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IVADAS

Gamtinés kilmeés zaliavos yra kasdien sutinkamos daugumos Zmoniy buityje ir placiai
naudojamos maisto produkty, papildy bei farmacijos pramonése pasauliniu mastu. Toks platus ir
gausus panaudojimas reikalauja aukstos kokybés ir saugumo vartotojui uztikrinimo. Priklausomai
nuo augimo aplinkos ir iSoriniy veiksniy, augaliné zaliava gali biiti uztersta labai plataus spektro
nepageidautinomis priemaiSomis.

Siame darbe akcentuojama biologiné tara, kurig plika akimi galima pamatyti nebent rimtos
augalo pazaidos atveju. Tuo tarpu sglyginai nedidelés, ta¢iau pavojingos mikroorganizmy
koncentracijos gali apsunkinti zaliavy ar galutiniy produkty saugojima, transportavima ir galiau Siai
kokybés uztikrinimg [1,2]. Mikrobiologiné tarSa yra neiSvengiama, todél atsakingos institucijos
visame pasaulyje yra nustaciusios leistinus nepatogeniniy organizmy kiekius pagal galutinio produkto
panaudojimo pobiidj. Vartotojai, turintys silpnesn¢ imuning sistema ar kitokiy sutrikimy, kurie gali
biiti nualing organizma, potencialiai rizikuoja vartodami produktus, kuriuose yra leistini bakterijy ar
pelésiy kiekiai.

Vienas i$ placiausiai pasaulyje paplitusiy Zoleliy produkty yra arbata, daugelyje Saliy tai yra
neatsiejama kultiros dalis. Daznai arbatos gérimai naudojami ligy simptomams malSinti tiek
individualiai namuose, tiek stacionariose gydymo jstaigose. Biitent pastaruoju atveju rizika iSauga,
nes arbatoje gali buti antibiotikams atspariy ar kitokiy patogeniniy organizmuy, kurie pacientams gali
sukelti infekcijas. Pagrindiné naudojama mikrobiologinio uZterStumo mazinimo priemon¢ pries
vartojimg arbatos atveju — tinkamas paruoSimas, t. Y. aukSta vandens temperatiira ir uzplikymo
trukmé. Temperatiirinis Sokas gali sunaikinti daugelj organizmy, kurie néra atsparis, taciau tam tikry
bakterijy sporos gali iSgyventi ar net suaktyvéti [2,3]. Svarbu paminéti ir pelésines kultiras, kurios
yra labai paplites natiiralus terSalas. Pasak mokslininky, augalo dalys, esanc¢ios vir§ dirvoZemio
potencialiai yra uZter§tos pelésiais. Pastarieji yra alergenai ir mikotoksiny gamintojai. Sios cheminés
medziagos priklauso stipriausiy, natiiraliai atsirandanciy, kancerogeniniy medziagy grupei, yra gana
stabilios ir i§lieka po pelésiy ar gryby mirties [4,5].

Mikrobiotos naikinimas yra didelis i§8tikis dél savo jvairovés ir skirtingo atsparumo iSoriniam
poveikiui. Taip pat biitina atsizvelgti j augalo sudétines dalis, nepaZzeisti aktyviyjy komponenty. Iki
1989 mety augalinés kilmés Zaliavy dezinfekcijai placiai buvo naudojamas etileno oksidas, taciau
iStyrus jo zalingg poveikj buvo uzdraustas. Viena i$ alternatyvy — gama spinduliuoté, taciau poveikis
zaliavy veikliosioms medziagoms néra pilnai itirtas [6,7]. Tiriamojo darbo metu iSbandyti Kiti
alternatyvis dezinfekciniai metodai—elektroporacijair poveikis salta plazma. Pastarasis metodas yra
labai perspektyvus, nes dezinfekcijos metu veikiama medZiaga néra jkaitinama ir nereikia daug
papildomy paruosimo procediiry ir greiCiausiai biity sékmingai sumazintas biologinis zolely
uzterStumas be Zzymiy kokybinés sudéties pakitimy [8].

Darbo tikslas— kokybiskai nustatyti mikrobiologing tar$g vaistazolése ir iSbandyti alternatyvius
jos mazinimo metodus.

Darbo uzdaviniai:

1. [I8skirti mikroorganizmus iS$ tirlamy vaistazoliy ir uzauginti mitybinése terpése.

2. Optinés mikroskopijos pagalba nustatyti eukariotinius ir  prokariotinius
mikroorganizmus.

3. Pasirinkus keleta mikroorganizmuy, iSskirti jy genoming DNR ir amplifikavus jg atlikti
sekoskaitg — identifikuoti organizmy gentis.

4. Tstirti elektriniy mikroimpulsy ir $altos plazmos poveikj mikrobiologinei tarsai.

5. Optimizavus sglygas nustatyti poveikio trukme bei jtakg vaistazoliy kokybei.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Vaistazoliy aktualumas Siandien

Vaistazoliy naudingosios savybés pastebétos jau nuo seny laiky, taciau dar ir Siomis dienomis
didelé dalis zmoniy pasitiki ,,liaudies medicina®. Pasaulio sveikatos organizacijos (angl. World
Health Organization) atliktos apklausos rezultatai parodé, jog 70—80 % apklaustyjy renkasi augalinés
kilmes, natiiralius preparatus. Fitoterapija yra integruota beveik j visas tradicinés medicinos sritis,
ypaC tai aktualu Salims, kuriose tradicijos ir paprociai turi didelé svarbg, skurdesnéms ar
besivystan¢ioms valstybéms ir atskiroms Zmoniy bendruomenéms, besidomin¢iomis natiiralios
kilmés preparatais. Kadangi vaistazoliy produktai yra tokie populiariis pasauliniu mastu labai svarbu
uztikrinti jy sauguma tiek kilmés Salyje tiek eksporto atveju [9,10].

Medicinoje naudojami augalai yra kompleksinés struktiiros. Juose gausu jvairiy medziagy,
kuriy dalis yra naudinga ir naudojama terapiniais tikslais, tac¢iau biitina atsizvelgti ir ] paSalines
medziagas. Augalo kilmé, augimo aplinka, rinkimo ir saugojimo salygos daro jtaka galutinés zaliavos
kokybei. Augmenija yra puiki terpé gyvuoti mikroorganizmams, kurie gali bati perneSami oru,
dirvozemiu (1 paveikslas), vandens pagalba ir kitais natiiraliais ar dirbtiniais biidais. Mikrobiota yra
platus spektras organizmy, kurie gali gyventi tiek augalo viduje tiek ant jo pavirSiaus. Jy jvairove ir
gausa gali biiti traktuojama kaip mikrobiologiné vaistiniy augaly tarsa [11].

Bakterijos
ORAS it % Bakterijy sporos
= 74
Gryby sporos
Virusai
DIRVOZEMIS

Gryby sporos C> 7

77

Virussi

Bakterlyy sporos

1 pav. Galimas vaistiniy augaly mikrobiologinio uzterSimo kelias.

Bakterijy endosporos ir gryby sporos — dominuojantys mikrobiologiniai terSalai. Tarp Siy
organizmy gali atsirasti ir patogeniniy, kKurie kelia grésmg vartotojui [12]. Biitent organizmy sporos
yra itin pavojinga uzterStumo forma, nes jos gali iSlikti gyvybingos salyginai ilga laiko tarpg ir
susiklos¢ius palankioms sglygoms mikroorganizmas gali vél produktyviai daugintis. Biologinio
pobiidzio uzterStuma plika akimi sunku pamatyti ir neatlikus tam tikry prevenciniy veiksmy galima
sulaukti nepageidautino zaliavos ar galutinio produkto uZterSimo.

Nors ir paciame augale yra gausu cheminiy komponenty, dazniausia i§skiriamas vienas arba
grupé konkreciy junginiy, turin¢iy specifiniy teigiamy savybiy Zmogaus organizmui. Daznai, norint
iSgauti kuo geresnémis savybémis pasiZymintj produkta, naudojami vaistazoliy ar prieskoniniy
zoleliy miSiniai ir jeigu nors vienas i§ komponenty bus uzterstas visas galutinis produktas gali tapti
kenksmingu. Butent toks atvejis buvo tirtas 2002—-2003 metais Vokietijoje. Padaugéjo Salmonella
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agona bakterijos sukeltos infekcijos protrakiy tarp mazameciy vaiky, kurie vartojo specialig vaikams
skirtg vaistazoliy arbatg su anyziaus séklomis [13].

Nors dauguma vaistazoliy pagrindu sukurty preparaty néra traktuojami kaip vaistiniai, nereikia
pamirstikokybés reikalavimy ir saugumo uztikrinimo. Biitent Sioje sferoje galima remtis kaikuriomis
gairémis naudojamomis maisto, maisto papildy ar vaisty kokybés uztikrinimui. Gausu pasauliniu
mastu naudojamy rekomendacijy, taip pat kiekviename regione ar net atskirose valstybése yra
reglamentuoti tam tikri kokybés reikalavimai, kuriais remtis yra itin svarbu, norint iSvengti infekcijy
ar net miréiy [14].

1.1.1 TarSos atsiradimo aplinkybés

Augaly produkty mikrobiologiné tarSa priklauso nuo labai plataus spektro faktoriy. Visy pirma
pati augalo prigimtis turi didele jtaka tarSos atsiradimo galimybéms — augalo daliy, kurios yra
naudojamos kaip Zaliava, padétis dirvoZzemio atzvilgiu, augalo Sakotumas ir kitos iSorinés fizinés
savybés dél kuriy gali biiti uzstojama saulé ar lietus. Augalo pasiekiamumus tam tikriems gyviinams
ar klimato sglygoms turi jtaka galimiems terSaly patekimo keliams. Svarbu paminétiiraugalo vidinés
kompozicijos svarba. Kai kurie augalai pvz.: melisa, bazilikas turi nattiralias sudétines dalis, kurios
padidina atsparumg mikroorganizmams. Augaly, kuriy sudétyje gausu antiseptinémis,
antibakterinémis savybémis pasizyminéiy medziagy yra naudojami biitent dél iy savybiy terapiniais
ar prevenciniais tikslais. Tokie augalai gali patys apsisaugoti nuo mikrobiologinés tarSos. Galima net
panaudoti tokius augalus augalinés kilmés zaliavy apsaugai. Buvo iStirta, jog cinamonas gali biiti
panaudotas Zzaliavoms apsaugoti nuo grybeliy ir aflatoksino Bl uzterSimo [15]. Taip pat
mikrobiologiné tarSa galima esant grybelinéms ar bakterinéms augalo ligoms, kurios gali persiduoti
per dirvozemj, uzterSta vandenj ar net per augalus. Tokiu biidu augalas uzsiter§ pirminiais ligos
sukéléjais ar jy sporomis, o galiausiai gali iSsivystyti ir didesnio lygio uzterStumas, esant augalo
pazaidai, t. y. iSsivysCius ligai, sutrikus maistingyjy medziagy gavimui ar susidarius toksisky
mikroorganizmy sankaupai [16].

Labai didele jtakg augalo savybéms turi ir geografiné padétis. Esama dirvozemio kokybé,
klimatas, drégmé — visi Sie faktoriai lemia augalo galimybes veséti tam tikroje lokacijoje, taip pat
esant gamtiniy iStekliy trikumui ar pertekliui galimas maistingy medziagy gavimo sutrikimas ir
netinkamas augalo vystymasis. D¢l tam tikry klimato saglygy daug augaly yra linke j grybelines
infekcijas. Taip pat dél klimato gali pasikeisti ir aplinkos floros ir faunos salygos pvz.: padauget
kenkéjy, gyviiny migracijos metu pernesti jvairius mikroorganizmus ir kt.

Taip pat rinkimo ir saugojimo budai, kurie néra pagrjsti jokiomis mokslinémis
rekomendacijomis gali biiti potencialiis veiksniai, lemiantys kokybés reikalavimy neatitikimg ir
grésmes vartotojui. Yra praneSimy apie i§ Indijos importuotas zaliavas, kurios buvo uzkréstos
aflatoksinais, kuriuos i$skiria grybinés kulttiros [17]. Infekcinés augaly ligos gali sumazinti augalinés
kilmés zaliavos panaudojima terapiniams tikslams. Gryby iSskiriami fermentai pazeidzia augalo
lasteliy sieneles ir taip pateke j gilesnius sluoksnius gali pazeisti augalo gyvybines funkcijas bei
skatinti vertingyjy cheminiy medziagy, pvz.: alkaloidy, degradacija [18].

Auginimo ir derliaus nurinkimo metodika daro didele jtakg galutinéms augalo savybéms.
Kultivuojant ikyje stebimos auginimo salygos, atsizvelgiama j augalo augimo stadijas, priklausomai
nuo poreikio galima suteikti papildomos drégmés, apsSvietimo ar kity augalui reikalingy ir naudingy
preparaty. Tac¢iau Gikiuose iSauga rizika greitai pasklisti augaly ligoms. Atlikta tyrimy, kurie bando
palyginti kultivuojamy kultiry mikrobiologin} uZterStumg atitinkamai pagal auginimo salygas —
Siltnamyje ar atviroje erdvéje, remiantis tradiciniais ar organiniais kultivavimo metodais. Tokio
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pobiidZzio tyrimai rodo labai jvairias tendencijas ir rezultatai néra galutiniai. Ta¢iau galima prieiti prie
1Svados, jog tokie tyrimai reikalingi, norint surinkti pakankama kiekj duomeny ir tobulinti esamas
arba kurti naujas gaires ir rekomendacijas, kurios galéty sumazinti mikrobiologing tarsa ir praplésty
tkininky zinias §iuo klausimu [19, 20]. Tuo tarpu renkant laukines vaistazoles riziky spektras iSauga.
Laukin¢je gamtoje surinktos vaistazolés gali biiti uzterStos sunkiaisiais metalais, pesticidy
liekanomis. Keletas tyrimy parodé, jog jy tirtos laukinés vaistazolés buvo labiau uztersStos
mikotoksinais, nei kultivuojamos [21].

Zaliavos apdorojimas po surinkimo taip pat daro didele jtaka kokybei. Jeigu néra atliekama
veikliyjy medziagy ekstrakcija, tuomet dazniausiai augale esan¢iy fermenty ir mikroorganizmy
slopinimas yra atlickamas i§dZiovinant zaliava. Taip prailginamas eksploatacijos laikas ir apsaugoma
nuo degradacijos [22]. Yra daug dziovinimo biudy, ta¢iau populiariausias ir maziausiai iStekliy
reikalaujantis — paskleidus augalinés kilmés produktus ant pavirsiaus $alia surinkimo vietos, atvirame
lauke, saulés atokaitoje. Toks buidas néra saugus ir geras produkto kokybei. Daug saugiau dZiovinti
uzdarose, gerai védinamose patalpose, kur dziovinamos vaistazolés negauty tiesioginiy saulés
spinduliy. Staigus ir labai kaitrus isdziovinimas gali lemti temperatiirai neatspariy veikliyjy medziagy
degradacija [23].

Netinkamas i§dziovinty zaliavy saugojimas gali lemti jy cheming ir biologing degradacija.
Priklausomai nuo biisimo panaudojimo reikia atsizvelgti j sandéliavimo temperatiirg — jeigu bus
i§skiriami eteriniaialiejai dauguma rekomenduoja vésesne¢ temperatiirg, nes saugojimo metu lakiosios
medzZiagos gali iSgaruoti. Pastebéta, kad geresné kiekybiné sudétis iSlieka nesmulkintuose augaluose,
todél patariama susmulkinti nebent pries pat produkto gamybg ar pries§ vartojimg. Mikrobiologinio
uzterStumo atzvilgiu vienas svarbiausiy dalyky yra drégmeés kickis sandéliavimo patalpoje. Pasiekus
tam tikrg santykinj oro drégmés lygl mikroorganizmai gali ir vél pradéti funkcionuoti, sugertas
vanduo gali suaktyvinti tam tikry fermenty veikla [24,25].

1.1.2 Potencialiis mikrobiologinés tarSos organizmai ir jy sukeliamos grésmés

Apsinuodijimai maisto produktais néra labai retas reiskinys. Infekcijy atvejai fiksuojami dél
jvairiy priezas€iy: netinkamo maisto paruosimo — mésos ar kiauSiniy vartojimo atveju, netinkamo
produkty laikymo iki vartojimo — per aukstoje temperatiiroje, saulés atokaitoje, atviroje erdvéje.
Daznai infekcijos Saltinis gali biiti dZiovintos prieskoninés Zolelés ar vaistazoliy gérimai.

Pasaulyje uzfiksuotas ne vienas salmoneliozés protrikio atvejis susijes biitent su dziovinty
vaistazoliy vartojimu [13]. Patogeniniai organizmai gali ilgg laiko tarpg i§gyventi ant iSdziovinty
zaliavy ir bati gyvybingi prie§ vartojimg. Priklausomai nuo augalinés kilmés Zaliavos vartojimo
pobiidzio yra nustatyti tam tikri leistini mikroorganizmy kiekiai.

Viena i§ dazniausiai pasitaikan¢iy bakterijy rasiy augalinés kilmés zaliavose yra Escherichia
coli. Tai yra savotiskas fekalinés tarSos indikatorius, nes Sios bakterijos yra aptinkamos Siltakraujy
organizmy zarnyne. Taip pat daznai aptinkamos bakterijy rasys, kuriy sporos yra itin atsparios
atSiaurioms salygoms pvz.: Bacillus ar Clostridia gen¢iy bakterijos. Aptiktos Staphylococcus aureus
taip pat gali biiti prastos higienos padarinys ir antrinio uZterStumo pozymis.

DidZiausig susiriipinimg kelia uzterStumas mielémis ir grybeliais. Nataraliai jy zmogaus
organizme néra, todél gavus didesne doze, ypa¢ esant nusilpusiam organizmui, gali kilti jvairiy
sveikatos sutrikimy. UzterStumas grybeliais padidina rizikg mikotoksiny, ypa¢ aflatoksino kiekio
atsiradimo ant augalinés kilmés produkty. Yra jrodyta, jog tokie toksinai gali sukelti kepeny, inksty,
nervy sistemos, kvépavimo taky, virSkinamojo trakto ir kitas ligas. Literatiiroje aptartuose tyrimuose
augalinés kilmés produktuose daznai aptinkamos Aspergillus niger, Fusarium, Aspergillus flavus
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grybeliy gentys. Dalis jy risiy gamina minétuosius toksinus. Ta¢iau svarbu suprasti, jog radus
mikotoksinus sintetinan¢iy organizmy, dar nereiskia, jog tikrai rasime ir pa¢iy mikotoksiny, kadangi
reikia labai didelio santykinio drégnio 83—99 % ir tinkamos 18-24 °C temperatiiros mikotoksiny
sintezei. Tod¢l yra labai svarbu tinkamos saugojimo sglygos, norint i§vengti papildomo uZztersimo
[26,27].

Mikrobiologiné tarSa itin pavojinga Zmonéms, kuriy imuniné sistema yra nusilpusi. Puikus
pavyzdys yra ligoninés pacientai, kurie, stacionarinio gydymo metu, tikétina taiko ir arbatg. DazZnai
ji naudojama, norint padidinti skys¢iy vartojima, taciau galimi panaudojimo budai yra jvairiis —
antpilai/uzpilaiburnos higienos palaikymui, kurios metu gali biiti atviry zaizdeliy ir t.t. Kartais tokios
arbatos yra paruo$iamos ne pagal instrukcijas, vésinamos vandentiekio vandeniu ar pakartotinai
skiedZiamos, naudojant koncentratg, kuris gali stovéti net kelias dienas. Tokie veiksmai gali sukelti
nosokomines infekcijas ir sukelti pavojy pacientams [28]. Nors vaistazoliy panaudojima
reglamentuojan¢iuose dokumentuose yra nurodyti leistini mikroorganizmy kiekiai, taciau
antibiotikams atspartis mikroorganizmai neturi biiti randami. Pastarieji organizmai kelia didelj
rupest], kadangi ir itin mazi jy kiekiai gali buti labai pavojingi. Organizmo atsparumas antibiotikams
— preparatams, kurie stabdo augimg ir/arba Zzudo mikroorganizma, reiskia ir tai, jog grei¢iausiai §is
organizmas gali iSgyventi ir arSias sglygas, vaistazoliy apdorojimo stadijas ir ilgg laika iSlikti
gyvybingu [29].

1.2 UzZterStumo naikinimo budai

Svarbu rasti tokj optimaly mikrobiologinés tarSos naikinimo biida, kuris blity pigus, greitas,
neturéty pasaliniy produkty ir kiek galima biity kuo maziau kenksmingas dezinfekcijos metu ir po
jos. Patys svarbiausi kriterijai yra veiksmingy vaistazoliy komponenty i§saugojimas, pacios zaliavos
prekinés i§vaizdos iSlaikymas, nesutrumpintas galiojimo terminas ir t. t.. Yra daug budy, kurie yra
veiksmingi dezinfekcijai, tac¢iau Siuo atveju visai netinkami dél tam tikry tiriamos zaliavos savybiy ir
reikalavimy jai, todél bus aptariame patys populiariausi ir tinkamiausi metodai.

1.21 Tinkamas paruoSimas prie§ pat vartojima

Farmakopéjoje yra nurodyti kiekiai vaistazoléms, kurios bus naudojamos be jokio apdorojimo
ir tokioms, kurios bus naudojamo po terminio apdorojimo. Farmakopéjos 9 leidime skyriuje 5.1.8
,Geriamy augaliniy vaisty ir jy ruoSimui naudojamy ekstrakty mikrobiologiné kokybé* yra nurodyta,
jog leistinas bendras aerobiniy mikroorganizmy skaicius yra 107 KFV (kolonijas formuojantys
vienetai) /g, o bendras kombinuotas mieliy / pelésiy skai¢ius yra 10°> KFV/g. Taip pat i$skirtos ir E.
coli 103 KFV/g ir Salmonella — neturi bati rasta 25 g zaliavos.

Yra daug mikroorganizmy, kurie gali iSgyventi aukstas temperatiiras. Todél labai svarbu, jog
arbata biity paruoSiama uzplikius aukstos temperatiiros vandeniu, kadangi yra atliktas ne vienas
tyrimas [3], kuriy metu buvo nustatyta, jog esant zemesnei temperatiirai pakankamai didelis kiekis
mikroorganizmy vis tiek iSgyvena ir gali patekti j zmogaus organizma ir ten sukelti infekcija. Butinai
reikty atsizvelgti | gamintojo nurodytas arbatos paruosimo rekomendacijas, tac¢iau dauguma nurodo
apie 80 °C vandens temperatiirg arbatzoliy uzplikymui. Tokiu atveju reikty jvertinti vartotojo biikle
ir jeigu tai yra pacientas, kurio organizmas nusilpg¢s, geriau nerizikuoti ir uzp ilti arbatzoles 90-95 °C
temperatiros vandeniu. Vartojant arbatg dideliais kiekiais daznai pasitaiko atvejy, kai pagaminamas
koncentratas — didelis kiekis vaistazoliy uzpilamas mazu kiekiu vandens ir paskui skiedziama pries
pat vartojima. Tokiu buidu galima sudaryti palankias salygas mikroorganizmas daugintis biitent tame
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koncentrate, ypac jeigu jis nebuvo uzplikytas pakankamai aukstos temperatiiros vandeniu ir/ar buvo
laikomas netinkamomis sglygomis ilgg laika, todél esant galimybei reikéty vengti tokio vartojimo
budo.

1.2.2 Zaliavos apdorojimas: dujos

Cheminis zaliavy apdorojimas dujomis buvo ilgg laikg populiarus ir plac¢iai naudojamas
pasauliniu mastu dél savo efektyvumo ir sglyginai nedidelés kainos.

Nors dujos buvo naudojamos sterilizuoti tiek jvairius Sviezius maisto produktus, tiek ir
dziovintas zaliavas, tame tarpe ir vaistazoles, nebuvo pastebéta jokiy pokyc¢iy. Po kiek laiko buvo
atliktas iSsamus dujy poveikio sterilinamai medziagai tyrimas ir nustatyta, jog sumazéja terpés pH.
Buvo issiaiSkinta, jog natiiraliai esantis chloras sterilinamuose junginiuose sureaguoja su etileno
oksidu ir susidaro etileno cholorohidrinas, kuris yra toksiskas [ 30]. ToksiSkumo problema gali biiti
dalinai i§spresta iSvédinant ar maiSant su kitomis dujomis, taciau reikia atsizvelgti ir | Zalg gamtai
gamybos ir eksploatavimo procesy metu. Taip pat kaip alternatyva ilga laikg buvo naudojamas
formaldehidas, ta¢iau Siandien Zinoma, jog jis yra toksiSkas ir juo sterilinti maisto produktus yra
draudziama.

Yra ir kity alternatyvy norint dujomis sterilizuoti sausas medziagas. Viena i$ jy yra vandenilio
peroksido garai — efektyvus pries platy spektra virusy, bakterijy, gryby ir bakterijy spory. Taéiau Sios
dujos tik dalinai sunaikina endotoksinus, taip pat kiti pavir§iniai neSvarumai gali silpninti
dezinfekcinj poveikj. Nors vandenilio peroksidas greitai suskyla ir nelieka jokiy pavojingy pasaliniy
produkty, bet sterilinimo metu ir iSkarto po jo operatoriai gali biiti veikiami toksiskai. Taip pat
minimas ir ozono panaudojimas sterilinimui. Si medZiaga yra oksidatorius ir s¢kmingai suardo
mikroorganizmy membranas, taciau pasizymi silpnesniu poveikiu sporoms. Ozonas yra nestabilus,
todél norint naudoti jj sterilinimui reikia prie§ pat naudojimg vietoje ji pasigaminti, o tam reikalinga
specifiné ir brangi jranga [31]. Kiekvienam vartotojui yra pazjstamos ir CO, dujos, kurios taip pat
naudojamos ir biologinio uzter§Stumo mazinimui. Tac¢iau $iy dujy vartojimas taip pat turi ir savy
niuansy — norint veiksmingesnio efekto reikia gana didelio kiekio dujy, auksStesnés temperatiiros arba
ilgo veikimo laiko [32].

Sterilinimas dujomis yra seniai naudotas ir pazistamas metodas, taciau tik laikui bégant
paaiskéja galimas toksiSkumas, daznai operatoriams sukeliamarizika. Taip pat buitina atsizvelgti ir |
daromg jtakg gamtai, todél pravartu ieSkoti vis tobulesnio, efektyvesnio metodo.

1.2.3 Zaliavos apdorojimas: gama spinduliuoté

Vienas i$ alternatyviy biidy padidinti produkty saugumga ir prailginti sandéliavimo trukme yra
paveikimas radiacija. Sis metodas yra gana pladiai istirtas ir naudojamas komerciniu lygiu. Valstybés
yra nustaciusios leistinus radiacijos lygius arba prekyba tik tam tikrais produktais. Vis dar p astebima
vartotojy neigiama reakcija j tokio pobiidzio dezinfekcijg, O tai turi jtakos ekonominiu atzvilgiu —
mazéja vartojimas.

Medziagos paveikiamos fiksuoto stiprumo jonizuojancia energija, Siuo atveju konkreciai gama
spinduliuote. Nors pa¢io méginio papildomai paruosti nereikia, taciau spinduliuotés saltiniai yra labai
specifiniai — %9Co ir 137Cs. Taip pat gana problematiska nustatyti ir atitaik yti tinkamg doze konkre¢iu
atveju. Tai yra taikant radiacijg tam tikram produktui ar produkty grupei, kuri yra kompleksiné savo
morfologija, chemine sandara. Atlikta daug tyrimy, kurie parodo labai gera momentin]
mikrobiologinés tar§os sumaZzéjima, taciau trilksta duomeny apie ilgalaikj poveikj. Tai ypac svarbu
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produktams, kurie gali biiti sandéliuojami ilgesnj laikg iki vartojimo. Atlikti tyrimai su kalendra
parodé, jognet ir po Svitinimo reikia produkta laikyti vésioje temperatiiroje, kitu atveju organizmai
ir vel gali daugintis. Taip pat pastebéta, kad nustatytos dozés daznai tirtos vienam konkreciam
organizmuiir negali atitikti biologinés tarSos realiame méginyje [33]. Kartais produktai praranda savo
preking i§vaizda, atsiranda specifinis kvapas ar skonis, taciau yra jrodyta, jog néra jokio ilgalaikio
poveikio dél radiacijos.

Dauguma Sio metodo tyréjy vis délto rekomenduoja alternatyviy priemoniy paieska arba
bandyti pritaikyti kelis biidus, norint pasiekti maksimaly rezultata su maziausia Zalinga jtaka
galutiniam produktui.

1.24 Zaliavos apdorojimas: $alta plazma

Saltos plazmos dezinfekcija yra labai perspektyvi, nes tai néra terminis metodas, nereikalauja
jokio papildomo Zaliavos paruoSimoir remiantis mokslininky bendruomenés atliktais tyrimais nedaro
visai arba daro itin minimalig jtakg substratui. Buvo istirtas Saltos plazmos poveikis sékly pavir$iaus
mikrobiotai — didinant poveikio trukme atitinkamai buvo sumazinta mikrobiologiné tar$a. Kadangi
vis ieSkoma optimaliausios metodikos, kuri efektyviai naikinty tars$a, neturéty pasaliniy produkty ir
nedaryty neigiamos jtakos zaliavos cheminei ir fizinei kompozicijai Salta plazma yra potencialiai
perspektyvus budas [8].

Plazma yra jonizuotos dujos, kuriose yra elektrony, jony ir neutraliy atomy ar molekulu.
Elektronai plazmoje yra daug aukstesnés temperatiiros, o pacios dujos licka mazdaug kambario
temperatiiros. Salta plazma indukuojama, kai esant pakankamai Zemam slégiui, dujos yra veikiamos
aukSto daznio svyruojancio elektromagnetinio lauko. Kai neutraliose dujy molekulése esantys
elektronai jgyja kineting energija, kuri virSija jonizacijos slenkstj, tolimesni susidiirimai sukelia
jonizacija. Dujose esantys jonai susiduria su juos jonizuojan¢iomis dujy molekulémis ir taip seka
virtiné susidirimy, kuriy rezultatas yra neutraliy atomy jonizacija, molekuliy suskaldymas —
reaktyviy radikaly susidarymas, suzadintos biisenos atomai. Priklausomai nuo proceso parametry ir
naudojamy dujy Salta plazma gali atlikti mechaninj darbg — abliacinj elektrony ar jony perkélimag j
pavirSiy. Taip pat galimas ir cheminis poveikis, kai reaktyvios radikaly ruSys sgveikauja su
pavirSiumi.

Salta plazma gali biiti sudaryta naudojant jvairias dujas, ta¢iau biitent aplinkos oro naudojimas
kelia didziausig susidoméjima dél galimo pigesnio panaudojimo. Pagrindiniai oro komponentai yra
deguonis ir azotas, todé¢l daugiausiai susidariusiyjy reaktyviyjy riisiy irgi yra deguonies bei azoto
dariniai. Plazma, kurios sudarymui naudotas oras, emituoja violetinés spalvos Sviesg, kurig lemia
bitent suzadintos azoto molekulés [34].

Pats poveikis mikroorganizmams — plazma yra sudaryta i§ UV fotony, elektrinio lauko,
reaktyviyjy daleliy. Plazmos iSkrovos metu susidaro reaktingosios dalelés (2 paveikslas), kurios gali
paveikti lgsteliy membrang arba bent labai trumpam laikui padaryti ja pralaidzia. Butent dél to
reaktyviosios deguonies ar azoto dalelés gali patekti j Igstelés vidy. Ten pateke reaktyvis radikalai ar
stiprtis oksidatoriai gali padaryti zalingg poveikj lasteleijos citoplazmoje — oksiduoti baltymus, DNR.
Jeigu membrana buvo pralaidi tik trumpam, pateke j Iastelés vidy oksidatoriai gali paveikti Igstelés
struktiiros integralumg — paskatinti lipidy peroksidaze — kas lemty lastelés struktiiros poky¢ius ir
galimai ziitj [35].
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2 pav. Dalis 8altos plazmos indukuoty rasiy, naudojant laboratorijos org.

Puikus Saltos plazmos poveikio panaudojimas yra jvairiais tikslais paveikti augaly s¢klas. Yra
atlikta daug tyrimy, kurie parodo, jog paveikus séklas Salta plazma augalai daug geriau vesi, greiciau
auga, uzauginamas daug didesnis derlius ir pan. Kai kurias ligas augalas gauna per Saknis jau augimo
procese, taCiau svarbus faktorius yra ir pati s€kla. Galima nusipirkti jau pelésiais, grybeliais ar kitais
mikroorganizmais uzterStas séklas, kruop§¢iai auginti ir prizitréti augalg, taciau mikroorganizmai
puikiai jsigalés augale jau nuo pat daigo stadijos. Paveikus séklas Salta plazma galima iSvengti tokio
efekto. Puikus pavyzdys yra mokslininky atliktas tyrimas su pomidorais. Tyréjai paveiké pomidory
s¢klas Salta plazma ir iSvengé kasmet kankinamos bakterinés ligos, tuo paciu paspartino augimg ir
pagerino pomidory kokybe [36].

Saltos plazmos dezinfekcija yra itin saugi, nes reaktingosios dalelés egzistuoja ir yra veiklios
tik operacijos metu, vos i§jungus aparatiirg dalelés beveik 1§ karto iSnyksta.

1.25 Produkto apdorojimas: elektriniai mikroimpulsai — elektroporacija

Elektroporacijataitechnologija, kurios metu naudojami labai trumpi (mikrosekundziy trukmés)
stipriis elektros impulsai, kuriy metu Igstelés membranoje susidaro poros per kurias gali migruoti
vidulgstelinis turinys. Pasinaudojant Sia technologija galima j lgstelés vidy jvesti tikslinj produkta.
Priklausomai nuo impulso stiprumo, amplitudés, trukmés ir cikly kiekio Sis procesas gali buti
griztamas arba negrjztamas. Pastarasis yra naudojamas norint nuzudyti lasteles [37].

Priklausomai nuo Igstelés tipo jos atsparumas elektros impulsams yra vis kitoks, nes
transmembraninis potencialas tiesiskai koreliuoja su lastelés spinduliu. Tai reiskia, jog didesniy
lasteliy transmembraniniai potencialai yra didesni esant tam tikram elektrinio lauko stiprumui, todél
tokiy lgsteliy sienelés yra labiau pazeidziamos [38]. Svarbus parametras yra mikroimpulsy tipas, nuo
jo priklauso elektroporatoriaus pajégumas. Dél iStobulintos pulsy energijos kontrolés, dazniausiai
naudojami sta¢iakampiy impulsy elektroporatoriai [39].

Sis metodas jau seniai naudojamas ir maisto pasterizavimui, ta¢iau vaistazoliy atveju galimas
veikimas tik skystoje terp€je — jau pagaminus arbatzoliy ekstrakta. Tokiu atveju yra veikiamos tik
patekusiy j terp¢ mikroorganizmy lastelés [40].
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1.3 Veiksmingy vaistaZoliy komponenty tyrimas

Labai svarbu atliekant vaistazoliy sterilinimg nepakenkti aktyviesiems komponentams.
Dazniausiai augalinés kilmés produkty veikliosios medziagos yra polifenoliniai kompleksiniai
junginiai, kuriy tarpe yra alkaloidy, jvairiy organiniy rtigsciy, lakiis aromatiniai organiniai junginiai
—eteriniaialiejai, flavanoidaiirkitos medziagos. Buitent i§vardinty organiniy junginiy visuma , kartais
cheminéje kompozicijoje vyrauja vienas ar Keli junginiai, yra veiklioji augalo cheminé kompozicija.
chromatografijos riiSis ar chromatografijos metodikas suderintas su masiy spektrometriniu
detektavimu galima identifikuoti individualius junginius. Dazniausiai lakiems organiniams
junginiams tirti naudojama dujy chromatografija, o norint iStirti platesnj spektra junginiy,
pasitelkiama skysc¢iy chromatografija.
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2. DARBO METODIKOS

2.1 Mikroorganizmy i§skyrimas i$ vaistaZoliy

Tirtos jau iSdziovintos ir pardavimui paruostos vaistazolés: pataisy sporos, ugniazolé, jonazolé,
ramung ir gyslo¢iy luobelés. Siekiant sumazinti rizikg dél tarSos i§ aplinkos, laboratorijoje dirbta
palaikant sterilig aplinkg. Pagrindinis darbas atliktas Thermo Scientific Safe 2020 biologinés saugos
spintoje.

2.1.1 Mikroorganizmy ekstrakcija D—sorbitoliu

Norint i$skirti mikroorganizmus i$ vaistazoliy, pasveriama 1-2 g zaliavos ir uzpilamas Svieziai
pagamintu ir autoklave sterilizuotu 1 M D-sorbitolio (Carl Roth, Nr. 6213.1) tirpalu. Kiekvienas
bandinys purtomas 2 min VVortex purtykle ir tirpalas dekantuojamas.

2.1.2 Auginimas agarizuotose terpése Petri l1ekstélése

Paruosiamiterpiy (komponentaipateikti 1 lenteléje) tirpalai, autoklavuojamiiri$pilstomij Petri
léksteles. Terpéms atvésus ir sustingus pilama 100 pl paruosto (apraSyta 2.1.1) ekstrakto ir jis
kruopsciai paskirstomas, naudojant stikling sterilizuotg lazdele, visame terpés pavirSiaus plote.
Méginiai dedami | inkubatoriy ir auginami 24—48 valandas 37 °C temperatiiroje. Po uzauginimo
sandé¢liuojama Saltame kambaryje, kuriame palaikoma 4 °C temperatiira

1 lentelé. Terpiy ir jy komponenty sarasas.

Terpés pavadinimas Komponentai Gamintojas, Nr.
TSA Paruostas miSinys Carl Roth, CP70.1
Agaras, 2 % Carl Roth, 5210.2

LB Mieliy ekstraktas, 0,5 % Carl Roth, 8986.2

NaCl, 1% Carl Roth, 2363.3

Peptonas, 1 % Carl Roth, 8986.2

Agaras, 2 % Carl Roth, 5210.2

YPD D(+)-Gliukozé, monohidratas, 2 % Carl Roth, 6887.1

Mieliy ekstraktas, 1 % Carl Roth, 2363.3

Peptonas, 1 % Carl Roth, 8986.2

2.2 Mikroorganizmy atskyrimas ir identifikavimas

Po pirmojo mikroorganizmy uzauginimo kiekvienoje léksteléje uzaugo gausi jvairove mielwy ir
bakterijy, todél antras Zingsnis buvo juos atskirti ir identifikuoti.

2.2.1 Mikrobiologinis klonavimas

Apziurétos visos lékstelés ir vizualiai atrinkti visi skirtingai morfologiSkai atrodantys
organizmai. Pasiruos$ta naujy terpiy (aprasyta 2.1.2) ir kiekvienas skirtingai atrodantis
mikroorganizmas mikrobiologiSkai klonuojamas j Svarig 1€kstele. Kadangi organizmai néra skysti, jy
uzséjimo procesas kitoks: naudojant liepsnag dezinfekuojama mikrobiologiné kilpelé, ja paimamas
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nedidelis kiekis organizmo ir vedziojamas terpés pavirSiumi taip, kad atsiskirty skirtingy morfologiy
mikroorganizmy lastelés. Auginama inkubatoriuje 24-48 valandas 37 °C. Po uzauginimo
sandéliuojama 4 °C temperatiiroje.

2.2.2 Mikroskopiné analizé

Kiekvienas i§ klonuoty mikroorganizmy stebétas pro mikroskopa Olympus CX21 naudojant
aliejaus—imersinj objektyva, didinant vaizdg 1000 karty. Mikroskopinis stikliukas nuvalomas su
spiritu ir uzlasinamas lasas dejonizuoto sterilaus vandens. Su sterilia metaline lazdele paimamas
nedidelis kiekis mikroorganizmo ir paskirstomas vandens lase. Méginiai stebimi pro mikroskopa,
norint identifikuoti ar tai eukariotas ar prokariotas, bakterijy atveju dar galima nustatyti lgsteliy
morfologija.

2.2.3 Gramo dazymo metodas

ParuoSus méginj stebé&jimui mikroskopu (aprasyta 2.2.2) palaukiama, kol vandens lasas
nudzius. Tepinélis fiksuojamas kars¢iu — pertraukiant 3—4 kartus virs spiritinés degiklio liepsnos, tam,
kad dazymo ir plovimo metu mikroorganizmai nebiity nuplauti nuo stiklo. Visy pirma dazoma
kristaliniu violetu (baziniu dazu), palaikoma apie 60 sekundZiy ir plaunama steriliu dejonizuotu
vandeniu. Uzpilama liugolio tirpalo (Gramo jodo reagentas), palaikoma apie 60 sekundziy ir
plaunama vandeniuir etanoliu. Nuplovus tepinélj jis dazomas safraninu, palaikoma apie 60 sekundziy
ir vél plaunama vandeniu. Preparatas dziovinamas kambario temperatiiroje ir tiriamas mikroskopu.

2.24 Genominés DNR iSskyrimas

Prie§ iSskiriant genoming DNR mikroorganizmai buvo $vieziai uzauginti skystose terpése —
terpés paruostos be agaro, | 5 ml skystos terpés steriliomis sglygomis perkeliamas nedidelis kiekis
mikrobiologiskai klonuoto mikroorganizmo ir auginama inkubatoriuje 12—14 valandy 37 °C
temperatiiroje. Lastelés surenkamos mikro—centrifuginiame mégintuvélyje: pilama terpé su
mikroorganizmu ir centrifuguojama 5000 x g (g — gravitacijos jéga), 10 min, terpé dekantuojama, 0
lastelés renkamos. Plaunama steriliu dejonizuotu vandeniu ir 1 M D-sorbitolio tirpalu. Tuomet
priklausomai nuo mikroorganizmo pobudzio naudojant komercinj Thermo Scientific GeneJET
Genomic DNA Purification Kit rinkinj ir naudojantis protokolu isskiriamos genominés DNR.
Naudojami tirpalai yra rinkinio sudétinés dalys ir sandéliuojami pagal gamintojo rekomendacijas.
Prie§ pat bandyma reikia Svieziai reikia pasiruosti: gramteigiamy bakterijy lizés tirpalg — (20 mM
Tris—HCI, pH 8,0, 2 mM EDTA (Etilendiamintetraacto rgstis), 1,2 % Tritono X100 ir pripilti 20
mg/ml lizocimo prie$ pat naudojima, mieliy lizés tirpalg — 10 mg/ml mieliy lizinio fermento, IM D—
sorbitolio, 0,1 MEDTA.

Gramneigiamos bakterijos: surinktos lgstelés perkeliamos j 1,5 ml mégintuvélius uzpilama 180
ul lasteliy lizés tirpalo (angl. digestion solution) ir 20 pl proteinazés K tirpalo ir sumaiSoma maiSykle
(Vortex). Méginys laikomas inkubatoriuje 56 °C temperatiiroje apie 30 minuciy, daznais intervalais
pamaiSomas maisykle. [pilama 20 pl Rnazés A tirpalo, sumaiSoma maiSykle ir laikoma 10 minuciy
kambario temperatiiroje. [pilama 200 pl lizés tirpalo ir maiSoma purtykle apie 15 sekundziy, kol
meginys tampa visiSkai homogenisku. [pilama 400 pl 50 % etanolio tirpalo ir sumaiSoma purtykle.
Meéginys perkeliamas ] GeneJET Genomic DNA Purification kolonéle su specialiu skys€iy surinkimo
meégintuveliu ir centrifuguojamas 1 min 6000 x g greiciu. Pakei¢iamas mégintuvélis ir kolonele
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uzpilama 500 pl plovimo skyscio I, centrifuguojama 1 min 8000 x g ir surinktas skystis iSpilamas.
Ant kolonélés pilama 500 ul plovimo skyscio II ir centrifuguojama maksimaliu greiciu tol, kol ant
kolon¢lés nebelieka skyscio. Kolonélé perkeliama j naujg sterily mégintuvélj ir kolonélés centras
uzpilamas 200 pl eliucijos tirpalo. Inkubuojama 2 min kambario temperatiiroje ir centrifuguojama 1
min 8000 x g grei¢iu. Méginys laikomas -20 °C temperatiiroje.

Gramteigiamos bakterijos: surinktos Igstelés perkeliamos j 1,5 ml mégintuvélius uzpilama 180
ul gramteigiamy bakterijy lizés tirpalo ir laikoma inkubatoriuje 30 min 37 °C temperatiiroje.
Uzpilama 200 pl lizés tirpalo ir 20 pl proteinazés K tirpalo gerai iSmaiSoma purtykle ir laikoma
inkubatoriuje 56 °C temperatiiroje apie 30 minuciy, daznais intervalais pamaiSomas maisykle. [pilama
20 pl Rnazés A tirpalo, sumaiSoma maisSykle ir laikoma 10 minu¢iy kambario temperattroje. Tuomet
plaunama 50 % etanolio tirpalu ir toliau plovimo ir gryninimo procediira identiska, kaip ir
gramneigiamy bakterijy atveju. Méginys laikomas -20 °C temperatiiroje.

Mielés: surinktos lastelés perkeliamos | 1,5 ml mégintuvélius uzpilama 500 pl mieliy lizés
tirpalo ir latkoma inkubatoriuje 60 min 37 °C temperatiiroje. Lastelés centrifuguojamos 10 min 3000
x g grei¢iu. Uzpilama 180 pl audiniy ardymo tirpalo ir 20 pl proteinazés K tirpalo ir sumaisoma
maiSykle. Méginys laikomas inkubatoriuje 56 °C temperatiiroje apie 45 minutes, daznais intervalais
pamaiSomas maisykle. [pilama 20 pl Rnazés A tirpalo, sumaiSoma maisykle ir laikoma 10 minuciy
kambario temperatiroje. Ipilama 200 pl lizés tirpalo ir maiSoma purtykle apie 15 sekundziy, kol
méginys tampa visiskai homogenisku. Tuomet plaunama 50 % etanolio tirpalu ir toliau plovimo ir
gryninimo procediira identiska, kaip ir gramneigiamy bakterijy atveju, tik méginys yra daromas
didesnés koncentracijos ir paskutiniame zingsnyje pilama 50 pl eliucijos tirpalo. Méginys laikomas -
20 °C temperatiiroje.

2.25 Elektroforeze

Naudojamas paruostaspradinis SOXTAE tirpalas: Tris—bazé 242 g; Acetatas (100% acto ruigstis)
57,1 ml; EDTA 100 ml 0,5 M ir pripilta distiliuoto vandens iki 2000 ml ribos. Darbinis tirpalas
IXTAE : 20 ml pradinio tirpalo skiedziama iki 1000 ml. Ruo$iamas 1 % agarozés tirpalas: 1 g
agarozes tirpinamas 100 ml 1XTAE. Tirpalas paSildomas mikrobangy krosneléje vis pamaiSant iki
kol agarozé pilnai istirps. Ipilama 5 pl EtBr (etidzio bromido) tirpalo (galutiné koncentracija gelyje
0,2—-0,5 pg/ml). Palaukiama, kol agarozés tirpalas atvés ir jis iSpilamas | specialig gelio forma su
jstatytomis Sukomis, kurios suformuos takelius. ParuoSiami méginiy tirpalai: naudojamas markeris
GeneRuler (100 bp DNA Ladder Plus) 0,5 pl +2 ul bromfenolio dazo (angl. 6X Loading dye solution)
+ 7 ul dejonizuoto vandens; méginio 5 pl sumaiSoma su 2 ul dazo. Galutiniai sukietéjus geliui jis
dedamas j elektroforezés kamerg ir uzpilamas 1XTAE tirpalu taip, kad apsemty gelj. ] takelius
supilami paruo§ti méginiy ir markerio tirpalai. Elektroforezé vykdoma esant 4 V/cm rézimui (120 V
jtampa, atstumas tarp elektrody 30 cm) iki bromfenolio dazo linija pasieks kitame gelio kraste
esancius Sulinélius. Pasibaigus elektroforezei iSjungiamas elektros Saltinis ir gelis atsargiai i§ imamas
i§ kameros, su filtro popieriumi atsargiai nuvalomas tirpalo perteklius ar susidare burbuliukai. Gelis
fotografuojamas UV §viesoje, naudojant DNR Bio—Imaging System elektroforezés rezultaty
fiksavimo sistemg (MiniBIS Pro). Méginiai jvertinami remiantis markeriu.

2.2.6 Polimeraziné grandininé reakcija
Atlikta polimeraziné grandininé reakcija (PGR), siekiant padaugintiisgrynintus tikslinius DNR

fragmentus. Reakcijos atliktos naudojant Biorad T100 termociklerj. Biologinés saugos spintoje,
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steriliomis sglygomis yra sumaiSomi PGR reakcijai reikalingi komponentai. 2 lenteléje pateikti visi
komponentai: maisyta didesniais kiekiais ir véliau miSinys iSskirstomas taip, jog kiekvienas méginys
buty 50 pl tirio. Bakterijy atveju PGR atlikta kontrolei (nededama DNR, norint jsitikinti, jog
reagentai néra uztersSti ir pasirinktos sglygos yra tinkamos), gramteigiamoms ir gramneigiamoms
bakterijoms. Mieliy atveju: meéginys su DNR ir kontrolé.

2 lentelé. PGR reakcijos komponentai.

Bakterijos Mielés
PGR komponentas m;;ﬁg;i ul PGR komponentas mégiﬂ;ﬁi ul
H,0 101,25 H,0 67,50

PGR buferis (NH4),SO4 15 PGR buferis (NH4),SO4 10
dNTP 12 dNTP 8

MgCl, 12 MgCl, 8

F pradmuo 3 pITS—F pradmuo 2
R pradmuo 3 pITS-R pradmuo 2

PFU DNR polimerazé 0,3 PFU DNR polimerazé 0,2

ParuoSus méginius jie dedami j termociklerj ir nustatoma programa, atitinkamai pagal
organizmo pobidj (reakcijy saglygos nurodytos 3 lenteléje).

3 lentelé. PGR reakcijos sglygos, priklausomai nuo mikroorganizmo.

Bakterijos Mielés
95°C 2 min 95°C 8 min
95°C | 1min 95°C 30s
72°C | 3min 72°C 40s
72°C 7min 73°C 5min
4°C o0 4°C o

Atlikus PGR reakcija amplifikuotos DNR produktai gryninami naudojant Thermo Scientific
GeneJET PCR Purification rinkinj. Reakcijos produktai santykiu 1:1 sumai$omi su suri§imo buferiu
(angl. binding buffer), geraiiSmaiSoma ir pilamaj GeneJET gryninimo kolonéle. Centrifuguojama 60
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s 12000 x g, skystis dekantuojamas. Plaunama ir eliuojama su atitinkamais buferiais ir produktas
saugomas -20 °C temperatiiroje iki tolimesniy tyrimy.

2.3 Mikrobiologinés tar§os maZinimas
2.3.1 Elektroporacija

Prie§ pat bandyma mikroorganizmai visy pirma yra SvieZiai uZauginami agarizuotoje terpéje
Petri 1¢ksteléje (aprasyta 2.2.1 skyriuje) ir po to skystoje terpéje (aprasyta 2.2.4 skyriuje). UZaugintos
mikroorganizmy lastelés yra surenkamos vienkartiniame mégintuvélyje: pilama terpé su
mikroorganizmu ir centrifuguojama 10 min 5000 x g grei¢iu. Véliau lgstelés plaunamos 3 kartus su
dejonizuotu steriliu vandeniu ir 2 kartus su steriliu 1 M D-sorbitolio tirpalu. Naudojant Eppendorf
BioPhotometer, rezimu OD 600 (A=600 nm), matuojamas méginio optinis tankis. Lastelés
skiedziamos sorbitoliu tokiu santykiu, kad galutinio tirpalo optinis tankis ties 600 nm bangos ilgiu
buty apie 1. Elektroporacijai naudojamas VGTU Stipriy magnetiniy lauky instituto mokslininky
sukurtas didelés galios, staciakampiy elektriniy impulsy generatoriy (elektroporatorius). Naudojama
speciali kiuveté, kuri pritaikyta Siam elektroporatoriui. Imama 50 ul anks$¢iau minéto lgsteliy tirpalo,
jis paveikiamas 2,7,12,17 kV/cm elektrine jtampa atitinkamai 1 ms trukmés mikroimpulsais po 5
kartus. Po poveikio lIgstelés i§ kiuvetés iSplaunamos 200 ul 1 M steriliu sorbitoliu. Mikroorganizmai
auginami i$ anksto Svieziai paruostose Petri 1ékstelése su agarizuotomis terpémis (aprasyta 2.1.2).
Kiekvienam méginiui auginama kontrolé (Iastelés neveiktos elektriniais mikroimpulsais) ir paveiktas
méginys. Po inkubacijos stebimi skirtumai ir skai¢iuojamos uzaugusios kolonijos.

2.3.2 Salta plazma

Neapdorotos vaistazolés paskirstytos stiklinése Petri 1¢kstelése sterilioje aplinkoje ir paveiktos
plazma naudojant Plasma Cleaner PDC-002—CE vidutiniu rezimu jonizuojant laboratorijos ora.
Kiekviena vaistazoliy riisis veikta didéjanciais laiko intervalais. Kiekvienas méginys turi savo
kontrole, t.y. paraleliai sterilioje aplinkoje paskirstomas panasus kiekis vaistazoliy ir sandariai
laikomas stiklinéje Petri 1éksteléje. Po poveikio i§ méginio ir jo kontrolés steriliomis sglygomis
sveriama 0,05-0,06 g vaistazoliy, uzpilama §vieziai pagamintu 1 M D—sorbitolio tirpalu. Misinys
maiSomas Vortex purtykle, surenkamas tirpalas. Matuojamas optinis tankis ties 600 nm bangos ilgiu,
skiedziama 1 M sorbitoliu siekiant turéti méginius, kuriy optinis tankis yra apie 1. Organizmai
auginami i§ anksto paruostose agarizuotose terpése ir stebimi skirtumai.

2.3.3 Vaistazoliy tyrimas po poveikio Salta plazma

Tirti vaistazoliy ekstraktai po poveikio Salta plazma. Pasirinkti organiniais tirpikliai: metanolis,
acetonas ir chloroformas. Lyginami kontroliniai bandiniai ir vaistazolés, Salta plazma veiktos 15
minuciy. Bandiniy paruoSimas: pasveriama0,1 g kontrolés ir plazma veikty vaistazoliy, uzpilama 20
ml tirpiklio. 10 minuéiy purtoma kambario temperatiiroje ir filtruojama. Ekstraktai tirti dujy
chromatografijos metodu, naudojant Shimadzu GC-2010 chromatografg (Japonija). Lyginamos Salta
plazma paveikty vaistazoliy ir kontroliniy bandiniy chromatogramos.
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3. DARBO REZULTATAIIR JU APTARIMAS
3.1 Mikroorganizmai iSskirti i§ vaistaZoliy

Darbo metu tirtos vaistazolés gautos i§ UAB ,,Svencioniy vaistazolés®. Tai zaliavos, kurios jau
paruostos prekybaiarbamiSiniy gamybaibe papildomo apdorojimo. Tirtos: pataisy sporos,ugniazole,
jonazol¢, ramuné¢ ir gyslo¢iy luobelés. Pirmo tyrimo etapo metu mikroorganizmai i$ vaistazoly
ekstrahuojami steriliu 1 M D—Sorbitolio tirpalu ir auginami ant terpiy Petri IékStelése. Pataisy sporos
ir gyslo¢iy luobelés tolimesniems tyrimams buvo atmestos, kadangi itin sunkus tyrimo
atkartojamumas ir tuo paciu patikimumas dél gautos z¢lé konsistencijos. Pirmieji auginimo rezultatai
parodé¢, jog vaistazolése gausu jvairiy mikroorganizmy ir lékStelése uzaugo didelé jvairové
organizmy, kuriuos net vizualiai sunku atskirti vieng nuo kito (3 paveikslas).

3 pav. Kultury jvairové po pirmo uzs€jimo i§ balksvyjy gyslociy s¢kly YPD terpéje.
3.1.1 Mikrobiologinis klonavimas

Norint organizmus atskirti, jie palaipsniui buvo atskiriami ir auginami individualiai atskirose
lekstelése, naudojant tris skirtingas terpes. Pastebéta, jog organizmai lengviau ir gausiau dauginasi
ant turtingesniy terpiy — YPD ir TSA.

Atliktas vizualiai skirtingai morfologiskai atrodanc¢iy organizmy mikrobiologinis klonavimas
(4 paveiksle e). Méginiai buvo gana koncentruoti, labai gausiai dauginosi ir kai kuriose lékstelése
uzaugo net iki pat dangtelio ar band¢ skverbtis j iSorg. Kai kurie organizmai skleidé specifinj, ne itn
malony kvapa. Sunkiai sekési klonuoti sitiline strukttira pasizymincias — pelésines kulttiras. Taip
galéto atsitikti dél organizmy konkurencijos dél maistingyjy medziagy ar netinkamai atlikto
organizmy mikrobiologinio klonavimo, auginimo salygy pasirinkimo. 4 paveikslo f nuotraukoje
organizmas i$skirtas i§ visy pradiniy méginiy. Pastebétas labai geras atkartojamumas auginantant bet
kurios terpés, nuotraukoje organizmai auginti ant LB terpés, kuri pla¢iausiai naudojama bakterijoms.
Nustatyta, jog tirtose vaistazolése minétais kriterijais ir sglygomis i$skirti 33 skirtingi izoliatai. Tarp
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kuriy vyravo intensyvaus atspalvio spalvomis pasizymintys organizmai, augantys labai aiSkiai
matomais kolonijas formuojanciais vienetais, kurie po laiko susijungia. Sitliniy, ,,pikelio pavidalo
organizmy izoliuota tik keletas. Pastarosios pastebétos praéjus kiek laiko po inkubavimo termostate,
sandéliuojant Saltame kambaryje. Taciau kulttiros pastebétos sandéliavimo metu nejtrauktos j tyrima,
nes negalima garantuoti, kad jy kilmé yra tyrimo objektas, o ne aplinkos faktoriai.

4 pav. Klonuoti mikroorganizmai YPD terpéje: a, b i balk§vyjy gysloc¢iy sékly, ¢, d, e i§ jonazolés.
F leksteléje klonuotas mikroorganizmas i§ visy tirty vaistazoliy LB terpéje.
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3.1.2 Mikrobiologin¢ analizé

Organizmy grupés identifikavimas atliktas naudojant mikroskopija ir priskiriant lasteles
eukarioty arba prokarioty tipui. Vertinimas vykdytas atskiriant pagal Iastelés tipui biidingg struktiir.
Eukarioty lgstelés turi branduolj, kuris nuo citoplazmos atskirtas membrana, jos yra didesnés nei
prokariotinés lastelés. Tinkamai sureguliavus optinj mikroskopa galima pamatyti ir kitas organeles ir
lengvai atskirti Siuos du Igsteliy tipus (5 paveikslas). Prokarioty lasteléms budingos lazdelés ar rutulio
formos. I$nagrinéjus visus organizmus nustatyta, kad kaip ir buvo tikétasi, vyrauja prokariotinés
lastelés — 90 % sékmingai klonuoty organizmy.

5 pav. Klonuoti mikroorganizmai: a — eukariotiné, b — prokariotiné Igstelés. Sviesinio mikroskopo
didinimas 1000x.

Identifikavimui pasirinkti trys organizmai, kuriy vienas yra eukariotas ir du — prokariotai.
Prokariotinés lgstelés pagal sienelés struktiirg yra skirstomos j dvi grupes. Gramteigiamos bakterijos
turi storg lgstelés sienele su daugybe peptidoglikany sluoksniy ir teichoinés riigsties. Jy citoplazmoje
yra magnio drusky, kurios su kristalvioletu sudaro patvary junginj ir dazant Gramo biidy i§laiko
melynai violeting spalvg. PrieSingai, gramneigiamos turi plong sienelg, kuri sudaryta i§ kely
sluoksniy peptidoglikano, apsupto antruoju lipidy membranos sluoksniu, turinciu lipopolisacharidy
ir lipoproteiny. Pastariejinesudaro patvaraus junginio su pirmuoju dazu ir plaunant etanoliu iSblunka.
Jos jgauna raudong spalvg dazant fuksinu. 6 paveiksle matyti Siuo metodu dazytos bakterijos.
Dauguma bakterijy turi gramneigiamas lgsteliy sieneles ir tik aktinobakterijoms biidingas kintamas
gramteigiamas issidéstymas [41]. Atlikus Gramo daZzyma tolimesniems tyrimams pasirinktos abiejy
tipy bakterijy lastelés, norint atskleisti kuo jvairesnes kulttiras, uzaugintas i§ tiriamy vaistazol.
Kadangi aptikta gramteigiamy bakterijy, galima daryti prielaidg, jog bus identifikuoti potencialiai
aplinkos salygoms atsparesni organizmai. Daznai biitent tokiomis savybémis pasiZymintys
organizmai gali buti kenksmingi vartotojui, nes jprastos zaliavos ar produkto apdorojimo sglygos
nebus veiksmingos.
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6 pav. Bakterijos, dazytos Gramo metodu.

3.2 Atrinkty organizmy identifikavimas

IS 18skirty mikroorganizmy gausos atsitiktine tvarka atrinki 3 kuo skirtingesni savo vizualine
iSvaizda ir lasteliy tipu organizmai. Siekiama parinkti kuo geresn¢ imtj i§ visy méginiy norint
atskleisti mikrobiotos jvairove. I$skirti pasirinkty organizmy specifiniai segmentai: bakterijoms 16S
rDNR (ribosominé deoksiribonukleorigstis), o mieléems 18S rDNR. Siy regiony amplifikavimas yra
visuotinai patvirtintas standartas taksonomijoje priskiriant mikroorganizmus atskiroms gentims.
Biitent Siuos konkrecius genus galima rasti beveik visy rii§iy organizmuose nepakitusius per visg
evoliucijg. Pagal $iy sri¢iy skirtumus galima nustatyti net mikroorganizmy rasis [42]. Atlikus PGR
reakcija isskirti tiksliniai genai padauginti ir galutiniai méginiai siysti ] Nanodiagnostikos centrg
sekoskaitai.

3.2.1 Genominés DNR iSskyrimas

Naudotas komercinis rinkinys, kuriame nukleortigs¢iy iSskyrimas atlickamas vientisos fazés
(angl. solid-phase) metodu. Rinkinyje yra specialios silicio membrany kolonélés inkorporuotos j
centrifugavimui skirtus vienkartinius mégintuvélius. Lasteliy sienelés suardomos naudojant
fermentus (proteinazé K). Taip pat naudojamos didelés koncentracijos chaotropinés druskos tirpalai,
kurie destabilizuoja vandenilinius rySius, van der Valso jégas ir hidrofobines saveikas —
destabilizuojami baltymai, tarp jy ir nukleazés. Sudaromos optimalios salygos DNR absorbcijai.
Naudojami detergentai (Tritonas X—100) padidina baltymy tirpuma ir palengvina lgsteliy liz¢. Silicio
dalelés yra teigiamai jkrautos ir giminingos neigiama kriivj turinciai DNR grandinei, todél pastaroji
yra gerai sulaikoma koloné¢léje. Surinkta DNR yra plaunama, siekiant pasalinti baltymy ir drusky
likucius ir galiausiai eliuojama siek tiek bazinio buferio ir saugoma -20 °C temperatiiroje.

3.22 PGR

Norint padauginti tikslinés DNR fragmenta, Siuo atveju 16S rDNR bakterijoms ir 18S rDNR
mieléms, atlikta polimeraziné grandininé reakcija. Atitinkamai parinkti pradmenys — pagrindinei
DNR grandinei komplementaris blokai. Pirmasis atitinka dauginamos sekos pradzig, o antrasis kitos
(papildancios) DNR grandinés pabaigg. Pagrindinis replikacijai reikalingas komponentas yra DNR
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polimerazé. Fermento veiklai butinos ir kitos cheminés medziagos — buferis, kuris palaiko palankias
salygas polimerazés aktyvumui, deoksinukleotidtrifosfatai (ANTP) yra amplifikuojamos DNR
statybiniai blokai ir magnio jonai yra polimerazés kofaktorius. Po PGR reakcijy atliekama produkty
analizé¢ — DNR elektroforezeé 1 % agarozés gelyje. DNR fragmentai, veikiami elektros srovés, juda
gelyje link teigiamo poliaus ir iSsiskirsto pagal dydj. Analizei naudojamas markeris, kurio sudétyje
esantys jvairiy dydziy fragmentai iSsiskirsto gelyje. 7 paveiksle matyti PGR reakcijos produkty
apytiksliai dydziai, lyginant su markeriu. PGR produktai laikytini Svariais, nes nematoma jy
1$siskirstymo ] kelias zonas arba itin placiy zony, kas reikSty gana didelj baziy pory spektrg —
neiSgryninta produkta. Taip pat kokybés uztikrinimas pavykes, nes kontroleés takeliuose nematyti
didesnio intensyvumo zony, kas indikuoty pasaliniy produkty bavima.

7 pav. Agarozés gelis po elektroforezés: M zymi DNR zymeklj; 1,2,3 PGR produktus — atitinkamai
kokybés kontrole, gramneigiamy ir gramteigiamy bakterijy genominés DNR fragmentai; 4,5 PGR
produktus mieléms — atitinkamai kokybés kontrole ir mieliy genominés DNR fragmentai.

3.2.3 Sekoskaita

Sekoskaita atlikta uzsakius tyrimus UAB ,,Nanodiagnostika“. Atlikta Quick Shot sequencing,
paruosti méginiai (lentelé 4), pagal paslaugg teikiancios jmonés rekomendacijas ir méginiai i$siysti

tyrimui.

4 lentelé. Paruosti bandiniai sekoskaitai

ITS-F pradmuo

GTCGTAACAAGGTTAACCTGCGG

10,00 pmol/ul

. .. k i
Bandinys Savybé Koncentracija e
salygos
-B PGR produktas 1100 baziy poros 20,0 ng/ul

+B PGR produktas 1100 baziy poros 20,0 ng/pl )
: Standartiné
M PGR produktas 500 baziy poros 10,0 ng/pl sekoskaita
1495R pradmuo — 10,00 pmol/ul llaas '
27F pradmuo — 10,00 pmol/ul skait?/mas
ITS-R pradmuo TCCTCCGTCTATTGATATGC 10,00 pmol/ul '
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Gautos amino riig8¢iy sekos 96,8—99 % tikslumu. Atlikta seky atitik¢iy paieska duomeny
bazéje: NCBI (angl. National Center for Biotechnology Information) naudojant paieSkos sistema
BLAST (angl. Basic Local Alingment Search Tool). Suvedus sekas atlickama paieska sistemai
prieinamose duomeny bazése ir pateikiami galimi mikroorganizmy seky atitikmenys paieskoje
suvestiems duomenims. Paieskos rezultatai néra 100 % patikimumo ir atitikimo, todél negalima
teigti, jog nustatyta tiksli organizmo riisis, galime tvirtinti, jog nustatytos gentys.

Tarp visy tirty vaistazoliy ekstrakty ir auginimo terpiy konfigtiracijy placiausiai pastebétas
organizmas Rhodotorula spp. Tai daznai aptinkama, pla¢iai gamtoje pasklidusi mieliy gentis.
Sintetina pigmentus, kuriy déka jos yra oranzinés/raudonos spalvos (8 paveikslas A) ir blokuoja tam
tikrus Sviesos bangy ilgius. Tokiu biidu Sios bakterijos apsaugo lagsteles nuo zalingo poveikio ir gali
18gyventi itin ekstremaliomis ir nepalankiomis sglygomis jiiros dugne, itin druskingame vandenyje,
esant labai aukstai temperattrai ir t.t.. Literatiiroje teigiama, jog 3 i§ 8 Sios genties rusiy yra
patogeninés ir gali sukelti kraujotakos infekcijas, kurios dazniausiai pasireikia silpnos imuninés
sistemos zmonéms. Daznaiinfekcija koreliuojasu kitu stipriu sveikatos sutrikimu, taiau pastaraisiais
deSimtmeciais pastebima vis daugiau atvejy, todél bet kokie Sio mikroorganizmo Saltiniai gali biiti
lemtingi [43].

8 pav. A —Rhodotorula spp., B — bakterijos, esancios hifiniy strukttry viduje.

Kita nustatyta gentis Pantotea spp. Tai gramneigiamos geltonos spalvos bakterijos,
priskiriamos enterobakterijy Seimai, kurias mokslininky bendruomené vertina prieStaringai.
Zmonéms sukeltos infekcijos daznai siejamos su Pantotea agglomerans risimi ant medicininiy
jrankiy ar atviry zaizdy uzsikrétimu nuo augalinés kilmés medziagy [44]. Yra daug mokslinés
literatiros, kur minimi Pantotea spp. klinikiniai izoliatai i$ jvairiy Zaizdy, kiino skys¢iy ir i$skyry
tarp jvairaus amziaus ir imuninés sistemos biiklés pacienty. Ta¢iautokie tyrimaisusilaukia skeptiskos
nuomonés, nes néra nuoseklaus pagrindimo, kaip Sios bakterijos kolonizuoja gyvinus. Tuo pat metu
kai kurios Pantoea spp. rusys kelia susidoméjimg dél savo pritaikymo terapijoje, biokontroléje ir
bioremediacijoje [45].

Gramteigiamos bakterijos Bacillus spp. gentys placiai paplitusios dirvozemyje ir gali iSgyventi
ekstremaliomis sglygomis esant aukStam pH, aukstai temperatirai, didelei drusky koncentracijai.
Gentyje yra vir§ 70 rasiy, bet pavojingiausia laikoma Bacillus anthracis — juodligés sukéléja. Si liga
yra zoonozé¢ — liga bendra gyviinams ir zmonéms, kuria galima uzsikrésti tiesioginiu arba
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netiesioginiu budu. Kadangi tai néra invazinis mikroorganizmas, patekti j Zmogaus kiing gali tik per
pazeistg oda, gleiving ar kvépavimo takus. VirulentiSkumas pasireiSkia tik tada, kaiapsauginé kapsulé
yra pakankamai biosuderinama ir nesulaukia imuninio atsako bei tuo pat metu iSskiriamas
egzotoksinas turi visus biitinus baltymus ligos sukélimui. Kelios kitos Bacillus spp. rasys gali sukelti
apsinuodijimg maistu — Bacillus cereus gamina toksinus, atsparius terminiam apdorojimui. Tuo tarpu
Bacillus subtilis, Bacillus pumilis ir Bacillus licheniformis neisskiria toksiny, bet kai kurios gali augti
virSkinamajame trakte [46]. Priklausomai nuo rasies, pasizymi jvairiomis savybémis — Bacillus
thuringiensis yra vabzdziy patogenas ir naudojamas kontroliuoti kenkéjams. B. subtilis gali sukelti
morfologines deformacijas gryby hifuose. Panasus vaizdas aptiktas tyrimo metu (8 paveikslas B).
Matyti, jog hifinéje struktiiroje yra lazdelés formos bakterijy sankaupy. Si savybé gali biti panaudota
prevencijoje pries gryby sukeltas augaly ligas [47].

3.3 Mikrobiologinés tarSos naikinimas

EksperimentiSkai nustacius, jog vaistazolése gausu mikroorganizmy i kuriy dalis galimai yra
patogeniniai, vykdyti tolimesni tyrimai. Tai antroji §io darbo dalis — iStirti galimybes ir teoriSkai
nuspéti perspektyvas mikrobiologinei tar§ai mazinti.

3.3.1 Elektroporacija

Veikiamos jau i$ vaistazoliy i$skirtos kultiros mikrosekundiniu impulsiniu elektriniu lauku.
Tirtos prokariotinés ir eukariotinés lgstelés. Veiksmingumas pastebétas su visais méginiais. Tyrimo
metu naudotos dvi kontrolés, norint vizualizuoti elektroporacijos jtaka uzaugusiy kolonijy kiekiui,
taip pat organizmy degradacija laiko atzvilgiu. Didinant jtampa ir veikimo laikg uzaugusiy
mikroorganizmy kiekis mazéja, tai matyti vizualiai (9 paveikslas). Paveikus 17 kV/em jtampa
cukarioty kolonijas formuojanciy vienety skaiéius léksteléje sumazéja apytiksliai nuo 2000 iki 30
KFV. Laikas, per kurj atliktas tyrimas, nedar¢ jtakos organizmames.

9 pav. a — Rhodotorula spp. neveiktas elektriniu lauku (1 kontrolé), b, c, d, e — Iastelés veiktos
atitinkamai 2, 7, 12 ir 17 kV/cm elektrine jtampa 1 ms po 5 impulsus, f — 2 kontrolé.

Elektriniais mikroimpulsais paveiktos bakterijos taip pat rodé panasig vizualing kolonijas
formuojanéiy vienety mazéjimo tendencijg didéjant veikimo jtampai. Paveikus didZiausia elektrine
itampa stebimas iki 98 % bakterijy inaktyvavimas. Literatiiroje minimas elektrinio lauko poveikis
bakterijy lasteliy sienelei ir struktiiros morfologiniams pokyciams. Pastebéta, jog lasteliy sienelés po
poveikio pasidaro grublétos ir netolygios, o spory sienelés praranda apsauginj baltyminj sluoksnj,
kuris susijes ir su vidiniais lastelés pakitimais [47]. Darbo metu po poveikio elektriniais impulsais
bakterijos stebétos po mikroskopu (10 paveikslas). Didelio skirtumo optiniu mikroskopu pamatyti
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negalima, bet pastebéta daugiau bakterijy sankaupy vienoje vietoje lyginant su kontroliniais

meginiais. Ta¢iau norint daryti iSvadas apie koreliacijg reikty iSsamesnio tyrimo.

d b

10 pav. Bakterijos, po elektroporacijos — a, b atitinkamai kontrolé ir paveiktos 7 kV/cm jtampa.

3.3.2 Salta plazma

Si dezinfekavimo metodika yra labiau priimta tiriamiems méginiams, atsizvelgiant j
perspektyvas panaudoti pramoniniu badu. Visy pirma iSbandytas Saltos plazmos aparatas (11
paveikslas), naudojamas VDU Vidos Mildazienés grupéje, tiriant poveikj sékloms [49]. Paveikiti
jonazolés ir gysloCiy luobeliy bandiniai, taip pat ankstesniy tyrimy metu i§skirtas organizmas
(Bacillus spp.). Kaip ir minéta ankséiau, §is organizmas labai atsparus aplinkos poveikiui.
Organizmas steriliai uzteptas Petri 1éksteléje ir paveiktas 2 min Salta plazma. Véliau kilpele imti
paveiktos kultiiros tepinéliai ir auginti terpése. Nesimaté jokiy pokyciy lyginant su kontrole.
Pasikartojancios koreliacijos didinant poveikio laikg atitinkamai 2, 4, 8, 12 minuciy jonazolés
méginiuose nesimaté, rezultatai buvo statistiSkai nepatikimi. Pastebéta, jog daugumoje méginiy
nepriklausomai nuo auginimo terpés ties 8 minuciy poveikiu organizmy uzaugo gausiau, 0 12 min
poveikio keliuose méginiuose matomi kardinalis sumazéjimai arba labai panasis kiekiai kaip ir 8
min atveju. Todél galimai veikimo plazma intervale 8—12 min vyksta kai kuriy kultliry augimo
suzadinimas. Prieita prie iSvados, jog reikia ieskoti optimalesniy veikimo Salta plazma trukmiy.

10 pav. Vaistazolés saltos plazmos generavimo kameroje.
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Tolimesniems tyrimams naudotas Harric Plasma gamintojy, pramoniniu mastu prieinamas
aparatas. Plasma Cleaner PDC-002—CE yra vienas i§ jmonés sitlomy produkty, kuris gali bati
panaudojamas pavirSiy valymui ar modifikavimui. Prietaisas labai patogus atlikti tyrimams, | ji
puikiai telpa mazos stiklinés Petri Iékstelés, kuriose paskleistos tiriamos vaistazolés. Taip pat aparato
kamera labai sandari, lengvai pasiekiamas vakuumas. Per specialy langelj (11 paveikslas) galima
matytijonizuoty dujy emisijg ir ja remiantis regulivotiradijo dazniy galinguma ir oro srautg. Matomas
ryskus ir intensyvus dujy spalvos pokytis kameroje — tai indikuoja apie plazmos susidarymg. Kai
elektronai rekombinuojasi su jonais (arba kai elektronai atsipalaiduoja j mazesnés energijos biisena)
energijos pokytis yra iSspinduliuojamas fotonais, kurie ir lemia spalvos pokyt;.

11 pav. Vaistazolés Saltos plazmos generavimo kameroje.

Paveikus serija méginiy i§ jy izoliuojamos mikroorganizmy lastelés ir jos uzauginamos
mitybinése terpése, stebimas kolonijas formuojanéiy vienety skai¢iaus pokytis priklausomai nuo
poveikio ilgumo. Veikta vidutinio galingumo rézimu didinant laikg nuo 10 minuciy kas 5 minutes iki
ilgiausio 25 minuciy nepertraukiamo poveikio. Trumpesni intervalai neparodé jokiy koreliavimo
tendencijy, todél manoma, jog jonizuojant org reikia didesniy intervaly ir tuo paciu galingesnio
susidariusiy reaktingyjy daleliy poveikio, norint organizmus nuzudyti.

Nustatytas optimaliausias $altos plazmos poveikio laikas— 15 min, tutomet matomas didziausias
kultiiry kiekio sumazéjimas lyginant su kontroliniu méginiu (12 paveikslas). Ties 20 min ar 25 min
poveikis jau Siek tiek keifiasi — vizualiai sprendziant matosi kiek kitokios morfologijos kultiiros.
Pavaizduotame méginyje matomas skirtumas ir tarp naudoty mitybiniy terpiy. Ant TSA terpés
augantys organizmai Siek tick plokstesnés struktiiros, kai tuo tarpu ant YPD organizmai uzaugo daug
sparciau. Po 25 min poveikio TSA terpéje vél matomas sumazéjimas, taciau tai galéjo lemti mazesnis
maistingy medziagy kiekis. Ugniazolés ir ramunés meéginiuose matyti panasios tendencijos —
aktyvavimas iki 10-12 minutés, didziausias sumazéjimas ties 15 minute ir ilgiau veiktuose
méginiuose tendencijosnepasikartoja. Tai galireiksti, jog paveikus méginius 15 minuciy Salta plazma
ir pasalinus vienus organizmus, atsiranda palankesnés sglygos augti organizmams, kurie yra
atsparesni iSorés veiksniams. Taip pat panaikinus dalj kultiiry konkurencija dél mitybiniy medZziagy
sumazéja ir Siems atsparesniems organizmams lengviau daugintis. Teigiama, jog anaerobams
reaktingos deguonies riiys gali biiti itin kenksmingos. Sio tyrimo metu jonizuojant org vyrauja
jvairios deguonies ir azoto dalelés. Tai galéty paaiSkinti augimo sumazéjimus paveikiant trumpais
intervalais.
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12 pav. A — mikroorganizmai uzauginti i§ jonazolés, neveikti Salta plazma, b, c, d, e — jonazolés
paveiktos $alta plazma 10, 15, 20, 25 minutes atitinkamai ir uzauginta YPD terpéje. F —
mikroorganizmai uzauginti i§ jonazolés, neveikti Salta plazma, g, h, j, 1 —jonazolés buvo paveiktos
Salta plazma 10, 15, 20, 25 minutes atitinkamai ir uzauginta TSA terpéje.

Vaistazolés buvo tiriamos tokios, kokios yra, norint gauti rezultatus, kurie atitikty realy
potencialiai ateityje pramoniniu mastu taikyting modelj. Toks tiriamo objekto nehomogeniskumas
sumazina metodo efektyvumg. Plazmos indukuotos dalelés susiduria su fizinémis klititimis ir
poveikis galimas tik paciame sluoksnio pavirsiuje. Nors vaistazolés ir buvo dziovintos, jos turi tam
tikrg drégmés kiekj. Vanduo gali stabilizuoti plazmos generuotas reaktyvias riiSis arba energija gali
biiti nukreipta ne jonizavimui, o molekuliy sukimosi ar virpesiy suzadinimui. DaZniausiai
dezinfekcinis plazmos poveikis tiriamas individualiems izoliuotiems organizmams ir yra jrodytas
kaip efektyvus. Siuo atveju yra didelé mikroorganizmy gausa ir pats substratas yra kompleksinis.

Nustacius, kuris Saltos plazmos laikas yra pats optimaliausias, tirtas ilgalaikis poveikis
mikroorganizmams. Vienodomis saglygomis paveiktas didesnis kiekis kiekvieno méginio. Laikoma
sandariaiaptraukus parafilmojuostele, tamsoje, kambario temperatiiroje. Kas dvisavaites uzaugintos
ekstrahuotos lastelés, méginiai praskiesti iki 0,0004 optinio tankio esant 600 nm bangos ilgiui ir
skai¢iuojami kolonijas formuojantys vienetai vienam gramui vaistazoliy. Méginiai tirti beveik 5
ménesius ir KFV skaiCius gramui vaistazoliy i§licka labai panasus visg tyrimo laikotarpj (5 lenteléje).

5 lentelé. Kolonijas formuojanciy vienety diapazonas méginiuose, veiktuose Salta plazma.

Tirta vaistazolé KFV/g
Jonazolé 4,64 -10° —8,77-10°
Ramuné 2,79 103 —4,88-103

UgniaZolé 1,78 - 105> — 5,14 - 10°

Apskaiciuotas bendras visy uzaugusiy kultiry kolonijy skaiius nevirSija Europos
farmakopéjos reikalavimy vaistazoléms. Rezultaty i§sibarstymas yra labai nedidelis ir galima teigti,
jog poveikis mikrobiologinei tarSai iSlieka bent 5 ménesius. Literatiiroje nerasta panasaus pobtidZio
tyrimy po sterilinimo $alta plazma. DaZzniausiai tiriamas poveikis vienam ar keliems tiksliniams
mikroorganizmams ir stebimas momentinis poveikis jiems. Laiko atzvilgiu tiriama tik Saltos plazmos
indukuoty reaktyviyjy daleliy poveikis ar prekinés iSvaizdos poky¢iai. Nagrinétoje literatiiroje
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nepastebéta tokio pobiidzio tyrimo mikrobiologinés tar§os ant substrato pastovumo laiko atzvilgiu.
Sio darbo atveju tai yra itin aktualu, nes dirbame su intencija surasti optimalias salygas
mikrobiologinés tar§os mazinimui realiems vaistazoliy méginiams su potencialu pritaikyti tokia
technologija pramoniniu mastu. Atliktas ir nustatytas ilgalaikis Saltos plazmos poveikis
mikrobiologinei tarSai vaistazolése yra daug zadantis, nes tokios dziovintos augalinés zaliavos ir
produktai néra greitai gendantys ir gana ilga laika iki vartojimo gali baiti sandéliuojami ir neprarasti
prekinés iSvaizdos.

3.3.3 Saltos plazmos poveikis vaistazoléms

Paskutinis tyrimo aspektas — jvertinti Saltos plazmos poveikj paéioms vaistazoléms.
Preliminariam tokiy kompleksiniy junginiy jvertinimui daznai naudojama kuri nors chromatografijos
rasis. Tyrimui buvo pasitelkta dujy chromatografija, kuri dazniausiai naudojama tirti lakiems
organiniams junginiams. Paprastai, norintiSgauti augalinés kilmés zaliavy veikliuosius komponentus,
atliekamos klasikinés ekstrakcijos procediiros. Sio darbo metu tirtos medziagos, kurios be papildomy
veiksniy pereina i§ vaistazoliy j organinius tirpiklius — metanolj, acetong ir chloroforma. Trijy
skirtingy paveikty ir nepaveikty vaistazoliy chromatogramos pateikiamos 13-15 paveiksluose.
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13 pav. Jonazolés chromatogramos pries ir po poveikio Salta plazma naudojant skirtingg tirpiklj: a —
acetong, b — metanolj ir ¢ — chloroforma.
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14 pav. Ramunés chromatogramos pries ir po poveikio Salta plazma naudojant skirtingg tirpiklj:
acetong, b — metanolj ir ¢ — chloroforma.
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15 pav. UgniaZolés chromatogramos pries ir po poveikio Salta plazma naudojant skirtingg tirpiklj: a
—acetong, b — metanolj ir ¢ — chloroforma.
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Palyginus gautas chromatogramas matoma, kad naudojant chloroforma kaip tirpiklj, stebima
daugiausiai ir didesnio intensyvumo smailiy, kadangi jame gali ekstrahuotis nepoliniai ir vidutiniskai
poliniaijunginiai. Tai rodo, jog biitent§is tirpiklis iStirpina daugiausiai junginiy, esanciy vaistazolése.
Tiesa, teigti, kad tai geriausias tirpiklis nebiity teisinga, nes kiti naudoti tirpikliai galimai
iSekstrahuoja Kitus specifinius junginius, tad tik identifikavus pacius junginius bty galima daryti
konkretesnes iSvadas. Kai kuriuose meéginiuose po 30 minutés stebimas naujy smailiy atsiradimas
vaistazoliy, paveikty Salta plazma, chromatogramose, ta¢iau tai gali buti pacio taikomo metodo
triukSmai. UgniaZolés méginiuos stebétas atvirkscias poveikis — Salta plazma neveiktose vaistazolése
matyti aiSki smailé kazkur ties 38 minute, o po 15 minuciy poveikio smailiy jau nematyti. Ramunés
acetone, metanolyje ir chloroforme chromatogramose dalies smailiy intensyvumas reikSmingai
skiriasi visame ruoze, taciau norint nustatyti ar pokytis lemtas méginiy nehomogeniSkumo, ar pakito
junginiy koncentracija dél poveikio Salta plazma, reikalingi papildomi tyrimai. Literatiiroje gausu
pavyzdziy, kai pasitelkus auksto efektyvumo skysciy chromatografija atliekama i§sami tokio
pobiidzio junginiy analiz¢.
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ISVADOS

1. Tirtose vaistazolése nustatytas didelis uzterStumas eukariotiniais ir prokariotiniais
mikroorganizmais.

2. Nustatyta vaistazoliy mikrobiotos kompozicija: 10% eukarioty ir 90% prokarioty.

3. Atlikus sekoskaita identifikuotos trijy potencialiai patogenisky organizmy gentys:
Bacillus spp., Pantotea spp., Rhodotorula spp..

4. Optimalis elektrinio lauko parametrai mikroorganizmy inaktyvacijai yra: 17 kV/cm

jtampos, 1 ms trukmeés 5 impulsai. Taciau metodas tinkamas tik izoliuoty mikroorganizmy
inaktyvavimui.

5. Saltos plazmos didziausias poveikis nustatytas paveikus vaistazoles 15 min, KFV
skaicius sumazejo 99%.

6. Saltos plazmos poveikis islicka 5 ménesius.

7. Stebimi tam tikri poky¢iai, lyginant nepaveikty ir paveikty Salta plazma vaistazoliy
chromatogramas, taciau reikalingi papildomi tyrimai, norint nustatyti to priezastis.
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SANTRAUKA

VILNIAUSUNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

ROBERTA POVILAVICIUTE
Vaistazoliy mikrobiologinés tarSos identifikavimas ir maZinimas

Vaistazolés yra neatsiejama kultiiros ir tradicijy dalis. Fitoterapinias tikslais augalinés kilmes
zaliavos ir Siomis dienomis yra naudojamos prevenciniais ar gydomaisiais tikslais, todél labai svarbu
uztikrinti jy kokybe.

Atliktas tyrimas orientuojasij biologing komerciskai prieinamy vaistazoliy kokybg¢. Tokio
pobudzio zaliavos ir produktai neiSvengiamai turi tam tikrag mikrobiologinj uZterStuma ir jis yra
reglamentuojamas Europos Sgjungoje. Taciau turint omenyje naudojimo pobidj reikia atsizvelgti |
tiksling auditorija. DaZniausiai tai biina Zzmonés, kuriy imuniné sistema patiria didelj kriivj ir bet koks
perteklinis mikroorganizmy kiekis gali sukelti infekcija, kuri gali lemti stiprius sveikatos sutrikimus.

Vaistazolése aptikta jvairiy organizmy — bakterijy, mieliy ir gryby. Tyrimo salygomis tarp
iskirty organizmy vyravo bakterijos — 90 %, taciau aptikta ir grybiniy kultiiry. Identifikavus keleta
atsitiktinai pasirinkty kultiiry nustatyta, kad jos priklauso gentims, kuriose yra potencialiai yra
patogenisky rasiy.

Darbo metu arbatzoliy dezinfekcija atlikta fizikiniais metodais. IS vaistazoliy iSskirti
organizmai sékmingai inaktyvuojami veikiant labai trumpais (mikrosekundziy trukmés) stipraus
elektrinio lauko impulsais. I§bandytas alternatyvus metodas — sterilinimas $alta plazma. Sis bidas yra
labai patogus naudoti vaistazoléms. Nustatytos optimalios veikimo sglygos — 15 min vidutiniu
rezimu, kurios sumazina tar§g net iki 99 % islieka efektyvios bent 5 ménesius.
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SUMMARY

VILNIUSUNIVERSITY
FACULTY OF CHEMISTRY AND GEOSCIENCES

ROBERTA POVILAVICIUTE
Identification and Reduction of Microbiological Contaminants in Herbs

In some cultures and their traditions, herbs play an important role. Until today it is used for
therapeutic or medicine purpose, thusit is very important to ensure quality.

The focus of the study is biological quality of some commercially available herbs. This type of
raw material and the final product has microbiological contamination which is regulated in the
European Union. However, given the nature of the use, the target audience needsto be considered.
Usually it is people with weak immune system. Any kind of microorganism excess might lead to
infection or severe health problems.

Various organisms — bacteria, yeasts and fungi — have been found in tested herbs. Under the
conditions of the study, bacteria predominated among the isolated organisms — 90 %, although fungal
cultures were also detected. The identification of several randomly selected cultures revealed that
they belong to the genus which has potentially pathogenic species.

During the work disinfection of the herbs was performed by physical methods. Isolated
organisms are successfully inactivated by very short (microsecond) pulses of a strong electric field.
An alternative method — cold plasma — was used. This technique is very convenient to use for herbs.
Pollution was reduced by up to 99% with optimal operatingconditions — 15 minutes of treatment with
plasma cleaner medium power regime. The result seemsto remain for at least 5 months.
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