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CHAGA OCH REISHIS INVERKAN
PA BAKTERIETILLVAXT

FREDRIK JOUNI

Jouni, F. Chaga och Reishis inverkan pa bakterietillvaxt. Examensarbete i
biomedicinsk laboratorievetenskap 15 hogskolepodng. Malmo hogskola:
Fakulteten for hélsa och samhdlle, Institutionen for biomedicinsk vetenskap, 2016.

Chaga och Reishi svamparna har anvints 1 ett flertal linder som t.ex. Kina och
Ryssland som folkmedicin. I tidigare studier har Chaga och Reishi svamparna
uppvisat ett flertal hdlsoeffekter som antiinflammatoriska egenskaper, antivirala
effekter, antitumorala effekter samt forhindrandet av mikrobiell tillvaxt. Syftet
med projektet var att studera Chaga och Reishi svampars antibakteriella effekt.
Detta kan leda till nya alternativa bakterichimmande medel for anvédndning och
bekdmpning av den dkade spridningen av resistenta bakterier. For att utvinna de
hilsobringande dmnena fran Chaga och Reishi svamparna utfoérdes vatten- och
etanolextraktioner. Tillvaxtkurvor for grampositiva bakterien S. aureus och
gramnegativa bakterien E. coli studerades for att se ifall Chaga och Reishi
extrakten himmade bakterietillvixten. Resultatet visade att tillvixtkurvorna med
etanolextrakten visade en hdmning pa bade den grampositiva bakterien och den
gramnegativa bakterien medan tillvixtkurvorna med vattenextrakten visade svag
hdmning av bakterietillvixten forutom 1 tillvéxtkurvan for S. aureus med Chaga
vattenextrakt. MIC test utfordes for att se vid vilken koncentration som
svampextrakten hammade bakterietillvixten och endast vid koncentrationerna 125
mg/ml och 100 mg/ml himmades bakterietillvixten med Chaga- och Reishi
etanolextrakt. Nér det gidllde Chaga- och Reishi vattenextrakt sdgs ingen himning
av bakterietillvixten vid samtliga koncentrationer.

Nyckelord: Chaga, E. coli, extraktion, MIC, Reishi, S. aureus, tillvixtkurva.



CHAGA AND REISHIS
INFLUENCE ON BACTERIAL
GROWTH

FREDRIK JOUNI

Jouni, F. Chaga and Reishis influence on bacterial growth. Degree project in
biomedical science 15 credit points. Malmg University: Faculty of Health and
Society, Department of Biomedical Science, 2016.

The fungi: Chaga and Reishi have been used in several countries for example
China and Russia as folk medicine. In previous studies, Chaga and Reishi have
shown numerous health effects such as anti-inflammatory, antiviral, anti tumoral
as well as preventing microbial growth. The aim of the project was to study the
antibacterial effect of Chaga and Reishi. It may result in knowledge about more
alternative bacteriostatic agents produced to combat the expansion of resistant
bacteria. The extraction of the medicinal ingredients from Chaga and Reishi was
carried out with aqueous- and ethanol extraction. Growth curves for the gram-
positive bacterium S. aureus and the gram-negative bacterium E. coli was studied
to see if Chaga and Reishi extracts inhibited the growth of the bacteria. The
growth curves of ethanol extracts showed inhibition of these gram-positive
bacteria and gram-negative bacteria, while the growth curves of aqueous extracts
showed no further inhibition of bacterial growth, except in the growth curve of S.
aureus with Chaga aqueous extract. MIC test was set up to see at what
concentration Chaga and Reishi extracts inhibited the growth of the bacteria and
at the concentrations of 125 mg/ml and 100 mg/ml the bacterial growth with
Chaga- and Reishi ethanol extract was inhibited. Whereas for Chaga- and Reishi
aqueous extract there was no sign of bacterial growth inhibition.

Keywords: Chaga, E. coli, extraction, growth curve, MIC, Reishi, S. aureus.
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INLEDNING

Inonotus obliquus (Chaga) ar en svampart som finns i Europa och Asien. Chaga
livnar sig och véaxer genom parasitism pa bjorktrad. Chaga vaxer pa bjérkens stam
och svampen kénns igen genom dess karakteristiska utseende dar ovansidan &ar
svart och undersidan &r ljusbrun [1]. I lander som Ryssland och Kina anvénds
Chaga som ett halsofrdmjande medel i exempelvis te och matlagning och dven
som folkmedicin. I baltiska l&nder som exempelvis Polen anvands Chaga
svampen for behandling av magbesvar, behandling mot mask i magen, behandling
av lever och hjartproblem och dven som behandling mot olika cancerformer.
Halsoeffekter som Chaga svampen har &r att skydda DNA fran att skadas av
oxidativ stress, antiinflammatoriska egenskaper, antivirala effekter samt forhindra
mikrobiell tillvaxt. Chaga ar aven rik pa antioxidanter. Chaga svampen anvands
aven som en ingrediens i olika mediciner, en av de medicinerna &r Befungin som
ar ett naturlakemedel fran Ryssland. Befungin ar effektivt vid behandling av
gastrit, magsar och vid tumérangrepp. Kliniska studier gjorda pa Chaga svampen i
Ryssland, Japan, USA och Polen har visat antitumorala effekter relaterat till
brostkortlarna och det kvinnliga kdnsorganet. Chaga svampens cytotoxiska
effekter anses paverka cancercellerna genom att inducera apoptos och forandra
cellcykeln [2].

Reishi

Ganoderma lucidum (Reishi) &r en svampart som véxer pa tradstammar i asiatiska
lander som t.ex. Kina och Korea. Utseendet pa Reishi ar i form av en glansig yta
med en trdaktig textur. | asiatiska lander har Reishi anvants som traditionell folk-
medicin. Halsoeffekter som Reishi har &r att starka kroppens immunférsvar, anti
tumorala effekter, inhibera aggregation av trombocyter, hdmma frislappning av
histamin och hdmma den bakteriella tillvéxten [3]. | Kina har Reishi svampen
anvants till att bek&mpa ett antal sjukdomar som t.ex. bronkit, hepatitsjukdomar,
immunologiska rubbningar och aven tumérsjukdomar. Enligt en tidigare klinisk
studie har Reishi svampen pavisat immunoreglerande effekter vilket leder till att
cytotoxiteten blir 1dg i samband med kemoterapi och att immunforsvaret forstarks

[4].

Grampositiva bakterier och gramnegativa bakterier

Utanfor cytoplasmamembranet i en bakterie finns det en cellvdgg som formar och
skyddar bakterien. Bakteriens cellvagg ar uppbyggd av bland annat peptidoglykan
vilket ar en polymer struktur som inte finns hos eukaryota celler eller hos
arkebakterier [5].

Grampositiva och gramnegativa bakterier definieras utifran strukturen pa
bakteriens cellvagg (figur 1). De grampositiva bakteriernas cellvagg innehaller ett
flertal lager av peptidoglykan och &ven teikonsyra som &r bundet kovalent till
peptidoglykan. Teikonsyra finns endast hos de grampositiva bakterierna och &ar
viktig for att de grampositiva bakterierna skall 6verleva och fungerar &ven som en
virulensfaktor. Teikonsyran bestar av sockeralkoholer, ett exempel ar ribitol som
finns hos Staphylococcus aureus. Lipoteikonsyra ar en form av teikonsyra som
innehaller fettsyror och forankrar molekylen i cellmembranet och stracker sig
genom hela peptidoglykan strukturen. Teikonsyra ar aven viktig for att den
kanns igen av kroppens immunfdrsvar vilket aktiverar igenkanningsreceptorer
vilket i sin tur aktiverar kroppens komplementsystem. Teikonsyran paverkar dven



ké&nsligheten hos bakterien mot antibakteriella peptider som katelicidin [5-6].

De gramnegativa bakteriernas cellvagg innehaller ett tunnare skikt av
peptidoglykan an de grampositiva bakterierna. | det periplasmatiska rummet hos
de gramnegativa bakterierna finns det olika proteiner och lipoproteiner som binder
ihop peptidoglykan strukturen med ett yttermembran. Membranet &r uppbyggt av
ett dubbelt fosfolipidlager, men manga av fosfolipiderna har ersatts av
lipopolysackarider (LPS). LPS innehaller en lipiddel som heter lipid A. Denna
lipiddel bestar av disackariddifosfat innehallande fettsyror som binder LPS
molekylen till det yttre membranet. Lipopolysackariden bestar av 2 delar, en inre
del som heter karnpolysackariden och en yttre del som heter O-antigen. Denna
molekyl bestar av 40 sockerarter och de ar karakteristiska for LPS eftersom LPS
far sin O-antigenspecificitet fran de repeterande enheterna av sockerarterna [5].
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Figur 1. En schematisk bild som visar skillnaden i struktur mellan grampositiva bakteriers
cellviagg och gramnegativa bakteriers cellvagg [7].

For att erhalla de halsobringande amnena fran Chaga- och Reishi svamparna
utfordes en extraktion fran svamparna. Extraktionsmetoderna som utfordes var
vatten- och etanolextraktion. Ur extraktionen utvinns ett svampextrakt som
anvands vid kliniska studier [8].

Minimum inhibitory concentration (MIC)

For att bestdmma Chaga- och Reishi svamparnas bakteriechdmmande effekt
anvandes metoden MIC. MIC testet utfors for att se vid vilka
antibiotikakoncentrationer eller andra bakteriechammande medel som
bakterietillvdxten h&mmas. MIC testet utférs genom att stegvis dka
koncentrationen av ett antibiotikum eller bakteriehammande medel upp till en
koncentration dar bakterietillvaxten férvéntas bli h&mmad. Vanligtvis utférs MIC
testet i ett provror innehallande ett naringsmedium [9].

Etik

Ingen etisk beddmning kravdes eftersom bakteriestammarna Staphylococcus
aureus, Alfa-streptokocker (Viridans-streptococci), Staphylococcus species och
Escherichia coli erhélls fran klinisk mikrobiologi i Lund och inga individer kunde
kopplas till bakterierna.



Syfte

Syftet var att undersoka in vitro ifall Chaga- och Reishi svamparna fungerade som
antibakteriella medel mot grampositiva- och gramnegativa bakterier genom
studier av S. aureus och E. coli.

MATERIAL OCH METOD

Material som anvéandes under forsoket ar Termaks varmeskap (Tyskland), Binder
varmeskap (USA), Heidolph Laborota 4000 evaporator (Tyskland), UV-VIS
spektrofotometer fran Shimadzu, plastkyvetter 10x4x45 mm fran SARSTEDT
(Tyskland), BIO-TEK PowerWave XS ELISA reader (USA), 96 well plate,
Cell+F fran SARSTEDT (Tyskland), Heraeus Multifuge 3s fran Kendro
Laboratory products (Tyskland), Grant varmebad, Kebo Lab, varmeplatta fran
Cenco instrumenten (Nederlanderna), sterilt DPBS (1x, pH 7), dubbeldestillerat
vatten, agar, pappersfilter, sterila filter och 95 % etanol.

Det biologiska materialet bestod av Chaga (svampbitar) fran Raw Food House i
Malmao, Reishi (pulverform) fran Lunds hélsa butik, Luria-Bertani (LB) tabletter,
Sigma Life Science, blodagarplattor, grampositiva bakterier Staphylococcus
aureus, Alfa-streptokocker (Viridans-streptococci), Staphylococcus species och
den gramnegativa bakterien Escherichia coli. Bakterierna och blodagarplattorna
erholls fran klinisk mikrobiologi i Lund.

Extraktion

Chaga mixades i en mixer och mortlades ner till ett fint pulver. Forst utférdes en
vatten extraktion genom att 250 ml dubbeldestillerat vatten blandades med 25 g
svamppulver for att sedan placeras i ett 80 °C varmeskap i 2 timmar. Darefter
filtrerades vatten extraktet genom ett filterpapper och centrifugerades i 15 minuter
2000G. Efter centrifugering dverfordes supernatanten till evaporatorn och pelleten
slangdes. En roterande evaporator anvands i det har fallet for att avdunsta sa
mycket som mojligt av vattnet och etanolen under extraktionerna, dvs. vatten och
etanol ombildas till gasform under ett visst tryck och dverfors till ett kylsystem for
att overga till sin ursprungsform och separeras darmed fran extraktet vilket leder
till en hogre koncentration. Vattenextraktet evaporerades i 40 °C under 7 timmar.
Efter detta moment sterilfiltrerades vattenextraktet i ett sterilt plastror. Resterna
fran svampen som samlades upp i filterpapperet anvandes till etanol extraktionen.
Etanol extraktionen utfordes genom att resterna som samlades upp i filterpapperet
blandades med 250 ml 70 % etanol. Etanolextraktet placerades déarefter i ett
vattenbad 70 °C under 8 timmar for att darefter filtreras genom filterpapper och pa
nytt centrifugeras 15 minuter 2000G. Efter centrifugering dverfordes
supernatanten till evaporatorn och pelleten slangdes. Etanol extraktet
evaporerades i 40 °C under 3 timmar. Efter evaporationen sterilfiltrerades etanol
extraktet till ett sterilt plastroér [8]. Samma extraktionsforfarande gjordes &ven med
Reishi svampen. Efter avslutade extraktioner erhdlls Chaga och Reishi vatten- och
etanolextrakt.

Tillvaxtkurvor

For att mata tillvaxten av bakterierna i de olika extraktionerna gjordes
tillvaxtkurvor. Tillvaxtkurvorna utfordes genom att spéda etanol- och
vattenextrakt for Chaga respektive Reishi. Varje spadningsserie bestod av



koncentrationerna 125 mg/ml, 100 mg/ml, 50 mg/ml och 25 mg/ml. Till varje
koncentration i spaddningsserien tillsattes bakterier i en koncentration av 0,5
McFarland [9-10]. Utover spadningsserierna gjordes aven bakteriekontroller och
extraktkontroller. Bakterierna som anvandes till tillvaxtkurvorna med etanol
extrakten och vatten extrakten var S. aureus och E. coli. Utdver S. aureus och E.
coli utfordes det aven tillvaxtkurvor med bakterierna S. species och Alfa-
streptokocker pa Chaga vattenextrakt. Utdver namnda tillvaxtkurvor for Chaga
och Reishi extrakten utfordes ytterligare tva tillvaxtkurvor for att se vid vilken
procent etanol som bakterierna hAmmades alternativt inte tillvéxte, dvs.
etanoltitrering. Etanoltitreringarna utfordes genom att till varje koncentration av
en spédningsserie av etanol: 16, 8, 4, 2, 1 respektive 0,5 % tillsattes bakterier i en
koncentration av 0,5 McFarland [10]. Bakterierna som tillsattes var S. aureus och
E. coli. Tillvaxtkurvorna for S. aureus med Chaga etanolextrakt och S. aureus
med Reishi vattenextrakt mattes i en plastkyvett med UV-VIS spektrofotometer
vid vaglangden 600 nm. De resterande tillvaxtkurvorna vad galler extrakten och
etanoltitrering mattes med en 96 — halsplatta och trippelprov vid vaglangden 600
nm. Forsta métningen utfordes vid tidpunkten O minuter med en ny matning var
30:e upp till 300 minuter for samtliga tillvéxtkurvor.

MIC

MIC &r den l&gsta koncentrationen av ett antibiotika som hammar tillvaxten av en
bakteriestam. MIC testet utférdes genom spéadningsserier utav Chaga och Reishi
vattenextrakten och etanolextrakten. Varje spadningsserie bestod av
koncentrationerna 125 mg/ml, 100 mg/ml, 50 mg/ml och 25 mg/ml. Till varje
koncentration tillsattes bakterier i en koncentration motsvarande 0,5 McFarland.
Det utfordes MIC tester pa bade S. aureus och E. coli. Efter tillsatsen av
bakterierna placerades roren i ett 37 °C varmeskap over natten. Dagen efter
studerades proven okulart och i de prov dar ingen grumlighet kunde pévisas
beddmdes resultatet som hammad bakterietillvaxt, medan de provrér som
uppvisade okulédr grumlighet hade bakterietillvaxt [9-10].

Bearbetning av data
Radata fran utforda tillvaxtkurvor presenterades i punktdiagram i Microsoft Excel
2013, fran Microsoft Corporation (USA).

RESULTAT

Slutkoncentrationerna som erhélls efter extraktionerna blev 403 mg/ml fér Chaga
etanolextraktet, 287 mg/ml for Reishi etanolextraktet, 250 mg/ml for Chaga
vattenextraktet och 278 mg/ml for Reishi vattenextraktet. Tillvéxtkurvorna i figur
2-5 mattes med vaglangden 600 nm.

| figur 2 presenteras tillvaxtkurvorna for S. aureus och E. coli med Chaga
etanolextrakt och Reishi etanolextrakt. Samtliga tillvéxtkurvor i figur 2 visar en
h&mning av bakterietillvéxten vid koncentrationerna 125 mg/ml och 100 mg/ml.
Vid koncentrationerna 50 mg/ml och 25 mg/ml sker en svag hdmning av
bakterietillvéxten eller ingen hdmning alls.
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Figur 2. Tillvaxtkurvor for S.aureus med Chaga etanolextrakt (A), S.aureus med Reishi
etanolextrakt (B), E.coli med Chaga etanolextrakt (C) och E.coli med Reishi etanolextrakt (D). For
varje tillvéxtkurva finns det en bakteriekontroll.

| figur 3 presenteras etanoltitreringskurvorna for S. aureus och E. coli. Den storsta
hamningen av bakterietillvéxten i etanoltitreringskurvorna skedde vid
koncentrationerna 16 % och 8 %. Ju lagre etanolkoncentration desto lagre blev
hamningen av bakterietillvaxten i etanoltitreringskurvorna A och B. De lagsta
koncentrationerna 0,5 % och 1 % i figur 3 vaxte béattre &n bakteriekontrollerna i
etanoltitreringskurvorna A och B.
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Figur 3. Etanoltitreringskruvor for S. aureus (A) och E. coli (B) vid etanolkoncentrationerna: 16,
8, 4, 2, 1 respektive 0,5 %.

| figur 4 presenteras tillvéxtkurvorna for S. aureus och E. coli med Chaga
respektive Reishi vattenextrakt. Vid samtliga koncentrationer syns en svag
h&mning av bakterietillvéxten eller ingen hdmning alls férutom i tillvéxtkurva A
dar en hdmning av S. aureus sker vid koncentrationerna 125 mg/ml och 100
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Figur 4. Tillvéxtkurvor for S.aureus med Chaga vattenextrakt (A), S.aureus med Reishi
vattenextrakt (B), E.coli med Chaga vattenextrakt (C) och E.coli med Reishi vattenextrakt (D). Till
varje tillvéxtkurva finns det en bakteriekontroll.
| figur 5 presenteras tillvaxtkurvor for S. species och Alfa-streptokocker med
Chaga vattenextrakt. Tillvaxtkurvorna A och B i figur 5 visar en klar hamning av
bakterietillvéxten vid koncentrationerna 125 mg/ml och 100 mg/ml. De lagre
koncentrationerna 50 mg/ml och 25 mg/ml visar en svag hdmning av
bakterietillvéaxten.
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Figur 5. Tillvaxtkurvor for S.species med Chaga vattenextrakt (A) och Alfa-streptokock med
Chaga vattenextrakt (B). Till varje tillvaxtkurva finns det en bakteriekontroll.

I tabell 1 presenteras resultaten fran MIC testerna som studerades okulart for S.
aureus och E. coli med Chaga- respektive Reishi vatten- och etanolextrakt. MIC
test resultaten i tabell 1 visade endast en hdmning av bakterietillvaxten vid
koncentrationerna 125 mg/ml och 100 mg/ml i Chaga- och Reishis etanolextrakt.
Vid de lagre koncentrationerna 50 mg/ml och 25 mg/ml i Chaga- och Reishi



etanolextrakt sker ingen synlig hdmning av bakterietillvaxten. | Chaga- och Reishi
vattenextraktion syns ingen hdmning av bakterietillvaxten vid de undersokta
koncentrationerna 125-25 mg/ml.

Det utfordes &ven extraktkontroller, negativ bakteriekontroll samt positiva
bakteriekontroller. Resultatet blev ingen tillvaxt for extraktkontrollerna samt den
negativa bakteriekontrollen och tillvéxt for de positiva bakteriekontrollerna.

Tabell 1. I tabellen redovisas resultaten fran MIC testerna som studerades okulart. MIC test
resultaten utgar fran bakterierna S.aureus och E.coli med Chaga respektive Reishi etanol- och
vattenextrakt i koncentrationerna 125-25 mg/ml. Resultaten redovisas som tillvaxt” eller ”ingen
tillvaxt”.

Koncentration extrakt | 125 100 50 25
(mg/ml)

Chaga etanolextrakt Ingen tillvéxt | Ingen tillvaxt | Tillvaxt Tillvaxt
(S.aureus)

Chaga etanolextrakt Ingen tillvéxt | Ingen tillvaxt | Tillvaxt Tillvaxt
(E.coli)

Chaga vattenextrakt Tillvéxt Tillvéaxt Tillvéaxt Tillvaxt
(S.aureus)

Chaga vattenextrakt Tillvéxt Tillvéxt Tillvéaxt Tillvaxt
(E.coli)

Reishi etanolextrakt Ingen tillvéxt | Ingen tillvaxt | Tillvaxt Tillvaxt
(S.aureus)

Reishi etanolextrakt Ingen tillvaxt | Ingen tillvaxt | Tillvaxt Tillvaxt
(E.coli)

Reishi vattenextrakt Tillvéxt Tillvéxt Tillvéaxt Tillvaxt
(S.aureus)

Reishi vattenextrakt Tillvéxt Tillvéxt Tillvéxt Tillvéxt
(E.coli)

Resultatet i figur 2 och tabell 1 tyder det pa att samtliga etanolextrakt hammar
bakterietillvéxten vid koncentrationerna 125 mg/ml och 100 mg/ml samt svagare
hamningar av bakterietillvaxten vid koncentrationerna 50 mg/ml och 25 mg/ml.
Det kan bero pa en liten procentsats av etanol som inte har evaporerats bort och
det stimmer med resultatet i figur 3 dar det ar en hamning av bakterietillvaxten
mellan koncentrationerna 2 % och 4 %. | figur 4 med vattenextrakten sker en svag
hamning av bakterietillvéxten eller ingen hamning alls férutom i figur 4
tillvaxtkurva A dar det sker en hdmning av bakterietillvaxten vid
koncentrationerna 125 mg/ml och 100 mg/ml. Darfor gjordes tva extra
tillvaxtkurvor som redovisas i figur 5 for att se ifall andra grampositiva bakterier
vaxer i Chaga vattenextrakt. Bakterietillvaxten i figur 5 hdammades dven vid
koncentrationerna 125 mg/ml och 100 mg/ml samt en svagare hamning vid
koncentrationerna 50 mg/ml och 25 mg/ml. Enligt MIC testet som redovisas i
tabell 1 var det endast de hogsta koncentrationerna 125 mg/ml och 100 mg/mi
som hammade bakterietillvéxten med Chaga- och Reishi etanolextrakt. Detta
resultat kan aven korreleras till tillvéaxtkurvorna i figur 2.
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DISKUSSION

Syftet med projektet var att undersoka in vitro ifall Chaga- och Reishi svamparna
har en bakteriechammande effekt mot saval grampositiva bakterier som
gramnegativa bakterier. Studiens resultat blev inte som férvéntat eftersom det var
endast Chaga- och Reishi etanolextrakt som hammade bakterietillvéxten vid de
hdgsta koncentrationerna medan Chaga- och Reishi vattenextrakt knappt
hammade bakterietillvaxten vid undersokta koncentrationer.

Metoddiskussion

Vid extraktionerna av de bakteriehammande d&mnena fran Chaga- och Reishi
svamparna andrades startvolymen fran 500 ml dubbeldestillerat vatten blandat
med 25 g svamppulver till 250 ml dubbeldestillerat vatten blandat med 25 g
svamppulver [8]. Denna andring gjordes for att fa extrakten av svamparna mer
koncentrerade. Samtliga extrakt evaporerades under extraktionen men det visade
sig inte vara sa effektivt da den 6nskade koncentrationen inte erholls. Det kan ha
berott pa trycket som anvandes under evaporeringen inte var hogt nog vid
vattenextraktionen da endast en liten del vatten evaporerades bort. Det galler dven
evaporeringen vid etanolextraktionen da en liten procentsats etanol kan ha funnits
kvar efter evaporationen. En annan metod som hade kunnat anvandas &r
frystorkning eftersom vid frystorkning sa befrias produkten som i det har fallet ar
Chaga- och Reishi vatten- och etanolextrakt ifran vatten och etanol. En annan
metod istallet for evaporation hade varit att placera extrakten i ett varmeskap for
att fa vatskan att avdunsta men risken finns att de bakteriechammande d&mnena fran
Chaga- och Reishi svamparna avdunstar bort [11].

Tillvéxtkurvorna utfordes enligt en tidigare studie med liknande modell vad galler
tiden som varje métning utférdes vid men det var endast koncentrationerna som
var férandrade. Koncentrationerna som anvandes i tillvaxtkurvorna bestdmdes till
125 mg/ml, 100 mg/ml, 50 mg/ml och 25 mg/ml eftersom slutkoncentrationen av
extrakten endast tillat 125 mg/ml som den hogsta koncentrationen sa att alla
extrakt kunde spaddas till samma koncentration. Koncentrationerna 50 mg/ml och
25 mg/ml visade endast en svag hamning av bakterietillvéaxten hos samtliga
extrakt och indikerar pa att sa laga koncentrationer inte hammade
bakterietillvéxten sérskilt bra.

E-test gradient diffusionsmetod och disk diffusionsmetod kan anvandas till att
utfora MIC test istéallet for MIC test i flytande medium. Fordelen med de tva
metoderna till skillnad fran MIC test i flytande medium &r att E-test ar graderad
med en millimeter skala och disk diffusionsmetoden ger olika stora diametrar
beroende pa hur kénslig en bakteriestam ar. Det leder till att en 6kad sakerhet i
matmetoden till skillnad fran att studera MIC test okulart i flytande medium som
endast ger resultat pa ifall bakterier vaxer eller inte véxer vid en specifik
koncentration [9]. Denna studie gick ut pa att avgora ifall det sker en
bakteriehammning med hjalp av Chaga och Reishi svamparna och da &r MIC test i
flytande medium det basta alternativet for denna studie. Om vidare studier skall
utforas pa detta omrade sa kan E-test gradient diffusionsmetod eller disk
diffusionsmetod vara ett béattre alternativ for att avgora hur pass kansliga
bakterierna &r for Chaga respektive Reishi.

Resultatdiskussion
Resultaten fran etanoltitreringskurvorna i figur 3 tyder pa att det finns en
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sannolikhet att hdmningen av bakterietillvéxten for tillvaxtkurvorna i figur 2 kan
bero pa en liten procentsats av etanol som finns kvar i Chaga- respektive Reishi
etanolextrakt. Detta eftersom det enligt etanoltitreringskurvorna i figur 3
pavisades en hamning av bakterietillvaxten mellan etanolkoncentrationerna 2 %
och 4 %. Etanoltitreringskurvorna ar en indikator pa att det kan finnas en liten
procentsats etanol kvar i tillvaxtkurvorna med Chaga- och Reishi etanolextrakt.
Tidigare studier har visat goda resultat vid hamning av den bakteriella tillvéxten
men inte presenterat etanoltitreringskurvor som kan utesluta etanolens inverkan pa
hamningen av bakterietillvéxten. Nar det galler tillvaxtkurvorna for Chaga- och
Reishi vattenextrakt i figur 4 s& hammades inte bakterietillvaxten vid samtliga
koncentrationer forutom for tillvaxtkurva A i figur 4. For att forsakras om att det
inte var en engangsforeteelse utfordes ytterligare tva tillvaxtkurvor med
grampositiva bakterier som redovisas i figur 5 och samtliga tillvaxtkurvor visade
en hamning av bakterietillvaxten vid koncentrationerna 125 mg/ml och 100 mg/ml
men en svagare hamning av bakterietillvéxten vid koncentrationerna 50 mg/ml
och 25 mg/ml. Hdmningen av bakterietillvéxten skulle kunna férklaras av
cellvéggens struktur dar de grampositiva bakteriernas cellvaggsuppbyggnad gor
det lattare for Chaga vattenextraktets hAmmande &mnen att penetrera cellvédggen
och avddda bakterien.

Resultatet fran en tidigare studie visade att Reishi svampen hammade
bakterietillvaxten vid koncentrationen 100 mg/ml for bade grampositiva- och
gramnegativa bakterier. | den studien anvéndes metanol-, aceton och
vattenextrakt. Likheterna mellan den studien och denna studie ar att hdmningen av
bakterietillvaxten skedde vid liknande koncentration/-er och att bade ett
vattenextrakt och ett alkoholextrakt anvandes i studierna. Skillnaden ar dock att i
den tidigare studien sa fick de goda resultat for hamningen av bakterietillvéxten
med vattenextrakt medan i denna studie sa visade inte Reishi vattenextrakt nagon
vidare hdmning av bakterietillvaxten for grampositiva- och gramnegativa
bakterier. En annan skillnad ar att i denna studie sa har det utforts en
etanolkontroll for att visa vid vilka koncentrationer etanol som bakterietillvaxten
hdammas medan i den tidigare studien s& har ingen kontroll presenterats for
alkoholextrakten [3].

MIC test i tabell 1 i resultatet visade en hdmning av bakterietillvéxten vid
koncentrationerna 125 mg/ml och 100 mg/ml for bade Chaga- respektive Reishi
etanolextrakt och ingen synlig hdmning av bakterietillvéxten vid
koncentrationerna 50 mg/ml och 25 mg/ml. Det kan relateras till tillvéaxtkurvorna i
figur 2 dar den storsta h&mningen av bakterietillvaxten skedde vid
koncentrationerna 125 mg/ml och 100 mg/ml med Chaga- och Reishi
etanolextrakt. MIC test for Chaga- och Reishi vattenextrakt visade dock ingen
hamning av bakterietillvéxten vare sig det gallde grampositiva bakterier eller
gramnegativa bakterier.

Ett minimal bacteriocidal concentration (MBC) test utfors for att pavisa vid vilken
koncentration dar Chaga och Reishi har bakteriocid effekt. Da resultaten fran MIC
test visade tillvéxt hos samtliga extrakt forutom Chaga- respektive Reishi
etanolextrakt vid koncentrationerna 125 mg/ml och 100 mg/ml utfordes inte denna
analys i denna studie. Hdmningen forklaras lampligen av den lilla procentsatsen
etanol som finns kvar i etanolextrakten [12].
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KONKLUSION

Denna studies resultat var att Chaga- och Reishi svamparna inte uppvisade en
hamning av bakterietillvdxten med Chaga- och Reishi vattenextrakt. Chaga- och
Reishi etanolextrakt visade en tydlig hdmning vid koncentrationerna 125 mg/ml
och 100 mg/ml men det kan bero pa den lilla procentsatsen av etanol som fanns
kvar i extrakten efter extraktionen. Genom vidare studier kan man undersoka
denna konklusion och ta reda pa ifall etanol i sig hade en viktig roll i hAmmandet
av bakterietillvéxten eller ifall det var Chaga- och Reishi svamparna som
hammade bakterietillvaxten.
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