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[VADAS

Siomis dienomis, patogeniniams mikroorganizmams vis grei¢iau jgaunant atsparuma
antibiotikams ir i§sivystant naujoms bakterinéms infekcijoms iskyla didelis poreikis naujy, ypaé
natiraliy ir biologiskai aktyviy medziagy [Rangseekaew ir Pathom-Aree, 2019]. Nors
antimikrobiniy medziagy kiirimas cheminiu keliu turi daug perspektyvy, natiiralios bioaktyvios
medziagos iSlieka pranasesniais vaisty pirmtakais (apie 300 karty didesné vaisty pasisekimo
tikimybé) [Kemung ir kt., 2018].

Dazniausiai antibiotiky veikliosioms medziagoms gauti naudojamos mikroorganizmy
iSskiriamos medziagos. Deja, pacientai daznai nesilaiko antibiotiky vartojimo rekomendacijy ir
naudoja nepakankamas jy dozes arba sutrumpina gydymo trukme, tod¢l infekcijas sukeliantys
mikroorganizmai jgauna tam tikrg atsparuma. Tai vyksta horizontaliosios geny pernasos biidu,
kuomet atsparumo ar antibiotiky nukenksminimo mechanizmus koduojantys genai perleidziami
vieny mikroorganizmy kitiems [Das ir kt., 2018]. Neseniai atsiradus ypa¢ vaistams atspariems
S. aureus, M. tuberculosis ir kity bakterijy kamienams, iSkilo dar didesné naujy antimikrobiniy
medziagy svarba. Tokie kamienai — vadinamosios ,,superbug® bakterijos — tai atsparuma
daugeliui arba visiems $iuo metu Zzinomiems antibiotikams jgave komensaliniai
mikroorganizmai (pvz., meticilinui atsparus S. aureus, MASA) arba pateke oportunistiniai
patogenai, pvz. P. aeruginosa [Peterson ir Kaur, 2018]. ,,Superbug® bakterijy kamienai sukelia
didelj bakteriniy infekcijy pavojy, ypac¢ hospitaliniy infekcijy atveju. Del didelés Zmoniy
migracijos bei globalizacijos, atspariy bakterijy plitimas visuomenéje auga, todél ieSkoma
naujy ar/ir stipresniy bei platesnio veikimo spektro antibiotiky, vakciny, kurios sustabdyty jy
plitima, bei gilinamasi j bakterijy virulentiSkumo mechanizmus ir fagy terapija [Bravo ir kt.,
2018; Das ir kt., 2018].

Dauguma antibiotiky ir kity biologiskai aktyviy medziagy iSskiriama i§ dirvozemyje
gyvenanc¢iy mikroorganizmy. Tai bakterijy Bacillus ir Streptomyces, bei gryby Penicillium ir
Cephalosporium gentys. Vienos i§ svarbiausiy tokias medziagas dirvozemyje iSskirianciy
bakterijy yra Actinobacteria — jos gamina mazdaug du tre¢dalius Zinomy antibiotiky [Das ir kt.,
2018]. Be antibiotiky, minétos bakterijos, o ypac Streptomyces gentis, i$skiria kitas bioaktyvias
medziagas, tokias kaip fermentai, augaly augimg skatinanc¢ios medziagos, naturaltis dazai ir
fermenty inhibitoriai. Medicinoje, biotechnologijoje bei Zemdirbystéje naudojami tokie
Actinomycetales eilés sintetinami antibiotikai, kaip streptomicinas, eritromicinas,

vankomicinas ir kiti [Yi Jiang ir kt., 2015]. Nors tyrinéjant mikroorganizmus ir bitent
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aktinobakterijas iSskirtos vienos svarbiausiy antibiotiky klasiy, tokios kaip tetraciklinai,
aminoglikozidai, makrolidai, pB-laktamai ir kitos, esant dideliam naujy medziagy poreikiui,
tokio pobtidzio tyrimai turi buti labai intensyvis, nes dazniausiai atrandamos jau tos pacios
biologiskai aktyviy medziagy grupés. Taigi, norint atrasti naujg, veiklig medziaga, reikia istirti
milijonus bakterijy [Thaker ir kt., 2013].

Aktinobakterijos — vienas didziausiy Bacteria domeno skyriy, pasizymintis dideliu
guanino ir citozino baziy kiekiu jy DNR sekoje. Tai filamentinés — Gram-teigiamos bakterijos,
daugiausia laisvai gyvenancios dirvozemio bei vandens ekosistemose [Barka ir kt., 2016].
MorfologiSkai jos primena gryby micelj ir tarpusavyje skiriasi gyvenimo budu bei sgveikomis
su kitais organizmais. Siam skyriui priklauso patogenai, tokie kaip Mycobacterium, Nocardia
bei Propionibacterium, augaly komensalai ir dirvozemio bakterijos (Streptomyces gentis)
[Hussein ir kt., 2018].

Nors identifikuota, aprasyta ir antibiotiky gamybai naudojama tikrai daug
mikroorganizmy, tac¢iau apie 90 % jy nekultivuojami. Norint atrasti naujas antibiotiky grupes,
reikia ieSkoti naujy biologiSkai aktyvias medziagas sintetinan¢iy mikroorganizmy rasiy ir
kamieny bei jy identifikacijos ir kultivavimo metody [Yi Jiang ir kt., 2015]. Kaip jau minéta,
tam reikia iStirti daugybe aktinobakterijy kultiiry, Zinant, kaip retai atrandamos dar neaprasytos
biologiskai aktyvios antimikrobinés medziagos. Vis daugéja naujy ir dar tinkamai neistirty
aktinobakterijy buveiniy tyrimy [Shaik ir kt., 2017]. Ne maziau svarbu i$siaiskinti, kokias
medZziagas ir kokiomis salygomis iSskiria jau tyrinéti aktinobakterijy kamienai, bei kaip
optimizuoti didZiausig iSskiriamos medZiagos poveikj. Keiciant aktinobakterijy kultivavimo
saglygas galima stebéti kaip keiCiasi jy antriniy metabolity poveikis patogeniniams
mikroorganizmams, pvz. mieléms ar antibiotikams atsparioms bakterijoms, todél Sio darbo
pagrindinis objektas — skirtingomis salygomis kultivuoty aktinobakterijy izoliaty

produkuojamy bioaktyviy medziagy poveikio patogeninéms mieléms jvertinimas.



Darbo tikslas:

Ivertinti kultivavimo salygu itaka aktinobakteriju gebéjimui produkuoti
bioaktyvias medziagas ir jvertinti juy poveikj eukariotiniams patogeniniams

mikroorganizmams.

Darbo uzdaviniai:

1. Augima reguliuojanciomis salygomis (mitybiné terpé su jvairiais anglies Saltiniais, bei
skirtingos pH reik§més) kultivuoti biologiskai aktyvias medziagas produkuojancius
aktinobakterijy izoliatus.

2. Skirtingais metodais jvertinti aktinobakterijy izoliaty produkuojamy biologiSkai aktyviy

medziagy poveikj patogeninéms mieléms.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Actinobacteria skyrius

Actinobacteria skyrius — vienas didziausiy Bacteria domene. Jam priklauso skirtingos
fiziologijos, morfologijos ir metaboliniy pozymiy mikroorganizmai [Barka ir kt., 2016]. Sis
skyrius skirstomas ] SeSias klases: Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia,
Nitriliruptoria, Rubrobacteria ir Thermoleophilia [Anandan ir kt., 2016]. Actinobacteria klasé
skirstoma j 16 eiliy, i§ kuriy svarbiausios Actinomycetales ir Bifidobacteriales [Barka ir kt.,
2016]. Kaip jau minéta, dirvozemyje daugiausiai aptinkama Streptomyces gentis,
Micromonospora ir Nocardia gentys. Taksonomiskai rasys identifikuojamos remiantis 16s
rRNR sekomis bei DNR hibridizacija [Anandan ir kt., 2016]. Viena i$ i$skirtiniy Streptomyces
savybiy, tai didelis guanino ir citozino baziy kiekis genome (apie 70 %, kai pvz. Bacillus subtilis
genome — 40 %) [Kemung ir kt., 2018].

1.1.1. Actinobacteria skyriaus taksonomija ir savybés

Aktinobakterijos taksonomiskai skirstomos pagal morfologinius pozymius, tokius kaip
pigmentacija bei orinio ir substratinio micelio spalva. Sviesinés mikroskopijos pagalba
nustatoma micelio fragmentacija, spory forma ir struktiira [Anandan ir kt., 2016]. Pagal orinio
micelio bruozus, tokius kaip pavirSiaus struktiira (glotnus, griidétas, piikuotas ar birus),
pigmentacija ir specifinés apskritimo formos zonos aplink pavienes kolonijas (1 pav.), i$skirtas
Actinobacteria galima skirstyti j rtisis [Anandan ir kt., 2016].

Be mikroskopavimo metodo, aktinobakterijy skyrius skirstomas j rasis bei gentis
chemotaksonomijos pagalba. Siais metodais vertinama lastelés sienelés struktiira bei
angliavandeniy pasiskirstymas joje [Barka ir kt., 2016]. Be to, tiriamas sienelés peptidoglikano

tipas, riebaly riig§¢iy grandinés ir fosfolipidai [Hasani ir kt., 2014].
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1 pav. Jvair@is Actinobacteria izoliatai ant Capeko peptono agaro mitybinés terpés a-d. Individualiy
kolonijy morfologija — b,d. Grudétas micelio pavirSius — b, birus micelio pavirSius ir specifinés
apskritimo formos zonos aplink pavienes kolonijas — d.

Kitaip nei bakterijos Bacillus subtilis ir Escherichia coli, Streptomyces genties bakterijos
auga prailgindamos vegetatyvinio micelio hify galiukus ir Sakodamos filamentus, o ne
jterpdamos naujus sienelés fragmentus sienelés viduryje. Micelio fragmentams ilgéjant, jie
pusiau atskiriami nereguliariomis ir skirtingo storio septomis. Tyrimais jrodyta, jog septos
pasizymi kanaly sistema, kuri leidZia tarp atskirty hify daliy perduoti medziagas. Todél
filamentinés Streptomyces bakterijos primena daugialastelinius mikroorganizmus [Barka ir kt.,
2016; Wink ir kt., 2017]. Dél augimo miceline forma ir skleidziamo kvapo aktinobakterijos
primena grybus, taiau lastelés sienelés struktiira labiau primena bakterijas. Sienelé pasiZymi
peptidoglikano sluoksniu ir techoinémis raigstimis, taciau neturi chitino ir celiuliozés (kurie
budingi grybiniy lasteliy sienelése) [Ser ir kt., 2017]. Dél peptidoglikano sienelés ir nukleoido,
aktinobakterijos gali biiti paveikiamos antibiotikais. Visa tai parodo, kad aktinobakterijy
skyrius sieja gryby ir bakterijy domenus, todél kartais jos yra vadinamos aktinomicetais pagal

Actinomycetales eile [Barka ir kt., 2016].
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1.1.2. Actinobacteria morfologija

Aktinobakterijos — tai vienalgs¢iai filamentiniai mikroorganizmai, ir skystose, ir
standziose terpése formuojantys substratinj micelj, o ant standzios terpés pavirSiaus dazniausiai
formuojantys ir orinj micelj [Anandan ir kt., 2016]. Dauguma aktinobakterijy dauginasi
sporuliacijos biidu — konidijomis, o auga prailgindamos hify galiukus, 1astelei dalijantis pusiau.
Sporuliavimo metu orinis (Streptomyces genties) micelis sintetina sporas, o joms dygstant
formuojasi substratinis micelis, kuris pasisavina terpés maistines medZiagas. Substratinis
micelis dazniausiai biina plonesnis nei orinis. Jis, kaip ir orinis, tarp rusiy skiriasi forma, spalva

(zalios, juodos, rudos, geltonos atspalviai) bei storiu (2 pav.) [Anandan ir kt., 2016].

Lékstelés apacia Lékstelés virSus

2 pav. Skirtingy aktinobakterijy izoliaty (a ir b) orinio (ab) ir substratinio (a.1,b.1) micelio
pigmentacijos skirtumai kultivuojant izoliatus Capeko peptono agarizuotoje mitybingje terpéje.

Nors Streptomyces sporos skirtos dauginimuisi, jos ilgai iSlieka gyvybingos ir yra
atsparios fiziniams ir cheminiams faktoriams, taciau ne tokios atsparios kaip Bacillus rusiy
endosporos [Barka ir kt., 2016; Flardh ir Buttner, 2009]. Micromonospora, Micropolyspora ir
Thermoactinomycétes gentys formuoja sporas ant substratinio micelio. Sporos auga pavieniui
(Saccharomonospora), po dvi (Microbispora) arba grandinélémis (Streptomyces gentis),
kartais sporangése. Priklausomai nuo aktinobakterijy genties, spory grandinélése gali biiti nuo
2 iki 50 spory (Nocardia, Actinomadura ir Kitos gentys), o Streptomyces gentis yra viena i§
ilgomis grandinémis (iki 100 spory) pasizyminciy genciy [Wink ir kt., 2017]. Jy forma ir

pavirSius (plaukuotas, lygus, grublétas ar dygliuotas) labai svarbus atskiriant aktinobakterijy
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rasis [Barka ir kt., 2016]. DazZniausiai aktinobakterijy sporos (konidijos) biina apvalios, o kai
subresta pasizymi jvairiomis spalvomis — baltos, pilkos, rausvos ir kt.

Pigmentacija — tai melanino polimery sintezé, taip pat budinga ir Actinobacteria skyriui.
Pagal isskiriamy pigmenty spalva (rudos, oranzinés, meélynos, zalios atspalviai ir t.t.) galima
klasifikuoti aktinobakterijas j skirtingas grupes (2 pav.). Sie antriniai metabolitai ne tik padeda
identifikuoti skirtingas rasis, bet ir padeda mikroorganizmams iS§gyventi, nors ir néra butini

augimui [Barka ir kt., 2016].

1.1.3. Actinobacteria buveinés

Daugiausia aktinobakterijy aptinkama dirvozemyje (Streptomyces gentis), taciau jos yra
prisitaikiusios prie jvairiy kity buveiniy, tokiy kaip gélo bei siiraus vandens telkiniai ar oras.
Kai kurios i$ jy aptinkamos kaip augaly simbiontai endofitai — augaly lasteliy viduje (daugiausia
Frankia, Streptomyces, Nocardia ir Micromonospora gen¢iy mikroorganizmai) [Anandan ir
kt., 2016]. Augaly augimg skatinancios endofitinés bakterijos sintetina fitohormonus ir
sideroforus, bei tirpina fosfatus ir fiksuoja azota, todél veikia kaip biotrgSos. Tokios
Streptomyces genties bakterijos yra vadinamos augaly augima skatinanciais streptomicetais
(angl. PGPS — plant growth promoting Streptomyces). Streptomyces genciai priklausancios
bakterijos sudaro didziaja rizosferos bakterijy dalj, gali lengvai adaptuotis prie aplinkos salygy
ir formuoja sporas, todél yra potenciallis biotragSy ir biokontrolés mikroorganizmai. Del
i§skiriamy medZiagy, tokiy kaip antibiotikai, antihelmintiniai ir antigrybeliniai antriniai
metabolitai, Sios aktinobakterijos apsaugo augalus nuo ligy ir parazity (biokontrol¢) mainais uz
maistines medziagas. Endofitinés Streptomyces bakterijos taip pat veikia kaip augaly augimo
skatintojai — padeda augalams pasisavinti maistines medziagas. Augalas pritraukia rizosferinius
mikroorganizmus i§ Sakny i$skirdamas terpenoidus ir flavonoidus bei kitas signalines
medziagas. Rizosferoje Streptomyces bakterijos atsiranda chemotaksio déka, nors kol kas
nezinoma dél kokiy specifiniy signaliniy medziagy. Pateke ; augalo Saknis, endofitiniai
Streptomyces jas kolonizuoja ir skatina augaly augima tirpindami fosfatus. ISskirdami
ekstralgstelinius fermentus, tokius kaip celiulazés, lipazés, keratinazés, chitinazés, fitazés ir kiti,
jie padeda augalams lengviau jsisavinti dirvozemio maistines medziagas [Olanrewaju ir

Babalola, 2019; Vurukonda ir kt., 2018].
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1.1.4. Actinobacteria augimo salygos

Aktinobakterijos dirvozemyje gyvena kaip chemoheterotrofai saprofitai ir skaido
organines medziagas, tokias kaip organinés riigstys, kompleksiniai polisacharidai, celiulioze ir
t.t. Dauguma jy yra aerobai ir yra priklausomos nuo jvairiy augima regulivojanciy salygy: pH
reikSmés, aplinkos temperatiiros, dirvozemio tipo, druskingumo ir drégmés kiekio dirvoje.
[Barka ir kt., 2016]. Aktinobakterijy Streptomyces genties atstovy augimui reikia azoto bei
anglies Saltinio, deguonies ir mineraliniy medziagy, tadiau jiems nebitini jvairiis augimo
faktoriai ir vitaminai. Sioms bakterijoms aplinkoje nereikia didelio kiekio drégmés, tadiau dél
sporuliavimo drégnesnése dirvose aktinobakterijos auga geriau [Barka ir kt., 2016; Hasani ir
kt., 2016].

1.1.4.1. Augimo priklausomybé nuo anglies Saltinio

Aktinobakterijos yra saprofitiniai mikroorganizmai, kurie labai svarbis celiuliozés
skaidymui ir tam sintetina fermenty kompleksus su ksilanazémis, egzogliukanazémis ir kitais
fermentais. Jos geba skaidyti gliukoze, fruktoze, galaktoze, ramnoze, ksiloze (tyrime pasirinkti
terpiy anglies Saltiniai), maltoze ir kitus monosacharidus bei disacharidus, taip pat krakmolg ir
celiuliozg (polisacharidus). Aktinobakterijos yra gerai prisitaikiusios prie skirtingy anglies
Saltiniy ir gali keisti naudojamus angliavandeniy metabolinius kelius, kuriy turi keleta.
Angliavandeniy skaidymui aktinobakterijos naudoja glikolizg, pentozes fosfaty kelig ir Krebso
cikla — procesuose naudojami jvairls izofermentai. Kompleksinius angliavandenius padeda
skaidyti i$skiriami ekstralasteliniai fermentai ir hidroliziniy fermenty kompleksai. Siy
kompleksy sintezg reguliuoja katabolinés represijos sistema, priklausoma nuo aplinkoje esancio
anglies Saltinio. Katabolinés represijos principu, esant gliukozei inhibuojamas kity anglies
Saltiniy skaidymas. Trukstant gliukozes, pirminiam metabolizmui naudojamos aminoriigstys.
Gauti anglies monomerai naudojami formuojant vegetatyvinj substratinj micelj ir auginant
aktinobakterijy biomasg. Taigi, skirtingas anglies Saltinis terpéje gali nulemti micelio augima
ir formg [Wink ir kt., 2017].

Antriniam metabolizmui taip pat labai svarbus naudojamo anglies Saltinio tipas ir
kataboliné represija, kad biity naudojami energetiskai naudingiausi anglies 3altiniai. Sio
metabolizmo metu dauguma aktinobakterijy gali varijuoti tarp glikolizés ir pentozés fosfaty
kelio [Wink ir kt., 2017].
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1.1.4.2. Augimo priklausomybé nuo pH reikSmiy

Aktinobakterijy gyvavimui dirvozemyje didelés jtakos turi pH reik§més. Sarminiame
pH aktinobakterijos daznai pradeda formuoti sporas, pH reikSmé taip pat nulemia hify ir micelio
augimg. Daugumai aktinobakterijy optimalus pH: 6,5 — 8,0. Jos jautrios rags¢iam dirvos pH,
todél dazniausiai aptinkamos Sarmingesnése dirvose su didesniu kiekiu organiniy medziagy.
Zema pH geriau toleruoja kai kurios riisys Micromonospora ir Streptomyces gentyse [Barka ir
kt., 2016; Wink ir kt., 2017].

1.1.4.3. Augimo priklausomybé nuo temperatiiros

Dauguma aktinobakterijy gyvena mezofiliSkai, tod¢l didziausias augimas pastebimas
25 °C — 30 °C temperatiiroje, optimaliausia inkubacijos temperatiira — 28 °C [Anandan ir kt.,
2016; Barka ir kt., 2016]. Taciau yra aktinobakterijy, kurios iSgyvena auksStesnése
temperatiirose — Vvadinamosios termofilinés aktinobakterijos. Tokios bakterijos auga
40 °C — 80 °C temperatiiroje ir kol kas néra placiai iStirtos [Hussein ir kt., 2018].

Visos minétos salygos labai svarbios pramoninei biotechnologijai, nes aktinobakterijos
yra vienos i$ antibiotiky ir kity antriniy metabolity fermentacijai naudojamy producenty, todél

reikia i$siaiskinti optimaliausias jy augimo sglygas [Wink ir kt., 2017].
1.1.5. Streptomyces gentis

Siuo metu (kovas, 2020), internetinés duomeny bazés bacterio.net duomenimis,
Streptomyces genciai priklauso 839 rusiy, i$ kuriy 660 yra tinkamai paskelbtos [LPSN, 2020].
Streptomyces — i§samiausiai istirta Actinobacteria gentis. Siy bakterijy gyvenimo ciklo tyrimai
svarbiis dél keleto priezas¢iy: tai viena didziausiy dirvozemio bakterijy grupiy — svarbios
dirvozemio anglies apytakos ciklo dalyvés [Barka ir kt., 2016]. Cia gyvenancios Streptomyces
i§skiria antrinj metabolita geosming, kuris suteikia dirvai biidingg kvapa. Be to, $ios nejudrios
bakterijos skaido krakmola, celiuliozg, ligning, chiting (dél ko yra svarbiis dirvozemio
skaidytojai), kazeing, hipoksanting ir redukuoja nitratus j nitritus [Hasani ir kt., 2014; Juttner ir
Watson, 2007]. Tai filogenetiSkai plati gentis, kurios nariai labai svarbiis medicinai ir

biotechnologijai, nes produkuoja pramonei naudingus antrinius metabolitus [Barka ir kt., 2016].
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1.1.5.1. Streptomyces gyvenimo ciklas

Streptomyces genties atstovams sudétingas gyvenimo ciklas budingas bitent dél
micelinio augimo ir sporuliavimo. Streptomyces endospory pradiniam sudygimui reikia
gelezies, kalcio ir magnio. Vélesnei augimo stadijai i$ aplinkos prireikia azoto ir anglies Saltiniy
[Wink ir kt., 2017]. Streptomyces sporoms patekus j tinkamas dygimui salygas ir sudygus,
formuojasi hifai, kuriems ilgéjant formuojamas substratinis vegetatyvinis micelis. Hifai
prasiskverbia ] substratg iSskiriamy ekstralgsteliniy hidroliziniy fermenty déka. Tokia
filamentiné¢ gyvenimo forma leidzia Streptomyces genties bakterijoms geriau jsitvirtinti
dirvozemyje ir panaudoti rizosferos organines medziagas [Olanrewaju ir Babalola, 2019].
Uzauginus pakankamai substratinés biomasés ir aplinkos salygoms suprastéjus, Streptomyces
sustabdo vegetatyviniy hify augimg ir pradeda formuoti orinj micelj, kurio taisyklingg augima
palaiko hidrofobinis sluoksnis, buidingas tik oriniam miceliui. Tam substratinio micelio dalis

sunaikinama autolizés biidu — iSskirtos maistinés medziagos panaudojamos spory formavimui

(1.1 pav.) [Wink ir kt., 2017].
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1.1 pav. Streptomyces genties aktinobakterijy gyvenimo ciklas. Isbarstytos sporos sudygsta j substratinj
micelj. Pradéjus trikti maisto medZziagy, dalis vegetatyvinio micelio suskaidoma autolizés
(uzprogramuotos lgstelés zuties) biidu, o iSsiskyrusios medziagos pritraukia konkurentus. Tuo metu
Streptomyces pradeda sintetinti antibiotikus, kurie $alina konkurentus ir leidzia panaudoti apoptozés
metu i$skirtas medziagas orinio micelio susidarymui bei sporoms [van der Meij ir kt., 2017].
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Orinio micelio hifai septomis atskiriami ] tiesias, banguotas ar spiralés formos
grandinéles — monoploidines spory lasteles pirmtakes [Hasani ir kt., 2014; Wink ir kt., 2017].
Kitaip nei vegetatyviniuose hifuose, Sios septos susidaro reguliariais intervalais ir atskiria
chromosomas po vieng [Wink ir kt., 2017]. Streptomyces orinio micelio sporos kaip ir
filamentai yra tik apie 1 um skersmens. Pirmtakiniy Igsteliy sienelés sustor¢ja, nukleodiniai
baltymai apsaugo spory DNR, o sporoms pilnai subrendus isskiriamas pilkas pigmentas

poliketidas — Streptomyces konidijos prisitaiko plitimui [Flardh ir Buttner, 2009].

1.2 Actinobacteria isskiriami antriniai metabolitai

Bet kurio mikroorganizmo augimui, dauginimuisi ir vystymuisi bitini metabolitai
vadinami pirminiais. Antriniai metabolitai néra biitini ar tiesiogiai susij¢ su Siomis funkcijomis,
be to pasizymi nejprasta struktiira ir daznai nedidele molekuline mase. Tai organiniai junginiai,
kuriy sintezé priklauso nuo augimo salygy ir néra reguliuojama taip grieztai kaip pirminiy
metabolity, todél galimas per didelis produkcijos kiekis. Actinobacteriaceae seimos bakterijos
pasizymi antriniy metabolity sintezei ypaC svarbiais SeSiais metaboliniais keliais: poliketidy
(PKS) ir neribosominiy polipeptidy (NRPS) sintazés, peptidy keliu, hibridiniu, Sikimato,
angliavandeniy ir B-laktamo sintezés keliais [Das ir kt., 2018; Harir ir kt., 2018]. Literattroje
esama duomeny, kad auginant aktinobakterijas laboratorijoje antriniai metabolitai sintetinami
lasteléms pereinant i§ eksponentinés augimo fazés j stacionarigja. Tuo metu formuojamas orinis
micelis, o tam yra sunaikinama dalis substratinio vegetatyvinio micelio, kad aplinkoje atsirasty
maisto medziagy [Wink ir kt., 2017].

Tyrimais jrodyta, kad Kiekvieno aktinobakterijy kamieno genai nulemia apie 10-20
antriniy metabolity sinteze [Shaik ir kt., 2017]. Sintetinamus antrinius metabolitus galima
skirstyti | keturias grupes: antagonistiniai (fungicidiniai, baktericidiniai, antivirusiniai ir
junginiai prie$ pirmuonis), agrobiologiniai (herbicidai, insekticidai, pesticidai), reguliaciniai
(augimg skatinantys faktoriai, sideroforai, fitohormonai ir kiti) bei farmacijai svarbas junginiai
(fermenty inhibitoriai, neurologiniai ir imuning sistema reguliuojantys junginiai) [Harir ir kt.,
2018]. Isskiriamos bioaktyvios medziagos, ekstralgsteliniai fermentai (lipazés, ureazés,

esterazés, B-gliukozidazés ir kiti) padeda suskirstyti aktinobakterijas j raisis [Wink ir kt., 2017].

1.2.1. Antriniy metabolity sintezei reikalingos salygos

Antriniy metabolity sintezés kelias smarkiai priklauso nuo pirminio metabolizmo keliy

ir prieinamy azoto bei anglies Saltiniy. Biitent pirminio metabolizmo metu gaunami antriniy
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metabolity sintezés pradziai reikalingi junginiai ir molekulés [Wink ir kt., 2017]. Pramoninéje
fermentacijoje ] terpe papildomai pridedama antriniy metabolity sintezei reikalingy pirmtaky —
trumpyjy riebaly riig§¢iy ir aminoriig§¢iy [Hasani ir kt., 2014]. Antibiotiky sintezei jtaka taip
pat daro anglies ir azoto Saltiniai, aplinkos pH reik§mé (apie 7,0), temperatiira ir deguonies

prieinamumas [Rafieenia, 2013].

1.2.2. Antriniy metabolity sintezés priklausomybé nuo anglies Saltinio

Pramonéje fermentacijai pasirenkamos sunkiau apdorojamos medziagos, t.y.
polisacharidai, tokie kaip glicerolis ir krakmolas, nes su tokiu anglies $altiniu kultiiros augimas
vyksta 1éCiau ir todél gaunama didesné antibiotiky iSeiga. Terpéje esant gliukozei, dél
katabolinés represijos stabdomas kity anglies Saltiniy naudojimas, sumazinamas kai kuriy
fermenty aktyvumas ir neiSskiriama arba iSskiriama maZziau antriniy metabolity [Wink ir kt.,
2017]. Tyrimais jrodyta, jog lengvai prieinami anglies Saltiniai sumazina sintetinama nistatino,

neomicino ir kity antibiotiky kiekj [Hasani ir kt., 2014; Rafieenia, 2013].

1.2.3. Antriniy metabolity sintezés priklausomybé nuo azoto Saltinio

Aktinobakterijoms reikia azoto micelio augimui ir aminortig§¢iy sintezei, kurios
naudojamos produkuojant antrinius metabolitus. Dazniausiai aktinobakterijos pasisavina azota
amonio jony forma. Daugumoje atvejy, maZesnis amonio jony kiekis ir naudojami alternatyviis
azoto Saltiniai terp¢je palaiko létesnj micelio augimg ir todel skatina ankstesnj antriniy
metabolity i$skyrimg, panaSiai kaip mazesni gliukozés kiekiai [Wink ir kt., 2017]. Kaip ir
anglies, struktiiriSkai sudétingesni organiniai azoto S$altiniai labiau tinka produktyvesnei
antibiotiky sintezei. Tai gali buiti mieliy ekstraktas ar sojy miltai, kuriuos sunkiau jsisavinti nei

paprastus azoto Saltinius [Hasani ir kt., 2014; Rafieenia, 2013].
1.2.4. Antriniy metabolity sintezés priklausomybé nuo mineraliniy medziagy
Kalis, gelezis, fosforas, cinkas ir kiti elementai terpéje padidina antibiotiky iSeiga.

Pastebéta tai, kad terpéje pasibaigus biitent fosforui, prasideda antibiotiky sintezé. Be to, sinteze

skatina ir vario, geleZies ar mangano dvivalenciai jonai [Martin, 2004; Hasani ir kt., 2014].
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1.3. Actinobacteria sintetinami antibiotikai

Naturalius antibiotikus sintetina jvairios bakterijos ir mikroskopiniai grybai, taciau tik
1 % ty medziagy yra panaudojamos medicinoje. Dauguma nattiraliyjy medziagy laboratorijose
,,patobulinamos® ir taip gaunami pusiau sintetiniai antibiotikai [Harir ir kt., 2018]. Net 90 %
komerciskai naudojamy antibiotiky buvo sukurti i§ Actinobacteria isskiriamy antriniy
metabolity [Das ir kt., 2018]. Aktinobakterijy sintetinami antibiotikai skirstomi j pagrindines
antibiotiky klases: makrolidai (klaritromicinas, eritromicinas), tetraciklinai, aminoglikozidai
(neomicinas, gentamicinas, streptomicinas), ansamicinai, antraciklinai ir [-laktamai

(penicilinai, cefalosporinai, karbapenemai) [Harir ir kt., 2018].

1.3.1. Skirtingy Actinobacteria genciy sintetinami antibiotikai ir ju panaudojimas

Antibiotikai — svarbiausi Streptomyces genties bakterijy antriniai metabolitai
(1.3 lentelé). Butent i$ Sios genties mikroorganizmy gauti tokie vaistai kaip ivermektinas,
streptomicinas, nistatinas ir kt. [Das ir kt., 2018; Harir ir kt., 2018]. Streptomyces spp. sintetina
makrolidus, kurie paveikia bakterijy ribosomas ir stabdo jy augimg, pvz. eritromicing.
Nistatinas — dar vienas antibiotikas fungicidas i§ makrolidy klasés, sintetinamas S. noursei. Jis
pasizymi glikozidine struktiira ir slopina Candida albicans augima. [Solecka ir kt., 2012].

Medicinoje naudojamiems antibiotikams B-laktamams ir kitiems atsparumg jgaves
Staphylococcus aureus vadinamas meticilinui atspariu auksiniu stafilokoku, MASA (angl.
MRSA — methicillin resistant Staphylococcus aureus). Tai vadinamyjy hospitaliniy infekcijy
sukelejas — antriniy infekceijy, daZzniausiai pasitaikanciy nusilpusio imuniteto, senyvo amziaus
ligoniams [Kemung ir kt., 2018]. Siuo metu, vienas i3 prie§ MASA naudojamy antibiotiky yra
daptomicinas, sintetinamas Streptomyces genties bakterijy [Frankenfeld ir kt., 2018]. Jis veikia
pries vankomicinui ir meticilinui atsparig S. aureus, penicilinui atsparig S. pneumoniae, bei
Kitas ,,superbug bakterijas®, prisiriSdamas prie lgstelés membranos ir jg depoliarizuodamas bei
keisdamas jony koncentracijas lasteléje [Solecka ir kt., 2012]. 2003 metais jis buvo patvirtintas
JAV maisto ir vaisty administracijos (angl. FDA — Food and drug administration) kaip saugus
naudoti prie§ Staphylococcus aureus sukeltg kraujo uzkrétimg ir kai kuriy Gram-teigiamy
bakterijy sukeltas odos ligas. O nuo 2006 mety, daptomicinas pradétas naudoti prie§ meticilinui
jautriy ir atspariy S. aureus kamieny sukelta endokardita [Frankenfeld ir kt., 2018].

Toliau tesiama MASA veikian¢iy antriniy metabolity paieSka parodé vir§ 100 naujy

antagonistiniy junginiy. Sie junginiai, tokie kaip streptorubinas B, naikina biopléveles ir leidzia

18



antibiotikams bei imuninei sistemai pasiekti S. aureus. Tokius antrinius metabolitus
sintetinantys Streptomyces auga endofitiskai, dirvozemyje bei vandens sistemose. [Sanalizavus
Siy bioaktyviy medziagy struktiirg, jas galima skirstyti j poliketidus, neribosominius peptidus,
alkaloidus bei hibridinius junginius. Dél pagrindiniy antriniy metabolity sintezés keliy
(neribosominiy peptidy ir poliketidy keliy), daugiausia tokiy medziagy priklauso bitent
poliketidy klasei, pvz. poliketomicinas, kuris pasiZzymi ir antagonistiSkumu prie§ vézinius

auglius [Kemung ir kt., 2018].

1.3 lentelé. Kai kurios Streptomyces sp. kamieny sintetinamos antimikrobinés medziagos ir jy paskirtis [Harir
ir kt., 2018; Hasani ir kt., 2014].

Antibiotikai Streptomyces kamienas Paskirtis
Amfotericinas B S. nodosus Fungicidiné
Avermektinas S. avermitilis Antiparazitiné
Cefalosporinas S. clavuligerus Baktericidiné
Chloramfenikolis S. venezuelae Baktericidiné, inhibuoja baltymy sinteze
Daptomicinas S. roseosporus Baktericidiné
Eritromicinas S. erythreus Baktericidiné
Neomicinas S. fradiae Baktericidiné
Nikomicinas S. tendae, S. ansochromogenes Fungicidiné
Nistatinas S. noursei Fungiciding, pries§ C. albicans
Poliketomicinas S. diastatochromogenes, Streptomyces sp. Baktericidiné, citotoksiné
.. . Baktericiding, imunosupresing, pries
Rapamicinas S. hygroscopicus e
vezime
Streptomicinas S. spectabilis Antimikrobiné
Tetraciklinas S. viridifaciens, S. rimosus Antimikrobiné
Vankomicinas S. orientalis Antimikrobiné, baktericidiné

Micromonospora — antra i§ didziausiy antibiotikus sintetinanéiy Actinobacteria genciy,
nors ir néra daug iStirta. Kaip ir Streptomyces, Sie mikroorganizmai — svarbiis dirvoZemio
organiniy medZiagy skaidytojai, iSskiriantys hidrolizinius fermentus. Be to, jie puikis
bioapsauginiai mikroorganizmai, aktyvuojantys augaly gynybines sistemas prie$ patogenus.
Trecioji biologiskai aktyvias medziagas idskirianti gentis — Nocardia [Barka ir kt., 2016]. Siy
trijy genciy mikroorganizmy, bei Saccharopolyspora, Amycolatopsis ir Actinoplanes
sintetinami fermentai, antibiotikai ir Kiti antriniai metabolitai — labai svarblis pramoninei
biotechnologijai [Solecka ir kt., 2012].

1.4. Streptomyces sintetinamos Kitos bioaktyvios medZiagos

Streptomyces gentis, didziausia Actinobacteria skyriuje, zZinoma bioaktyviy antriniy
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ir prieSvéziniais junginiais. Streptomyces sintetinamiems antriniams metabolitams budinga
jvairi cheminé struktiira ir aktyvumas. I$ visy antimikrobiniy medziagy, apie 34 % veikia prie$

mikroskopinius grybus, i$ jy apie 21 % — prie$ mieles [Solecka ir kt., 2012].

1.4.1. Streptomyces sintetinami fungicidai ir ju panaudojimas

1955 metais atrastas S. nodosus isskiriamas makrolidas amfotericinas B — vienas i$
daugiausiai istirty Streptomyces antriniy metabolity [Trejo ir Bennett, 1962]. Sis polieninis
makrolidas veikia gryby ir mikoplazmy sienelés sudéting dalj ergosterol; ir padidina lgstelés
pralaiduma, sukeldamas kalio jony praradima. Nors Zmoniy lgstelés ergosterolio neturi,
amfotericinas B taip pat riSasi prie steariny, todél fungicidas turi pasalinj poveikj. Tai yra
plataus veikimo antagonistinis junginys, ta¢iau dél toksiskumo jj sunku panaudoti medicinoje
ir jis daugiausiai naudojamas iSorinéms odos infekcijoms gydyti [Wink ir kt., 2017]. Panasiai
kaip amfotericinas B veikiantis nistatinas — dar vienas medicinoje vartojamas antigrybinis
junginys. Sis S. noursei i$skiriamas fungicidas naudojamas jvairiose laboratorijose ir
profilakti§kai prie§ nusilpusio imuniteto pacienty grybines infekcijas [Wink ir kt., 2017].
polioksinai. Polioksinai veikia prie§ fitopatogeninius grybus, o nikomicinai, sintetinami
S. ansochromogenes, geriau veikia prie§ Candida albicans [Solecka ir kt., 2012]. Tiriant vieng
i§ endofitiniy Streptomyces kamieny TK-VL_333, atrastas isskiriamos 1-H-indolo-3-
karboksilinés ragsties fungicidinis aktyvumas prie§ Candida albicans, Aspergillus niger ir
Fusarium oxysporum [Taechowisan ir kt., 2005]. Kitas Streptomyces hygroscopicus antrinis
metabolitas — rapamicinas, pasizymi antagonistiniu poveikiu prie§ C. albicans. Prie$ kai kuriy
tipy kandidoze jis veikia net geriau nei amfotericinas B. Atrasta, kad rapamicinas arba kitaip
sirolimas, stipriai veikia prie§ piktybinius auglius ir kaip imunosupresantas [Solecka ir kt.,
2012; Sehgal, 2003].

1.4.2. Streptomyces sintetinami fermentai ir ju panaudojimas
Fermentai, tokie kaip proteazés, celiulazés, pektinazés, lipazés ir kiti yra vieni
svarbiausiy Streptomyces isskiriamy antriniy metabolity. Streptomyces sintetinami fermentai

naudojami farmacijoje, bioremediacijoje, tekstilés pramongje, maisto biotechnologijoje ir

kitose srityse (1.4 lentelé) [Harir ir kt., 2018].
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1.4 lentelé. Kai kurie Streptomyces spp. kamieny sintetinami fermentai ir jy pritaikymas pramonéje [Harir ir kt.,
2018; Anandan ir kt., 2016].

Fermentas Streptomyces kamienas Paskirtis Pramonés sritis
. . S. olivaceus, Cefal iny i iau dirbti "
Aminoacilazé clalosp Or,n,mf iFpusian oty Farmacija
S. sparsogenes penicilingy gamyba
Audinio minkstini .
S. halotolerans .. .u.mlo mm > 1n1ma§, Tekstile
dzinsinio audinio apdorojimas
Celiulazé Rasalo pasalini ieri Lo .
S. ruber, asa’o pasa’inimas (porjlemus Popieriaus ir medienos
perdirbimas), pluosto )
Streptomyces sp. pramoné
perdarymas
Chitinazé Chitino zaliavy apdorojimas Bioremediacija
Medziagy iSvalymas Tekstilé
L S. griseus Teslos stabilizatorius Maisto pramoné
Lipaze — Py
Démiy i§valymas Tekstilé
Stirio skonio priedas Pieno pramoné
N-acetilmuramidazé S. globisporus Bakteriostatinis fermentas Laboratoriniai tyrimai
. Klinikiniai ir lastelé - .
Neuraminidazé Streptomyces sp. THIKLIAL 1T lg5ietes Medicinos tyrimai
morfologiniai tyrimai
Pektinaze S. lydicus Gérimy gryninimas, maiSymas Maisto pramoné
Streptomyces sp. Kraujo kresuliy iSvalymas Medicina
Stri ba, al
Proteazé S. pactum, | >rlo ATy 3, alaus - . )
. skaidrinimas, maziau kalorijy Maisto pramoné
S. thermoviolaceus .
turintis alus

Streptomyces spp. iSskiriami hidroliziniai fermentai veikia antagonistiSkai prie$
grybinius patogenus, tokius kaip Fusarium oxysporum ir Sclerotinia minor. Sie ekstralasteliniai

fermentai (B-1,3-gliukanazé ir chitinaze) lizuoja gryby sienelés komponentus [Solecka ir kt.,
2012].

1.4.3. Streptomyces sintetinamos pavirSiaus aktyviosios medziagos ir ju panaudojimas

Tai mikroorganizmy sintetinami mazos molekulinés masés antriniai metabolitai, kurie
turi hidrofobing ir hidrofiline dalis bei daZniausiai yra i$skiriami j terpe Streptomyces augant su
hidrofobiniais anglies Saltiniais. Sie antriniai metabolitai pla¢iai naudojami farmacijos,
kosmetikos, tekstilés ir kitose srityse kaip alternatyva cheminiams ir naftos produktams. Taip
pat gilinamasi j pavirsiaus aktyviyjy medziagy (biosurfaktanty) antimikrobinj aktyvuma — pvz.
lipopeptidinj daptomicing ir polimiksing B, kurie naudojami medicinoje kovojant atitinkamai
su Gram-teigiamy ir Gram-neigiamy bakterijy infekcijomis [Harir ir kt., 2018; Henkel ir
Hausmann, 2019]
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1.4.4. Streptomyces sintetinami vitaminai ir jy panaudojimas

Aktinobakterijos gali sintetinti ir kofaktoriy vitaming B12 (kobalaming) — itin svarby
lasteliy cheminéms reakcijoms. Sis junginys sintetinamas tik kai kuriy bakterijy, mikroskopiniy
gryby ir archéjy, taigi, Zmonés gauna §j junginj per suvalgyta maistg ir i§ virSkinamojo trakto
komensaly [Antony, 2018]. Kobalaminas labai svarbus eritrocity brendimui kauly ¢iulpuose,
neurony mielino dangalo bei DNR sintezei [Graf ir kt., 2013]. Norint iSgauti vitaming B12,
aktinobakterijy terpéje turi bati nedidelis kiekis kobalto drusky. Sios druskos taip pat aktyvina

griseino ir streptomicino i$skyrimg [Harir ir kt., 2018]

1.4.5. Streptomyces sintetinami pigmentai

Streptomyces sintetinami pigmentai skirstomi j endo ir egzopigmentus. Pirmieji prisiriSa
prie mikroorganizmo lgsteliy, o antrieji — iSskiriami j aplinka, t.y. terpe. Manoma, kad jie
formuojami dél apsauginés funkcijos, pvz. apsaugai nuo UV spinduliy. Kai kurie antibiotikali
taip pat yra laikomi pigmentais. Jy cheminé strukttira néra pilnai iStirta, nes pigmenty sintezé
priklauso nuo anglies ir azoto $altiniy terpéje, pH reik§miy bei aplinkos temperatiiros [Anandan
ir kt., 2016].

1.4.6. Streptomyces sintetinami antioksidantai ir ju panaudojimas

Siy dieny tyrimai iesko saugiy ir natiiraliy medicinai naudingy antriniy metabolity, tokiy
kaip antioksidantai. Dél to tiriamas Streptomyces bakterijy augimas oksidacinio streso metu ir
i§skiriami antioksidantai [Janardhan ir kt., 2014]. Aerobinio metabolizmo metu i$siskyrus per
dideliam kiekiui reaktyviyjy deguonies formy (angl. reactive oxygen species), jos sukelia
lasteléms oksidacinj stresg ir formuoja laisvuosius radikalus. Tai dazniausiai siejama su diabetu,
véziu, neurodegeneratyvinémis ir kitomis Zmoniy ligomis. Organizme esant nepakankamai

pajégioms antioksidacinéms sistemoms, prireikia buitent Streptomyces sintetinamy metabolity
[Siddhart ir kt., 2020].

1.5 Grybines ligas sukelian¢ios mielés

Grybinés ligos daugiausia paveikia nusilpusio imuniteto Zmones, o infekcijas

sukeliantys mikroskopiniai grybai laikomi oportunistiniais patogenais. Gryby sukeliamos ligos
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dazniausiai néra ypaé¢ pavojingos sveikatai, jei yra laiku nustatomos, ta¢iau blogiausiu atveju
visame kiine i$plitusios sisteminés infekcijos gali baigtis mirtimi. Siais laikais, padaugéjus
nusilpusio imuniteto AIDS pacienty ir organy transplantacijos recipienty, bei medicinoje
vartojant daugiau plataus spektro antibiotiky, grybiniy ligy procentas iSaugo [Pérez-Torrado ir
Querol, 2016].

1.5.1. Candida gentis

Candida genties mielés — komensaliniai mikroorganizmai, nusilpusio imuniteto
zmonéms sukeliantys gleivinés ir gilesniy audiniy infekcijas. Pagrindiné S$iy mieliy
virulentiskumo ir atsparumo fungicidinéms medziagoms priezastis, sukelianti budingas ligas,
yra biopléveliy formavimas. Tai padeda patogeniniams kamienams iS§vengti zmogaus imuninés
sistemos atsako ir vartojamy antigrybiniy medziagy. Be to, Candida mielés turi pazengusius
adhezijos mechanizmus ir i$skiria hidrolizines fosfolipazes, proteazes ir hemolizinus, ardan¢ius

pacienty audinius [Sardi ir kt, 2013].

1.5.1.1. Candida parapsilosis

C. parapsilosis — jprastas zmogaus odos (dazniausiai ranky odos) komensalas, taip pat
randamas dirvoZzemyje, vandens Saltiniuose, bei naminiuose gyviinuose. C. parapsilosis auga
ant Sabiiro agaro, baltomis, blizgiomis, kreminés konsistencijos kolonijomis. Siy mieliy lastelés
yra apvalios arba ovalios, kartais cilindro formos. Sios mielés néra obligatiniai patogenai, tadiau
gali sukelti pavojingas hospitalines infekcijas nusilpusio imuniteto pacientams operacijy mety
ir formuodamos biopléveles ant kateteriy bei implanty [Trofa ir kt., 2008]. Bioplévelés padeda
grybiniams patogenams iSvengti imunings sistemos ir antimikrobiniy medZiagy poveikio, tod¢l
tokias infekcijas sunku gydyti. Patogeniniy mieliy bioplévelés yra priklausomos nuo deguonies
kiekio, pH reik§més ir mieliy kamieno, bei pasizymi skirtingais fosforo, angliavandeniy,
heksozaminy ir baltymy kiekiais. Lyginant su kitomis Candida mielémis, C. parapsilosis
bioplévelés pasizymi dideliu angliavandeniy ir maZesniu baltymy kiekiu [Sardi ir kt., 2013].

Ligoninése, C. parapsilosisgali sukelti grybines ligas naujagimiams, ypac
neisnesiotiems ir laikomiems intensyvios priezitros skyriuose. Panasiai kaip C. albicans,
C. parapsilosis geba sukelti endokardita bei kraujo uzkrétimg, akies audiniy, sgnariy ir
pilvaplévés uzdegimus [Sardi ir kt., 2013; Trofa ir kt., 2008]. Vystantis mikroorganizmy

atsparumui, antigrybiniy medziagy kartais nepakanka ir tenka pasalinti ir pakeisti pazeistus
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kateterius ar implantus — tai sukelia dar didesne rizikg naujoms infekcijoms atsirasti operacijy
metu [Sardi ir kt., 2013].

1.5.1.2. Candida albicans

C. albicans — tai jprastas virSkinamojo trakto, burnos ir maksties gleivinés komensalas
[Escalante-Rendiz ir kt., 2019]. Taip pat, tai dazniausiai pasitaikantis oportunistinis grybinis
patogenas bei pagrindinis Candida genties patogenas, sukeliantis kandidozes [Charousova ir
kt., 2016]. Dazniausiai, infekcijos perduodamos endogeniS$kai — t.y., nusilpus Seimininko
imunitetui ar patekus j kita organizmo vietg, komensalinés Candida riiSys pradeda elgtis
patogeniskai. Egzogeniskai infekcijos prasideda dél uzkrésty kateteriy ir implanty, bei dél
gydytojy kontakto su pacientais. Ligos gali bati skirstomos j gilumines (kraujo uzkrétimas,
kandidozés) ir pavirSines (gleivinés ir odos) [Sardi ir kt, 2013]. D¢l diabeto, ZIV,
chemoterapijos ar plataus spektro antibiotiky vartojimo nusilpusio imuniteto pacientus daznai
paveikia burnos gleivinés kandidozé ir danteny uzdegimas [Ashbee ir Bignell, 2010].

Siuo metu, pries C. albicans biopléveles kovojama su flukonazoliu ir kaspofunginu
(echinokandiny klas¢), taciau tokias infekcijas iSgydyti labai sunku ir paveikti implantai ar
kateteriai turi biiti pasalinti, kaip ir gydant C. parapsilosis ligas [Ashbee ir Bignell, 2010; Sardi
ir kt, 2013]. Streptomyces sp. bakterijy iSskiriami polienai amfotericinas B ir nistatinas taip pat
naudojami C. albicans ligoms gydyti. Sie junginiai ri$asi prie grybinés sienelés ergosterolio ir
sudaro joje poras, sukeldami lgstelés ziitj. Taciau, laikui bégant iSsivysto polienams atspariis
C. albicans kamienai, sieneléje turintys mazesnj ergosterolio kiekj. Ir nors amfotericinui B
patogeniniai mikroorganizmai didesnio atsparumo kol kas nejgavo, jis pasiZymi toksiSkumu ir
nepageidaujamais efektais [Spampinato ir Leonardi, 2013]. Didéjant patogeny atsparumui,
ieSkoma naujy platesnio spektro, netoksisky ir nebrangiy bioaktyviy antigrybiniy junginiy, nes
esami preparatai turi pasaliniy efekty [Escalante-Rendiz ir kt., 2019].

1.5.2. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces genties mielés zinomos kaip maisto pramonés mikroorganizmai,
naudojami vyno ir alaus fermentacijoje. Neseniai $ios mielés pradétos naudoti kaip maisto
papildai bei probiotikai padedant kovoti su antibiotiky vartojimo sukeltu viduriavimu ir yra
aptinkamos virskinimo trakte kaip komensaliniai mikroorganizmai [Ashbee ir Bignell, 2010].

S. cerevisiae yra laikoma ,,GRAS” mikroorganizmu (pripazintu saugiu vartojimui, angl. —
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,»generally regarded as safe*), todél galimas neigiamas $iy mieliy poveikis néra pilnai istirtas.
Vis délto, S. cerevisiae virulentiSkumo tyrimai labai svarbis, nes per keleta pastaryjy
desimtmeciy S. cerevisiae infekcijy padaugéjo, be to, Siy mieliy maisto papildai ir produktai
padeda joms lengvai patekti j organizmo vidy [Pérez-Torrado ir Querol, 2016]. Nors
S. cerevisiae gali buti laikoma oportunistiniu patogenu, nes infekcijos kyla tik nusilpusio
imuniteto pacientams operacijy metu, retu atveju grybo sukeltas kraujo uzkrétimas pasireiskia
Ir pacientams, turintiems stipry imuniteta [Ashbee ir Bignell, 2010; Llopis ir kt., 2014].

I Saccharomyces genties mieliy, daugiausia infekcijy Zmogui sukelia bitent
S. cerevisiae. Si rugis laikoma nusilpusio imuniteto pacienty endokardito, peritonito,
osteomielito, odos audiniy, grybinio kraujo uzkrétimo ir puliniy priezastimi. Vis délto,
palyginus su bakteriniais ir kitais grybiniais patogenais, Sios mielés néra laikomos ypac
pavojingomis [Enache-Angoulvant ir Hennequin, 2005; Pérez-Torrado ir Querol, 2016].

Sios mielés kultivuojamos Sabiiro agaro terpéje, auga 35 °C — 37 °C temperatiiroje
baltomis kreminés konsistencijos kolonijomis. Dauguma S. cerevisiae kamieny jautris

flucitozinui ir amfotericinui B, kaip ir C. albicans [Ashbee ir Bignell, 2010].
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Terpés

Capeko — peptono agaras (CPA): naudotas gryninant ir kultivuojant aktinobakterijy
izoliatus, pH 7,3 [Atlas, 2010].

Sacharozé — 30 g/l
Peptonas — 5 g/l

NaNOz - 3,0 g/l

K2HPO4 - 1,0 g/l

MgSOQO4 - 7TH,0 — 0,5 g/l
KCI-0,59g/l

FeSO4— 0,01 g/l

Agaras — (20 — 25) g/l
Distiliuotas vanduo — 1,0 |

Mineralinis agaras (MA): naudotas aktinobakterijy izoliaty gryninimui bei terpés Su

skirtingais anglies saltiniais poveikiui i$skiriamoms medziagoms tirti [Gauze ir kt., 1983].

Anglies Saltinis — 20 g/l
KzHPO4—0,5 g/l
MgSOs - 7TH20 - 0,5 g/l
KNOsz—-1 g/l
NaCl-0,5 g/l

FeSO4;— 0,01 g/l
Agaras — 30 g/l

Distiliuotas vanduo — 1,0 |

Anglies S$altiniai, naudoti tyrime: D-gliukozeé, D-galaktoze, D-fruktozé, D-ksiloze,

L- ramnozé, laktozé.
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Mieliy ekstrakto-peptono-dekstrozés terpé (YEPD): naudota tiriant aktinobakterijy
i$skiriamy medziagy inhibuojanéias savybes prie§ skirtingus mieliy kamienus, pH 4,8
[Naumova ir Naumov, 1973].

Gliukozé — 40 g/l
NaxHPO4 - 12 H20 — 35 g/l
Peptonas — 5 g/l

Mieliy ekstraktas — 5 g/l
Citrinos ragstis — 10,5 ¢/l
Agaras — 20 g/l

Distiliuotas vanduo — 1,0 |

Terpés pH reik§mé regulivojama koncentruotos citrinos riigsties arba natrio fosfato

tirpalais.

Sabiiro dekstrozés agaras (SDA): naudotas kultivuojant tiriamas mieles, pH 5,6
[Atlas, 2010].

Dekstrozé — 40 g/l
Peptonas — 10 g/l
Agaras — 15 g/l

Distiliuotas vanduo — 1,0 |
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2.2.1. Aktinobakteriju izoliatai

Darbe naudoti atsitiktiniu biidu pasirinkti 99 aktinobakterijy izoliatai, esantys Gamtos

tyrimy centro Biodestruktoriy laboratorijos kolekcijoje. Detaliau pateikiama 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Darbe naudoti aktinobakterijy izoliatai. Paryskintu Sriftu iSskirti bioaktyvis

aktinobakterijy izoliatai.

Aktinobakterijy izoliatas

ISskyrimo substratas

107JR, 112JR, 114JR, 138JR,144JR, 160JR, 169JR, 192JR, 197.2JR,
213JR, 216JR, 217JR.

Ivairios polimerinés
medziagos, Juodkranté

5.1-2c, 5.39, 5.4c¢, 5.4d, 5.4h, 5Mb, 7Mb, 8.1 ¢, 8.2b, 8 org b, 8 org c,
8Mb, 8M(C), 10H, 1M (A,B,C,D), 3M (A,B), 40H (A), 50H(A),
50H.C, 50H.D, 5M (A,B), 60H (A,B), 70H (B), 70H (C), 7M (A,B), 8
OH (B), 8M (A, D).

Dirvozemis, Vilniaus
rajonas

L.M.b

Vabzdziy zarnynas

1) A,B,C,D,F,G,H,1JK,L, 2) AB,C,EFH, 3) AB,C,D,
7) AB,C,D,E,F I, 8) AB,EF,GLH, 9 AB,D, 10) C,D,E, 11) B,
12) AB1,B2,C,D, 13) F,G,H,1,J.

Dirvozemis, Alytaus
rajonas

2.2.2. Mieliy kamienai

Darbe buvo naudojami mieliy kamienai, esantys Gamtos tyrimy centro Biodestruktoriy

tyrimy laboratorijos kolekcijoje:

Toksinams jautrus kamienas S. cerevisiae a’l (MATa, leu2-2 [Kil-0]) [Citavigius, Inge—

Vectomov, 1972];
Candida albicans CBS 2730;
Candida parapsilosis CBS 8836;

Saccharomyces cerevisiae C100 645.

2.3. Reagentai

Darbe naudoti reagentai pateikiami 2.2 lenteléje.
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2.2 lentelé. Naudoti reagentai ir cheminés medziagos, bei jy gamintojai.

Reagentas Gamintojas

D-fruktoze LACHEMA, Cekija

L-ramnozé CHEMAPOL, Cekija
Laktoze OXOID LTD., DidZioji Britanija

D-sacharozé

Carl Roth GmbH + Co. KG, Vokietija

D-galaktoze

REACHIM, Rusija

D-ksilozé

Carl Roth GmbH + Co. KG, Vokietija

D-gliukoze

Carl Roth GmbH + Co. KG, Vokietija

Natrio nitratas

PENTA, Cekija

Kalio nitratas

Merck, Vokietija

Kalio chloridas

LACHEMA, Cekija

Dikalio fosfatas

LACHEMA, Cekija

Magnio sulfato heptahidratas

LACHEMA, Cekija

Natrio chloridas

Carl Roth GmbH + Co. KG, Vokietija

Gelezies (II) sulfato heptahidratas

PENTA, Cekija

Peptonas Liofilchem, Italija
Agaras Carl Roth GmbH + Co. KG, Vokietija
Mieliy ekstraktas DIFCO LABORATORIES, JAV

Citrinos rugstis

POLSKIE ODCZYNNIKI CHEMICZNE S.A.
Lenkija

Dinatrio fosfato dodekahidratas

Lach — Ner, Cekija

2.4. Prietaisai

Darbe naudoti prietaisai pateikiami 2.3 lenteléje.

2.3 lentelé. Naudoti prietaisai ir jy gamintojai.

Prietaisas Gamintojas
Autoklavas ,,BENCHTOP AUTOCLAVE 5075 Tuttnauer, Nyderlandai
EL-D*
Laminarinis boksas ,,Safemate 1.2 vision“ BIOAIR, Italija
Termostatas ,,Incucell 55* BMT, JAV

Purtyklé ,,IKA KS 501 digital*

IKA Werde GmbH & co AG, Vokietija

Svarstykles ,,VIBRA DJ-600P*

SHINKO DENSHI, Japonija

Spektrofotometras ,,EVOLUTION 60S*

Thermo Electron Scientific Instruments LLC,
JAV

pH-metras ,,1Q 155

IQ Scientific Instruments, JAV
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2.5. Tyrimo metodai

2.5.1. Aktinobakterijy izoliaty gryninimas ir kultivavimas

Prie§ pradedant biologiSkai aktyviy medziagy paieSkos bandymus aktinobakterijy
izoliatai buvo séjami §trichavimo biidu ant CPA mitybinés terpés, norint patikrinti ar visos
kultiros yra gyvybingos ir grynos. Lékstelés su paséliais inkubuojamos 26 °C+1 °C
temperatiroje 7 dienas. ISauge ir gryni aktinobakterijy izoliatai séjami j mégintuvélius.
Meégintuvéliai laikomi termostate 26 °C +1 °C temperatiiroje 7 dienas. Véliau perkeliami

laikymui j Saldytuva, +4 °C temperatiiroje.

2.5.2. Biologiskai aktyviy aktinobakterijy izoliaty paieSka

Atsitiktiniu budu pasirinkty aktinobakterijy izoliaty gebéjimas iSskirti biologisSkai
aktyvias medziagas pirmiausia buvo tikrinamas ant jautraus S. cerevisiae a‘1 kamieno. Sis
kamienas yra jautrus visy tipy toksinams. S. cerevisiae a‘1 bandymams auginama ant Sabiiro
dekstrozés agaro 48 val., 26 °C + 2 °C temperatiiroje.

Pagaminama YEPD terpé, pH 4,8. Ji plonu sluoksniu iSpilstoma steriliose Petri
lekstelése. Tokiu biidu paruoSiamas mitybinés terpés pagrindas. Tuo tarpu paruoSiama
S. cerevisiae a‘l mieliy suspensija, kilpele paskirstant lasteles steriliame distiliuotame
vandenyje. Purtykle supurtytos suspensijos optinis tankis matuojamas spektrofotometru
EVOLUTION 60S esant 530 nm bangos ilgiui. Mieliy suspensijos optinio tankio ribos turi biiti
nuo 0,12 iki 0,15, tai atitinka 10° lasteliy 1 mililitre vandens. Suspensija automatine pipete
i$pilstoma | meégintuvélius po 1 ml. | Siuos meégintuvélius su mieliy suspensija pilama po 9 ml
atvésintos YEPD terpés ir gautas miSinys pilamas ant sustingusios terpés sluoksnio Petri
lekstelése.

Tokiu paciu biidu ruoSiamos Petri 1¢kstelés tyrimams su kitomis mieliy riiSimis. TaSko
ir disky metodu uzneSami tiriami aktinobakterijy izoliatai ir tokios 1ékstelés inkubuojamos 48
valandas 26 °C + 1 °C temperatiiroje. Tuomet stebimos ir matuojamos susidariusios skaidrios

inhibicinés zonos.
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2.5.3. Biologiskai aktyviy aktinobakterijy izoliaty kultivavimas ant skirtingy anglies

Saltiniy

Gryni bioaktyvus aktinobakterijy izoliatai kilpele Strichavimo biidu séjami ant
mineralinio agaro su skirtingais anglies Saltiniais: D-gliukozés, D-galaktozés, D-fruktozés, D-
ksilozés, laktozés ir L-ramnozés. Sios lékstelés inkubuojamos 26 °C + 1 °C temperatiiroje 7

dienas ir naudojamos tolimesniuose tyrimuose.

2.5.4. Aktinobakterijy izoliaty augimo ir biologinio aktyvumo priklausomybé nuo

skirtingos terpés pH reikSmés

ParuoSiamos mineralinio agaro (anglies $altinis — gliukoz¢) terpés su skirtingomis pH
reikSmeémis — pH 5 ir pH 6. Terpés pH reguliuojamas 10 N HCI ir tikrinamas pH-metru. Ant
skirtingy pH reikSmiy terpiy Strichavimo biidu séjami bioaktyviis aktinobakterijy izoliatai.
Aktinobakterijy izoliaty antagonistinis aktyvumas tikrinamas tokiais paciais budais, kaip ir

auginus skirtingy anglies Saltiniy mitybinéje terpéje.

2.5.5. Aktinobakterijy izoliaty biologinio aktyvumo tyrimas skirtingais metodais

Aktinobakterijy izoliaty biologinis aktyvumas buvo tiriamas tasko ir disky metodais. I8
auks¢iau minéty (2.5.3 bei 2.5.4 skyreliuose) iSaugusiy aktinobakterijy izoliaty su skirtingais
anglies $altiniais ir pH reik§mémis, mikrobiologine kilpele paimamas aktinobakterijy izoliato
meéginys ir uZdedamas ant paruoStos YEPD terpés su tiriamu mieliy kamienu (tasko metodas).

Laboratoriniu grazteliu iSpjaunamas 7 mm skersmens diskas su terpe ir aktinobakterijy
izoliatu bei dedant ant terpés su tiriamomis mielémis pavirSiaus apver¢iamas (disky metodas).

Petri 1ékstelés su aktinobakterijy izoliatais inkubuojamos termostate 2 dienas
26° C £ 1 °C temperatiiroje. Po dviejy dieny matuojamos Iékstelése susidarusios inhibicinés

Z0nos.
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2.5.6. Statistinis duomeny apdorojimas

Inhibiciniy zony dydis buvo matuojamas liniuote (centimetrais) imant du zonos
skersmenis ir iSvedant jy vidurkj (paklaida laikoma + 0,1 cm). Pagal Sios zonos dydj
sprendziama apie testuojamy izoliaty antagonistinj aktyvumg prie$ patogenines mieles.

Gauti matmeny vidurkiai suvesti  lenteles su Microsoft Excel programa, i$ lenteliy

gaunami aktyviausiy aktinobakterijy izoliaty grafikai.
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3. DARBO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Kaip jau minéta, pagrindinis Sio darbo tikslas buvo kultivuoti biologiskai aktyvias
medziagas produkuojancius aktinobakterijy izoliatus mitybinéje terpéje su skirtingais anglies
Saltiniais bei skirtingose pH reikSmése, ir jvertinti, kaip iSskiriamos medziagos paveikia

patogenines mieles.

3.1.1 Biologiskai aktyvias medZiagas produkuojanciy aktinobakterijuy paieska

Atlikus aktinobakterijy izoliaty geb¢jimo produkuoti biologiskai aktyvias medZziagas ant
S. cerevisiae a‘l kamieno tyrimus nustatyta, kad ne visi izoliatai iSskiria aktyvias medziagas
(1 priedas, 3.1.1. lentelé).

I§ atsitiktiniu buidu pasirinkty 99 aktinobakterijy izoliaty buvo atrinkta tik 19 bioaktyviy
(tik apie 19 % visy tiriamy izoliaty pasizyméjo bioaktyvumu).

3.1.2 Biologiskai aktyvias medZiagas produkuojanciy aktinobakteriju gebéjimo augti su

skirtingais anglies Saltiniais vertinimas

Biologiskai aktyviis aktinobakterijy izoliatai buvo kultivuojami mitybinése terpése su
skirtingais anglies Saltiniais (3.1.2 lentelé).

Kultivuojant bioaktyvius aktinobakterijy izoliatus mitybinéje terpéje su skirtingais
anglies $altiniais, buvo pastebéta, kad 7Mb ir 5.4c izoliatai neaugo D-ksilozés terpéje, o SM(C),
50H ir 192JR izoliatai neaugo D-fruktozés bei D-ksilozés terpése. 12.B.1 aktinobakterijy
izoliatas neaugo D-fruktozés, D-galaktozés ir D-ksilozés terpése, o 12.B.2 ir 160JR izoliatai —
D-fruktozés ir D-galaktozés terpése. 107JR izoliatas neaugo D-fruktozés terpéje, o 216JR
izoliatas — L-ramnozés terp¢je. Tuo tarpu, 169JR aktinobakterijy izoliatas neaugo D-galaktozés
terpéje, o 112JR izoliatas — D-galaktozés ir D-fruktozés terpése. Skirtingos pH reik§més (pH 5
ir pH 6) D-gliukozés terpése augo visi 19 bioaktyviy izoliaty.
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3.1.2 lentelé. Skirtingy anglies Saltiniy terpése augusiy aktinobakterijy izoliaty augimo jvertinimas. (+)
— aktinobakterijy izoliato augimas anglies Saltinio terpéje pastebétas, (-) — augimas nepastebétas.

Aktinobakterijy Anglies Saltiniai
izoliatas D-gliukozé = D-fruktozé D- L- D-ksiloze Laktoze
galaktozé = ramnozé
7Mb + + + + - +
5.39 + + + + + +
5.4c + + + + - +
5.4d + + + + + +
8M(C) + - + + - +
50H + - + + = +
213JR + + + + + +
8Mb + + + + + +
10H + + + + + +
1.K + + + + + +
12.B.1 + - - + - +
12.B.2 + = - + + +
160JR + - - + + +
107JR + - + + + +
192JR + - + + - +
114JR + + + + + +
216JR + + + - + +
169JR + + - + + +
112JR + - - + + +

Nustatyta, kad visi bioaktyviis aktinobakterijy izoliatai auga terpéje esant D-

gliukozeés ir laktozés anglies Saltiniams.

3.2.1. Aktinobakteriju, kultivuoty terpéje su skirtingais anglies Saltiniais, produkuojamy

medZziagy poveikis Saccharomyces cerevisiae a‘1 mieléms, tiriamas disky metodu

Tyrimy rezultatai parodé, kad uzdéjus ant S. cerevisiae o‘l gazono diskus su
aktinobakterijy kultGromis stipriausiu aktyvumu pasizyméjo 7Mb izoliatas (inhibiciné
zona 2,6 cm + 0,1 cm), auges laktozés terpéje (3.2.1 pav.), bei 8M(C) ir LOH izoliatai, auge D-

galaktozés terpéje (abiejy izoliaty inhibicinés zonos 2,6 cm + 0,1 cm) (3.2.1 lentelé).
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3.2.1 lentelé: Aktinobakteriju, kultivuoty su skirtingais anglies §altiniais, inhibiciniu zony dydZiai
ant S. cerevisiae a1 mieliy gazono — disky metodas. Placiausiy inhibiciniy zony reik§més paryskintos.
Inhibiciniy zony reik§més pateikiamos centimetrais (= 0,1 cm).

Anglies Saltiniai

Aktl_nob_akt_erqu . By . D-fruktozé D- . L-ramnozé D-ksilozé Laktozeé
izoliatai gliukoze galaktozé
Inhibicinés zonos dydis, cm
7Mb 2,25* 2,5 1,9 2,4 X 2,6
5.39 1,8 2,0 1,2 1,4 1,75 1,2
5.4c 15 1,6 1,9 1,7 X 1,7
5.4d 1,8 - - - - -
8M(C) 2,0 X 2,6 2,0 X 2,0
50H 1,2 X 1,0 - X -
213JR 1,3 1,3 1,4 1,2 1,3 1,7
8Mb - - - 0,7 - -
10H 2,5 2,5 2,6 2,4 1,4 1,3
1K 1,9 2,2 1,4 1,4 2,3 1,3
12.B.1 2,1 X X 1,8 X 2,0
12.B.2 2,1 X X 1,7 2,0 2,0
160JR 1,5 X X 1,8 2,0 1,5
107JR 1,9 X 1,4 1,8 1,7 15
192JR 2,3 X 2,2 1,1 X 1,7
114JR 1,4 - 1,1 1,6 1,6 1,2
216JR 1,6 1,7 1,4 X 1,8 1,4
169JR 1,7 1,4 X 0,8 1,9 1,8
112JR 2,2 X X 1,2 2,0 1,8

* - jskaitant diskg (0,7 cm). (-) — aktinobakterijy izoliatas terpéje augo, taciau produkuojamos
antagonistinés medziagos aktyvumo neparodé arba nebuvo iSskiriamos. X — aktinobakterijy izoliatas
toje terpéje neaugo.

5.4d izoliatas isskyré bioaktyvias medziagas tik augdamas D-gliukozés terpéje, o 8Mb
izoliatas — L-ramnozés terpéje. 5OH izoliatas neparodé antagonistinio poveikio
S. cerevisiae a‘1 mieliy gazonui augdamas L-ramnozés ir laktozés terpése, o 114JR izoliatas —

D-fruktozes terpéje.

3.2.1 pav. Aktinobakterijy izoliato 7Mb, augusio laktozés terpéje (a — disky metodas, b — taSko metodas)
ir aktinobakterijos 8M(C) izoliato disky metodas (auges D-gliukozés terpéje — ¢, D-galaktozés terpéje —
d); poveikis S. cerevisiae a‘l mieléms.
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Remiantis gautais duomenimis, vertinant skirtingy anglies Saltiniy mitybines terpes
daugumos aktinobakterijy izoliaty didziausias aktyvumas pasireiské jiems augant D-gliukozés
terpéje, nors didZiausia skaitiné reik§mé uzfiksuota auginant izoliatus terpéje su D-galaktoze ir

laktoze.

3.2.2. Aktinobakteriju, kultivuoty terpéje su skirtingais anglies Saltiniais, produkuojamy

medZiagy poveikis Saccharomyces cerevisiae a‘1 mieléms, tiriamas taSko metodu

Tyrimy rezultatai parodé, kad tasko metodu tiriant bioaktyvius aktinobakterijy izoliatus
ant S. cerevisiae a‘l gazono stipriausiu aktyvumu pasizyméjo 7Mb izoliatas, auggs D-

galaktozés ir laktozés terpése (inhibiciné zona 2,6 cm £ 0,1 cm) (3.2.2. lentelé).

3.2.2. lentelé: Aktinobakteriju kultivuotu su skirtingais anglies $altiniais inhibiciniu zonu dydziai
ant S. cerevisiae a‘1 mieliy gazono — ta§ko metodas. Placiausiy inhibiciniy zony reik§més paryskintos.
Inhibiciniy zony reik§més pateikiamos centimetrais (= 0,1 cm).

Anglies Saltiniai
Aktinobakteriju D-

Lo . . D-fruktozé . . L-ramnozé D-ksilozé Laktozé
izoliatai gliukozé galaktozé
Inhibicinés zonos dydis, cm
7Mb 2,45 2,55 2,6 2,5 X 2,6
5.3 1,9 2,2 1,3 0,7 0,8 0,9
5.4c 1,5 2,0 1,7 1,9 X 1,6
5.4d 0,2 - - - - -
8M(C) 2,1 X 1,6 1,0 X 1,0
50H - X - - X -
213JR 0,3 0,7 - - 0,5 0,4
8Mb - - - - - -
10H 1,9 2,0 1,9 2,0 1,2 -
1K 1,4 1,4 1,7 0,6 1,1 -
12.B.1 1,3 X X 1,3 X 1,2
12.B.2 1,3 X X 14 1,5 1,2
160JR 0,9 X X 0,8 0,5 -
107JR 0,7 X 0,7 - 0,9 0,4
192JR 1,1 X 0,6 0,4 X 1,0
114JR 0,9 0,3 0,4 - 0,9 0,4
216JR 0,9 1,3 1,0 X 0,7 0,3
169JR 0,8 0,6 X 0,6 0,6 0,7
112JR 1,1 X X 0,3 1,0 1,1

(-) — aktinobakterijy izoliatas terpéje augo, ta¢iau produkuojamos antagonistinés medziagos aktyvumo
neparodé¢ arba nebuvo i$skiriamos. X — aktinobakterijy izoliatas toje terpéje neaugo.
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Aktinobakterijy 5.4d izoliatas iSskyré bioaktyvias medziagas tik augdamas D-gliukozés
terpéje, o 8Mb ir 50H izoliatai — neparodé jokio aktyvumo, kai tuo tarpu disky metodu
aktyvumas uzfiksuotas (3.2.1. ir 3.2.2. lentelése). 213JR izoliatas bioaktyviy medziagy
neisskyré augdamas D-galaktozés ir L-ramnozés, kaip anglies Saltiniuose, mitybinéje terpéje.
Aktinobakterijy 10H, 1K ir 160JR izoliatai aktyvumu nepasizyméjo kai buvo auginti su laktoze,
0 107JR ir 114JR izoliatai — su L-ramnoze. Aktinobakterijy izoliatas 8M(C) taip pat daré

ganétinai didelj poveikj S. cerevisiae a‘l mieléms (3.2.2 pav.).

8M(C)

O,

3.2.2 pav. Aktinobakterijy izoliato 8M(C), uznesto kilpele ir augusio: L-ramnozés terpéje — a, D-
gliukozés terpéje — b, D-galaktozés terpéje — c; poveikis S. cerevisiae a1 mieléms.

Vertinant skirtingy anglies Saltiniy mitybines terpes daugumos izoliaty didZziausias
antagonistinis aktyvumas pasireiSské jiems augant D-gliukozés bei D-fruktozés terpése, nors
didziausia skaitin¢ reikSmeé uZfiksuota D-galaktozés ir laktozés terpés méginiuose.
Aktinobakterijy aktyvumas priklausé nuo anglies Saltinio terp¢je, taciau visi 19 bioaktyviy
izoliaty veikeé S. cerevisiae a1l mieles. Jvertinus abiejy metody rezultatus, daugumoje atvejy,
aktinobakterijy izoliaty aktyvumas yra didesnis tiriamas disky metodu nei tasko metodu. Tai
parodo, kad dalis mieliy augimg stabdan¢iy medziagy yra galimai aktyviai iSskiriamos j terpe
egzogeniskai. Todél uzdéjus aktinobakterijy izoliato diskg kartu su kultara ir galimai agare
esan¢iomis egzogeninémis medziagomis, daugumos izoliaty atveju gauta inhibiciné zona yra
platesné nei uzneSus pacia kultirg kilpele. Kai kuriais atvejais, aktinobakterijy izoliato
bioaktyvumas, tikrintas vienu i§ metody (dazniausiai tasko) iSvis nepastebimas, nors antruoju

1§ metody jvertintas méginys formuoja inhibicing zong ir parodo antagonistinj poveikj mieléms.
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3.3.1. Aktinobakteriju, kultivuoty terpéje su skirtingais anglies Saltiniais, produkuojamy

medziagy poveikis Candida parapsilosis mieléms, tiriamas disky metodu

Tyrimy rezultatai parodé, kad uzdéjus ant C. parapsilosis gazono diskus su
aktinobakterijy kultGromis stipriausiu aktyvumu pasizyméjo 7Mb izoliatas (inhibiciné

zona 2,6 cm £ 0,1 cm; (3.3. pav.)), auges laktozés terpéje (3.3.1 lentelé).

3.3.1 lentelé: Aktinobakteriju, kultivuoty su skirtingais anglies $altiniais, inhibiciniu zonuy dydZiai
ant C. parapsilosis mieliy gazono — disky metodas. Pla¢iausiy inhibiciniy zony reik§més paryskintos.
Inhibiciniy zony reik§més pateikiamos centimetrais (+ 0,1 cm).

Anglies Saltiniai
Aktinobakterijuy D- D-

NI . . D-fruktozé . L-ramnozé  D-ksilozé Laktozé
izoliatai gliukoze galaktozé
Inhibicinés zonos dydis, cm
7Mb 2,1* - 2,1 2,0 X 2,6
5.3 - - - - - -
5.4c 0,9 - 11 1,2 X 1,4
5.4d 1,0 - - - - -
8M(C) 1,7 X 1,9 1 X 1,8
50H - X - - X -
213JR - - - - - 0,7
8Mb - - - - - -
10H - 0,9 - - 0,9 -
1K 0,7 0,8 0,9 - 0,8 -
12.B.1 11 X X 0,8 X 1,0
12.B.2 0,8 X X - 0,8 0,7
160JR - X X - - -
107JR - X - - - -
192JR - X - - X -
114JR - - - - - -
216JR - - - X - -
169JR - - X - - -
112JR - X X - - -

* - jskaitant diskg (0,7 cm). (-) — aktinobakterijy izoliatas terpé&je augo, taiau produkuojamos
antagonistinés medziagos aktyvumo neparodé¢ arba nebuvo iSskiriamos. X — aktinobakterijy izoliatas
toje terpéje neaugo.

Tirti 5.3g, 50H, 8Mb, 160JR, 107JR, 192JR, 114JR, 216JR, 169JR ir 112JR
aktinobakterijy izoliatai C. parapsilosis mieléms neparodé jokio antagonistinio aktyvumo. 7Mb
ir 5.4c izoliatai aktyvumo neparodé tik augdami D-fruktozés terpéje. Aktinobakterijy 5.4d
izoliatas i$skyré bioaktyvias medziagas tik augdamas D-gliukozés terpéje, o 213JR izoliatas —
laktozés terpéje. 10H aktinobakterijy izoliatas parodé antagonistinj poveikj C. parapsilosis
mieléms augdamas tik D-fruktozés ir D-ksilozés terpése. Tuo tarpu, 1K aktinobakterijy izoliatas

bioaktyvias medziagas iSskyré tik D-gliukozés, D-fruktozés, D-galaktozés ir D-ksilozés
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terpése. Aktinobakterijy 12.B.2 izoliatas aktyvumo pries C. parapsilosis neparodé tik augdamas

L-ramnozés terp¢je.

3.3.2. Aktinobakteriju, kultivuoty terpéje su skirtingais anglies Saltiniais, produkuojamy

medZiagy poveikis Candida parapsilosis mieléms, tiriamas taSko metodu

Tyrimy rezultatai parode, kad tasko metodu tiriant aktinobakterijy izoliaty poveikij
C. parapsilosis mieléms stipriausiu aktyvumu pasizyméjo 7Mb izoliatas (3.3. pav.), auges

laktozés terpéje (inhibiciné zona 2,4 cm + 0,1 cm) (3.3.2 lentelé).

3.3.2 lentelé: Aktinobakteriju kultivuotu su skirtingais anglies Saltiniais inhibiciniu zonu dydzZiai
ant C. parapsilosis mieliy gazono — tasko metodas. Pla¢iausiy inhibiciniy zony reik§més paryskintos.
Inhibiciniy zony reik§més pateikiamos centimetrais (= 0,1 cm).
Anglies Saltiniai
Aktinobakteriju D-

izoliatai gliukoze | D-fruktoze

~ . L-ramnozé D-ksiloze Laktozé
galaktozé

Inhibicinés zonos dydis, cm

7Mb 1,8 1,5 1,4 1,1 X 2,4

.39 - - - - - -
5.4c 0,3 - 0,8 0,7 X 1,2
5.4d - -
8M(C) 2,0 X 1,8 1,6 X
50H - X - - X

213JR - - = . - -

8Mb - - - - - -
10H 1,2 - 15 0,8 - 0,8
1K - 0,8
12.B.1 0,4 X
12.B.2 0,4 X
160JR - X
X

X

0,5

X - X =
X 0,3 0,4 0,4
X

107JR -
192JR -
114JR - - - - - -
216JR - 0,6 - X - -
169JR - - X - - -
112JR - X X - - -
(-) — aktinobakterijy izoliatas terp&je augo, taciau produkuojamos antagonistinés medziagos
aktyvumo neparodé arba nebuvo iSskiriamos. X — aktinobakterijy izoliatas toje terpéje neaugo.

Aktinobakterijy izoliatai 5.3g, 5.4d, 50H, 213JR, 8Mb, 160JR, 107JR, 192JR, 114JR,
169JR ir 112JR jokio antagonistinio aktyvumo C. parapsilosis mieléms neparodé.
Aktinobakterijy 5.4c izoliatas aktyvumo neparodé tik augdamas D-fruktozés terpéje.
Aktinobakterijy izoliatas 10H parodé antagonistinj poveikj mieléms augdamas tik D-gliukozés,
D-galaktozés, L-ramnozés ir laktozés terpése. Tuo tarpu, 1K ir 216JR izoliatai bioaktyvias
medziagas i§skyré tik D-fruktozés terpéje, o 12.B.1 izoliatas — tik D-gliukozés terpéje.
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[vertinus abiejy metody rezultatus, daugumos izoliaty atvejy, disky metodo efektyvumas
pries C. parapsilosis yra didesnis nei tasko metodo. Vis délto, aktinobakterijy 10H izoliatas
disky metodu rodé aktyvuma tik D-fruktozés ir D-ksilozés terpése, o taSko metodu — atvirksciai
— D-fruktozés ir D-ksilozés terpése nerodé aktyvumo, taciau rodé visose kitose. Taigi,

i§skirtiniy izoliaty atveju, aktinobakterija, uznesta tasko metodu, rodo antimikrobinj aktyvuma.

Z,

3.3 pav. Aktinobakterijy izoliato 7Mb, augusio: D-galaktozés terpéje — a, D-gliukozés — b, L-ramnozés
— ¢, d ir e — laktozés terpése poveikis Candida parapsilosis mieléms. a, b — disky metodas, ¢ — disky
metodas, d — disky metodas ir € — taSko metodas.

Remiantis gautais duomenimis, vertinant skirtingy anglies Saltiniy mitybines terpes
daugumos izoliaty didziausias antagonistinis aktyvumas C. parapsilosis mieléms pasireiské
jiems augant D-gliukozés ir laktozés terpése, o didziausia skaitiné reik§mé uzfiksuota biitent
laktozés terpés méginiuose. Aktinobakterijy aktyvumas priklausé nuo anglies Saltinio terpéje,
taciau 9 i§ 19 bioaktyviy aktinobakterijy izoliaty C. parapsilosis mieléms nedaré jokio poveikio
(~ 47 % izoliaty).

3.4.1. Aktinobakterijuy, kultivuoty terpéje su skirtingais anglies Saltiniais, produkuojamy

medziagy poveikis Candida albicans mieléms, tiriamas disky metodu
Tyrimy rezultatai parodé, kad disky metodu tiriant aktinobakterijy izoliaty poveikj

C. albicans mieléms stipriausiu  aktyvumu pasizyméjo 7Mb izoliatas (inhibiciné
zona 3,1 cm £ 0,1 cm; (3.4 pav.)), auges laktozés terpéje (3.4.1 lentelé).
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3.4.1 lentelé: Aktinobakteriju, kultivuoty su skirtingais anglies Saltiniais, inhibiciniuy zony dydziai
ant C. albicans mieliy gazono — disky metodas. Pladiausiy inhibiciniy zony reik§més paryskintos.
Inhibiciniy zony reik§més pateikiamos centimetrais (= 0,1 cm).

Anglies Saltiniai

Aktinobakterijy D

D-gliukozé ~ D-fruktozé . L-ramnozé¢ D-ksilozé = Laktozé
galaktozé

izoliatai
Inhibicinés zonos dydis, cm
7Mb 2,3* - 2,3 2,2 3,1
5.3¢ - - - - 1,6 0,9
5.4c 1,2 - 1,0 0,9 X 1,7
5.4d 15 - - - - -
8M(C) 2,6 X 2,0 1,4 X 1,3
50H - X - - X -
213JR 0,7 1,0 1,0 1,4 1,3 1,3
8Mb - - - - - -
10H - - 0,7 - 1,3 -
1K 1,5 2,8 1,9 1,6 1,6 1,0
12.B.1 1,9 X X 1,6 X 1,6
12.B.2 15 X X 1,3 1,7 1,3
160JR 0,9 X X 1,1 1,3 0,9
107JR 1,2 X 1,1 1,3 1,0 1,0
192JR 1,1 X 1,1 - X 1,5
114JR - - - - - -
216JR 1,6 0,9 1,6 X 1,5 0,9
169JR 1,0 0,9 X - 1,0 1,2
112JR 1,4 X X - 1,6 1,2

* - jskaitant diskg (0,7 cm). (-) — aktinobakterijy izoliatas terpéje augo, taciau produkuojamos
antagonistinés medziagos aktyvumo neparod¢ arba nebuvo iSskiriamos. X — aktinobakterijy izoliatas
toje terpéje neaugo.

Aktinobakterijy izoliatai 50H, 8Mb ir 114JR jokio antagonistinio aktyvumo C. albicans

mieléms neparode.

7

Mb
D
/

/4
7

8M(C)

3.4. pav. Aktinobakterijy izoliato 7Mb, augusio: D-galaktozés terpéje — a, D-gliukozés — b, L-
ramnozes terpéje — C; ir aktinobakterijy izoliato 8M(C), augusio: D-galaktozés — d ir D-gliukozés
— e terpése disky metodo poveikis C. albicans mieléms.
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Aktinobakterijy 7Mb ir 5.4c¢ izoliatai bioaktyviy medziagy neiSskyré tik D-fruktozés
terpéje. Tuo tarpu, aktinobakterijy izoliatas 5.3g aktyvuma parodé tik augdamas D-ksilozés ir
laktozés mitybinése terpése, 5.4d izoliatas — tik D-gliukozés terpéje, o 10H izoliatas — tik D-
galaktozés ir D-ksilozés terpése. Tik L-ramnozés terpéje auge 192JR, 169JR ir 112JR izoliatai
nesudaré inhibiciniy zony.

Vertinant skirtingy anglies Saltiniy mitybines terpes daugumos aktinobakterijy izoliaty
didZiausias antagonistinis aktyvumas pasireiské jiems augant D-gliukozes, laktozés bei D-

ksilozés terpése, o didziausia skaitiné reikSme uzfiksuota mitybinéje terpéje su laktoze.

3.4.2. Aktinobakteriju, kultivuoty terpéje su skirtingais anglies Saltiniais, produkuojamy

medziagy poveikis Candida albicans mieléms, tiriamas tasko metodu

Tyrimy rezultatai parodé, kad taSko metodu tiriant aktinobakterijy izoliaty poveikj
C. albicans mieléms stipriausiu aktyvumu pasizyméjo 7Mb izoliatas, auges laktozés terpéje
(inhibiciné zona 3,1 cm + 0,1 cm) (3.4.2. lentelé).

Aktinobakterijy izoliatai 5.4d, 50H, 8Mb ir 114JR tasko metodu ant C. albicans gazono
neparodé jokio antagonistinio aktyvumo. Aktinobakterijy 5.4c izoliatas bioaktyviy medziagy
neisskyreé tik D-fruktozés terpéje, o 112JR izoliatas — L-ramnozés terpéje. 10H aktinobakterijy
izoliatas, auges D-fruktozés ir D-ksilozés terpése, 1K izoliatas, auges L-ramnozés ir laktozés
terpése, 160JR izoliatas, auggs D-ksilozés ir laktozés terpése, bei 216JR izoliatas, auges D-
galaktozeés ir laktozés terpése, bioaktyvumo neparodé. Tuo tarpu, aktinobakterijy 5.39 izoliatas
aktyvumg parodé tik augdamas D-ksilozés ir laktozés mitybinése terpése, 213JR izoliatas — tik
D-galaktozés, D-ksilozés bei laktozés terpése, o 107JR izoliatas — tik D-gliukozés ir D-ksilozés
terpése. Aktinobakterijy izoliatas 192JR bioaktyvias medziagas iSskyré tik auges laktozés
terpéje, o 169JR izoliatas — D-gliukozés terpéje.
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3.4.2 lentelé: Aktinobakteriju kultivuotu su skirtingais anglies $altiniais inhibiciniu zonu dydZiai
ant C. albicans mieliy gazono — ta§ko metodas. Placiausiy inhibiciniy zony reik§més paryskintos.
Inhibiciniy zony reik§més pateikiamos centimetrais (= 0,1 cm).

Anglies Saltiniai
Aktinobakteriju D- D-

I . . D-fruktozé . L-ramnozé¢ D-ksilozé Laktoze
izoliatai gliukoze galaktozé
Inhibicinés zonos dydis, cm
7Mb 2,1 11 1,7 2 X 3,1
5.39 - - - - 0,3 0,5
5.4c 0,4 - 11 0,8 X 1,8
5.4d - - - - - -
8M(C) 1,8 X 1,4 0,4 X 0,6
50H - X - - X -
213JR - - 1 - 0,3 0,3
8 Mb - - - - - -
10H 1,6 - 0,9 1,9 - 1,2
1K 0,8 1,1 0,3 - 0,9 -
12.B.1 0,3 X X 0,3 X 0,5
12.B.2 0,4 X X 0,7 0,6 0,5
160JR 0,4 X X 0,8 - -
107JR 0,5 X - - 0,2 -
192JR - X - - X 0,4
114JR - - - - - -
216JR 0,3 0,5 - X 0,3 -
169JR 0,3 - X - - -
112JR 0,3 X X - 0,3 0,3

(-) — aktinobakterijy izoliatas terpé&je augo, taiau produkuojamos antagonistinés medziagos aktyvumo
neparodé¢ arba nebuvo i$skiriamos. X — aktinobakterijy izoliatas toje terp&je neaugo.

Vertinant aktinobakterijy izoliatus, augusius mitybinése terpése su skirtingais anglies
Saltiniais, daugumos aktinobakterijy izoliaty didZiausias antagonistinis aktyvumas pasireiské
jiems augant laktozes terpéje, kur ir uzfiksuota didziausia skaitiné reikSme. Aktinobakterijy
aktyvumas priklausé nuo anglies Saltinio terpéje, taciau 3 i§ 19 (~ 16 %) bioaktyviy izoliaty
poveikio C. albicans mieléms i§vis neparodé. [vertinus abiejy metody rezultatus, daugumoje

atvejy, disky metodo aktyvumas yra didesnis nei tasko metodo.
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3.5.1. Aktinobakterijy, kultivuoty terpéje su skirtingais anglies Saltiniais, produkuojamy

medziagy poveikis Saccharomyces cerevisiae mieléms, tiriamas disky metodu

Tyrimy rezultatai parodé, kad disky metodu tiriant aktinobakterijy izoliaty poveikij
S. cerevisiae mieléms stipriausiu aktyvumu pasizyméjo aktinobakterijy 1K izoliatas (3.5 pav.),
auges D-fruktozés terpéje (inhibiciné zona 2,5 cm + 0,1 cm) ir auggs D-ksilozés terpéje
(inhibiciné zona 2,4 cm + 0,1 cm) (3.5.1 lentelé).

1K 10H

3.5 pav. Aktinobakterijy izoliato 1K, augusio: D-gliukozés terpéje — a, L-ramnozés — b, D-ksilozés — c,
D-galaktozés — d, laktozés — e ir D-fruktozés — f; terpése disky metodo poveikis S. cerevisiae mieléms,
bei aktinobakterijy izoliato 10H, augusio: D-galaktozés — g, D-gliukozés — h, L-ramnozés — i ir laktozés
— J; terpése tasko metodo méginiy poveikis S. cerevisiae mieléms.

Aktinobakterijy izoliatai 50H, 8Mb ir 114JR S. cerevisiae mieléms neparodé jokio
antagonistinio aktyvumo. Aktinobakterijy 7Mb ir 5.4c¢ izoliatai, auge D-fruktozés terpéje,
bioaktyviy antagonistiniy medZziagy neiSskyré. Aktinobakterijy 5.3g izoliatas neparodé
bioaktyvumo D-fruktozés ir D-galaktozés terpése, 1OH — D-gliukozés ir laktozés terpése, o
192JR ir 169JR aktinobakterijy izoliatai neparodé aktyvumo auge atitinkamai D-gliukozés ir
L-ramnozés terpése. Aktinobakterijy 5.4d izoliatas bioaktyvias medziagas iSskyré tik augdamas

D-gliukozés terpéje.

44



3.5.1 lentelé: Aktinobakteriju, kultivuoty su skirtingais anglies $altiniais, inhibiciniy zony dydZiai
ant S. cerevisiae mieliy gazono — disky metodas. Placiausiy inhibiciniy zony reik§més paryskintos.
Inhibiciniy zony reik§més pateikiamos centimetrais (= 0,1 cm).

Anglies Saltiniai

Aktl.n ob_aktferqu D-gliukoz¢ = D-fruktozé 2 . L-ramnozé¢ D-ksilozé Laktoze
izoliatai galaktozeé
Inhibicinés zonos dydis, cm
7Mb 1,9* = 1,7 1,9 X 2,2
5.3 0,6 - - 0,7 15 0,9
5.4c 11 = 1,5 1,4 X 1,6
5.4d 1,6 - - - - -
8M(C) 2 X 1,7 1,5 X 1,7
50OH - X - - X -
213JR 1,2 1,3 0,8 1,6 0,7 11
8Mb - - - - - -
10H = 1 1 0,9 1,9 -
1K 1,2 2,5 2,3 1,9 2,4 1
12.B.1 19 X X 1,6 X 1,7
12.B.2 15 X X 1,4 1,6 1,7
160JR 1,4 X X 1,5 1,9 1,2
107JR 1,5 X 1,3 1,2 1,1 1,3
192JR - X 0,7 X 1,5
114JR - - - - - 1
216JR 1,1 1 1 X 0,9 1,1
169JR 0,9 11 X - 1,4 1,3
112JR 1,6 X X 0,8 1,6 1,6

* - jskaitant diska (0,7 cm). (-) — aktinobakterijy izoliatas terp&je augo, taciau produkuojamos
antagonistinés medziagos aktyvumo neparodé¢ arba nebuvo iSskiriamos. X — aktinobakterijy izoliatas
toje terpéje neaugo.

Remiantis gautais duomenimis, vertinant skirtingy anglies $altiniy mitybines terpes
daugumos aktinobakterijy izoliaty didziausias aktyvumas pasireiské jiems augant D-gliukozés,
D-ksilozés ir laktozés terpése, nors didZiausia skaitiné reikSme uZfiksuota D-fruktozés ir D-

ksilozés terpiy méginiuose.

3.5.2. Aktinobakteriju, kultivuoty terpéje su skirtingais anglies Saltiniais, produkuojamy

medziagy poveikis Saccharomyces cerevisiae mieléms, tiriamas ta§ko metodu

Tyrimy rezultatai parodé, kad taSko metodu tiriant aktinobakterijy izoliaty poveikj
S. cerevisiae mieléms stipriausiu aktyvumu pasizyméjo 7Mb izoliatas, auges laktozés terpéje
(inhibiciné zona 1,7 cm £ 0,1 cm) ir 10H izoliatas, auggs L-ramnozés terpéje (inhibiciné zona
1,8 cm + 0,1 cm) (3.5.2 lentel¢).
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3.5.2 lentelé: Aktinobakteriju kultivuoty su skirtingais anglies $altiniais inhibiciniy zonuy dydZiai
ant S. cerevisiae mieliy gazono — ta§ko metodas. Placiausiy inhibiciniy zony reik§més paryskintos.
Inhibiciniy zony reik§més pateikiamos centimetrais (= 0,1 cm).

Anglies Saltiniai

Aktl.n ob_aktgrqu . D- . D-fruktoze D- . L-ramnozé¢ D-ksiloze Laktoze
izoliatai gliukoze galaktozé
Inhibicinés zonos dydis, cm
7Mb 0,9 0,9 0,3 1,1 X 1,7
5.3¢ - - 0,3 - 0,3 0,3
5.4c 1 0,5 0,9 1,1 X 1,2
5.4d - - - - - -
8M(C) 2 X 1,3 1,2 X 0,8
50OH - X - - X -
213JR 0,4 0,2 0,9 0,3 0,4 0,4
8Mb - - - - - -
10H 1,5 - 1,5 1,8 - 0,8
1K 0,3 1,2 0,7 0,8 11 -
12.B.1 1 X X 1,2 X 1,3
12.B.2 1,1 X X 0,6 1,4 0,9
160JR 0,3 X X 0,7 1 0,4
107JR 0,4 X 0,4 0,4 0,3 -
192JR - X - - X 0,6
114JR 0,3 - - - - 0,3
216JR 0,7 1 0,7 X 0,8 0,3
169JR 0,7 0,3 X - - 0,3
112JR 0,8 X X 0,4 0,9 0,9

(-) — aktinobakterijy izoliatas terpéje augo, taiau produkuojamos antagonistinés medziagos aktyvumo
neparodé arba nebuvo i$skiriamos. X — aktinobakterijy izoliatas toje terpéje neaugo.

Aktinobakterijy izoliatai 5.4d, 50OH ir 8Mb S. cerevisiae mieléms neparodé jokio
antagonistinio aktyvumo. Aktinobakterijy izoliatai 1K ir 107JR, auge laktozés terpéje,
bioaktyviy antagonistiniy medziagy neiSskyré. Aktinobakterijy 5.3g izoliatas neparodé
bioaktyvumo D-gliukozés, D-fruktozés ir L-ramnozés terpése, 1OH izoliatas — D-fruktozés ir
D-ksilozés terpése, o 169JR izoliatas neparodé aktyvumo auges L-ramnozés ir D-ksilozés
terpése. 114JR izoliatas bioaktyvias medziagas iSskyré tik augdamas D-gliukozés ir laktozés
terpése, 0 192JR aktinobakterijy izoliatas — tik laktozés terpéje.

Vertinant aktinobakterijy izoliatus, augusius mitybinése terpése su skirtingais anglies
Saltiniais, daugumos izoliaty didZziausias antagonistinis aktyvumas pasireiské jiems augant
mitybinéje terpéje su laktoze, kur buvo uzfiksuota viena i§ didZiausiy inhibiciniy zony reikSmiy.
Aktinobakterijy antagonistinis aktyvumas priklausé nuo anglies Saltinio terpéje, taciau 2 i§ 19
(~ 11 %) bioaktyviy izoliaty poveikio S. cerevisiae mieléms iSvis neparodé. Ivertinus abiejy

metody rezultatus, daugumoje atvejy, disky metodo aktyvumas yra didesnis nei tasko.
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3.6.1. Aktinobakterijy, kultivuoty skirtingose pH reik§mése, produkuojamy medziagy

poveikis Saccharomyces cerevisiae a‘1 mieléms, tiriamas disky metodu

Tyrimy rezultatai parodé, kad disky metodu tiriant aktinobakterijy izoliaty poveikj
S. cerevisiae a1 mieléms stipriausiu aktyvumu pasizyméjo SOH izoliatas, auges pH 5 terpéje
(inhibiciné zona 4 cm +0,1cm) ir 50H izoliatas, auges pH 6 terpéje (inhibiciné zona
3,8cm£0,1 cm) (3.6.1 lentelé).

3.6.1 lentelé: Aktinobakteriju, kultivuoty skirtingose pH reik§meése, inhibiciniy zony dydziai ant
S. cerevisiae a‘l mieliy gazono — disky metodas. Pla¢iausiy inhibiciniy zony reik§més paryskintos.
Inhibiciniy zony reik§més pateikiamos centimetrais (= 0,1 cm).

pH reiksmés

Inhibicinés zonos dydis, cm

7Mb 2,7* 2,6
5.39 2,0 2,0
5.4c 1,8 1,7
5.4d 2,0 2,1
8M(C) 1,3 3,0
50H 4,0 3,8
213JR 15 1,0
8Mb 1,5 1,9
10H 2,8 1,6
1K 1,6 1,6
12.B.1 2,3 2,4
12.B.2 2,0 2,1
160JR 1,4 1,7
107JR 1,9 2,0
192JR 2,0 1,9
114JR 1,2 1,8
216JR 1,9 15
169JR 2,0 1,7
112JR 2,3 19

* - iskaitant diskg (0,7 cm).

Visi tiriami aktinobakterijy izoliatai Saccharomyces cerevisiae a‘l mieléms parodé

antagonistinj aktyvumg.

47



12.B.1
|

3.6.1 pav. Aktinobakterijy izoliato 12.B.1, augusio skirtingose gliukozés terpés pH
reik§meése: pH 6 —a, pH 5 — b; disky metodo méginiy poveikis S. cerevisiae a‘1 mieléms.

7Mb, 5.4c, 50H, 213JR, 10H, 192JR, 216JR, 169JR ir 112JR aktinobakterijy izoliatai
(~ 47 %) buvo aktyvesni augg esant terpés pH 5, 0 5.4d, 8M(C), 8Mb, 12.B.1 (3.6.1 pav.),
12.B.2, 160JR, 107JR ir 114JR izoliatai ( ~ 42 %) — pH 6 terpéje.

3.6.2 Aktinobakterijy, kultivuoty skirtingose pH reik§mése, produkuojamy medZziagy

poveikis Saccharomyces cerevisiae a‘1 mieléms, tiriamas tasko metodu

Tyrimy rezultatai parodé, kad tasko metodu tiriant aktinobakterijy izoliaty poveikj
S. cerevisiae a‘l mieléms stipriausiu aktyvumu pasizyméjo 7Mb izoliatas, auges pH 5
mitybinéje terpéje (inhibiciné zona 2,8 cm £ 0,1 cm) ir 7Mb izoliatas, auges pH 6 terpéje

(inhibiciné zona 2,8 cm + 0,1 cm) (3.6.2 lentelé).

8M(C)

\ o

3.6.2 pav. Aktinobakterijy izoliato 8M(C), augusio skirtingose terpés pH reik§mése tasko metodas:
pH5—a, pH 6 — b; bei disko metodas: pH 5 — c; pH 6 — d; poveikis Saccharomyces cerevisiae a‘1
mieléms.
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Nors ant S. cerevisiae a‘l mieliy gazono uzdéjus diskus su aktinobakterijy kultiromis
visi tiriami izoliatai mieléms parodé antagonistinj aktyvuma, uznesus aktinobakterijy izoliatus
tasko metodu, SOH (placiausiomis inhibicinémis zonomis pasizyméjgs izoliatas) ir 8Mb
izoliatai neparodé jokio aktyvumo. Jei mieléms antagonistinés medziagos aktinobakterijy
izoliaty yra sekretuojamos tik j terpe, uzneSus aktinobakterijy izoliatg tasko metodu, kai kuriais
atvejais nepastebima jokio aktyvumo, kitaip nei uzdéjus ant mieliy gazono diska su terpe ir
aktinobakterijy kultiira (SOH ir 8Mb izoliatai buvo aktyviis). 5.4d, 1K, 12.B.2, 192JR ir 169JR
izoliatai (~ 26 %) buvo aktyvesni auge pH 5, 0 5.3g, 5.4c, 8M(C) (3.6.2 pav.), 213JR, 10H,
12.B.1, 160JR, 114JR, 216JR ir 112JR izoliatai (~ 53 %) — pH 6 terpéje.

3.6.2 lentelé: Aktinobakterijuy, kultivuoty skirtingose pH reik§mése, inhibiciniy zony dydziai ant
S. cerevisiae a‘l mieliy gazono — tasko metodas. Placiausiy inhibiciniy zony reik§més paryskintos.
Inhibiciniy zony reik§més pateikiamos centimetrais (= 0,1 cm).

pH reiksmés

Inhibicinés zonos dydis, cm
7Mb 2,8 2,8
5.39 1,6 1,7
5.4c 1,5 1,8
5.4d 0,9 0,6
8M(C) 1,4 2,5
50OH - -
213JR 0,5 0,8
8Mb - -
10H 15 1,8
1K 1,0 0,6
12.B.1 1,4 1,8
12.B.2 1,6 1,5
160JR 0,6 1,0
107JR 0,9 0,9
192JR 1,3 1,2
114JR 0,4 0,5
216JR 0,7 0,8
169JR 1,0 0,9
112JR 1,1 1,2

(-) — aktinobakterijy izoliatas terpéje augo, taciau produkuojamos antagonistinés medziagos aktyvumo
neparodé arba nebuvo iSskiriamos.

[vertinus abiejy metody rezultatus, daugumoje atvejy, disky metodo aktyvumas yra
didesnis nei tasko. Aktinobakterijy 5OH ir 8Mb izoliaty atveju, disky metodo aktyvumas buvo

didelis, o tasko metodu — aktyvumas i$vis nebuvo pastebétas.
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3.7.1. Aktinobakteriju, kultivuoty skirtingose pH reikSmése, produkuojamy medziagy

poveikis Candida parapsilosis mieléms, tiriamas disky metodu

Tyrimy rezultatai parodé, kad disky metodu tiriant aktinobakterijy izoliaty poveikj
C. parapsilosis mieléms stipriausiu aktyvumu pasizyméjo 7Mb izoliatas, auges mitybingje
terpéje pH 5 (inhibiciné zona 2,9 cm + 0,1 cm) ir 7Mb izoliatas, auges pH 6 terpéje (inhibiciné
zona 2,5 cm £ 0,1 cm), taip pat 8M(C) izoliatas (3.7 pav.), auges pH 6 terpéje (inhibiciné zona
2,6 cm £ 0,1 cm) (3.7.1 lentelé).

3.7.1 lentelé: Aktinobakteriju, kultivuoty skirtingose pH reik§meése, inhibiciniy zony dydzZiai ant
C. parapsilosis mieliy gazono — disky metodas. Placiausiy inhibiciniy zony reik§més paryskintos.
Inhibiciniy zony reik§més pateikiamos centimetrais (= 0,1 cm).

Aktinobakterijy pH reik§més

izoliatai pH 5 . I.OH 6
Inhibicinés zonos dydis, cm
7Mb 2,9* 2,5
5.3g 0,8 0,8
5.4c 1,3 1,6
5.4d 1,4 1,5
8M(C) 0,9 2,6
50H - -
213JR 0,7 0,7
8Mb - -
10H 1,6 1,3
1K - -
12.B.1 1,2 1,1
12.B.2 0,7 0,7
160JR - =
107JR - -
192JR 0,8 0,8
114JR - -
216JR = =
169JR 0,9 -
112JR 1,0 -

* - jskaitant diskg (0,7 cm). (-) — aktinobakterijy izoliatas terpé&je augo, taiau produkuojamos
antagonistinés medziagos aktyvumo neparodé arba nebuvo iSskiriamos.

Ant C. parapsilosis gazono uzdéjus diskus su aktinobakterijy kultaromis, 50H, 8Mb,
1K, 160JR, 107JR, 114JR, 216JR izoliatai, bei 169JR ir 112JR izoliatai, auge pH 6 terpéje,

neparode¢ jokio aktyvumo.
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8M(C) 8M(C)

3.7. pav. Aktinobakterijy izoliato 8M(C), augusio skirtingose terpés pH reikSmése tasko metodo
méginiai: pH 5 —a, pH 6 — b; bei disky metodo méginiai: pH 5 — ¢; pH 6 — d; poveikis C. parapsilosis
mieléms.

7Mb, 10H ir 12.B.1 izoliatai (~ 16 %) buvo aktyvesni auge pH 5 terpéje, 0 5.4c, 5.4d ir
8M(C) izoliatai (~ 16 %) — pH 6 terpéje.

3.7.2. Aktinobakteriju, kultivuoty skirtingose pH reikSmése, produkuojamy medziagy

poveikis Candida parapsilosis mieléms, tiriamas ta§ko metodu

Tyrimy rezultatai parodé, kad tasko metodu tiriant aktinobakterijy izoliaty poveikj
C. parapsilosis mieléms stipriausiu aktyvumu pasizyméjo 7Mb izoliatas, auges pH 5 mitybinéje
terpéje (inhibiciné zona 2,7 cm + 0,1 cm) ir 7Mb izoliatas, auges pH 6 terpéje (inhibiciné zona
2,5 cm £ 0,1 cm), bei 8M(C) izoliatas, auges pH 6 terpéje (inhibiciné zona 2,3 cm £ 0,1 cm)
(3.7.2 lentelé).

Ant C. parapsilosis gazono tasko metodu uznesus aktinobakterijy izoliatus, 5.4d, 50H,
213JR, 8Mb, 1K, 12.B.1, 107JR, 192JR, 114JR, 216JR, 169JR ir 112JR izoliatai, bei 10H
izoliatas, auggs pH 6 terpéje, neparodé jokio aktyvumo. 7Mb, 5.3g ir 12.B.2 (~ 16 %) izoliatai
buvo aktyvesni auge pH 5 terpéje, o 5.4c, 8M(C) ir 160JR (~ 16 %) izoliatai — pH 6 terpéje.
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3.7.2 lentelé: Aktinobakterijy, kultivuoty skirtingose pH reik§mése, inhibiciniy zony dydzZiai ant
C. parapsilosis mieliy gazono — ta§ko metodas. Pla¢iausiy inhibiciniy zony reik§més paryskintos.
Inhibiciniy zony reik§més pateikiamos centimetrais (= 0,1 cm).

Aktinobakteriju pH reikSmes

izoliatai pH 5 . pH J
Inhibicinés zonos dydis, cm
7Mb 2,7 2,5
5.39 0,4 0,3
5.4¢c 0,8 1,2
5.4d - -
8M(C) 18 2,3
50H - -
213JR - =
8Mb - -
10H 1,8 -
1K - -
12.B.1 - -
12.B.2 0,6 0,4
160JR 0,4 0,5
107JR - -
192JR - =
114JR - -
216JR - =
169JR - -
112JR - =

(-) — aktinobakterijy izoliatas terpé&je augo, taiau produkuojamos antagonistinés medziagos aktyvumo
neparodé arba nebuvo i$skiriamos.

Aktinobakterijy antagonistinis aktyvumas priklausé nuo terpés pH reikSmes, taciau 6 i$
19 (~ 32 %) bioaktyviy izoliaty poveikio C. parapsilosis mieléms iSvis neparodé. Jvertinus
abiejy metody rezultatus, daugumoje atvejy, disky metodo aktyvumas yra didesnis nei tasko
metodo bioaktyvumas, kuris kartais net neiSreiSkiamas, nors su disky metodu inhibiciné zona

yra pastebima (pvz. 213JR, 192JR, 112JR, 169JR izoliatai).
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3.8.1. Aktinobakteriju, kultivuoty skirtingose pH reikSmése, produkuojamy medziagy

poveikis Candida albicans mieléms, tiriamas disky metodu

Tyrimy rezultatai parodé, kad disko metodu tiriant aktinobakterijy izoliaty poveikj
C. albicans mieléms stipriausiu aktyvumu pasizyméjo aktinobakterijy 7Mb izoliatas, augges
mitybinéje pH 5 terpéje (inhibiciné zona 3,0 cm = 0,1 cm) ir 7Mb izoliatas, auges pH 6 terpéje
(inhibiciné zona 3,1 cm = 0,1 cm), taip pat 8M(C) izoliatas, auggs pH 6 terpéje (inhibiciné zona
3,0 cm +0,1cm) ir 10H izoliatas (3.8. pav.), auges pH 5 terpéje (inhibiciné zona
2,8cm=0,1cm) (3.8.1 lentelé).

3.8.1 lentelé: Aktinobakteriju, kultivuoty skirtingose pH reikSmése, inhibiciniy zony dydziai ant
C. albicans mieliy gazono — disky metodas. Placiausiy inhibiciniy zony reik§més paryskintos.
Inhibiciniy zony reik§més pateikiamos centimetrais (+ 0,1 cm).

pH reikSmés

Inhibicinés zonos dydis, cm
7Mb 3,0* 3,1
5.3 1,3 15
5.4c 2,1 1,8
5.4d 1,6 1,6
8M(C) 1,0 3,0
50H - -
213JR 1,2 0,8
8Mb - -
10H 2,8 2,0
1K 1,1 0,7
12.B.1 2,2 2,0
12.B.2 1,4 1,1
160JR 1,0 1,1
107JR 1,0 1,3
192JR 1,3 15
114JR - -
216JR 1,4 15
169JR 1,4 1,6
112JR 15 1,3

* - jskaitant diska (0,7 cm). (-) — aktinobakterijy izoliatas terpéje augo, taciau produkuojamos
antagonistinés medziagos aktyvumo neparod¢ arba nebuvo isskiriamos.

Ant C. albicans gazono uzdéjus terpés diskus su aktinobakterijy kultiiromis,
aktinobakterijy 5OH, 8Mb ir 114JR izoliatai neparodé jokio aktyvumo.

53



10H

10H

3.8. pav. Aktinobakterijy izoliato 10H, augusio skirtingose pH reik§mése disky metodas: pH 5 —a, pH 6
— b terpése; bei tasko metodas: pH 5 — ¢; pH 6 — d; poveikis C. albicans mieléms.

5.4¢, 213JR, 10H, 1K, 12.B.1, 12.B.2 ir 112JR izoliatai (~ 37 %) pasizyméjo didesniu
aktyvumu auge pH 5 terpéje, o 7Mb, 5.3g, 8M(C), 160JR, 107JR, 192JR, 216JR ir 169JR
izoliatai (~ 42 %) — pH 6 terpéje.

3.8.2 Aktinobakterijy, kultivuoty skirtingose pH reik§mése, produkuojamy medziagy

poveikis Candida albicans mieléms, tiriamas tasko metodu

Tyrimy rezultatai parodé, kad tasko metodu tiriant aktinobakterijy izoliaty poveikj
C. albicans mieléms stipriausiu aktyvumu pasizyméjo aktinobakterijy 7Mb izoliatas, auges
pH 5 terpéje (inhibiciné zona 2,7 cm £ 0,1 cm) ir 7Mb izoliatas, auges pH 6 terpéje (inhibiciné
zona 2,8 cm + 0,1 cm) (3.8.2 lentelé).

Aktinobakterijy 5.4d, 50H, 8Mb, 114JR, 160JR izoliatai, augg pH 5 terpéje, ir 192JR,
216JR bei 169JR izoliatai, auge pH 6 terpéje, neparodé jokio antagonistinio aktyvumo
C. albicans mieléms. 213JR, 1K ir 12.B.2 izoliatai pasizyméjo didesniu aktyvumu auge
mitybinéje pH 5 terpéje, o 7Mb, 5.3g, 5.4c, 8M(C), 10H, 12.B.1, 107JR ir 112JR izoliatai —
mitybingje pH 6 terpéje.
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3.8.2 lentelé: Aktinobakteriju, kultivuoty skirtingose pH reikSmése, inhibiciniu zonu dydzZiai ant
C. albicans mieliy gazono — tasko metodas. Pladiausiy inhibiciniy zony reik§més paryskintos.
Inhibiciniy zony reik§més pateikiamos centimetrais (= 0,1 cm).

Aktinobakterijy pH reikSmés

izoliatai PHS PH 6
Inhibicinés zonos dydis, cm
7Mb 2,7 2,8
5.3g 0,9 1,0
5.4c 1,3 1,6
5.4d - -
8M(C) 1,3 2,2
50H - -
213JR 0,4 0,3
8Mb - -
10H 0,9 1,3
1K 0,6 0,3
12.B.1 0,3 0,4
12.B.2 0,8 0,7
160JR = 0,3
107JR 0,3 0,5
192JR 0,6 -
114JR - -
216JR 0,4 -
169JR 0,3 -
112JR 0,3 0,7

(-) — aktinobakterijy izoliatas terpéje augo, ta¢iau produkuojamos antagonistinés medziagos aktyvumo
neparodé arba nebuvo iSskiriamos.

Aktinobakterijy antagonistinis aktyvumas priklausé nuo mitybinés terpés pH reikSmiy,
taciau 3 i§ 19 (~ 16 %) bioaktyviy izoliaty poveikio C. albicans mieléms i$vis neparodé.
[vertinus abiejy metody rezultatus, daugumoje atvejy, disky metodo aktyvumas yra didesnis nei

tasko metodo.

3.9.1. Aktinobakteriju, kultivuoty skirtingose pH reik§mése, produkuojamy medZiagy

poveikis Saccharomyces cerevisiae mieléms, tiriamas disky metodu

Tyrimy rezultatai parodé, kad disky metodu tiriant aktinobakterijy izoliaty poveikj
S. cerevisiae mieléms stipriausiu aktyvumu pasizyméjo aktinobakterijy 7Mb izoliatas, auggs
mitybinéje pH 6 terpéje (inhibiciné zona 2,5 cm + 0,1 cm), 5OH izoliatas, auges pH 5 terpéje
(inhibiciné zona 2,7 cm + 0,1 cm) ir pH 6 terpéje (inhibiciné zona 2,4 cm £ 0,1 cm), taip pat
8M(C) izoliatas, auggs pH 6 terpéje (inhibiciné zona 2,4 cm £ 0,1 cm) ir 10H izoliatas (3.8
pav.), auges pH 5 terpéje (inhibiciné zona 2,5 cm + 0,1 cm) (3.9.1 lentelé).
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3.9.1 lentelé: Aktinobakteriju, kultivuoty skirtingose pH reik§mése, inhibiciniuy zony dydziai ant
S. cerevisiae mieliy gazono — disky metodas. Pla¢iausiy inhibiciniy zony reik§més paryskintos.
Inhibiciniy zony reik§més pateikiamos centimetrais (= 0,1 cm).

pH reikSmés

Inhibicinés zonos dydis, cm
7Mb 2,3* 2,5
5.39 1,8 1,7
5.4c 1,6 1,5
5.4d 1,6 1,3
8M(C) 1,6 2,4
50OH 2,7 2,4
213JR 1,2 1,0
8Mb - -
10H 2,5 1,7
1K 1,7 1,4
12.B.1 1,9 1,9
12.B.2 1,7 19
160JR 11 1,2
107JR 1,1 1,4
192JR 1,7 1,4
114JR 1,3 1,0
216JR 1,2 1,4
169JR 1,8 1,9
112JR 1,8 1,4

* - jskaitant diskg (0,7 cm). (-) — aktinobakterijy izoliatas terpéje augo, taciau produkuojamos
antagonistinés medziagos aktyvumo neparodé arba nebuvo isskiriamos.

I$ visy tirty aktinobakterijy izoliaty, tik 8Mb izoliatas neparodé jokio antagonistinio
aktyvumo pries S. cerevisiae mieles. Aktinobakterijy 5.3g, 5.4c, 5.4d, 50H, 213JR, 10H, 1K,
192JR, 114JR ir 112JR izoliatai (~ 53 %) pasizymé&jo didesniu aktyvumu auge pH 5 mitybinéje
terpéje, o 7Mb, 8M(C), 12.B.2, 160JR, 107JR, 216JR ir 169JR izoliatai (~ 37 %) — pH 6 terpéje.

3.9.2 Aktinobakterijy, kultivuoty skirtingose pH reikSmése, produkuojamy medziagy

poveikis Saccharomyces cerevisiae mieléms, tiriamas taSko metodu

Tyrimy rezultatai parode, kad tasko metodu tiriant aktinobakterijy izoliaty poveikj
S. cerevisiae gazonui stipriausiu aktyvumu pasizyméjo 7Mb izoliatas, auges mitybinéje pH 5
terpéje (inhibiciné zona 1,8 cm + 0,1 cm) bei 5.3g izoliatas (3.9 pav.), auges pH 5 terpéje
(inhibiciné zona 1,7 cm £ 0,1 cm) ir auges pH 6 terpéje (inhibiciné zona 2,1 cm £ 0,1 cm). Taip
pat didelé inhibiciné zona pastebéta tiriant pH 5 ir pH 6 terpése augusj 8M(C) izoliata
(inhibicinés zonos 1,7 cm + 0,1 cm ir 2,2 cm £ 0,1 cm atitinkamai). 10H izoliatas, auges pH 5

terpéje, irgi i$siskyré savo inhibicine zona — 1,7 cm = 0,1 cm. (3.9.2 lentelé).
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3.9.2 lentelé: Aktinobakteriju, kultivuoty skirtingose pH reik§mése, inhibiciniuy zonuy dydziai ant
S. cerevisiae mieliy gazono — tasko metodas. Placiausiy inhibiciniy zony reik§més paryskintos.
Inhibiciniy zony reik§més pateikiamos centimetrais (= 0,1 cm).

Aktinobakterijuy pH reikSmés

izoliatai pH 5 . pH 6
Inhibicinés zonos dydis, cm
7Mb 1,8 1,6
5.3g 1,7 2,1
5.4c 1,2 1,6
5.4d 0,8 0,4
8M(C) 1,7 2,2
50H - -
213JR 0,8 0,9
8Mb - -
10H 1,7 1,6
1K - -
12.B.1 1,3 1,3
12.B.2 0,7 0,9
160JR 0,6 0,5
107JR 0,3 1,0
192JR = =
114JR - -
216JR 0,6 0,4
169JR 0,4 0,5
112JR 0,8 0,9

(-) — aktinobakterijy izoliatas terpéje augo, taiau produkuojamos antagonistinés medziagos aktyvumo
neparodé arba nebuvo iSskiriamos.

I$ visy tirty aktinobakterijy izoliaty, 5O0H, 8Mb, 1K, 192JR ir 114JR izoliatai neparodé
jokio antagonistinio aktyvumo pries§ S. cerevisiae mieles. 7Mb, 5.4d, 10H, 160JR ir 216JR
izoliatai (~ 26 %) pasizyméjo didesniu aktyvumu auge pH 5 mitybinéje terpéje, o 5.3g, 5.4c,
8M(C), 213JR, 12.B.2, 107JR, 169JR ir 112JR izoliatai (~ 42 %) — pH 6 terpéje.
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5.3G

3.9. pav. Aktinobakterijy izoliato 5.3g, augusio skirtingose terpés pH reikSmése disky metodo: pH 6 — a,
pH 5 — b; bei tasko metodo méginiy: pH 6 — ¢, pH 5 — d; poveikis S. cerevisiae mieléms. Taip pat
aktinobakterijy izoliato 10H, augusio skirtingose terpés pH reik§mése disky metodo: pH5—e, pH 6 —f;
poveikis S. cerevisiae mieléms.

Aktinobakterijy antagonistinis aktyvumas priklausé nuo mitybinés terpés pH reikSmés,
taciau 1 18 19 (~ 5 %) bioaktyviy izoliaty (8Mb) poveikio Saccharomyces cerevisiae mieléms
neparodé. [vertinus abiejy metody rezultatus, daugumoje atvejy, disky metodo aktyvumas yra

didesnis nei tasko metodo.

3.10. Rezultaty aptarimas ir tolimesnés tyrimo kryptys

Gauti tyrimy rezultatai charakterizuoja atrinktus aktinobakterijy izoliatus 7Mb, 8M(C),
10H, 1K, 50H ir 5.3g kaip aktyviausius. D¢l i$skiriamy medziagy bioaktyvumo spektro ir
gebéjimo augti ant skirtingy anglies Saltiniy, Sie aktinobakterijy izoliatai, o ypa¢ 7Mb izoliatas,
gali buti laikomi potencialiais antagonistiniy medziagy producentais. 7Mb aktinobakterijy
izoliatas labiausiai veiké C. albicans mieles (3.10.1 pav.). Inhibiciniy zony intervalai:
S. cerevisiae a‘1: 1,9 cm — 2,8 cm; C. parapsilosis: 1,1 cm — 2,9 cm; C. albicans: 1,1 cm —
3,1 cm; S. cerevisiae: 0,3 cm —2,5 cm. Toliau i§samiai tiriant §j izoliata, jj identifikavus bei
iStyrus iSskiriamy medziagy tipg ir jy savybes, galima taikyti jgytas Zinias pramongje.

Rezultatai patvirtina teoringje dalyje apzvelgtus Saltinius — aktinobakterijos geba
skaidyti bei jsisavinti jvairius anglies $altinius ir nuo jy priklauso antriniy metabolity i§skyrimas.
Be to, aukstesnis pH (pH 6) tinkamesnis aktinobakterijy augimui nei pH 5 ir palaiko didesnj
izoliaty bioaktyvuma.
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3.10.1 pav. Aktinobakterijy 7Mb izoliato poveikis patogeninéms mieléms. Inhibiciniy zony reik§més
pateikiamos centimetrais (+ 0,1 cm), paklaida parodyta vertikaliu briksniu.

Remiantis naudotais metodais parodyta, kad anglies $altinis mitybingje terpéje bei terpés
pH reik§mé nulemia iskiriamy medZiagy bioaktyvuma, kiekj ar tipg. Siais metodais taip pat
galima remtis ieSkant optimaliy reikiamy antriniy metabolity fermentacijos salygy tikrinant jau
zinomus aktinobakterijy kamienus. Be to, galima tikrinti atrinkty aktyviausiy aktinobakterijy
izoliaty poveikj kitiems patogeniniams mikroorganizmams, pvz. MASA (meticilinui atspariam
Staphylococcus aureus).

Aktinobakterijy 8M(C) izoliatas taip pat gali bati laikomas potencialiu antagonistiniy
medziagy producentu (3.10.2 pav.). Sis aktinobakterijy izoliatas labiausiai veiké
S. cerevisiae a‘l ir C. albicans mieles. Inhibiciniy zony intervalai: S. cerevisiae o‘l:
1,0cm - 3,0 cm; C. parapsilosis: 0,5 cm — 2,6 cm; C. albicans: 0,4 cm — 3,0 cm; S. cerevisiae:
0,8cm—-2,4cm.

Tyrimy metu buvo surinkta nemazai rezultaty, ta¢iau buvo norima pasigilinti i izoliaty
identifikacija ir tarp tiriamy aktinobakterijy izoliaty paieskoti poli-L-lizino, antimikrobinio
polimero, i$skiriamo kai kuriy aktinobakterijy, producenty. Taigi, Sie aspektai ir galéty biti

tolimesniy tyrimy objektais.
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3.10.2 pav. 8M(C) izoliato poveikis patogeninéms mieléms. Inhibiciniy zony reik§més pateikiamos
centimetrais (= 0,1 cm), paklaida parodyta vertikaliu briiksniu.

Pirmiausia morfologiskai identifikavus izoliatg (pagal orinio, substratinio micelio
spalvas, pavirSiy ir augimo saglygas), biity galima pasinaudoti GenBank ir kitomis duomeny
bazémis ir pasigilinti  izoliato taksonomijg. Esant galimybéms, pasinaudojus NDS-PAGE
(baltymy elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje denatiiruojanc¢iomis salygomis) ir PGR
(polimerazés grandininés reakcijos) metodais, bei sudarius filogenetinj medj ir palyginus 16s
rRNR sekas seky sulyginimo metodais, bty galima identifikuoti tirty aktinobakterijy rasis.

Patikrinus duomeny bazes, pasigilinti ] antimikrobiniy medZiagy iSskyrima
koduojancius genus, toliau optimizuoti isskiriamy antagonistiniy medziagy salygas ir esant
trikstamai informacijai apie optimalias augimo ar fermentacijos salygas duomeny bazése jas
papildyti. Auginant potencialus aktyviausius aktinobakterijy izoliatus skystoje terpéje ir
atskyrus reikiamus antrinius metabolitus, juos galima istirti su dujy chromatografijos — masiy
spektrometrijos (GC-MS) bei ELISA (imunofermentinés analizés tyrimo) metodais, nustatyti
i§skiriamy medziagy ir metabolity struktiirg, molekuling mase bei aktyvumo tipg. Surinkti

duomenys leisty Siuos bioaktyvius izoliatus panaudoti pramoniniams tikslams.
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ISVADOS

. Nustatyta, kad i§ tiriamy 99 aktinobakterijy izoliaty, tik 19 jy yra bioaktyviis (~ 19 %),
t.y. produkuoja biologiSkai aktyvias medziagas. Stipriausiu antagonistiniu poveikiu
pasizymeéjo trys aktinobakterijy izoliatai: 7Mb, 8M(C) ir 1OH. I8 jy aktyviausias — 7Mb
izoliatas, parodgs stipry antagonistinj poveikj visoms tiriamoms patogeninéms mieléms.
Biologiskai aktyvias medziagas i$skiriantys aktinobakterijy izoliatai buvo sékmingai
kultivuoti skirtingy anglies Saltiniy ir skirtingy pH reikSmiy mitybinéje terp¢je.
Mitybinéje terpéje su D-fruktoze neaugo — 42 % (8 izoliatai), su D-ksiloze — 32 %
(6 izoliatai), D-galaktoze — 26 % (5 izoliatai) ir L-ramnoze — 5 % (1 izoliatas).
Stipriausig antagonistinj poveikj patogeninéms mieléms parod¢ aktinobakterijy izoliatai,
auge D-gliukozés ir laktozés mitybinése terpése.

Skirtingy pH reik8miy mitybinése terpése (pH 5 ir pH 6) augo visi tirti aktinobakterijy
izoliatai. Nustatyta, kad daugiau tirty aktinobakterijy izoliaty pasiZyméjo stipresniu
inhibiciniu poveikiu augdami mitybinéje terp¢je esant pH 6 (~ 36 % izoliaty), nei pH 5
(~ 30 % izoliaty).

Ivertinus abiejy metody rezultatus, daugumoje atvejy, disky metodo aktyvumas yra
didesnis nei tasko metodo.

. Aktinobakterijy antagonistinis aktyvumas patogeninéms mieléms priklauso nuo anglies

Saltinio mitybinéje terpéje ir nuo mitybinés terpés pH reikSmeés.
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SANTRAUKA

Augusté Urbakonyte

Biologiskai aktyvias medziagas produkuojanciy aktinobakterijy poveikis

patogeninéms mieléms

Vienos i§ svarbiausiy antibiotikus ir bioaktyvias medziagas dirvozemyje iSskirianciy
bakterijy yra Actinobacteria. Tai filamentinés, Gram-teigiamos bakterijos, produkuojancios
medicinoje, biotechnologijoje bei Zemdirbystéje naudojamus antrinius metabolitus. Jy augimas
ir antriniy metabolity i§skyrimas priklauso nuo terpés anglies Saltinio, pH reikSmés, azoto bei
mineraliniy medziagy kiekio, aplinkos temperatiros ir kity salygy. Modeliuojant
aktinobakterijy kultivavimo salygas galima stebéti, kaip keiciasi jy antriniy metabolity poveikis
patogeniniams mikroorganizmams. Sio darbo metu aktinobakterijos buvo kultivuotos
mitybinéje terpéje su jvairiais anglies Saltiniais bei skirtingy pH reik§miy terpéje, ir buvo
jvertintas $iy salygy veikiamas aktinobakterijy antagonistinis poveikis S. cerevisiae a‘l,
C. parapsilosis, C. albicans bei S. cerevisiae mieléms. Atsitiktiniu biidu pasirinkus 99
aktinobakterijy izoliatus ir juos iStyrus, tik 19 izoliaty i$skyré bioaktyvias medziagas. Toliau
skirtingais metodais jvertinus $iy bioaktyviy aktinobakterijy izoliaty produkuojamy medziagy
poveik] patogeninéms mieléms, nustatyta, kad stipriausiu antagonistiniu poveikiu pasiZymejo
trys aktinobakterijy izoliatai: 7Mb, 8M(C) ir 10H. Darbo metu naudojant du pagrindinius
metodus pastebéta, jog disky metodo aktyvumas yra didesnis nei tasko metodo. Parodyta, kad
aktinobakterijy antagonistinis aktyvumas tiriamoms mieléms priklausé nuo anglies Saltinio
mitybinéje terp€je — D-gliukozés ir laktozés mitybinése terpése izoliatai augo geriausiai ir
parodé stipriausig antagonistinj poveikj, 0 blogiausiai augo D-fruktozés ir D-ksilozés terpése.
Nors skirtingy pH reikSmiy (pH 5 ir pH 6) gliukozés mitybinéje terp¢je augo visi tirti
aktinobakterijy izoliatai, nustatyta, jog jie iSreiSké stipresnj inhibicin] poveikj augdami
mitybinéje terpéje esant pH 6. Dél isskiriamy medziagy bioaktyvumo spektro ir gebéjimo augti
ant skirtingy anglies Saltiniy, bioaktyviis aktinobakterijy izoliatai 7Mb, 8M(C) ir 10H, o ypac
7Mb izoliatas, gali buti laikomi potencialiais antagonistiniy medziagy producentais. JUoS
identifikavus bei iStyrus iSskiriamy medziagy tipg ir jy savybes, galima taikyti jgytas zinias

pramongje.

62



SUMMARY

Augusté Urbakonyte

Antimicrobial Activity Evaluation of Actinobacteria Against Pathogenic Yeasts

One of the most significant soil-dwelling producers of antibiotics and bioactive
metabolites are the Actinobacteria. They resemble filament microorganisms and are Gram-
positive, and their secondary metabolites are used in medicine, biotechnology and agriculture
fields. The growth of Actinobacteria and production of these metabolites depend on the carbon,
nitrogen and mineral source used, as well as on the temperature and pH conditions. Changing
the growth conditions results in a changed secondary metabolite production and antagonistic
influence on pathogenic microorganisms. In this study, Actinobacteria were cultivated in
mediums with different carbon sources and different pH values. Later on, the influence of these
growth factors to the antimicrobial activity of Actinobacteria was tested on pathogenic yeasts
S. cerevisiae a‘1, C. parapsilosis, C. albicans and S. cerevisiae. 99 Actinobacteria isolates were
picked at random and the results showed, that only 19 of them were bioactive. Different
evaluation methods revealed that three Actinobacteria isolates — 7Mb, 8M(C) and 10H
exhibited the strongest antagonistic activity. Also, out of the two methods used the disc method
was more effective than the spot inoculation method. It was proven that Actinobacteria
antimicrobial activity depends on the medium carbon source — isolates grown in both D-glucose
and lactose mediums were the most bioactive, while in the D-fructose and D-xylose mediums
isolates were not growing well and did not exhibit much antagonistic activity. Though in both
pH 5 and pH 6 D-glucose mediums Actinobacteria were growing well, pH 6 medium produced
isolates with stronger inhibitory effects. Because of the selected Actinobacteria isolates® wide
bioactivity spectrum and the ability to grow successfully on all carbon types, 7Mb, 8M(C) and
10H isolates could be considered potential antagonistic metabolite producers. After identifying
the Actinobacteria strains as well as the type and qualities of produced antimicrobials, these

bioactive isolates could achieve high potential for industrial application.
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1 priedas

3.1.1. lentelé: Biologiskai aktyvias medziagas produkuojanciy aktinobakterijy paieska tiriant jy
antagonistiSkuma S. cerevisiae o1 mieléms. (+) — aktinobakterijy izoliatas bioaktyvus, i§skiria mieléms
antagonistines medziagas; (-) — bioaktyviy medZziagy iSskyrimas nepastebétas. Bioaktyvis
aktinobakterijy izoliatai paryskinti.

Aktino- Bioaktyviy Aktino- Bioaktyviy Aktino- Bioaktyviy

bakterijy medZiagy bakterijuy medZiagy bakteriju medZiagy

izoliatas iSskyrimas izoliatas iSskyrimas izoliatas iSskyrimas
107JR + 50H.A + 3.B -
112JR + 5.0H.B - 3.C -
114JR + 50H.D - 3.D -
144JR - 5M.A - 7.A -
138JR - 5M.B - 7.B -
160JR + 60H.A - 7.C -
169JR + 60H.B - 7.D -
192JR + 70H (B) - 7.E -
197.2JR - 70H (C) - 7.F -
213JR + T™M.A - 7.1 -
216JR + 7M.B - 8.A -
217JR - 80H (B) - 8.B -
5.1-2¢c - 8M.A - 8.E -
5.3g + 8M.D - 8.F -
5.4c + L.M.b - 8.G1 -
5.4d + 1A - 8.H -
5.4h - 1B - 9.A -
5Mb - 1.C - 9.B -
7Mb + 1.D - 9.D -
8.1lc - 1.F - 10.C -
8.2b - 1.G - 10.D -
8orgh - 1.H - 10.E -
8orgc - 1.1 - 11.B -
8Mb + 1J - 12.A -
8M(C) + 1K + 12.B1 +
10H + 1L - 12.B2 +
IM.A - 2.A - 12.C -
1M.B - 2.B - 12.D -
IM.C - 2.C - ILELF -
IM.D - 2.E - 13.G -
3M.A - 2.F - 13.H -
3M.B - 2.H - 13.1 -
40H (A) - 3.A - 13.J -
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