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SANTRUMPOS

rRNR - ribosominé ribonukleortigstis

ATP — adenozin-trifosfatas

FDA — Maisto ir vaisty administracija (angl. Food and Drug Administration)
OT — optinis tankis

aps/min — apsisukimai per minutg

MIK — minimali inhibiciné koncentracija

MBK — minimali bakteriocidiné koncentracija

LB — Luria — Bertani mitybiné terpé

KFV — kolonijas formuojantys vienetai



[VADAS

/mogaus oda — tai didZiausias mogaus organas, tapes buveine mikroorganizmams,
prisitaikiusiems metabolizuoti odoje esantias maistines medziagas (Byrd et al., 2018). Sie
mikroorganizmai zinomi kaip odos mikrobiota. Mikrobiota padeda uztikrinti tinkamg odos apsauginés
funkcijos atlikimg — konkuruoja su patogenais dé¢l vietos ant odos bei sintetina patogeny augimag
slopinancius ar net stabdancius junginius (Swaney, Kalan, 2021). Ivairts veiksniai, tokie kaip amzius,
asmens prieziliros priemonés, gyvenimo salygos ar dieta, turi jtakos Zzmogaus odos mikrobiotos jvairovei
(Grice and Segre, 2011). Pastebéta, jog skirtingas mikroorganizmy santykio pasiskirstymas lemia
skirtingas odos biikles, o mikroorganizmy disbiozé ant odos yra siejama su dermatologiniais sutrikimais,
tokiais kaip atopininis dermatitas (Bay and Ring, 2022; Byrd et al., 2018).

Atsiradusi odos mikrobiotos disbioze, pazeidimai odoje ar bendrai nusilpgs imunitetas sukuria
tinkamas salygas patogeny jsikirimui bei odos ligy vystymuisi (Grice, Segre, 2011).
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes bei Pseudomonas aeruginosa — tai bakterijos, kurios dél
savo gebéjimo sukelti odos infekcines ligas yra priskiriamos odos patogenams (Chiller et al., 2001). Siy
patogeniniy bakterijy sukeliamos odos ligos tampa itin didele nasta ne tik sveikatos prieziiiros sistemoms
visame pasaulyje, bet Zmoniy kasdieniam gyvenimui (Byrd et al., 2018; Lacey et al., 2023; Wu et al.,
2011). Be to, did¢jantis bakterijy atsparumas odos ligy — $iy patogeniniy bakterijy sukeliamy infekcijy —
gydymg daro vis sudétingesnj (Chahine et al., 2022; Wu et al., 2011). Tokios problemos reikalauja
efektyviy naujy antimikrobiniy medziagy ar gydymo metody paieSky, siekiant uztikrinti efektyvig
patogeny kontrole.

Alternatyviis gydymo metodai, jskaitant metaly nanodaleles ar kompleksinius junginius, tampa
puikiu pasirinkimu, siekiant kovoti su atsparuma jgijusiais bakterijy kamienais (Medici et al., 2016).
Lantano nitratas ir lantano nitrato heksahidratas — tai druskos, kuriy antimikrobinio potencialo tyrimai
vis dazniau sutinkami mokslinéje literattroje. Teigiami lantano nitrato bei i lantano nitrato heksahidrato
susintetinty junginiy antimikrobiniai tyrimy rezultatai prie§ patogenines bakterijas rodo $iy junginiy
auksta antimikrobinj potencialg (Gao et al., 2021; Liu et al., 2008; Shalaby et al., 2022; Vedenkin et al.,
2019). Odos ligy bei atspariy bakterijy kamieny gausa bei nasta visuomenei rodo didelj poreikj tyrinéti

galimg lantano nitrato ir lantano nitrato heksahidrato antimikrobinj potenciala.



Darbo tikslas:

e Nustatyti lantano nitrato ir lantano nitrato heksahidrato prieSmikrobinj poveikj odos

patogenams: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes ir Pseudomonas aeruginosa.

Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti lantano nitrato ir lantano nitrato heksahidrato minimalias bakteriocidines
koncentracijas (MBK): S. aureus, S. pyogenes ir P. aeruginosa

2. Jvertinti lantano nitrato ir lantano nitrato heksahidrato poveikj S. aureus, S. pyogenes ir
P aeruginosa augimui

3. [Istirti sinergisitinj elektroporacijos ir lantano nitrato bei lantano nitrato heksahidrato poveikij

S. aureus, S. pyogenes it P. aeruginosa



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Odos mikrobiota

Oda — didZiausias organas, kuris sudaro net 20 % visos kiino masés (Reuter-Rice, Bolick, 2011).
Sis organas yra kolonizuotas daugybés skirtingy mikroorganizmuy, jskaitant bakterijas, virusus, grybelius
ir erkutes (Grice, Segre, 2011). Visi mikroorganizmai, randami ant odos pavirSiaus, bendrai suvokiami
kaip odos mikrobiota (Byrd et al., 2018). Moksliniuose straipsniuose odos pavirsiaus plotas prilyginamas
mazdaug 2 m?, taciau, kai pagrindinis tyrimo objektas yra mikrobiota, svarbu atkreipti démesj, kad oda
néra lygus pavirSius (Gallo, 2017; Kong, Segre, 2012). Atsizvelgiant ] tokius nelygumus, kaip riebaly
liaukos ar plauky folikulai, R. L. Gallo atliko skai¢iavimus, kurie parodo, kad odos pavirSiaus plotas,
kuris gali biiti kolonizuotas mikroorganizmy, yra daugiau nei 10 karty didesnis uz tg, kuris jprastai
sutinkamas mokslinéje literatiiroje (Gallo, 2017). Si informacija yra itin svarbi, norint suvokti ant odos
pavirSiaus gyvenanciy mikroorganizmy daromos jtakos mastg. Grice ir Segre (2011) moksliniame
straipsnyje sukurta iliustracija puikiai atvaizduoja galima mikroorganizmy pasiskirstymg tiek odos
pavirsiuje, tiek gilesniuose jos sluoksniuose, t. y., dermyje ir epidermyje iSsidésCiusiuose plauky

folikuluose ir riebaly liaukose (1.1 pav.).
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1.1 pav. Schema, atspindinti odos skerspjiivio histologijg kartu su odos sluoksniuose esanciais
mikroorganizmais (Grice, Segre, 2011)



Anksc¢iau, norint nustatyti odos mikrobiotos sudétj, buvo naudojami kultyvavimo metodai,
pasitelkiant tepinélius nuo odos, gautus naudojant lazdeles su medvilniniu tamponéliu (Evans, Stevens,
1976). Pagrindin¢ kliatis, iSkylanti naudojant tokj metoda, — jis neatskleidzia visos mikroorganizmy
Jvairovés ir pasiskirstymo, nes apima tik lengvai, standartinémis laboratorinémis sglygomis auginamas
rusis, o nekultivuojamos arba iSrankesniy augimo salygy reikalaujancios riiSys ar kamienai lieka neaptikti
(Byrd et al., 2018; Kong, Segre, 2012). Su laiku, didéjant skirtingy tyrimy rezultaty skaiciui, iSkelta idéja,
kad lengviausiai kultivuojami odos mikroorganizmai, kurie bitent atsispindi mikrobiologiniuose
testuose, nebiitinai yra tie, kuriy gausa ar daroma jtaka yra didziausia. Tai supratus, pasitelkiami
molekuliniai metodai, kurie atspindi mikroorganizmy jvairove, remiantis 16S rRNR geno sekos analize
(Dethlefsen et al., 2007; Kong, Segre, 2012). 16S rRNR genas zinomas dél savo konservatyviy sriciy,
kurios vaidina svarby vaidmen;j skirtingy mikroorganizmy genetiniy seky palyginime bei filogenetinio
rySio nustatyme, ir variabiliy sri¢iy, kurios svarbios filogenetinéms analizéms — skirtumams tarp genciy
ar rusiy nustatyti (Turnbaugh et al., 2007). Pasitelkus genominius metodus odos mikrobiotai tirti,
nustatyta zZymiai didesné mikroorganizmy jvairové, lyginant su kultyvavimo metody metu gautais
rezultatais (Kong, Segre, 2012).

Odos mikrobiotg gali sudaryti maziausiai dvi mikroorganizmy populiacijos: nuolatiné ir laikinoji.
Nuolating sudaro mikroorganizmai, kurie kolonizuoja oda iSkart po kuidikio gimimo ir yra reguliariai
randami ant odos pavirSiaus (Chiller et al., 2001; Ruocco et al., 2007). PaSalinus tokius mikroorganizmus,
paprastai jie atsikuria per 24 — 72 valandas. Dazniausiai nuolatiniai mikroorganizmai yra laikomi
komensaliniais (Kong, Segre, 2012). Komensaliniai mikroorganizmai — tai tokie mikroorganizmai, kuriy
poveikis yra teigiamas arba neutralus (Chiller et al., 2001; Swaney, Kalan, 2021). Komensaliniai
mikroorganizmai glaudziai susij¢ su imunine sistema, o tai padeda jiems iSlaikyti simbiotinj ry§j tarp
mikroorganizmo ir Seimininko. Susidariusi simbiozé¢ padeda komensaliniams mikroorganizmams
i$vengti Seimininko uzdegiminio atsako ir tuo paciu prisideda prie organizmo funkcionalaus odos barjero
iSlaikymo (Swaney, Kalan, 2021). Staphylococcus epidermidis ir Cutibacterium acnes (ank$ciau vadinta
Proprionibacterium acnes) yra pagrindiniai mikroorganizmai, priskiriami nuolatinei odos
mikroorganizmy populiacijai. Tuo tarpu laikinieji mikroorganizmai ant odos pavirSiaus randami tik tam
tikrg laiko tarpa (nuo valandos iki keliy dieny), jie nesidaugina bei dazniausiai ant odos patenka i§
iSorinés aplinkos (Ruocco et al., 2007). Laikini mikroorganizmai lemia odos mikrobiotos skirtumus tarp
individy (Grice, Segre, 2011; Kong, Segre, 2012).

Odos mikrobiotos sudéciai jtaka daro jvairios fiziologinés odos charakteristikos, tokios kaip

dréegmeés ar sebumo kiekis odoje (Byrd et al., 2018). Mikrobiota sudaranciy mikroorganizmy



pasiskirstymui taip pat itin svarbiis iSoriniai faktoriai, tokie kaip Seimininko gyvenamosios aplinkos
klimatas, gyvenimo biidas; vidiniai faktoriai: genotipas, lytis, amzius, imuniné sistema (Grice, Segre,
2011). Tokiy faktoriy bendra sudétis nulemia, kokie mikroorganizmai bus randami ant odos ir koks bus
Jju pasiskirstymo santykis (Kong, Segre, 2012).

Remiantis skirtingy mokslininky straipsniuose aprasytais odos mikroorganizmy 16s rRNR geno
sekoskaitos rezultatais, Byrd et al. (2018) straipsnyje buvo sukurta iliustracija, atspindinti odos

mikroorganizmy pasiskirstyma skirtingose kiino vietose (1.2 pav.) (Byrd et al., 2018).

ﬂ Karalysté Grybeliai Bakterijos P acnes S. epm’enmdls \1rusa1
= § = ’ 23 4 24
“}\-Li = { o | Riebaliné zona /Q] \.‘ | . I E
TN T Kaa || ; :
( / nE
| | \__»A' e u j==)
b =) 1234 1234
/! A I\ \ Drégna zona \ --i ..!
£l o e N Astecubital fossa ) .=_ ‘I.i
12:34 234
e X
.

.-

H . E~

I -

i

1
iI

|1 R

NN ~
(N <l N

Sausa zona == :

Dilbis '\ /

AN YA i 1234 1234 1234
| | - 2l - ) = _—
l'. |‘ | ll Y o Péda . ’/ q \' . I
{ “.' // Tarpupirstis ( /‘ =
} I'- ( | # \.__.// , L
/| \/
n—/,_.-_/" \}; mogaus papilomos
[_| Bakterijos | [Wll Malassezia| [W] Propionibacterium spp. virusas o
[ Bukariotai PP B corvnebacterium spp. \\gﬁl lasteliy poliomos
[ Virusai B Staphylococeus spp. %RDI 3 A
Poliomavirusas HPyV7

1.2 pav. Odos mikrobiotos sudétis 4 skirtingose kiino odos zonose (kaktoje, antecubital fossa, dilbyje
ir tarpupirstyje), atspindinciose skirtingas mikroaplinkas (riebaliné, drégna, sausa vietos ir péda).
Paveikslélyje pavaizduotas santykinis mikrobiotos pasiskirstymas tarp karalys¢iy, grybeliy bei
bakterijy rusiy, jvardinant tik uzimancias didziausig dalj. Stulpelinémis diagramomis pavaizduotas
skirtingas P. acnes (pervadinta | Cutibacterium acnes), S. epidermidis kamieny pasiskirstymas, kur
panaSiomis spalvomis vaizduojamas glaudus kamieny sarysis. Paskutingje stulpeliniy diagramy linijoje
(virusai) vaizduojamas odoje randamy virusy pasiskirstymas (Byrd et al. 2018).

1.2 paveikslélyje esancios skritulinés diagramos parodo, kad nepaisant odos fiziologiniy
charakteristiky, pagal karalystes didZiausig odo mikrobiotos dalj sudaro bakterijos, 1§ kuriy riebalinése
odos vietose dominuoja Propionibacterium spp., o drégnose Staphylococcus spp. ir
Corynebacterium spp. Dazniausiai ant odos sutinkamas virusas yra Zmogaus papilomos virusas. I$

eukariotams priklausan¢iy mikroorganizmy, svarby vaidmenj atlieka Demodex erkutés, mikroskopiniai



nariuotakojai, kurie randami riebalinése srityse, o didzioji dalis odoje randamy grybeliy priklauso
Malassezia genciai (Kong, Segre, 2012).

ISanalizavus mikroorganizmy, randamy odoje, gausg ir pasiskirstyma, svarbu iSsiaiskinti, koks
yra galimas jy vaidmuo. Svarbiausia odos funkcija — apsauginé. Odos mikrobiota prisideda prie odos
barjero vientisumo islaikymo (Swaney, Kalan, 2021). Viena i$ svarbiausiy funkcijy, atlickamy nuolatiniy
odos mikroorganizmy — kova su patogenais (Kong, Segre, 2012). Si kova gali biiti dvejopa: tiesioginé ir
netiesioginé (Swaney, Kalan, 2021). Tiesioginé: oda kolonizavusios bakterijos yra zinomos dél savo
i§skiriamy bakteriociny — antimikrobiniy peptidy (Kong, Segre, 2012). Netiesiogin¢ kova suvokiama
kaip mikroorganizmy konkurencija su patogenais dél vietos, maistiniy medziagy bei kitokiy istekliy
(Swaney, Kalan, 2021). Taip pat moksliniuose straipsniuose raSoma, jog odos mikrobiota prisideda prie
zaizdy gijimo, gamina vitaminus, skatina epidermio diferenciacijg, kas irgi prisideda prie odos kaip
barjero palaikymo (Findley, Grice, 2014; Swaney, Kalan, 2021).

Mokslingje literatiiroje aprasyti atradimai apie Zmogaus odos mikrobiotg padeda ne tik atskleisti,
kokia didelé mikroorganizmy jvairové gali biiti randama ant odos pavirSiaus, bet ir prisideda prie oda

kolonizavusiy mikroorganizmy daromos jtakos zmogui supratimo.

1.2 Odos ligy s3saja su odos mikrobiota

Daugybe veiksniy, tokiy kaip naudojamos kosmetikos priemones, ilgas buvimas sauléje
(ultravioletiniy spinduliy poveikis), antibiotiky vartojimas ir pan., gali turéti jtakos odos mikrobiotos
sudéciai. Jprastai tokie veiksniai, darantys jtakg Seimininko ir jj kolonizavusiy mikroorganizmy
santykiui, skirstomi ] endogeninius (genetinius) ir egzogeninius (iSorinius, pavyzdZiui, higienos
priemones) (Grice, Segre, 2011). Pakitusi mikrobiotos sudétis gali biiti siejama su odos sutrikimais ar net
infekcijomis. ISskiriami trys biidai, kaip oda kolonizave mikroorganizmai gali prisidéti prie odos
sutrikimy: pirmasis — atsiradusi mikrobiotos disbiozé, antrasis — laikinieji patogeniSki mikroorganizmai,
treCiasis — komensaliniai / nuolatiniai mikroorganizmai kaip odos infekcijos sukéléjai (Grice, Segre,
2011; Kong, Segre, 2012). Svarbu i$siaiskinti, kaip kiekviena i$ Siy trijy skirtingy situacijy gali susidaryti.

Pirmasis biidas remiasi susidariusia odos mikrobiotos disbioze — atsiradusiu mikroorganizmy
pokyciu ant odos, t. y., subalansuotos odos mikrobiotos praradimu (Bay, Ring, 2022; Byrd et al., 2018).
Komensalinis odos mikroorganizmas Staphylococcus epidermidis yra Zinomas dél savo antimikrobinio
poveikio prie§ Staphylococcus aureus. Bakterija sintetina serino proteaze, kuri naikina S. aureus
biopléveles bei antimikrobinius peptidus, kurie tiesiogiai zudo S. aureus (Bay, Ring, 2022; Iwase et al.,

2010). Nors S. aureus bakterija jprastai randama ant odos, padidéjes jos kiekis yra siejamas su odos



infekcijomis ir ligomis, pavyzdziui, atopiniu dermatitu (Bay, Ring, 2022; Tuazon, 1984). AnksCiau
jvardinti iSoriniai ir vidiniai veiksniai gali keisti santyking mikrobiotos sudétj ir lemti S. epidermidis
sumazgjima, todél padidéja S. aureus ir vystosi odos infekcijos bei ligos (Bay, Ring, 2022).

Antrasis biidas susijes su odos infekcija, kurioje dalyvauja i§ aplinkos patekes patogenas. Vienas
i§ galimy pavyzdZiy yra bakterija Vibrio vulnificus. Si bakterija jprastai randama Siltuose pakrandiy
vandenyse. Maudantis tokiame vandenyje, uztenka nedideliy jbrézimy ar zaizdeliy, esan¢iy ant odos, kad
susidaryty tinkamos salygos V. vulnificus infekcijai. Bakterijos sukelta odos infekcija pasireiskia odos
jautrumu, paraudimu bei piislelémis (Coerdt, Khachemoune, 2021).

Treciasis biuidas susijgs su komensaliniy odos mikroorganizmy patogeniSkumo atsiradimu.
Atsiradus odos pazeidimams arba nusilpus imunitetui, nuolatinei odos mikrobiotai priklausantis
mikroorganizmas S. epidermidis pradeda intensyviai daugintis, formuoti biopléveles ir taip stabdyti
zaizdos gijimg ar net sukelti odos infekcijas (Kong, Segre, 2012; Swaney, Kalan, 2021). Moksliniuose
straipsniuose raSoma, kad komensalinés bakterijos gali tapti odos patogenais, nes jy patogeniSkumas
priklauso biitent nuo odos gebéjimo atlikti apsauging funkcija, t.y., apsaugoti Seimininkg nuo galimy
infekcijy (Bay, Ring, 2022).

Visi trys budai paaiskina, kaip ant odos gyvenantys mikroorganizmai gali ne tik padéti odai atlikti
apsauging funkcija, bet ir prieSingai — pabloginti jos biikle. Aptikus bei identifikavus mikroorganizma,

kuris gali daryti jtakg odos infekcijai ar ligai, svarbu nustatyti ir jo veikimo pobudi.
1.2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus — tai gramteigiama, apvalios formos bei gelsvas kolonijas formuojanti
bakterija (Cogen et al., 2008). Si bakterija ne tik priklauso nuolatinei odos mikrobiotai, tatiau taip pat
yra labai svarbus odos patogenas (Kong, Segre, 2012). S. aureus patogeniSkumas svyruoja nuo lengvy ir
savaime praeinanc¢iy odos infekcijy iki invaziniy ir net kelianciy pavojy gyvybei (Cogen et al., 2008).
Bakterija yra asocijuojama su chronine odos liga — atopiniu dermatitu (kitaip Zinoma kaip egzema).
Egzemos atsiradimas siejamas su daugybe faktoriy, jskaitant geny mutacijas, susijusias su baltymu
filagrinu, bei imunine sistema, ta¢iau taip pat ir su pakitimais odos mikrobiotoje. Kong et al. (2012)
atliktame tyrime buvo pastebéta, kad S. aureus kiekio gausa atopinio dermatito patiméjimo metu yra
didesné, nei pradiniame ligos etape (Kong et al., 2012). Moksliniame straipsnyje taip pat aprasoma, jog
teigiami ligos gydymo rezultatai tiesiogiai koreliuoja su S. aureus gausos ant odos sumazéjimu. Be to,
yra nustatyta, kad atopinio dermatito pazeistoje odoje yra sumazéjusi odos mikrobiotos jvairove, kas

lemia mazesn¢ antimikrobiniy baltymy gamyba, atlickamg odos mikrobiotai priklausanciy bakterijy,
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pavyzdziui, S. epidermidis ar C. acnes. Tokie odos mikrobiotos pakitimai lemia mazesne S. aureus
invazijos kontrole ir didesnj bakterijos santykinj kiekj ant odos (Bay, Ring, 2022).

Kodél svarbu $nekéti apie atopinj dermatita? Remiantis 2022 pasauline atopinio dermatito
ataskaita, net 223 milijonai zmoniy gyvena su Sia liga bei kencia nuo jos sukeliamy nepatogumy
kiekvienoje gyvenimo situacijoje (International Eczema Council, 2022). Reikalinga paminéti, jog
ataskaitoje raSoma, kad $i liga iki Siol néra pagydoma, o gyvenimg apsunkinancius simptomus bandoma
sumazinti pasitelkiant emolienty terapijg, paskatinanciy veiksniy supratimg bei vengimg ar net
pasitelkiant antibiotikus bei antiseptinius produktus. Byrd et al (2018) straipsnyje minima, jog daugybés
atlieckamy nepriklausomy tyrimy tikslas yra naujy terapijy, veikianciy pries S. aureus, paieska, siekiant

pakeisti Siuo metu naudojamus plataus spektro antimikrobinius preparatus (Byrd et al., 2018).

1.2.2 Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes — tai gramteigiama, B-hemoliziné (atlieka pilng raudonyjy kraujo kiineliy
lize) bei ovalias kolonijas formuojanti bakterija (Bryant, Stevens, 2015). Si bakterija dél savo gebéjimo
prisikabinti, augti ir jsiskverbti | odg yra zinoma kaip odos patogenas (Chiller et al., 2001). Iprastai
S. pyogenes néra laikomas nuolatinei odos mikrobiotai priklausan¢iu mikroorganizmu, ta¢iau mokslinése
publikacijose galima rasti informacijos, jog $i bakterija besimptomiskai neSiojama gerkléje net 15 %
mokyklinio amziaus vaiky (Chiller et al., 2001). S. pyogenes siejama su jvairiomis Zmogaus infekcijomis,
nuo lengvy ir daznai sutinkamy, tokiy kaip odos infekcijos ir faringitas (ryklés gleivinés ir pogleivio
uzdegimas), iki sunkiy, invaziniy ir reciau pasitaikanciy, tokiy kaip sepsis, nekrozinis fascitas ar
streptokokinis toksinio Soko sindromas (Walker et al., 2014).

Pasauliniu mastu S. pyogenes yra atsakinga net uz 33 milijonus sunkiy ligos atvejy ir daugiau nei
600 000 mir¢iy per metus (Lacey et al., 2023). Bakterijos sukeliama odos infekcija — impetinga (angl.
impetigo) daZniausiai prasideda per tiesiogin} salyt] su kity asmeny uZzkréstais odos pazZeidimas.
S. pyogenes sugeba kolonizuoti odg bei per mazus odos pazeidimus jsiskverbti i epitelj ir taip prisidéti
prie tolimesnio odos pazeidimo vystymosi (Ruocco et al., 2007). Odos infekcija pasireiskia pustulémis,
kurios vis didé¢ja, kol plysSta ir susiformuoja stori, gelsvai rudos spalvos Sasai (Walker et al., 2014).
Visame pasaulyje net 162 milijonai vaiky serga impetinga. Lacey et al. atliktos genominés analizés
rezultatai teigia, kad besimptomiai Zmonés, gerkl¢je neSiojantys S. pyogenes, gali biiti bakterijos
rezervuaras endeminéms odos infekcijoms (Lacey et al., 2023). Ligy ir net mir¢iy mastas, su kuriomis
yra siejama S. pyogenes, veda prie iSvados, jog tinkamy antimikrobiniy medziagy, kurios uzkirsty kelig

tokiy infekcijy plitimui ir buklés prastéjimui, paieska yra itin svarbi Siy dieny pasaulyje.

11



1.2.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa — gramneigiama, lazdelés formos, gleives formuojanti bei placiai
skirtingose aplinkose paplitusi bakterija (Spernovasilis et al., 2021; Wu et al., 2011). D¢l daugybés
skirtingy virulentiSkumo faktoriy, tokiy kaip gebéjimas formuoti biopléveles ar net kolonizuoti
tarplagstelines ertmes, siekiant iSvengti Seimininko imuninés sistemos bei antimikrobiniy medziagy,
P aeruginosa daznai priskiriama oportunistiniams patogenams (Spernovasilis et al., 2021; Wu et al.,
2011). Nors bakterija yra placiai paplitusi skirtingose aplinkose, kolonizacija daZzniau pastebima
zmonése, kuriems buvo atlickamas gydymas antibakteriniais preparatais ar turintiems nusilpusj
imuniteta, odos pazeidimus (Mena, Gerba, 2009). P. aeruginosa gali buti priskiriama ir laikinajai odos
mikrobiotai tuomet, kai oda yra paZeista, t.y., ant odos yra Zaizda, nudegimas ir pan. (Garcia et al., 2018).
Bakterija placiai zinoma dél jos keliamo pavojaus ligoninése, t.y., vandens rezervuary uZzter§imo,
perdavimo per sveikatos priezitiros darbuotojy rankas bei dél sukeliamy ausy bei akiy infekcijy, kurios
atsiranda per kontakta su uzterStais vandenimis, jprastai baseinuose ar kubiluose (Mena, Gerba, 2009;
Wu et al., 2011). Apskaiciuota, jog mazdaug 7,1 — 7,3 % visy su sveikatos prieziiira susijusiy infekcijy
yra siejamos biitent su P. aeruginosa (Reynolds, Kollef, 2021). P. aeruginosa infekcijos ant odos gali
svyruoti nuo pavirSutiniSky (pirminé infekcija, dél bakterijos atsiradimo ant odos) iki gilesniy (antriné
infekcija, dél P aeruginosa bakteremijos — bakterijy buvimo kraujyje). Pirminéms infekcijoms yra
priskiriamas zalio nago sindromas, tarpupir§¢iy infekcija (angl. foe webspaces), folikulitas ir ausy
uzdegimai. Tuo tarpu gyvybei pavojingai P. aeruginosa bakteremijai priskiriami poodiniai mazgeliai,
gangreniné ektima bei gangreninis celiulitas (Wu et al., 2011).

Kodéel $i bakterija kelia tiek problemy Zmonijai? Pirmiausia, P. aeruginosa yra zZinoma dél savo
gebéjimo ne tik iSgyventi, bet ir daugintis aplinkoje, kurioje yra labai skurdus kiekis maistiniy medziagy,
pavyzdziui, krano vandenyje (Mena, Gerba, 2009). Problemy sukelia ir didéjantis atspariy jvairiems
antimikrobiniams junginiams, tokiems kaip B-laktamai, P. aeruginosa kamieny skaicius. Nors pirminés
odos infekcijos jprastai sékmingai suvaldomos, taciau antriniy infekcijy, kelian¢iy pavojy gyvybei,
gydymui tinkamo preparato pasirinkimg lemia daugybe veiksniy: infekcijos sunkumas, rizikos veiksniai,
imuniteto stiprumas ir pan., naujy antimikrobiniy junginiy paieSka, lemianti platesnj preparaty

pasirinkimg, tampa itin svarbi (Wu et al., 2011).
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1.3 Antimikrobiniai junginiai

Viena i$ didziausiy $iy laiky problemy — atsparumo antibiotikams didéjimas, dél kurio sunké¢ja
bakterijy sukeliamy infekcijy gydymas bei didé¢ja mirciy skaicius (Chahine et al., 2022). Nepaisant to,
bégant metams naujy antibiotiky atradimas itin sulétéjo. Auksiniame antibiotiky atradimo periode (nuo
1950 iki 1970) buvo atrasta net pusé iki dabar naudojamy vaisty, o per paskutinius 11 mety (nuo 2010
iki 2021) FDA patvirtino tik 17 naujy sisteminiy antibiotiky (Chahine et al., 2022; Davies, 2006;
Moellering, 2011). Svarbu paminéti, kad nuo auksinio antibiotiky atradimo laikotarpio iki pat 2023
nebuvo atrasta nei viena nauja antibiotiky klas¢ (Aminov, 2010). Taciau 2024 mety pradzia prasidéjo su
daug vil¢iy teikiancia zinia apie naujos antibiotiky klasés — makrocikliniy peptidy — atradimg. Nors net
pagrindinis naujos antibiotiky klasés atstovas zosurabalpinas dar reikalauja daugybés tyrimy iki jo
panaudojimo zmonéms, naujy antimikrobiniy junginiy atradimas yra gyvybiskai svarbus kovai su
bakterinémis infekcijomis (Wong et al., 2024).

Keletas antibiotiky alternatyvy, kurios gali biiti pasitelktos bakterijy sukeliamy ligy gydymui, yra
fagy terapija, endo ir egzo lizinai bei bakteriocinai. Fagy terapija yra zinoma dél savo specifiSkumo
taikiniui, kuris gali biti privalumas, bet tuo pat metu ir trikumas — kai bakteriofagy panaudojimas
apribojamas dél jy neveiksmingumo, pavyzdZiui, prie§ kelis bakterijos poriisius. Endo ir egzo lizinai
tampa puikiu pasirinkimu siekiant mazesnio specifiSkumo, lyginant su bakteriofagais, ir kovojant su
gramteigiamomis bakterijomis. Problema iSkyla tuomet, kai taikinys yra gramneigiamos bakterijos, nes
tik nedidelis kiekis endo ir egzo liziny rodo veiksminguma prie§ gramneigiamas bakterijas (Allen et al.,
2014). Bakteriocinai yra vertinami dél jy specifiSkumo ir veiksmingumo maZomis koncentracijomis,
taciau jy efektyvumas daznai apribojamas stabilumo skirtingose aplinkose trikumu (Meade et al., 2020).
Kiekvienas alternatyvus pasirinkimas turi savy privalumy ir trikumy, todéel didesné antimikrobiniy
junginiy jvairoveé lemia platesnj pasirinkimg, kas padeda efektyviau iSgydyti skirtingy bakterijy
sukeliamas ligas.

Daugeli mety neorganinés molekulés buvo pasitelkiamos jvairiy ligy gydymui. Senovés
civilizacijose metaly junginiai buvo pasitelkiami terapiniais tikslais, o Siomis dienomis, pavyzdziui,
platina, vaidina svarby vaidmenj veézio terapijoje (Gao et al., 2021). Siekiant iSspresti antibiotikams
atspariy bakterijy problema, kuriami nauji bakteriniy infekcijy gydymo metodai, todél neorganiniy
molekuliy potencialo tyrimas tampa vis daZnesnis. PavyzdZiui, nustatyta, jog sidabro junginiai yra
veiksmingi prie$ grybelius ir antibiotikams atsparias bakterijas (Medici et al., 2016). Arslan et al. (2009)

tyrimo rezultatai parodé, jog tiakarbamido ligandy ir nikelio bei vario kompleksiniai junginiai turi

13



slopinamajj poveikj prie§ gramteigiamas, gramneigiamas bakterijas bei Candida genciai priklausancias
mieles (Arslan et al., 2009).

Metalams priklausantys lantanidai bei jy dariniai bégant metams sulaukia vis daugiau démesio
dél galimo jy pritaikomumo jvairiose srityse, pavyzdziui, medicinoje, organinéje sintezéje,
pramoniniuose procesuose ir pan. Gryny lantanidy naudojimg pramonéje riboja didelé¢ jy kaina ir
klampumas, taciau dél patraukliy lantanidy savybiy klititis siekiama apeiti naudojant tirpiklius, tokius
kaip vanduo ar alkoholis (Migliorati et al., 2021). Moksliniuose tyrimuose aprasomas biologinis lantano
junginiy saugumas bei aktyvumas lemia mokslininky susidoméjimg dél galimo plataus lantano junginiy

panaudojimo (Gao et al., 2021).

1.3.1 Lantano nitratas

Latano nitratas (La(NOs3)3) — tai druska, kurios sékmingas antibakterinis aktyvumas prie$
skirtingas bakterijas yra apraSsomas moksliniuose darbuose (Liu et al., 2008; Vedenkin et al., 2019). Liu
et al. (2008) atliktame tyrime nustatyta, jog didéjant lantano koncentracijai, drastiSkai mazéja bakterijos
Escherichia coli B i§gyvenamumas ant kietos terpés, o koncentracijai pasiekus 300 mg/L bakterija yra
nuzudoma (Liu et al., 2008). Lantano nitrato daromas poveikis bakterijoms tirtas ir sudétingesniuose
eksperimentuose, pavyzdziui, pasitelkiant peles. Viename eksperimente peléms buvo atlikta skirtingos
koncentracijos lantano nitrato injekcija, po kurios pelés papildomai wuzkréstos infektyviu
Shigella flexneri 2a kamienu. Rezultatai rodo, jog lantano nitrato injekcija padeda sumazinti peliy
mirtinguma, o kuo didesné¢ lantano nitrato koncentracija — tuo peliy iSgyvenamumas yra didesnis
(Vedenkin et al., 2019). Parodyta ir neinvazyvi lantano nitrato panaudojimo galimybé. Gelis, kurio
sudétyje yra La(NOs3)s, buvo tepamas ant peliy odos prie§ atliekant S. flexneri 2a arba
Klebsiella pneumoniae injekcija 1 peliy pilvo ertme. Tokio gelio iSorinis panaudojimas padidino peliy
iSgyvenamuma net iki 100 %, esant S. flexneri infekcijai, ir 30-50 %, esant K. pneumoniae infekcijai
(Vedenkin et al., 2019). Teigiami lantano nitrato antibakteriniai poveikiai prie§ skirtingas bakterijas kelia
daug vilCiy apie galimg platesnj Sio junginio panaudojima.

Tikslus lantano nitrato poveikis, kurio déka pasiekiamas bakterijy augimo slopinimas ar
nuzudymas, néra apraSytas. Atlikti termokinetikos tyrimai parod¢, jog didelés lantano nitrato
koncentracijos padidina Silumos i$siskyrimg bakteriniy Igsteliy augimo metu (Liu et al., 2008). Remiantis
gautais rezultatais, mokslininkai iSkelé teorija, jog slopinamasis lantano nitrato poveikis gali biiti
aiSkinamas per energijos metabolizmo — ATP — sintezés slopinimg. Lantano jonai pakeicia kalcio ir

magnio jonus, esancius bakterijos lastelés sienel¢je, todeél yra padidinamas lastelés membranos
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pralaidumas. D¢l atsiradusio pralaidumo protonai yra praleidziami pro lastelés membrang ir sumazéja
elektrocheminis gradientas, kas lemia sumazéjusig ar net sustojusiag ATP sintez¢. Bakterijos lasteléje
esanti energija iSsiskiria kaip Siluma, o dél ATP trikumo bakterijy augimas yra stabdomas (Liu et al.,
2008).

Pries svarstant bet kokio junginio naudojima, taip pat svarbu jvertinti to junginio galimg pasalinj
ir nepageidaujamg poveikj. Tyrimuose bandoma nustatyti galimus genotoksinius, mutageninius ir
teratogeninius lantano nitrato keliamus efektus. Qiangian et al. (2023) aliktame tyrime nebuvo jrodymy
apie galimg lantano nitrato mutageninj ir teratogeninj poveikj, kai La(NO3); koncentracija buvo mazesné
nei 36 mg/kg (efektai buvo tirti ant peliy) (Qiangian et al., 2023). Pasitelkiant in vitro ir in vivo testus,
tokius kaip Ames testg bakterijoms bei kauly ¢iulpy mikrobranduoliy ir chromosomy aberacijos tyrimus
peléms (735 — 855 mg/kg), gauti rezultatai neparodé nei mutacininio, nei genotoksinio lantano nitrato
poveikio (Yang et al., 2016). Be jau apraSyty teigiamy rezultaty, yra tyrimy, kuriy rezultatai parodo ir
prieSinga lantano nitrato poveikj. Nustatyta, jog peliy per burng vartojamas lantano nitratas sukelia
toksiskg poveikj imuninei sistemai, taip sutrikdydamas imuninés sistemos ir vietiniy limfmazgiy veikla
(Meng-Meng et al., 2020).

Apzvelgti tyrimai rodo, jog lantano nitratas dél savo antimikrobinio poveikio bakterijoms turi
daug perspektyvaus panaudojimo galimybiy, taciau ne visisSkai aiSkus La(NOs3); daromas poveikis

gyviems organizmams reikalauja gilesnés analizés.

1.3.2 Lantano nitrato heksahidratas

Lantano nitrato heksahidratas (La(NOz3)3-6H>0) — tai druska, kuri moksliniuose tyrimuose daznai
naudojama kaip lantano Saltinis jvairiems lantano junginiams ar naujiems kompleksams sintetinti (Gao
et al., 2021; Senthilkumar et al., 2023; Shalaby et al., 2022). Vienas i$ pavyzdziy, kuriuose kaip lantano
prekursorius buvo naudotas La(NO3)3-6H>O, yra La(Ill) komplekso sinteze, pasitelkiant lantano nitrato
heksahidrata, salicilio rugsti ir 1,10-fenantrolino monohidratg. Susintetintas La(Ill) kompleksas
pasizymejo antibakteriniu aktyvumu pries S. aureus ir E. coli, o MIK (minimali inhibiciné koncentracija)
buvo vos 32 uM (Gao et al., 2021). Lantano nitrato heksahidratas taip pat gali biiti panaudotas lantano
oksido nanodaleliy sintezei. Shalaby et al. (2022) atliktame tyrime pastebétas lantano oksido nano daleliy
antibakterinis  poveikis prie§  Bacillus  cereus, Enterococcus faecalis, P.  aeruginosa,
Salmonella typhimrium. PrieSingai, inhibicinés zonos nebuvo uzfiksuotos, naudojant lantano oksido
nano daleles pries S. aureus, E. coli (Shalaby et al., 2022). Panaudojant lantano nitrato heksahidratg kaip
vieng 1§ sintezei reikalingy medziagy, buvo atlikta ir cinko lantano oksido nanodaleliy (ZnLnO) sintez¢.

ZnLnO daleliy antibakterinis aktyvumas nustatytas prie§ K. pneumoniae, E. coli, S. aureus bei
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Bacillus subtilis (Senthilkumar et al., 2023). Nors ir yra tiriamas skirtingy 1§ lantano nitrato heksahidrato
naujai susintetinty lantano junginiy galimas antibakterinis poveikis, moksliniy tyrimy, kuriuose biity
tirtas pacio La(NO3)3-6H>0 galimas antibakterinis poveikis, vis dar néra.

Informacijos moksliniuose straipsniuose apie galimg pasalinj lantano nitrato heksahidrato poveik;
taip pat mazai. Han et al. (2022) savo tyrimo metu nustatin€¢jo lantano nitrato heksahidrato poveikj
Caenorhabditis elegans nematodams. Skirtingy stadijy L1 (pirma lervos stadija) ir L4 (ketvirta lervos
stadija) C. alegans mirtinos La(NO3)3-6H>O koncentracijos atitinkamai sieké 91,163 mg/L ir 648 mg/L.
Lantano nitrato heksahidratas sukélé augimo slopinima, elgesio defektus, L4 stadijoje nustatytas
reaktyviy deguonies formy (ROS) gamybos padidéjimas (Han et al., 2022; Mok et al., 2015). Tyrinétas
ir auks$ciau aprasyto La(Ill) komplekso saugumo profilis, pasitelkiant peles kaip gyviiny modelj.
Nustatyta, jog i$ lantano nitrato heksahidrato susintetinto La(IIl) komplekso LD50 (dozé, kuri sukelia
mirt] 50 % tirtos populiacijos) verte yra 308,9 mg/kg. Kadangi bakteriocidiné¢ dozé¢ dviem Kkartais
mazesne, padaryta iSvada, jog tokio komplekso toksiSkumas — vidutinis, todé¢l La(IIl) kompleksas galéty
biiti svarstomas kaip antibakteriniy preparaty kandidatas (Gao et al., 2021).

Tyrimy, tiesiogiai susijusiy su lantano nitrato heksahidrato poveikiu bakterijy augimui, stoka bei
matomas antibakterinis 1§ La(NOz3)3-:6H20O susintetinty junginiy veiksmingumas parodo neuzpildyta,

taciau potencialo turin¢ig tyrimy nisa.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Darbe naudota jranga ir priemonés

Iranga:

e Autoklavas ,AMA260NT Astell

e Analitinés svarstyklés ,,KERN ADB*

e Laminariné traukos spinta ,,Scanlaf Mars*

e Termostatas - purtyklé ,,GLF*

e Termostatas - , BINDER*

e Vorteksas ,,Scientific Industries*

e Spektofotometras ,,Eppendorf™

e Centrifuga ,,Eppendorf™

e Elektroporatorius ,,Vilnius Tech*
Priemonés:

o Sterils Svirksty filtrai (pory dydis 0,22 um, membranos skersmuo 0,33 mm) ,,Roth*

e Mechaninés pipetes ,,Eppendorf™
2.2 Darbe naudoti mikroorganizmy kamienai

e Staphylococcus aureus (ATCC 29213™)
e Streptococcus pyogenes (ATCC 12384™)
e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853™)

2.3 Darbe naudotos medziagos

e Peptonas ,,Roth*

e Natrio chloridas ,,Merck*
e Mieliy ekstraktas ,,Roth*
e Agaras ,,Roth*

e D-Sorbitolis ,,Roth*

e Lantano nitratas

e [antano nitratas heksahidratas



2.4 Darbe naudotos kultivavimo terpés ir tirpalai

e Luria — Bertani (LB) terpé: 1 % peptono, 0,5 % NaCl, 0,5 % mieliy ekstrakto (agarizuotai terpei
— 1,5 % agaro). Terp¢ autoklavuojama 20 min., 121 °C.

e 1 M sorbitolio tirpalas: 100 mL tirpalo 1 M koncentracijos reikia 18,218 g D-sorbitolio. D-
sorbitolis istirpinamas 100 mL dejonizuoto vandens. Gautas tirpalas autoklavuojamas 15 min.,

112 °C.

2.5 Metodai
2.5.1 Minimalios bakteriocidinés koncentracijos nustatymas

Naktiné, vieno i$ trijy darbe naudoty bakterijy kamieny (S. aureus, S. pyogenes, P. aeruginosa),
kultiira auginama skystoje LB terp¢je 14 val., 37 °C, aeruojant 130 aps./min. Spektofotometru nustatomas
naktinés kultiiros optinis tankis, esant 600 nm bangos ilgiui (OTeoo). Atliekamas 1 OTgoo naktinés kultiiros
plovimas D-sorbitoliu. D-sorbitoliu suspenduota lgsteliy kultira plaunama 3 kartus, ja centrifiguojant 3
min., 6000 aps/min greiciu.

Pasiruo$iami lantano nitrato ir lantano nitrato heksahidrato atitinkamos koncentracijos tirpalai.
Tirpalai yra filtruojami naudojant Svirksta per filtrus j sterilius indelius. Tirpalai, gauti naudojant 20 min.
121 °C, 1 atm autoklavuotg vandenj, yra skiedZiami, siekiant gauti reikiamas tarpines koncentracijas.

I plokstel¢je esancius Sulin¢lius pilama po 100 pL paruostos bakterijy kultiiros ir po 100 puL
tinkamos koncentracijos lantano nitrato arba lantano nitrato heksahidrato tirpalo. | kontrolinj Sulinélj
pilama 100 pL bakterijy kultiiros ir 100 pL D-sorbitolio. Plokstelé dedama 4 val. ir 24 val. inkubacijai |
termostatg prie 35 °C.

Po 4 val. ir 24 val. inkubacijos plokstel¢ iSimama ir po 5 pL 1§ kiekvieno Sulinélio i§séjama ant
kietos LB terpes. LekStelés su uzséta kieta LB terpe dedamos j termostata 20 val, 35 °C. Gauti rezultatai
po 20 val. uzfiksuojami nuotraukomis. Minimali bakteriocidiné koncentracija nustatoma tuomet, kai
pradinio inokuliato gyvybingumas yra sumaZinamas 99,9 %, tod¢l vizualiai nebéra matoma kolonijy

formavimo (Rodriguez-Melcon et al., 2022). Visi eksperimentai atliekami tris kartus.

2.5.2 Lantano junginiy daromo poveikio bakterijy augimui vertinimas laike

P_aeruginosa augimo kreivés sudarymas

Naktin¢ P. aeruginosa kultira auginama skystoje LB terp¢je 14 wval., 37 °C, aeruojant

130 aps./min. Nauji meégintuvéliai su skysta LB terpe papildomi atitinkamu kiekiu lantano nitrato arba
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lantano nitrato heksahidrato tirpalo, kad biity pasiekta reikiama koncentracija (lantano nitrato —
125 mg/mL, lantano nitrato heksahidrato — 250 mg/mL). Kontroliniai mégintuvéliai paliekami tik su
skysta LB terpe. Spektofotometru nustatomas naktinés kulttiros optinis tankis, esant 600 nm bangos ilgiui
(OTe00). Po reikiama kiekj (apskaiciuotg pasitelkiant formule ¢1Vi=c2V2, kur ¢ atitinka optinj tankj, o V
—turj) 0,03 OTeoo naktinés kulttiros uzséjama j mégintuvélius, papildytus lantano nitratu, lantano nitrato
heksahidratu arba be jokios veikliosios medziagos (kontrol¢). Tiriamosios kulttiros auginamos tokiomis
pat salygomis: 37 °C, 130 aps./min. Bakterijy augimas (optinis tankis) fiksuojamas spektrofotometru
OTeoo kas 1 valanda iki kol bus pasiekiama stacionari fazé. IS 3 pusiau nepriklausomy kultiry gauty
optinio tankio rezultaty iSvedami vidurkiai, pagal kuriuos braizomas bendras augimo grafikas, naudojant
,Microsoft Excel programg. Kiekvienam duomeny taskui grafike apskai¢iuojami pusplociai (angl. half-
widht), siekiant jvertinti duomeny vertés kitimg. Pusplociai grafike pavaizduojami vertikaliomis

linijomis (angl. error bars).

S. aureus ir S. pyogenes augimo kreiviy sudarymas

Naktiné S. aureus arba S. pyogenes kulttra auginama skystoje LB terpéje 14 val., 37 °C, aeruojant
130 aps./min. Spektofotometru nustatomas naktinés kultiiros optinis tankis, esant 600 nm bangos ilgiui
(OTe00). Po 100 pL 0,03 OTeoo naktines kulttiros perkeliama i 9 Sulin¢lius (3 kontroliniai, 3 veikiami
lantano nitratu, 3 veikiami lantano nitrato heksahidratu), esanc¢ius plokstel¢je. Kontroliniai méginiai
papildomi 100 pL skystos LB terpés. Meéginiai, veikiami lantano nitratu arba lantano nitrato
heksahidratu, papildomi skysta LB terpe bei atitinkamu kiekiu lantano nitrato arba lantano nitrato
heksahidrato tirpalo, kad bendras tiiris sudaryty 100 pL. ParuoSta ploksteleé dedama j termostata prie
35 °C. Kas valanda (pradedant 0 val.) 5 pL i§ kiekvieno Sulinélio yra skiedziami skysta LB terpe
(atliekami serijiniai skiedimai) bei atlieckamas jy i$¢jimas ant kietos LB terpés. Rezultatams gauti yra
skaiCiuojami kolonijas formuojantys vienetai (KFV). Suskai¢iuoti KFV padauginami i§ atlikto skiedimo
(siekiant gauti realy kolonijy skaiiy). Gauti realiis kolonijy skaiciai veriami | deSimtainj logaritma
(logio) ir pagal log10(KFV) vidurkj, gauta i$ trijy pusiau nepriklausomy pakartojimy rezultaty, braiZomas
augimo grafikas, naudojant ,Microsoft Excel“ programa. Kiekvienam duomeny taskui grafike
apskaiciuojami pusplociai (angl. half-widht), siekiant jvertinti duomeny vertes kitima. Pusplociai grafike
pavaizduojami vertikaliomis linijomis (angl. error bars).

Statistiné analizeé atliekama pasitelkiant ,,Microsoft Excel programg. Siekiant jvertinti, ar

tiriamyjy duomeny skirtumai statistiSkai reikSmingai skiriasi nuo kontroliniy duomeny, taikomas dviejy
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nepriklausomy imciy Stjudento T testas (naudota funkcija ,,TTEST®). Statistinis reikSmingumas

nustatomas, esant p < 0,05.

2.5.3 Sinergistinio elektroporacijos ir lantano junginiy poveikio jvertinimas

Naktines S. aureus, S. pyogenes, P. aeruginosa kultiiros auginamos skystoje LB terp¢je 14 val.,
37 °C, aeruojant 130 aps./min. Atliekamas 0,5 OTeoo naktinés kultiiros plovimas D-sorbitoliu. D-
sorbitoliu suspenduota lgsteliy kultiira plaunama 3 kartus, jg centrifiguojant 3 min, 6000 aps/min greiciu.
I kiuvete pilamas atitinkamas kiekis iSplautos lasteliy kultiiros ir lantano nitrato arba lantano nitrato
heksahidrato tirpaly, jog galutinis turis bty 70 pl. Kiuvetéje lantano nitrato ir lantano nitrato
heksahidrato koncentracijos atitinkamai lygios: P. aeruginosa 62,5 ng/mL ir 125 pg/mL, S. aureus
45 mg/mL ir 110 mg/mL, S. pyogenes 25 mg/mL ir 105 mg/mL. Kontrolinis meéginys — jtampa ir
veikligja medziaga nepaveiktos bakterijy Iastelés. Elektroporacija atlickama vienu 100 us impulsu, esant
2,5;5;7,5;10; 12,5; 15 kV/cm jtampai. Kiuvetés paliekamos 10 min. Po 10 min kiuvetéje esantis miSinys
perkeliamas ir i§s¢jamas ant kietos LB tepés. Agarizuotos I¢kStelés perkeliamos 1 35 °C termostata,
24 val. Po24 val. skaiiuojami KFV. Remiantis kontroliniy méginiy rezultatais, procentiskai
apskai¢iuojamas elektroporacijos ir lantano nitrato / lantano nitrato heksahidrato sinergistinis poveikis.

Skaiciavimai, grafiky braizymai atlieckami pasitelkiant ,,Microsoft Excel* programg. Kiekvienai
diagramai apskaiCiuojamas pusplotis (angl. half-width) siekiant jvertinti duomeny vertés kitima.
Pusplotis grafike pavaizduojamas vertikaliomis linijomis (angl. error bars). Statistiné analizé atliekama
pasitelkiant ,,Microsoft Excel* programa. Siekiant jvertinti, ar tiriamyjy duomeny skirtumai statistiskai
reikSmingai skiriasi nuo kontroliniy duomeny, taikomas dviejy nepriklausomy im¢iy Stjudento T testas

(naudota funkcija ,,TTEST*). Statistinis reikSmingumas nustatomas, esant p < 0,05.

20



4. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS
4.1 Minimalios bakteriocidinés koncentracijos nustatymas

Siekiant nustatyti, kokia lantano nitrato ir lantano nitrato heksahidrato koncentracija yra
reikalinga visiSkam S. aureus, S. pyogenes, P. aeruginosa nuzudymui, buvo atliktas minimalios
bakteriocidinés koncentracijos nustatymo tyrimas. Po gramteigiamos bakterijos S. aureus 4 val.
inkubacijos su lantano nitratu ir lantano nitrato heksahidratu vizualiai nebuvo pastebétas antibakterinis
junginiy poveikis (4.1.1 pav. a ir b). Po 24 val. inkubacijos nustatytos lantano nitrato ir lantano nitrato
heksahidrato nustatytos MBK atitinkamai lygios <45 mg/mL (4.1.1 pav. ¢) ir < 110 mg/mL (4.1.1 pav.
d).

4.1.1 pav. S. aureus minimalios bakteriocidinés koncentracijos nustatymas. Pirmoji eilute (K)
vaizduoja kontrolinius méginius, o skaiciais nurodomos koncentracijos mg/mL. a) S. aureus MBK
tyrimo rezultatai su lantano nitratu po 4 val. inkubacijos b) S. aureus MBK tyrimo rezultatai su lantano
nitrato heksahidratu po 4 val. inkubacijos ¢) S. aureus MBK tyrimo rezultatai su lantano nitratu po 24
val. inkubacijos d) S. aureus MBK tyrimo rezultatai su lantano nitrato heksahidratu po 24 val.
inkubacijos

S. pyogenes MBK tyrimo rezultatai po 4 val. inkubacijos su abiem lantano junginiais taip pat
neparodé augima slopinancio poveikio (4.1.2 pav. a ir b). Taciau po 24 val. inkubacijos su lantano nitratu
bei lantano nitrato heksahidratu buvo nustatytos MBK. Lantano nitrato MBK < 25 mg/mL (4.1.2 pav. ¢),
o lantano nitrato heksahidrato < 105 mg/mL (4.1.2 pav. d).
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vaizduoja kontrolinius meéginius, o skaiciais nurodomos koncentracijos mg/mL. a) S. pyogenes MBK
tyrimo rezultatai su lantano nitratu po 4 val. inkubacijos b) S. pyogenes MBK tyrimo rezultatai su
lantano nitrato heksahidratu po 4 val. inkubacijos c) S. pyogenes MBK tyrimo rezultatai su lantano
nitratu po 24 val. inkubacijos d) S. pyogenes MBK tyrimo rezultatai su lantano nitrato heksahidratu po
24 val. inkubacijos

Gramneigiama bakterija P. aeruginosa pasizyméjo didziausiu jautrumu lantano junginiams. Po
4 val. inkubacijos su lantano nitratu arba lantano nitrato heksahidratu uzfiksuotas augimo slopinimas
esant 500 pg/mL junginiy koncentracijai (4.1.3 pav. a ir b). Pilnai augimo inhibicijai po 24 val.
inkubacijos buvo reikalinga <65 pg/mL (4.1.3 pav. ¢) lantano nitrato ir < 125 pg/mL (4.1.3 pav. d)
lantano nitrato heksahidrato koncentracijos.

Gramteigiamy bakterijy pilnam augimo slopinimui reikalingos koncentracijos buvo bent 384
kartus didesnés nei gramneigiamos bakterijos. Sie skirtumai galéjo atsirasti dél skirtumy lastelés
sienel¢je. Gramneigiamos bakterijos turi citoplazming membrang, plong peptidoglikano sluoksnj bei 18
lipopolisacharidy (LPS) sudaryta iSoring membrang, o gramteigiamoms bakterijoms biidinga
citoplazminé membrana ir storas peptidoglikano sluoksnis (Silhavy et al., 2010). Pagal Liu et al (2008)
iSkelta teorija, jog lantano nitratas veikia sienelés struktiirg — pakeicia, t.y., padidina lgstelés membranos
pralaiduma, galima iSkelti teorijg, kad storesnis peptidoglikano sluoksnis labiau padeda apsisaugoti nuo
lantano nitrato daromo neigiamo poveikio bakterinés lgstelés gyvybingumui nei dvi gramneigiama

baktering lastele gaubianc¢ios membranos (Liu et al., 2008).
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4.1.3 pav. P. aeruginosa minimalios bakteriocidinés koncentracijos nustatymas. Pirmoji eiluté (K)
vaizduoja kontrolinius méginius, o skaiciais nurodomos koncentracijos ug/mL. a) P. aeruginosa MBK
tyrimo rezultatai su lantano nitratu po 4 val. inkubacijos b) P. aeruginosa MBK tyrimo rezultatai su
lantano nitrato heksahidratu po 4 val. inkubacijos c¢) P. aeruginosa MBK tyrimo rezultatai su lantano
nitratu po 24 val. inkubacijos d) P. aeruginosa MBK tyrimo rezultatai su lantano nitrato heksahidratu
po 24 val. inkubacijos

Tyrimy, kuriuose bty atliktas lantano nitrato minimalios bakteriocidinés koncentracijos
nustatymas prie$ Siame tyrime naudotas bakterijy rusis, mokslinéje literatiiroje néra. 2019 metais atlikto
tyrimo rezultatai rodo, jog 3 mg/mL lantano nitrato injekcija peléms, prie§ gramneigiamos bakterijos —
S. flexneri 2a infekcija, sumazino bakterijos iSgyvenamuma peléje 90% (Vedenkin et al., 2019). Kity
mokslininky atliktame tyrime gramneigiamos bakterijos E. coli B pilnai inhibicijai buvo reikalinga net
300 mg/mL lantano nitrato koncentracija (Liu et al., 2008). Tuo tarpu Siame tyrime naudotos
gramneigiamos bakterijos P. aeruginosa bakteriocidiné lantano nitrato koncentracija sieké vos
65 ng/mL. Tokie rezultatai rodo didelj P. aeruginosa jautrumg lantano nitratui. Tyrimy, kuriuose biity
tirtas lantano nitrato poveikis prie§ gramteigiamas bakterijas, publikuoty rezultaty néra. ISsamios
mokslinés literatiiros analizés metu nebuvo rasta tyrimy, kuriuose anksciau biity tirtas tiesioginis lantano
nitrato heksahidrato antimikrobinis poveikis prie§ bakterijas, todél galima teigti, kad Sis tyrimas yra
pirmasis.

Siekiant atlikti gauty gramteigiamy bakterijy MBK palyginimg su anks¢iau apraSytais mokslinéje

literatiiroje, atlikta literattiros apie antibiotiky minimalias bakteriocidines koncentracijas pries S. aureus

23



ir S. pyogenes analizé. Morrissey ir kity (2019) mokslinio tyrimo rezultatai rodo, jog siekiant sumazinti
S. aureus augima 90%, reikalinga 0,25 mg/L (0,00025 mg/mL) antibiotiko ozenoksacino koncentracija.
Tuo tarpu S. pyogenes rodo dar didesnj jautrumag ozenoksacinui — MIK90 siekia vos 0,03 mg/L
(0,00003 mg/mL) (Morrissey et al., 2019). Lyginant literatiiroje aprasytas S. aureus ir S. pyogenes
augima slopinancias koncentracijas su Siame darbe gautomis MBK, kurios svyruoja nuo 45 mg/mL iki
110 mg/mL, galima daryti iSvada, jog darbe naudotos bakterijy rasys yra maziau jautrios lantano

junginiams nei antibiotikui ozenoksacinui.

4.2 Lantano junginiy daromo poveikio bakterijy augimui vertinimas laike

Siekiant nustatyti lantano nitrato ir lantano nitrato heksahidrato daromo poveikio pasirinktoms
bakterijy riSims dinamika, buvo atliktas augimo kreiviy nustatymo tyrimas. Norima nustatyti, kurig
augimo valandg antimikrobiniy savybiy turintys junginiai pradeda daryti statistiSkai reikSmingg poveiki
bakterijy augimui ir kaip tai lemia tolimesnj mikroorganizmy augimg. Remiantis nustatytomis MBK,
lyginamas bakterijy augimo modelis su ir be veikliosios medziagos. Kiekvienos bakterijy rusies augimo
kreivé matuojama tol, kol kontroliniame méginyje pasiekiama stacionari augimo fazé.

P aeruginosa augimo kreivés sudarymui pasitelktas optinio tankio, esant 600 nm bangos ilgiui,
matavimas kas valanda. Gautas augimo grafikas vaizduojamas 4.2.1 paveiksle. StatistiSkai reikSmingas
62,5 pg/mL lantano nitrato slopinimas P. aeruginosa augimui pasireiSkia antrg augimo valanda.
ReikSmingas 125 pg/mL lantano nitrato heksahidrato slopinamasis poveikis stebimas trecig bakterijos
augimo valanda. 4.2.1 paveiksle vaizduojamos augimo kreivés atspindi 62,5 ng/mL lantano nitrato ir
125 pg/mL lantano nitrato heksahidrato bakteriostatinj poveikj P. aeruginosa augimui. Tokj poveikj
patvirtina matomas reikSmingas P. aeruginosa augimo slopinimas, lyginant su kontroline grupe, taciau
vis tiek fiksuojamas bakterijy skaiciaus augimas (Rudilla et al., 2018). Nors tyrime buvo naudotos
nustatytos MBK, bakteriocidinis lantano junginiy poveikis bakterijai augant LB terpéje nebuvo
uzfiksuotas. Kity mokslininky atlikty tyrimy rezultatai rodo, jog skirtingos mitybinés terpés gali daryti
itakg MIK, todeél atitinkamai ir MBK, pokyc¢iui. Didesnis maistiniy medziagy kiekis terpéje lemia
tiesiskai didéjanciag MIK (Stumpf et al., 2023). Sio tyrimo atveju MBK nustatymo metu buvo naudotas
D-sorbitolis, o augimo kreiviy metodo metu — maisto medziagomis praturtinta mitybiné LB terpé. Tokie
poky¢iai galéjo lemti tai, jog nebuvo uZfiksuotas bakteriocidinis lantano junginiy poveikis P. aeuginosa

augimui.
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P. aeruginosa augimo kreivé
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4.2.1 pav. P. aeruginosa augimo grafikas, remiantis optinio tankio matavimu. Mélyna spalva — kontrolé
P. aeruginosa LB terpéje, raudona — P. aeruginosa LB terpéje su 62,5 pg/mL lantano nitrato, zalia —
P aeruginosa LB terp¢je su 125 pg/mL lantano nitrato heksahidrato. p reikSmés *<0,05; **<0,05;
*#%<0,005. Raudonos zvaigzdutés nurodo p vertes, lyginant kontrole su lantano nitratu veiktomis
lastelémis, o zalios — kontrole su lantano nitrato heksahidratu.

Siekiant patikrinti Sig teorija, atliktas optinio tankio matavimas su dvigubai didesnémis
koncentracijomis nei buvo nustatytos minimalios bakteriocidinés koncentracijos tyrimo metu. 4.2.2 pav.
matoma, jog bakterija veikiant 250 pug/mL lantano nitrato heksahidrato, statistiS8kai reikSmingas
slopinimas pasireiskia jau po pirmy dviejy valandy augimo. P. aeruginosa veikiant 125 pg/mL lantano
nitrato, statistiSkai reikSmingas slopinimas pasireiskia po 3 valandy. IS grafiko galima matyti, jog esant
abiejy lantano junginiy poveikiui, P. aeuginosa augimas sustabdomas mazdaug ties 9 augimo valanda.
Spektofotometras remiasi §viesos adsorbcija, todel prietaisas neleidZia jvertinti bakterijy gyvybingumo,
matavimo metu yra fiksuojamos tiek gyvos, tiek negyvos lgsteles, taip pat ir jy nuolauzos (Costa et al.,
2021). Galima interpretuoti, jog 4.2.2 pav. yra stebimas numanomas lantano junginiy bakteriocidinis

poveikis.
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P. aeruginosa augimo kreivé
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4.2.2 pav. P. aeruginosa augimo grafikas, remiantis optinio tankio matavimu. Mélyna spalva — kontrolé
P aeruginosa LB terp¢je, raudona — P. aeruginosa LB terpéje su 125 pg/mL lantano nitrato, zalia —
P. aeruginosa LB terp¢je su 250 pg/mL lantano nitrato heksahidrato. p reik§meés *<0,05; **<0,05;
*#%<0,005. Raudonos zvaigzdutés nurodo p vertes lyginant kontrole su lantano nitratu veiktomis
lastelémis, o zalios — kontrole su lantano nitrato heksahidratu.

Optinio tankio matavimas nebuvo pasitelktas S. aureus ir S. pyogenes augimo kreivés sudarymui,
nes nustatytos MBK buvo didesnés nei P. aeruginosa atveju, kas sumazZino abiejy tyrime naudoty
junginiy tirpumg LB terpéje. Sumazejes tirpumas lemia netolygia Sviesos absorbcija, todél iSkreipia

optinio tankio rezultatus (Gore, 2000).

S. aureus augimo kreivés sudarymui buvo atlieckamas iSsé¢jimo metodas, kuomet bakterijos
auginamos mazame turyje, esant veikliosios medziagos poveikiui. Kas valandg atliekami i$s€¢jimai ant
agarizuotos terpés ir kolonijas formuojanciy vienety skaiCiavimas. Gauti rezultatai vaizduojami 4.2.3
paveiksle. StatistiSkai reikSmingas 45 mg/mL lantano nitrato slopinimas pasireiskia po 1 valandos
augimo, o 110 mg/mL lantano nitrato heksahidrato — po 2 valandy. Per 8 augimo valandas kontrolinis
meéginys pasiekia ziities fazg, o antimikrobinémis medziagomis veikiamy gyvybingy bakterijy skaicius

maz¢ja — matomas bakteriocidinis poveikis, taciau nepasiekia pilno nuzudymo.
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S. aureus augimo kreivé
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4.2.3 pav. S. aureus augimo grafikas, sudarytas remiantis logio(KFV). Mélyna linija yra kontrolé —
S. aureus augimas LB terpéje, raudona linija — S. aureus augimas LB terpéje su 125 pL/mL lantano
nitrato, Zalia linija — S. aureus augimas LB terp¢je su 110 mg/mL lantano nitrato heksahidrato. p
reikSmeés *#<0,05; **<0,05; ***<0,005. Raudonos zvaigzdutés nurodo p vertes lyginant kontrole su
lantano nitratu veiktomis lgstelémis, o zalios — kontrole su lantano nitrato heksahidratu.

S. pyogenes augimo kreive sudaryta tuo paciu metodu kaip ir S. aureus. Lantano nitrato ir lantano
nitrato heksahidrato poveikis S. pyogenes augimui atsispindi 4.2.4 paveiksle. Jau pirma augimo valanda
pasireiSkia statistiSkai reikSmingas 25 mg/mL lantano nitrato poveikis, o 105 mg/mL lantano nitrato
heksahidrato — antrgjg augimo valanda. Gyvybingy bakteriniy lgsteliy skaiiaus maZzéjimas rodo
bakteriocidin] lantano junginiy poveikj, taciau per 8 matavimo valandas nepasiekiamas visiSkas

S. pyogenes nuzudymas.
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S. pyogenes augimo kreive
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4.2.4 pav. S. pyogenes augimo grafikas, sudarytas remiantis logi1o(KFV). Mélyna linija — kontrole —
S. pyogenes augimas LB terpéje, raudona linija — S. pyogenes augimas LB terpéje su 25 mg/mL lantano
nitrato, Zalia linija — S. pyogenes augimas LB terpéje su 105 mg/mL lantano nitrato heksahidrato. p
reikSmeés *#<0,05; **<0,05; ***<0,005. Raudonos zvaigzdutés nurodo p vertes lyginant kontrole su
lantano nitratu veiktomis lgstelémis, o zalios — kontrole su lantano nitrato heksahidratu.

Atlikty tyrimy rezultatai rodo, jog antimikrobinis lantano nitrato ir lantano nitrato heksahidrato
poveikis prie§ S. aureus, S. pyogenes ir P. aeruginosa pasireiskia per pirmas augimo valandas.
Kontroliniams méginiams pasiekus stacionare faze, bakteriocidinis antimikrobiniy junginiy poveikis
nepasireiSkia, tac¢iau yra fiksuojamas itin stiprus ir statistiSkai reikSmingas augimo slopinimas.
Mokslingje literatiiroje tyrimy, kuriuose bty atliktas panasus dinaminio lantano nitrato ir lantano nitrato

heksahidrato poveikio tyrimas, nebuvo rasta.
4.2 Sinergistinio elektroporacijos ir lantano junginiy poveikio jvertinimas

Atliktas sinergistinio elektroporacijos ir lantano nitrato bei lantano nitrato heksahidrato poveikio
tyrimas, siekiant nustatyti, ar elektroporacija turi jtakos lantano junginiy antimikrobiniam poveikiui.
Tyrimas atliktas su gautomis lantano junginiy MBK. Rezultatai pateikiami apskaiciavus iSgyvenusiy
lasteliy kiekj procentais, lyginant su kontroliniu méginiu.

Elektroporacijos bei lantano junginiy poveikis S. aureus lasteliy gyvybingumui vaizduojamas
4.2.1 paveiksle. 4.2.1 paveiksle galima matyti, jog didéjant jtampai gyvybingy S. aureus lasteliy kiekis

mazeja. S. aureus statistiSkai reikSmingas sinergistinis lantano nitrato ir elektroporacijos poveikis
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pasireiskia iSkart — esant 2,5 kV/cm jtampai. Su lantano nitrato heksahidratu statistiSkai reikSmingas
pokytis atsiranda tik su 7,5 kV/cm jtampa. Didziausias poveikis matomas esant 15 kV/cm jtampai ir

lantano junginiy poveikiui: su 45 mg/mL lantano nitratu gyvybingy lasteliy skaicius sumazéja (87,86 +

Elektroporacijos poveikis S. aureus
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2,94) %, o su 110 mg/mL lantano nitrato heksahidratu — (85,96 + 2,64) %.

4.2.1 pav. Sinergistinio elektroporacijos ir lantano junginiy: lantano nitrato bei lantano nitrato
heksahidrato poveikis S. aureus. Kontrolé — lantano junginiais ir elektroporacija neveiktos S. aureus
lastelés. p reikSmes *<0,05; **<0,05; ***<0,005. Zalios zvaigzdutés nurodo p reikSmes lyginant
elektroporacija ir lantano nitratu veiktas lasteles su tik elektroporacija bei tik su lantano junginiais
veiktomis lgstelémis. Mélynos Zvaigzdutés nurodo p reikSmes lyginant kontrolg su elektroporacija
veiktomis lastelémis. Raudonos Zvaigzdutés rodo p reikSmes lyginant elektroporacija ir lantano nitrato
heksahidratu veiktas lgsteles su tik elektroporacija bei tik su lantano nitrato heksahidratu veiktomis
lastelémis.

S. pyogenes atveju taip pat pastebimas gyvybingy lasteliy skai¢iaus maze¢jimas, didéjant
elektrinio lauko stipriui (4.2.2 pav). StatistiSkai reikSmingas elektroporacijos ir lantano nitrato
heksahidrato poveikis pasireiskia esant 5 kV/cm jtampai. Su lantano nitratu statistiSkai reikSmingas
sinergistinis poveikis su elektroporacija fiksuojamas irgi esant 5 kV/cm jtampai. Taip pat pastebima
tendencija, jog did¢jant jtampai, mazéja gyvybingy lasteliy skaicius. Didziausias gyvybingy lasteliy
sumazgjimas stebimas esant 15 kV/cm jtampai: su 25 mg/mL lantano nitratu (70,83 £+ 1,37) %, o su

105 mg/mL lantano nitrato heksahidratu (68,67 + 1,61) %.
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Elektroporacijos poveikis S. pyogenes
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4.2.2 pav. Sinergistinio elektroporacijos ir lantano junginiy: lantano nitrato bei lantano nitrato
heksahidrato poveikis S. pyogenes. Kontrolé — lantano junginiais ir elektroporacija neveiktos
S. pyogenes lastelés. p reik§més *<0,05; **<0,05; ***<0,005. Zalios Zvaigzdutés nurodo p reiksmes
lyginant elektroporacija ir lantano nitratu veiktas lasteles su tik elektroporacija bei tik su lantano
junginiais veiktomis lgstelémis. Mélynos zvaigzdutés nurodo p reikSmes lyginant kontrole su
elektroporacija veiktomis lgstelémis. Raudonos Zvaigzdutés rodo p reikSmes lyginant elektroporacija ir
lantano nitrato heksahidratu veiktas lasteles su tik elektroporacija bei tik su lantano nitrato heksahidratu
veiktomis lastelémis.

Tyrimo su P aeruginosa metu neuZfiksuojamas toks didelis gyvybingy lasteliy skaiciaus
sumazéjimas, lasteles veikiant tik jtampa (4.2.3 pav.). StatistiSkai reikSmingas gyvybingy lasteliy
skaiCiaus sumaz¢jimas su lantano nitrato heksahidratu stebimas esant 5 kV/cm, o su lantano nitratu —
esant 7,5 kV/cm elektrinio lauko stipriui. Su P. aeruginosa stipriausias slopinimas, kitaip nei su S. aureus
ar S. pyogenes, fiksuojamas esant 7,5 kV/cm: su 62,5 pg/mL lantano nitratu gyvybingy lasteliy skaicius
sumazéja (44,19 £+ 4,00) %, o su 125 pg/mL lantano nitrato heksahidratu (33,14 + 1,47) %.
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Elektroporacijos poveikis P. aeruginosa

100 *
90 o *k
g 80 T Aok
§ 70 L
£ Ak
g) 60 K wE Fkk
= - ok
5 50
=
o 40 el
=2 T
‘© 30
@ 20
—
10
0
0 25 5 75 10 12,5 15

Elektrinio lauko stipris (kV/cm)
B P. aeruginosa

B P_aeruginosa su lantano nitratu 62,5 pg/mL

B P aeruginosasulantano nitratu 125 pg/mL

4.2.3 pav. Sinergistinio elektroporacijos ir lantano junginiy: lantano nitrato bei lantano nitrato
heksahidrato poveikis P. aeruginosa. Kontrolé — lantano junginiais ir elektroporacija neveiktos
P, aeruginosa lastelés. p reik§meés *<0,05; **<0,05; ***<0,005. Zalios Zvaigzdutés nurodo p reikimes
lyginant elektroporacija ir lantano nitratu veiktas lgsteles su tik elektroporacija bei tik su lantano
junginiais veiktomis lgstelémis. Mélynos zvaigzdutés nurodo p reikSmes lyginant kontrole su
elektroporacija veiktomis lgstelémis. Raudonos Zvaigzdutés rodo p reikSmes lyginant elektroporacija ir
lantano nitrato heksahidratu veiktas lgsteles su tik elektroporacija bei tik su lantano nitrato heksahidratu
veiktomis lgstelémis.

Bendrai didziausias elektroporacijos poveikis bakteriniy lgsteliy gyvybingumui uzfiksuotas su
gramteigiamomis bakterijomis: S. aureus ir S. pyogenes. Gramneigiamoms bakterijoms priskiriama
P aeruginosa pasizyméjo mazesniu jautrumu elektrinio lauko poveikiui. Visy bakterijy atveju
didziausias Igsteliy gyvybingumo sumazinimas stebimas esant 15 kV/cm jtampai bei lantano nitratui.
Kadangi bakterines Igsteles veikiant elektroporacijos ir vieno i$ lantano junginiy deriniu buvo pastebétas
didesnis lgsteliy gyvybingumo sumaz¢jimas nei veikiant kiekvienu veiksniu atskirai, galima teigti, jog
elektroporacija ir lantano junginiai veikia sinergistiskai prie§ bakterijy lasteles. Stipriausias sinergistinis
lantano junginiy bei elektroporacijos poveikis su S. aureus ir S. pyogenes stebimas esant 15 kV/cm, o su
P. aeruginosa — esant 7,5 kV/cm jtampai.

Kity mokslininky atlikty darby rezultatai taip pat patvirtina, jog trumpy elektros impulsy
panaudojimas gali sustiprinti antibiotiky antimikrobinj poveikj pries bakterijas (Chittams-Miles et al.,

n.d.). Tokio sinergistinio poveikio atsiradimas ne tik efektyviai sumazina bakteriniy lasteliy
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gyvybingumag, bet ir gali sumazinti reikalingg minimalig antibakterinio junginio bakteriociding
koncentracija. Atliktame elektroporacijos tyrime naudoti elektrinio lauko stipriai, svyruojantys nuo
2,5 kV/em iki 15 kV/em, yra didesni nei jprastai sutinkami tradiciniuose zaizdy gijimo tyrimuose (Kloth,
2014). Kity mokslininky atliktame tyrime naudojant 500 V jtampga ir 3 Hz daznj ne tik buvo pasiekta
efektyvi P. aeruginosa dezinfekcija, bet ir sumazinti uzdegiminiai poZymiai zaizduose (Wu et al., 2021).
Tokie rezultatai rodo galimg platesnj antibakterinio lantano junginiy bei elektroporacijos derinio poveiki.
Siekiant praktiskai pritaikyti Sio darbo metu gautus rezultatus, reikalingi tolimesni lantano junginiy

toksiSkumo bei didesnés elektros jtampos poveikio Zmogui tyrimai.
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ISVADOS

1. Nustatytos lantano nitrato ir lantano nitrato heksahidrato minimalios bacteriocidinés
koncentracijos (MBK) atitinkamai lygios: S. aureus: 45 mg/mL ir 110 mg/mL, S. pyogenes:
25 mg/mL ir 105 mg/mL bei P. aeruginosa: 62,5 pg/mL ir 125 pg/mL.
2. Odos patogenines bakterijas: S. aureus, S. pyogenes, P. aeruginosa veikiant lantano nitratu arba
lantano nitrato heksahidratu, uzfiksuotas augimo dinamikos pokytis.
a. Lantano nitrato sukelta reikSminga augimo inhibicija stebima po 1 val. pries S. aureus,
po 2 val. pries S. pyogenes ir po 3 val. prie§ P. aeuginosa nuo bakterijy augimo pradzios.
b. Lantano nitrato heksahidrato sukelta reikSminga augimo inhibicija stebima po 1 val.
pries S. pyogenes, po 2 val. prie§ S. aureus bei P. aeruginosa nuo bakterijy augimo
pradzios.
3. Stipriausias sinergistinis lantano nitrato ir lantano nitrato heksahidrato bei elektroporacijos
poveikis su S. aureus ir S. pyogenes nustatytas esant 15 kV/cm, o su P. aeruginosa esant

7,5 kV/cm jtampai.
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SANTRAUKA
Ieva Petkevidiute

PrieSmikrobinis lantano junginiuy poveikis odos patogenams

Zmogaus oda — tai didZiausias organas ir pirminis apsaugos barjeras, kuris padeda apsaugoti
organizmg nuo iSoriniy veiksniy. Su efektyvios apsauginés funkcijos atlikimu tiesiogiai susij¢ ir odg
kolonizavg mikroorganizmai — mikrobiota. D¢l jvairiy priezasCiy atsiradusi odg kolonizavusiy
mikroorganizmy disbioze bei patogeniniy mikroorganizmy jsikiirimas daro neigiamg jtaka odos buklei.
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa bei Streptococcus pyogenes — su daugybe odos ligy
siejami patogenai. Jy patogeniSkumas kelia nasta ne tik atskiriems individams, bet ir sveikatos priezitiros
sistemoms. Didelis sukeliamy infekciniy odos ligy skaiCius bei vis did¢jantis Siy bakterijy atsparumas
antibiotikams tampa dideliu i$Sukiu $iy dieny pasaulyje. Siekiant uztikrinti efektyvig patogeny kontrolg,
alternatyviy prieSmikrobiniy medziagy paieSka tampa vis svarbesn¢. Alternatyvis gydymo metodai,
iskaitant metaly nanodaleles ar kompleksinius junginius, tampa puikiu pasirinkimu, siekiant kovoti su
atsparumg jgijusiais bakterijy kamienais. Lantano nitratas ir lantano nitrato heksahidratas — tai druskos,
kuriy teigiami antimikrobinio potencialo tyrimai prie§ patogenines bakterijas vis dazniau sutinkami
mokslingje literatiiroje.

Baigiamojo darbo metu atlikti lantano nitrato bei lantano nitrato heksahidrato potencialaus
antimikrobinio poveikio tyrimai. Po 24 valandy inkubacijos nustatytos abiejy lantano junginiy
minimalios bakteriocidinés koncentracijos pries tris odos patogenines bakterijas: S. aureus, S. pyogenes
bei P. aeruginosa. Minimalios bakteriocidinés koncentracijos svyruoja nuo 62,5 ng/mL iki 110 mg/mL,
priklausomai nuo mikroorganizmo ir naudoto junginio. Tolimesniy tyrimy metu tirtas lantano junginiy
poveikis bakterijy augimo dinamikai. Pastebéta, jog statistiSkai reikSmingas slopinamasis junginiy
poveikis fiksuojamas jau pirmomis augimo valandomis. Siekiant jvertinti platesnj lantano junginiy
panaudojimo potencialg, atliktas sinergistinio elektroporacijos bei lantano nitrato ir lantano nitrato
heksahidrato poveikio tyrimas. Nustatyta, jog elektroporacijos bei lantano junginiy panaudojimas turi

sinergistinj poveikj prie§ visas tyrimo metu tirtas patogenines bakterijas.

34



SUMMARY
Ieva Petkevidiute

Antimicrobial effect of lanthanum compounds on skin pathogens

Human skin is the largest organ and primary protective barrier that helps protect the body from
external factors. The microorganisms colonizing the skin — the microbiota — are directly related to the
performance of an effective protective function. Dysbiosis of the microorganisms colonizing the skin
occurs due to various reasons and, along with the establishment of pathogenic microorganisms,
negatively impacts the skin's conditions. Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and
Streptococcus pyogenes are pathogens associated with many skin diseases. Their pathogenicity imposes
a burden not only on individuals but also on healthcare systems. The high number of infectious skin
diseases caused and the increasing resistance of these bacteria to antibiotics present a severe challenge
in today's world. In order to ensure effective control of pathogens, the search for alternative antimicrobial
agents is becoming increasingly important. Alternative treatment methods, including metal nanoparticles
or complex compounds, are becoming an excellent option to combat resistant bacterial strains.
Lanthanum nitrate and lanthanum nitrate hexahydrate are salts whose positive antimicrobial potential
studies against pathogenic bacteria are increasingly found in scientific literature.

During the final work, studies of the potential antimicrobial effect of lanthanum nitrate and
lanthanum nitrate hexahydrate were carried out. After 24 hours of incubation, the minimum bactericidal
concentrations of both lanthanum compounds were determined against three skin pathogenic bacteria:
S. aureus, S. pyogenes and P. aeruginosa. Minimum bactericidal concentrations range from 62.5 pg/mL
to 110 mg/mL, depending on the microorganism and compound used. During further studies, the effect
of lanthanum compounds on the dynamics of bacterial growth was investigated. A statistically significant
inhibitory effect of the compounds was recorded already in the first hours of growth. In order to evaluate
the wider potential of using lanthanum compounds, a study of the synergistic effect of electroporation
and lanthanum nitrate and lanthanum nitrate hexahydrate was carried out. It was established that
electroporation and the use of lanthanum compounds have a synergistic effect against all the pathogenic

bacteria studied in the research.
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