojas agara centrifugéta (varbat art

filtreta) barotné pirms
un pec augsanas

fﬁf Plat Eﬁ |I
\ X-Gal / |

Barotnes Perspektivas kultlras detalizéti
B — baze vai MRS raksturo, izmantojot saglabato
SS — pasteriz. siera stkalas REFERENCI (biokimija,

KS — koncentrétas siera stukalas morfologija, sekvencésana)

ASS — autokl.SS supernat.
AKS — autokl KS supenatants
RA — rauga autolizats vai ekstrakis

Neperspektivas kultdras atmet



