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Raport z badania skutecznosci przeciwdrobnoustrojowej preparatu Eco-pH wobec
bakterii Escherichia coli

|. Informacje wstepne

Badanie przeprowadzono w dniach od 7.11 — 21.11.2023 z uzyciem szczepu referencyjnego
Escherichia coli ATCC25922 (fermentujacego laktoze). Do okreslania liczby zywych
komorek E. coli zastosowano podloze wybidrczo-roznicujagce MacConkey’a firmy
BioMaxima (Polska), zawierajacego w swym sktadzie substancje hamujgce wzrost
drobnoustrojow Gram-dodatnich (fiolet krystaliczny, sole kwaséw zotciowych) oraz czynnik
roznicujacy — cukier laktoze. Szczepy E. coli fermentujace laktoze po 24 h inkubacji tworzg
kolonie barwy czerwono — rézowej, srednicy 2-3 mm (ryc. 1).

Ryc. 1. Wzrost laktozododatnich kolonii Escherichia coli na podtozu MacConkey’a (posiew
0,1 ml badanego szczepu zawieszonego przez 24 h w plynie fizjologicznym).
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I1. Posiew preparatu Eco-pH na podloze MacConkey’a

Poniewaz preparat FGZ S stanowi mieszaning zywych komorek wielu gatunkéw bakterii, w
pierwszym etapie badania wykonano posiew tego preparatu (w rozcienczeniu 1:10 oraz
1:100) na podtoze MacConkey’a, ktore inkubowano nast¢pnie w temp. 30°C przez 48 godzin
w warunkach tlenowych. Po 24 godzinach inkubacji stwierdzono wzrost b. licznych drobnych
laktozoujemnych kolonii ($rednicy ponizej 0,5 mm, ryc. 2) oraz nielicznych kolonii 1,5-2 mm
$rednicy, rowniez laktozoujemnych. Nie stwierdzono wzrostu kolonii laktozododatnich.
Podloze MacConkey’a moglo by¢ wiec uzyte w dalszych etapach doswiadczenia, a
ewentualny wzrost kolonii laktozododatnich wyniktby wylacznie z obecnosci zywych
komorek bakterii Escherichia coli dodanych do preparatu Eco-pH.

Ryc. 2. Posiew ptynu Eco-pH na podlozu MacConkey’a (rozcienczenie 1:100, inkubacja
przez 24 h). Widoczny wzrost wylacznie drobnych, laktozoujemnych (bezbarwnych)
kolonii.

I11. Przygotowanie zawiesiny E. coli

Wyhodowane na podtozu tryptozowo-sojowym bakterie E. coli dodano do ptynu
fizjologicznego, uzyskujac zawiesing o gestosci 0,5 w skali McFarlanda. Nastgpnie, zawiesing
te rozcienczono 1:10.000 oraz 1:100.000 i z kazdego rozcienczenia przenoszono 0,1 ml na
ptytki Petriego z podtozem tryptozowo-sojowym w celu obliczenia liczby komoérek E. coli w
zawiesinie. Na podstawie liczby uzyskanych kolonii po inkubacji podtozy, wartos¢ ta zostata
oszacowana na 5,4 x 107/ml zawiesiny.
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IV. Ocena dzialania preparatu Eco-pH na E. coli

Przygotowang wczesniej zawiesing E. coli o gestosci 0,5 w skali McFarlanda mieszano z
nierozcienczonym preparatem Eco-pH w proporcji 1:1 (2ml zawiesiny E. coli + 2ml
preparatu) i pozostawiono w temp. pokojowej. Po 24 i 48 godzinach oraz po 5 dniach trwania
eksperymentu pobierano po 0,5 ml mieszaniny, rozcienczano w plynie fizjologicznym w
stosunku 1:10, 1:100 oraz 1:10.000 i wysiewano po 0,05 - 0,1 ml kazdego rozcienczenia na
podtoze MacConkey’a. Inkubacja podtozy odbywata si¢ w temp. 37°C przez 24 godziny. Na
kazdym etapie doswiadczenia okreslano liczbe zywych komorek E. coli poprzez obliczenie
liczby uzyskanych kolonii laktozododatnich. Dla wigkszej wiarygodnosci uzyskanych
wynikow, opisang w punktach III i IV procedur¢ przeprowadzono dwukrotnie.

W pierwszym badaniu, juz po 24 godzinach inkubacji zawiesiny E. coli z preparatem Eco-
pH, nie stwierdzono wzrostu tej bakterii z zadnego uzytego rozcienczenia (nawet 1:10). Nie
stwierdzono rowniez wzrostu E. coli po 48 godzinach i po 5 dniach inkubacji z ptynem Eco-
pH. Oznacza to inaktywacj¢ 100% komorek E. coli juz po 24 h.

W badaniu powtdrnym, po 24 godzinach inkubacji zawiesiny E. coli z preparatem Eco-pH,
nie stwierdzono wzrostu tej bakterii z rozcienczenia 1:10, natomiast wzrost 1 kolonii z
rozcienczenia 1:100 (ryc. 3). Opisana sytuacja moglaby wynika¢ albo z przypadkowego
przeniesienia 1 komorki E. coli podczas sporzadzania seryjnych rozcienczen, albo z faktu
hamowania kontaktowego wzrostu E. coli bezposrednio na podlozu przez wigksze stezenie
(tj.1:10) preparatu Eco-pH.

Ryc. 3. Podtoze MacConkey’a z naniesiong zawiesing bakterii Escherichia coli inkubowang z
ptynem Eco-pH przez 24 godziny (po stronie lewej rozcienczenie 1:100, po prawej —
1:10). Widoczne b. liczne kolonie laktozoujemne przy rozcienczeniu 1:10 oraz jedna
kolonia laktozododatnia (E. coli) przy rozcienczeniu 1:100.
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W badaniu powtdérnym, po 48 godzinach i po 5 dniach inkubacji zawiesiny E. coli z

preparatem Eco-pH, nie stwierdzono juz wzrostu tej bakterii z zadnego z uzytych
rozcienczen.

Przyjmujac nawet, ze obecno$¢ 1 kolonii przy rozcienczeniu 1:100 nie jest kwestig
przypadku, liczba komorek E. coli po 24-godzinnym dziataniu preparatu Eco-pH wynosita 2
x 103, co oznacza redukcje zywych komorek tej bakterii na poziomie 99,995%.

V. Whniosek koncowy

Preparat Eco-pH posiada b. silne dziatanie przeciwbakteryjne wobec Escherichia coli,
powodujac inaktywacje 99,995 — 100% komorek tej bakterii juz po 24 godzinach dziatania
oraz 100% komorek po 48 godzinach.
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