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2025 m. kovo 3 d. 

Mokslinio tyrimo „Bakterijų identifikavimas probiotiniame gėrime“ ataskaita 

 

Užsakovas tyrimui pateikė du mėginius: pirminį mišinį, kuris yra naudojamas visų jų gaminamų 

produktų tolimesnėje fermentacijoje (toliau ataskaitoje vadinamas PRAD), bei galutinį produktą - 

moliūgų skonio „Fermentuotas probiotinis enzimų koncentratas“ (toliau ataskaitoje vadinamas 

MOL). Šio darbo tikslas buvo genetiniais metodais įvertinti šių mėginių mikrobiologinę sudėtį. 

Mėginiuose esančios mikroorganizmų ląstelės buvo surinktos centrifuguojant (15 ml PRAD ir 50 ml 

MOL). 

Po centrifugavimo, iš gautų nuosėdų buvo išskirta suminė DNR. Siekiant išsiaiškinti, ar tiriamuose 

mėginiuose buvo tik bakterijų, ar ir mielių bei grybelių, gauta DNR buvo pagausinta PGR būdu, 

naudojant 16S (woo) bei 18S rRNR (EF ir Euk) genams specifines pradmenų poras. 

 

 

1 pav. PGR produktų elektroforetinė analizė 1 % agarozės gelyje. 

 

PRAD atveju PGR produktas susidarė tik 16S atveju, o MOL produktas buvo stebimas visuose trijuose 

variantuose (1 pav.). Iš to galima daryti išvadą, kad PRAD mėginyje buvo tik bakterijos, o MOL – be 

bakterijų buvo ir mielių arba grybelių. 

 

Siekiant įdentifikuoti visus mėginuose esančius mikroorganizmus, toliau suminė DNR buvo tiriama 

Azenta Life Siences kompanijoje.  

Svarbu pabrėžti, kad naudojamas metodas nėra skirtas tiksliam kiekybiniam mikroorganizmų 

įvertinimui mėginiuose, tačiau jei konkrečių bakterijų mėginyje daugiau, iš jų DNR išskiriame 

daugiau, ir polimerazė nuo jos susintetins daugiau, sekoskaitos duomenyse šias bakterijas taip pat 

turėtumėme aptikti dažniau. 

Naudodami PRAD (Azentos ataskaitoje DM1) ir MOL (Azentos ataskaitoje DM2) mėginius jie PGR 

būdu padaugino 16S rRNR genų variabilius regionus, atliko sekoskaitą Illumina MiSeq įrankiu, bei 

atliko bioinformatinę analizę. 
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Atlikus DM1 ir DM2 sekoskaitos duomenų bioinformatinę analizę, buvo išskirta 220 skirtingų OTU 

(Operational taxonomic unit, t. y. grupės, turiničios panašų 16S rDNR markerių rinkinį) ir palygino 

tiriamus mėginius tarpusavyje (1 lentelė). 

Iš Veno diagramos matome, kad didžioji dalis bakterijų abiejuose mėginiuose persidengia, t.y. 

sutampa (2 pav.), DM1 buvo aptikta 35, o DM2 – 40 unikalių OTU.  

 

2 pav. Veno diagrama vaizduojanti OTU pasiskirstymą DM1 ir DM2 grupėse. 

 

Analizė parodė, kad abiejuose mėginiuose absoliučiai dominavo Lactobacillus genties bakterijos: 

Lactobacillus brevis, Lactobacillus zeae bei dar didelė dalis laktobakterijų, kurių šiuo bioinformatinės 

analizės įrankiu nepavyko priskirti konkrečiai rūšiai (žr. 3 ir 4 pav.).  

Mėginiuose taip pat buvo aptikta ir Rhodobacter, Roseiflexus, Bacillus, Staphylococcus bei 

Acetobacter genčių atstovų. Lyginant su laktobacilomis, kitų bakterijų mėginiuose buvo ženkliai 

mažiau (aptikta 150000 laktobaciloms giminingų sekų, o kitų dažnesnių bakterijų maždaug 200-400). 

Visų šių išvardintų bakterijų genčių (kurių buvo aptikta ženklesni kiekiai) OTU panašus skaičius buvo 

aptiktas ir DM1, ir DM2. OTU10 atvejis išskirtinis – buvo stebimas ženklus Oenococcus oeni bakterijų 

kiekio sumažėjimas, ar net išnykimas, lyginant PRAD ir MOL mėginius tarpusavyje (žr. 3 pav. ). 

 

 



3 
 

 



4 
 

 



5 
 

 



6 
 

 

 



7 
 

 

1 lentelė. Bendra visų DM1 ir DM2 mėginiuose aptiktų OTU suvestinė 
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3 pav. TOP30 dažniausiai aptiktų genčių dažnių pasiskirstymas DM1 ir DM2 grupėse (tamsiai mėlyna 

dažniausia). 
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4 pav. TOP30 dažniausiai aptiktų eilių dažnių pasiskirstymas DM1 ir DM2 grupėse (tamsiai mėlyna 

dažniausia). 

 

MOL mėginys analogiškai buvo analizuojamas ir 18S rRNR atžvilgiu. Jame buvo aptikta 

Saccharomyces cerevisiae mielių. Kadangi PRAD mėginyje mielių neaptikome, tai greičiausiai jos į 

produktą pateko nuo daržovių paviršiaus (ar iš kitų priedų). 
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2 lentelė. Bendra visų DM3 mėginiuose aptiktų OTU suvestinė (čia pateiktas tik pirmas puslapis, 

kadangi kituose nebuvo reikšmingų duomenų) 
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Iš PRAD ir MOL mėginių išskirta suminė DNR buvo pagausinta PGR reakcija naudojant 16S rDNR 

komplementarius pradmenis, amplikono sekoskaita atlikta naudojant Nanopore technologiją, 

sekoskaitos duomenys buvo apdoroti EDGE bioinformatics įrankį.  

2 lentelėje pateikti pirmi 10 dažiausiai pasitaikę variantai. 1 – dažniausias, Žalia spalva pažymėti 

variantai, kurie abiejuose mėginiuose pateko į pirmą dešimtuką. 

 DM1/PRAD DM2/MOL 

1. Lentilactobacillus parabuchneri Lentilactobacillus hilgardii 

2. Oenococcus oeni Schleiferilactobacillus harbinensis 

3. Schleiferilactobacillus harbinensis Lacticaseibacillus paracasei 

4. Lentilactobacillus buchneri Lentilactobacillus parabuchneri 

5. Lentilactobacillus hilgardii Lacticaseibacillus zeae 

6. Lentilactobacillus kefiri Lentilactobacillus curieae 

7. Lentilactobacillus curieae Lactiplantibacillus plantarum 

8. Lacticaseibacillus paracasei Liquorilactobacillus nagelii 

9. Acetilactobacillus jinshanensis Lentilactobacillus buchneri 

10. Lactiplantibacillus plantarum Lacticaseibacillus rhamnosus 

3 lentelė 

Nanopore sekvenavimo duomenys patvirtina, kad užsakovo produkte dominuoja Lactobacillus 

genties bakterijos. Be to dar kartą stebime, kad Oenococcus oeni bakterijos fermentacijos metu 

išnyksta. Greičiausiai joms netinka fermentacijos sąlygos, arba jos yra “nukonkuruojamos” kitų 

sparčiau besidauginančių bakterijų.  

 


