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SANTRUMPOS

aFDT — antimikrobiné fotodinaminé terapija
FS — fotosensibilizatorius

CHL - chlorofilinas

RF — ribiflavinas

hV — Sviesos energija

ROS - reaktyvios deguonies formos



[VADAS

Maisto sauga yra tapusi svarbia pasauline problema. Be tiesioginio pavojaus Zzmoniy sveikatai,
kyla sunkiai i§sprendziamy problemy, kurios lieCia maisto perdirbimo jmoniy infrastruktiirg ir veiklos
vientisumag. [lgalaikés pasekmés apima visus maisto produkty tieckimo grandinés aspektus — nuo gamybos
iki vartojimo.

Termofilinés sporas formuojancios bakterijos yra daugiausiai sutinkamos maisto perdirbimo
jmonése. Sias bakterijas sunku pagalinti dél jy plataus diapazono augimo temperatiiros ir formuojamy
spory, kurios gali iSgyventi terming sterilizacija, sukelia ekonominiy nuostoliy ir gali kelti pavojy maisto
kokybei. Termofiliniy bakterijy formuojamos bioplévelés kelia dar didesniy problemy, nes gali susidaryti
ant neriidijan¢io plieno pavirSiy, kurie yra aktualiis pieno perdirbimo linijose, o tai kelia pavojy
produktams ir jrangai, gamybos pajégumui bei padidina infekcijy rizika. (KiLIC, 2020; Wang et al.,
2021)

Terminis apdorojimas yra daugiausia naudojama procediira maistg uzteSian¢iy bakterijy Salinimui
pramongje, taciau per tokios procediiros sukelia nepageidauting produkty maisting, organolepting ir
funkcing kokybe, todél pastoviai ieSkoma efektyviy alternatyvy. (Liu ef al., 2023) Vienas i$ potencialiy
blidy mikroby inaktyvacijai — tai antimikrobiné fotodinaminé terapija (aFDT). Tai yra Sviesa ir
medziagomis fotosensibilizatoriais paremta intervencija, kurios metu susidariusios reaktyvios deguonies
formos inaktyvuoja gyvas Igsteles. Toks mikroorganizmy naikinimo biidas yra Zinomas kaip saugus, nes

naudojamos medziagos nekenkia Zmonéms ir gyviinams. (do Prado-Silva et al., 2022)

Atlikus literatiiros analiz¢ nebuvo rasta informacijos apie antimikrobinés fotodinaminés terapijos
taikymg termofilinéms bakterijoms, todél tai bus pirmasis darbas, kur vertinamas aFDT poveikis

Parageobacillus toebii 1asteléms.
Darbo tikslas:

IStirti termofiliniy bakterijy Parageobacillus toebii jautruma fotodinaminei terapijai pasitelkiant
fotosensibilizatorius chlorofiling, riboflaving ir kurkuming bei jvertinti jy sinergistinj poveikj kartu su

bakteriocinu nizinu.



Uzdaviniai:

1.

Ivertinti 440 nm ir 402 nm bangos ilgiy Sviesos bei fotosensibilizatoriy poveikj P. toebii
planktoniniy Iasteliy gyvybingumui;

Nustatyti fotodinaminés terapijos efektyvuma naudojant chlorofiling, riboflaving ir
kurkuming ir jvertinti jy optimalias veikimo koncentracijas prie§ P. toebii planktonines
lgsteles;

Taikant fotodinaming terapijg jvertinti sinergistinj fotosensibilizatoriy: chlorofilino,
riboflavino ir kurkumino, bei bakteriocino nizino antimikrobinj poveiki P toebii

planktoninéms lasteléms.



1. Literattiros apZvalga

1.1. Fotodinamin¢ terapija

Fotodinaminé terapija (FDT) — tai Sviesai jautraus junginio — fotosensibilizatoriaus (FS) bei
Sviesos sgveika. FS sugeria atitinkamo bangos ilgio Sviesos energija, perduoda §ig energija substratui,
kad susidaryty stipriai oksiduojancios reaktyvios deguonies formos (ROS), kurios inaktyvuoja
kenksmingas lasteles. (Sun et al., 2018) FDT yra placiai taikoma véziniy bei kity susirgimy, sukelty
anormaliy Igsteliy, gydymui, taciau kuo toliau tuo labiau yra naudojama prie§ mikroorganizmus, jskaitant
pirmuonis, bakterijas, virusus ir grybus. Tokia FDT dar vadinama antimikrobine fotodinamine terapija
(aFDT). (Zhu et al., 2021) aFDT susilauké didelio démesio medicinos srityje, kadangi
fotosensibilizatoriai gali buti naudojami vietiskai, dél to nepazeidzia viso organizmo, kaip antibiotikai.
D¢l Sios priezasties aFDT gali biti kartojama procediira, gaunamas didesnis bakteriocidinis veikimas ir
sumazinama $alutiniy poveikiy tikimybe. Sie privalumai labai pasiteisino gydant danty infekcijas. (Hou
et al., 2022) Taip pat dél mazo mikroorganizmy atsparumo S§iai terapijai, ji placiai naudojama ir
aplinkosaugos srityse, tac¢iau paskutiniu metu mokslo srityje placiai tyrinéjama galimybé naudoti aFDT

maisto produkty nukenksminimui. (Zhu et al., 2021)

Fotodinaminés terapijos veikimo mechanizmas gali biiti trumpai apibiidinamas kaip atitinkamo
bangos ilgo regimosios Sviesos fotony sgveika su vidulagstelinémis fotosensibilizatoriaus molekulémis.
Si saveika sukelia oksidacinj stresa lgstelems. FDT metu, FS molekulei sugérus §viesa, susidaro
singletiné suzadintoji biisena ('PS), kuri toliau gali patirti kelias skirtingas permainas — grjzti j pagrinding
biiseng arba pereiti j tripletine biisena (*PS) — §is procesas dar vadinamas tarpsisteminiu peré&jimu.
GrjZzdama ] savo pagrinding biiseng, molekulé iSlaisvina energijg Sviesos pavidalu ir sudaro fluoresencijos
reiSkinj, arba sgveikauja su kaimyninémis molekulémis ir energija praranda Silumos pavidalu. Pereidama
1 tripleting biisena, molekulé gali grizti 1 pagrinding biiseng per fosforescencija arba perduoti energija
atitinkamai akceptoriaus molekulei. Yra iSskiriami du ROS tipai, kuriy kiekvienas atitinka savita FDT
mechanizma: I tipo mechanizmu laikomas procesas, kurio metu yra perduodami elektronai ir susidaro
reaktyviis radikalai ar jonai, pavyzdZziui, vandenilio peroksidas, superoksido anijonas, hidroksido
radikalai ar singletinis deguonis. II tipo mechanizmo metu tripletinio FS energija yra perduodama
deguonies molekulei ir susidaro reaktyvus singletinio deguonies (') radikalas, kuris atlieka pagrindinj

vaidmen] fotodinaminiuose procesuose. Sios reakcijos metu FS molekulé yra nesunaikinama, o
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grazinama ] pagrinding buiseng ir dalyvauja kitame reakcijos cikle. (Lyon et al., 2011; Luksiene and
Brovko, 2013; Niculescu and Grumezescu, 2021) Vienos FS molekulés gyvavimo trukmés uztenka

pagaminti dar tiikstan¢iui 'O, molekuliy. (Cieplik et al., 2018)

| tipas - elektrony
perdavimas

Il tipas - energijos
perdavimas

—_—
Suzadinta basena

Absorbcija

Vidiné konversija

Pagrindiné busena

1 pav. aFDT I ir II tipo mechanizmy procesy iliustracija. PS — pagrindinés buisenos fotosensibilizatorius;
IPS — FS suzadintoje biisenoje; °PS — FS tripletinéje biisenoje; Reaktyviosios deguonies formos H20»,
OH, O3; '0; — singletinis deguonis. (Ghorbani et al., 2018) Susidare aFDT produktai veikia lasteles ir

jas inaktyvuoja.

IS vienos pusés yra zinoma, jog reaktyvios deguonies formos yra reikalingos fiziologinéms
lasteliy funkcijos palaikyti, dalyvauja signaly perdavime, taciau taip pat yra siejamos ir su oksidaciniu
stresu. (Martins Antunes de Melo ef al., 2021) Fotodinaminis poveikis lgsteléms gali sukelti apoptoze,
nekroze ir autofagija, o tai baigiasi Iasteliy sunaikinimu ir mirtimi. (Sun et al., 2018) D¢l didelio cheminio
aktyvumo, aFDT reakcijy mety susidarantys ROS saveikauja su lasteliy baltymais, lipidais ir
nekleoriigS§timis. (Zhu et al., 2021) FS molekulés, taikydamos ] lastele gali pazeisti DNR ir RNR,
sukeldamos plazmidzZiy skilimg. Ta€iau daugiausia yra pripaZinta, jog aFDT metu yra paZeidZiamas
membranos pralaidumas, sukeliami baltymy pokyciai, sutrinka lgstelés sienelés sintez¢ ir prarandami
kalio jonai, o tai daro didZiausig jtaka Iasteliy apoptozei. (Lin ef al., 2019; Polat and Kang, 2021) Nors

daZniausiai paZeidZziami membrany lipidai, baltymai taip pat yra vieni i§ pagrindiniy paZeidZiamy taikiniy



saveikoje su 'Oy, todél galima teigti, kad baltymy modifikacijos aFDT metu atlieka svarby vaidmen;j
mikroby nukenksminime. (do Prado-Silva et al., 2022)

() Fotosensibilizatorius (FS)

PrieS aFDT : Po aFDT .
: // SVIESA
' F
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'
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2 pav. Bakterijos iliustracija pries ir po aFDT taikymo. (do Prado-Silva et al., 2022)

aFDT yra Zymiai veiksmingesné prie§ gramteigiamas bakterijas, nei prie§ gramneigiamas. Tai
lemia gramteigiamas bakterijas supanti pralaidi sienelé, kuri sudaryta 1§ poréto peptidoglikano ir
lipoteichoiniy riig8¢iy sluoksnio pro kurj lengviau gali prasiskverbti FS todél j lgstele patenka O2 bet
ROS. PrieSingai, gramneigiamos bakterijos turi tvirta barjera dél savo stiprios striktlirinés organizacijos
— 8iy bakterijy sienele sudaro ir peptidoglikano sluoksnis, ir iSorinis fosfolipidy dvisluoksnis. D¢l Siy
savybiy, gramneigiamos bakterijos pasizymi Zymiai mazesniu jautrumu aFDT. (de Melo et al., 2013;

Hou et al., 2022)

1.1.1. Fotosensibilizatoriai

Fotosensibilizatorius — tai chemin¢ medziaga, kuri gali reaguoti su Sviesa per fotochemines
reakcijas ir perduoda energijg tam tikroms molekuléms, kurios sukelia antimikrobines sgveikas. Jy
Jvairové yra labai didelé, todel labai svarbu atsizvegti j fotofizikines savybes prie§ pasirenkant tinkama
FS savo tyrimui. (Luksiene and Brovko, 2013) Jau kelis deSimtmecius mokslininkai bando didinti FS

jvairove keisdami chemines jy struktiiras, ir taip kurdami naujas medziagas aFDT tobulinimui. (Cieplik
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et al., 2018) Siuo metu pagal savo struktiirg ir fizikines savybes yra suskirstytos keturios pagrindinés FS

klasés (Ghorbani et al., 2018) — fenotiazinai, nano struktiros, tetra-pirolo strukiiros ir natiiraltis FS.

Fenotiazinai buvo patys pirmieji FS. Jiems budingas anijoninis kriivis, taip pat yra potencialtis
efliuksy pompy substratai (Martins Antunes de Melo et al., 2021), dél to jie veiksmingai veikia daugelj
bakterijy. (Ghorbani et al., 2018) Populiarus fenotiaziny klasei priklausantis FS metileno mélynasis
(MB) yra efektyviausias ties 660 nm ilgio bangomis. Sis FS yra patvirtintas intraveniniam naudojimui
maisto ir vaisty administracijos ir yra perspektyvi medziaga vézio lgsteliy fotodinaminei terapijai. MB
pasizymi stipria singletinio deguonies gamyba (Ziental et al., 2021) ir taip pat yra patvirtinta, jog gerai

baktericidiskai veikia gramteigiamas bei gramneigiamas bakterijas. (Fontana et al., 2009)

Tetrapirolai yra viena i§ didziausiy FS klasiy. Daugiausia FDT naudojami yra porforinai, kurie
sulauké daug démesio dél savo gebé¢jimo greitai sugeneruoti ROS. Porforinas $viesg sugeria ties 402-550
nm ilgio bangomis. (Ghorbani et al., 2018) Yra zinoma, jog daugelis bakterijy pasizymi gebéjimu pacios
kaupti daug endogeniniy porforiny, d¢l to zusta tik paveikus Sviesa in vitro. (Cieplik et al., 2018) Taip
pat tetrapirolams priskiriamas placiai naudojami chlorinai, kuriy struktiira apibiidinama kaip porfirino
dariniai su papildomais vandenilio atomais pirolo Ziede. (Polat and Kang, 2021) Sie FS turi didele
absorbcijg — tarp 650 nm ir 700 nm ir generuoja daug singletinio deguonies, tac¢iau pasizymi labai silpnu
tirpumu vandenyje ir nestabilumu. Populiariausias i§ chloriny yra chlorinas e6, kuris gali biiti

suzadinamas veikiant 660 — 670 nm ilgio bangomis. (Ziental ef al., 2021)

Nanodalelés buvo sukurtos patobulinti FS molekuliy jsiskverbimo procesui. Tokiy nanodaleliy
kiirimui dazniausiai yra naudojamos liposomos, micelés ar nanoemulsijos, kurios padeda hidrohobiniams
FS patekti i lastele ir agreguotis vandeninéje aplinkoje. (Niculescu and Grumezescu, 2021) Tai yra
mazos, specifinés dalelés, nuo 1 iki 100 mm dydZio. Tokias daleles galima lengvai modifikuoti pagal
norimas savybes. (Ziental ef al., 2021) Fulerenai — tai daugiausia naudojamas nanodaleléms priskiriamas
FS. Tai tusCiavidurés sferinés, elipsoidings, cilindrinés arba vamzdinés formos molekulés, sudarytos i$
anglies atomy. Pastaruoju metu pradéti placiai naudoti fulerenai pasiZymi universaliu funkcionalumu,
fotostabilumu ir didelio kiekio ROS bei 'O, kiekio gamyba. Taip pat Zinoma, jog fulereny produkuojami
laisvieji radikalai yra didesnio toksinio poveikio, nei kiti FS, dél to pasizymi didesniu aktyvuma pries

gramneigiamas bakterijas. (Hou et al., 2022)

Natiiraliis FS yra iSgaunami 1§ augaly, gryby ir bakterijy, tai gali biiti tiek nattraliis junginiai, tiek
ekstraktai. (Polat and Kang, 2021) Pirmieji Zinomi ir terapijoje pradéti naudoti natiiralis FS Zinomi kaip

raudonojo antrachinono dariniai, hipericinas ir pseudohipericinas. (Seidi Damyeh ef al., 2020)
10



Hipericinas yra gaunamas 1§ augalo Hypericum perforatum, dar kitaip zinomo kaip Jonazolé. Yra
daug zinoma apie $io augalo iSsiskiriancias gydomasias savybes, taip pat turi antivirusinj, antidepresinj,
antibakterinj ir prieSvézinj poveikj. De¢l iy savybiy pradéta tyrinéti jo, kaip fotosensibilizatoriaus,
potencialas ir iSskirtas gebéjimas inaktyvuoti gram-teigiamas bakterijas, taciau efektyvumas prie§ gram-
neigiamas bakterijas yra mazas. (Ghorbani et al., 2018) Problemy kelia tai, jog hipericinas pasizymi
dideliu lipopoliSkumu ir prastu tirpumu vandenyje, todél yra aktyviai bandoma Siuos FS jterpti |

liposomas, taip padidinanat jy fotodinaminj efektyvuma pries bakterijas. (Plenagl et al., 2018)

1.1.2. Chlorofilas ir chlorofilinas

Chlorofilas, daugiausia zinomas kaip auks$tesniyjy augaly, dumbliu ir bakterijy fitocheminis
pigmentas. Chlorofilas a ir b yra du placiausiai istirti chlorofilo tipai, kurie skiriasi savo Soniniy grupiy
padétimi (3 pav.). (Chaturvedi, Singh and Singh, 2019) Chlorofilo dariniai yra labai pla¢iai naudojami

kaip maistiniai daznai, taip pat yra pradéti naudoti ir kaip fotosensibilizatoriai. (Buchovec et al., 2020)

Chlorofilinas (CHL) — tai vandenyje tirpus, pusiau sintetinis pigmento chlorofilo darinys. CHL
sulaukeé didelio démesio kaip potenciali prieSvéziné medZiaga, taip pat daug kur naudojamas kaip sveikas
maisto daziklis, vario kompleksinis chlorofilinas dar kitaip Zinomas kodu E141. Keletas tyrimy atskleidé

ir CHL antikancerogeninj ir antimutageninj poveikj.

Pagrindinis skirtumas tarp chlorofilo ir CHL yra jy strukttira: Chlorofilag sudaro 4 pirolo azoto
Ziedai sujungti centriniu magnio atomu ir penktas Ziedas, kuriame yra anglies atomy bei ilga fitolio

uodega. (3 pav.) (Nagini, Palitti and Natarajan, 2015; Chaturvedi, Singh and Singh, 2019)

'CH," - -CHO

CIL,=CII .
Chlorcfilo b atveju

CH, CH,CH,

CH;
Fitolio uodega

| cH,

CH, CH. CH

3 pav. Chlorofilo struktiira (Mandal and Dutta, 2020)

11



CHL gamybos metu magnio jonas yra pakei¢iamas kitu metalu, fitolio esteriai pakei¢iami natriu,
todél jis tampa tirpiu vandenyje, taip pat pasalinama fitolio uodega. (pav. 3) Dél Siy pakitimy, CHL tampa
stabilesnis nei chlorofilas. (Chaturvedi, Singh and Singh, 2019)

v

CH==CH, CH,

COONa

2| CH,
H,C

COONa
COONa

4 pav. Chlorofilino natrio vario druskos struktiira (Chaturvedi, Singh and Singh, 2019)

CHL, paveikus Sviesa, yra greitai suyranti medziaga, dél to neformuoja jokiy toksisky Salutiniy

produkty, o tai uztikrina Sios medziagos ekologiskuma ir sauguma.

1.1.3. Riboflavinas

Junginiai flavinai yra daZnai sutinkami jvairiausiuose biologiniuose procesuose. Zymiausi §ios
grupés nariai — tai riboflavinas (B2), flavino mononukleotidas (FMN) ir flavino adenino dinukleotidas
(FAD). Pastarieji du yra gerai zinomi kaip lastelése vykstan¢iy medziagy apykaitos procesy dalyviai.
(Insinska-Rak and Sikorski, 2014) Riboflavinas, dar kitaip vadinamas vitaminu B2, yra nattraliai
randamas jvairiuose maisto produktuose, taip pat jo gausu fermentuotuose gérimuose. Didelis riboflavino
kiekis piene, siiriuose ir aluje yra siejamas su kokybés pablogéjimu Siuos produktus veikiant Sviesai, nes
tai gali biti fotosensibilizacijos rezultatas. (Cardoso, Libardi and Skibsted, 2012) Sis vitaminas yra

naudojamas kaip maisto papildas, o taip pat pasizymi fotodinaminémis savybémis. (Etemadi et al., 2021)

Riboflavinas ir jo dariniai kaip fotosensibilizatoriai yra naudojami jau senai, daug tyrimy yra
taikomas antivirusinei ir antibakterinei dezinfekcijai (Pogorelaya, Martynov and Romanova, 2020)
Natiiraliai audiniuose esancio riboflavino yra per mazai, kad jis sukelty fotocheminius procesus ir kenkty

lasteléms, taciau atliekant tyrimus in vivo ir in vitro ir didinant koncentracijas pastebéta riboflavino

12



geb¢jimas gaminti didelius deguonies radikaly kiekius, o tai sukelia jvairiy lastelei reikalingy medziagy
oksidacijg. Tai labai pasiteisino naudojant riboflaving kaip potencialy prieSvézinj preparatg. (Insinska-

Rak and Sikorski, 2014)

5 pav. Riboflavino struktiira (Pogorelaya, Martynov and Romanova, 2020)

Riboflavinas ir jo dariniai pasizymi efektyviu fluorasencijos produktyvumu ir to pasekoje produkuoja
daug singletinio deguonies, kai sugeria tarp 365 nm ir 445 nm ilgio bangy Sviesas. Tripletinés molekulés
susidarymg lemia izoaloksazino branduolys, esantis riboflavino struktiroje (5 pav.). Fotochemines

reakcijas daugiausia inicijuoja izoaloksazino chromoforas. (Insinska-Rak and Sikorski, 2014)

1.1.4. Kurkuminas

Kurkuminas yra riebaluose tirpstanti medZziaga, iSskiriama 1§ Curcuma longa (dar Zinomo kaip
darZiné ciberZol¢) augalo, labai paplitusi ir ilgai naudota kaip vaistinis preparatas nuo kosulio, sinusito,
virSkinamojo trakto uzdegimo. Taip pat gerai Zinomas antibakteriniy, prieSuzdegiminiy ir priesgrybeliniy
vaisty srityje. (Xie et al., 2022)

Kurkuminas yra placiai naudojamas fotosensibilizatorius, nes yra pakankamai pigus ir netoksiskas,
sugeria Sviesa tarp 400 nm ir 500 nm ilgio bangy. Atliekant daug tyrimy mokslininkai nustaté¢ kurkumino

kaip fotosensibilziatoriaus savybes veikiant prie§ navikines lasteles, taip pat prie§ daugelj

mikroorganizmy. (Zhu et al., 2021) Tyrimai rodo, jog kurkuminas lengvai kaupiasi lgsteliy plazminéje
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ir mitochondrijy membranose ir sukelia juy skilima. Svie¢iamas mélynaja §viesa jis geba generuoti 'Oz,
veikia kaip oksidantas ir pazeidzia lipidus bei membrany baltymus, taip pat, priklausomai nuo
koncentracijos, gali sukelti nekroze ar apoptoze. (Wolnicka-Glubisz and Wisniewska-Becker, 2023) Kai
kurie tyrimai nurodo kurkumino gebéjimg slopinti bakterijy kvorumo jutimo (angl. Quorum sensing)
sistemas, d¢l to uzkertamas kelias biopléveliy formavimesi. Taip pat blokuojamas citokinetinio Z ziedo

susidarymas, o tai slopina bakterijy gebéjima dalintis. (Dai ef al., 2022)

HaCO S =z OCH-

HO : O
Cur cumin

6 pav. Kurkumino struktiira (Paulraj et al., 2019)

Kurkuminas chemijoje dar vadinamas diferuloimetanu. Savo struktiiroje jis turi du aromatinius
ziedus, kurie sujungti septyniy anglies atomy jungtimi, (6 pav.) dél kurios kurkuminas yra hidrofobiSkas
ir beveik visai netirpsta vandenyje, taciau yra tirpus daugelyje organiniy tirpikliy — etanolyje,
dimetilsulfokside (DMSO), metanolyje, acetone. (Paulraj et al., 2019; Dai et al., 2022) . Fenolio, ketono
ir metoksi grupés yra pagrindinés biologinio aktyvumo sudedamosios dalys kurkumino sudétyje, kurios

sukelia apoptoze. (Xie et al., 2022)

Bendrai, antimikrobiné fotodinaminé terapija Siomis dienomis yra perspektyvus buidas kovoti su
mikrobinémis infekcijomis ir iSspresti daugel] pasaulio problemy. Fotosensibilizatoriy jvairové ir
universalumas pastoviai didéja ir suteikia galimybé pritaikyt vis naujas strategijas. Tolesni §ios srities
tobulinimai gali suteikti vilties, jog ateityje atsparumas antimikrobinéms medziagoms bus veiksmingai

valdomas.
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1.2. Bakteriocinai

Bakteriocinai — tai bakterijy ar archéjy iSskriami peptidai, kurios turi geb¢jimg inaktyvuoti artimai
giminingas arba tolimas rusis. (Lahiri et al., 2022) Toks antibakterinis aktyvumas prie§ artimas rasis
daugiausia siejamas su bakteriocino operone koduojamu specifiniu baltymu. Bakteriocinus gali i$skirti
tiek gram-teigiamos, tick gram-neigiamos bakterijos. Dauguma bakteriociny iki $iy dieny néra nustatyti,
kadangi bent po viena i$skiria beveik kiekviena bakterija. Sie baltymai yra puikus antimikrobiniy
junginiy pasirinkimas kovojant su bakterinémis infekcijomis - bakterijos bakteriocinams labai rétai
18sivysto atsparumg. Taip pat bakteriocinai yra labai termostabiliis, yra patvarts jvairiose fizikinése ir
cheminése salygose. Taip pat svarbu tai, jog dél to, kaip yra gaminami bakteriocinai, jie gali biiti taitkomi
bioinzinerijoje, siekiant padidinti jy aktyvuma prie§ kenksmingas bakterijas. Bakteriocinai padeda
organizmo apsaugai ir nedaro didelés zalos eukariotinéms lgsteléms. (Darbandi et al., 2021) Tokios
savybés labai svarbios ieskant naujy budy spresti su mikrobais susijusiy infekcijy ir uzterStumo

klausimus.

Bakteriocinai yra skirstomi j tris pagrindines klases atsizvelgiant j jy biochemines savybes: I klasés
bakteriocinai yra sudaryti i§ mazdaug 19-50 aminortigs¢iy, priklausomai nuo potransliaciniy
modifikacijy gali bati skirstomi j poklasius, kaip lantibiotikai, labirintopeptinai ir sanktibiotikai. Siai
klasei priklauso ir vienas zinomiausiy bakteriociny — nizinas. II klas¢ sudaro taip pat nedideli, termiSkai
stabiltis bakteriocinai, kurie neturi potransliaciniy modifikacijy peptidinéje grandinéje. Jie taip pat gali
biti skirstomi jvairius poklasius. III klase sudaro dideli (didesni nei 30 kDa) ir termiskai nestabiliis
bakteriocinai. Labiausiai iSsiskiria savo gebéjimu lizuoti lastelés sienele. Taciau apie Sig klase
informacijos yra maziausia, ji yra labai nedaug tiriama. Vienas 1S Sios klasés Zinomiausiy bakteriociny

yra Eschericia coli gaminamas kolicinas. (Kumariya et al., 2019; Lahiri ef al., 2022)

Bakteriocinus daugiausia gamina pieno rugsties bakterijos (LAB). LAB bakteriocinai Zinomi kaip
endogeniniai antibiotikai ir yra nustatyta, jog slopina daugelio mikroorganizmy (pvz. Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus ir Clostridium botulinum) aktyvuma. (Santos et
al., 2018) LAB yra laikomos saugiausiu bakteriociny Saltiniu, nes nesukelia jokios rizikos Zmonéms ir
pasizymi dideliu termostabilumu. (Lahiri et al., 2022) Didéjant maisto produkty gedimo dél jvairiy
mikroorganizmy problemai, LAB bakteriocinai tapo potencialiis necheminiai konservantai, pvz., nizinas
yra pirmasis patvirtintas bakteriocinas, naudotas lydytam siiriui konservuoti ir jau daugiau nei 50 mety

yra naudojamas kaip natiiralus maisto konservantas (Zimina et al., 2020). Svarbu ir tai, jog nizinas yra
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labai stabilus aukstoje temperatiiroje, d¢l to gali ilgai iSsilaikyti ir neprarasti savo antimikrobinio

veiksmingumo po pasterizacijos, sterilizacijos ir pan. (Santos ef al., 2018)

Bakteriociny veikimo strategijy yra skirtingy, pvz. vieni inicijuoja fermentinio aktyvumo pokytj
lasteléje, slopina spory formavima, taciau daugiausia paplites mechanizmas yra pory formavimas Igsteliy
membranoje. D¢l Sios priezasties bakteriocinai daugiau veikia prie§ gram-teigiamas bakterijas, kadangi
ju lastele gaubia tik viena membrana. Pradinei sgsajai su lgstele bakteriocinai naudoja kelis skirtingus
mechanizmus: 1) bakteriocinas prisijungia prie membranos receptoriaus molekulés arba 2) teigiamai
jkrautos bakteriocino aminortigstys susijungia su neigiamai jkrautomis lastelés membranos fosfolipidy
molekulémis. Antruoju budu lgstelés membranoje susidaro pora, dél kurios i$ lastelés iSteka didelés
molekulés, neorganiniai fosfatai, sutrinka jony pusiausvyra. Tokiai sgveikai néra reikalingi jokie

papildomi receptoriai lastelés pavirsiuje. (Sidhu et al., 2021)

I klasei priklausantys bakteriocinai, tokie kaip nizinas, veikia dviem pagrindiniais mechanizmais,
sgveikaudamas su lipidu II, 1asteliy sieneles sudarancio peptidoglikano sintezés pirmtaku. Elektrostatinés
sgveikos metu lipidas II padidina nizino veikima, padeda nizino hidrofobinei daliai jsiskverbti j lastelés
membrang, taip sudarydamas poras, dé¢l ko stabdomi daugelis biosintezés keliy ir Iastelé mirSta. Esant
mazoms nizino koncentracijoms, jis prisijungia prie lipido II ir sutrikdo Igstelés sienelés formavimasi dél
fermenty veiklos (7a pav.) D¢l to nizinas yra taip placiai naudojamas — jis veikia ir esant labai maZom,
nanomoliném, koncentracijom. Taciau esant dideléms koncentracijoms, nizino ir lipido II kompleksas
sudaro staigiai atsirandanc¢ias poras lgstelés membranoje. (7b pav.) (Gharsallaoui et al., 2016; Sidhu et

al., 2021)
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7 pav. Bakteriocino nizino veikimo mechanizmai. (Sidhu et al., 2021)

Dél savo gery antimikrobiniy savybiy maisto industrijoje, nizinas yra gaves Europos maistinio priedo
numerj — E234. Sis bakteriocinas jau senai naudojamas kovoti su gram-teigiamomis, sporas
formuojanciomis bakterijomis maisto pramonéje, pavyzdZiui, mésos perdirbime, pieno produkty
gamyboje ir perdirbime, jiiros gérybiy produktuose, augaliniuose produktuose. Nizinas dedamas j maistg
kaip vandeninis tirpalas ir maiSomas su maistu jo gamybos metu. Be to, yra daug duomeny apie nizino
derinimg su kitais antimikrobinés terapijos biidais. PavyzdZiui, nizino ir antimikrobiniy molekuliy
(lizocimas, laktatai, eteriniai aliejai) kombinacijos, taip pat nizino derinimas su kitais bakteriocinais
parodé gery rezultaty kovoje pries mikrobus. Nizinas gali biiti derinamas ir su terminiu apdorojimu, taip
siekiant prailginti produkty galiojimo laikg ir naudoti maziau karscio, taip apsaugant gerasias maistines

savybes. (Gharsallaoui et al., 2016)

Pourhajibagher ir kt., 2022 atliktame tyrime, kurkumino ir nizino poli nanodalelé buvo taikoma
kartu su antimikrobine fotosonodinamine terapija ir vertinamas antibioplévelés veiksmingumas bei
zaizdy gijimas peléms pries Acinetobacter baumannii infekcija. Rezultatai parodé 4.baumannii lasteliy
gyvybingumo sumazgjimg, biopléveliy susidarymo slopinimg ir Zaizdy gijimo skatinima.

(Pourhajibagher, Pourakbari and Bahador, 2022)
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1.3. Termofilinés bakterijos

Zeméje yra jvairiy unikaliy ekstremaliy aplinkos nisy, kuriose i§gyvena tik tokias salygas galintys
toleruoti organizmai. Tokie organizmai gali biiti prokariotai, kurie savo iSskirtinomis fiziologinémis
savybémis prisitaike toleruoti nejprastas aplinkos sglygas. (Najar and Thakur, 2020) Vienas i§ tokiy

prisitaikymo pavyzdziy — termofilinés bakterijos.

Termofilinés bakterijos yra vienas i§ pagrindiniy uzkraty jvairiose pramonés Sakose, kuriose
naudojama didelé temperatiira (40-65 ‘C). Tokios pramonés Sakos gali apimti konservy fabrikus, sulCiy,
pieno pasterizavimo pramong, zelatinos ir dehidratuoty darzoviy gamybga.(Burgess, Lindsay and Flint,
2010) D¢l savo unikaliy savybiy, tokiy kaip ypac karsciui atspariy endospory ir biopléveliy formavimo,
Sios bakterijos gali iSgyventi didele aplinkos temperatiirg ir yra atsparios dezinfekcijai. (Jha, Singh and
Anand, 2023) Pagrindiné termofiliniy bakterijy plitimo priezastis yra biopléveliy formavimas ant
neriidijancio plieno pavirSiy, kurie yra dazna perdirbimo linijy, pavyzdziui, vamzdyny, rezervuary ir
kitos jrangos, medziaga. (Wang et al., 2021) Taip pat endospory populiacijos yra gerai Zinomos pieno
gamybos pramonéje. Termofiliniy bakterijy sporos gali uztersti produktus, kai pilstymi metu pakuotés
medziaga sterilizuojama nepakankamai. Tokiy spory biivimas piene ar pieno milteliuose priestarauja
higienos praktikai, nesvarbu ar jos kenksmingos, ar ne. (Sadiq, Flint and He, 2018) Sadiq et al. atlikty
tyrimy metu nustatyta, jog Geobacillus genciai priklausancios risies — Geobacillus thermoleovorans —

sporos gali iSgyventi ir 125 C temperatiiros terminj apdorojimg. (Sadiq et al., 2016)

Termofilines bakterijas galima suskirstyti  dvi grupes — obligatinius termofilus ir fakultatyvinius
termofilus. Obligatiniai termofilai gali augti tik padidintoje temperatiiroje — apie 40-80°C. Siai grupei
priklauso tokie mikroorganizmai kaip Anoxybacillus flavithermus ir Geobacillus spp. Fakultatyviniai
termofilai priklauso Bacillus gené&iai. Sie mikroorganizmai gali augti tiek mezofilinéje, tiek termofilinéje

aplinkoje. (Wang et al., 2021)

1.3.1. (Para)geobacillus

Geobacillus genéiai priklauso gramteigiami, aerobiniai ir sporas formuojantys termofilai. Sios
bakterijos dazniausiai randamos didele temperatiira pasiZyminc¢iose aplinkose, jskaitant karStas versmes,
naftos grezinius, kompostg ir dykumy dirvozemj.(Aliyu et al., 2016) Daugumai $iai genciai priklausanciy

bakterijy rusiy dauginimuisi reikalinga temperatiira yra nuo 35°C iki 80C, taip pat geriausiai auga
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neutraliame, 6.2-7.5 pH (Najar and Thakur, 2020). Geobacilos yra naudingos dé¢l savo termostabilumiy
savybiy, todél yra naudojamos biotechnologijy pramonéje kaip fermenty Saltinius, biokuro gamybos
platformas ir bioremediacijos strategijy komponentus. (Zeigler, 2014) Tobuléjant technologijoms, 2012
m. buvo iSskirta nauja Parageobacillus gentis, sudaryta i§ keturiy naujy rusiy, kurios anksc¢iau buvo
zinomos kaip Geobacillus gentis — tai Parageobacillus caldoxylosilyticus, Parageobacillus
thermoglucosidans, Parageobacillus thermantarcticus ir Parageobacillus toebii. (Lin et al., 2019)
Geobacillus bakterijos yra vienos i§ dazniausiy pieno produkty uzkraty. Jos iSgyvena pieno
pasterizavima, o jy sporos prilimpa prie pavirsiy ir saglygoja biopléveliy formavimasi, taip yra kenkiama

pieno produkty kokybei.(KILIC, 2020)
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2. Medziagos ir metodai

2.1. Darbe naudotos medziagos ir prietaisai

2.1.1. Darbe naudotos bakterijy kulttros

Parageobacillus toebii DSM 14590"

2.1.2. Darbe naudotos bakterijy kultivavimo terpés ir medziagos

e CASO agaras (Carl Roth);

e CASO buljonas (Carl Roth);

¢ Nizinas (Sigma-Aldrich);

e Riboflavinas (Carl Roth);

e Chlorofilino natrio druska (Carl Roth);
e Kurkuminas (Carl Roth);

e DMSO (REACHEM s.1.0)

2.1.3. Darbe naudoti prietaisai

e Termostatas (Binder)

e Optinio tankio matuoklis (Biochrom)

e Analitings svarstyklés (Kern)

e pH-metras (Mettler Toledo)

e Sviesos diody apsvitos prototipas (VU Fizikos fakulteto Fotonikos ir nanotechnologijy
institutas)

e Termine purtykle (Fisherbrand)

e Siikuriné maiSyklé (Fisherbrand)
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2.2. Metodai

2.2.1. Bakterijy kultivavimas

Bakterijy kulttra P. toebii visg laikg buvo auginama 12-16 val. ant agarizuotos CASO terpés
termostate arba skystoje CASO terpéje terminéje purtykléje su aeracija (350 aps./min) 55C

temperattiroje.

Sviezia P, toebii kultiira nuo lékstelés buvo nuplaunama ir nugramdoma $pateliu naudojant skysta
CASO terpg ir paruosiama lgsteliy suspensija 20 ml CASO terpés. Tuomet Igstelés yra toliau skiedziamos
su CASO terpe kol jos optinis tankis (OT) pasiekia 1. Tuomet buvo atliekami deSimtkartiniai skiedimai
ir lastelés s¢jamos ant agarizuotos CASO terpés. Po 16-18 val. buvo skaiciuojamos kolonijos ir
iSvedamas jy vidurkis, tuomet skai¢iuojama, kiek kolonijas formuojanéiy vienety yra 1 ml suspensijos
(KFV/ml), kurios OT yra lygus 1. Tokiu biidu pasiruosta Igsteliy suspensija buvo visg laikg naudojama

tolimesniuose eksperimentuose.

2.2.2. Nizino minimalios inhibicinés koncentracijos (MIK) nustatymas

Pirmiausia nizinas buvo tirpinamas su 25 mM Na fosfatiniame buferyje (pH 7,4) ir paruoSiamas
jo koncentruotas tirpalas (3,3 mg/ml). Tuomet pasiruoSiama lgsteliy suspensija, CASO skystoje terpéje
Iastelés praskiedziamos iki 1 x 10® KFV/ml. Pirmiausiai paruostas nizino tirpalas skied?iamas su CASO
skysta terpe santykiu 1:9 ir tuomet toliau su CASO terpe atliekami dukartiniai nizino tirpalo skiedimai.
Kiekvienas gautas praskiesto nizino tirpalas iSpilstomas po 100 pl j 96-Sulinéliy plokstelg. I Sulinélius su
1$pilstytu nizinu pilama po 100 pl paruostos Iasteliy suspensijos. Taip pat paruosSiamos dvi kontrolés — j
vieng pilama 180 pl terpés ir 20 pl nizino tirpalo (K°), o i kitag — 200 pl lasteliy suspensijos, be nizino
(K"). Plokstelé buvo dedama ] termine purtykle ir inkubuojama 55°C laipsniy temperatiiroje, 350
aps./min., ir laikoma apie 18 val. Po inkubacijos vizualiai vertinami rezultatai, stebint ties kuriuo Sulinéliu

matomas bakterijy kultiiros augimo slopinimas.
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2.2.3. Lasteliy paruosimas antimikrobinés fotodinaminés terapijos eksperimentui

P. toebii 13stelés buvo uzauginamos ant anagrizuoty CASO terpiy ir paruoSiama suspensija (OT -

1, 1x107 — 1x10% KFV/ml), kaip aprasyta praeitame skyriuje 2.2.1.

Eksperimentams su riboflavinu arba chlorofilinu tamsintuose mégintuvéliuose paruoSiami
fotosensibilizatoriy tirpalai, atitinkamai 0,106 mM ir 0,11 mM koncentracijos. Abiejy
fotosensibilizatoriy tirpalai ruoSiami naudojant dejonizuotg vandenj ir filtruojant su PVDF 0,2 pum pory
dydzio $virkstiniu filtru. Mégintuvéliai su fotosensibilizatoriy tirpalais turi buiti apsaugoti nuo tiesioginés
Sviesos naudojant tamsintus meégintuvélius arba jvyniojant juos i folija. Riboflavino tirpalas buvo
paruoSiamas 6 val. prie§ eksperimentus ir 1étai tirpinamas. Chlorofilino tirpalas turi biiti sunaudojamas
per 24 val. nuo paruosimo. Esant poreikiui naudojami ir deSimt karty skiesti fotosensibilizatoriy tirpalai.
Toliau, j tamsintg 15 ml mégintuvélj yra pilama 4,45 ml 50 mM Tris-HCI (pH 7,5) buferio, 50 ul paruosty
lasteliy ir 0,5 ml paruoSto sterilaus riboflavino arba chlorofilino tirpalo. Lasteliy koncentracija

galutiniame misinyje — 1x10° KFV/ml.

Jei eksperimentas atliekamas su kurkuminu, 25 mg fotosensibilizatoriaus milteliy iStirpinama 5
ml DMSO, tuomet filtruojama PVDF 0,2 um pory dydzio Svirkstiniu filtru. Taip gaunamas 13,57 mM
koncentracijos kurkumino tirpalas. Toliau, j uZtamsintg 15 ml mégintuvelj pilama 4,91 ml 50 mM Tris-

HCI (pH 7,5) buferio, 50 pl paruosty lgsteliy ir 40 pl paruosto sterilaus kurkumino tirpalo.

Tokie paruosti galutiniai lasteliy ir fotosensibilizatoriy miSiniai yra gerai iSmaiSomi stikuringje
maiSykléje ir iSpilstomi po 200 pl j 96-Sulineliy mikroplokstele. Tiriant fotosensibilizatoriy ir nizino
sinergistin] poveikj i Sulinélj su Igsteliy ir fotosensibilizatoriaus miSiniu papildomai jpilama nizino tirpalo
(3,3 mg/ml). Siekiant iSvengti i§dzitivimo ir siekiant vienodo Sviesos pasiskirstymo, buvo pildomi tik

viduryje esantys Sulin¢liai paliekant bent po 2 Sulinélius tus¢ius nuo kiekvieno krasto.

Visi eksperimentai ir suspensijy paruoSimas atliekami kaip jmanoma labiau ribojant Sviesos

poveikj, o visi mégintuveliai viso eksperimento metu buvo laikomi apvynioti folija.
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2.2.4. Fotodinaming terapija

Siekiant uztikrinti tinkamg FS efekta, buvo naudotas specialiai eksperimentams sukonstruotas
prietaisas (Gricajeva et al., 2022), su S§viesg spinduliuojanciais diodais (angl. LED — light emitting diode).
Sis prietaisas buvo sukurtas Vilniaus universiteto Fizikos fakulteto Fotonikos ir nanotechnologijy
institute. Dviejy skirtingy tipy Sviesos diodai yra pritaikyti fotodinaminés terapijos eksperimentams ir
skleidzia Sviesa, kuri pasiskirsto per visg mikroplokstelés plota, su galimybé reguliuoti spinduliuotés

intensyvuma (W/m?).

Fotodinaminés terapijos eksperimentams buvo naudoti du $viesos bangy ilgiai — 440 nm ir 402
nm, tai melynoji ir artimoji ultravioletiné spinduliuote, atitinkamai. Taip pat viso eksperimento metu

buvo naudotas 350 W/m? §viesos intensyvumas. Pagal laika, kiek buvo $vitinami méginiai, suskai¢iuota

I xt

10000 kur 1 — $viesos intensyvumas (W/m?), t -

spinduliuotés dozé (D, J/cm?) pagal formule: D =
Svitinimo trukmeé (s). Riboflavinui ir chlorofilinui suzadinti buvo naudojamos abi — ir 440 nm ir 402 nm

bangy ilgiy spinduliuotés. Kurkuminui — tik 440 nm bangy ilgiy spinduliuoté.

lentelé 1 Tyrime naudoti spinduliuotés intensyvumai, taikant juos visiems fotosensibilizatoriams

: : Spinduliuotés
Laikas (min) | O 2 (J/em2)
0 0
30 63
60 126
120 252
180 378

ISpilscius Iasteliy ir fotosensibilizatoriaus misSinj i 96-Sulinéliy mikroplokstele, Svitinimo eigoje
paimami méginiai i§ Sulinéliy ir atlikus deSimtkartinius skiedimus skystoje CASO terp¢je (santykis 1:9)
18s¢jama po 100 pl méginio ant agarizuotos CASO terpés. Kaip kontrolé prie§ Svitinimg i$ Sulinéliy
paimami ir neSvitinti meéginiai, kurie taip pat i§s¢jami ant leksteliy. LeékStelés su i§sétomis bakterijomis
laikomos 55°C temperatiiroje 16-18 val. ir tuomet vertinamas uzaugusiy kolonijy skai¢ius. Kiekvienas

eksperimentas buvo kartotas ne maziau nei 3 kartus. IS gauty rezultaty buvo vedami vidurkiai ir
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apskaiciuoti paklaidy nuokrypiai. Gauti duomenys buvo apdoroti su Microsoft Excel programa ir pateikti

sklaidos grafikuose.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

3.1. aFDT poveikis P. toebii 1asteléms

Tyrimo pradzioje siekiant jvertinti aFDT poveikj P. foebii 1asteléms, pirmiausia buvo atlickamos
kontrolés, t.y. Iastelés buvo Svitinamos 402 nm ir 440 nm ilgiy bangy Sviesomis, tac¢iau nepaveikiamos
fotosensibilizatoriais (FS). Taip buvo siekiama iSsiaiskinti, kaip lastelés yra paveikiamos tik 402 nm ir
440 nm bangy ilgiy Sviesa, be jokios FS jtakos. Tokiomis sglygomis lgstelés buvo Svitinamos abejomis
Sviesomis (350 W/m?) iki 3 val. ir skirtingais laiko intervalais: 1 val. (126 J/cm?), 2 val. (252 J/cm?) ir 3

val. (378 J/cm2), i§s¢jamos ant 1¢ksteliy suskaiciuoti KFV/ml pokyti.

Eksperimento metu nustatyta, jog Svitinant lgsteles 402 nm ilgio bangy Sviesa P. toebii lasteliy
gyvybingumas sumazéjo (8 pav.). PradZioje, po 1 val. §vitinimo, lasteléms gavus 126 J/cm? spinduliuotés
doze, kolonijas formuojanéiy vienety skai¢ius sumazéjo tik per ~ 0,1 log., ta¢iau po 2 val. (252 J/cm?),
kolonijas formuojanéiy vienety skai¢ius sumazéjo per ~2 log., o $vitinant Igsteles 3 val. (378 J/cm?)

KFV/ml sumazgjo per 2,5 log i§ viso per visg Svitinimo laikotarpj.

Mazesnis efektas lasteléms buvo pastebétas Svitinant jas su 440 nm ilgio bangy Sviesa (8 pav.)
Per pirmg $vitinimo valanda, arba naudojant 126 J/cm? spinduliuotés doze, lasteliy kiekis sumazéjo per
mazdaug 1,3 log. Ta¢iau $vitinant toliau Igsteliy skai¢ius maZzé&jo labai nedaug, po 2 val. (252 J/cm?)
Iasteliy skai¢ius sumazéjo tik per 0,7 log., o po 3 val. (378 J/em?) — 1,4 log per visa §vitinimo laikotarpj.
Tai nurodo, jog Svitinant P. foebii lasteles 402 nm ilgio bangy Sviesa, 1gsteliy jautrumas yra didesnis, nei

Svitinant jas 440 nm ilgio bangy Sviesa.
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Skirtingy Sviesos bangy Sviesu poveikis P. toebii lasteléms
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8 pav. 402 nm ir 440 nm ilgiy bangy Sviesy poveikiy P. foebii lasteléms vertinimas, veikiant jas
skirtingomis Sviesos ekspozicijomis. Bakterijos inkubuotos Tris-HCI buferyje be FS, Svitintos 402 nm
ilgio Sviesa (méelyna) arba 440 nm ilgio Sviesa (raudona).

3.1.1. Chlorofilino poveikis P. toebii lasteléms

Pries atliekant aFDT tu chlorofilinu (CHL), pirmiausia buvo atliktas eksperimentas jvertinti CHL
veikima nenaudojant jokio Sviesos Saltinio. Toks vertinimas reikalingas kaip kontrol¢, kad palyginti CHL
toksiSkumg lgsteléms neveikiant jo Sviesa. Kontroliniy bandymy metu buvo naudojama CHL
koncentracija - 0,11 mM. Bandymy metu nustatyta, jog CHL, neveikiamas jokia Sviesa, didelio efekto
lasteléms neturi — po 1 val. inkubavimo tamsoje 1asteliy kiekis iSliko toks pats, o po 2 val. sumazéjo per
0,1 log., tuo tarpu po 3 val. inkubavimo lgstelés sumaz¢jo dar per 0,2 log (pav. 9). I§ gauty rezultaty
galima pasakyti, jog inkubuojant lgsteles su CHL, Iasteliy kiekio pokytis labai mazas. Tai pasako, jog

CHL be Sviesos P. toebii 13steliy toksiskai neveikia ir didelio poveikio jy augimui nedaro. (pav. 9)

Sekanciame etape, naudojant 0,11 mM CHL koncentracijg ir Svitinant 402 nm ilgio Sviesa (pav.
9) po 30 min. (63 J/cm?) Iastelés buvo nuslopintos per beveik 1,7 log., po 2 val. (252 J/cm?) — per 2,7
log., o po 3 val. (378 J/cm?) lasteliy gyvybingumas buvo nuslopintas per 3,4 log. Tai uztikrina pasiekt
bakteriocidin] poveikj, nes KFV skaifius sumazéjo per 3 log. PanaSig situacija galime pastebéti ir
naudojant 0,011 mM CHL koncentracijg ir veikiant 402 nm ilgio $viesa (pav. 9). Pritaikius po 1 val. (126
J/em?) lasteliy kiekis sumazéjo per ~ 2 log., o pasiekus 3 val (378 J/cm?) $viesos ekspozicija, buvo
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pasiektas gyvybingy lasteliy sumazéjimas per 3,4 log. Cia taip pat matomas labai panaSus bakteriocidinis

poveikis lgsteléms. (pav. 9)

402 nm ilgio bangy $viesos su CHL taikymas P. toebii lasteléms
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9 pav. CHL poveikis P. toebii lasteléems. +CHL-hV — kontrolé, kai lastelés su CHL, taciau nebuvo
Svitinamos; +402nm+CHL(0,11mM) — lastelés, Svitinamos 402 nm ilgio Sviesa su CHL (0,11 mM);
+402nm+CHL(0,011mM) — Iastelés, Svitinamos 402 nm ilgio Sviesa su CHL (0,011 mM).

Taip pat buvo atlikta aFDT su CHL ir 440 nm ilgio Sviesa (10 pav.). Veikiant Igsteles 0,11 mM
CHL koncentracija po 3 val. §vitinimo (378 J/cm?) jy gyvybingumo kritimas yra per beveik 2,2 log., o
veikiant Igsteles 0,011 mM CHL koncentracija, 1asteliy skaicius krenta per beveik 2,5 log. Galima matyti,
kad skirtumas tarp 0,11 mM ir 0,011 mM CHL koncentracijos yra labai nedidelis, apie 0,1 log.

Gauti rezultatai rodo, jog CHL kartu veikiant 440 nm bangos ilgio Sviesa daro maZesnj poveikj
P, toebii, nei Svitinant 402 nm spinduliuote. Be to, iSbandytos FS koncentracijos 0,11 mM ir 0,011 mM
neturi reikSmingos jtakos rezultatams ir aFDT efektyvumui. Kity tyrimy duomenimis, chlorofilinas
geriausiai sugeria 405 nm ilgio bangy Sviesg (Phasupan, Le and Nguyen, 2021; Gricajeva et al., 2022).
Kadangi geresni rezultatai gaunami naudojant 402 nm ilgio bangy Sviesa, tolimesni darbai buvo tgsiami

su Sia §viesa.
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440 nm ilgio bangy Sviesos ir CHL taikymas P. toebii lasteléms
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10 pav. CHL ir 440 nm Sviesos poveikis P. toebii lasteléms. +CHL-hV — kontrol¢, kur lastelés su CHL,
taciau nebuvo Svitinamos; +440nm+CHL(0,11mM) — Igstelés Svitinamos 440 nm ilgio Sviesa su CHL
(0,11 mM) +440nm+CHL(0,011Mm) — Iastelés Svitinamos 440 nm ilgio Sviesa su CHL (0,011 mM).

3.1.2. Riboflavino poveikis P. toebii l1asteléms

Analogiski tyrimai buvo atlikti ir su riboflavinu (RF). Pirmiausia buvo atlikta kontrolé, kurios
naudojant RF, bet neveikiant jo Sviesa (11 pav.). Kontroliniy bandymy metu naudota RF koncentracija —
0,0106 mM. Rezultatai parode, jog neveikiant Sviesai RF beveik jokio poveikio Igsteléms nepadare. Po
3 val. inkubacijos lasteliy sumazejo vos per 0,4 log. Tokie rezultatai leidzia teigti, jog RF yra netoksiSkas

P, toebii lasteléms neveikiant Sviesai.

Tolesniy bandymy metu buvo pritaikytos dvi skirtingos spinduliuotés (402 nm ir 440 nm) ir
naudotos dvi RF koncentracijos: 0,0106 mM ir 0,106 mM (11 pav.). Svitinant 440 nm ilgio bangy §viesa
ir kartu naudojant 0,0106 mM RF koncentracija, poveikis lasteléms buvo pastebimas jau po 30 min.
(63 J/em?), KFV sumazéjo per 1,6 log., o po 1 val. (126 J/cm?) — per 2 log. Galiausiai po 3 val. (378

J/em?) buvo pasiektas KFV sumazéjimas per 3 log.

Veikiant Igsteles su didesne RF koncentracija (0,106 mM), buvo pastebétas ne toks stiprus
poveikis — KFV sumaz¢jimo per mazdaug 2,5 log, o tai reiSkia baktericidinis poveikis buvo mazZesnis su
didesne FS koncentracija. Tai galéjo biti paaiSkinta sumaz¢jusiu RF tirpumu gaminant 0,106 mM

koncentracijos tirpala, kas lémé, jog filtruojant iki galo neiStirpusj RF, didelé jo dalis galéjo uZzstrigti
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filtre. D¢l Sios priezasties galutiniame miSinyje su lastelémis koncentracija galéjo biiti mazesné nei 0,106

mM.

440 nm ilgio bangy Sviesos ir RF taikymas P. toebii lasteléms
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11 pav. RF ir 440 nm Sviesos poveikis P. toebii lasteléms. +RF-hV — kontrol¢, kai Igstelés su RF, taciau
nebuvo Sitinamos; +440nm+RF(0,106mM) — Iastelés Svitinamos 440 nm ilgio Sviesa su RF (0,106 mM);
+440nm+RF(0,0106Mm) — Igstelés Svitinamos 440 nm ilgio Sviesa su RF (0,0106 mM).

Taip pat atlikti aFDT bandymai su RF Svitinant 402 nm ilgio bangos Sviesa (12 pav.). Verta
paminéti, kad kity tyréjy yra parodyta ir apraSyta, jog maksimali RF sugertis yra ties 440 nm ilgio bangos
Sviesa , tuo tarpu kituose Saltiniuose aprasomi ir kiti bangy ilgiai, pvz. 375 nm ilgio Sviesa (Zanetti-Polzi
et al., 2017; Gricajeva et al., 2022). Sio tyrimo rezultatai parod¢, kad naudojant 0,0106 mM ir 0,106 mM
koncentracijy RF po 30 min. (63 J/cm?) spinduliuotés dozés sumaZino lgsteliy gyvybinguma per 1 log.,
po 2 val. (273 J/cm?) — per 2,2 log. Po 3 val., ap§vitos dozei pasiekus 378 J/cm? ir naudojant 0,0106 mM
koncentracijg, KFV sumazéjo per 4 log, o naudojant 0,106 mM — per 3 log. Tokie rezultatai, kai gaunamas
Siek tiek didesnis efektyvumas naudojant mazesn¢ FS koncentracijg, galima paaiskinti taip pat kaip ir
pries tai Svitinant su 440 nm bangos ilgio Sviesa. Be to, verta paZymeéti, jog Svitinant 402 nm ilgio bangy
Sviesa buvo gautas geresnis rezultatas nei $vitinant 440 nm ilgio bangy viesa. Siam eksperimentui buvo
atlikti maZziausiai 6 pakartojimai, kad jsitikinti, jog tai néra klaida, taciau visais kartais rezultatai buvo

analogiski.
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402 nm ilgio bangy Sviesos ir RF taikymas P. toebii lasteléms
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12 pav. RF ir 402 nm $viesos poveikis P. foebii 13steléms. +RF-hV — kontrolé¢, kai lastelés su RF, taciau
nebuvo Svitinamos; +402nm+RF(0,106mM) — lastelés Svitintos 402 nm ilgio Sviesa su RF (0,106 mM);
+402nm+RF(0,0106Mm) — lastelés Svitinamos 402 nm ilgio Sviesa su RF (0,0106 mM).

3.1.3. Kurkumino poveikis P. toebii 1asteléms

Bandymams su kurkuminu buvo naudojama tik viena FS koncentracija (0,11 mM) bei viena
spinduliuoté. Kity tyrimy duomenys rodo, jog kurkumino didZiausia sugertis yra tarp 300 — 500 nm ilgio
bangy Sviesa, taciau didziausias sugerties pikas yra tarp 408 — 430 nm bangos ilgiy, priklausomai nuo
naudojamy tirpikliy. (Xie et al., 2022) Siame tyrime buvo naudojama 440 nm ilgio bangos §vitinimas,

kadangi jis yra artimiausias sugerties pikui turi maZesnj antimikrobinj poveikj lasteléms.

Pirmiausia buvo atliktas bandymas be Svitinimo (kontrol¢), kuomet lgstelés buvo inkubuojamos
su kurkuminu tamsoje 3 val., nenaudojant jokios spinduliuotés (13 pav.). Rezultatai parodé, kad 1 val.
lasteliy kiekis méginiuose sumazgjo beveik per 1 log., taciau po 2 val. ir 3 val. inkubacijos lasteliy kiekis
daugiau i§ esmés nesikeite ir iSliko daugmaz stabilus. Tai rodo, jog kurkuminas, be Sviesos, turi labai

nedidelj toksiSkuma P. toebii 1asteléms.

Toliau, kad suzadinti aFDT naudojant kurkuming buvo Svitinta 440 nm ilgio bangy Sviesa (13
pav.). Po 30 min. (63 J/cm?) buvo matomas didZiausias efektyvumas — KFV skai¢ius sumazéjo per beveik
2 log. Svitinant ilgiau efektas nebuvo daug didesnis, kadangi po 3 val. (378 J/cm?) lasteliy skai¢ius

sumazéjo i§ viso per 2,8 log.
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440 nm ilgio bangy Sviesos ir kurkumino taikymas P. toebii 1asteléms
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13 pav. Kurkumino ir 440 nm ilgio Sviesos poveikis P. toebii lasteléms. +KURK-hV — kontrolé, kai
lastelés su kurkumino, taciau nebuvo Svitinamos; +hV+KURK(0,11 mM) — Igstelés Svitinamos 440 nm
ilgio $viesa ir kurkuminu (0,11 mM).

Ivertinus visus gautus rezultatus su visais FS galima pasakyti, jog RF yra pats veiksmingiausias
FS pries P. toebii bakterijas, veikiant jj su 402 nm ilgio spinduliuote, nors tai nesutampa su kity tyrimy
duomenimis, jog didziausia RF sugertis yra ties 440 nm ilgio bangy $viesa. Siems rezultatams paaiskinti

reikty atlikti daugiau ir detalesniy tyrimy.

Taip pat gerus rezultatus rodo ir CHL naudojimas veikiant jj 402 nm ilgio bangos Sviesa. Tokie

rezultatai buvo tikétini, kadangi pagal literatiirg Sis FS ir turi biiti efektyvus su Sia spinduliuote.

3.1.4. Sinergistinis nizino ir aFDT poveikis P. toebii lasteléms

Pirmiausia buvo jvertinta, kaip nizinas veikia prie§ P. foebii, nustatyta minimali inhibiciné
koncentracija (MIK) auginant lasteles 96-Sulinéliy plokstelése. Véliau taip pat buvo jvertinta, kaip
nizinas veikia P. toebii lasteles inkubuojant skystoje terpeje 96-Sulinéliy ploksteléje be FS (kontrole).

Galiausiai buvo jvertintas ir FS poveikis kartu su nizinu.

Gauti rezultatai parodé, kad minimali nizino P. toebii augima slopinanti koncentracija skystoje

terpéje yra 0,012 mM. Tuo tarpu inkubuojant lgsteles su nizinu plokstel¢je ir tada i§s€jus ant agarizuotos
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terpés pastebéta, jog 0,012 mM ir 0,0012 mM nizino koncentracijos didelio poveikio neturéjo, 1asteliy
skaiCius po 3 val. inkubacijos sumazéjo per 0,8 log. 0,06 mM koncentracija veiké stipriau ir po 3 val.
inkubacijos KFV/ml kiekis sumaz¢jo per 2 log (14 pav.). Naudojant 0,3 mM koncentracijg per 3 val.
lasteliy kiekis sumazéjo per daugiau nei 3 log. Galima pastebéti, kad yra matomas ir gana didelis
skirtumas tarp 0,0012 mM ir 0,3 mM koncentracijy 0 val. (0 J/cm?). Tai rodo, kad didesné nizino

koncentracija veikia stipriau ir zudo lasteles dar iki inkubacijos, arba i$s¢jus jas agarizuotoje terpéje.

Bakteriocino nizino jtaka P. toebii l1asteléms
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14 pav. Nizino poveikis P. foebii 13steléms inkubuojant jas 3 val. Tamsoje 96-Sulinéliy plokstel¢je.

Svitinant lasteles 402 nm kartu su CHL (0,11 mM) ir nizinu buvo i$bandytos skirtingos
bakteriocino koncentracijos (15 pav.). Tokio derinio rezultatai parodé labai gerg efekta pries lasteles.
Visgi jdomu tai, kad naudojant skirtingas nizino koncentracijas didelio antimikrobinio skirtumo nebuvo.
Siuo atveju su visomis nizino koncentracijomis buvo pasiektas labai panasus rezultatas — po 2 val. (252
J/em?) lasteliy kiekis sumazéjo per 3 log, o po 3 val. (378 J/em?) KFV/ml kiekis buvo 0. Tai rodo, jog
CHL antimikrobinis poveikis lasteléms kartu su nizinu yra geresnis, nei naudojant tik CHL su ta pacia

Sviesa, kuomet po 3 val. (378 J/cm?) buvo matomas lasteliy sumazéjimo skirtumas tik per 2 log.
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Nizino jtaka P. toebii lasteléms derinant jj su CHL ir 402 nm ilgio bangy Sviesa
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15 pav. aFDT taikyta su CHL (0,11 mM) ir 402 nm ilgio $viesa, kartu su nizinu.

Svitinant Iasteles su 440 nm ilgio §viesa, kartu su RF (0,11 mM) ir nizinu (16 pav.) galime matyti
analogiskus rezultatus, kaip ir su CHL, visos nizino koncentracijos parodé beveik tokj patj efekta. Taciau
Siuo atveju rezultate matome silpnesnj poveikij, nei eksperimentuose su CHL — Svitinant 3 val. (378
J/em?), Igsteliy skai¢ius sumazéjo per 2,5 log. Verta atkreipti démesj, kad kontrolés su nizinu (0.3 mM)
ir Svitinimo su RF (0,0106 mM) ir nizinu (0,3 mM) rezultatai buvo panasiis, KFV/ml skai¢ius sumazejo
per mazdaug 2 log. Tokie rezultatai rodo, jog RF antimikrobinis poveikis lasteléms kartu su nizinu yra
silpnesnis, nei naudojant tik RF su ta pacia $viesa, kuomet po 3 val. (378 J/cm?) buvo matomas Igsteliy

sumazéjimo skirtumas per 3 log.
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Nizino jtaka P. toebii lasteléms derinant jj su RF ir 440 nm ilgio bangy Sviesa
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16 pav. aFDT taikymas P. toebii lasteléms, derinant nizing, RF (0,0106 mM) ir 440 nm ilgio spinduliuote.

Norint jvertinti, kaip nizinas veikia kartu su kurkuminu (0,11 mM), buvo naudota 440 nm ilgio
Sviesa ir skirtingos nizino koncentracijos (17 pav.). Atlikus tyrimg buvo pastebéta, jog dar pries Svitinimag
lasteles sumaisius su kurkuminu ir 0,3 mM nizino koncentracija P. toebii kiekis méginyje stipriai krenta
ir buvo uZfiksuotas 0 KFV/ml (nejtraukta j grafikg). Tuo tarpu 0,06 mM nizino koncentracija taip pat
buvo labai efektyvi — Iasteliy gyvybingumas buvo pilnai nuslopintas jau po 30 min. (63 J/cm?).
Panaudojus 0,012 mM ir 0,0012 mM nizino koncentracijas po 30 min. (63 J/cm?) Igsteliy sumaZé&jo per
3 log., o §vitinant iki 3 val. (378 J/cm?) lasteliy kiekis buvo sumazintas iki 0 KFV/ml. Tai rodo, jog
kurkumino antimikrobinis poveikis lgsteléms kartu su nizinu yra geresnis, nei naudojant tik kurkumina
su ta pacia §viesa, kuomet po 3 val. (378 J/cm?) buvo matomas lgsteliy sumazé&jimo skirtumas tik per 2,8

log.
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Nizino jtaka P. toebii 1asteléms derinant ji su kurkuminu ir 440 nm ilgio bangy $viesa
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1,0E+01

1,0E+00

o

100 200 300 400
Spinduliuotés dozé, J/cm2

17 pav. aFDT taikymas P. toebii lasteléms, derinant nizing, kurkuming (0,11 mM) ir 440 nm ilgio
spinduliuotg.

Apibendrinant, nizinas turi sinergistinj poveikj P. toebii lasteléms veikiant kartu su
fotosensibilizatoriais. Galime matyti, jog su kurkuminu nizinas veikia stipriausiai, taciau, su CHL
gaunama taip pat efektyvi P. toebii lasteliy inaktyvacija. Tuo tarpu, nizino sinergistinis poveikis kartu su

RF buvo silpniausias.
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ISVADOS

. Nustatyta, kad P. toebii lasteles Svitinant 402 nm ilgio bangy Sviesa poveikis po 3 val. yra
stipresnis, nei Svitinant su 440 nm ilgio banga. Tuo tarpu inkubuojant lgsteles su FS: chlorofilinu,
riboflavinu ir kurkuminu zymus poveikis 1asteléms nepastebétas.

. Nustatyta, jog taikant aFDT su CHL ir $vitinant 402 nm ilgio bangy Sviesa, lasteliy skaicius per
3 val. (378 J/cm?) sumazéja >3 log. Tuo tarpu $vitinant su 440 nm ilgio bangy $viesa lasteliy
skaicius per 3 val. (378 J/cm?) sumazéja per 2,2 — 2,5 log. Skirintogos CHL koncentracijos (0,11
Mm ir 0,011 mM) didelés jtakos antimikrobiniui poveikiui neturéjo — abi parodé panasy poveik].
. Taikant aFDT su RF ir §vitinant 440 nm ilgio bangy §viesa, lasteliy skai¢ius per 3 val. (378 J/cm?)
sumazgja per 2,9 log. Taciau Svitinant lasteles su 402 nm ilgio bangos Sviesa lgsteliy skaicius
sumazéja per >3 log. Skirtingos RF koncentracijos (0,0106 Mm ir 0,106 mM) didelés jtakos
antimikrobiniui poveikiui neturéjo — abi parodé panasy poveiki.

. Nustatyta, jog taikant aFDT su kurkuminu ir Svitinant 440 nm ilgio bangy $viesa, 1asteliy skaicius
per 3 val. (378 J/cm?) sumazéja per 2,8 log.

. Taikant aFDT, fotosensibilizatoriai turi sinergistinj poveikj kartu su bakteriocinu nizinu.
Kombinuojant nizing su chlorofilinu ir 402 nm ilgio bangy $viesa per 3 val. (378 J/cm?) Igsteles
galima sumazinti iki 0 KFV/ml, kombinuojant su kurkuminu Igsteliy skaicius taip pat sumazéja
iki 0 KFV/ml, o tuo tarpu kombinuojant su riboflavinu, sinergistinis poveikis maZzesnis, 1gsteliy

sumazéja per 2,5 log.
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Antimikrobinés fotodinaminés terapijos taikymas termofiliniy bakterijy

Parageobacillus toebii inaktyvacijai

Santrauka

Termofilinés bakterijos kelia didZiulj pavojy maisto perdirbimo jmoniy jrenginiams. Sias
bakterijas yra labai sunku iSnaikinti dél jy didelio aukscio temperatiiros toleravimo ir spory formavimo,
tad vis yra bandoma atrasti grei¢iau veikian¢iy metody jy augimo slopinimui. Vienas i$ tokiy metody yra
antimikrobiné fotodinaminé terapija, kuri jau seniai yra taikoma medicinoje bei mikroby kontrolés
skyriuose. Si terapija apibréziama kaip nuo deguonies priklausoma fotocheminé reakcija, vykstanti
$viesai aktyvuojant fotosensibilizatorius, dél kurios susidaro citotoksinés reaktyvios deguonies risys. Si
terapija sulaukia labai didelio démesio dél savo didelio veiksmingumo, specifiSkumo ir minimalaus
Salutinio poveikio. Kadangi apie antimikrobinés fotodinaminés terapijos taikyma termofilinéms
bakterijoms informacijos yra labai mazai, Siame darbe buvo bandyta iSanalizuoti jos poveikij
termofilinéms Parageobacillus toebii lasteléms. Tirtos bakterijos buvo inaktyvuojamos pasitelkiant
Sviesos diodus, kurie spinduliuoja 440 nm ir 402 nm ilgio bangy Sviesas. Darbe iSbandyti natiiraltis
fotosensibilizatoriai — chlorofilinas, riboflavinas ir kurkuminas. Taip pat buvo atlikti eksperimentai
jvertinti sinergistinj aFDT ir nizino poveikj. Fotodinaminés terapijos efektyvumas buvo vertinamas pagal
1Saugusiy kolonijy skai¢iy taikant skirtingas apSvitos dozes. Remiantis gautais rezultatais efektyviausias
FS, slopinantis P. foebii augimag yra chlorofilinas. DidZiausig poveik; lgsteléems padaré ir nizino-

chlorofilino derinys, kuris, kaip buvo pastebéta, buvo efektyviausias visuose aFDT bandymuose.
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Application of Antimicrobic Photodynamic Therapy for Inactivation of the Thermophilic

Bacterium Parageobacillus toebii

Summary

Thermophilic bacteria pose a major threat to food processing plants. These bacteria are very
difficult to eliminate due to their high temperature tolerance and spore formation, so attempts are being
made to find faster methods of inhibiting their growth. One such method is antimicrobial photodynamic
therapy, which has long been used in medicine and in microbial control departments. This therapy is
defined as an oxygen-dependent photochemical reaction that takes place through the activation of
photosensitisers by light, resulting in the production of cytotoxic reactive oxygen species. This therapy
is gaining a lot of attention due to its high efficacy, specificity and minimal side effects. Since very little
information is available on the application of antimicrobial photodynamic therapy to thermophilic
bacteria, this work was undertaken to analyse its effect on thermophilic Parageobacillus toebii cells. The
bacteria studied were inactivated by LEDs emitting 440 nm and 402 nm light. The natural
photosensitisers chlorophyllin, riboflavin and curcumin were tested. Experiments were also carried out
in combination with bacteriocin nisin. The effectiveness of photodynamic therapy was evaluated by the
number of colonies grown at different doses of irradiation. According to the results obtained,
chlorophyllin is the most effective FS for inhibiting the growth of P. foebii. The nisin-chlorophyllin
combination also had the greatest effect on the cells and was observed to be the most effective in all

aFDT tests.
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PADEKA

Noréciau labai padékoti savo darbo vadovui Arnoldui Kaunieciui, kuris darbo rengimo metu su
manimi dalinosi savo Ziniomis ir patirtimi, taip pat suteiké visg reikiamg pagalbg ir visas problemas

sprend¢ kartu.

Taip pat noriu padékoti visoms taikomosios mikrobiologijos laboratorijos kolegéms uz

palaikytg draugiska atmosferg viso darbo laboratorijoje metu, uz visg nuosirdzig pagalbg ir palaikyma!
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