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Резюме 

Монографичният труд е структуриран в четири глави. Първата глава е посветена на състава на 

кърмата, и по-специално на съдържащите се в нея нутриенти (макро- и микронутриенти) и 

биоактивни вещества. Тя съдържа обща информация за кърмата, като първи източник на 

хранителни вещества за новородените, основна информация за функционирането на млечните 

жлези, етапите на лактация и секреторните пътиша и значението на кърмата и кърменето както за 

новородените бебета, така и за майката. Представена е научна информация за основните хранителни 

компонентии на кърмата, имащи пряко отношение към снабдяването на новородените с хранителни 

вещества и енергия, осигуряващи тяхното развитие и конкретната им роля в тези процеси, както и 

за биоактивните вещества и значението им за развитието и укрепването на имунната система на 

новородените. На фона на информацията за състава на кърмата, в тази глава са представени 

резултати от собствени изследвания, проведени в България сред представителен брой  донори на 

кърма. Представени са резултати от количествен анализ на съдържанието на основни комоненти от 

състава на българска кърма - средното съдържание на въглехидрати, лактоза, мазнини и протеини. 

Оценено е и енергийното съдържание. По-подробни анализи са направени върху мастнокиселинния 

профил на кърмата. Представена е информация за средното, максималното и минималното 

количество на основни мастни киселини (наситени, ненаситени и полиненаситени), като е направен 

опит резултатите да се свържат с диетата на донорите на кърмата. Установени са известни различия 

между съдържанието на наситени и ненаситени мастни киселини между кърмата от България и от 

други страни. Установено е, че в българската кърма количеството на ненаситените мастни киселини 

е по-високо. Представени са данни за средното, минималното и максималното съдържание на 13 

основни и18 незадължителни и токсични елементи в българската кърма. Анализът на получените 

резултати е съчетан с разглеждане на значението на всеки един от елементите за развитието на 

новородените. Специално внимание е обърнато на негативните ефекти, които биха се появили от 

установените за българската кърма завишени концентрации на някои от елементите, като кадмий, 

арсен и олово върху развитието на новородените. Обект на изследване са витамините А, Е и B2. 

Изследванията върху хормоните обхващат пролактин и прогестерон, като хормони имащи основно 

значение за кърменето. Глава 2 обхваща изследвания на микробиотата на кърмата и ролята ѝ за 

формирането на чревния микробиом на новородените. Направен е преглед на историята на 

изследванията върху микробиома на кърмата, методите, използвани за неговото изучаване. 

Собствените изследвания са проведени с тандемни проби майка-кърма / новородено-фецес, взети в 

1.Рашева, И. 2025. Микробиом и състава на кърмата. Изследвания проведени в България. 

Университетско издателство „Св. Климент Охридски“, София. ISBN: 978-954-07-6230-2 
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динамика за проследяване на настъпващи промени в микробиотата в хода на лактацията, както и за 

разкриване на връзка между майчината микробиота и тази на чревния тракт на техните новородени. 

Представени са резултати от прилагнето на културални и независещи от култивирането методи. 

Чрез ампликон базиран метагеномен анализ са изследвани бактериалната и гъбната компонента на 

микробиома на кърмата и фецеса на новородените. Оценено е алфа- и бета-разнообразието в 

изследваните проби, като са установени най-често срещащите се таксони на родово ниво. 

Анализирана е микробиотата на 96 индивидуални проби от кърма и фецес, принадлежащи към 

взетите тандемни проби в две точки от лактацията. Фокусът на изследванията с културални методи 

са млечнокиселите бактерии, по-специално лактобацили. Идентифицирани са 8 вида лактобацили, 

принадлежащи към 5 рода чрез MALD-TOF MS и 16S рРНК секвениране. Получените секвенции са 

депозирани в NCBI.  Установени са най-често изолираните видове, сред които е видът 

Lacticaseibacillus rhamnosus, чието вътревидово разнообразие е изследвано чрез  PCR-RAPD анализ. 

В хода на анализите са открити и други млечнокисели бактерии, като Enterococcus faecalis, 

Enterococcus faecium, както и стрепто- стафилококи. Доказано е присъствието в кърмата на три вида 

от род Bifidobacterium, както с културални, така и с молекулярни методи. На базата на 

изследванията е създадена колекция от щамове, изолирани от кърма и фецес, която е ценен ресурс 

за продължаващи изследвания. В Глава 3 са представени резултатите от изследванията на свойства, 

свързани с безопасността на идентифицираните млечнокисели бактерии – фенотипна и генотипна 

чувствителност към антибиотици, способност към синтеза на хидролитични ензми (ДНаза, 

желатиназа, проетиназа), хемолитична активност и присъствие на гени за вирулентни фактори. 

Фенотипната чувствителност към антибиотици е определена спрямо 15 антибиотика. Направен е 

задълбочен анализ на получените резултати и възможните рискове. Открити са щамове с 

мултирезистентен фенотип. При неголям брой от изследваните щамове са открити гени за 

резистетност към ампицилин, гентамицин, тетрациклин и ципрофлоксацин. Дискутирани са 

възможните причини за липсата на съответствие между фенотипната и генотипната резистетност. 

Сред лактобацилите, изолирани от изследваните проби не е установена синтезата на хидролитични 

ензими, свързани с патогенност, както и на гени, кодиращи вирулентни фактори, докато за 

включените в изследването ентерококи такива са установени. Идентифицирани са еднакви видове 

в двете точки от пробовземането както в кърма, така и във фецес от една и съща тандемна двойка, 

както и щамове с еднакъв фенотип на резистентност и наличие на фактори на вирулентност. 

Установеното е в подкрепа на теорията за наличие и функциониране на вертикален трансфер на 

микроорганизми от майката към детето чрез кърмата и за ролята на микробиотата на кърмата във 

формирането на тази на чревния тракт на новородените. В глава 4 са разгледани основните фактори, 

които оказват значение върху състава на кърмата и там където е възможно е направен опит за 

обяснение на някои от установените взаимовръзки между получените резултати и фактори, най-

вече свързани с хранителната диета на донорите на кърма. 

 

Abstract 

The monograph is structured in four chapters. The first chapter is dedicated to the composition of breast 

milk (BM), and in particular to the nutrients (macro- and micronutrients) and bioactive substances. It 

contains general information about BM as the first source of nutrients for newborns, basic information 

about the functioning of the mammary glands, the stages of lactation and the secretory pathways and the 

importance of BM and breastfeeding for both newborn babies and the mother. Scientific information is 

presented about the main nutritional components of BM, which are directly related to the supply of 

newborns with nutrients and energy, ensuring their development and their specific role in these processes, 

as well as about bioactive substances and their importance for the development and strengthening of the 

immune system of newborns. Against the background of information about the composition of BM, this 

chapter presents results of own research conducted in Bulgaria among a representative number of BM milk 

donors. Results of a quantitative analysis of the content of basic nutritional components of Bulgarian breast 

milk( BBM) are presented - the average content of carbohydrates, lactose, fat and protein.The energy 
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content is also assessed. More detailed analyses are made on the fatty acid profile of BM. Information on 

the average, maximum and minimum amount of essential fatty acids (saturated, unsaturated and 

polyunsaturated) is presented, and an attempt is made to link the results to the diet of the BM donors. Some 

differences between the content of saturated and unsaturated fatty acids between BBM and from other 

countries have been established. It has been established that in BBM the amount of unsaturated fatty acids 

is higher. Data are presented on the average, minimum and maximum content of 13 essential and 18 

optional and toxic elements in BBM. The analysis of the obtained results is combined with consideration 

of the importance of each of the elements for the development of newborns. Special attention is paid to the 

negative effects that would arise from the elevated concentrations of some of the elements, such as 

cadmium, arsenic and lead, found in BBM on the development of newborns. The object of study is vitamins 

A, E and B2. Studies on hormones cover prolactin and progesterone, as hormones of fundamental 

importance for breastfeeding. Chapter 2 covers studies of the microbiota of BM and its role in the formation 

of the intestinal microbiome of newborns. A review of the history of studies on the microbiome of BM and 

the methods used for its study is made. Оwn research are conducted with tandem mother-breast milk 

/newborn-feces samples, taken in dynamics to track changes in the microbiota during lactation, as well as 

to reveal a relationship between the maternal microbiota and that of the intestinal tract of their newborns. 

Results from the application of culture and culture-independent methods are presented. The bacterial and 

fungal components of the microbiome of breast milk and feces of newborns are studied using amplicon-

based metagenomic analysis. Alpha- and beta-diversity in the studied samples is assessed, and the most 

common taxa at the genus level are identified. The microbiota of 96 individual BM and feces samples 

belonging to the tandem samples taken at two points in lactation is analyzed. The focus of the studies with 

culture methods is lactic acid bacteria, in particular lactobacilli. Eight species of lactobacilli belonging to 

5 genera are identified by MALD-TOF MS and 16S rRNA sequencing. The resulting sequences have been 

deposited in NCBI. The most frequently isolated species are identified, among which is the species 

Lacticaseibacillus rhamnosus, whose intraspecific diversity was studied by PCR-RAPD analysis. During 

the analyses, other lactic acid bacteria are also found, such as Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, 

as well as strepto- and staphylococci. The presence of three species of the genus Bifidobacterium in BM is 

proven, both by cultural and molecular methods. Based on the studies, a collection of strains isolated from 

BM and feces is created as a valuable resource for ongoing research. Chapter 3 presents the results of 

studies of properties related to the safety of the identified lactic acid bacteria – phenotypic and genotypic 

susceptibility to antibiotics, ability to synthesize hydrolytic enzymes (DNase, gelatinase, proteinase), 

hemolytic activity and the presence of genes for virulence factors. Phenotypic susceptibility to antibiotics 

is determined to 15 antibiotics. A thorough analysis of the results obtained and possible risks is performed. 

Strains with a multi-resistant phenotype are found. In a small number of the studied strains, genes for 

resistance to ampicillin, gentamicin, tetracycline and ciprofloxacin are found. Possible reasons for the lack 

of correspondence between phenotypic and genotypic resistance are discussed. Among the lactobacilli 

isolated from the studied samples, the synthesis of hydrolytic enzymes associated with pathogenicity, as 

well as genes encoding virulence factors, is not established, in contrast to the enterococci included in the 

study. The same species are identified at both sampling points in both BM and feces from the same tandem 

pair samples, as well as strains with the same resistance phenotype and presence of virulence factors. The 

findings support the theory of the presence and functioning of vertical transfer of microorganisms from 

mother to baby through BM and the role of the BM microbiota in the formation of that of the intestinal 

tract of newborns. Chapter 4 discusses the main factors that influence the composition of BM and, where 

possible, attempts are made to explain some of the established relationships between the results obtained 

and factors, mainly related to the diet of BM donors.  
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I. ПУБЛИКАЦИИ В РЕФЕРИРАНИ СПИСАНИЯ И ИНДЕКСИРАНИ В СВЕТОВНОИЗВЕСТНИ БАЗИ ДАННИ 

С НАУЧНА ИНФОРМАЦИЯ 

(WEB OF SCIENCE И SCOPUS) 

 

 

 

 

 

Резюме 

Началната колонизация на стомашно-чревния тракт на новородените е от важно значение за 

тяхното здравословно състояние. С увеличаването на проучванията по отношение на формирането 

на чревния микробиом, се разкриват много фактори, които повлияват колонизацията, като генетика, 

начин на раждане, начин на хранене, прием на антибиотици и пробиотици и др. Целта на 

настоящото проучване бе задълбочено проучване на колебанията в нормалната и потенциално 

патогенната интестинална микрофлора у български новородени на възраст между 0 и 9 месеца, 

използвайки търговски кит за полимеразна верижна реакция (ПВР). Участие взеха новородени деца 

на възраст до девет месеца. Бяха използвани комерсиални китове за изолиране на тотална ДНК от 

фекланите проби и последваща ПВР в реално време. Бяха установени различия в микробната 

динамика в началните етапи от формирането на чревния микробиом, а така също и доминиращите 

за интестиналния тракт типове: Actinomycetota, Bacillota, Bacteroidota и Pseudomonadota. Сред тях 

бяха определени количествата на клинично значими видове като Clostridium difficile, Clostridium 

perfringens, Pseudomonas aeruginosa и представители на сем. Enterobacteriaceae. Беше установено и 

наличие на потенциално пробиотични видове като представители на сем. Lactobacillaceae и род 

Bifidobacterium. Беше наблюдавано формиране на трофични мрежи между различните видове. 

Развитието на интестиналания микробиом при новородените е деликатен процес, който зависи от 

редица фактори. Нарушения в микробния баланс могат да доведат до клинични случаи и 

дълготрайни последствия, които подчертават значението на анализа на интестиналната микробиота. 

 

Abstract 

The initial colonization of the infant's gastrointestinal tract is of paramount importance for their overall 

health, both early on and later in life. As intestinal microbiome assembly is increasingly researched, many 

factors that affect colonization are becoming evident, such as genetics, mode of delivery, feeding type, 

antibiotic, and probiotic intake, among others. The purpose of the current study was to obtain extensive 

information about the fluctuations of normal and potentially pathogenic gut microbiota of infants at the age 

of 0 to 9 months by implementing a commercially accessible PCR kit. Twenty healthy Bulgarian neonates, 

aged zero to nine months, participated in the study by providing stool samples. The dynamics of the fecal 

microbiota were determined by commercially available kits for total DNA isolation and real-time multiplex 

PCR. Differences in microbiota dynamics' were presented in the initial stages of gut colonization. The 

dominating phyla were Actinomycetota, Bacillota, Bacteroidota, and Pseudomonadota. Among them, 

clinically significant species, such as Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Pseudomonas 

aeruginosa, and representatives of the Enterobacteriaceae family, were detected in different quantities. 

The presence of potentially probiotic bacteria, such as lactobacilli and members of the genus 

Bifidobacterium, was analyzed. Moreover, trophic network formation between species was observed. An 

infant's intestinal microbiota assembly is a delicate process depending on a variety of factors. Initial 

microbial balance disruption may lead to clinical cases and lifelong consequences. This fact highlights the 

significance of intestinal microbiota analysis.  

1.Asenova, A., Ivanova, S., Miteva, V., Nedeva, T., Moncheva, P., Rasheva, I. 2025. Profiling of 

normal and potentially pathogenic gut microbiota of healthy Bulgarian infants. Acta Microbiologica 

Bulgarica,  ISSN: 02048809, 26033755. IF2023 =0.32; SJR2024= 0.154 (Q4) 

 

 



гл. ас. д-р Илияна Кирилова Рашева                               РЕЗЮМЕТА НА НАУЧНИТЕ ТРУДОВЕ 
Катедра “Обща и промишлена микробиология” 

Биологически факултет, СУ “Св. Кл. Охридски” 

 

5 
 

 
 

 

 

 

 

 

Резюме 

Целта на това проучване са петдесет щама от седем вида млечнокисели бактерии (LAB) (L. 

paracasei, L. casei, L. rhamnosus, L. plantarum, L. fermentum, L. delbrueckii subsp. bulgaricus и L. 

koreensis), изолирани предварително от различни биотопи (човешко мляко, изпражнения на 

новородени и ферментирали зеленчуци). Като част от техния пробиотичен потенциал е оценена 

способността им за адхезия, образуване на биофилм/анти-биофилм, автоагрегация и коагрегация с 

различни патогенни видове. Въз основа на способността им да образуват биофилм, щамовете са 

групирани като слабо (34%), умерено (33%) и силно (33%) образуващи биофилм бактерии (BFB). L. 

fermentum 18V показа най-силна способност за образуване на биофилм и 70% анти-биофилм 

активност срещу P. aeruginosa. Способността за автоагрегация на LAB варира от 12% до 68%. Най-

висока автоагрегация (85%) е установена за L. fermentum 12V и L. casei 8V (78%). Най-добра 

способност за коагрегация с всички тествани патогенни видове е демонстрирана от L. casei 8V. Най-

висок процент (85%) на коагрегация е определен за щам 29V на L. paracasei с L. innocua. Гените, 

участващи в механизмите на свързване (ef-Tu, eno, gap, groEl и srtA), показват 100% присъствие във 

всички тествани щамове. Високата способност за прилепване към муцин е установена за L. koreensis 

35V (1,9 x 106 CFU mL-1). Степента на адхезия варира както между отделните видове, така и между 

щамове, принадлежащи към един и същи вид. Получените резултати показват, че LAB притежават 

щамово- и видово-специфични пробиотични свойства с потенциални приложения в хранително-

вкусовата промишленост. 

 

Abstract 

The objective of this study were fifty strains of seven lactic acid bacteria (LAB) species (L. paracasei, L. 

casei, L. rhamnosus, L. plantarum, L. fermentum, L. delbrueckii subsp. bulgaricus and L. koreensis), 

previously isolated from various biotopes (human breast milk, newborn feces, and fermented vegetables). 

As part of their probiotic potential, their ability for adhesion, biofilm / anti-biofilm formation, auto-

aggregation and co-aggregation with different pathogenic species were evaluated. Based on their capacity 

to form biofilm, strains were grouped as poor (34 %), moderate (33 %), and strong (33 %) biofilm forming 

bacteria (BFB). L. fermentum 18V, showed the strongest biofilm formation ability and 70 % anti-biofilm 

activity against P. aeruginosa. The auto-aggregation capability of LAB ranged from 12 % to 68 %. The 

highest auto-aggregation (85 %) was established for L. fermentum 12V and L. casei 8V (78 %). The best 

co-aggregation ability with all tested pathogenic species was demonstrate by L. casei 8V. The highest 

percentage (85 %) of co-aggregation was determined for L. paracasei strain 29V with L. innocua. The 

housekeeping genes (ef-Tu, eno, gap, groEl, and srtA) involved in binding mechanisms shown 100 % 

presence in all of the tested strains. The great ability to adhere to mucin was determined for L. koreensis 

35V (1. 9 x 106 CFU mL-1). The degree of adhesion varies both between individual species and between 

strains belonging to the same species. The obtained results showed that the LAB possess strain- and species-

specifically probiotic properties with potential applications in the food industry.  

 

 

2.Marinova-Yordanova, V., Kizheva, Y., Rasheva, I., Hristova, P. 2025. Evaluation of adhesive and 

aggregation properties of lactic acid bacteria isolated from different biotopes. Journal of Chemical 

Technology and Metallurgy, 60,  ISSN:13147471, 13147978.  
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Резюме 

През последните няколко десетилетия основният фокус на многобройни проучвания беше върху 

микробиотата на кърмата и нейното влияние върху чревната микробиота на бебето и цялостното 

здраве. Наличието на млечнокисели бактерии в кърмата влияе както върху количествения, така и 

върху качествения състав на чревната микробиота на новороденото. Целта на това изследване е да 

се оценят най-често откриваните култивируеми пръчковидни млечнокисели бактерии, специфични 

за майчиното мляко на здрави български жени и фекални проби на техните бебета през първия 

месец от живота, в 14 тандемни двойки майка-бебе. Освен това, ние оценихме разнообразието от 

щамове сред най-често изолираните видове. Общо 68 Грам-положителни и каталаза-отрицателни 

щама бяха подложени на идентифициране с помощта на техниката MALDI-TOF. Преобладаващи 

култивируеми популации, принадлежащи към пръчковидните млечнокисели бактерии, са 

идентифицирани като Lacticaseibacillus rhamnosus, Limosilactobacillus fermentum, Lacticaseibacillus 

paracasei и Limosilactobacillus reuteri. Също така потвърдихме наличието на Lactiplantibacillus 

plantarum и Lactobacillus gasseri. 26 представителни изолати бяха избрани и анализирани чрез 16S 

rRNA секвениране за потвърждаване на тяхната идентичност и беше конструирано филогенетично 

дърво на базата на 16S rRNA генна последователност. Сравнителният анализ с четири RAPD 

праймери разкрива генетични разлики между новоизолирани щамове на преобладаващия вид L. 

rhamnosus. Това пилотно проучване предоставя за  първи път данни върху изследването на 

характерните култивируеми лактобацили, изолирани от човешка кърма и изпражнения на 

кърмачета в България. 

 

Abstract 

During the last few decades, the main focus of numerous studies has been on the human breast milk 

microbiota and its influence on the infant intestinal microbiota and overall health. The presence of lactic 

acid bacteria in breast milk affects both the quantitative and qualitative composition of the infant gut 

microbiota. The aim of this study was to assess the most frequently detected cultivable rod-shaped 

lactobacilli, specific for breast milk of healthy Bulgarian women and fecal samples of their infants over the 

first month of life, in 14 mother–infant tandem pairs. Additionally, we evaluated the strain diversity among 

the most common isolated species. A total of 68 Gram-positive and catalase-negative strains were subjected 

to identification using the MALDI-TOF technique. Predominant cultivable populations belonging to the 

rod-shaped lactic acid bacteria have been identified as Lacticaseibacillus rhamnosus, Limosilactobacillus 

fermentum, Lacticaseibacillus paracasei, and Limosilactobacillus reuteri. Also, we confirmed the presence 

of Lactiplantibacillus plantarum and Lactobacillus gasseri. Up to 26 isolates were selected as 

representatives and analyzed by 16S rRNA sequencing for strain identity confirmation and a phylogenetic 

tree based on 16S rRNA gene sequence was constructed. Comparative analysis by four RAPD primers 

revealed genetic differences between newly isolated predominant L. rhamnosus strains. This pilot study 

provides data for the current first report concerning the investigation of the characteristic cultivable 

lactobacilli isolated from human breast milk and infant feces in Bulgaria. 

 

 

3.Asenova, A., Hristova, H., Ivanova, S., Miteva, V., Zhivkov, I., Stefanova, K., Moncheva, P., Nedeva, 

T., Urshev, Z., Marinova-Yordanova, V., Georgieva, T., Tzenova, M., Rissinova, M., Borisova, T., 

Donchev, D., Hristova, P., Rasheva, I. 2024. Identification and Characterization of Human Breast Milk 

and Infant Fecal Cultivable Lactobacilli Isolated in Bulgaria: A Pilot Study. Microorganisms, 

12(9):1839. doi: 10.3390/ 
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Резюме 

Традиционните български ферментирани храни се отличават с уникалността на местните съставки, 

методите на производство и ендемичните микробни видове. Настоящото изследване изследва 

разнообразието и полезния биологичен потенциал на млечнокисели бактерии (МКБ), изолирани от 

различни видове уникални български ферментирани храни. Идентификацията на видовете е 

извършена чрез 16S rDNA секвениране. Биологичната активност е оценена чрез определяне на 

антибактериалната активност (по метода на дифузияв агар, чрез използване на ямки), 

производството на H2O2, спектрофотометрично определена авто- и ко-агрегация, микробна адхезия 

към въглеводород и образуване на биофилм. Биобезопасността на изолираните млечнокисели 

бактерии е установена въз основа на хемолитична активност и фенотипна и генотипна 

чувствителност към антибиотици. Четиридесет и пет щама са изолирани от ферментирани храни 

(кисело зеле, ферментирани зелени домати, ферментирани краставици, кефир, бяло сирене и 

извара). Открити са пет вида МКБ: Lactiplantibacillus plantarum, Levilactobacillus koreensis, 

Levilactobacillus brevis, Lactobacillus helveticus и Levilactobacillus yonginensis. Най-значителни е 

представен видът е L. plantarum - 47%. За първи път в това изследване се съобщава за L. koreensis и 

L. yonginensis, изолирани от уникални български ферментирани храни. Оценен е антибактериалният 

ефект на безклетъчните супернатанти. Наблюдава се антагонистичен ефект срещу Escherichia coli 

(57%) и Salmonella enterica subsp. enterica серотип Enteritidis (19%) за няколко щама L. plantarum. 

Само един щам L. brevis (кисело зеле, S15) показа активност срещу E. coli. Най-добрата способност 

за автоагрегиране на 4-ия час се наблюдава за L. koreensis (ферментирани краставици, FC4) (48%) и 

L. brevis S2 (44%). Най-високият процент на коагрегация с Candida albicans, на час 4 в 

експериментите, се наблюдава за щамове L. koreensis (ферментиран зелен домат, FGT1) (70%), L. 

plantarum щамове S2 (54%), S13 (51 %) и S6 (50%), докато на 24-ия час за щамове L. koreensis FGT1 

(95%), L. brevis (кефир, K7) (89%), L. plantarum S2 (72%) и L. koreensis FC2 (70%). Седем от 

изолираните щамове МКБ показват хидрофобност над 40%. Нашите резултати показаха, че 

способността за образуване на биофилм е щамовозависима. Не е открита хемолитична активност. 

Фенотипно и генотипно е изследвана антибиотичната резистентност към 10 антибиотика от 

различни групи. Не са наблюдавани продукти на амплификация в нито един щам, което 

потвърждава, че изолатите не носят гени за резистентност към антибиотици. 

 

Abstract 

Traditional Bulgarian fermented foods are prominent for their uniqueness of local ingredients, production 

methods, and endemic microbial species. The present research investigated the diversity and beneficial 

biological potential of lactic acid bacteria (LAB) isolated from various types of unique Bulgarian fermented 

foods. Species identification was performed via 16S rDNA sequencing. Biological activity was evaluated 

by determining antibacterial activity (via agar well diffusion assay), H2O2 production, 

spectrophotometrically determined auto- and co-aggregation, microbial adhesion to hydrocarbon, and 

biofilm formation. The biosafety of the isolated lactic acid bacteria was established based on hemolytic 

activity and phenotypic and genotypic antibiotic susceptibility. Forty-five strains were isolated from 

fermented foods (sauerkraut, fermented green tomatoes, fermented cucumbers, kefir, white cheese, and 

Izvara (curdled milk)). Five species were detected: Lactiplantibacillus plantarum, Levilactobacillus 

koreensis, Levilactobacillus brevis, Lactobacillus helveticus, and Levilactobacillus yonginensis. The most 

4.Marinova-Yordanova, V.Y., Kizheva, Y.K., Rasheva, I.K., Hristova, P.K. 2024. Traditional Bulgarian 

Fermented Foods as a Source of Beneficial Lactic Acid Bacteria. Frontiers in Bioscience (Elite Ed), 

16(1):7. ISSN:19450494, 19450508. doi: 10.31083/j.fbe1601007.    
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prominent species was L. plantarum, at 47%. For the first time, L. koreensis and L. yonginensis, isolated 

from unique Bulgarian fermented foods, are reported in this study. The antibacterial effect of the cell-free 

supernatants was evaluated. An antagonistic effect was observed against Escherichia coli (57%) 

and Salmonella enterica subsp. enterica serotype Enteritidis (19%) for several L. plantarum strains. Only 

one L. brevis (Sauerkraut, S15) strain showed activity against E. coli. The best autoaggregation ability at 

hour 4 was observed for L. koreensis (fermented cucumbers, FC4) (48%) and L. brevis S2 (44%). The 

highest percentage of co-aggregation with Candida albicans, at hour 4 in the experiments, was observed 

for strains L. koreensis (fermented green tomato, FGT1) (70%), L. plantarum strains S2 (54%), S13 (51%), 

and S6 (50%), while at hour 24 for strains L. koreensis FGT1 (95%), L. brevis (Kefir, K7) (89%), L. 

plantarum S2 (72%), and L. koreensis FC2 (70%). Seven of the isolated LAB strains showed 

hydrophobicity above 40%. Our results showed that the ability of biofilm formation is strain-dependent. 

No hemolytic activity was detected. The antibiotic resistance to 10 antibiotics from different groups was 

tested phenotypically and genotypically. No amplification products were observed in any strains, 

confirming that the isolates did not carry antibiotic-resistance genes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Резюме 

Ниското pH се счита за защитен механизъм на организма срещу инфекции, като осигурява 

неблагоприятни условия за техните причинители. През миналия век по целия свят е извършен 

анализ на pH на изпражненията на новородени и е наблюдавана обезпокоителна тенденция поради 

индустриализацията и промяната в начина на живот на майките и техните бебета. Предвид липсата 

на подобна информация в България, ние си поставихме за цел да анализираме стойностите на рН на 

само кърмени и смесено хранени бебета и връзката им с количеството на откритите млечнокисели 

бактерии, техните таксони и съответните метаболитни характеристики. Бяха събрани общо 

петнадесет фекални проби от новородени на възраст от 0 до 6 месеца. Стойностите на pH и 

присъствието на семейство Lactobacillaceae, заедно със значими представители на рода 

Bifidobacterium бяха измерени и оценени чрез използване на мултиплексна полуколичествена PCR. 

Разгледана е събраната информация за приема и храненето на кърмачетата. Изключително 

кърмените новородени показват най-ниски стойности на pH и най-високо съдържание на 

бифидобактерии в сравнение със смесено хранените. Средната стойност на pH е около 5.1, което 

ние тълкуваме като относително ниско в сравнение с данните в литературата. Не се наблюдава 

връзка между пробиотичната добавка и съответните проби от изпражнения. Тези резултати 

предполагат, че кърменето играе основна роля в проявяването на здравето на червата, като 

предизвиква растежа на полезните бактерии и развитието на имунитета. Необходими са повече 

участници и допълнителни анализи. 

 

  

5.Asenova, A., Hristova, H., Nedeva T., Hristova, P., IvelinaZhivkova, I., Rasheva, I. 2024. The role 

of Lactic Acid Bacteria Microbiota in Determiningthe pH Value of Newborn Faeces. IOP Conf. Series: 

Earth and Environmental Science, 1305: 012015. IOP Publishing ISSN: 17551307, 17551315 

doi:10.1088/1755-1315/1305/1/012015.  
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Abstract 

The low pH is considered a protective mechanism of the body against infections by providing unfavourable 

conditions for their causers. Analysis of fecal pH of newborns have been performed around the world 

during the last century, and a disturbing tendency has been surveilled due to industrialization and lifestyle 

change of mothers and their babies. Considering the lack of information of that kind in Bulgaria, we aimed 

at analysing the pH values of solely breastfed and mix-fed infants, and its relation to the quantity of the 

found lactic acid bacteria, their taxa and respective metabolic characteristics. A total of fifteen faecal 

samples were collected from neonates aged 0 to 6 months. The pH values and presence of 

the Lactobacillaceae family, along with significant representatives of the genus Bifidobacterium were 

measured and evaluated by using multiplex semi-quantitative PCR. The gathered information about infants' 

supplementation intake and feeding was considered. The solely breastfed neonates showed the lowest pH 

values, and the highest bifidobacterial content in comparison to the mixed-fed. The average pH value is 

around 5.1, which we interpret as relatively low, compared to the data in the literature. No relation was 

observed between the probiotic supplementation and the respective stool samples. These results suggest 

that breastfeeding plays the main role in manifesting gut health, inducing the growth of beneficial bacteria 

and immunity development. More participants and additional analyses are needed. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Резюме 

Сух екстракт от роза (DRE), получен промишлено чрез екстракция с воден етанол от цветове на R. 

damascena и неговата обогатена с фенол фракция, получена чрез повторна екстракция с етил ацетат 

(EAE), бяха обект на това изследване. 1H NMR на DRE позволи идентифицирането и 

количественото определяне на фруктоза и глюкоза, докато комбинираното използване на HPLC-

DAD-ESIMS и HPLC-HRMS показа наличието на 14 кемпферол гликозида, 12 кверцетин гликозида, 

4 фенолни киселини и техните естери, 4 галоил гликозида , 7 елагитанини и хининова киселина. В 

допълнение, структурите на 13 от флавоноидните гликозиди бяха допълнително потвърдени от 

ЯМР. Установено е, че EAE е по-богат на TPC и TFC и показва по-добра антиоксидантна активност 

(DPPH, ABTS и FRAP) в сравнение с DRE. И двата екстракта показват значителна активност срещу 

Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus и S. epidermidis, но не показват активност срещу 

Candida albicans. Тестовете за токсичност върху фибробласти от нормална човешка кожа разкриха 

ниска токсичност и за двата екстракта с по-силни ефекти, наблюдавани след 24 часа от лечението, 

които бяха компенсирани през следващите два дни. Клетките на човешкия хепатокарцином (HepG2) 

показват противоположен отговор след лечение с концентрация над 350 µg/mL за EAE и 500 µg/mL 

за DRE, показвайки повишена токсичност след третия ден от лечението. По-ниските концентрации 

са нетоксични и не повлияват значително параметрите на клетъчния цикъл на нито една от 

клетъчните линии. 

 

Abstract 

Dry rose extract (DRE) obtained industrially by aqueous ethanol extraction from R. damascena flowers 

and its phenolic-enriched fraction, obtained by re-extraction with ethyl acetate (EAE) were the subject of 

this study. 1H NMR of DRE allowed the identification and quantitation of fructose and glucose, while the 

combined use of HPLC-DAD-ESIMS and HPLC-HRMS showed the presence of 14 kaempferol 

6.Trendafilova, A., Staleva P., Petkova Zh., Ivanova V., Evstatieva Y., Nikolova D., Rasheva  I., 

Atanasov N., Topouzova-Hristova T.,Veleva R.,Veselina Moskova-Doumanova V., Dimitrov V., Simova 

S. 2023. Phytochemical Profile, Antioxidant Potential, Antimicrobial Activity, and Cytotoxicity of Dry 

Extract from Rosa damascena Mill. Molecules, 28(22):7666. ISSN:14203049. 

https://doi.org/10.3390/molecules28227666.  
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glycosides, 12 quercetin glycosides, 4 phenolic acids and their esters, 4 galloyl glycosides, 7 ellagitannins, 

and quinic acid. In addition, the structures of 13 of the flavonoid glycosides were further confirmed by 

NMR. EAE was found to be richer in TPC and TFC and showed better antioxidant activity (DPPH, ABTS, 

and FRAP) compared to DRE. Both extracts displayed significant activity against Propionibacterium 

acnes, Staphylococcus aureus, and S. epidermidis, but showed no activity against Candida 

albicans. Toxicity tests on normal human skin fibroblasts revealed low toxicity for both extracts with 

stronger effects observed at 24 hours of treatment that were compensated for over the following two days. 

Human hepatocarcinoma (HepG2) cells exhibited an opposite response after treatment with a concentration 

above 350 µg/mL for EAE and 500 µg/mL for DRE, showing increased toxicity after the third day of 

treatment. Lower concentrations were non-toxic and did not significantly affect the cell cycle parameters 

of either of the cell lines. 

 

 

 

 

 

 

 

Резюме 

Способността на някои човешки патогени да се адаптират към растенията, без да загубят 

вирулентността си спрямо хората, днес е основен проблем. Целта на настоящата работа беше 

изследване на наличието на кръстосани патогенни бактерии в заразени растения от домати и пипер. 

Обект на изследване са 21 проби от седем различни части на растенията и три от ризосферата на 

домати. Бяха изолирани общо 26 щама, идентифицирани чрез MALDI-TOF и фенотипно 

характеризирани. PCR амплификацията на гена rpoB беше приложена като подход за бързо 

откриване на кръстосани патогени в растителни проби. Беше разкрито голямо бактериално 

разнообразие от проби от домати, тъй като бяха идентифицирани девет вида (Leclercia 

adecarboxylata, Pseudesherichia vulneris, Enterobacter cancerogenus, Enterobacter cloacae, 

Enterobacter bugandensis, Acinetobacter calcoaceticus, Pantoea agglomerans, Pantoea ananatis и 

Pectobacterium carotovorum). Полимикробни замърсявания са наблюдавани в проби Т2 (цвят от 

домат) и Т10 (плод от домат). Пет вида са идентифицирани от проби от пипер (P. agglomerans, L. 

adecarboxylata, Pseudomonas sp., Pseudomonas putida и Enterococcus sp.). Антибиотична 

резистентност беше определени в съответствие с препоръките на EFSA. Всички изолати показват 

различна резистентност към тестваните антибиотици. Генетичната основа за фенотипната 

антибиотична резистентност не е разкрита. Сред популацията не са открити гени за факторите на 

вирулентност. Доколкото ни е известно, това е първото цялостно изследване на кръстосани 

патогенни бактериални популации на домати и пипер в България. 

 

Abstract 

The ability of certain human pathogens to adapt to plants without losing their virulence toward people is a 

major concern today. Thus, the aim of the present work was the investigation of the presence of cross-over 

pathogenic bacteria in infected tomato and pepper plants. The objects of the study were 21 samples from 

seven different parts of the plants and three from tomato rhizosphere. In total, 26 strains were isolated, 

identified by MALDI-TOF, and phenotypically characterized. The PCR amplification of the rpoB gene 

was applied as an approach for the rapid detection of cross-over pathogens in plant samples. A great 

bacterial diversity was revealed from tomato samples as nine species were identified (Leclercia 

adecarboxylata, Pseudesherichia vulneris, Enterobacter cancerogenus, Enterobacter 

cloacae, Enterobacter bugandensis, Acinetobacter calcoaceticus, Pantoea agglomerans, Pantoea 

7.Kizheva, Y., Georgiev, G., Donchev, D., Dimitrova, M., Pandova, M., Rasheva, I., Hristova, P. 2022. 

Cross-Over Pathogenic Bacteria Detected in Infected Tomatoes (Solanum lycopersicum L.) and Peppers 

(Capsicum annuum L.) in Bulgaria. Pathogens, 11(12):1507. ISSN: 20760817.doi: 

10.3390/pathogens11121507.   

IF2022 = 3.7; SJR2022  = 0.807 (Q2) 
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ananatis, and Pectobacterium carotovorum). Polymicrobial contaminations were observed in samples T2 

(tomato flower) and T10 (tomato fruit). Five species were identified from pepper samples (P. 

agglomerans, L. adecarboxylata, Pseudomonas sp., Pseudomonas putida, and Enterococcus sp.). 

Antibiotic resistance patterns were assigned in accordance with EFSA recommendations. All isolates 

showed varying resistance to the tested antibiotics. The genetic basis for the phenotypic antibiotic resistance 

was not revealed. No genes for the virulence factors were found among the population. To our knowledge, 

this is the first overall investigation of tomato and pepper cross-over pathogenic bacterial populations in 

Bulgaria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Резюме 

Днес хората се фокусират върху здравословния начин на живот. Добре известно е, че пробиотиците 

имат редица полезни ефекти върху здравето на хората. Те играят важна роля в защитата на 

гостоприемника срещу вредни микроорганизми, намаляват метаболитните нарушения и поддържат 

имунните функции. В настоящото проучване изследвахме 26 пробиотични продукта: 16 налични в 

търговската мрежа и 10 от местен производител. Нито един от търговските продукти не съдържа 

всички етикетирани млечнокисели бактерии (МКБ), а някои от тях съдържат неприемливи 

микроорганизми. От 890 изолирани щама само 420 отговарят на критериите за МКБ. Деветдесет и 

седем щама са изследвани чрез фенотипни и генотипни методи. 16S–23S rDNA амплификация беше 

извършена за всички изолати с предполагаема принадлежност към МКБ. Петдесет и седем 

пръчковидни бактерии са отнасени към род Lactobacillus и 16 коковидни бактерии към род Weissela. 

Двуетапна мултиплексна PCR идентифицира пръчковидните щамове като принадлежащи към 

четири вида: Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (три щама), Lactobacillus acidophilus (четири 

щама), Lactobacillus casei (три щама), Lactobacillus rhamnosus (два щама), Lactobacillus reuteri 

(четири щама) и Lactobacillus plantarum (един щам). Изследвана е транзитната толерантност на 

изолираните бактерии към in vitro симулиран стомашен сок (рН 2). Само четири щама оцеляха след 

90 минутна инкубация. Беше изследвана антимикробната активност на нативните супернатанти на 

изолатите и 10 от тях показаха слаба активност срещу три патогенни бактерии. Нашите резултати 

показват, че само прясно произведени продукти притежават очаквания брой жизнеспособни клетки. 

Данните разкриват, че един от най-честите проблеми е по-ниската концентрация на жизнеспособни 

клетки, погрешната идентификация и наличието на нежелана микрофлора. 

 

Abstract 

Today people focus on healthy lifestyle. It is well known that probiotics have a number of beneficial health 

effects in humans. They play an important role in protecting the host against harmful microorganisms, 

reduce metabolic disorders and support immune functions. In the present study, we investigated 26 

probiotic products: 16 commercially available ones and 10 from a local manufacturer. None of the 

commercial products contained all labelled LAB and some of them contained unacceptable 

microorganisms. Of 890 isolated strains only 420 met the criteria for LAB. Ninety-seven strains were 

investigated by phenotypic and genotypic methods. 16S–23S rDNA amplification was performed for all 

putative LAB isolates. Fifty-seven rod-shaped bacteria referred to genus Lactobacillus and 16 coccus 

bacteria, to genus Weissela. Two-step multiplex PCR identified the rod-shaped strains to belong to four 

8.Marinova, V.Y., Rasheva, I. K., Kizheva, K.Y., Dermenzhieva, Y.D., Hristova, P. K. 2019. 

Microbiological quality of probiotic dietary supplements. Biotechnology & Biotechnological 

Equipment, 33(1): 834–841. ISSN: 1310-2818 (Print) 1314- 

3530.https://doi.org/10.1080/13102818.2019.1621208.   

IF2019-2020 = 1.186; SJR2019 = 0.376 (Q3) 
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species: Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (three strains), Lactobacillus acidophilus (four 

strains), Lactobacillus casei (three strains), Lactobacillus rhamnosus (two strains), Lactobacillus 

reuteri (four strains) and Lactobacillus plantarum (one strain). The transit tolerance of the isolated bacteria 

to in vitro simulated gastric juice (pH 2) was examined. Only four strains survived after 90 min of 

incubation. The antimicrobial activity of the native supernatants of the isolates was tested and 10 of them 

showed slight activity against three pathogenic bacteria. Our results demonstrated that only freshly 

produced products possessed the expected number of viable cells. The data revealed that one of the most 

common problems is the lower concentration of viable cells, misidentification and the presence of 

undesired microflora. 

 

 

 

 

 

 

Резюме 

Нарастващата резистентност към антибиотици сред патогенните бактерии е предизвикателство, 

което стимулира разработването на нови антибактериални вещества. Морските обитатели са 

отлични източници на антимикробни протеини и се считат за обещаващи кандидати за лечение на 

микробни инфекции. В настоящото изследване получихме хемоцианин от Eriphia verrucosa и 

проучихме потенциала му да потиска растежа на някои патогенни бактерии и дрожди. 

Предполагаемите антибактериални молекули бяха изолирани от хемолимфата чрез хроматография, 

подходяща за производство на нативен хемоцианин (EvH) и неговите пет структурни единици (SU). 

Резултатите показват, че EvH няма антимикробна активност за разлика от своите гликозилирани 

SU. Всички хемоцианинови SU показват различна антибактериална активност в зависимост от 

тяхната степен на гликозилиране. Най-силната антимикробна активност на структурна единица SU1 

(с най-високо съдържание на въглехидрати) е срещу Escherichia coli и Bacillus subtilis. Най-малко 

гликозилираните структурни единици SU3 и SU4 показват най-ниска антимикробна активност 

срещу всички щамове. Фракцията SU1 има потенциал да се прилага като заместител на някои често 

използвани антибиотици. Беше демонстрирано, че степента на гликозилиране на хемоцианин играе 

важна роля за неговите функционални антибактериални свойства. 

 

Abstract 

The increasing antibiotic resistance among pathogenic bacteria is a challenge that drives the development 

of new antibacterial substances. Marine inhabitants are excellent sources of antimicrobial proteins and 

considered as promising candidates for the treatment of microbial infections. In the present study, we 

obtained haemocyanin from Eriphia verrucosa and studied its potential to suppress the growth of some 

pathogenic bacteria and yeasts. The putative antibacterial molecules were isolated from the haemolymph 

by chromatography appropriate for producing the native haemocyanin (EvH) and its five structural units 

(SUs). The results showed that EvH had no antimicrobial activity unlike its glycosylated SUs. All 

haemocyanin SUs exhibited differential antibacterial activity depending on their grade of glycosylation. 

The strongest antimicrobial activity of SU1 (with highest carbohydrate content) was against Escherichia 

coli and Bacillus subtilis. The least glycosylated SU3 and SU4 exhibited the lowest antimicrobial activity 

against all strains. The fraction SU1 has the potential to be applied as a substitute for some commonly used 

antibiotics. It was demonstrated that the grade of haemocyanin glycosylation plays an important role in its 

functional antibacterial properties. 

  

9.Kizheva, Y. K., Rasheva, I. K., Petrova, M.N., Milosheva-Ivanova, A.V.,Velkova, L., Dolashka, P.A., 

Dolashki, A.K., Hristova, P. K. 2019. Antibacterial activity of crab haemocyanin against clinical 

pathogens. Biotechnology and Biotechnological Equipment, 33(1): 873–880. ISSN: 1310-2818 (Print) 

1314-3530. https://doi.org/10.1080/13102818.2019.1626283.  
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Резюме 

Пулсовата гел-електрофореза (PFGE) е силно дискриминиращ метод за молекулярно типизиране, 

който се използва за епидемиологични изследвания и изследване на огнища, причинени от различни 

патогени, включително фитопатогенни видове от род Xanthomonas. Бактериалното струпясване 

(bacterial spot – BS) e най-разпространената и една от най-разрушителните болести по доматите и 

пипера в България. Известно е, че няколко вида на род Xanthomonas причиняват BS, но глобалното 

разпространение и генетичното разнообразие на тези видове не са добре проучени. Колекция от 100 

щама, причиняващи BS, изолирани през периода 1985-2012 г. от различни сортове домати и 

плевели, свързани с райони за производство на домати от 11 географски региона в България, бяха 

скринирани за генетично разнообразие чрез рестрикционен анализ на геномна ДНК с редко-режещи 

ендонуклеази (XbaI и SpeI), впоследствие разделени чрез PFGE. Открити са два хаплотипа за 

Xanthomonas vesicatoria и един хаплотип за щамовете на вида Xanthomonas gardneri. 

 

Abstract 

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) is a highly discriminative molecular typing method that is used for 

epidemiological studies and investigation of outbreaks caused by different pathogens, including 

phytopathogenic Xanthomonas species. Bacterial spot (BS) is the most common and one of the most 

destructive diseases of tomato and pepper plants in Bulgaria. Several Xanthomonas species are known to 

cause BS, but the global distribution and genetic diversity of these species are not well understood. A 

collection of 100 BS-causing strains, isolated during the period of 1985-2012 from different tomato 

cultivars and weeds associated with tomato production areas from 11 geographic regions in Bulgaria, were 

screened for genetic diversity by genomic DNA restriction with rare-cutting endonucleases (XbaI and SpeI) 

subsequently resolved by PFGE. Two haplotypes for Xanthomonas vesicatoria and one haplotype for 

Xanthomonas gardneri strains were found. 

 

 

 
 

 

 
 

Резюме 

Целта на това изследване е генетичното характеризиране на български щамове Erwinia amylovora 

чрез пулсова гел-електрофореза (PFGE). Петдесет щама E. amylovora изолирани от различни 

гостоприемници, места, както и през различни години са анализирани чрез пулсова гел-

електрофореза след рестрикция на тяхната геномна ДНК с ензимите XbaI, SpeI и XhoI. Щамовете се 

разпределят в четири групи съобразно техния профил, формиран след рестрикция с ензима XbaI. 

Около 82% от щамовете притежават PFGE- профил, идентичен с известния профил, означен тип 

Pt2. Три от щамовете притежават профил, характерен за щамовете, разпространени в централна 

Европа - Pt1 тип. Ние съобщаваме два нови PFGE профили, които не са докладвани досега – един 

10.Kizheva, Y., Urshev, Z., Rasheva, I., Vancheva, T., Hristova, P., Bogatzevska, N., Moncheva, P. 

2018. PFGE: a tool for examination of heterogeneity between the bacterial spot-causing xanthomonads 

of tomato plants in Bulgaria. Zeitschrift fur Naturforschung C J Biosciences, 73(7-8):257-264. ISSN: 

09395075; 18657125. doi: 10.1515/znc-2016-0205.    

IF2018 = 1.0; SJR2018 = 0.246 (Q3) 

11.Atanasova, I., Urshev, Z., Hristova, P., Bogatzevska, N., Moncheva, P. 2012. Characterization of 

Erwinia amylovora strains from Bulgaria by pulsed-field gel electrophoresis. Zeitschrift fur 

Naturforschung - Section C Journal of Biosciences, 67(3-4):187-94. ISSN: 09395075, 18657125. 

https://doi.org/10.1515/znc-2012-3-411.  
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за щам, изолиран от Malus domestica и друг за всички щамове, изолирани от Fragaria spp. Същото 

групиране на щамовете се наблюдава и след рестрикция с ензима SpeI. На базата на PFGE 

профилите след рестрикция с XbaI и SpeI щамовете на E. amylovora, изолирани от подсем. Maloideae 

се диференцират от онези, изолирани от подсем. Rosoideae. Присъствието на повече от един PFGE 

профил в популацията на E. amylovora в България предполага  различен произход на началния 

инокулум.  

 

Abstract 

The aim of this study was to characterize genetically Bulgarian Erwinia amylovora strains using pulsed-

field gel electrophoresis (PFGE) analysis. Fifty E. amylovora strains isolated from different hosts, 

locations, as well as in different years were analysed by PFGE after XbaI, SpeI, and XhoI digestion of the 

genomic DNA. The strains were distributed into four groups according to their XbaI-generated profile. 

About 82% of the strains displayed a PFGE profile identical to that of type Pt2. Three strains belonged to 

the Central Europe Pt1 type. Two new PFGE profiles, not reported so far, were established--one for a strain 

isolated from Malus domestica and another for all Fragaria spp. strains. The same grouping of the strains 

was obtained after analysis of the SpeI digestion patterns. On the basis of PFGE profiles, after XbaI and 

SpeI digestion, a genetic differentiation between the strains associated with subfamily Maloideae and 

subfamily Rosoideae was revealed. The presence of more than one PFGE profile in the population of E. 

amylovora in Bulgaria suggests a multiple source of inoculum. 
 

 

 

 

 

Резюме 

Това изследване се отнася до генотипното вътревидово разнообразие на българската популация на 

фитопатогена Erwinia amylovora, предизвикваща болестта «огнен пригор» по представители на сем. 

Rosaceae. Това разнообразие е изучено чрез RFLP-анализ на амплифициран фрагмент от плазмида 

pEA29 с рестрикционния ензима HpaII. На анализ са подложени 50 щама, изолирани от различни 

гостоприемници, райони и години в България. Установено е, че всички щамове формират профил, 

съдържащ три добре разграничаващи се фрагмента ( голям – с дължина от 365 до 440 bp; среден – 

с дължина около 341 bp и малък – с дължина около 180 bp). Данните са подложени на кластерен 

анализ, при което щамовете се разпределят в три групи, което се базира на полиморфизма в 

дължината на най-големия фрагмент. При по-голямата част от щамовете (63%) този фрагмент има 

средни размери, а е с най-големи размери при 29% от щамовете. Вариабилните региони са 

секвенирани при пет от щамовете, а секвенциите са депозирани в GenBank. ДНК-секвенционният 

анализ потвърждава различния размер на най-големия фрагмент при щамовете. Десет или повече 

SSRs (къси повторени секвенции) са установени при щамовете от групата с най-голяма дължина на 

най-дългия фрагмент. Открита е известна корелация между произхода на щамовете и RFLP-

профила. Анализът показва, че RFLP-профилите се характеризират със стабилност при някои 

щамове, изолирани от едно и също овощно дърво и градина, но през различни години. Броят на 

повторите (SSRs) е различен  в щамове, изолирани от един и същи гостопреимник, овощна градина 

и година, както и от едно и също растение и градина, но през различна година. Това може да е 

индикация, че в естествени условия, болестта «огнен пригор» може да се предизвиква от смесени 

популации на вида E. amylovora с различен брой SSRs и ко-съществуване на различаващи се 

щамове. Би могло да се допусне и промяна в популацията на вида. С това изследване  за първи път 

се съобщава за български щамове с осем, десет и 13 SSRs и се потвърждава наличието на  щамове 

12.Atanasova, I., Kabadjova-Hristova, P., Stefanova, K., Bogatzevska, N., Moncheva, P. 2009. 

Differentiation of Erwinia amylovora strains from Bulgaria by PCR-RFLP analysis. European Journal 

of Plant Pathology, 124:451–456. ISSN: 09291873, 15738469. DOI 10.1007/s10658-009-9432-4.  
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с 11 SSRs. Данните, получени в това изследване допълват знанията за генетичното разнообразие 

като цяло на вида E. amylovora с характеристиките на българската популация.  

Abstract 

Fifty strains of Erwinia amylovora isolated in Bulgaria from different host plants and locations as well as 

in different years were analysed by RFLP analysis of the pEA29 PstI amplified fragment with HpaII. All 

the strains formed three well-resolved fragments (large—from 365 to 440 bp, medium—about 341 bp and 

small—about 180 bp).The strains were classified into three RFLP groups based on the polymorphism in 

the length of the largest fragment. This fragment was of intermediate size for 63% of the strains, and it was 

the longest (from 410 to 440 bp) for 29% of the strains. The variable region was sequenced for five strains. 

The DNA sequence analysis confirmed the different size of the largest fragment. Ten or more than ten 

SSRs were found for the strains in the group with the largest size of the largest fragment. Some correlation 

between the RFLP profiles and the origin of the strains was revealed. The RFLP profiles displayed stability 

in certain strains isolated from the same trees and orchards, but in different years. The number of SSRs was 

different in strains isolated from one and the same host plant, orchard and year, and also in strains isolated 

from the same host plant and orchard, but in different years. This could indicate that under natural 

conditions the fire blight symptoms might be caused by a mixture of E. amylovora strains with different 

SSR numbers, and so coexistence of distinguishable strains or a change in the population could be assumed. 

 
 

 

 

 

 

Резюме 

Проведено е обширно изследване върху вътревидовото разнообразие в българската популация на 

вида E. amylowora. Изследвани са 51 щама, изолирани от различни гостопреимници, райони и 

години. Щамовете са идентифицирани чрез системите API 20E и BIOLOG по фенотипни признаци. 

Идентификацията е потвърдена чрез молекулни методи – чрез PCR –амплификция  на специфичен 

регион от съдържащия се в патогените плазмид pEA29 и на ams-региона в геномната ДНК. 

Фенотипното разнообразие в популацията на вида е оценено на базата на формираните от щамовете 

API 20E- и BIOLOG-метаболитни профили, както и на базата на SDS-PAGE на тоталните клетъчни 

белтъци. Установено е, че съществува разнообразие по отношение на метаболитния профил, но не 

е установена забележима зависимост на това разнообразие от произхода на щамовете 

(гостоприемник, район, година). За първи път се докладват несъобщавани от други автори до 

момента API 20E профили. Популацията е хомогенна по отношение на формираните SDS-PAGE 

белтъчен профил. Това е първото съобщение, в което се популацията на патогена в България се 

характеризира фенотипно. 

 

Abstract 

Fifty-one strains of Erwinia amylovora isolated from nine host plants in Bulgaria were characterized 

phenotypically and identified by the API 20E and BIOLOG system. The identification was confirmed by 

PCR amplification of a specific region of the plasmid pEA29 and the genome ams region. The phenotypic 

diversity of the strains was studied on the basis of their API 20E and BIOLOG metabolic profiles, as well 

as of their SDS-PAGE protein profile. Metabolic diversity among the strains was established, but no 

connection with the origin of the strains was revealed. The Bulgarian strains showed API 20E metabolic 

profiles not found in previous studies of E. amylovora. The strains formed a homogenous group on the 

basis of their protein profiles. All the strains were sensitive to the antibiotics streptomycin, tetracycline and 

oxytetracycline. This study was an initial step towards an investigation of the diversity and evolution in the 

13.Atanasova, I., Stefanova K., Kabadjova, P., Tishkov, S., Dimitrov, Z., Bogatzevska, N., Moncheva, 

P. 2007. Phenotypic diversity of Erwinia amylovora in Bulgaria. Zeitschrift fur Naturforschung - 

Section C Journal of Biosciences, 62(11-12):857-868. ISSN: 09291873, 15738469. doi: 10.1515/znc-

2007-11-1214.  

IF2007 = 0.76  SJR2007 = 0.358     (Q2) 
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Bulgarian population of E. amylovora, and it was the first characterization of E. amylovora strains isolated 

from different host plants in the period 1995-2005 in Bulgaria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Резюме 

Седем щама Erwinia amylovora, изолирани от ягода и арония и идентифицирани като такива на 

базата на PCR-амплификация на специфичен регион от плазмида pEA29 и на геномния ams-регион 

са анализирани чрез мултиплекс PCR, даващ възможност за едновременно прилагане на две двойки 

праймери – едната амплифицира участъка от плазмида (pEA29A/pEA29B), а другата (AJ245/AJ246) 

специфичния регион от геномната ДНК. Тази молекулна техника за първи път се прилага за 

идентификация на E. amylovora с посочения набор от праймери и предоставя възможност за 

едностъпален PCR, едновременно по два генетични локуса. Оптимизирани за условията за 

провеждането на реакцията, като всякакви неспецифични реакции с други сродни и несродни на E. 

amylovora видове са избегнати. Предлаганата техника отнема по-малко време, отколкото 

провеждането на две отделни PCR-амплификации и е надеждна при идентификацията и 

разграничаването на близкородствените видове E. amylovora и E. pyrifoliae. 
 
Abstract 

Seven Bulgarian strains of Erwinia amylovora isolated from chokeberry and strawberry, previously 

identified by single PCR amplification of a specific region of plasmid pEA29 and genome ams-region were 

subjected to multiplex PCR using two pairs of primers – pEA29A/pEA29B and AJ245/AJ246. These 

primers allowed the identification of the strains in one-step PCR simultaneously in two genetic loci. The 

conditions of the multiplex PCR were optimized, and any nonspecific reactions with other related, and non-

related species were avoided. The multiplex PCR proposed is a not time-consuming and reliable method 

for rapid identification and discrimination of E. amylovora from the closed E. pyrifoliae species. 

 

 

 

 

 

Резюме 

Изолираните в предишни наши изследвания от домашно-приготвено кисело мляко млечнокисели 

бактерии Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii 58 и Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 

49 са изследвани за способност към растеж в среда, съдържаща соев екстракт и глюкоза и да 

предизвикват ферментация. Установено е, че те могат да се развиват както самостоятелно, така и в 

асоциация, като по-добри растежни параметри има  L. delbrueckki subsp. bugaricus 58. Чрез 

аминокиселинен анализ е установено, че този вид обогатява получения от ферментацията продукт 

със свободни аминокиселини. Във връзка с евентуалната приложимост на тези щамове като 

пробиотични е изследвана тяхната толерантност по отношение на жлъчни соли, пепсин и 

панкреатин. Установено е, че видът L. delbrueckki subsp. bulgaricus притежава относителна 

толерантност, докато S. salivarius subsp. thermophilus  губи своята жизнеспособност  към жлъчни 

14.Kabadjova-Hristova, P., Atanasova, I., Dousset, X., Moncheva, P. 2006. Multiplex PCR for 

identification of Erwinia amylovora – the causative agent of fire blight. Biotechnology and 

Biotechnological Equipment 3: 21-25. ISSN:13102818, 13143530. 

DOI:10.1080/13102818.2006.10817375.  

IF2006 = 0.108;  SJR2006 = 0.178    (Q4) 

15.Atanasova, I., Moncheva, P., Dalev, D., Dalev, P. 2003. Lactic acid product from soya groats extract 

obtained by Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and Streptococcus salivarius subsp. 

thermophilus 49. Biotechnology and  Biotechnological Equipment, 17(2), 121-128. ISSN: 13102818, 

13143530.  

IF2003 = 0.18; SJR2003 = 0.202  Q3 
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соли и панкреатин. Тези щамове биха могли да бъдат използвани като стартерни култури при 

производството на вариант на българското кисело мляко на базата на соеви протеини. 

 

Abstract 

The growth of two cultures selected on the basis of their ability to produce lactic acid in Soya groats 

extracts, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 58 and Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 

49 isolated from original bulgarian yogurt was examined. The strains grew in soya medium individually 

and in association and caused lactic acid fermentation. L. delbrueckii subsp. bulgaricus 58 grew better than 

S. salivarius subsp. thermophilus 49. The viable cells of the strains in the product were in the range of 2-

3.9 x107/ml for L. delbrueckii subsp. bulgaricus 58 and 3-5.6 x106/ml for S. salivarius subsp. thermophilus 

49. L. delbrueckii subsp. bulgaricus 58 enriched the product with free amino acids (glutamic acid, glycine, 

valine, proline, phenylalanine, etc.). The bile salt-tolerance and transit tolerance (to pepsin and pancreatin) 

of the strains were examined by in vitro methodology. L. delbrueckii subsp. bulgaricus 58 was relatively 

tolerant to bile salts, pepsin and pancreatin, whereas S. salivarius subsp. thermophilus 49 was completely 

intolerant - it lost its viability in the presence of bile salts and in simulated gastric and intestinal transit. 
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