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Antimikrobiresistenssi on maailmanlaajuinen ongelma ja vaikka antimikrobiladkkeiden teho Suomessa
on edelleen hyvé, on maailmanlaajuisesti tilanne pahenemassa. Kamppaillaksemme tété vastaan on
tarkedd tutkia ja 16ytda uusia yhdisteitd, jotka voisivat joko toimia itse antibiootteina tai voisivat toimia
apureina nykyisten antibioottien tehokkuuden lisdédmiseksi. Kasvikunta siséltaa tuhansia potentiaalisia
yhdisteitd, joiden antimikrobikapasiteettia ei vield tunneta. On siis tarkead, ettd luodaan korkean
suorituskyvyn menetelmié tdmén tutkimiseksi, jotta datan keruu toimisi nopeasti ja tehokkaasti.
Kasvikunnasta l6ytyvét yhdisteet soveltuvat erinomaisesti tallaisen menetelmén luomiseen, kayttéon
ja kehittamiseen. Luodaksemme menetelmén, valitsimme antimikrobiresistenssin suhteen keskeisia
bakteereja seké biologiselta aktiivisuudeltaan tunnettuja malliyhdisteitd, joiden avulla oli mahdollista
optimoida menetelméaolosuhteita.

Antibioottiherkkyytta testataan paaosin kahdella tavalla, agardiffuusio kiekkomenetelmalla seka
kasvatusliuoksen laimennusmenetelmalld. Agardiffuusiossa inhibiittori diffundoituu kasvatusmaljalla
sille ympattyyn bakteeriliuokseen osoittaen inhibition kasvunestovythykkeend. Kasvatusliuoksen
laimennusmenetelmalla inhibiittori lisataén suoraan bakteeriliuokseen ja tasta laimennoksesta voidaan
selvittdd minimi-inhibitioon vaadittava inhibiittorikonsentraatio. Tyodn tarkoituksena oli tutkia
kasviyhdisteiden antibioottipotentiaaleja ja luoda tata varten menetelmia. Aluksi luotiin
agardiffuusiomenetelm&a muokkaamalla kiekkomenetelmastéd kuoppamenetelmd, joka toimi
referenssimenetelmand. Se kertoi luotettavasti ja toistettavasti, inhiboiko yhdiste bakteeria vai ei. Etu
kiekkodiffuusioon oli inhibiittorin suurempi applikointivolyymi kuopan sisdan kuin suodatinpaperille.
Taman jalkeen kehitettiin kuoppalevylle soveltuva korkean suorituskyvyn menetelma, jolla on
mahdollista etsid bakteereita inhiboivaa aktiivisuutta ja maéarittdd minimi-inhibitiokonsentraatiota eli
yhdisteen tehoa. Kuoppalevymenetelmélla pystytaan yhdella analyysilla tarkistamaan 90
kombinaatiota.

Kehitetty menetelma mahdollistaa kemiallisesti osittain tuntemattomien (suomalaiset kasvilajit) ja
kemiallisesti taysin tuntemattomien lajien (trooppiset lajit) antibakteeriominaisuuksien laajan
testauksen ja vertailun. Menetelmda hyddyntden onnistuttiin toteamaan monien erilaisten
kasvindytteiden osoittavan inhibitiopotentiaalia 24 h seurannassa. Onnistuttiin myos toteamaan, etti
jotkin yhdisteet olivat tdysin tehottomia tiettyja bakteereita vastaan mutta tehosivat erinomaisesti
toisiin. Tdman vuoksi yhdisteiden ja kasvindytteiden antimikrobivaikutuksia on térkea tutkia useiden
mallibakteerien avulla.

Avainsanat: Antimikrobiaktiivisuus, menetelmankehitys, metabolomiikka
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1. Johdanto

Antimikrobiresistenssi (AMR) on maailmanlaajuinen ongelma. AMR:114 tarkoitetaan mikro-
organismien kykyé vastustaa antimikrobeja (Campion ja Morrissey, 2013). Mikro-organismeja
ovat muun muassa erilaiset bakteerit, virukset seka sienet. AMR on mikro-organismille tdysin
luonnollinen selviytymiskeino, joka voi esiintyd monin eri tavoin. Yleisimpid tapoja, joilla
mikro-organismi puolustautuu antimikrobeja vastaan, on antimikrobin solukalvon lapaisyn
estdminen, antimikrobin ulospumppaus ennen sen Kiinnittymistd antimikrobin kohteeseen,
antimikrobin tuhoaminen organismin sisdisin entsyymein, antimikrobin kohteen muodon
muuttaminen tai sen hyddyttomaksi tekeminen. T&lloin organismi mutatoituu siten, ettd se
pystyy toimimaan, vaikka antimikrobi Kiinnittyisikin kohteeseensa. AMR:st4 seuraa, ettei
organismille tarkoitettua antimikrobia voida endd kayttd4 sen aiheuttamien tautien hoitoon
(Prestinaci, Pezzotti ja Pantosti, 2015). Mikédli AMR yleistyy, voivat ihmiset kuolla aivan
tavanomaisiin infektioihin, kuten keuhkokuumeeseen tai leikkausalueen infektioon. Tall&
hetkelld on arvioitu ettd Euroopassa kuolee noin 540000 ihmista vuosittain infektioihin, joihin
tutkitut antimikrobit eivét endd tehoa (de Kraker, Stewardson ja Harbarth, 2016; de Kraker ja
Lipsitch, 2021; Hassoun-Kheir ja Harbarth, 2022). Bakteereille tyypillisista antimikrobeista
puhutaan yleisemmin antibiootteina. Antibiootit ovat yksi tarkeimpia kamppailukeinoja
bakteereista johtuvia tartuntatauteja vastaan. Ensimmaiset antibioottihavainnot on tehty jo 1920
— luvulla, kun Alexander Fleming havaitsi streptokokkeja sisaltavalla maljalla homepesakkeen
aiheuttaman estovydhykkeen tehdessddn homekokeita (Tamim, Patari-Sampo ja Kantele-
Hékkinen, 2023). Torjuaksemme AMR:a on téarkeda |0ytdd uusia antibiootteja. Yksi
potentiaalinen kohde tahén voisi 16ytyd maapallomme kasvikunnasta, jotka sisaltavat suuria
maaria erilaisia luonnonyhdisteitd, joita ei vield ole pystytty tai ehditty testaamaan niiden
antimikrobipotentiaalin selvittamiseksi.

1.1. Bakteerityypit

Eri bakteerit omaavat eri Kriittisyysasteen mité4 tulee niiden antimikrobiresistenssiin. Naita
bakteereita voidaan luokitella niiden resistenttiyksien mukaan, esimerkiksi jos bakteeri on
resistentti useammalle kuin yhdelle tunnetulle antimikrobille puhutaan sen olevan
multiresistentti ja mikali bakteeri on resistentti kaikille tunnetuille antimikrobeille, sanotaan sen
olevan pan-resistentti. Maailman terveysjarjestd6 WHO luokittelee kriittisida bakteereja niiden
aiheuttamien tautien paikkojen mukaan, kuten hengitysteihin vaikuttavat sek& suolistoon
vaikuttavat bakteerit. WHO listaa vuosittain kaikki Kriittisimmat bakteerikannat, joiden

antimikrobiresistenssi on silld tasolla, ettd ne saattavat aiheuttaa tuhoja ihmiskunnalle



(Mancuso et al., 2021). Kuitenkin selkein bakteerien aktiivisuuteen liittyvé luokittelu tapahtuu
niiden rakenteiden perusteella. Bakteerit voivat olla joko gram-—positiivisia tai gram-—
negatiivisia.

Gram-—positiivisuus tai -negatiivisuus maaritellddn bakteereille suunnitellulla gram—
variainetestilla, jossa positiivinen bakteeri vérjaytyy siniseksi tai violetiksi, kun taas
negatiiviset varjaytyvat pinkeiksi tai punaisiksi. Tdma johtuu bakteerien rakenne-eroista.
Gram-positiivisilla bakteereilla on soluseindssa vain yksi kalvo (Kuva 1A) joka koostuu
péaaasiassa peptidoglykaanista. Peptidoglykaani on paksumpi kuin gram-—negatiivisella eika
sill4 ole suojaavaa ulkokalvoa. Ne ovat muodoltaan usein pallo- tai tankomaisia. Esimerkkeja
kriittisistda gram-—positiivisista bakteereista ovat erilaiset stafylokokit, enterokokit sekéa
streptokokit.

Gram-negatiivisten bakteerien soluseind koostuu sisékalvosta, ulkokalvosta ja niiden
valiin ja&vasta periplasmisesta tilasta, joka koostuu peptidoglykaanista. (Kuva 1B) Ne ovat
muodoltaan usein pyoreitd, tankoja tai spiraalimaisia. Esimerkkeind Kriittisistd gram-—

negatiivisista bakteereista ovat Escherichia coli ja salmonella bakteerit (Lloyd, 2022).

Grampositiivinen

Peptidoglykaani >

Plasmamembraani

Gramnegatiivinen

Peptidoglykaani

Ulkomembraani

Plasmamembraani

Kuva 1. Yksinkertaistetut kuvat gram—positiivisen (A) seka gram—negatiivisen (B) bakteerin
rakenteesta. Suurin ero bakteerien valilla on niiden peptidoglykaanikuoren paksuus ja gram—
negatiivisilla bakteereilla oleva ulkomembraani, joka puuttuu gram—positiivisilta. Mukailtu artikkelista
(Liu et al., 2012)



1.2. Kasveista loytyvét luonnonyhdisteet

Kasvit tuottavat suuria maarid erilaisia erikoistuneita metaboliitteja selviytydkseen ja
lisadntydkseen. N&ama erikoistuneet metaboliitit voivat esimerkiksi olla alkaloideja,
terpenoideja, flavonoideja tai yksinkertaisia fenolisia yhdisteitd (Kim et al., 2018, 2020).
Esimerkkej erilaisista erikoistuneista metaboliiteista on esitelty kuvassa 2. Erityisesti fenoliset
yhdisteet ovat tarked osa kasvien kemiaa, silla ne ovat yleisia kaikille kasviheimoille ja kasvit
muodostavat niista pigmentteja UV-sateilyn vaikutuksia vastaan (Appel, 1993; Cheynier et al.,
2013).

Yksinkertaiset fenoliset hapot sisaltdvat yhden fenolirenkaan (Kuva 2A), kun taas
polyfenoliset kaksi tai useamman. Hydrolysoituvasta tanniinista (HT) puhutaan silloin, kun
galloyyliryhma ymparoi sokerialkoholia eli polyolia, josta esimerkkina pentagalloyyliglukoosi
(PGG, Kuva 2D). Ellagitanniinit (ET) seka gallotanniinit (GT) kuuluvat myés hydrolysoituvien
tanniinien ryhméan (Kim, 2020). ET (Kuva 2B, 2C, 2F) on todettu olevan biologisesti aktiivisia
yhdisteitd (Moilanen, Koskinen and Salminen, 2015) ja niilld on my6s osoitettu olevan
potentiaalia toimia terveyttd edistavind yhdisteind (Heinonen, 2007; Landete, 2011).
Flavonoidit tunnistetaan niiden tyypillisestd fenolirungosta CeC3Ce, ja ryhma jaetaan eri
luokkiin Cz -ryhmaén rakenteen perusteella. Yleisimmat flavonoidiluokat ovat flavonolit ja
flavan-3-olit (Kuva 2E) (Kim, 2020).

Kasviheimoja on tutkittu jo pitkdan niiden luonnonyhdisteprofiilien selvittamiseksi,
erityisesti kasviheimoja, joiden lehtid, marjoja tai hedelmia on kaytetty ruokina tai ladkeaineina
(K&hkonen et al., 1999; Kahkonen, Hopia ja Heinonen, 2001; Koponen et al., 2007).
Kasviheimon sisallakin luonnonyhdistekirjot vaihtelevat, mutta on myds pystytty todistamaan,
ettd saman suvun tai heimon sisdlld on samanlaiset yleisprofiilit (Salminen, Karonen ja
Sinkkonen, 2011; Johnson et al., 2014). Tam4 tarkoittaa siis sitd, ettd mikali suomalaisista
kasveista I0ydetdan aktiivisuuksiltaan mielenkiintoisia yhdisteitd, voidaan saman kasviheimon
sisélta 16yta4 myos trooppisempia tai harvinaisempia kasvilajeja, joiden kemian voidaan olettaa
olevan samanlaista. Taman monimuotoisuuden tutkimiseen tarvitaan moderneja

tutkimuslaitteita ja uusia tutkimusmenetelmia.
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Kuva 2. Esimerkkeja luonnosta |6ytyvisté yhdisteistd. Luonnosta l6ytyvét yhdisteet ovat hyvin usein
polyfenolisia yhdisteitd. A) klorogeenihappo, esimerkki fenolisesta haposta, B) veskalagiini,
avoketjuinen (hydrolysoituva tanniini, HT), C) oenotheiini B, (HT) D) pentagalloyyliglukoosi (HT), E)
epigallokatekiinigallaatti, flavonoidi, F) medilliini B (HT).

1.3. Agardiffuusio kiekkomenetelmalla

Agardiffuusio kiekkomenetelmalla on yksinkertainen ja hyvin standardisoitu menetelma
bakteerien herkkyyden tutkimiseen (Bauer et al., 1966; CLSI, 2018c). Menetelm& perustuu
diffuusioon eli ilmi6on, jossa yhdisteet pyrkivat siirtymddn vékevammasta pitoisuudesta
laimeampaan, tasoittaen konsentraatioeroja ajan myota. Bakteeriliuosta ympétédén noin 15 cm
halkaisijaltaan olevalle agarmaljalle. Tamén jalkeen maljalle asetetaan pienia selluloosasta
valmistettuja suodatinpaperikiekkoja, joiden pdaalle pipetoidaan tutkittavaa yhdisteliuosta ja
annetaan maljan inkuboitua yon yli 35°C lampétilassa. Inhibition tapahtuessa maljalle syntyy
kirkkaita estovyohykkeitd suodatinpaperikiekkojen ympérille, joiden sisalla ei kasva bakteeria.
Inhibiittorin tehoa voidaan arvioida sen synnyttaman estovychykkeen halkaisijan pituuden
mukaan ja suuruus ilmoitetaan millimetreind. Menetelman tulokset ovat kvalitatiivisia ja
vastaavatkin kysymykseen tapahtuuko inhibitiota vai ei. Herkkyyden méaritys tapahtuu testilla
sen sijaan etta kaytettaisiin MIC arvoja. On kuitenkin olemassa alueen lukuinstrumentteja, jotka
kykenevit laskemaan ja arvioimaan joidenkin antibioottien MIC arvot kdyttden jo olemassa
olevia standardikayria (Korgenski ja Daly, 1998; Nijs et al., 2003).

Saatuja tuloksia verrataan Kliinisten ja Laboratoriostandardien Instituutin (Clinical and
Laboratory Standards Institute, CLSI) kriteerien mukaan (CLSI, 2020). Namé& Kkriteerit on
kerétty useista analyyseistd, joista on keratty kolmen tyyppista dataa: mikrobiologista dataa,
joka siséltad MIC arvojen ja estovydhykkeiden datan, farmakokineettista ja farmakodynaamista
dataa seka Kliinisistd tutkimuksista saatua dataa (CLSI, 2018b). Naiden tulosten perusteella
voidaan maéarittdd, onko kyseessa antimikrobiherkka vai antimikrobiresistentti organismi.
Antimikrobiherkdssd tilanteessa potilaan tulisi reagoida hoitoon tavallisesti, kun taas
antimikrobiresistentti tilanteessa potilas ei reagoi hoitoon, tavallisilla annoksilla.

Menetelmdn etuna on sen yksinkertaisuus ja ettei menetelman suorittamiseen tarvita
mit&an erikoisia laitteita. Tuloksia on helppo tulkita ja erilaiset diffuusiomaljat luovat osittaista
joustavuutta. Agardiffuusio on halvin kaikista herkkyystesteista (Jorgensen ja Ferraro, 2009).
Heikkouksia menetelmalld on sen mekaanisuus ja automatisoinnin haastavuus. Myodskaan
kaikkia bakteereita ei pystyta testaamaan talld menetelmalld, silla niilld voi olla hyvinkin
tarkkoja olosuhteita, joita ei kyetd maljalla ottamaan huomioon.



1.4. Kasvatusliuoksen laimennusmenetelma

Kasvatusliuoksen laimennusmenetelma on yksi vanhimmista bakteerien herkkyytta tutkivista
menetelmista (Ericsson ja Sherris, 1971). Menetelmaéssé valmistetaan antibiootteja sisaltavalle
liuokselle laimennossarja, joka lisatdan bakteeria sisdltdvaan kasvatusliuokseen. Bakteeria
sisdltdva kasvatusliuos voi olla joko testiputkissa (makrotaso) tai kuoppalevylla (mikrotaso)
(Jorgensen and Ferraro, 2009). Makrotasolla antibioottilaimennossarja annostellaan putkiin ja
kasvatetaan yon yli 35 asteen ldmpdtilassa, jolloin liuoksessa syntyvéstd sameudesta voidaan
nahda bakteerien lisddntymisen aiheuttavaa kasvua. Tavoitteena on Kkuitenkin pitda liuos
kirkkaana ja pienimman antibioottipitoisuuden sisaltéava liuos, joka pysy kirkkaana ja néin estaa
bakteerin kasvua on antibiootin minimi-inhibitiokonsentraatio (MIC, engl. Minimal inhibition
concentration.) Menetelmasta on hydtyd muun muassa silloin, kun on tarvetta tietdd, kuinka
paljon bakteeria tarvitaan analyysin loppuun viemiseksi tai kuinka paljon antibioottia tarvitaan
tietyn bakteeriméaran kasvun inhiboimiseen. Menetelmén luotettavuudeksi on arvioitu + 1
laimennos laimennossarjassa (McKie, 1977). Etuja kasvatusliuoksen laimennusmenetelmalla
ovat sen kvantitatiiviset tulokset, sekd menetelmén herkkyys, silld menetelma antaa vastauksen
inhiboiko yhdiste bakteeria vai ei myds hyvin pienilla ainemaarilla. Heikkouksia menetelmalla
on sen suuri tydmaaréa antibioottilaimennossarjojen valmistuksessa ja suhteellisen suuret maarét
reagensseja seké se ettd herkkyystestaukseen vaaditaan paljon tilaa.

Mikrotasolla voidaan kayttaa eri kokoisia kuoppalevyja. Kuoppalevyé kéytettdessa on
mahdollista keratd kvantitatiivisia tuloksia nopeasti yhdella analyysilla (Jorgensen ja Ferraro,
2009). Menetelmélld on esimerkiksi mahdollista kerdtda 12 eri antibiootin vaikutukset
kahdeksassa eri laimennoksessa yhdell& bakteeriliuoksella (CLSI, 2018a). Kuoppalevyja on
mahdollista valmistaa ennakkoon, niitd voidaan pakastaa tai ostaa valmiina, jolloin p&astain
eroon kayttajan tekeméasta mahdollisesta pipetointivirheesta. Etuna talla menetelmalld on sen
toistettavuus ja helppokéyttdisyys MIC:ta kerdtessd. Menetelmd on myo6s vihredmpi, koska
reagensseja kuluu vahemman (Patel et al., 2011). Tulosten tulkintaan on mahdollista luoda
automaattisesti tietokoneella raportteja suoraan lukijoista, jotka helpottavat tulosten tulkintaa.
Suurimpana heikkoutena menetelmaéll& on sen suuri tydmaarg, jos automaatiota tai kaupallisesti

saatavia valmiita kuoppalevyja ole saatavilla.
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2. Materiaalit ja menetelmat
2.1. Puhdasaineet, kasviuutteet ja bakteerit

Ty0ssé kdytettiin inhibitiopotentiaalin selvittdmiseksi sek& kasvien puhdasaineita ettd kasveista
eristettyjd uutteita jotka valmistettiin Engstrom et al. menetelméllad (Engstrom et al., 2016).

Taulukossa 1 on esitetty kaikki tydssa kaytetyt puhdasaineet.

Taulukko 1. Lista tydssa kaytetyista puhdasaineista. Taulukossa hydroysoituvia tanniineja (HT)
ellagitanniineja (ET) ja pienempia polyfenolisia yhdisteita. Alkaloideilla niiden derivatiivi on merkitty
sulkuihin.

Yhdiste Yhdisteryhméa

Berberiini Alkaloidi (Isokinoliini)  Kofeiini Alkaloidi (Puriini)
Kversetiini Flavonoli Kurkumiini Fenolihappo
Glukobrassikiini Glukosinolaatti Beta-karoteeni Karotenoidi
Pentagalloyyliglukoosi HT Sinalbiiini Glukosinolaatti
Oenotheiini A HT Glucobrassikanapiini  Glukosinolaatti
Sinigriini Glukosinolaatti Lupiniini Alkaloidi (Kinolitsidiini)
Prosyanidiini B2 Proantosyanidiini (-)-gallokatekiini Flavan-3-oli

Kiniini Alkaloidi (Kinoliini) Papaveriini Alkaloidi (Isokinoliini)
Oenotheiini B HT Akasetiini Flavoni
Klorogeenihappo Ellagihappo Theobromiini Alkaloidi (Puriini)

Kylmékuivattuja kasvien osia lisattiin 2 ml eppendorf -putkiin n. 100 mg, jonka jalkeen
osia jauhettiin kuulamyllylla. Taméan jalkeen jauheeseen lisattiin 1400 pl 80/20 asetoni-—vesi-
liuosta, niitd vorteksoitiin 10 minuuttia, jonka jélkeen ne jatettiin maseroitumaan yon yli
kylmahuoneeseen. Seuraavana pdivand maseroituneita ndytteité ravisteltiin tasoravistimessa 4
h ajan, jonka jalkeen putket sentrifugoitiin ja dekantoitiin uusiin eppendorfputkiin. Nama
vaiheet toistettiin, jonka jalkeen nayteliuokset yhdistettiin ja yhdistetyista uutteista haihdutettiin
orgaaninen liuotin pois eppendorfkonsentraattorilla, kylmakuivattiin. Tavoitteena oli saada 50
mg kylmékuivattua jauhetta. Taulukossa 2 on esitelty kaikki kasvindytteet, joita tydssa

kéytettiin ja niiden massat.
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Taulukko 2. Lista tydssa kaytetyista kasvinaytteista.

Kasvi (0sa) Latinankielinen Paayhdiste Massa
kylmakuivauksen
jalkeen (mg)

Mansikkaguava (Lehti) Psidium cattleianum  Avoketjuiset ellagitanniinit ~ 116,8

Maorihehkupuu (Lehti) Metrosideros Oligomeeriset 29,9

excelsa ellagitanniinit

Medinilla (Lehti) Medinilla magnifica  Oligomeeriset 53,95

ellagitanniinit

Teepensas (Lehti) Camellia sinensis Flavan-3-olit 36,95

Manteliketapani (Lehti) Terminalia catappa  Monomeeriset 57,25

ellagitanniinit

Hullukaali (Lehti) Hyoscyamus niger Alkaloidit (Terpenoidit) 14,5

Hullukaali (Kukka) Hyoscyamus niger Alkaloidit (Terpenoidit) 46,3

Keltamo (Lehti) Chelidonium majus  Alkaloidit (Isokinoliinit) 11,65

Keltamo (Kukka) Chelidonium majus  Alkaloidit (Isokinoliinit) 13,45

Ty0Ossé kéytetyt bakteerit valittiin niiden antimikrobiresistenssin Kriittisyyden seka

saatavuuden perusteella. Kaikki bakteerit ja niiden bakteerityypit on listattu taulukossa 3.

Taulukko 3. Tydssa kaytetyt bakteerit ja niiden bakteerityypit.

Bakteeri Gram-tyyppi Bakteeri Gram-Tyyppi
Escherichia coli - Staphylococcus aureus +
Enterobacter cloacae - Enterococcus faecalis +
Klebsiella pneumoniae - Streptococcus mutans +

Stenotrophomonas maltophilia

Streptococcus pneumoniae  +
Proteus mirabilis - Streptococcus pyogenes +

Pseudomonas aeruginosa

2.2. Agardiffuusiomenetelma kiekolla/ -kuopalla

Ennen varsinaisen menetelmén suunnittelua piti varmistaa, ettd kasviyhdisteet oikeasti
inhiboivat bakteereja. Tahan kaytettiin lahtokohtana agardiffuusiota kiekkomenetelmallg, sen
antaman yksinkertaisen kyll&/ei tuloksen vuoksi. Aluksi kokeita varten kaikki puhdasaineet
sekd kontrollina kaytetty tunnettu antibiootti, kanamysiini, késiteltiin samalla tavalla
seuraavasti: puhdasainetta punnittiin 1 mg, joka liuotettiin 1 ml asetoni/vetta (80/20, v/v) ja
sekoitettiin, kunnes kaikki kiinted aine oli liuennut. Taman jélkeen 5 pl liuosta pipetoitiin
bakteeriliuoksella ympatyn maljan péélle asetetuille suodatinpaperikiekoille. Yhdisteiden ja
antibioottikontrollin liséksi lisattiin yhdelle suodatinpaperikiekolle liuotinta, jolla seurattiin

liuottimen vaikutusta. Naistd keratyt tulokset antoivat paljon negatiivisia tuloksia, joten
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suoritettiin useita olosuhdekokeita. Bakteerien kasvatusliuos késiteltiin aina kasvatuksen
jalkeen samalla tavalla, jolloin liuos sentrifugoitiin 3000 x g, 4°C, 15 min. Tdman jalkeen
bakteeriliuos dekantoitiin pois, bakteerisakan jdadessa putken pohjalle. Sakka suspentoitiin
puskuriliuokseen ja pestiin samoilla olosuhteilla, jonka jalkeen puskuriliuos dekantoitiin pois
ja sakka suspensoitiin jélleen kasvatusliuokseen, jonka jélkeen liuos laimennettiin OD600-
arvoon. ODG600-arvo tarkastettiin mikrobiologiassa standardina kaytettavéalla McFarlandin
standardilla. McFarland-standardit valmistettiin kéyttamalla 1 % bariumkloridia seka 1 %
rikkihappoa. Naiden yhdisteiden seos sakkautuu, joka vastaa bakteeriliuoksen sakkautumista.
Talléin on helppo arvioida bakteerien absorbanssia ja samalla bakteerien méaraé liuoksessa
(Lahuerta Zamora ja Pérez-Gracia, 2012).

2.2.1. Olosuhdekokeet

Ensimmaisend kokeiltiin nostaa suodatinpaperille lisattavan liuoksen tilavuutta, joka
suodatinpaperikiekoilla oli 5 pl. Suodatinpaperikiekkojen sijaan Agar-maljaan tehtiin kuoppa,
johon puhdasainetta liséttiin. Aluksi vertailtiin agardiffuusiota samalla maljalla, samoilla
yhdisteilld siten, ettd agarmalja oli jaettu kahtia. Toiselle puolelle liséttiin suodatinpaperikiekot
ja toiselle puolelle tehtiin kuopat, joihin pipetoitiin sama méaara inhibiittoria. Taman jalkeen,
kun tulokset osoittivat, ettei diffuusiossa ole eroa, siirryttiin valmistamaan halkaisijaltaan
suurempi kuoppa. Nain liuostilavuutta saatiin kasvatettua ja puhdasaineen méaaraad maljalla
kasvatettua, jolloin oletettavasti inhibition maara lisdantyy. Kuoppa valmistettiin hyddyntaen
ruiskuun yhdistettyd metallikartiota, jonka halkaisija oli noin 3 mm. Metallikartio oli
yhdistettyna ruiskuun, jolla ympétty agargeeli saatiin imettya pois maljalta, jolloin jaljelle jai
siisti pyoreé kuoppa. Inhibiittoria lisattiin kuoppaan sen tilavuuden verran, joka on 60 pl.
Toinen mahdollinen vaikuttava tekija inhibitioon on puskuriliuos. Puskuriliuoksella ei
valttamatta ole vaikutusta bakteerin kasvuun, mutta jotkin yhdisteet saattavat reagoida
puskuriliuosten kanssa. Puskuriliuos on térked osa menetelmad, silla puskuriliuoksella bakteeri
pestddn ja laimennetaan. Aluksi kaytettiin pelkkaa fosfaattipuskuroitua suolaliuosta (engl.
phosphate-buffered saline, PBS), mutta on todettu, ettd PBS:lla on sitovia vaikutuksia
polyfenolien kanssa (Zhang et al., 2018). Tata varten valmistettiin 1 M HEPES ((4-(2 -
hydroksietyyli)-1-piperatsiinietaanisulfonihappo)), TRIS (tris(hydroksimetyyli)aminometaani),
MOPS (3-(N-morpholiini)propaanisulfonihappo) — puskurit 1 M PBS liséksi. Tamén lisaksi

kokeessa selvitettiin pelkdn kasvatusmediumin vaikutusta puhdasaineisiin. Puskuriliuoksia
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valmistettiin 250 ml ja niiden pH saddettiin arvoon 7,15. Lopuksi ne laimennettiin 20 mM
pitoisuuteen ja liuokseen lisattiin 0,15 M natriumkloridi (NaCl) -liuosta.

Puskuriliuoskoe suoritettiin seuraavasti: yon yli kasvatettu bakteeriliuos sentrifugointiin
olosuhteissa (3000 G, 15 min, 4 °C), jonka jalkeen bakteerit suspensoitiin 25 ml PBS puskuria.
Bakteerit sisaltdva puskuriliuos jaettiin 5 ml:n eriin ja pestiin 3x5ml eri puskuriliuoksilla, pois
lukien kasvatusmedium, joka pestiin 3x5 ml HEPES-puskurilla. Tdman jalkeen liuokset
laimennettiin OD600 arvoon, jossa kasvatusliuosta oli 4 ml, johon bakteeriliuosta lisattiin 40
ul. Seuraavaksi valmistettiin laimennossarjat kontrollimaljoille, pipetoimalla laimennettua
bakteeriliuosta 100 pl. Laimennossarja valmistettiin laimentamalla bakteeriliuosta aina 1/10,
jolloin edellistd bakteeriliuosta lisattiin eppendorf-putkeen 10 pl ja vettd 90 pl. Naita
valmistettiin 3 laimennosta ja valmistetut bakteerilaimennokset pipetoitiin agarmaljoille ja
ympattiin tasaisesti.

Taman jalkeen valmistettiin puhdasaineita sisaltavat bakteeriliuokset. Pipetoitiin 500 pl
bakteeriliuosta 1,5 ml kuuteen eppendorf-putkeen ja liséttiin yhteen putkeen 25 pl yhta
seuraavista puhdasaineista: pentagalloyyliglukoosi, klorogeenihappo, oenotheiini A,
oenotheiini B, kurkumiini seké viimeisena 25 pl pelkkéé puskuria. Néita liuoksia inkuboitiin
37°C lampdokaapissa 3 h.

Inkubaation jalkeen valmistettiin puhdasaineita siséltavistd bakteeriliuoksista 1/10
laimennossarjat siten, etta lisattiin puhdasainetta sisaltavaa liuosta 50 ul ja 450 pl puskuria.
Tasta valmistettiin 6 laimennosta. Laimennuksen jéalkeen pipetoitiin 100 pl laimennosta

agarmaljalle ja ympadttiin. Maljauksen jalkeen maljoja inkuboitiin yon yli.

2.2.2. Referenssimenetelma

Olosuhdekokeiden tuloksista pystyttiin - valmistamaan tulevaa korkean suorituskyvyn
menetelmad varten referenssimenetelmd. Menetelméssé bakteerit kasitellddn kasvatuksen
jalkeen normaalisti, mutta pesussa kaytettiin puskuriliuoksena PBS sijasta HEPES —puskuria.
Pesun ja laimentamisen jalkeen, ympattiin bakteeriliuos maljalle ja valmistettiin
metallikartiolla kuopat, joihin pipetoitiin 3x 20 pl puhdasaineita. Maljoja inkuboitiin 37°C

lampokaapissa yon yli.

2.3. Kuoppalevymenetelma

Kuoppalevymenetelmad perustuu kasvatusliuoksessa tapahtuvan absorbanssin muutokseen.

Tavoitteena on tuottaa 96-kaivoiselle kuoppalevylle sellaiset olosuhteet, ettd bakteerien kasvu
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on mahdollista, sekd kasvun loppumista tai heikentymista on helppoa seurata. T&ta varten oli
tarkedd ajatella, mitké tekijat vaikuttavat, eivat vain bakteerien, vaan myos yhdisteiden kemiaan
kuoppalevylld. Absorbanssin seurantaan kaytettiin PerkinElmerin EnSight Multimode
Microplate reader —kuoppalevylukijaa ja kuoppalevyt luettiin 415 nm sekd 600 nm
aallonpituuksilla. Tamén liséksi laite otti valokuvat jokaisesta kuopasta. Tulokset vietiin
Exceliin ja analysoitiin talla ohjelmalla.

2.3.1. Liuotinkoe

Ensimmaéiseksi kokeiltiin erilaisten liuottimien vaikutus bakteerien kasvuun. Testattaviksi
liuottimiksi paatettiin valita 15 %, 10 % ja 5 % dimetyylisulfoksidi (DMSO), seké etanoli—vesi
liuokset. Koetta varten kasvatettiin vain E. coli sek& S. aureus bakteereita 5 ml LB —
kasvatusliuoksessa ja kasiteltiin ne kuten agardiffuusiokokeissa. Kuoppalevylle pipetoitiin
kaikkia liuotinpitoisuuksia 100ul ja lisattiin sen jalkeen 100 ul bakteeriliuosta ja bakteerien
kasvua seurattiin ajan hetkilla 0 h, 2 h, 4 h, 5 h, 7 h, 9 h, 18 h, 24 h. Kontrollina kaytettiin
100/100pul vesi/ bakteeriliuosseosta sekd 100 ul/100 pl LB + bakteeriliuosseosta. Saadut

tulokset varmistettiin referenssimenetelméé hyddyntéen.

2.3.2. Kompleksinmuodostuskoe

Tanniinit usein kompleksoituvat erilaisten proteiinien ja erilaisten entsyymien kanssa, jotta ne
on helpompi hajottaa esimerkiksi ruuansulatuksessa (Hagerman, 1989). Varmistaaksemme, etté
kuopassa tapahtuvan absorbanssin muutos johtuu bakteerin kasvusta eika esimerkiksi bakteerin
ja tanniinin muodostamasta kompleksista tehtiin tdman varmistava kompleksikoe. Kokeen
tarkoituksena oli selvittdd, muodostuuko absorbanssiin perustuvaa molekyylikompleksia
valittujen bakteerien sekd puhdasaineiden vélilla. Kompleksoiviksi yhdisteiksi valittiin PGG
sek&d oenotheini B, niiden erilaisten liukoisuusominaisuuksien vuoksi. Puhdasaineista
valmistettiin 3 mM vahvuiset liuokset 15 % DMSO:ssa. Yhdisteista valmistettiin myds 1,5 mM,
0,75 mM sek& 0,375 mM vahvuiset laimennokset.

Koetta varten kasvatettiin kaikkia bakteerikantoja yon yli 5 ml kasvatusliuoksissa.
Kasvatuksen jalkeen bakteeriliuos késiteltiin kuten liuotinkokeessa ja ne laimennettiin OD600
arvoon kayttden 0,5 McFarland -standardia. Tamén jalkeen yhdell& kuoppalevylla suoritettiin
3 rinnakkaista analyysia per bakteeri ja yhdiste. Kontrollina kdytettiin puhdasta 15 % -DMSO
liuotinta. Kompleksin muodostumista seurattiin kuoppalevylukijalla 15 min vélein 2 h ajan.
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2.3.3. Kokeet kasviuutteilla

Luotua menetelméa testattiin kasviuutteilla. Uutteista liuotettiin 1 mg kylmakuivattua jauhetta
1 millilitraan vettd ja sekoitettiin 20 min ajan ja suodatettiin 0,2 um PTFE suodattimella.
Kaikkia bakteereita kasvatettiin yon yli 5 ml ja kasvatuksen jélkeen ne késiteltiin kuten
liuotinkokeessa. Yhdelld kuoppalevylld analysoitiin jokaisesta yhdistelmasta 3 rinnakkaista
naytettd. Kontrollina kaytettiin vettd ja bakteeriliuosta. Kasvindytteen lisddmisen jalkeen
absorbanssi mitattiin alkutilanteessa 415 ja 600 nm aallonpituuksilla ja annettiin inkuboitua yon
yli. Inkubaation jalkeen absorbanssi mitattiin uudelleen samoilla aallonpituuksilla.
Poikkeuksellisesti absorbanssia seurattiin S. pyogenes, S. pneumoniae sekd S. mutans

bakteereilla 2 h vélein 24 h ajan ja bakteerit inkuboitiin hiilidioksidikaapissa.

3. Tulokset ja niiden tarkastelu
3.1.Agardiffusiomenetelmé kiekolla/ -kuopalla

Ensimmaisistd agardiffuusiokokeista huomattiin, ettd menetelmélld on mahdollista néhda
puhdasaineen inhibitio (Kuva 3). Kuitenkin koetta toistettaessa saatiin risteavia tuloksia.
Kuvasta nahddan, ettd PGG (ndyte 5) ei osoittanut vahvaa inhibitiota lainkaan, kun taas
berberiini (ndyte 1), seka glukobrassikiini (ndyte 4) ndin tekivat, ja kun koe toistettiin, oli
berberiinin sekd glukobrassikiinin inhibitio kadonnut ja PGG osoitti inhibitiota alueella
suodatinkiekon ymparill4. Tdma alue syntyi l&hes aina niin PGG:lla kuin oenotheiineilla, jotka
ovat suurikokoisia hydrolysoituvia tanniineja. Tdma voisi kertoa siitd, ettd inhibitiota on
tapahtunut mutta ajan myo6ta bakteerit padsevat kasvamaan uudestaan inhibitioalueella, kuten
on huomattu esimerkiksi Pseudomonas aeruginosan tapauksessa aikaisemmissa tutkimuksissa
(Haiby et al., 2019). PGG osoitti uudelleenkasvaneen inhibitiovydhykkeen kaikilla tutkituilla
bakteereilla. Oenotheiini B osoitti myds uudelleenkasvaneen vydhykkeen kaikilla tutkituilla
bakteereilla, mutta vyohykkeen koko oli huomattavasti pienempi, kuin PGG:lla. oenotheiini A

sen sijaan kayttaytyi kuten oenotheiini B, pois lukien E. colilla, jolla inhibitiota ei tapahtunut.
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Tulosten ristedvyyden vuoksi piti selvittad, miten saataisiin luotettavampia ja toistettavampia
tuloksia.

Kuva 3. A=kanamysiini, antibiottikontrolli. L = liuotinkontrolli. 1) berberiini 2) kversetiini 3) sinigriini 4)
glukobrassikiini 5) pentagalloyyliglukoosi 6) prosyanidiini 7) oenotheini A 8) kiniini 9) oenotheini B 10)
klorogeenihappo. E. coli -bakteerin agardiffuusiomenetelmalla kiekolla. A inhibitiovyéhyke 13 mm, 1:n
inhibitiovydhyke 8 mm, 4 inhibitiovythyke 4 mm, oenotheiini B inhibitiovyohyke 4 mm. Muilla ei
inhibitiota.

3.1.1. Olosuhdekokeet

Agarmaljalle lisattavan tilavuuden kasvattamisen vuoksi kokeiltiin tehdd kuoppa maljalle ja sita
verrattiin  suodatinkiekolla tapahtuvaan diffuusioon. Kuvasta 4 huomataan, ettei eroa
diffuusiossa ole, kun kuoppaan lisédtdan sama tilavuus puhdasaineita. Koetta varten valittiin
aikaisempien tulosten pohjalta 5 puhdasainetta, joiden ristedvien tulosten vuoksi ne
valikoituivat malliyhdisteiksi. N&ma yhdisteet ovat berberiini (ndyte 1), PGG (nayte 2),
oenotheiini A (nayte 3), oenotheiini B (ndyte 4) sek& klorogeenihappo (ndyte 5). Tulosten

perusteella kyettiin korvaamaan suodatinpaperikiekko maljalle tehtavalla kuopalla, jolloin
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kuoppaa suurentamalla pystyttiin kasvattamaan maljalle paatyvan yhdisteliuoksen tilavuutta ja
samalla pa&staén eroon suodatinpaperikiekosta.

Suodatinpaperikiekosta eroon paaseminen osoittaa luotettavuutta siitd, ettei
yhdisteliuoksesta sitoudu suodatinpaperille yhdisteitd. Kuvan 4 berberiinin suodatinkiekko
vaihtaa véria valkoisesta oranssinruskeaksi puhdasaineliuoksen varin takia. Suodatinpaperista
luopumalla péaastadn eroon siitd riskista, ettd jotkin yhdisteet eivat kykenisi diffuusoitumaan

maljalla koska ne ovat sitoutuneena suodatinpaperiin.

Kuva 4. Agardiffuusiomenetelmén testausta niin kuopassa, kuin kiekolla. Kokeessa haluttiin selvittaa,
onko suodatinpaperin ja agariin tehdyn kuopan vélisessa diffuusiossa eroa ja ndhdaan, etta nain ei
ole. Yhdisteet valittiin aikaisempien ristedvien tuloksien vuoksi. Malliyhdisteet ovat berberiini (1), PGG
(2), oenotheiini A (3), oenotheiini B (4) seka klorogeenihappo (5).

Puskuriliuoskokeista tulokset tulkittiin laskemalla pesékkeitd, joita yon yli kasvaneet
bakteerimaljat olivat tuottaneet. VVékevinta (bakteeripitoisuus >10000 CFU (colony forming
unit) /ml) bakteeriliuosta sisélténeiltd maljoilta oli mahdotonta erotella kaikkia pesakkeitd, joka
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on bakteerin kasvun kannalta hyva asia, silla puskuriliuoksella ei tallgin ole vaikutusta niiden
kasvuun (Kuva 5). Puhdasaineita sisaltavat bakteeriliuokset eivat myoskaan osoittaneet
puskuriliuoksen vaikuttavan bakteerin kasvuun, jolloin voitiin pesékkeet laskemalla 16ytaa
PBS:ta parempi vaihtoehto. Kuvaan 6 on laskettu kaikki pesékkeet aina tuhanteen saakka ja
verrattu puhdasaineen lasnd ollessa puskuriliuoksen inhibitiovaikutusta. Huomataan, ettd
HEPES-puskuri toimii yhtd hyvin kaikkien bakteerien ja puhdasaineiden kanssa kuin PBS,
ilman ettd polyfenoleilla olisi riskia sidosefekteistd puskuriliuoksen kanssa. Liitteissd on kuvat

kaikista bakteerimaljoista.

Kuva 5. Esimerkki puskuriliuoskokeessa kasvatetuista bakteereista, joista tuloksia vertailtiin
laskemalla pesékkeitd. Kuvassa TRIS-puskurin ja E. colin kasvatuksen tulokset. Bakteeriliuoksen
vakevyys maljalla 1 on 100000 CFU/ml, maljalla 2 10000 CFU/ml, maljalla 3 1000 CFU/mI, maljalla
4 100 CFU/ml ja. Maljalla 5 bakteeriliuoksen vakevyys on 10 CFU/ml.
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Kuva 6. Laskettujen E. coli pesdkkeiden maara puskurin ja inhibiittorin liuoksessa verrattuna pelkan
puskurin vaikutukseen bakteerin kasvulle. Punainen viiva kuvaa puskuriliuoksen pesékkeiden tasoa.
Puhdasaineina kaytettiin pentagalloyyliglukoosia (PGG), oenotheiini A:ta, kurkumiinia,
klorogeenihappoa seka oenotheiini B:ta.

3.1.2. Referenssimenetelméa

Kaikkien olosuhdekokeiden jalkeen saatiin luotua referenssimenetelma
agardiffuusiomenetelmallé kuopilla. Tulokset olivat toistettavia ja vastasivat aiemmin testattuja
kokeita. Taulukkoon 5 on koottu referenssimenetelmaélla saadut tulokset siten, ettd >~ -merkilla
on kuvattu bakteeri+puhdasaine kombinaatioita, joilla ei tapahtunut inhibitiota ja *+’ -merkkeja
on annettu kombinaatioille sen mukaan, miten suuri inhibitiovyéhyke syntyy, ja miten selke&a
inhibitio on. Edelleen PGG osoitti vahvaa inhibitiopotentiaalia, kuten myds molemmat
oenotheinit. Muita inhiboivia puhdasaineita olivat klorogeenihappo sekéd kurkumiini. Kuvat
kaikista bakteerimaljoista 16ytyvét liitteista.



Taulukko 4. Referenssimenetelmalla saadut tulokset puhdasaineiden seka bakteerien
kombinaatioista. Taulukkoon 5 on koottu referenssimenetelmalla saadut tulokset siten, etta ’-’ -merkilla
on kuvattu bakteeri-puhdasaine kombinaatioita, joilla ei tapahtunut inhibitiota. '+ -merkkeja on annettu

kombinaatioille sen mukaan, miten suuri inhibitiovydhyke syntyy, ja miten selkeaa inhibitio on.
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Tulosten perusteella oli mahdollista edetd kuoppalevymenetelmén luomiseen, kayttéen
vertailuna referenssimenetelmaa tulosten varmistamiseksi.

3.2.Kuoppalevymenetelma

Kuoppalevymenetelma perustuu kasvatusliuoksessa tapahtuvaan absorbanssin muutoksen
seurantaan. Tama mahdollistaa sen, ettd menetelmédd voidaan hyodyntdd sekd uusien
potentiaalisten inhibitioyhdisteiden l0ytdmiseen ettd ndiden yhdisteiden MIC-arvon

maarittamiseksi.

3.2.1. Kompleksinmuodostuskokeet

Kompleksinmuodostusta testattiin liuottamalla PGG:a 15 % DMSO:n ja pipetoitiin
kuoppalevylle 100ul. Kuvassa 7 nahdaan, ettd kompleksinmuodostumista ei tapahdu. Tdémén
voi todeta siitd, ettei 2 h seurannan aikana absorbanssin tulokset muutu 0 min aikapisteen
tuloksista. Koe toistettiin kaikilla bakteereilla eikéd tulokset poikenneet E. colin tuloksista.

Loput kaaviot on lisatty liitteisiin.

E. coli
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B 3mmol PGG + bakteeri W 1,5mmol PGG + bakteeri 0,75mmol PGG + bakteeri
W 0,375mmol PGG + bakteeri m Ommol PGG + bakteeri Liuotinkontrolli

B 3mmol PGG ei bakteeria

Kuva 7. Kompleksinmuodostuskokeen tulokset E. coli bakteerilla ja eri vahvuisilla PGG liuottimilla.
Kompleksinmuodostumista seurattiin 15 minuutin valein 2 h ajan, eik& kompleksinmuodostumista
tapahdu, koska tulokset pysyvét alun tasolla.

3.2.2. Kokeet kasvinaytteilla

24 tunnin seurannan jalkeen kaikki kasvindytteet osoittivat vahintd&n osittaista inhibitiota
johonkin bakteerikannoista. Bakteerien kasvua seurattiin ensimmadisilla bakteereilla

useammalla aikapisteelld niiden kasvun varmistamiseksi (Kuva 8). Kasvu onnistui, silla
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kontrollikaaviosta ndhdaan alun logaritminen kasvuvaihe, jonka jalkeen kasvu tasoittuu. S.
pyogenes tapauksessa ndyttaisi kuitenkin siltd, ettd sekd medinilla ettd maorihehkupuu
inhiboivat bakteerin tavanomaista kasvua, mutta ajan myota kun vaikuttavan aineen méaara

vahenee liuoksessa bakteeri padsee kuitenkin kasvamaan.

S. pyogenes

2,00E-01
1,80E-01 —e

1,60E-01
1,40E-01
1,20E-01

1,00E-01

Absorbanssi

8,00E-02
6,00E-02
4,00E-02
2,00E-02

0,00E+00
0 5 10 15 20 25

Aika (h)

Maorihehkupuu  —@=—Medinilla —@=—Kontrolli

Kuva 8. S. pyogenes bakteerin kasvun seurantakaavio.

Keltamo (A, kukat; B, lehdet) ja hullukaali (C, kukat; D, lehdet) ovat alkaloidikasveja.
Valitettavasti naiden kasvien kaikkia mahdollisia yhdisteitd ei saatu hyoddynnettyd. Niissa
haasteena on se, ettd ei voitu kayttdd happamia olosuhteita. Tutkimukseen valikoitujen
bakteerikantojen happamuuden sietokyky on erittain heikko eivatkd ne kestd happamia
olosuhteita, silla bakteerin solukalvo hapertuu ja hajoaa happamissa olosuhteissa (Booth, 1985).
IIman happamia olosuhteita ei voida olla varmoja, ettd kaikki alkaloidit olisivat optimaalisesti
liukoisia. Aikaisemmissa tutkimuksissa on huomattu keltamon osoittavan inhibitiota S.
aureuksen, kanssa, jota ei kyetty todentamaan téll4 tutkimuksella (Zielinska et al., 2018) mutta
inhibitiota tapahtui P. aeruginosa bakteerilla eli inhibitio oli muutenkin vahéistd. Keltamon
paayhdisteend ovat isokinoliinialkaloidit (Zielinska et al., 2019). Hullukaali siséltd& padasiassa
tropiinijohdannaisia alkaloideja (Jaziri et al., 1988) ja erityisesti hullukaalin juurten on osoitettu
aikaisemmin inhiboivan S. aureus bakteereja (Dulger, Goncu and Gucin, 2010) ja vaikka tdssé
tutkimuksessa hyddynnettiinkin hullukaalin kukintoja seké lehtid, nakyi inhibitio tuloksissa.

Mansikkaguava (E) sisaltdd avoketjuisia ellagitanniineja kuten esimerkiksi
veskalagiinia ja kastalagiinia, joista osaan on linkittynyt myos flavan-3-oli-ryhmia (Mallmann
etal., 2020). Terpeenejé on havaittu mansikkaguavaa tutkittaessa, joiden on arvioitu inhiboivan
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erityisesti S. aureus bakteerikantoja (Soliman et al., 2016). On my0s osoitettu, etté linkittyneill&
flavan-3-oleilla, erityisesti epikatekiineilla, on kyky pienentdd sydantautien riskid ja ne
madaltavat verenpainetta (Schroeter et al., 2006; Katalini¢ et al., 2010). Tuloksista huomataan,
ettd mansikkaguavan yhdisteet inhiboivat aktiivisesti lahes kaikkia bakteerikantoja. Ainoa
resistentti bakteeri oli S. mutans.

Maorihehkupuun (F) paayhdisteind ovat oligomeeriset ellagitanniinit, erityisesti niin
sanotut horsmamaiset ja muuntuneet horsmamaiset tanniinit (Mahajan, 2008). Tama tarkoittaa
evolutiivisesti horsmien ellagitanniineista kehittyneitd uusia oligomeereja, kuten esimerkiksi
oenotheiini A ja oenotheiini B. Medinillan (G) p&&ayhdisteet ovat my0ds oligomeerisia
ellagitanniineja, mutta erilaisia kuin horsmakasveissa, joten niill& on erilaisia ominaisuuksia
kuin maorihehkupuusta 16ytyvilld oligomeerisilla ellagitanniineilla (Robil ja Tolentino, 2015).
Esimerkkejd medinillasta 16ytyvistd yhdisteistd ovat medinilliinit A ja B. Aikaisemmin jo
todettiin kiekkodiffuusiokokeella, ettd oenotheinit osoittivat inhibitiota ja tulos toistuu myds
kuoppalevylld. Medinillan yhdisteet inhiboivat kaikkia bakteerikantoja. Medinillaa ja
medinilliineja ei ole perusteellisesti tutkittu antimikrobiaalisten ominaisuuksien suhteen, joten
tulos on mielenkiintoinen. Aikaisemmin medinillin B:td on tutkittu vain syopasolujen kanssa,
ja medinilliini B merkittavasti pidensi elinajanodotetta (Miyamoto et al., 1993).

Teepensas  (H)  paayhdisteet ovat flavan-3-oleja,  kuten  esimerkiksi
epigallokatekiinigallaatti. Teepensas inhiboi kaikkia bakteerikantoja paitsi S. mutans bakteeria.
Teepensaan katekiinien on aikaisemminkin osoitettu inhiboivan useita bakteerikantoja (Kumar
et al., 2012). Teepensaasta valmistetun teen péivittdisen juomisen on myds sanottu tappavan S.
aureusta seké& muita haitallisia bakteereita sen antimikrobisten, antiviraalisten ja mutageenisten
ominaisuuksien vuoksi (Toda et al., 1991; You, 1993).

Manteliketapani (I) inhiboi my6s kaikkia muita bakteerikantoja, paitsi S. mutansia.
Manteliketapanin padyhdisteet ovat monomeerisia ellagitanniineja, etenkin punikalagiinia,
jonka on osoitettu olevan hyvinkin antimikrobiaktiivinen yhdiste (Rozadi, Oktavia and Fauziah,
2022). Punikalagiinin on osoitettu inhiboivain aikaisesmmissa tutkimuksissa ainakin S. aureus
kantoja (Xu et al., 2017). Manteliketapanin lehtia ja kaarnaa on aikaisemmin tutkittu erilaisten
hiivasieni-infektioiden hoidossa (Tercas et al., 2017). Erityisesti manteliketapanista
valmistettujen etanoli- sek& vesiliuosten on huomattu inhiboivan néiden sienien kasvua hyvin

(Jagessar and Alleyne, 2011).



24

Koe kasvinaytteilla

9,00E-01
8,00E-01
7,00E-01 I
: i i
= 6,00E-01 I
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< 5,00E-01 N I
(%]
(%]
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=
; I
2 3,00E-01
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0,00E+00 _
E.Coli S.Aureus E.Faecalis S.Malto E.Cloacae K.Pneumo P.Mirabilis P.Aerugi S.Mutans
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B Kontrolli B Keltamo (K) Keltamo (L) B Hullukaali (K) B Hullukaali (L)
Mansikkaguava (L) B Maorihehkupuu (L) B Menidilla (L) H Teepensas (L) B Manteliketapani (L)

Kuva 9. Kasvinaytteilla tehdyn kokeen tulokset. Kuvassa vertaillaan absorbanssin muutosta 24 tunnin
seurannan aikana. Kontrollina toimi pelkka bakteerin kasvatusliuos, johon liséttiin vetta.

Yleisesti voidaankin siis todeta, ettd erityisesti ellagitanniineja siséltdvat uutteet toimivat
inhibiittoreina kaikille tutkimuksessa mukana olleille bakteereille. Kaikkien kasviuutteiden

tulokset on koottu kuvaan 9.

4. Paatelmat

Lopputuloksena onnistuttiin luomaan menetelméd, jolla pystytddn nopeasti ja tehokkaasti
Ioytamadn bakteerien sekd kasvindytteiden valiltd kombinaatioita, jotka osoittavat
inhibitiopotentiaalia. Luotu menetelma soveltuukin paremmin yhdisteiden seulontaan, kuin
syvallisempéan tutkimiseen. Useissa aikaisemmissa tutkimuksissa kéytetyt menetelmat ovat
tyoladmpid mutta tutkimuksessa luotu menetelma on nopea ja silla kyetdén yhden tyopaivan
aikana valmistaa ja analysoida yli 500 ndytetta.

Menetelmad tulee vield kehittdd ja erityisesti menetelman automatisointi on térked
kehityskohta. Esimerkiksi pipetointirobotiikkaa hyddyntéen voidaan kuoppalevyja valmistaa
automatisoidusti, jolloin jad enemman aikaa tulosten analysoimiselle. Luotu menetelmé antaa
mahdollisuuden tulevaisuudessa 16ytd4 mahdollisia uusia potentiaalisia ld&keaineita Kriittisille
bakteereille ja erityisesti polyfenolisista yhdisteista suuret hydrolysoitavat tanniinit, kuten PGG

ja oenotheinit, osoittivat suurta potentiaalia toimia inhibittoreina tulevaisuudessa.
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