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Santrumpos

AFM — atominés jégos mikroskopija;

AgNDs — sidabro nanodalelés;

aps/min — apsisukimai per minutg;

DLS — dinamings Sviesos sklaida;

EDX — energijos dispersiné rentgeno spektroskopija;

FTIR — infraraudonyjy spinduliy spektroskopija;

YPD — mieliy ekstrakto-peptono-dekstrozés mitybiné terp¢;
KFV — kolonijas formuojantys vienetai;

LB — Luria — Bertani mitybiné terpé;

MIK — minimali inhibiciné koncentracija,;

NDs — nanodalelés;

OT — optinis tankis;

PBS — fosfatinis buferinis tirpalas;

ROS - aktyviosios deguonies formos (angl. reactive oxygen species);
SEM - skenuojanti elektroniné mikroskopija;

TEM — transmisiné elektroniné mikroskopija;

UV — ultravioletiniai spinduliai;

XRD — rentgeno spinduliy difrakcija.



IVADAS

Did¢jantis bakterijy ir mieliy sukeliamy odos infekcijy skai¢ius bei augantis
mikroorganizmy atsparumas antimikrobinéms medziagoms yra susiripinimg keliancios
problemos, kurios skatina mokslininkus ieSkoti naujy efektyviy antimikrobiniy junginiy (Liu et
al., 2015). Jau nuo seny laiky yra zinoma apie tam tikry metaly, pavyzdziui sidabro,
antimikrobinj poveikj, todél metaly nanodalelés gali tapti viena iS alternatyvy dabar
naudojamiems antimikrobiniams preparatams. Tarp metaly nanodaleliy, sidabro nanodalelés
pasizymi vienomis geriausiy antimikrobiniy savybiy (Dakal et al., 2016). Sidabro nanodaleliy
(AgNDs) antimikrobinés savybés priklauso nuo jy dydzio, pavirSiaus modifikacijy ir
mikroorganizmo, kuris yra veikiamas, rusies (Lara et al., 2011). PrieSingai nei antibiotikai,
sidabro nanodalelés pasizymi kompleksiniu veikimu prie§ mikroorganizmus, todél Siems yra
sunkiau jgyti atsparumo mechanizmus (Slavin et al., 2017).

Siuo metu pagrindiniai metodai metaly, tarp kuriy ir sidabro, nanodaleléms gauti
yra cheminiai ir fizikiniai, taciau Sie metodai yra brangiis, reikalauja dideliy energijos sanaudy
ir nedraugiski aplinkai (Wiley et al., 2005). Dél Sios priezasties mokslininkai yra susidoméje
biologine AgNDy sinteze, kaip ekonomiska, aplinka tausojancia alternatyva, kadangi Siam
metodui atlikti nereikia auks$ty temperatiiry, o proceso metu nesusidaro toksinés atliekos.
Biologinei sintezei atlikti galima pasitelkti augalus ir mikroorganizmus. Nustacius optimalias
salygas lasteliy augimui ir fermento aktyvumui, jvertinus optimalias reakcijos salygas,
biologiné sintezé tampa nesudétingu metodu, leidZianciu gauti itin stabilias AgNDs (Iravani et
al., 2014).

Siame darbe analizuojamas Geobacillus sp. genties bakterijy indukuotos sintezés
biidu gauty AgNDy antimikrobinis poveikis prie§ odos patogenus: Candida lusitaniae,
C. guilliermondii mieles, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas
aeruginosa bakterijas. Taip pat nustatomas ir AgNDy poveikis pries C. lusitaniae pseudohify
forma, kuri pasizymi didesniu atsparumu prieSgrybelinei terapijai. Be to, $io darbo metu
nustatytas sinergistinis AgNDy ir elektroporacijos poveikis C. lusitaniae ir C. guilliermondii

mieliy Igsteléms.



Darbo tikslas: nustatyti biosintezés btidu gauty sidabro nanodaleliy (Geobacillus sp. 18, 25,
95, 612) antimikrobinj poveikj prie§ medicinis§kai svarbius mikroorganizmus (Candida
lusitaniae, C. guilliermondii, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas

aeruginosa).

Darbo uzdaviniai:
1. Nustatyti keturiy Geobacillus sp. kamieny sintetinamy AgNDy MIK;
2. Nustatyti, kurios i§ keturiy Geobacillus sp. kamieny sintetinamos AgNDs stabdo
C. lusitaniae, C guilliermondii, S. aureus, S. pyogenes, P. aeruginosa augima;
3. Jvertinti Geobacillus sp. sintetinamy AgNDy antimikrobinio poveikio prie§ odos
patogenus dinamika,;
4. Nustatyti AgNDy ir elektroporacijos sinergistinj poveikj C. lusitaniae ir

C. guilliermondii mieliy Igsteléms.



1. Literatiiros apzvalga
1.1.0dos mikrobiota

Oda — didziausias Zmogaus organas, kuris yra kolonizuotas mikroorganizmais:
bakterijomis, grybeliais ir virusais. Sie mikroorganizmai sudaro odos mikrobiota, kuri sudaro
fizinj barjerg, apsaugantj Zmogaus organizma nuo patogeny (Scharschmidt ir Fischbach, 2013).
Zmogaus odos sritys gali biiti suskirstytos pagal jy fiziologines savybes, tai yra, ar jos yra
riebaluotos, drégnos ar sausos. Mikrobiotos sudéties tyrimai skirtingose odos srityse vertingi
odos sutrikimy, kurie daZznai pasireiSkia tam tikrose specifinése odos srityse, pavyzdziui,
egzema pasireiskia alkiinés vidingje dalyje, o zZvyneliné — iSoringje, etiologijos supratimui
(Kong et al., 2012).

Mikrobinés bendruomenés sudétis daugiausiai priklauso nuo odos srities fiziologijos.
Mikroorganizmy jvairové skirtingose odos srityse pateikta (1.1. pav.). Riebaluotose odos
srityse dominuoja lipofilinés Propionibacterium rtsys, tuo tarpu drégnose odos srityse, tokiose
kaip alktinés ir pédos, dominuoja Staphylococcus ir Corynebacterium risiy bakterijos (Oh et
al., 2014). Skirtingai nei bakterijy atveju, grybeliy bendruomenés sudétis buvo panasi visose
liemens srityse, nepriklausomai nuo odos fiziologijos. Sioje kiino odos srityje dominuoja
Malassezia genties grybeliai. PrieSingai liemens srities atveju, pédos kolonizuotos didesne
jvairove  grybeliy  rasiy:  Malassezia spp.,  Aspergillus spp.,  Cryptococcus spp.,
Rhodotorula spp., Epicoccum spp. ir kitomis (Findley et al., 2013). Bakterijos gausiausiai
kolonizuoja jvairias odos sritis, o grybeliai kolonizuoja maziau, net ir atsizvelgus ] tai, kad
pédose jy jvairové didZiausia. [lgalaikiai mikrobiotos tyrimai parodé, kad odos mikroorganizmy
bendruomené iSlicka pakankamai stabili stebint ja dvejus metus, net ir esant aplinkos
poky¢iams (Oh et al., 2016). Tyrimy duomenimis, riebaluotose odos srityse bakterinés ir
grybelinés bendruomenés yra stabiliausios, o pédy srityje — maZziausiai stabilios (Hannigan et
al., 2015).
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1.1. pav. Odos mikrobiotos sudéties pasiskirstymas skirtingose kiino odos srityse. ISskiriamos keturios
odos sritys, reprezentuojancios skirtingas odos fiziologijas: kakta (riebaluota), alkiinés vidiné sritis
(drégna), dilbis (sausa) ir pédos (pagal Byrd et al., 2018).

Oda turi zenkliai maziau maistiniy medziagy, nei jomis turtingiausia Zmogaus
organizmo dalis — zarnynas. Kad galéty iSgyventi tokioje vésioje, rugstingje ir sausoje
aplinkoje, odos mikrobiotos gyventojai prisitaiké utilizuoti maistinius Saltinius, kuriy yra
prakaite, odos iSskiriamuose riebaluose ir raginiame odos sluoksnyje. PavyzdZiui,
fakultatyvinis anaerobas Propionibacterium acnes gali klestéti anoksinése riebalinése liaukose,
naudodamas proteazes, kad i$ odos baltymy galéty gauti aminortigsties arginino (Holland et al.,
1979), ir lipazes, kad degraduoty odos riebaly trigliceridus (Bruggemann et al., 2004). Veido
srities méginiuose, riebaly kiekis skruostuose tiesiogiai koreliavo su Propionibacterium spp.
gausa (Mukherjee et al., 2016). Auksotrofiniai Malassezia ir Corynebacterium genciy atstovai
patys negali gamintis lipidy, todél Sie taip pat prisitaiké utilizuoti odos lipidus. Skaidydami
lipidus, Corynebacterium bakterijy genties atstovai gamina ragstis, kuriomis gaubia savo
lasteliy pavirsiy. Staphylococcus spp. taip pat turi jvairias strategijas, leidziancias iSgyventi ant
odos paviriaus. Sios bakterijos yra halotolerantinés ir geba utilizuoti prakaite esanéig uréja
kaip azoto Saltinj. Kolonizacijos skatinimui, jvairios Staphylococcus spp. riiSys gali gaminti
adherinus, kurie skatina prisitvirtinima prie odos pavirsiaus, ir proteazes, kurios leidzia pasiimti
maistiniy medZziagy is raginio odos sluoksnio (Scharschmidt ir Fischbach, 2013). Apibendrinus,
odos gyventojai yra heterogeniné mikroorganizmy grupe, kuriy kiekvienas turi prisitaikyti, kad

galéty iSgyventi ant odos (Byrd et al., 2018).



1.2.0dos patogenai

Mikrobiotos nariy tarpusavio sgveika formuoja mikrobing bendruomene odoje ir
apsaugo nuo patogeniniy bakterijy kolonizacijos. Sis reiskinys vadinamas ,,atsparumas
kolonizacijai* (Buffie ir Pamer, 2013). Taciau esant tam tikroms sglygoms, bakterijos, kurios
yra naudingos Seimininkui, gali tapti jam patogeninés. Dauguma odos ligy yra siejamos su
mikrobiotos pakitimais — disbioze (lebba et al., 2016). Disbiozé daznai yra skatinama jprasty
komensaliniy riisiy. Manoma, kad tiek reti, tiek dazni odos sutrikimai atsiranda d¢l atskiry riisiy
ir dél poky¢iy mikrobinéje bendruomengje (Byrd et al., 2018).

Staphylococcus aureus yra viena dazniausiy odos infekcijy sukéléjy (de Kraker et
al., 2013). S. aureus yra gramteigiama, koko formos bakterija, priklausanti Firmicutes tipui.
Iprastai, $i bakterija yra mikrobiotos dalis, dazniausiai randama virSutiniuose kvépavimo
takuose ir ant odos. Nors S. aureus yra komensalinis Zzmogaus mikrobiotos mikroorganizmas,
atsiradus odos pazeidimams ar mikrobiotos pakitimams, $i bakterija gali tapti oportunistiniu
patogenu, sukelian¢iu odos infekcijas, tokias kaip abscesas (Masalha et al., 2001). Apie 50—
60 % individy laikinai arba visam laikui yra kolonizuoti S. aureus, todé¢l yra gan didele Sios
bakterijos sukeliamy infekcijy rizika (Wertheim et al., 2005). Be to, jog §i bakterija yra itin
paplitusi pasaulyje, S.aureus pasizymi gebéjimu jgyti atsparumg antibiotikams. S. aureus
atsparumas antibiotikams pasieké epidemijos lygj (Chambers ir Deleo, 2010).

Kitas odos ligy sukéléjas yra Streptococcus pyogenes. S.pyogenes yra
gramteigiama koko formos bakterija, priklausanti Firmicutes tipui. Nepaisant riboto paplitimo,
lyginant su kitais patogenais, daugybé infekcijy, kurias sukelia S. pyogenes, yra mirtinos
(Walker et al., 2014). S. pyogenes jprastai kolonizuoja pacienty gerkles ar oda. Streptokoky
sukeliamos infekcijos gali buti tiek lokalios, pavyzdZiui, tonzilitas ar faringitas, tiek invazings,
pavyzdziui, nekrozuojantis fascitas (Cunningham, 2000). Vis dazniau yra praneSama apie
vaistams atsparius S. pyogenes kamienus visame pasaulyje (Walker, 2015).

Dar vienas daZznas odos ligy sukéléjas yra Pseudomonas aeruginosa.
P. aeruginosa yra gramneigiama lazdelés formos bakterija, priklausanti Proteobacteria tipui.
P. aeruginosa daznai siejama su oportunistinémis odos infekcijomis, taciau taip pat randama ir
sveikuose pacientuose. P. aeruginosa sukelia tiek lokalias odos ligas, tiek sistemines gyvybei
pavojingas ligas. Daugumai Sio patogeno sukeliamy infekcijy budingi aiskiis simptomai (Wu
et al., 2011). Tarp infekcijy, sukeliamy gramneigiamy lazdeliy, P.aeruginosa jy sukelia

daugiausiai, ypac¢ sunkiai sergantiems ar imunokompresiniams pacientams (EI Zowalaty et al.,
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2015). Sio patogeno atsparumas antimikrobinéms medZiagoms Zenkliai susiaurina
P. aeruginosa bakterijos sukeliamy ligy gydyma (Fujii et al., 2014).

Nors ir grybeliai yra dalis komensalinés odos mikrobiotos, kai kurios rasys taip
pat yra ir patogeninés. Skai¢iuojama, kad apie 20-25 % zmoniy populiacijos pasaulyje yra
paveikti grybeliniy odos infekcijy (Havlickova et al., 2008). Grybeliniai odos patogenai gali
buti suskirstyti j dvi grupes: dermatofitai ir mielés, kurioms priklauso Candida genties riisys.
Tarp 200 zinomy Candida rasiy, tik kelios, pvz., C. tropicalis, C. parapsilosis, C. orthopsilosis,
C. lusitaniae ir C. guilliermondii gali tapti patogeninés (Findley et al., 2013; Mohandas ir
Ballal, 2011). C. albicans yra Candida rusis, kuri dazniausiai siejama su simptominémis odos
infekcijomis (Havlickova et al., 2008). Dazniausi Candida odos infekcijy simptomai yra odos
sustoréjimas ir raudoné (Kashem ir Kaplan, 2016).

Keletas fiziniy ir imunologiniy faktoriy skatina Candida odos infekcijas. Candida
teikia pirmenybe¢ uzdaroms odos sritims, kur kaupiasi drégmeé ir CO2, o oda nuolat patiria trintj
(Allen ir King, 1978). Pavyzdziui, tokios sglygos atsiranda naujagimiuose, dévinCiuose
sauskelnes, kur padidéjusio pH ir 1§ iSmaty atsirandanciy lipaziy ir proteaziy kombinacija
dazniausiai priveda prie antriniy Candida infekcijy, kurias sukelia vir§kinamojo trakto
C. albicans, kurios baigiasi sauskelniy dermatitu (Bonifaz et al., 2016). Pasikartojan¢ios
Candida sukeliamos odos ir gleiviniy pavir$iaus infekcijos siejamos su chronine gleivinés
kandidoze, kuri dazniausiai pasireiSkia zmonéms su jgimtu ar jgytu imunodeficitu (Kashem ir
Kaplan, 2016), po gydymo antibiotikais ar suzalojimais, kurie priklauso nuo individualiy
rizikos veiksniy, priklausomai nuo epitelio pavirSiaus (Hofs et al., 2016). Padidéjusi Candida
kolonizacija taip pat siejama su kitais odos sutrikimais, pavyzdziui, atopiniu dermatitu ir

zvyneline (Taheri Sarvtin et al., 2014).

1.3. Mikrobiotos saveika su patogenais

Mikroorganizmy bendruomenés sudétis, stabilumas ir funkcijos yra palaikomos
Seimininko faktoriais bei sgveikomis tarp §iy mikroorganizmy. Mikroorganizmai gali veikti
konkurencingai, kad pasalinty vieni kitus, arba prieSingai, sinergistiskai, dé¢l abipusés naudos.
Mikrobiotos nariy tarpusavio sgveika formuoja mikrobing bendruomeng odoje ir apsaugo nuo
patogeniniy bakterijy kolonizacijos. Sis reiskinys vadinamas ,,atsparumas kolonizacijai*
(Buffie ir Pamer, 2013). Odos atveju, Staphylococcus aureus yra vienas pagrindiniy atsparumo
kolonizacijai tyrimy objekty. S. aureus kolonizuoja trecdalio populiacijos nosies $nerves, o0 jo
buvimas yra siejamas su didele infekcijy rizika (Weidenmaier et al., 2012).
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Kadangi S. aureus bakterijos daznai turi atsparumg antibiotikams (Miller, 2010),
o vakcinos kiirimas parodé zemg efektyvuma (Jansen et al., 2013), alternatyvios bakterijos
Salinimo strategijos, ypac tos, kurios susijusios su komensaliniais mikroorganizmais, yra
aktyviai tiriamos (Pamer, 2016). Pirmasis mikroorganizmas, kuris buvo identifikuotas kaip
inhibuojantis S. aureus biopléveliy formavimasi odoje, buvo S. epidermidis kamienai, kurie
i§skiria serino proteazes (Ling et al., 2015). Sios proteazés suardo S. aureus baltymus, kurie yra
itin svarbiis bioplévelés formavimuisi ir adhezijai prie Seimininko epitelio (Sugimoto et al.,
2013). Kai proteaziy aktyvumas buvo derinamas su antimikrobiniu B-defensino aktyvumu,
atsiradgs baktericidinis aktyvumas buvo pakankamas, kad sunaikinty bioplévelése esantj

S. aureus (1.2. pav.) (Iwase et al., 2010).

Propionibacterium
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1.2. pav. Odos komensaly sgveika su Staphylococcus aureus. Odoje identifikuotos daugelis sgveiky tarp
mikroorganizmy ir Seimininko. Antibiotikai, kuriuos gamina koaguliazei neigiamas S. lugdunensis
stabdo S. aureus kolonizacijg. S. epidermidis slopina S. aureus biopléveliy formavimasi gamindamas
serino proteazes (Esp). Be to, S. epidermidis skatina keratinocitus gaminti antimikrobinius peptidus,
kurie efektyviai nuzudo S. aureus. S. hominis gaminamy lantibiotiky sinergistinis poveikis su zmogaus
antimikrobiniu pepridu sumazina S. aureus kolonizacija. PrieSingai S.aureus inhibicijai,
Propionibacterium acnes gamina molekules, kurios skatina S.aureus agregacijg ir bioplévelés
formavimasi (pagal Byrd et al., 2018).
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Kitas odos mikroorganizmas, kontroliuojantis S.aureus augimg, yra
S. lugdunensis. Sis mikroorganizmas inhibuoja S. aureus augima gamindamas antibiotika
lugduning (1.2. pav.) (Zipperer et al., 2016). Tyrimai rodo, kad net po daugelio generacijy,
S.aureus nejgavo atsparumo lugduninui ar i§vengé serino proteaziy degradacijos. Sis
atsparumo trukumas yra rySkus kontrastas nuo tradiciniy antibiotiky, kuriems mikroorganizmas
lgaves atsparumg ir pabrézia, kad nattiraliai mikrobiotos ir odos iSskiriami junginiai gali biiti
dar veiksmingesné priemoné, stabdantj oportunistiniy patogeny augima (Byrd et al., 2018).

Koaguliazei neigiami Staphylococcus spp., S. epidermidis ir S. hominis
produkuoja lantibiotikus, kurie sinergistiskai veikia su zmogaus antimikrobiniu peptidu
katelicidinu ir inhibuoja S. aureus augima. Lantibiotikus gaminanc¢iy kamieny maziau randama
atopinio dermatito pacientuose, kurie yra daZznai kolonizuojami S. aureus. Vietin¢ Sias
antimikrobines medziagas iSskirian¢iy kamieny terapija sumazino S. aureus kolonizacija
atopinio dermatito pacientuose, todél tai gali tapti potencialia probiotine gydymo strategija
(Nakatsuji et al., 2017).

Patogeninio mikroorganizmo eliminavimas néra vienintelé apsaugos nuo
infekcijy strategija. In vitro tyrimuose S. aureus pakeité virulenting formg j komensaling, kai
kartu buvo komensaliné Corynebacterium striatum. Sis S. aureus elgesio pakeitimas atveria
terapeuting galimybe ne zudyti patogena, o pakeisti jo elgesj (Ramsey et al., 2016).

Ne visi mikroorganizmai slopina S. aureus augimg. PrieSingai, i$siaiskinta, kad
kai kurios Propionibacterium genties rasys skatina S.aureus agregacija ir biopléveliy
formavimasi, priklausomai nuo jy kiekio, augimo fazés ir pH (1.2. pav.) (Wollenberg et al.,
2014).

Taip pat yra pavyzdziy sgveiky tarp kity mikroorganizmy. Corynebacterium
accolens modifkuoja vieting odos aplinka, inhibuodama oportunistinio patogeno Streptococcus
pneumoniae augima. Sis atsakas yra priklausomas nuo C. accolens lipaziy aktyvumo, dél kurio
1§ odos pavirsiuje esanciy trigliceridy iSlaisvinamos antibakterinémis savybémis pasiZymincios

riebiosios rugstys (Bomar et al., 2016).

1.4. Bakterijy atsparumas antibiotikams

Neabejotinai antibiotikai yra vienas i§ svarbiausiy Zmonijos atradimy, siekiant
kovoti su infekcijomis ir mikroorganizmais, i§gelbéjes milijonus zmoniy gyvybiy (Levy, 1992).

Nuo jy atradimo pradZzios, jy jvairové didéjo. XX a. viduryje antibiotikai buvo jvardijami kaip
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»stebuklingi vaistai, nes tuo metu vyravo optimistinis jsitikinimas, kad vartojant juos ilgainiui
bus pamirstos uzkre¢iamosios ligos (Aminov, 2010).

Did¢jantis antibiotiky poreikis jvairiuose sektoriuose sumazino antibiotiky kaing,
o kartu ir padidino jy vartojimg. Masiskas ir neatsakingas antibiotiky vartojimas tapo labai
svarbia atspariy kamieny atsiradimo priezastimi (Chopra et al., 2002). Siuo metu pagrindinis
budas kovoti su ligomis, kurias sukelia antibiotikams atsparios bakterijos, yra modifikuoti
esamus antibiotikus, iSvengiant atsiradusio atsparumo mechanizmo (Davies ir Davies, 2010).
Atsparumas antibiotikams atsiranda labai greitai, todél tai kelig didelj susirtipinimg (Levy,
1998). Laikoma, kad atsparumas antibiotikams issivysto tada, kai vaistas netenka gebéjimo
efektyviai slopinti bakterijy augimo. Bakterijos tampa atsparios antibiotikui ir gali daugintis
esant terapeutinéms antibiotiko koncentracijoms. Iprastai, antibiotikai yra efektyviis prie§
bakterijas, bet kai mikrobai tampa jiems maziau jautriis arba atspards, reikia didesniy nei jprasta
vaisto koncentracijy, kad jis biity efektyvus (Levy, 1997).

Bakterijos turi jrankius, leidziancius atsirasti atsparumui vaistui. 1.1. lenteléje
pateikti skirtingi atsparumo mechanizmai dazniausiai vartojamiems vaistams. Atsparumo
procesai atsiranda dél geny mutacijy (Brown ir Laxminarayana, 2001). Natdrali atranka néra
vienintelis biidas atsparumo vystymuisi, kadangi bakterijos geba tiesiogiai perkelti geneting
medziagg tarpusavyje, perduodant viena kitai plazmides su mutavusiais genais, taip didéjant
atspariy bakterijy skaiciui (Lowy, 2003). Pastebéta, jog atsparumo antibiotikams lygis tiesiogiai
koreliuoja su antibiotiko vartojimo lygiu (Goossens et al., 2005). Atsparumas antibiotikui taip
pat gali atsirasti, jei vartotojai baigia vartoti antibiotikus anksc¢iau, nei paskirtas kursas. Taip
licka nepaveikty bakterijy, kurios gali tapti atsparesnés antibiotikui (Levy, 1997). llgainiui,
bakterijy kamienai ar riiSys gali jgyti daugybinius atsparumus skirtingoms antibiotiky klaséms
(PSO, 2001). Atsparumas vieno tipo antibiotikui nebiitinai reiskia, kad bakterijos bus atsparios
tik tam antibiotikui, jos gali buti atsparios ir kitiems tos klasés vaistams, kurie struktiriskai yra
panasis, pavyzdziui, dél atsparumo tetraciklinui, bakterijos gali bati atsparios ir

oksitetraciklinui, chlortetraciklinui, doksiciklinui ir minociklinui (Chopra ir Roberts, 2001).

14



1.1. lentelé. Atsparumo mechanizmai dazniausiai vartojamiems antibiotikams

Antibiotiky Pavyzdziai Atsparumo mechanizmai

klasé

P-laktamai Penicilinai, cefalosporinali, Hidrolizé, efliuksas, taikinio
monobaktamai pakeitimas

Aminoglikozidai | Gentamicinas, streptomicinas, Fosforilinimas, acetilinimas,
spektinomicinas efluksas, taikinio pakeitimas

Glikopeptidali Vankomicinas, teikoplaninas Pakeiciama peptidoglikano sintezé

Tetraciklinai Minociklinas, tigeciklinas Monoksigenacija, efliuksas, taikinio

pakeitimas
Makrolidai Eritromicinas, azitromicinas Hidrolize, glikozilinimas,

fosforilinimas, efliuksas, taikinio

pakeitimas
Fenikoliai Chloramfenikolis Acetilinimas, efliuksas, taikinio
pakeitimas
Sulfonamidai Sulfametoksazolas Efliuksas, taikinio pakeitimas
Rifamicinai Rifampinas ADP-ribozilinimas, efliuksas,

taikinio pakeitimas

Lipopeptidai Daptomicinas Taikinio pakeitimas
Katijoniniai Kolistinas Taikinio pakeitimas, efliuksas
peptidai

1.5. Mieliy atsparumas prieSgrybeliniams junginiams

Nors ir atsparumo prieSgrybeliniams vaistams lygis néra toks didelis, kaip
bakterijy atsparumas skirtingiems antibiotikams, grybeliy atsparumas prieSgrybelinéms
medziagoms kelia didelj susiripinimg mokslininkams ir gydytojams. Invaziniy grybeliniy
infekcijy gydymas yra limituotas, nes pacientai, esantys didZiausioje rizikos grup¢je, daznai
turi ir kity ligy ar sutrikimy, tokiy kaip imunosupresija, kurie gali sumaZinti terapijos
efektyvuma net ir nesant atsparumo vaistui. Be jokios abejonés yra reikalingos naujos gydymo
strategijos, kadangi susiriipinimg kelia ne tik didéjantis atsparumas prieSgrybeliniams vaistams,
bet ir jy nepageidaujami Salutiniai poveikiai ir toksiSkumas pacientui, kurie taip pat mazina

terapijos efektyvuma (Wiederhold, 2017).
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Atsparumas prieSgrybelinéms medziagoms gali biti pirminis arba antrinis.
Pirminis atsparumas reiskia, jog grybelio atsparumas vaistui atsiranda dar pries poveikj vaistu,
pavyzdziui, Candida krusei yra nattiraliai atsparus flukonazolui, o Cryptococcus neoformans
yra atsparus echinokandinui (White et al., 1998). Antrinis atsparumas prieSgrybelinéms
medziagoms gali atsirasti po poveikio Siais vaistais, pavyzdziui, ne C. albicans izoliaty ir
Aspergillus fumigatus atsparumas azolui ir C. glabrata atsparumas echinokandinui
(Vallabhaneni et al., 2015; Verweij et al., 2016) Kai kurios grybeliy rii§ys yra atsparios tam

tikriems vaistams, pavyzdziui, Grybelio faktoriai:

C. lusitaniae atsparumas amfotericinui B, e vaisto kaupimo mazinimas Iastelés viduje
o kai kurios ragys turi mikrobiologinj e vaisto afiniSkumo mazinimas jo taikiniui
o e metabolizmo pokyciai kaip atsakas j vaisto
atsparumg visiems klini$kai naudojamiems poveikj
prieSgybeliniams preparatams, pavyzdZziui, o Iastelés atsakas j stresa
e Dbiopléveliy formavimasis

Lomentospora prolificans ir Fusarium | . = D
Seimininko faktoriai:

solani (Lackner et al., 2014; Walsh et al., e imunosupresija
2004). Taip pat atsiranda naujy rasiy, e infekcijos vieta
kurios pasizymi atsparumu skirtingoms *  Infekeljos sunkumas

pasizy P & e gydymo pradzia
prieSgrybeliniy ~ medziagy  klaséms, | Su vaistais susije faktoriai:
pavyzdziui, C.auris (Lockhart et al., * vaisto rtsis

. . e dozé

2017). Faktoriai, lemiantys atsparuma e farmakokinetika
prieSgrybelinéms medZiagoms, pateikti e sgveikos su kitais vaistai

1.3. pav. Aplinkos veiksniai

1.3. pav. Pagrindiniai faktoriai, lemiantys atsparumo
priesgrybelinéms medZiagoms atsiradima (pagal Pai
etal., 2018).

1.6. Alternatyvy antibiotikams paieSka

Infekcijy, kurias sukelia antibiotikams atspartis bakterijy kamienai, gydymas Siuo
metu yra viena sunkiausiai valdomy sveikatos problemy pasaulyje. Atspariy patogeny
sukeliamos infekcijos pasizymi aukStu mirtingumu ir sukelia dideles sveikatos priezitiros
kainas (Carlet et al., 2011). Dar visai neseniai antibiotikai buvo naudojami i$skirtinai Zzmoniy
ligy gydymui, taciau dabar jie naudojami ir kituose sektoriuose (Zemés tikio, maisto pramonése,
veterinarijoje), kas zenkliai didina atsparumo antibiotikams problematikg (Radhouani et al.,
2014). Si stipréjanti problema priverdia ieskoti naujy alternatyviy metody, kurie galéty
kontroliuoti antibiotikams atspariy bakterijy kamieny sukeliamas ligas (de Castro et al., 2014).
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Mokslininky grupés visame pasaulyje iesko naujy antimikrobiniy medziagy i$
skirtingy Saltiniy — tiek biologiniy, tokiy kaip mikroorganizmai, augalai ir gyvinai, tiek
nebiologiniy. Tyrimai rodo, kad dél konkurencingo gyvenimo mikroaplinkoje i8
mikroorganizmy iSgaunamos medziagos yra vienos efektyviausiy (De Souza Candido et al.,
2014; Roy et al., 2013). Tarp istirty alternatyvy antibiotikams yra i§ augaly i§gautos medziagos
(Savoia, 2012), bakteriofagai ir fagy lizinai (Burrowes et al., 2011), RNR paremta terapija (Kole
et al., 2012), probiotikai (Shanahan, 2010) ir i$ jvairiy Saltiniy i$skirti antimikrobiniai peptidai
(Li et al., 2012). Tarp potencialiy antimikrobiniy agenty yra i$skiriamos ir metaly nanodalelés,
kurios pasizymi geromis antimikrobinémis savybémis (Slavin et al., 2017).

Metaly nanodalelés, kurios daugelio atlikty tyrimy metu pademonstravo stipry
antibakterinj aktyvumg, yra vienos perspektyviausiy antimikrobiniy medziagy. Vyrauja
hipotez¢, jog antibakterinés nanodaleliy savybés turi potencialo sumazinti arba paSalinti
atspariy bakterijy evoliucija, kadangi nanodalelés turi kompleksinj veikimg prie§
mikroorganizmus, tokiu biidu i§vengiant atspariy kamieny vystymosi (Slavin et al., 2017).

Didelis nanodaleliy pavirsiaus plotas, palyginus su jy tiiriu, leidZia joms glaudziai
sgveikauti su mikroorganizmy membranomis. Galimybé modifikuoti nanodaleliy pavirSiy
leidzia kurti dar efektyvesnius antibakterinius agentus. Per paskutinj deSimtmetj tradicinés bei
biogeninés nanodalelés susilauké visame pasaulyje daugiau démesio dél inovatyvumo kovojant
su didé¢janciu atsparumu antimikrobinéms medZiagoms. Metaly nanodalelés pasiZymi
sinergistiniu poveikiu su $iuo metu taikoma antimikrobine terapija, todél galima maZinti jy
koncentracijas ir taip apeiti atsparumo ir Salutinio poveikio problemas (Gupta et al., 2016).

Keletas metaly, metaly oksidy, metaly halogenidy ir metaly junginiy nanodaleliy
formy buvo aprasytos kaip turinCios antimikrobinj aktyvumg (Beyth et al., 2015). Tai
nanodalelés, turin¢ios Ag, Au, Zn, Cu, Ti, Mg, Ni, Ce, Se, Al, Cd, Y, Pd ir Fe. Tarp metaly
nanodaleliy, aukso nanodalelés pasizymi vidutinémis antibakterinémis savybémis, nebent jy
pavirSius yra modifikuojamas. Sidabro nanodalelés pasizymi geriausiomis savybémis prie§
bakterines infekcijas (Dakal et al., 2016). Al>Os nanodalelés paskatina horizontalig geny
pernasa bakterijose, 0 tai didina atsparuma antibiotikams (Ansari et al., 2014). Aukstas CuO
nanodaleliy toksiSkumas sukelia oksidacinius pazeidimus, o ZnO ir TiO2 nanodaleliy
sukeliamos DNR pazaidos riboja $iy nanodaleliy efektyvumg. Nepaisant to, nanodalelés gali
tapti alternatyviu antimikrobiniu metodu kovai su biopléveliy formavimusi ir sunkiy bakteriniy
infekcijy gydymui (Oktar et al., 2015). Nanodaleliy sukeliamas mikroby pasalinimas gali biiti

mikrobiocidinis, kai nanodalelés yra atsakingos uz mikroorganizmo nuzudyma, arba
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mikrobiostatinis, kai bakterijy augimas yra sustabdomas, metaboliné veikla yra nutraukiama,

taip sustiprinant Seimininko imunings sistemos potencialg nuzudyti patogenus (Hemeg, 2017).

1.7. Sidabro nanodaleliy antimikrobinio veikimo mechanizmas

Sidabro nanodalelés (AgNDs) pasizymi

kompleksiniu  veikimu pries

mikroorganizmus (1.4. pav.). Nanodaleliy toksiskumas taip pat priklauso nuo jy kompozicijos,

dydzio, pavirSiaus modifikacijy, vidiniy savybiy ir mikroorganizmo, kuris yra veikiamas, riiSies

(Laraet al., 2011).

A AgNPs anchor to bacterial cell wall and consequently infiltrate it
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1.4. pav. Antibakterinis AgNDy poveikis. A AgNDs gali prisitvirtinti prie bakterinés lgstelés sienelés ir
i ja jsiskverbti. Sis veiksmas gali sukelti membranos paZzeidimus ir lastelés turinio nutekéjima. Be to
AgNDs arba Ag* gali prisijungti prie lastelés sieneléje esanéiy baltymy, kurie yra susije su
transmembraninés ATP gamyba. B AgNDs gali patekti j Iastelés vidy, o tada AgNDs ir i jy isleisti Ag*
gali sgveikauti su lgstelés struktiiriniais elementais ir biomolekulémis, pavyzdZziui, baltymais,
fermentais, lipidais ir DNR. Padidéjes ROS kiekis lemia panasy j apoptoze atsaka, lipidy peroksidacija
ir DNR pazaidas. C AgNDs gali iSleisti Ag* lastelés viduje bei iSoréje, o Sie gali sgveikauti su baltymais

ir fermentais (pagal Qing et al., 2018)).

Nanodaleliy dydis yra vienas svarbiausiy veiksniy, lemianciy jy efektyvuma pries

mikroorganizmus. AgNDs, turincios didesnj pavirSiaus plota, gali geriau kontaktuoti su
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mikroorganizmais (Rai et al., 2009). Priklausomai nuo jy dydzio, nanodalelés gali pereiti pro
lastelés membranas arba prisitvirtinti prie jy pavirSiaus. Jos yra itin toksinés bakteriniams
kamienams, o jy efektyvumas didéja mazéjant jy dydziui (Agnihotri et al.,2014).

Auksta antibakterinj aktyvumg lemia sidabro katijony (Ag") i§leidimas i§ AgNDy
(Priyadarshini et al., 2013). Ag"* j bakterijas patenka pro Igstelés sienelg, todél Igstelés sienelé
triksta, denatiiruoja baltymai ir iStinka mikroorganizmy mirtis. Kadangi Ag" yra jkrauti
teigiamai ir yra zenkliai mazesni uz AgNDs, jie lengvai gali sgveikauti su bakterijy lastelése
esanCiomis elektronais turtingomis biomolekulémis, turinCiomis sieros, fosforo arba azoto.
Ag’, isleisti i§ AgNDy, gali jsiskverbti j tokius bakterinés Igstelés komponentus kaip
peptidoglikanas, DNR ir baltymai, ir tokiu budu sutrukdyti jy tolimesne replikacija. Ag"
prisitvirtina prie bakteriniy baltymy ir taip stabdo jy gyvybines funkcijas (Ma et al., 2011).
Mikroorganizmy lasteliy sienelése AgNDs formuoja duobutes, pereina | bakterinés lastelés
vidy, kur gali buiti kaupiamos, 0 tai sukelia bakteriniy lasteliy mirtj (Dibrov et al., 2002).

Vienas i$ pagrindiniy AgNDy veikimo mechanizmy, stabdan¢iy mikroby augima,
AgNDy gebg¢jimas skatinti laisvyjy radikaly (ROS) gamyba, kas buvo patvirtinta ir AgNDy
elektrony sukinio rezonansu (ESR) (Kim et al., 2007). ROS gamyba yra gana akivaizdi, kadangi
gyvosiose sistemose jie gali atakuoti membrany lipidus, po ko seka membrany disociacija,
pazeidimai ir galiausiai mikroby augimo slopinimas (Mendis et al., 2005). Atsirandanciy ROS
pavyzdziai buty superoksidas (O2), hidroksilas (‘OH), peroksidai (RCOO) ir vandenilio
peroksidas (H20) (Gulcin, 2012). Besigaminantys ROS gali iSardyti membranas ir paZeisti jy
pralaiduma. Mikroorganizmy augimo slopinimas atsiranda dél elektrostatiniy sagveiky, AgNDy
adsorbcijos ir skverbimosi pro bakterines lasteliy sieneles. Lastelés replikacija ir mikroby
vystymasis ROS aplinkoje sustoja. Taciau Sis procesas gali toliau vykti, aplinkoje esant
antioksidanty, tokiy kaip fermentai ar nefermentiniai komponentai, kurie neutralizuoja
laisvuosius radikalus (Rice-Evans et al., 1997).

AgNDy antibakterinis poveikis taip pat pasireiskia kvépavimo grandinés
fermento dehidrogenazés inaktyvavimu ir po to sekan¢ios ROS gamybos. Sie procesai slopina
lasteliy kvépavimo procesg ir augimg (Quinteros et al.,, 2016). AgNDs gali sutrikdyti
antioksidantiniy fermenty, tokiy kaip glutationo (GSH), superoksido dismutazés ir katalazés,
raiska, kas pagreitina ROS kaupimasi (Yuan et al., 2017). Padidéjes ROS kiekis lemia apoptoze,
lipidy peroksidacija ir DNR pazaidas (Korshed et al., 2016).

AgNDy saveika su ribosomomis lemia jy denattiracijg ir sukelia transliacijos ir

baltymy sintezés inhibicija. AgNDs taip pat efektyviai sgveikauja su [-galaktozidazés
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karboksilo ir tiolio grupémis, stabdo vidulastelines biologines funkcijas, kas lemia lgsteliy ziit]
(Youetal., 2012).

Tyrimais jrodyta, jog antibakterinis AgNDy poveikis prieS gramneigiamas
bakterijas yra stipresnis nei prie§ gramteigiamas. Sis fenomenas gali biti paaiskintas lasteliy
sieneliy storio skirtumu: gramteigiamy bakterijy sieneliy storis yra apie 30 nm, tuo tarpu
gramneigiamy bakterijy sieneliy storis siekia 3-4 nm (Van Der Wal et al.,, 1997). ISorinis
gramneigiamy bakterijy sluoksnis yra sudarytas i§ lipopolisacharidy, o vidinis sluoksnis —
linijiniy polisacharidy grandiniy, taip formuojant erdvinj tinklg su baltymais. AgNDs yra
kaupiamos dél traukos tarp neigiamai jkrauty polisacharidy ir silpnai teigimai jkrauty AgNDy.
Tai stabdo Iastelés sienelés replikacija (Tho et al., 2013).

1.8. Sidabro nanodaleliy aktyvumas biopléveliy formavimuisi

Bioplévelés yra mikroorganizmy bendruomenés, prisitvirtinusios prie kieto
pavirSiaus. Kai susiformuoja bioplévelés, mikroorganizmai tampa atsparesni antimikrobinéms
medziagoms, pavyzdZziui, antibiotikams, 0 tai sukelia rimtas pasekmes (Stoodley et al., 2002).
Tyrimais buvo jrodytas AgNDy aktyvumas prie§ biopléveliy formavimasi. ISanalizavus
AgNDy saveikg su Pseudomonas putida bioplévelémis, nustatyta, kad po AgNDy poveikio
bioplévelés yra suardomos (Franci et al., 2015). Du et al. (2016) tyré AgNDy aktyvuma prie$
E. coli biopléveliy formavimasi. 10 pg/ml koncentracijos AgNDs pademonstravo aktyvuma
pries biopléveliy formavimasi (Du et al., 2016).

AgNDs imobilizavus ant titano pavirSiaus galima sumazinti bakteriniy
biopléveliy formavimasi in vitro. Si modifikacija leidzia inhibuoti bakterijy adhezija ir icaAD
transkripcija. Be to, nepriklausomas imobilizuoty AgNDy aktyvumas prie§ biopléveliy
formavimasi gali apsaugoti nuo kai kuriy in vitro vykstanciy su bioplévelés formavimusi
susijusiy cikly ir sumazinti su implantais siejamy infekcijy in vivo (Qin et al., 2014). Kitame
tyrime, AgNDs buvo inkorporuotos j poruotus titano implantus. Antimikrobiniai testai parodé
stipry antimikrobinj poveikj prie§ meticilinui atsparias S. aureus, tarp kuriy buvo ir trukdymas
formuotis biopléveléms (van Hengel et al., 2017). Sie tyrimai rodo, kad implantams gali bati
suteiktas aktyvumas pries§ biopléveliy formavimasi, j juos inkorporavus AgNDs (Qing et al.,
2018).
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1.9. Sidabro nanodaleliy gavimo biidai
1.9.1. Cheminiai sidabro nanodaleliy gavimo metodai

Vienas i§ dazniausiy AgNDy sintezés biudy yra cheminé redukcija, naudojant
organinius ir neorganinius reduktorius. JvairGs reduktoriai, tokie kaip, natrio citratas,
askorbatas, natrio borohidridas (NaBHa), elementinis vandenilis, Toleno reagentai, N, N-
dimetilforminadas (DMF) ir kiti, naudojami sidabro jony (Ag") redukcijai vandeniniuose ir
nevandeniniuose tirpaluose. Sie reduktoriai redukuoja Ag* iki elementinio sidabro (AgP), kuris
aglomeruojasi j oligomerinius klasterius. Sie klasteriai toliau formuojasi iki koloidiniy sidabro
daleliy (Wiley et al., 2005). Labai svarbu naudoti apsauginius agentus, kad metaly nanodaleliy
gamybos metu jos bty stabilizuotos ir apsaugotos nuo absorbcijos ar prisijungimo prie
nanodaleliy pavirSiaus, taip iSvengiant jy aglomeracijos (Oliveira et al., 2005). Surfaktanty,
pavyzdziui, tioliy, aminy, riig§ciy ar alkoholiy, buvimas stabilizuoja daleliy augima ir apsaugo
jas nuo sedimentacijos, aglomeracijos ar pavirSiaus savybiy netekimo (Iravani et al., 2014).

Polimeriniai junginiai, tokie kaip, polivinilo alkoholis, polietilenglicerolis ir Kiti,
yra efektyvis apsauginiai agentai AgNDy stabilizavimui. Kim su kolegomis (2006) paskelbé
sferiniy kontroliuojamo dydzio AgNDy sinteze, kai naudojant poliolius ir modifikuotg pirmtaky
Ipurskimo technikg buvo gautos itin vienodo dydzio dalelés. Pirmtaky jpurSkimo technikos
metu, jpurSkimy daznis ir reakcijos temperatiira yra labai svarbus faktoriai, leidZiantys gauti
vienodos formos ir dydzio AgNDs. 17 + 2 nm dydzio AgNDs buvo gautos atliekant 2,5 ml/s
injekcijas 100 °C temperatiiroje. Pirmtaky tirpalo jpurS§kimas j karStg tirpala yra efektyvus
budas indukuoti greitag nukleacijg per trumpg laikg, uZztikrinant mazy AgNDy gamybg su
mazesniu dydzio pasiskirstymu (Kim et al., 2006).

1.9.2. Fizikiniai sidabro nanodaleliy gavimo metodai

Fizikiniai metodai pranasesni uz cheminius AgNDy gavimo biidus, nes nereikia
naudoti tirpikliy, o gaunamos AgNDs pasizymi vienodomis savybémis. Pagrindiniai fizikiniai
AgNDy gavimo biidai yra evaporacijos kondensacijos ir lazerinés abliacijos metodai.

Evaporacijos kondensacijos metodas yra paremtas sidabro garinimo ir greito
susidariusiy gary kondensavimo principu. Sidabras yra garinamas iki 1300-1400 °C jkaitintoje
atmosferinio slégio vamzdingje krosnyje (Ku ir Maynard, 2006). Atmosferinio slégio
vamzdinés krosnies naudojimas AgNDy gavimui turi trilkumy, nes vamzdiné krosnis uzima

daug vietos, sunaudoja didelius energijos kiekius, kelia aplinkos temperatiirg. Be to, reikia
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nemazai laiko, kol pasiekiamas terminis stabilumas. Jprastai vamzdinei krosniai reikia daugiau
nei keliolikos kilovaty energijos ir uztrunka keletg deSim¢iy minuciy, kol pasiekiama stabili
reikalinga temperatiira (Kmis et al., 2000; Magnusson et al., 1999).

AgNDs gali biiti gaunamos ir lazerinés abliacijos biidu, naudojant birias metalines
zaliavas tirpale (Mafune et al., 2002). Abliacijos efektyvumas ir gauty nanodaleliy savybés
priklauso nuo daugelio parametry, tokiy kaip, lazerio bangos ilgis, lazerio impulsy trukmés,
lazerio sklaidos, abliacijos trukmés ir fakto, ar skystoje terpéje yra pavirSiaus aktyviy medziagy
(Kim et al., 2005).

Palyginus su kitais AgNDy gavimo metodais, vienas svarbiausiy lazerinés
abliacijos metodo privalumas yra tas, jog tirpaluose nenaudojami cheminiai reagentai. Taigi
Siuo biidu gaminami gryni ir neuztersti metaly koloidai (Tsuji et al., 2002). Lazerinés abliacijos
metodu panaudojus 800 nm ilgio bandg ir femtosekundziy trukmés impulsus, gautos sferinés
formos 20-50 nm diametro AgNDs. Formavimosi efektyvumas ir gauty nanodaleliy dydis buvo
palygintas su dalelémis, gautomis naudojant nanosekundziy trukmés lazerio impulsus.
Rezultatai rodo, kad formavimosi efektyvumas naudojant femtosekundes yra Zenkliai maZesnis
nei naudojant nanosekundziy trukmés impulsus, taciau naudojant femtosekundziy trukmés
impulsus gaunamos vienodesnio dydzio nanodalelés. Be to, naudojant femtosekundziy trukmés
impulsus vandenyje, lazerinés abliacijos efektyvumas zenkliai mazesnis nei ore, tuo tarpu
naudojant nanosekundziy trukmés impulsus, abliacijos efektyvumas vandenyje ir ore buvo

panasus (Tsuji et al., 2003).

1.9.3. Biologiné sidabro nanodaleliy sintezé

Cheminiai ir fizikiniai metodai sidabro nanodaleliy gamybai terSia aplinka ir daug
kainuoja. Tad yra svarbu kurti naujus metodus, kuriems nebiity reikalinga brangi jranga, kurie
tausoty aplinka: taikant Siuos metodus nebiity naudojamos ar gaunamos kaip Salutiniai
produktai toksinés chemijos medziagos ir aukS$ta temperatiira. ISvardintos problemos priverté
mokslininkus ieskoti potencialo organizmuose. Nanodaleliy gamybai galima panaudoti tiek
prokariotines lgsteles, tiek eukariotus (grybus ir augalus) (Mohanpuria et al., 2008). Bakterijos
gali buti panaudotos aukso, sidabro, kadmio, cinko, magnetito ir gelezies NDy gamybai; mieliy
lastelés — sidabro, $vino ir kadmio NDs; grybai — aukso, sidabro ir kadmio NDs; dumbliai —
sidabro ir aukso NDs; augalai — sidabro, aukso, paladzio, cinko oksido, platinos ir magnetito
NDs gauti (Debaditya ir Gupta, 2005; Senapati, 2005).
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Ivertinus organizmo tipg, paveldimas ir genetines organizmo savybes, optimalias

salygas lasteliy augimui ir fermento aktyvumui, optimalias reakcijos salygas ir parinkus

tinkamg biokatalizatoriaus biisena, biologiné sintezé gali buiti pritaikyta itin stabiliy ir gerai

charakterizuoty NDy sintezei. NDy dydis ir morfologija gali biiti kontroliuojami keiciant kai

kurias salygas, tokias kaip, substrato ir biomasés koncentracijos, pH, Sviesa, temperatira,

buferio stiprumas, elektrony donoras (pvz.: gliukozé ar fruktozé), maiSymo greitis ir reakcijos

laikas (Iravani et al., 2014). Apibendrinta sidabro nanodaleliy sintezés schema biologinése

sistemose pateikta 1.5. pav.

Temperaturos, inkubacijos
ir/arba poveikio laiko, pH,
augalinio ekstrakto ir/arba
biosurfaktanty
koncentracijos, sidabro
druskos koncentracijos
optimizavimas

1.5. pav. Sidabro nanodaleliy biologinése sistemose sintezés schema (pagal Siddiqi et al., 2018).

Sidabro druska + augalinis ekstraktas arba
mikroorganizmai

Redukcija ir sidabro nanodaleliy sintezé

(heterogeniniy ir nedidelio kiekio)

Didelio kiekio ir homogeniniy sidabro
nanodaleliy sintezé

Sidabro nanodaleliy analizé naudojant UV-
vis spektroskopijg

Biologinés sintezés bldu gauty sidabro
nanodaleliy charakterizavimas naudojant
SEM, TEM, XRD, FTIR, AFM, EDX, DLS ir
kitus metodus

23



1.9.3.1. Bakteriju pritaikymas sidabro nanodaleliy gavimui

Itin stabilios AgNDs (40 nm skersmens) gali biiti gaunamos bioredukcijos btidu
naudojant vandeninius sidabro jonus ir nepatogeniniy bakterijy, Bacillus licheniformis, kultaros
supernatantg (Kalishwaralal et al., 2008). Saifuddin et al. (2009) pritaiké kombinuotg AgNDy
sintezés biuda, kombinuojant B. subtilis kultiros supernatantg ir mikrobangy Svitinimg
vandenyje. Jy darbe, ekstralgsteliné AgNDy (5-50 nm) sintezé buvo vykdoma naudojant
B. subtilis supernatantus, bet tam, kad baty pagerinta reakcijos iSeiga ir sumazinta pagaminty
sidabro nanodaleliy agregacija, jie naudojo mikrobangy Svitinima, kuris suteiké tolygy Sildyma
AgNDy pavirsiuje ir leido daleléms bresti be agregacijos (Saifuddin et al.c, 2009).

AgNDy biosintezei redukuojant vandeninius Ag* jonus buvo pritaikyti ir
Klebsiella pneumonia, Escherichia coli ir Enterobacter cloacae bakterijy kulttiry supernatantai.
Sintezés procesas buvo gana greitas — AgNDs susiformavo pra¢jus 5 min po sidabro jony
kontakto su lasteliy filtratu. Siuose tyrimuose parodyta, jog uz redukcijos procesa greiciausiai
yra atsakingas fermentas nitraty reduktazé (Shahverdi et al., 2007).

Taip pat AgNDy biosintezé buvo pasiekta Lactobacillus kamienus paveikus
sidabro jonais. AgNDs susidaré Lactobacillus kamieny bakterijy viduje (Korbekandi et al.,
2012; Nair ir Pradeep, 2002). Dél cukry ir fermenty lastelés sieneléje AgNDy nukleacija jvyko
lasteliy pavirSiuje, o veliau metalo branduoliai buvo transportuojami j Igstelés vidy, kur jie
agregavosi ir susiformavo didesnio dydzio dalelés. Korbekandi su kolegomis (2012)
pademonstravo bioreduktyvia AgNDy sintez¢ L. casei subsp. casei kambario temperatiiroje.
Biosintezés budu gautos AgNDs buvo beveik sferinés formos, pavienés (25-50 nm) arba
agregatuose (100 nm), prisijungusios prie biomasés pavirSiaus arba jy viduje, arba iSoréje.
Patvirtinta, jog metalo jony redukcija ir AgNDuy stabilizacija vyko dél fermentiniy procesy.
Elektroninés mikroskopijos analizé parodé, kad del metalo jony bioredukcijos fermenty,
esaniy citoplazminéje membranoje ir citoplazmoje, AgNDs susiformavo citoplazminés

membranos pavirsiuje, citoplazmos viduje ir Igstelés iSoréje (Korbekandi et al., 2012).
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D¢l atsparumo aukStoms metaly jony koncentracijoms, uzlgstelinés AgNDy
sintezés indukcijai buvo panaudotos ir Geobacillus stearothermophilus rasies bakterijos.
Panaudojus  G. stearothermophilus  sekretomus ir |
pridéjus 1 mM koncentracijos sidabro nitrato buvo
gautos sferinés, 5-35 nm skersmens AgNDs (1.6. pav.)
(Fayaz et al., 2011). Ghasemi et al. (2018) taip pat
panaudojo G. . stearothermophilus bakterijy sekretomus
AgNDy sintezei. Jy gautos AgNDy buvo sferinés
formos, 15-50 nm skersmens (Ghasemi et al., 2018).

Tikslus AgNDy susidarymo mechanizmas |

G. stearothermophilus bakterijose néra Zinomas, taciau | ==

spekuliuojama, kad §iy bakterijy j terp¢ iSskiriami  1.6. pav. Sidabro nanodalelés, gautos
. e ) L. . panaudojus G. stearothermophilus
baltymai vaidina svarby vaidmenj sidabro jonuy  sekretomus (Fayaz et al., 2011).

redukcijai ir AgNDy formavimuisi (Fayaz et al., 2011).

1.9.3.2. Grybeliy pritaikymas sidabro nanodaleliy gavimui

5-50 nm skersmens AgNDs gali biiti gautos ekstralgsteline biosinteze naudojant
Fusarium oxysporum pelésj. Gautos AgNDs neflokuliuoja net praéjus keliems ménesiams po
reakcijos. Pelésio baltymai stabilizuoja gauta nanomedZziagg, dél ko Si pasizymi ilgalaikiu
stabilumu tirpale. Gauty AgNDy morfologija yra jvairi, dauguma daleliy yra sferinés, bet
gaunamos ir trikampés formos dalelés. F. oxysporum bioredukcijos reakcija vyksta dél nuo
NADH priklausomos reduktazés (Ahmad et al., 2017). F. oxysporum paveikimas sidabro jonais
lemia nitraty reduktazés sekretavima j terpe ir véliau vykstant; itin stabiliy AgNDy formavimasi
(Kumar et al., 2007). Kepurés baltymy stabilumas priklauso nuo pH. Aukstesnése pH reikSmése
(>12), AgNDs isliko stabilios, taciau jos agregavo zemose pH reikSmése (<2), kadangi baltymai
denatiiravo. Kumar et al. (2007) pademonstravo in vitro fermenting AgNDy skirtingy cheminiy
kompozicijy, dydziy ir morfologijy sintezg, naudojant nuo NADH priklausomg a-niraty
reduktazg, i$skirtg i§ F. oxysporum ir fitochelating. Esant nitraty reduktazéms, sidabro jonai
buvo redukuojami, kas 1émé stabiliy vandenyje tirpiy 10-25nm skersmens AgNDy
formavimasi ir jy stabilizacijg kepurés peptidais (Kumar et al., 2007). Buvo patvirtinta, jog
metalo jony redukcija ir gauty nanodaleliy stabilizacija vyksta dél fermentiniy procesy. Taip

pat suzinota daugiau apie sintezés reakcijos vietg. Palyginus su ankstesniais darbais, paskelbta,
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jog nanodaleliy gamyba F. oxysporum atveju yra vidulasteliné, AgNDs kaupiamos ptslelése,
kurios transportuojamos ir sekretuojamos egzocitozés biidu j Igstelés iSorg (Korbekandi et al.,
2013).

Stabilios AgNDs gali biiti gautos naudojant Aspergillus flavus grybelius. Gautos
nanodalelés dél prie pavirSiaus prisitvirtinanciy grybelio sekretuojamy stabilizuojanciy
medziagy yra stabilios vandenyje ilgiau nei 3 mén. be zymios agregacijos (Vigneshwaran et al.,
2006). Taip pat buvo tirta ir ekstralasteliné Aspergillus fumigatus AgNDy (5-25nm)
biosintez¢. Dauguma gauty AgNDy buvo sferinés formos su Siek tiek trikampiy formy

priemaisy (Bhainsa ir D’Souza, 2006).

1.9.3.3. Augaly pritaikymas sidabro nanodaleliy gavimui

AgNDy sintez¢, naudojant augalus, yra labai ekonomiska, todel gali tapti
ekologiska ir vertinga dideliy masty AgNDy produkcijos alternatyva (Iravani, 2011). Camelia
sinensis (zalioji arbata) ekstraktas yra naudojamas kaip redukuojantis ir stabilizuojantis agentas
AgNDs biosintezei (Vilchis-Nestor et al., 2008). Fenolio riigsties tipo biomolekulés,
pavyzdziui, kofeinas ir teofilinas, esancios C. sinensis ekstrakte, yra atsakingos uz AgNDy
formavimasi ir stabilizacijg. Juodosios arbatos lapy ekstraktas taip pat buvo panaudotas AgNDy
gamybai. Gautos nanodalelés buvo stabilios ir skirtingy formy, tokiy kaip, sferos, trapezoidai,
prizmés ir lazdelés. Siy AgNDy sintezéje dalyvavo polifenoliai ir flavonoidai (Begum et al.c,
2009).

Liucernos (Medicago sativa), citrinzolés (Cymbopogon flexuosus) ir pelargonijos
(Pelargonium graveolens) ekstraktai taip pat gali biti panaudoti zaliajai AgNDy sintezei. Be
to, didelio tankio, ypa¢ stabilios AgNDs (16-40 nm) buvo greitai susintetintos Datura metel
(stambiaziedé¢ durnaropé) lapy ekstraktus paveikus sidabro jonais. Sio augalo ekstraktuose
randama biomolekuliy, tokiy kaip, alkaloidai, baltymai ir fermentai, aminortigstys, alkoholio
junginiai ir polisacharidai, kurie gali biti naudojami kaip reduktoriai reaguojant su sidabro
jonais. D¢l Sios priezasties jie yra naudojami kaip pastoliai tiesioginiam AgNDy

susiformavimui tirpale (Kesharwani et al., 2009).

1.10. Sidabro nanodaleliy antimikrobinio veikimo tyrimai

AgNDs pasizymi puikiomis antimikrobinémis savybémis prie§ platy

mikroorganizmy spektra (Wei et al., 2015). AgNDy savybés priklauso nuo jy dydzio, formos,
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ju dangalo ir morfologijos, o Sie savo ruoztu priklauso nuo paruosimo budo, tirpiklio pobuidzio,
koncentracijos, reduktoriaus stiprumo ir temperatiiros (Husen ir Siddiqi, 2014). Be to, AgNDy
amzius taip pat yra svarbus faktorius jy toksiSkumui. Pastebéta, kad 6 mén. senumo vandeninio
tirpalo AgNDs yra labiau toksinés dél j tirpalg i$skirty Ag* jony (Kittler et al., 2010).

Biologiniu buidu susintetintos nanodalelés yra labiau toksiskos nei kitais biuidais
gautos nanodalelés. AgNDs létai apgaubia mikroorganizmy Igsteles ir patenka i jy vidy,
slopindamos jy gyvybinius procesus (Brayner, 2008). Metaly nanodalelés yra toksiskesnés uz
atskirus metaly atomus (Jayasree et al., 2006). Manoma, kad AgNDy citotoksiSkumas
pasireisSkia dél reaktyviy deguonies formy (ROS) produkcijos. Kim ir Ryu (2013) gyviny
audiniy ir Igsteliy kultiiry in vitro tyrimais parodé padidéjusj oksidacinj stresa, apoptoze ir
genotoksiskuma po poveikio AgNDs (Kim ir Ryu, 2013).

Das su kolegomis (2011) paskelbé, jog mazo dydzio AgNDs, gautos sintezei
naudojant i§ Silkverpiy iSskirta fermenta Silko sericing, puikiai stabdo kai kuriy bakterijy
augimg. Nustatyta, jog Sios nanodalelés yra efektyvios tiek prie§ gramteigiamas, tiek pries
gramneigiamas bakterijas, o jy MIK reikSmés yra tarp 0,001 ir 0,008 mM prie§ S. aureus,
B. subtilis, P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii ir E. coli (Das et al., 2011).

Kadangi AgNDy toksiSkumo tyrimai buvo atlikti skirtingomis sglygomis Su
skirtingo dydzio ir savybiy AgNDs, negalima nustatyti tiesioginés koreliacijos jy toksiSkumui.
Hackenber et al. (2011) parodé sumaZzejus; mezenchiminiy Zmogaus lasteliy gyvybinguma su
10 ug/ml 50 nm dydzio AgNDs (Hackenberg et al., 2011), kai tuo tarpu kiti mokslininkai
parodé, kad net ir didesnés koncentracijos AgNDy (100 pg/ml) tirpalas néra toksiskais
lasteléms (Samberg et al., 2012).

Vijay Kumar su kolegomis (2014) iSgavo AgNDs naudojant guls¢iosios
glemzinés (Boerhavia diffusa) augalo ekstrakta ir testavo jas prie§ tris zuvies patogenus.
Rezultatai parodé, kad AgNDs buvo efektyviausios prie§ Flavobacterium branchiophilum
(MIK 50 pg/ml) (Vijay Kumar et al., 2014). Latha su kolegomis (2016) pagamino AgNDs
naudojant riesutinés justicijos (Adhatoda vasica) ekstrakta ir tyré jy antimikrobinj aktyvuma
pries Vibrio parahaemolyticus. V. parahaemolyticus yra paplitgs juros gérybiy ir zuvy
enteropatogenas, siejamas su kreveciy ir jvairiy Zuvy mirtingumu. Antibiotiky naudojimas
padaré Vibrio bakterijas jiems atsparias. AgNDs (koncentracija 50 ug/ml) yra ypa¢ toksinés
pries V. parahaemolyticus, bet netoksinés krevetéms (Artemia nauplii). AgNDs tapo efektyvia

priemone, galincia iSsaugoti krevetes ir Zuvis nuo zaties (Latha et al., 2016).
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I§ pelargonijy (Pelargonium endlicherianum) ekstrakto gautos AgNDs parodé,
kad augimo stabdymo efektas gramteigiamoms ir gramneigiamoms bakterijoms padidéjo, kai
Sios buvo paveiktos labai mazomis AgNDs dozémis (7,81-6,25 ppm) (Karatoprak et al., 2017).

AgNDs gautos i§ baziliko (Ocimum tenuiflorum), kiauliauogés (Solanum
trilobatum), slyvinio gvazdikmedzio (Syzygium cumini), azijinés centelés (Centella asiatica) ir
apelsino (Citrus sinensis) turi antibakterinj ir antioksidacinj veikima prie§ S.aureus,
P. aeruginosa, E. coli ir K. pneumoniae. Didziausias AgNDs aktyvumas buvo parodytas prie$
S. aureus ir E. coli. Koloidiniy AgNDs antimikrobinis aktyvumas buvo didesnis nei paciy lapy
ekstrakty (Logeswari et al., 2015).

Owaid su kolegomis (2015) pagamino AgNDs naudojant vandeninj Pleurotus
cornucopiae var. citrinopileatus grybo ekstrakta, kuris veiké tiek kaip redukuojantis, tiek kaip
stabilizuojantis agentas. Siy AgNDy antimikrobinis aktyvumas buvo tirtas keturioms
patogeninéms Candida rasims: C. albicans, C. glabrata, C. krusei ir C. pseudotropicalis.
60 pg/sulinélyje AgNDy koncentracija pademonstravo padidintg inhibicijg visoms tirtoms
Candida rasims. Taciau grynas 20-40 pg/Sulinélyje koncentracijos grybo ekstraktas buvo
neaktyvus visiems mikrobams (Owaid et al., 2015). Veikimo mechanizmas paaiSkintas kaip
teigiamag kriivj turin¢iy sidabro jony sgveika su neigiamai jkrautomis mikroorganizmy lasteliy
membranomis. D¢l elektrostatinés traukos tarp Ag" ir Igstelés membrany, sidabro jonai patenka
] mikrobines lasteles, sukeldami jy mirtj (Logaranjan et al., 2016).

Allahverdiyev su kolegomis (2011) parodé, kad AgNDy ir antibiotiky
kombinacija sumazina jy toksiSkumg zmogaus lasteléms, kadangi reikia mazesniy jy doziy
(Allahverdiyev et al.c, 2011). Be to, Sios kombinacijos sugragzina vaisto gebé&jimg nuzudyti
atsparias jam bakterijas (Singh et al., 2013). Taigi tiek vieny AgNDy, gauty i§ bakteriniy
kamieny, naudojimas, tiek jy kombinacija su antibiotikais, gali tapti nauju efektyviu bidu
kovoti su atspariomis patogeny rasimis. Taciau tyrimais parodyta, kad E.coli gali jgyti
atsparumg AgNDs dél genetiniy mutacijy po 225 karty (Graves et al., 2015). Tad reikia imtis

priemoniy, kad bty iSvengta per dazno mikroorganizmy veikimo Siomis nanodalelémis.
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2. Medziagos ir metodai

2.1. Darbe naudoti mikroorganizmy kamienai

Siame darbe AgNDy sintezei buvo naudoti keturi Geobacillus genties bakterijy
kamienai: Geobacillus sp. 18, Geobacillus sp. 25, Geobacillus sp. 95 ir Geobacillus sp. 612.
Sie kamienai gauti i§ Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro Biomoksly instituto
Eukarioty molekulinés mikrobiologijos laboratorijos kolekcijos. Gauty AgNDy antimikrobinis
poveikis buvo tirtas prie§ C. lusitaniae, C. guilliermondii mieles, kurios buvo izoliuoti nuo
paciento su atopinio dermatito diagnoze odos (Lastauskien¢ et al., 2014), bei S. aureus
(ATCC29213), P.aeruginosa (ATCC27853) (P.aeruginosa p42) ir S.pyogenes
(ATCC12384).

2.2. Darbe naudotos medziagos

Agarozé (ROTH, Vokietija)
Ampicilino natrio druska (ROTH, Vokietija)
D(+)-gliukozés monohidratas (ROTH, Vokietija)
D-sorbitolis (ROTH, Vokietija)
Etanolis (MERCK, Vokietija)
Gliuteraldehidas (SIGMA, Vokietija)
Kalio chloridas (BDH, Vokietija)
KH2PO4 (BDH, Vokietija)
Mésos ekstraktas (MERCK, Vokietija)
. Mieliy ekstraktas (ROTH, Vokietija)
. Na2HPO4 (MERCK, Vokietija)
. Natrio chloridas (MERCK, Vokietija)
. Peptonas (ROTH, Vokietija)
. Propidzio jodidas (SIGMA, Vokietija)
. Sidabro nitratas (ROTH, Vokietija)
. Triptonas (OXOID, Anglija)
. Vario sulfatas (CuSOs - 5H,0) (LACHEMA, Cekija)
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2.3. Darbe naudoti terpés ir buferiai

Geobacillus genties bakterijy kultivavimui skirta terpé:
e triptonas 1 %;
e meésos ekstraktas 0,5 %;
e NaCl 0,5 %.
Agarizuotai terpei gauti pridedama 1,5 % agaro. Terpé autoklavuojama 30 min 121 °C.

Mieliy ekstrakto peptono dekstrozés (YPD) terpé:
o gliukoze 2 %;
e peptonas 2 %;
e mieliy ekstraktas 1 %.
Agarizuotai YPD terpei gauti pridedama 1,5 % agaro. Autoklavuojama 30 min 112 °C.

C. lusitaniae pseudohify auginimui, po autoklavavimo pridedama 1 mM CuSOa.

Luria-Bertani (LB) terpé:
e peptonas 1 %;
e mieliy ekstraktas 0,5 %;
e NaCl 0,5 %.
Agarizuotai LB terpei gauti pridedama 1,5 % agaro. Autoklavuojama 30 min 121 °C.

1 x PBS buferis (1 1):

e 8gNaCl;

e 200 mg KClI;

e 1,44 gNaHPOy;

e 240 mg KH2POg.
Pirmiausia druskos yra iStirpinamos 800 ml distiliuotame vandenyje. Gauto tirpalo pH
reguliuojamas 1 M HCI iki pH reik§més 7,4. Pripilama vandens, jog galutinis ttris gautysi 1 I.
Autoklavuojama 15 min 112 °C.

1 M sorbitolio tirpalas:
1 | tirpalui pagaminti 800 ml distiliuotame vandenyje iStirpinama 182,18 g D-sorbitolio.
Istirpinus, pripilama vandens, jog galutinis taris baty 1 |. Autoklavuojama 15 min 112 °C.
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2.4. Metodai
2.4.1. UZlastelinis sidabro nanodaleliy susidarymas

Uzlgstelinis AgNDy susidarymas indukuojamas naudojant Geobacillus sp. 18,
Geobacillus sp. 25, Geobacillussp. 95 ir Geobacillus sp. 612 kamieny sekretomus.
Geobacillus kamieny lastelés auginamos Geobacillus bakterijy kultivavimui skirtoje terpéje.
Lastelés auginamos 48 h, 180 aps/min greiciu 55 °C temperatiiroje. Po kultivavimo bakterijy
sekretomai atskiriami centrifugavimo pagalba (10 min, 16000 g). Surinktos bakterijy
sekretomy frakcijos sumaiSomos su 2 MM AgNOs. Toliau vél vykdoma inkubacija 48 h,
200 aps/min grei¢iu 55 °C. Po inkubacijos laiko, méginiai yra centrifuguojami 10 min 3000 g
greiCiu, kad biity pasalinti terpés komponentai, o véliau centrifuguojama dar kartg 15 min
16000 g greiciu, kad bty surinktos AgNDs. Surinktos AgNDs plaunamos pakartotinai jas
centrifuguojant ir resuspenduojant distiliuotame vandenyje. Atlikus maziausiai penkias
plovimo serijas, AgNDs yra dziovinamos 55 °C temperatiiroje, kol sausas svoris nebekinta

(apie 16 h). Isdziovintos AgNDs pasveriamos ir paruoSiamos tolimesniems darbams.

2.4.2. Sidabro nanodaleliy antimikrobinio poveikio jvertinimas

Mieliy ar bakterijy lastelés auginamos iki kol pasiekia eksponenting faze (apie
12-14 h) skystoje YPD arba LB terpéje 35 °C arba 37 °C temperatiroje aeruojant 130 aps/min
arba 180 aps/min atitinkamai. Lastelés praskiedziamos, kad suspensijoje bity apie
7 x 10% KFV/ml. Ploksteléje j sulinélius supilama skysta YPD arba LB terpé, paruosta Iasteliy
suspensija ir keturiy skirtingy sidabro nanodaleliy tirpalas, jog AgNDs koncentracija biity
100 pg/ml arba 10 pg/ml (bendras tiris 200 ul). Kontrolé — 100 ul YPD arba LB terpés ir 100
ul paruostos lIgsteliy suspensijos. Plokstelé laikoma 35 °C arba 37 °C termostate 48 h. Po
inkubacijos Sulinéliy turinys perkeliamas ant agarazuotos YPD arba LB terpés, kurios véliau
laikomos 35 °C arba 37 °C termostate 48 h. Po inkubacijos, suskaiCiuojamas uzaugusiy

kolonijy skaicius. Visi eksperimentai nepriklausomai kartojami tris kartus.

2.4.3. Candida lusitaniae pseudohify formos paruoSimas

C. lusitaniae auginama 48 h 10 ml skystos YPD terpés aeruojant 130 aps/min

35 °C temperatiiroje. Mieliy suspensija praskiedziama, kad galutiné koncentracija biity
1x10%-5x10° KFV/ml. 100 ul paruostos mieliy lgsteliy suspensijos uZséjama ant
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agarizuotos YPD terpés su 1 mM CuSOs. Lékstelés inkubuojamos 5 paras 35 °C termostate.

Susidariusi pseudohify forma tikrinama mikroskopuojant.

2.4.4, LasSeliy testas sidabro nanodaleliy MIK nustatymui

Mikroorganizmy kultira auginama per naktj skystoje LB (P. aeruginosa,
S. pyogenes, S. aureus), YPD (C. lusitaniae ir C. guilliermondii) arba YPD su 1 mM CuSO4
(C. lusitaniae pseudohifai) terpéje 30 °C arba 37 °C temperatiiroje aeruojant 130 aps/min arba
180 aps/min. Uzauginta mikroorganizmy kultiira plaunama tris kartus jas centrifuguojant ir
resuspenduojant distiliuotame vandenyje. Paruo$ta mikroorganizmy kultiiros suspensija
iSpilstoma po 100 pl j plokstelés Sulinélius. Toliau pridedama po 100 ul SeSiy skirtingy
koncentracijy AgNDy tirpalo (100 pg/ml, 50 pg/ml, 20 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml ir 0,1 pg/ml
bakterijoms, 250 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 20 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml mieléms ir
1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pug/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 20 pg/ml pseudohifams). Kontrolé —
100 pl mikroorganizmy suspensija ir 100 pl distiliuoto vandens. Plokstelé dedama j 30 °C arba
37 °C temperatiiros termostatg ir palickama 4 h. Po inkubacijos, i§ kiekvieno Sulinélio po 5 ul
yra perkeliama ant agarizuotos LB (bakterijy atveju), YPD (mieliy atveju) arba YPD su 1 mM
CuSO4 (mieliy pseudohify atveju) terpés. IS kontrolés méginiy padaromas iSorinis rémelis, kad
bty aiskiai matomos testo ribos (2.1. pav.). Rezultatai vertinami po 24 h (bakterijy atveju) arba

po 48 h (mieliy ir mieliy pseudohify atveju).
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2.1. pav. Laseliy metodo pavyzdys. ISorinis rémelis — bandymo kontrolés.
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2.4.5. Sidabro nanodaleliy poveikis mikroorganizmy augimui

2.4.5.1. Pseudomonas aeruginosa augimo vertinimas laike

Augimo vertinimui yra naudojamas P. aeruginosa kamienas, turintis pAKlux2
plazmide su liuciferazés genu (Addgene plazmidé #14080). Bakterijy kulttira yra kultivuojama
iki ODsgo = 1 skystoje LB terpéje su 10 ug/ml koncentracijos ampicilinu 37 °C aeruojant
180 aps/min. | ploksteléje esancius Sulinélius supilama LB terpé su ampicilinu, paruosta
bakterijy suspensija ir sidabro nanodalelés, jog galutiné AgNDs koncentracija buty 100 pg/ml
(bendras tiiris 200 pl). Kontrolés — 200 ul LB su ampicilinu, LB terpé su 100 pg/ml
koncentracijos AgNDs ir 100 ul LB terpés su ampicilinu ir 100 pl bakterijy lasteliy suspensijos.
Bakterijy augimo stebéjimas atlickamas BioTek Synergy 2 ploksteliy skaitytuve, kuris matuoja

liuminescencijg, 4 h matavimg atlickant kas 4 min.

2.4.5.2. Candida lusitaniae, C. guilliermondii, C. lusitaniae pseudohify, Staphylococcus
aureus ir Streptococcus pyogenes augimo vertinimas laike

Bakterijy kulttiros yra kultivuojamos 37 °C temperatiiroje skystoje LB terpéje
aeruojant 180 aps/min, o mieliy kultiros — 30 °C temperatiiroje skystoje YPD aeruojant
130 aps/min, mieliy pseudohify — 37 °C temperatiiroje skystoje YPD su 1 mM CuSQO4 aeruojant
130 aps/min iki ODesgo = 1. | ploksteléje esancius Sulinélius supilama LB arba YPD (YPD su
1 mM CuSO0s) skysta terpé, paruosta bakterijy arba mieliy suspensija ir AgNDs, kad galutiné
ju koncentracija bty 100 pg/ml (bendras tiris 200 pl). Kontrolés — 200 ul LB arba YPD (YPD
su 1 mM CuSOs) terpés, 100 pl LB arba YPD (YPD su 1 mM CuSQsa) terpés ir 100 ul bakterijy
arba mieliy suspensijos ir LB arba YPD (YPD su 1 mM CuSOQOs) terpé su 100 pg/ml
koncentracijos AgNDs. Mikroorganizmy augimo stebéjimas atlickamas ploksteliy skaitytuve,

matuojant optinj jy tankj (bangos ilgis 600 nm) 4 h matavimg atliekant kas 10 min.

2.4.6. Sidabro nanodaleliy ir elektroporacijos sinergistinio poveikio jvertinimas Candida
lusitaniae ir C. guilliermondii mieléms

Mieliy kulturos yra kultivuojamos 30 °C temperatiiroje skystoje YPD terpéje
aeruojant 130 aps/min iki ODsoo = 1. Toliau jos yra paruoSiamos elektroporacijai: tris kartus
praplaunamos jas centrifuguojant ir resuspenduoajant distiliuotu vandeniu ir tris kartus

centrifuguojant ir resuspenduojant 1 M sorbitoliu. Paruosta Igsteliy suspensija prie§ pat
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elektroporacija sumaiSoma su sidabro nanodalelémis, jog galutiné AgNDy koncentracija biity
5 ng/ml (bendras tiiris 80 ul) 1,5 ml mégintuvéliuose. Paruostas lasteliy ir AgNDy miSinys
perkeliamas j elektroporacijai skirtg kiuvete. Elektroporuojama vienu 100 ps trukmés impulsu
prie 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15 kV/cm jtampos. Po elektroporacijos lasteliy ir AgNDy misinys
perkeliamas j 1,5 ml mégintuvélius. Kontrolés — 80 ul mieliy lasteliy suspensija, mieliy lasteliy
suspensija su galutinés koncentracijos 2 mM AgNO3 (bendras turis 80 pl) ir mieliy suspensija
su galutinés koncentracijos 5 ug/ml AgNDs (bendras turis 80 pul). Po 5 min Igstelés dazomos
5 ul 50 pg/ml propidzio jodidu. Inkubuojama 5 min ir fluorescencija registruojama Amnis®
FlowSight® tékmés citometru (suzadinimo bangos ilgis 488 nm, propidzio jodido emisijos

bangos ilgis 561 nm). Gauti duomenys apdorojami IDEAS® programa.

2.4.7. Sidabro nanodaleliy ir elektroporacijos sinergistinio poveikio C. lusitaniae
vizualizacija SEM

Lastelés yra paruosiamos elektroporacijai ir elektroporacija yra atlickama taip pat,
kaip aprasyta 2.4.6. skyriuje. Lastelés elektroporuojamas be ir su AgNDs. Elektroporacijos
parametrai — vienas 100 ps impulsas, 10 kV/cm jtampa, kontrolé — neelektroporuotos ir AgQNDs
nepaveiktos lastelés. Toliau lastelés ruoSiamos SEM. Lastelés plaunamos pakartotinai jas
centrifuguojant ir resuspenduojant tris kartus 1 x PBS buferiu. Lastelés fiksuojamos 3%
gliuteraldehidu 2 h 4 °C temperatiiroje. Po fiksavimo lgstelés vél plaunamos centrifuguojant ir
resuspenduojant 3 kartus 1 x PBS buferiu. Lastelés fiksuojamos 3% gliuteraldehidu 24-48 val.
4 °C temperatiiroje. Po fiksavimo lgstelés plaunamos centrifuguojant 5 min ir resuspenduojant
3 kartus 1 x PBS buferiu. Véliau i§ lgsteliy paSalinamas vanduo jas veikiant skirtingos
koncentracijos etanoliu: 50 %, 70 %, 80 % ir du kartus 95 %. Tarp etanolio koncentracijos
keitimy, lastelés palaikomos atitinkamos koncentracijos etanolyje 10 min kambario
temperattiroje, 0 keiiant etanolio koncentracija lastelés yra nucentrifuguojamos. Po to tris
kartus lastelés yra praplaunamos ir resuspenduojamos 100 % etanoliu (lastelés etanolyje
laikomos 15 min). Lasteliy suspensija yra uzlas§inama ant auksu dengty silicio ploksteliy ir
palaikoma, kol etanolis visiSskai iSgaruoja. Véliau atlickama SEM (mikroskopas Tescan
Vega 3, Cekija).
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3. Rezultatai ir ju aptarimas

3.1. Geobacillus sp. bakterijuy indukuotos sintezés biidu gauty sidabro nanodaleliy
MIK nustatymas prieS odos patogenus laseliy metodu

Geobacillus sp. keturiy kamieny AgNDy MIK prie§ S. aureus, S. pyogenes,
P. aeruginosa bakterijas, C. lusitaniae ir C. guilliermondii mieles ir C. lusitaniae pseudohifus
buvo nustatytos laseliy metodu, remiantis (Suppi et al., 2015) metodika. Bandymas kiekvienam
mikroorganizmui su kiekvieno kamieno AgNDs buvo atlikti po tris kartus. Inhibiciné
koncentracija nustatoma pagal augimo inhibicijg, kai ant agarizuotos terpés nebéra stebimas
kolonijy formavimas.

S. aureus atveju, efektyviausiu veikimo pasizyméjo Geobacillus sp. 25 kamieno
AgNDs (3.1. pav. a). Sio kamieno AgNDy MIK S. aureus yra 10 pg/ml. Geobacillus sp. 18 ir
612 kamieny AgNDy MIK buvo 20 pg/ml, o Geobacillus sp. 95 — 100 ug/ml. Paminétina, jog
Geobacillus sp. 18 ir 612 kamieny 10 pg/ml ir Geobacillus sp. 95 kamieno 50 pg/ml
koncentracijos AgNDs dalinai slopina S. aureus augima, ant agarizuotos terpés matomas
pavieniy kolonijy, o ne iStisinio gazono, formavimas. Misy gauti rezultatai sutampa ir su kity
mokslininky duomenimis. Jy tyrimy metu nustatyta, jog Bacillus cereus bakterijy indukuotos
sintezés biidu gauty AgNDy MIK S. aureus yra 12,5 pg/ml (Barros et al., 2018). Sie rezultatai
yra panasis | Geobacillus sp. 25 kamieno MIK.

S. pyogenes atveju, Zzemiausia MIK taip pat nustatyta Geobacillus sp. 25 kamieno
AgNDs (3.1. pav. b). Sio kamieno AgNDy MIK S. pyogenes yra 20 pg/ml. Tuo tarpu
Geobacillus sp. 18 kamieno AgNDy MIK yra 50 pg/ml, o Geobacillus sp. 95 ir 612 kamieny —
100 pg/ml. Paminétina, jog Geobacillus sp. 25 kamieno 10 pg/ml, Geobacillus sp. 18 ir
Geobacillus sp. 95 kamieno 50 ug/ml koncentracijy AgNDs dalinai slopino S. pyogenes
augimg. Misy ziniomis, AgNDy poveikis S. pyogenes bakterijoms buvo tirtas pirmg karta.
Tyrimai, analizuojantys AgNDy poveikj kitoms Streptococcus genties riiSims buvo atlikti
(Mahmoud et al., 2016). Jy metu autoriai nustaté, kad B. pumilus bakterijy indukuotos sintezés
budu gauty AgNDy MIK pries S. bovis yra 5 pg/ml.

Skirtingai nei kity bakterijy atveju, P. aeruginosa efektyviausiai veikia
Geobacillus sp. 95 kamieno AgNDs. Sio kamieno AgNDy MIK P. aeruginosa yra 10 pg/ml.
Geobacillus sp. 18 ir 612 kamieny AgNDy MIK P.aeruginosa yra 50 pug/ml, o
Geobacillus sp. 25 — 100 ug/ml. Kity mokslininky darbuose nustatyta, kad B. cereus bakterijy
indukuotos sintezés budu gauty AgNDy MIK P. aeruginosa yra 3,12 pg/ml, o Streptomyces sp.
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AgNDy MIK yra 10 ug/ml (Barros et al., 2018). Streptomyces sp. AgNDy MIK P. aeruginosa
sutampa su Geobacillus sp. 95 kamieno AgNDy.

Vertinant AgNDy priesgrybelinj poveikj nustatyta, kad efektyviausiu
priesgrybeliniu aktyvumu pries C. lusitaniae pasizyméjo Geobacillus sp. 25 kamieno AgNDs
(3.1. pav. c). Sio kamieno AgNDy MIK C. lusitaniae yra 20 pg/ml. Kity Geobacillus sp.
kamieny AgNDy MIK buvo 50 pg/ml.

Kitai mieliy rasiai, C. guilliermondii, Zemiausios MIK reik§més nustatytos
Geobacillus sp. 95 ir 612 kamieny AgNDy (3.1. pav. d). Siy kamieny AgNDy MIK
C. guilliermondii yra 50 pug/ml. Geobacillus sp. 18 ir 25 kamieny AgNDy MIK Siam patogenui
yra 100 pg/ml. Geobacillussp. 18 ir 25 kamieny 50 pg/ml AgNDs dalinai slopino
C. guilliermondii augima.

Poveikio pseudohify morfologijai tyrimai parodé, kad C. lusitaniae pseudohify
atveju, zemiausios MIK nustatytos Geobacillus sp. 25 ir 612 kamieny AgNDs (3.1. pav. e). Siy
kamieny AgNDy MIK C. lusitaniae pseudohifams yra 100 pg/ml. Geobacillus sp. 18 ir 95
kamieny AgNDy MIK C. lusitaniae pseudohifams yra 250 pg/ml. Tuo tarpu Geobacillus sp. 25
ir 612 50 pg/ml koncentracijos AgNDs dalinai slopino pseudohifinés formos augima.

Misy ziniomis, AgNDy poveikis pseudohifinei morfologijai yra vertinamas
pirma kartg. Mielinés formos lgsteliy tyrimai buvo atlikti Wypij ir bendraautoriy (Wypij et al.,
2018), kurie nustaté, jog Streptomyces xinghaiensis bakterijy indukuotos sintezés bidu AgNDy
MIK C. albicans yra 32 ug/ml. Si MIK reikimé yra aukstesné uz Geobacillus sp. 25 kamieno
AgNDy MIK C. lusitaniae, tat¢iau zemesné uz Geobacillus sp. 95 ir 612 kamieny AgNDy MIK
C. guilliermondii. Kaip ir minéta anks¢iau, AgNDy antimikrobinis poveikis priklauso tiek nuo

AgNDy sintezés biido, tick nuo mikroorganizmo, kuris yra veikiamas, rasies (Laraetal., 2011).
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3.1. pav. Geobacillus sp. bakterijy indukuotos sintezés biidu gauty AgNDy MIK S. aureus (a),
S. pyogenes (b), C. lusitaniae (c), C. guilliermondii (d), mieliy pseudohifus (€). K — kontrol¢, virSuje
AgNDy koncentracijos (pg/ml), kairéje — konkretaus Geobacillus sp. kamieno AgNDs.
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3.2. Geobacillus sp. bakterijy indukuotos sintezés biidu gauty sidabro nanodaleliy
antimikrobinio poveikio jvertinimas

3.2.1. Sidabro nanodaleliy antimikrobinio poveikio Candida mieléms jvertinimas

PrieSgrybelinio aktyvumo jvertinimo rezultatai parodé, kad skystoje YPD terp¢je
auginant mieliy lasteles 48 valandas, visy keturiy Geobacillus sp. kamieny 100 pg/ml
koncentracijos AgNDs inhibavo mieliy augimg (3.2. pav.). Tiek C. lusitaniae, tiek
C. guilliermondii atveju didziausiu prieSgrybeliniu aktyvumu pasizyméjo Geobacillus sp. 25
kamieno AgNDs. Geobacillus sp. 25 kamieno AgNDs gyvybingy mieliy lgsteliy skai¢ius
atitinkamai sumazéjo 57,14 + 4,81 % ir 48,57 = 5,42 %, Geobacillus sp. 18 kamieno AgNDs —
25,71 +512 % ir 28,57 + 6,34 %, Geobacillussp.95 — 42,86 +3,66 % ir 34,29 + 7,35 %,
Geobacillus sp. 612 — 28,57 +£ 6,39 % ir 42,86 + 3,62 %.

Kontrolé 18 AgNDs 25 AgNDs 95 AgNDs 612 AgNDs
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3.2. pav. Geobacillus sp. bakterijy indukuotos sintezés buidu gauty AgNDy (100 pg/ml) poveikis
C. lusitaniae ir C. guilliermondii mieliy lasteléms po 48 h. Kontrolé — pradinis lasteliy skaiius;
skai¢iais nurodytas Geobacillus sp. kamienas.

AgNDy koncentracija sumazinus 10 karty, prieSgrybelinis AgNDy poveikis
iSliko. Po 48 h inkubacijos skystoje terpéje su 10 pg/ml koncentracijos Geobacillus sp. 25
kamieno AgNDs, C. lusitaniae gyvy mieliy lgsteliy skai¢ius sumazéjo 7,14 +5,40 %, 0
C. guilliermodii atveju, lyginant su pradiniu lgsteliy skai¢iumi, gyvy lasteliy skaicius isliko
panasus, kas taip pat rodo, jog tokios koncentracijos AgNDs slopina mieliy augima (3.3. pav.).

Kity Geobacillus sp. kamieny AgNDs taip pat slopino mieliy augima, nors ir lasteliy skaicius
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lyginant su pradiniu Iasteliy skai¢iumi padidéjo 11,43-27,14 %. 48 h auginti kontroliniai
meéginiai parodé, kad po 48 h inkubacijos terp¢je be AgNDy, ant agarizuotos terpés

formuojamas istisinis mieliy gazonas, o po inkubacijos su AgNDs matomos pavienés kolonijos.
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3.3. pav. Geobacillus sp. bakterijy indukuotos sintezés budu gauty AgNDy (10 pg/ml) poveikis
C. lusitaniae ir C. guilliermondii mieliy lasteléms po 48 h. Kontrolé — pradinis lasteliy skaicius;
skaic¢iais nurodytas Geobacillus sp. kamienas.

3.2.2. Sidabro nanodaleliy antibakterinio poveikio jvertinimas

Skystoje LB terpéje su 100 pug/ml koncentracijos AgNDs, po 48 h inkubacijos
visy keturiy Geobacillus sp. kamieny koncentracijos AgNDs inhibavo bakterijy augimg (3.4.
pav.). Visy bakterijy atveju didZiausiu antibakteriniu aktyvumu pasizyméjo Geobacillus sp. 95
kamieno AgNDs. Sio kamieno AgNDs nuzudé 64,29 + 4,63 % P. aeruginosa lasteliy lyginant
su pradiniu Igsteliy skai¢iumi, nuzudé 60,0 £5,44 % S. aureus lasteliy ir 61,43 £3,17 %
S. pyogenes lasteliy. Geobacillus sp. 18 kamieno AgNDs nuzudé atitinkamai 62,86 + 5,49 %,
57,14+ 4,56 % ir 55,71 + 3,23 %, Geobacillus sp. 25 kamieno —47,14 + 2,33 %, 44,29 + 3,60 %
ir 42,86 + 5,24 %, 0 Geobacillus sp. 612 — 57,14 + 6,58 %, 52,86 + 7,56 % ir 54,29 + 5,61 %
pradinj lgsteliy skaiciy.
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3.4. pav. Geobacillus sp. bakterijy indukuotos sintezés budu gauty AgNDy (100 pg/ml) poveikis P.
aeruginosa, S. aureus ir S. pyogenes bakterijy lasteléms po 48 h. Kontrolé — pradinis lgsteliy skaicius;
skai¢iais nurodytas Geobacillus sp. kamienas.

Sumazinus AgNDy koncentracijg iki 10 pg/ml, Geobacillus sp. kamieny 18, 95 ir
612 AgNDs inhibavo bakterijy augimg po 48 valandy (3.5. pav.). Visy bakterijy atveju
didziausiu antibakteriniu aktyvumu pasizyméjo taip pat Geobacillus sp. 95 kamieno AgNDs.
Sio kamieno AgNDs nuzudé 25,71 + 3,51 % P. aeruginosa lasteliy, 20,0 = 5,42 % S. aureus
lasteliy ir 22,86 +2,69 % S. pyogenes lasteliy, lyginant su pradiniu lasteliy skai¢iumi.
Geobacillus sp. 18 kamieno AgNDs nuzudé atitinkamai 18,57 + 3,68 %, 10,0 = 4,57 % ir 12,86
+ 2,30 % lasteliy, lyginant su pradiniu lgsteliy skai¢iumi, Geobacillus sp. 612 kamieno —
8,57 £5,77 %, 5,71 + 2,37 % ir 5,71 + 4,52 %. Geobacillus sp. 25 kamieno AgNDs taip pat
slopino bakterijy augima, nors ir gyvy lasteliy skaicius padidéjo, lyginant su pradiniu lasteliy
skai¢iumi, 5,71-15,71 %. 48 h auginti kontroliniai méginiai parodé, kad po 48 h inkubacijos
terpéje be AgNDy, ant agarizuotos terpés formuojamas iStisinis mieliy gazonas, o po

inkubacijos su AgNDs matomos pavienés kolonijos.
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3.5. pav. Geobacillus sp. bakterijy indukuotos sintezés biidu gauty AgNDy (10 pg/ml) poveikis P.
aeruginosa, S. aureus ir S. pyogenes bakterijy lasteléms po 48 h. Kontrolé — pradinis lgsteliy skaicius;
skai¢iais nurodytas Geobacillus sp. kamienas.

Sie tyrimai parodé, kad Geobacillus sp. geba sintetinti antimikrobiniu poveikiu
pasizymincias AgNDs. Tai sutampa su kity autoriy atliktais tyrimais, kurie parodé, jog Bacillus
genties bakterijy indukuotos sintezés biidu gautos AgNDs stabdo gramteigiamy, gramneigiamy
bakterijy ir mieliy augimg (Mahmoud et al., 2016). Ghasemi et al. (2018) tyré
G. stearothermophilus bakterijy indukuotos sintezés biidu gauty AgNDy antimikrobinj poveikj.
Jy tyrimo metu buvo parodyta, kad S. mutans ir S. sobrinus bakterijy gyvybingumas krenta
97 %, o C. albicans ir C. glabrata mieliy — 20 % (Ghasemi et al., 2018). Ankstesni Vilniaus
universiteto Gyvybés moksly centro Biomoksly instituto Eukarioty molekulinés
mikrobiologijos laboratorijos darbai taip pat parodé Geobacillus sp. indukuotos sintezés biidu
gauty AgNDy antimikrobinj poveikj odos patogenams disky difuzijos metodu (Szczgsniak,
2018). Termofiliniy Geobacillus sp. bakterijy pritaikymas AgNDy gavimui leidzia iSvengti
mikrobiologinio uzterSimo bei Sios bakterijos yra nepavojingos Zmogui.

Kity autoriy tyrimuose buvo parodyta, kad antimikrobinio poveikio pasireisSkimui
yra svarbus AgNDy dydis — mazesnio dydzio AgNDs efektyviau veikia pries mikroorganizmus
(Agnihotri et al., 2014). Tokia hipotezé buvo patvirtina ir §io darbo metu — Geobacillus sp. 95
kamieno AgNDy skersmuo yra maziausias (jy skersmuo yra 39,9 nm) ir jos pasizyméjo
efektyviausiu prieSmikrobiniu veikimu prie§ tirtas bakterijy kulttras. Gauti rezultatai parodé,
kad AgNDs efektyviau veikia prie§ gramneigiamas bakterijas nei prie§ gramteigiamas, 0 tai

sutampa su kity autoriy atlikty tyrimy duomenimis (Tho et al., 2013).
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PrieSingai nei bakterijy atveju, didziausiu priesgrybeliniu aktyvumu pasizyméjo
Geobacillus sp. 25 kamieno AgNDs, kuriy skersmuo apie 72,77 nm. Tai gali buti paaiskinama
tuo, kad AgNDy toksiskumas priklauso ne tik nuo jy dydzio, bet ir jy kompozicijos, vidiniy

savybiy ir mikroorganizmo, kuris yra veikiamas, rasies (Lara et al., 2011).

3.3. Geobacillus sp. bakterijy indukuotos sintezés biidu gauty AgNDy antimikrobinio
poveikio dinamikos jvertinimas

Siekiant iSsiaiSkinti AgNDy poveikio dinamika (po kiek laiko pasireiskia
antimikrobinis poveikis ir kaip greitai nuzudomos lgstelés), tiriamieji kamienai buvo
inkubuojami su 100 pg/ml koncentracijos kiekvieno Geobacillus sp. kamieno AgNDs.
Vertinimas atliktas pirmas keturias augimo valandas, siekiant nustatyti, kuriuo laiko momentu
AgNDs stabdo mikroorganizmy augimg. Augimo vertinimas laike atliktas matuojant tirty
kultiry OT (600 nm), iSskyrus P.aeruginosa atveju, kai vertinimas atliktas matuojant
liuminescencijos intensyvuma.

S. aureus augimo vertinimo laike rezultatai rodo, kad terpéje esant 100 pg/ml
koncentracijos AgNDy, Geobacillus sp. 18 kamieno AgNDs statistiskai patikimai nestabdo
S.aureus augimo pirmasias keturias augimo valandas, Geobacillus sp. 25 ir 95 kamieny

AgNDs augimg pradeda stabdyti 120 min, o Geobacillus sp. 612 — 140 min (3.6. pav.).
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3.6. pav. S. aureus augimo vertinimas laike pirmasias keturias augimo valandas. Kontrolé — AgNDs
nepaveiktos Igstelés; skaiciais nurodytos konkretaus Geobacillus sp. kamieno AgNDs.

S. pyogenes atveju, vertinant bakterijy lasteliy augimg laike, kai terpéje yra
100 pg/ml koncentracijos AgNDy, Geobacillus sp. 18 ir 612 kamieny AgNDs statistiskai
patikimai S. pyogenes augima pradeda stabdyti 90 min, Geobacillus sp. 25 kamieno — 120 min,
0 Geobacillus sp. 95 — 100 min (3.7. pav.).
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3.7. pav. S. pyogenes augimo vertinimas laike pirmasias keturias augimo valandas. Kontrolé — AgNDs
nepaveiktos lgstelés; skai¢iais nurodytos konkretaus Geobacillus sp. kamieno AgNDs.

P. aeruginosa augimo dinamikos stebéjimui buvo parinktas kamienas, turintis
plazmide su liuciferazés genu. Liuminescencijos matavimas leidzia tiksliai nustatyti gyvy
lasteliy skaiciy, kadangi liuminescencijg skleidzia tik gyvos lastelés. Rezultatai rodo, kad
terpéje esant 100 ng/ml AgNDy, Geobacillus sp. 18 kamieno AgNDs statistiskai patikimai
augima pradeda stabdyti 56 min, Geobacillus sp. 95 kamieno — 84 min, o Geobacillus sp. 25 ir
612 kamieny visg matavimo laikg (3.8. pav.). Salomoni et al. (2017) taip pat pademonstravo,
jog cheminés sintezés biidu gauty AgNDy antimikrobinis poveikis P. aeruginosa bakterijoms

pasireiskia per pirmajg augimo valanda (Salomoni et al., 2017).
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3.8. pav. P. aeruginosa augimo vertinimas laike pirmgsias keturias augimo valandas. Kontrolé —
AgNDs nepaveiktos lastelés; skai¢iais nurodytos konkretaus Geobacillus sp. kamieno AgNDs.



C. lusitaniae augimo vertinimo laike rezultatai rodo, kad terpéje esant 100 pg/ml
koncentracijos AgNDy, Geobacillus sp. 18 statistiskai patikimai nestabdo C. lusitaniae augimo
pirmasias keturias augimo valandas, Geobacillus sp. 25 kamieno AgNDs statistiSkai patikimai

augimg pradeda stabdyti — 210 min, o Geobacillus sp. 95 ir 612 kamieny — 180 min (3.9. pav.).
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3.9. pav. C. lusitaniae augimo vertinimas laike pirmasias keturias augimo valandas. Kontrolé —
AgNDs nepaveiktos Igstelés; skaiciais nurodytos konkretaus Geobacillus sp. kamieno AgNDs.

Ivertinus C. guilliermondii augima laike nustatyta, kad terpéje esant 100 pg/ml
AgNDy, Geobacillussp. 18 kamieno AgNDs statistiSkai patikimai pradeda stabdyti
C. guilliermondii augima 150 min, Geobacillus sp. 25 — 80 min, Geobacillus sp. 95— 130 min,
0 Geobacillus sp. 612 — 90 min (3.10. pav.).

C. lusitaniae pseudohify atveju, vertinant jy augima laike nustatyta, kad terpéje
esant 100 pg/ml koncentracijos AgNDy, nei vieno i§ keturiy tirty Geobacillus sp. kamieny
AgNDs statistiskai patikimai nestabdo C. lusitaniae pseudofihinés formos augimo per

pirmagsias keturias augimo valandas (3.11. pav.).
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3.10. pav. C. guilliermondii augimo vertinimas laike pirmasias keturias augimo valandas. Kontrolé —

AgNDs nepaveiktos Igstelés; skaiciais nurodytos konkretaus Geobacillus sp. kamieno AgNDs.
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3.11. pav. C. lusitaniae pseudohify augimo vertinimas laike pirmasias keturias augimo valandas.
Kontrolé — AgNDs nepaveiktos lastelés; skai¢iais nurodytos Geobacillus sp. kamieno AgNDs.
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Tyrimo rezultatai rodo, jog visy tirty Geobacillus sp. kamieny AgNDy
antimikrobinis poveikis prie§ patogenus prasideda dar pirmosiomis augimo valandomis
(isskyrus C. lusitaniae pseudohify forma). Panasiy tyrimy, kuriuose biity sickiama i$siaiskinti
AgNDy poveikio dinamika (po kiek laiko pasireiskia antimikrobinis poveikis) néra atlikta, tad
Sis tyrimas yra pirmasis, parodantis, kuriuo laiko momentu atsiranda antimikrobinis poveikis

tirtoms odos patogeny riiSims.

3.4. AgNDy ir elektroporacijos sinergistinio poveikio mieliy Iasteléms jvertinimas

Remiantis ankstesniy tyrimy rezultatais, AgNDy ir elektroporacijos sinergistinio
poveikio mieliy Igsteléms jvertinimui buvo parinkta Zema, 5 pg/ml, AgNDy koncentracija, Kuri
neveikia mieliy Igsteliy. AgNDy ir elektroporacijos sinergistinio poveikio jvertinimas buvo
atliktas su visy keturiy Geobacillus sp. kamieny sintetinamomis AgNDs vertinant poveikj
C. lusitaniae ir C. guilliermondii mieléms.

Atlikto eksperimento rezultatai rodo, kad Geobacillussp. 25 kamieno
sintetinamos AgNDs statistiSkai patikimai sumazino gyvybingy C. lusitaniae mieliy Igsteliy
skaifiy su visomis tirtomis elektroporacijos jtampos reikSmémis (3.12. pav.). Geriausias
rezultatas pasiektas lasteles paveikus 5 kV/cm jtampa. Esant Sioms salygomis gyvybingy
lasteliy skaicius sumazéjo 78,72 + 12,84 %.

C. guilliermondii atveju, dviejy Geobacillus sp. kamieny (Geobacillus sp. 18 ir
25) sintetinamos AgNDs ir elektroporacija statistiskai patikimai sumazino gyvybingy lasteliy
skai¢iy su visomis tirtomis elektroporacijos jtampos reikSmémis (3.13. pav.). Geriausias
rezultatas pasiektas lasteles paveikus Geobacillus sp. 25 kamieno AgNDs ir 12,5 kV/cm
jtampa. Esant Sioms salygoms, gyvybingy lasteliy skai¢ius sumazéjo 67,27 + 13,25 %. 2 mM

koncentracijos AgNOz neveiké nei vienos i§ tirty mieliy rasiy Igsteliy gyvybingumo.
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elektroporacija ir AgNDs nepaveiktos Igstelés, skaiciais nurodytas konkretaus Geobacillus sp.
kamieno AgNDs.
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3.13. pav. AgNDy ir elektroporacijos sinergistinis poveikis C. guilliermondii mieliy lasteléms.
Kontrolé — elektroporacija ir AgNDs nepaveiktos lastelés, skai¢iais nurodytas konkretaus
Geobacillus sp. kamieno AgNDs.

Elektroporacijos parametrai buvo parinkti pagal Novickij et al. (2018) atlikta
tyrimg, kuriame C. albinans mieliy Igstelés buvo paveikiamos elektroporacija. Jy tyrimy
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rezultatai rodo, kad C. albicans lasteles paveikus 2,5 ir 5 kV/cm jtampa nuzudoma iki 10 %
lasteliy, paveikus 7,5 kV/cm jtampa — iki 20 %, 10 kV/cm — apie 30 %, 12,5 kV/cm — apie 70 %,
0 15 kV/cm — apie 80 % mieliy lasteliy (Novickij et al., 2018). Pritaikius elektroporacijg ir
poveiki AgNDs kartu, apie 70 % lasteliy mirStamumas pasiekiamas net ir su mazesnémis
elektroporacijos jtampos reikSmémis, dél ko galima daryti iSvada, jog AgNDs ir elektroporacija
turi sinergistinj poveikj mieliy Igsteléms. PanaSiy tyrimy, kuriuose biity tiriamas AgNDy ir
elektroporacijos sinergistinis poveikis odos patogenams, néra atlikta, todél §j tyrimg galima
laikyti pirmuoju.

Bendradarbiaujant su Nacionalinio fiziniy ir technologijos moksly centro
mokslininkais, AgNDs ir elektroporacijos sinergistinis poveikis buvo vizualizuojamas SEM.
SEM buvo pasirinktos C. lusitaniae mielés, Geobacillus sp. 25 kamieno AgNDs ir 10 kV/cm
elektroporacijos jtampa. Atliktose nuotraukose matoma AgNDs ir elektroporacija nepaveikta
mieliy lastelé (3.14a pav.). 3.14b pav. uzfiksuotos mieliy lastelés, paveiktos 10 kV/cm
elektroporacijos jtampa. Be to, 3.14c pav. uzfiksuota mieliy Igstelé, paveikta elektroporacijos
jtampa ir AgNDs. 3.14b, ¢ pav. matomas stiprus lastelés sienelés ir membranos pazeidimas po
elektrinio lauko poveikio, kuris veda prie lgsteliy Zities. Be to, 3.14c pav. matoma, jog AgNDs
tolygiai padengia mieliy lastelés pavirsiy.

Elektroporacijos jtampa lgstelése padaro hidrofilines poras lasteliy membranose
taip padidindama membrany pralaidumg medziagoms, kurios neturi transmembraniniy
transporto mechanizmy (Delemotte ir Tarek, 2012). Kadangi AgNDs j lasteliy vidy patenka pro
lastelés sienele ir citoplazming membrang, elektroporacijos padarytos poros galimai pagerina
AgNDy patekimg j lasteliy vidy. Be to, galimas variantas, jog prie poros pakra$éiy
prisitvirtinusios AgNDs stabilizuoja elektroporacijos padarytas poras, taip neleisdamos joms

uzsiverti, dél ko Iastelés ziiva. Siems teiginiams patvirtinti yra reikalingi tolimesni tyrimai.
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3.14. pav. C. lusitaniae SEM nuotraukos. a) nepaveiktos lastelés; b) 10 kV/cm elektroporacijos jtampa
paveiktos lastelés; c) Geobacillus sp. 25 kamieno AgNDs ir 10 kV/cm elektroporacijos jtampa
paveiktos lgstelés.
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ISvados

1. Nustatytos Geobacillus sp. AgNDy MIK: Geobacillus sp. 25 kamieno AgNDy MIK
S.aureus yra 10 pg/ml, S.pyogenes ir C. lusitaniae yra 20 pg/ml, C. lusitaniae
pseudohifams yra 100 ug/ml; Geobacillus sp. 95 kamieno AgNDy MIK P. aeruginosa
yra 10 ug/ml, C. guilliermondii yra 50 ug/ml; Geobacillus sp. 612 kamieno AgNDy
MIK C.guilliermondii yra 50 ug/ml, C. lusitaniae pseudohifams yra 100 pg/ml;

2. Visy naudoty Geobacillus sp. kamieny sintetinamos AgNDs slopina C. lusitaniae,
C. guilliermondii, S. aureus, S. pyogenes ir P. aeruginosa augimg. Mieliy atveju
efektyviausiai veikia Geobacillus sp. 25 kamieno AgNDs, o bakterijy atveju —
Geobacillus sp. 95 kamieno AgNDs;

3. Per pirmasias keturias augimo valandas C. lusitaniae augima efektyviausiai stabdo
Geobacillus sp. 95 ir 612 (nuo 180 min) kamieny AgNDs; C. guilliermondii —
Geobacillus sp. 612 (nuo 90 min) kamieno AgNDs; S. aureus — Geobacillus sp. 25 ir
95 (nuo 120 min) kamieny AgNDs; S. pyogenes — Geobacillus sp. 18 ir 612 (nuo
90 min) kamieny AgNDs; P. aeruginosa — Geobacillus sp. 25 ir 612 (visg laika)
kamieny AgNDs; C. lusitaniae pseudohify augimo Geobacillus sp. visy keturiy
kamieny AgNDs nestabdo per pirmgsias keturias matavimo valandas.

4. Elektroporacijg ir AgNDs kartu rodo sinergistinj efekta eliminuojant C. lusitaniae ir

C. guilliermondii mieliy Igsteles.
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Santrauka

Kotryna Cekuolyté
Sidabro nanodaleliy, gauty po Geobacillus genties bakterijy indukuotos sintezés,

prieSmikrobinio poveikio analizé

Kylantis bakterijy ir mieliy atsparumas antimikrobinéms medziagoms bei
didéjantis odos infekcijy skaicius skatina mokslininkus ieskoti naujy antimikrobiniy junginiy.
Sidabro nanodalelés pasizymi puikiomis antimikrobinémis savybémis prie§ jvairius
patogeninius mikroorganizmus. Sidabro nanodaleliy antimikrobinés savybés priklauso nuo jy
dydzio, kompozicijos, pavirSiaus modifikacijy ir mikroorganizmo, prie§ kurj veikiama,
savybiy. Be to, sidabro nanodalelés pasizymi kompleksiniu poveikiu prie§ mikroorganizmus,
pazeisdamos jy lasteliy sieneles ir membranas, sutrikdydamos jy baltymy ir DNR sinteze bei
skatindamos ROS gamyba. Sio darbo metu parodyta, jog Geobacillus sp. bakterijy indukuotos
sintezés biidu gautos sidabro nanodalelés turi antimikrobinj poveikj prie§ odos patogenus:
Candida lusitaniae ir C. guilliermondii mieles, C. lusitaniae mieliy pseudohify formg bei
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes ir Pseudomonas aeruginosa bakterijas. Mieliy
atveju efektyviausiai veiké Geobacillus sp. 25 kamieno sidabro nanodalelés, tuo tarpu bakterijy
atveju — Geobacillus sp. 95 kamieno sidabro nanodalelés. Be to, buvo nustatytos
Geobacillus sp. kamieny gaminamy sidabro nanodaleliy MIK minétiems mikroorganizmams.
Siame darbe taip pat iSanalizuota sidabro nanodaleliy poveikio dinamika patogenams, siekiant
18siaiskinti, kuriuo laiko momentu prasideda jy antimikrobinis poveikis. Nustatyta, kad visy
Geobacillus sp. kamieny AgNDy antimikrobinis poveikis prasideda per pirmagsias keturias
augimo valandas (iSskyrus C. lusitaniae pseudohify formai). Taip pat, buvo nustatytas ir
Geobacillus sp. bakterijy indukuotos sintezés bldu gauty sidabro nanodaleliy bei

elektroporacijos sinergistinis poveikis Candida genties mieliy lasteléms.
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Summary

Kotryna Cekuolyté
The Analysis of Antimicrobial Effects of Silver Nanoparticles Synthesized by

Bacteria of Genus Geobacillus

The growing resistance to the antimicrobial treatment and the increasing number
of bacterial and fungal skin diseases are the key problems promoting the research of the new
antifungal and antibacterial compounds. Silver nanoparticles have excellent antimicrobial
properties against various pathogenic microorganisms. The properties of silver nanoparticles
depend from their size, composition, surface modifications, and the properties of
microorganism to which they are exposed. In addition, silver nanoparticles have a complex
effect against microorganisms, damaging their cell walls and membranes, disrupting their
protein and DNA synthesis, and promoting the production of ROS. This thesis describes the
antimicrobial effects of silver nanoparticles synthesized by bacteria of genus Geobacillus
against skin pathogens: Candida lusitaniae and C. guilliermondii yeasts, the pseudohyphae of
C. lusitaniae, and Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes and Pseudomonas
aeruginosa bacteria. In the case of yeasts, the most effective were Geobacillus sp. 25 strain
silver nanoparticles, whereas in the case of bacteria, Geobacillus sp. 95 strain silver particles
were the most effective. In addition, the MIC values of Geobacillus sp. silver nanoparticles for
the mentioned microorganisms were evaluated. This thesis also analyzes the dynamics of the
effect of silver nanoparticles on pathogens to find out at what point in time their antimicrobial
activity begins. It was determined that the antimicrobial effect of all Geobacillus sp. Silver
nanoparticles begins within first four hours of growth (except for the pseudohyphae of
C. lusitaniae). The synergistic effect of silver nanoparticles obtained by Geobacillus sp.
bacteria induced synthesis and electroporation on yeast cells of the genus Candida was also
established.
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