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Kasutatud luhendid

CFU — bakterikolooniat moodustavate rakkude arv (colony forming unit)

DMSO - dimetulsulfoksiid (dimethyl sulfoxide)

EXPEC - ekstraintestinaalne patogeenne E. coli. (extraintestinal pathogenic E. coli)
FACS — voolutsiitomeetria (fluorescence activated cell sorting)

g — suhteline tsentrifugaaljoud

GFP — roheline fluorestseeruv valk (green fluorescent protein)

HIS — kuumusega inaktiveeritud seerum (heat inactivated seerum)

LB - lysogeny broth

MHC — peamine koesobivuskompleks (major histocompatibility complex)

NLR — nod like receptor

NMEC — neonataalset meningiiti pohjustav E. coli. (neonatal meningitis-causing E. coli)
ODeoo — optiline tihedus 600nm juures (optical density)

PBS — fosfaatpuhver (phosphate buffered saline)

PRR — pattern recognition receptor

TLR —toll like receptor

UPEC — uropatogeenne E. coli. (uropathogenic E. coli)

UTI — urotrakti infektsioon (urinary tract infection)



Sissejuhatus

Urotrakti infektsioone (UTI) peetakse kdige levinumateks infektsioonideks maailmas.
USA 1997 a. statistika jargi poorduti aastas UTI-ga arsti poole 8 miljonit korda ning selle
kaigus peeti 100 000 korral vajalikuks patsiendi haiglasse jatmine (Schappert, 1998). Oluline
on siinkohal markida, et tegemist on haigusega, millega ei podrduta alati arsti poole ning
mille diagnoos eeldab ka positiivset kultuuriproovi uriinist, seega vdib uskuda, et reaalsed
numbrid on markimisvéarselt suuremad. Uldiselt on UTI vordlemisi kahjutu haigus, mis
tekitab peamiselt ebamugavusi, kuid see suurendab dgeda neerupdletiku riski, mis piisava ravi

puudumisel vaib viia sepsise ja isegi surmani (Smith, Hagan, Lane, & Mobley, 2010).

Valdaval enamikul UTI juhtudest on haiguse pdhjustajaks uropatogeenne Escherichia
coli (UPEC) ning suuremal osal juhtudest on haiguse kordumine pdhjustatud sama bakteri
tlve poolt ehk bakter on suutnud valtida nii antibiootikumide mdju kui ka immuunsusteemi
ning pBhjustanud persistentse infektsiooni (Ejrnaes et al., 2006; Skjgt-Rasmussen et al.,
2011).

Antibiootikumid méjuvad enamasti bakteri jaoks eluliselt tdhtsaid siisteeme
inhibeerides ning seega mdjuvad peamiselt kasvavatele bakteritele. Seetdttu suudavad paljud
bakterid elada dle ravi antibiootikumidega minnes soikeseisundisse, kus rakkude paljunemist
ei toimu ning metabolism on aeglane (Keren, Shah, Spoering, Kaldalu, & Lewis, 2004; Kim
Lewis, 2007). Seega kui esineb haigustekitaja, mis suudab elada Gle nii ravi
antibiootikumidega kui ka immuunsisteemi toimet, tekib paratamatult kiisimus, kas on ehk
voimalik, et mehhanismid, mis voimaldavad seista vastu antibiootikumide toimele

vOimaldavad valtida ka tapmist immuunststeemi poolt?

Komplemendi siisteem on osa inimese immuunsusteemist ning on oluline nii
kaasastindinud kui ka omandatud immuunkaitses. See koosneb umbes neljakiimnest valgust
ning on aktiveeritav labi kolme erineva raja, mille I6pptulemusena mikroorganism kas
opsoniseeritakse, mis indutseerib selle fagotsitoosi, voi moodustub komplemendi valkudest
raku seina kompleks, mille toimel bakter lliisub (Murphy, 2011). Selles t66s on otsustatud
uurida inimese vereseerumi komplemendi slisteemi m&ju uropatogeensele bakterile. T66ks
valiti ttvi, mis on vdimeline persistentseks infektsiooniks, et uurida sellise tiive
planktooniliste rakkude resistentsust seerumile ning teha kindlaks, kas seerumis kasvamisel

on vBimalik tuvastada alampopulatsioone, mille resistentsus seerumile oleks erinev.



1. Kirjanduse ulevaade

1.1. Krooniline ja persistentne infektsioon

Patogeensete bakterite péhjustatud infektsioone on uuritud nldseks juba tle saja
aasta ja nende vastu vditlemiseks on arendatud vélja erinevaid ravimeid ja vaktsiine.
Tanapéevaks on aga akuutsete infektsioonide korvale oluliseks probleemiks muutunud ka
kroonilised infektsioonid, mille puhul varasemalt vélja to6tatud meetodid ei pruugi enam
soovitud tulemust anda. Kroonilisest infektsioonist raékides on oluline teha vahet kroonilisel
infektsioonil ja kroonilisel haigusel. Haiguse madratlemisel l&htutakse sumptomitest ja
infektsiooni esinemine ei ole oluline. Kroonilise infektsiooni puhul aga simptomeid ei pruugi
alati esineda ja madravaks tingimuseks on mikroorganismi péhjustatud haiguse esinemine
piisavalt vaikeste vahedega. Néiteks uroinfektsiooni puhul loetakse infektsiooni krooniliseks
kui 12 kuu jooksul esineb muidu tervel naisel kolm vdi rohkem haigusjuhtu (Albert et al.,
2004; Skjgt-Rasmussen et al., 2011). Kui infektsioon esineb rohkem kui tihel korral

nimetatakse seda korduvaks infektsiooniks.

Persistentne infektsioon on korduva (vdi kroonilise) infektsiooni alaliik ja neid eristab
omavahel see kas haiguse pohjustaja péritolu on teada. Korduva infektsiooni puhul v8ib uue
infektsiooni p&hjustada nii vana kui ka uus haigustekitaja tuvi. Kui tegemist on uue
haigustekitajaga siis sel juhul kutsutakse seda reinfektsiooniks. Persistentse infektsiooni puhul
on aga uut haigusjuhtu pdhjustav haigustekitajaks sama tiivi, mis esialgsel haigusel.
Persistentset infektsiooni pdhjustav haigustekitaja suudab pisida inimese organismis latentses
faasis ilma simptomeid pdhjustamata ning aktiveeruda kui tingimused patogeeni jaoks

soodsaiks muutuvad (Ejrnaes et al., 2006; Skjgt-Rasmussen et al., 2011).

1.2 Uropatogeenne E. coli

E. coli on imetaja seedetrakti iks harilikumaid asukaid. Tavaliselt on ta
peremesloomaga sumbiootilises suhtes ning aitab hoida homdostaasi ja stabiilset soolestiku
mikrofloorat (Yan & Polk, 2004). Sellistel tivedel Gldiselt puuduvad virulentsed omadused,
ent E. coli hulgas esineb ka patogeenseid tlivesid, mis jaotatakse intestinaalseteks ja
ekstraintestinaalseteks (EXPEC) patogeenseteks tlivedeks vastavalt sellele, kus need haigust
pbhjustavad (Russo & Johnson, 2000).



EXPEC tivedest on kdige levinumad just uropatogeenne E. coli (UPEC) ja
neonataalset meningiiti pdhjustav E. coli (Kaper, Nataro, & Mobley, 2004; Russo & Johnson,
2000). Kui intestinaalsed E. coli tlived pohjustavad véaga harva probleeme véljaspool
seedekulglat, siis EXPEC tlived on sailitanud v8ime eluneda soolestikus (kus nad haigust ei
pdhjusta), ent suudavad tungida ka mujale peremeesorganismi, nagu verre, kesknarvislsteemi

ja kuseteedesse (Wiles, Kulesus, & Mulvey, 2008).

EXPEC tivedest on inimesel esinevate infektsioonidega enim seotud UPEC tlived, mis
pohjustavad kuseteede infektsioone. Kuseteede infektsioone peetakse iheks levinumaks
inimese infektsiooniks, sealjuures esineb seda naistel kaks korda suurema tenéosusega kui
meestel. Samuti on oluline mérkida, et kuni 25% naistest, kes pdevad E. coli pdhjustatud
uroinfektsiooni, kogevad kordusinfektsiooni kuue kuus jooksul alates selle ravist. See on lle
kolme korra suurem tdenosus, kui mitte E. coli poolt péhjustatud esmase infektsiooni puhul
(B. Foxman et al., 2000; Betsy Foxman, 2003; Wiles et al., 2008).

1.2.1. Uroinfektsiooni tekitamine ja mehhanismid

Enamik uropatogeene parineb soolestiku floorast ning paéaseb pdide kusiti kaudu (M.
Mulvey, 2002). Pdis on Uldiselt steriilne ja kuseteedesse sisenemisel peab patogeen vastu
astuma tervele patareile antimikroobsetele toimetele ja ka uriini voolule pdie tihjenemisel.
SeetGttu on uropatogeeni jaoks esimese sammuna Kriitiliselt oluline vdime kinnituda
uroepiteelile. Selleks otstarbeks on patogeensetel bakteritel arenenud valja erinevad
adhesiinid. Adhesiinid on virulentsusfaktorite titp, mis kujutab endast molekulaarseid
komponente raku pinnal, mis vahendavad seondumist teistele rakkudele v@i pindadele. UPEC
tivedel esinevad adhesiinidest muuhulgas ka S piilid, P piilid, titp 1 piilid ja Dr perekonna
adhesiinid (JR R Johnson, 1991).

Tudp 1 piilidel on aga ka teine oluline roll urotrakti infektsiooni (UTI) tekkimisel.
Lisaks bakteri kinnitumisele, vahendab tulip 1 piili adhesiin FimH ka bakteriraku invasiooni
inimese poie epiteeli rakkudesse (Martinez, Mulvey, Schilling, Pinkner, & Hultgren, 2000).
Bakterite sisenemine epiteeli rakkudesse vallandab pdie epiteeli pealmise kihi rakkude
koorumise, mis toimub l&bi apoptoosi taclise mehhanismi ning on Gpris efektiivne
kaitsestrateegia (M. a. Mulvey, 1998). Sellele vastu astumiseks on UPEC tiivedel vélja
arenenud vdime paljuneda epiteeli rakkude sees ning neist véljuda. Valjudes on neil vdimalik
siseneda killgnevatesse ja alumistesse rakkudesse, tekitades olukorra, kus reinfektsiooni

tekitavad rakud ei pruugi parineda soolestikust vdi mujalt kuseteedest, vaid paiknevad



plsivalt pdie enda epiteeli rakkudes (M. A. Mulvey, Schilling, & Hultgren, 2001). Vaike
populatsioon rakke filamenteeruvad epiteeli rakkudes ning valjuvad ja kinnituvad taas
epiteelile pikkade filamentidena. Usutakse, et see on kaitsemehhanism fagotsutoosi eest
(Hunstad & Justice, 2010). Rakus sees moodustavad bakterid biokile laadsed moodustise,
mille kriitilised komponendid on polusahhariidne maatriks ja ttdp 1 piilid, ent on margatud ka
muude vélismembraani valkude olulisust organiseeritud struktuuri loomisel (Anderson et al.,
2003; Justice et al., 2005; Wright, Seed, & Hultgren, 2007). Selliseid reservuaare tuntakse
IBC-dena (intracellular bacterial community) ning olles paremini kaitstud immuunsusteemi
eest, vivad pdies markamatuna pisida mitu kuud. Selline vorm pakub kaitset ka
antibiootikumide eest ning IBC-d on tihti immuunsed kolme- ja kiimnepdaevastele
antibiootikumi ravikuuridele (M. A. Mulvey et al., 2001). Omadus moodustada IBC-sid, on

oluline persistentse infektsiooni tekkimisel.

E. coli elutegevuseks on kriitiliselt oluline raua olemasolu ja tiks organismi viis
infektsiooni vastu voitlemiseks on keskkonnast raua eemaldamine, sidudes seda valkudega ja
transportides seda vereplasmast rakusiseseks talletamiseks. Keskonnast raua omastamiseks
kasutavad mikroorganismid siderofoore, mis kujutavad endast vaikseid molekule, millel on
suur afiinsus raua suhtes (Neilands, 1995). E. coli kasutab keskkonnast raua omandamiseks
nelja erinevat siderofoori: aerobaktiin, enterobaktiin, yersiniabaktiin ja salmokeliin
(Henderson et al., 2009). Neist rauavaeses keskkonnas hakkama saamiseks on kdige
olulisemad enterobaktiin ja aerobaktiin (Watts et al., 2012). Sealjuures inimese organismis on
tdendoliselt efektiivsem aerobaktiin, sest selle afiinsus raua suhtes on neutraalse pH puhul
suurem kui enterobaktiinil. Samuti seondub enterobaktiin komplemendivalkudele ning vdib
nii esile kutsuda immuunvastuse (JR R Johnson, 1991). Hilisemates tédes on avastatud ka
piilide roll raua omastamises keskkonnast. P piilid on olulised patogeeni kinnitumisel epiteeli
rakkudele, ent on leitud, et nende seondumisel kéivitub bakteri rakus ka barA geeni
transkriptsioon, mille kodeeritud retseptor on kriitiline raua vaegusest pohjustatud vastuse

genereerimisel rakus (Zhang & Normak, 1996).

Uropatogeensele E. colile on iseloomulik ka polusahhariidse kapsli olemasolu. Selge
on see, et kapsel on oluline bakteri virulentsuses ent tapsed mehhanismid vajavad veel
uurimist. Kapslitutpidest levinuim on K1 kapsel, aga esineb ka teisi K antigeeni tiitpe,
néiteks K2, mida ekspresseerib ké&esolevas t60s uuritav tivi (J R Johnson, 1991). K1 kapsel
koosneb omavahel seotud N-atsettitilneuramiinhappejaékidest ja pakub bakterile kaitset
faagide ja komplemendi eest ning samuti on oluline IBC moodustamisel (Allen, Roberts,
Boulnois, Saunders, & Hart, 1987; Anderson, Goller, Justice, Hultgren, & Seed, 2010; Scholl,
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Adhya, & Merril, 2005). K2 kapsel koosneb teihhoiinhappe laadsest poliimeerist ning selle
puhul on demonstreeritud selle rolli E. coli kaitses komplemendi susteemi vastu ja ka eelist,
mida see annab urotrakti koloniseerimisel vorreldes tlivega, millel see kapsel puudub
(Buckles et al., 2009).

1.2.2. Sepsise tekitamine ja mehhanismid

Enamik UTI-dest pGhjustavad probleeme pdies ja madalamas urotraktis, aga mdnedel
juhtudel on vdimalik, et infektsioon liigub pdiest edasi neerudeni. On selge, et UTI
pdhjustavad bakterid parinevad soolestikust ning liiguvad kuseteede kaudu pdide, aga
mehhanism, kuidas infektsioon neerudeni jouab ja millised virulentsusfaktorid selles rolli
mangivad ei ole 16puni selged. Kindel on, et motiilsuse ja kemotaksise langus vahendab
oluliselt mikroorganismi virulentsust ning takistab hiirte puhul tungimist neerudeni (Haugen
et al., 2007; Lane et al., 2005; Schwan, 2008). Samuti on ka demonstreeritud, et neerupdletiku
tekkimiseks on vajalik uriini dravoolu takistus (D. E. Johnson, Russell, Lockatell, Zulty, &
Warren, 1993). Neerudes kinnitub E. coli P-fimbriate abil neeru epiteelile ning eritab
hemolUsiini ja Sat-d (secreted autotransporter toxin), mis vigastab proksimaalseid tuubuleid
ning vdimaldab bakteril tungida k&bi epiteeli ning padseda vereringesse, pdhjustades nii
baktereemiat (Donnenberg, 2002). Kliiniliste uuringute kohaselt on umbes 15% UTI-dest
avastamise ajaks baktereemilised (Bahagon, Raveh, Schlesinger, Rudensky, & Yinnon, 2007).
Katsed hiirtega on ndidanud, et verre sattudes on E. coli vBimeline stisteemseks levikuks ning
parast inokulatsiooni verre on seda suurtes kogustes leitud neerudes, pimesooles, niudesooles,
kopsudes, stidames, ajus ning eriti suurel méaral pdrnas ja maksas. Samuti on naidatud, et
UPEC on kudede koloniseerimisel palju edukam ja pusivam kui mittepatogeenne E. coli, mis
tuleneb ménedest samadest virulentsusfaktoritest, nagu polusahhariidne kapsel, P- ja tliip 1
piilid, raua omastamise stisteemid ja siaalhappe metabolism, mis aitavad UPECil
koloniseerida urotrakti (Smith et al., 2010). Selline stusteemne kolonisatsioon voib viia

stisteemse poletikulise reaktsioonini ehk sepsiseni inimese organismis (Bone, 1992).

1.2.3. CFTO73 tuvi

Selles t66s on mudelorganismiks UPEC tuvi CFTQ073, mis on laborites laialt kasutatav
kui virulentne uropatogeen. See tiivi on eraldatud akuutse neerupdletikuga patsiendi verest ja
uriinist, mis demonstreerib, et CFT073 on vdimeline tekitama nii bakteriuuriat kui ka
baktereemiat (Mobley et al., 1990). CFT073 serotiilip on O6:K2:H1, téhistades vdimet



moodustada K2 kapslit, mis on tahtis eeldus IBC moodustamiseks ning samuti kaitseb
bakterit immuunstisteemi eest. Seda tiive iseloomustab suur hulk geene, mis kodeerivad piili
adhesiine, raua omandamise siisteeme, ja autotransportereid. Samuti ekspresseerib CFT073
hemolUsiini ning on vdimeline havitama inimese neeru proksimaalsete tuubulite epiteeli, mis

on vajalik vereringesse tungimiseks (Mobley et al., 1990; Welch et al., 2002).

1.3. Immuunsisteem

Immuunsiisteemi tlesanne on Kkaitsta organismi patogeenide eest. Inimese
immuunsisteem jagatakse laias laastus kaheks osaks: kaasasundinud- ja adaptiivseks
immuunsisteemiks ning kummagi puudumisel organism kérvalise abita ellu jaada ei suuda
(Murphy, 2011).

Immuunsiisteem tunneb patogeenid dra antigeenide jargi, mis kujutavad endast
organismile vodraid valke, susivesinike komplekse vai lipiide. Antigeeni sattumine kehasse
kutsub esile spetsiifilise immuunvastuse, mis viib ideaalis patogeeni tdrjumiseni organismist
(Murphy, 2011)

Adaptiivne immuunsiisteem on vdimas relv patogeenide vastu, ent see on véaga
spetsiifiline ning selle aktiveerimiseks ja vastuse formuleerimiseks kulub aega. Seni on
patogeeni tdrjumine kaasasiindinud immuunstisteemi Glesanne. Selle stisteemi peamised
efektorid on makrofaagid, NK-rakud, fagotsuldid, neutrofiilid, basofiilid, eosinofiilid,
nuumrakud ja komplementstisteem, millest on edaspidi rohkem juttu. Kaasasiindinud
immuunvastuse kutsuvad esile PRR (pattern recognition receptors) retseptorid nagu TLR
(toll-like receptors) ja NLR (nod like receptors) mis tunnevad dra konserveerunud jarjestusi
bakteri ehituses. Need retseptorid asuvad igas koes asetsevates makrofaagides,
granulotsutides ja dendriitrakkudes ning tundes ara mingi patogeenile kuuluva jarjestuse
kutsuvad rakkudes esile erinevaid muutusi, viies patogeeni fagotsttoosini, pdletiku tekkeni
ning makrofaagide ja neutrofiilide infektsioonipaika toomiseni. Kaasastndinud
immuunstuisteemi eelis on, et see kéivitub kohe patogeeniga kokkupuututel, ent samas ei ole
see spetsiifiline haigustekitajale ning samuti ei ole sellel immunoloogilist mélu, mis aitaks

korduval kokkupuutel sama haigustekitajaga pakkuda efektiivsemat kaitset (Murphy, 2011).

Kaasastindinud immuunsusteemi tiks funktsioone on aga ka adaptiivse
immuunstiisteemi aktiveerimine. Enamik immunogeene vajab nimelt té6tlemist enne kui
muutub immuunsisteemile dratuntavaks. Selleks on vaja neid eelnevalt té6delda rakkudes,

mis on selleks vBimelised. Peamiselt on nendeks dendriitrakud, makrofaagid, moned B-rakud
10



ja langerhansi rakud. Sellised rakud lagundavad bakteri vaikesteks tukkideks, mis sisaldavad
endas nii immuunrakkudele dratuntavat epitoopi kui ka ala, mis seondub MHC titp Il (Major
histocompatibility complex) molekulidele. Epitoobiga seotud MHC Il molekulid viiakse raku
pinnale ning nende abil toimub epitoobi esitamine T-helper rakkudele. T-helper rakud vdivad
seejarel kas diferentseeruda malurakkudeks vdi efektorrakkudeks. B-rakud suudavad ise
seonduda keskkonnas leiduvate antigeenidega, neid raku sisse transportida, lagundada ja
epitoopi raku pinnal MHC Il kiilge seotult eksponeerida. Aktiveeritud T-abistajarakud aitavad
sama patogeeniga kokku puutunud B-rakke aktiveerida, mis vdivad siis samuti
diferentseeruda efektor- voi mélurakkudeks. Efektorrakud toodavad suurtes kogustes antikehi,
mis aitavad takistada patogeene, kuni makrofaagid voi komplementsusteem need organismist
kdrvaldab. Mdned immunogeenid on véimelised aktiveerima B-rakke ka ilma T-rakkude
abita. See protsess on kokkuvottes kill marksa kiirem, ent toodetud antikehade spetsiifilisus

ja variatsioon on vaiksem. (Murphy, 2011; Ryan & Ray, 2004).

Omaette probleemi esitavad immuunsusteemile aga rakusisesed patogeenid, kes, olles
vBimelised peremeesorganismi rakkudes elutsema, on veres ringlevatele antikehadele ja
komplemendivalkudele kéttesaamatud. See teeb nendest vabanemise organismile
markimisvéarselt raskemaks ning voimaldab tekkida persistentsetel nakkustel (Anderson et
al., 2003).

1.3.1. Komplemendislisteem

Komplementsusteemi avastas juba 1896. aastal Jules Bordet , kes nditas, et inimese
vereseerum on jaotatav kaheks osaks. Kuumutades seerumit kaotas ks osa oma bakteritsiidse
efekti, teisel aga jai see alles. Kuumuse suhtes stabiilsel osal oli spetsiifiline v8ime tappa
kindlaid mikroorganisme, kuumusetundlik oli aga mittespetsiifilise m6juga. Ta uskus, et see
mittespetsiifiline osa toetab kuumuse suhtes stabiilset osa ehk antikehade efekti ja sellest ka

nimi (ingl. k. to complement — tdiendama) (Murphy, 2011; Walport, 2001).

Komplementsusteem koosneb rohkem kui kolmekiimnest erinevast valgust, mis
reageerivad Uksteisega kutsudes esile erinevaid fisioloogilisi protsesse, aidates nii patogeene
torjuda. Algselt usuti, et see on lihtsalt osa kaasastindinud immuunkaitsest ja komplemendil
on tdesti suur roll kiires ja efektiivses kaitses patogeenide vastu. Hilisemate uuringute kaigus
on aga selgeks saanud selle olulisus ka adaptiivses immuunkaitses ning seotus T- ja B-

limfotsliitidega ning seda vaadeldakse tldiselt kui silda adaptiivse ja kaasastindinud
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immuunkaitse vahel (Dunkelberger & Song, 2010). Samuti on avastatud komplemendi seotus

koe regeneratsiooni ja kasvajate induktsiooniga (Markiewski et al., 2008; Murphy, 2011).

Komplementsuisteemi aktivatsioon pdhineb seda moodustavatel valkude omavahelistel
interaktsioonidel. Selle vahendamiseks on kolm peamist rada, mis igauks on indutseeritud
erinevalt ning mis kaivitavad erinevaid kaskaade, kuid mis viivad 16puks samasuguste
efektormolekulide tekkeni. Need rajad on: klassikaline rada, lektiini rada ja alternatiivne rada
(Joonis 1) (Murphy, 2011).

Klassikaline rada

Klassikaline rada on seotud nii kaasastindinud kui ka adaptiivse immuunkaitsega. See
pdhineb komplemendi koosseisu kuuluva C1 kompleksi tihe osa, C1qg seondumisega kas juba
patogeeniga seondunud antikehade Fc (Fc — antikeha raskete ahelate konstantsetest
domeenidest koosnev osa, mis seondub immuunrakkude Fc retseptorite ja komplemendiga)
osale v0i otse patogeeni pinnale. Selle tagajarjel aktiveeruvad C1 kompleksi kuuluvad C1s ja
C1r valgud. C1s lagundab C4 ja C2, moodustades C3 konvertaasi — C4b2a, mis omakorda
lagundab C3 tekitades C3a ja C3b.

Lektiini rada

Lektiini raja aktivatsioon pdhineb patogeensete bakterite &ratundmisel nende rakuseina
kuuluvate iseloomulike molekulaarsete struktuuride jargi. Uldiselt on mikroorganismide
pinnal struktuure, mida inimeses ei esine, nagu nditeks lipoteihhoiinhapped gram-positiivsetes
bakterites, ning need vGimaldavad vahet teha inimesele omaste ja mitteomaste rakkude vahel
(Murphy, 2011; Sarma & Ward, 2011).

Rada algab mannoosi-siduvate lektiinide (MBL — mannose-binding lectine) vdi
fikoliinide seondumisega spetsiifilistele suhkrupolimeeridele patogeeni pinnal, mis omakorda
seovad enda kiilge MASP1 (mannoosi siduv lektiinseotud seriinproteaas) ja MASP2
molekule, mis on proteaasi eelkaijad. MBL-iga seondudes MASP1 ja MASP2 aktiveeruvad,
ning MASP2 lagundab C2 ja C4 andes vastavalt C2a, C2b, C4a ja C4b. C2a ja C4b annavad
kombineerudes C3 konvertaasi C4b2a (Murphy, 2011; Sarma & Ward, 2011).

Alternatiivne rada

Alternatiivse raja eriline omadus tuleb sellest, et see ei ole otseselt aktiveeritud mingi
patogeeni tunnuse poolt, vaid péhineb C3 iseeneslikul hidrolidsil, mis toimub pidevalt tdnu
C3 tioestersideme ebastabiilsusele veekeskkonnas, kuid véga véiksel tasemel. Tekkiv C3b
seondub faktor B kiilge, mille omakorda I6hestab faktor D, jéttes alles moodustunud
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kompleksi C3bBb, mis on alternatiivse raja tulemusel tekkiv C3 konvertaas (Murphy, 2011,
Sarma & Ward, 2011). Selle raja piiramatut eneseaktiveerimist takistab asjaolu, et vaba C3b
inaktiveeritakse kiirelt faktorite H ja I poolt ja C3bBb on ebastabiilne kompleks ning laguneb
ruttu parast moodustumist. Patogeeni pinnale seondunud C3b on aga nende faktorite poolt
kaitstud. Samuti stabiliseerib nii C3b-d kui ka tekkinud kompleksi C3bBb properdiin, mida
eritavad aktiveeritud neutrofiilid (Kemper, Atkinson, & Hourcade, 2010; Murphy, 2011,
Sarma & Ward, 2011).

Klassikaline, lektiini ja alternatiivne rada on aktiveeritud erineval viisil, ent viivad
kdik 16puks C3 konvertaasi tekkeni ja C3 lagundamiseni C3a-ks ja C3b-ks. C3a, koos C5a-ga
kutsub infektsioonisaidile fagotsiite ja indutseerib pdletikku. C3b aitab kaasa nii
komplemendi aktiveerimisele kui ka seondub C4-ga, moodustades C5 konvertaasi, mis
lagundab C5 valgu, moodustades C5a ja C5b. Membraaniriindekompleks (MAC — membrane
attack complex) moodustubki C6, C7, C5b, C8 ja C9 valkudest. MAC lilitub patogeense raku
membraani, moodustab poori ja rakk liusub (Janeway et al., n.d.; Sarma & Ward, 2011).
MAC moodustub kill vaid gramm-negatiivsete rakkude membraani. Gram — positiivsed on
komplemendi poolt lutsimise eest kaitstud paksu peptidogliikaan kihiga (Laarman, Milder,
van Strijp, & Rooijakkers, 2010).

Klassikaline rada Lektiini rada Alternatiivne rada
C1q seondub patogeeni Mannoosi-siduvad lektiinid D
pin?‘|a|e vEi jubz se?lega voi fikoliinid kinnituvad C3 hidrolldsub spontaanselt

e TG ST Enk patogeeni pinnale sideme ebastabiilsuse tottu

i ; Seonduvad MASP1 ja
Aktiveeruvad C1s ja C1r ;
J MASP2. MASP2 lagundab C3b ja faktor B seodnuvad.

C1s lagundab C2 ja C4 C2ja Ca Faktor D I6hestab faktor B.

Moodustub C3 konvertaas

g ] T

! o~ \
f |
e S
C3a ja C5a indutseerivad MAC kompleksi q
pc‘)letjiku teket ja varbavad moodustumine C3b retseploritega
fadotstiiite C5a, C6, C7, C8, C9 fagotsuud_ld eemaldava_d
9 valkudest. Bakterid markeeritud patogeeni
liUsitakse

Joonis 1. Komplemendi stisteemi skeem.
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1.4. Antibiootikumid

Antibiootikumid on toostuslikult toodetud v6i mikroorganismi poolt slinteesitud ained,
mis vaikses koguses suudavad tappa vo6i pidurdada mikroorganismi kasvu, omades vaikest
kahjulikku mdju peremeesorganismile. Neid jaotatakse nii bioloogilise aktiivsuse,
antimikroobse spektri, toimemehhanismi kui keemilise struktuuri jargi (Mikelsaar & Turi,
1998).

Bioloogilise aktiivsuse alusel jaotuvad antibiootikumid bakteritsiidseteks ja
bakteriostaatilisteks. Bakteriotsiidne antibiootikum tapab baktereid, bakteriostaatiline
pidurdab nende paljunemist, ilma et peaks seejuures neile muud kahju tegema (Mikelsaar &
Tari, 1998).

Antimikroobse spektri alusel jaotatakse antibiootikumid laia- ja Kitsaspektrilisteks.
Laiaspektrilised, erinevalt kitsaspektrilistest antibiootikumidest, omavad efekti nii gram
negatiivsete kui ka positiivsete mikroobide suhtes. Laiaspektrilised antibiootikumid on
kasulikud kui haigust tekitav organism ei ole tuvastatud, haigust pdhjustab mitu
mikroorganismi, kui bakter on kitsaspektrilistele antibiootikumidele resistentne voi
profiilaktikana pérast operatsiooni, aga samas kannavad ka suuremat riski tervisele, sest
havitavad valimatult ka patsiendi mikrofloorat (Mikelsaar & Turi, 1998; Scott, 1989).

Toimemehhanismi alusel jaotatakse antibiootikumid viide gruppi (Scott, 1989):

1. Vaistlevad antagonistid — nt. sulfonamiidid

2. Rakuseina siinteesi inhibiitorid — nt. B-laktaamid

3. Rakumembraani labilaskvuse modifikaatorid — nt. amfoteritsiin B

4. Valgusinteesi inhibiitorid — nt. tetratstkliinid

5. Nukleiinhappe stinteesi inhibiitorid — nt. atstkloviir
Suurem osa antibiootikume mdjuvad kasvavale bakterirakule, omades efekti rakukesta voi
valkude suinteesile. Seega peristentsele rakule, kelle kasv ja metabolism on tugevalt
aeglustunud, ei oma need tahelepanuvéarset maju (Herbert et al., 1996; Paramasivan,
Sulochana, Kubendiran, Venkatesan, & Mitchison, 2005).

1.4.1. Antibiootikumide tolerantsuse mehhanismid

Mikroobide tolerantsust antibiootikumide suhtes on seletatud l1abi mitmete erinevate
mehhanismide. Persistentsus, Uhtlasi tuntud ka kui multitolerantsus voi fenotttbiline
tolerantsus, on mikroorganismi vime elada tle bakteritsiidsete ainete (antibiootikumide)

mdju. Siinkohal on oluline teha vahet resistentsusel ja persistentsusel (joonis 2). Resistentsus
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tekib bakteritel mutatsioonide vGi horisontaalse geenitilekande tulemusel, seega mehhanismid,
mis neid bakteritsiidsete toimeainete juuresolekul elus hoiavad, on geneetiliselt mé&&ratud ning
kanduvad ule nii jarglastele kui ka on vdimelised horisontaalsel geenillekandel levima.
Persisterrakud aga ei ole Gldisest populatsioonist geneetiliselt erinevad, vaid moodustavad
fenotulbiliselt erineva subpopulatsiooni geneetiliselt sarnases bakterikultuuris. Persistentsus
on mooduv ja mitteparanduv fenotlitp ning ilmneb iseeneslikult (Balaban, Merrin, Chait,
Kowalik, & Leibler, 2004; Bigger, 1944; Kim Lewis, 2007). Escherichia coli puhul eristab
multitolerantseid baktereid multiresistentsetest ka asjaolu, et kui resistentsed bakterid on
vOimelised bakteritsiidse toimaine juuresolekul kasvama, kui muud olud seda v@imaldavad,

siis multitolerantsus piirdub aga bakterite elus plsimisega (Kim Lewis, 2007).

Esimene kirjeldus persistentsusest parineb J. W. Biggerilt, kes avastas, et mitte kdik
staftilokoki rakud ei sure tootlemisel penitsilliiniga ning ellu jadv populatsioon on véimeline
uuesti paljunema ning populatsiooni taastama, kui antibiootikum on keskkonnast kdrvaldatud
(Bigger, 1944). N&htuse uurimisel katseid Iabi viies avastas ta, et tegemist ei ole mutatsioonist
tuleneva resistentsusega, sest ellu jadnud rakkude jarglased olid antibiootikumi suhtes taas
sama tundlikud kui algne populatsioon. Hilisemalt on persisterite uurimise kéigus selgeks
saanud, et selline heterogeensus ei teki bakterikultuuris mitte kokkupuutel bakteritsiidse
faktoriga, vaid vastav subpopulatsioon on kujunenud juba varem iseenesliku fenottibilise
umberlilituse kaudu. Selle kéigus v6ivad aeglasemalt poolduvad persisterrakud hakata
loomuliku kiirusega jagunema ning samas hariliku fenotliibiga rakud véivad laskuda

soikeseisundisse (Balaban et al., 2004).

Tootlus
antibiootikumidega
OOQ @ @
@ Persisterid @ @
@

@ :> @
oo o, @ ® -
® @ Resistentsed rakud [ ) P
@ @ P [
e > e ® > eg

@ Y @

Joonis 2. Resistentsuse ja persistentsuse erinevus
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Sinisega on markeeritud persisterrakud populatsioonis. Antibiootikumidega t66tlemisel
surevad koik rakud peale persisterite, kes elavad (ile antibiootikumide mdju ning seejarel
hakkavad paljunema, taastades algsele fenotubiliselt sarnase, antibiootikumidele tundliku
populatsiooni. Lillaga on markeeritud resistentsed rakud. Antibiootikumidega t66tlemisel
surevad koik rakud peale resistentsete ning need vdivad paljuneda ka juba antibiootikumide
juuresolekul, tekitades bakteripopulatsiooni, mille kdik rakud on antibiootikumile

resistentsed.

Kasutades E. coli hipA7 ja hipQ mutante on suudetud eristada tdp | ja thup 11
persistentsus kasvukiiruse alusel. Tudp | persistentsus Kirjeldab persistereid kui statsionaarses
faasis rakusiseste ja keskkonnas esinevate stressorite mdjul tekkivat subpopulatsiooni, mille
kasvukiirus on vordne nulliga. Sellised persisterid hakkavad soodsate tingimuste puhul uuesti
kasvama, ent neile on omane védga pikk lag faas (rakkude kasvama hakkamisele eelnev
periood), mis kaitseb neid antibiootikumide, nagu penitsilliin, eest, mis on efektiivsed
kasvavate rakkude vastu (Balaban et al., 2004). Tulp Il persistentsus kirjeldab persistereid,
kelle tekkeks ei ole vajalik stressorite olemasolu keskkonnas. Selliste persisterite tekkimiseks
ei ole vajalik statsionaarne faas ja nende hulk s6ltub uldisest rakkude hulgast (Balaban et al.,
2004). Selline jaotus on hea persisterite iseloomustamiseks, ent reaalsuses on persisterid
oluliselt heterogeensemad. Mehhanismid sellise persistentsuse taga on suuresti teadmata, kuid
usutakse, et see on tingitud toksiin-antitoksiin ststeemidest (Gerdes & Maisonneuve, 2012;
Kim Lewis, 2010; Wang & Wood, 2011). Sellistel susteemidel, kus bakteris toodetakse nii
toksiini kui antitoksiini on kindel tasakaal. Kui toksiini tase selle tasakaalu uletab, laheb
bakter soikeseisundisse ning see, kui kaua bakter soikeseisundis on, sdltub toksiini tUlekaalust

organismis (Rotem et al., 2010).

Sellist ravimitolerantsust, mis on tingitud mikroobi aeglasest vOi olematust
kasvukiirusest, ei esine kill mitte ainult penitsilliini, vaid kdikide suuremate antibiootikumide
klasside puhul, sest enamik neist mdjutavad kasvavaid rakke (Herbert et al., 1996;
McDermott, 1958; Paramasivan et al., 2005).

Tolerantsuse (ks pdhjusi on kindlasti ka see, et paljud bakterid ei praktiseeri alati
planktoonilist eluviisi. Mikroorganismide seas levinud ja meditsiiniliselt véga oluline
virulentsusfaktor on biokilede moodustamine. Biokile kujutab endast rakupopulatsiooni, mis
on kinnitunud bioloogilisele vdi mittebioloogilisele pinnale ning on Umbritsetud maatriksiga
(Hall-Stoodley, Costerton, & Stoodley, 2004). Selline eluviis pakub kaitset antibiootikumide

eest mitmel pdhjusel.
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Biokiled moodustavad bakterite ja véliskeskkonna vahele barjéari, mis takistab molekulide
joudmist bakteriteni ning kaitsevad neid seetdttu nii antibiootikumide, vesinikperoksiidi kui
ka komplemendi slisteemi eest (Hall-Stoodley et al., 2004). Selline difusiooni aeglustumine
vOib ka anda sunergistilist efekti bakterite puhul, kelle kaitsemehhanismid antud
antibiootikumi suhtes on ebapiisavad, ent tulevad toime kontsentratsiooniga, mis jouab
nendeni l&bi biokile. Samuti on biokiledes paiknevate populatsioonide kasvukiirus
aeglustunud, ja seda eriti selle alumistes kihtides, kuhu toitainetel on halvem ligipdas, mis
viib jéllegi antud populatsioonis tolerantsi kasvuni suure osa antibiootikumide suhtes, nagu
eelnevalt mainitud (K Lewis, 2001; Kim Lewis, 2010).
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2. Eksperimentaalosa

2.1. T6O eesmargid

On néidatud, et bakteripopulatsiooni heterogeensus vdib viia nende tolerantsini
antibiootikumide suhtes ning see v6ib olla pdhjuseks, miks persistentsed infektsioonid ei allu
sageli ravile antibiootikumidega. Miks aga immuunsusteem sellist suhteliselt vaikest

populatsiooni ei kdrvalda ei ole péris selge.

Meie hipotees on, et mikroobide seerumresistentsus vdib olla seotud ka raku
kasvamisaktiivsusega ning sel juhul peaks olema leitav subpopulatsioon rakke, kes ei jagune

ning Uhtlasi ka ei sure seerumi juuresolekul.
Kaesoleva t60 eesmarkideks olid:

e Uurida CFTO073 tuve seerumitaluvust tiksikraku tasemel.
e Selgitada valja kas bakterite kasvamisel seerumis esineb erineva seerumi-

tundlikkusega alampopulatsioone
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2.2. Materjalid ja metoodika

2.2.1. Kasutatud bakteritlived ja plasmiidid

Katsete labiviimiseks kasutati Escherichia coli tiive CFT073 (Welch et al., 2002), mis
sisaldas kahte erinevat plasmiidi. Esiteks oli sisse viidud plasmiid pGEN-GFP, millelt

ekspresseeritakse konstitutiivselt rohelist fluorestsentsvalku GFP, mis vdimaldas rakkude

eristamist voolutsiitomeetris Teiseks oli rakkudesse viidud plasmiid pET-crimson, millelt on

IPTG lisamisega vdimalik indutseerida punane fluorestsentsvalgu crimson ekspressiooni,

mille abil saab jélgida rakkude jagunemist. Alternatiivselt on hiljem kasutatud ka CFT073
tlve, mis sisaldab ainult tihte plasmiidi pET-GFP mut2-AGGAGG. See plasmiid kodeerib
GFP valku induktori IPTG kontrolli all . Nii t66s kasutatud plasmiidid kui ka tiived on

selgemaks Ulevaateks toodud dra vastavalt tabelites 1 ja 2.

Tabel 1. Kéesolevas t60s kasutatud plasmiidid

Nimetus Iseloomustus Resistentsus | Allikas
pGEN-GFP Sisaldab rohelist fluorestsentsproteiini | Ampitsilliin Marta Putring
konstitutiivselt avalduva promootori
kontrolli all.
pET-crimson Sisaldab punast fluorestsentsproteiini | Kanamutsiin | Arvi Jbers
IPTG-ga indutseeritava tac promootori
kontrolli all.
PET-GFP mut2- | Sisaldab rohelist fluorestsentsproteiini | Kanamutsiin | Vimberg 2007
AGGAGG IPTG-ga indutseeritava tac promootori

kontrolli all.
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Tabel 2. Kéesolevas t00s kasutatud tived

Nimetus Fluorestsents

E. coli CFT073 pGEN-gfp pET- crimson Konstitutiivselt roheline fluorestsents,

induktsiooni all punane

E. coli CFT073 pET-GFP mut2-AGGAGG | Induktsiooni all roheline fluorestsents,

konstitutiivne puudub.

2.2.2. DMSO sailituskultuuri valmistamine

DMSO sailituskuuri valmistamiseks kasvatati rakke LB s6é6tmes tled6 ning tehti
sellest jargmine péev lahjendus kuni ODeoo ~ 0,04. Rakke kasvatati umbes kolm tundi kuni
ODesoo ~ 0,8. Seejarel lisati rakukultuurile DMSO-d I6ppsisalduseni 8%, jagati 120ul kaupa
tuubidesse ning jaeti -81°C juurde seisma.

2.2.3. So6tmed ja rakkude kasvatamine

Rakud kasvatati ette LB (Lysogeny broth) Difco™ s66tmes, mis oli tehtud
deioniseeritud vees ning mikrofiltritud. Sellele oli lisatud 1mM kontsentratsioonis IPTG ja

25ug/ml kanamditsiini. Statsionaarse faasi rakud on enne iga katset kasvatatud ette 20 tundi.

2.2.4. Seerumi eraldamine

Veeniveri voeti kahelt vabatahtlikult ja hea tervise juures olevalt doonorilt. Verel lasti
seista 37°C juures 30 minutit ja tsentrifuugiti 17009 ja 20°C juures 10 minutit. Seerum
eraldati, jaotati osadesse ning jaeti -80°C juurde seisma.

Katseks valiti sobiv kogus seerumit ning sulatati tles ja kasutati ainult korra. Seerumi
komplement inaktiveeriti vahetult enne katset, hoides seda 56°C juures 30 minutit.
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2.2.5. Seerumiga tapmise katse

DMSO sailituskultuurist tehti 100x lahjendus LBsse, lisati ImM IPTG ja 25ug/ml
kanamutsiini ning kasvatati tle6o (20h) Sanyo OrbiSafe TS loksutil kiirusel 220rpm ja
temperatuuril 37°C. Bakterid pesti ja vOeti Ules kas LB s66tmes vOi 1x PBSis, katse jaoks
tehti lahjendused kuni ODegoo — 0,1. LBs suspendeeritud rakkudele lisati suhtes 1:1 kas LBd,
inaktiveeritud seerumit (HIS — heat inactivated serum) voi seerumit. PBS puhvris

suspendeeritud rakkudele lisati suhtes 1:1 kas PBSi, HISi vdi seerumit.

Serumiga tapmise katse ajal inkubeeriti rakke staatiliselt 37C juures. FACSi
(voolutstitomeetria — fluorescence activated cell sorting) proove voeti Omin ja jargnevalt iga
30min tagant. FACSi jaoks voeti igast paralleelist 10ul rakke, pandi juurde 10ul jd&kilma
30% glutserooli, pandi jadle ning hoiustati kuni analtiisimiseni  -81°C juures. CFU
maaramiseks voeti proove 0 min, 90min ja 150 vdi 180min ajapunktides. Selleks vdeti igast
paralleelist 10ul rakke, mida kasutati kimnekordsete lahjenduste seeria tegemiseks 1x PBS-is
kuni 10° lahjendusteni. Igast lahjendusest kanti 5pl 25ug/ml kanamiditsiini sisaldusega LB-

agar plaadile ning inkubeeriti 37°C juures uledo.

2.2.6. Elektroporatsioon ja kompetentsete rakkude valmistamine

Ule6o LB-s kasvanud rakkudest tehti 20ml LB s66tmesse 100x lahjendus ning
kasvatati kuni ODsoo ~ 0,5. Rakud jahutati jaal, valati 50ml tuubi ning tsentrifuugiti viis
minutit 50009 ja 4°C juures. Rakke pesti kaks korda jadkulmas deioniseeritud vees ning korra
10% glutseroolis ning tsentrifuugiti 50009 ja 4°C juures. Seejarel voeti rakud ules 400ul 10%
glutseroolis ning jaotati 100ul kaupa 1,5ml eeljahutatud tuubidesse, mida hoiti jaal.

Nii valmistatud elektroporatsiooni kompetentidele lisati 2ul plasmiidi, mida sooviti
transformeerida ja pipeteeriti bakterid 2mm elektroporatsiooni kivetti. Bakterite
transformatsioon t60s kasutatud plasmiididega viidi 1abi Gene Pulser Xcell Microbial System
elektroporatsiooni siisteemiga kasutades eelseadistatud reziimi E. coli transformeerimiseks
2,5 KV juures.

2.2.7. Voolutsutomeetria

Katses voetud proovide analttisimiseks kasutati voolutsiitomeetrit BD LSRII. Proovid
sulatati jaél ning tehti PBS-is sobivad lahjendused vastavalt rakutihedusele antud proovis.

10ul proovi lahjendati 100-1000ul PBSis ja analtsiti 10-80ul segust. lgast proovist
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anallusiti tuhat kuni ménikimmend tuhat rakku. Proovide analutsimiseks kasutati plaadilt
lugemist 96-kaevuga U-kujulise pdhja ristldikega mikrotiiterplaadilt. GFP ergastati 488nm
laseriga ja emissiooni mdodeti 530/30 ribafiltriga. Crimson ergastati 639nm laseriga ja
emissioon moddeti 660/20 ribafiltriga. Fotokordistite torudes kasutatud pinge suurused on ara
toodud tabelis 3. Saadud andmeid analusiti kasutades vabavaralist tarkvara Flowing

Software (Perttu Terho, Turku biotehnoloogia keskus).

Tabel 3. Kéesolevas t60s voolutsiitomeetrias kasutatud ja fotokordistite pinged.

Mdoddetav parameeter Pinge
FSC 430V
SSC 400V
GFP 600V
APC 750V
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2.3. Tulemused

2.3.1. CFT073 tuvi seerumile tundlikum kui varasemalt arvatud

T60 eesmargiks oli uurida, kas soikeseisund, mis on (ks persistentsuse
pdhjuseks antibiootikumide puhul, vdib pdhjustada ka tolerantsust seerumi suhtes. Sel juhul
peaks leiduma véike subpopulatsioon, mis seerumi juuresolekul ei sure ega ka kasva. Selleks
et jalgida jagunevate voi mittejagunevate rakkude ellujg@mist seerumi juuresolekul viidi
tivesse CFT073 kaks plasmiidi: pPGEN-GFP ja pET-crimson. pGEN-GFP plasmiid kodeerib
fluorestsentsvalku GFP ning on ndidatud, et GFP sobib hésti elusate rakkude jalgimiseks ning
rakkude latdsumisel ampitsilliiniga 1aheb GFP rakkudest vélja (Roostalu, Jders, Luidalepp,
Kaldalu, & Tenson, 2008). pET-crimson plasmiidilt toimub tac promootori alt crimson
fluorestsentsvalgu IPTG-ga indutseeritav transkriptsioon, mis induktori puudumisel lakkab
ning Crimson valgu lahjenemise jargi on véimalik tuvastada rakkude jagunemist katse
jooksul. Statsionaarse faasi rakud olid kasvatatud ette 20 tundi LB-s, mis sisaldas
kanamdtsiini kontsentratsioonil 25pg/ml, et valtida kontaminatsiooni ja kindlustada plasmiidi
séailumist, ja ImM kontsentratsioonil IPTG-d selleks, et indutseerida crimsoni ekspressiooni
pET-crimson plasmiidilt. Rakud lahjendati ODgoo — 0,01-ni kas LBs vdi PBSis ning segati
suhtes 1:1 kas LB + LB, LB + HIS, LB + seerum v6i PBS + PBS, PBS + HIS ja PBS +
seerum. Seega on katsetes on kasutati 50% seerumit ning rakke kontsentratsioonil ODegoo —
0,05 ehk umbkaudu 4 x 107 rakku/ml. Seejarel inkubeeriti rakke 37C juures 150 minutit, ning
iga 30 min tagant vOeti proove. Saadud proovid anallisiti voolutsiitomeetris ning vastavalt
GFP signaali tugevusele eraldati taustast rakud (joonis 3). Kdigepealt hinnati
voolutsitomeetriga ltusimata rakkude (sisaldavad GFP valku) hulka. Katsete tulemustest on
naha, et seerumis hoitud rakkude hulk ei vahene esimese pool tunni jooksul, hakkab siis
jarsult langema ning seejéarel jélle aeglustub (Joonis 4). Sellised tulemused langevad hasti
kokku ootusega, et seerum ei tapa mittekasvavaid rakke, sest rakkude hulk plsib sama lag-
faasi valtel. Seerumi tapmisaktiivsus langeb aga kokku rakkude kasvamisega — pérast
pooletunnist inkubatsiooni on LB-s ja HIS-is inkubeeritud rakkude kasvukdveralt ndha, et
rakud hakkavad kasvama ning seerumiga inkubeeritud rakkude hulk langeb peagu suurusjérgu
vorra (joonis 4). Parast 90 minuti ajapunkti rakkude surm seerumis aeglustub ning jouab
platoole 150ndaks minutiks. See voib olla tingitud kas alles jaanud rakkude tolerantsist
seerumi suhtes v8i on seerum killastunud/inaktiveerunud ja seda lihtsalt ei jagu sellisele

hulgale rakkudele.
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Joonis 3. Bakterirakkude tuvastamine katseproovist kasutades ldabivoolu tsiitomeetrit.

Joonisel A on kujutatud piirkonna maaramine, milles asuvaid sindmusi anallisitakse. X-teljel
jookseb GFP signaali intensiivsus, y-teljel crimsoni signaali intensiivsus. Mdlemad teljed on
logaritmilises skaalas. Sinise joonega on piiritletud ala, milles olevad sindmused on GFP jargi
nii tugeva signaaliga, et neid saaks rakkudeks pidada. Madala GFP signaali allikaks on
tdendoliselt puhver ja surnud rakkude osad. Joonisel B on kujutatud ndagemus sellest, kuidas
loodeti, et rakud eristuvad taustast ja jagunemisel. Heledama punasega on markeeritud
jagunenud rakud, kellel on madalam crimsoni fluorestsentsi tase ning tumedama punasega
kdrge crimsoni fluorestsentsi tasemega mittejagunevad rakud.
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Joonis 4. GFP positiivsete rakkude arvukus seerumiga tapmise katse valtel.

Katsed on labi viidud CFT073 [pGEN-gfp; pET-crimson ] tlivega. Statsionaarse faasi rakud
lahjendati ODggo — 0,1 rakutiheduse juurde kas LB s66tmesse vdi BPS puhvrisse. LBs olevatele
rakkudele lisati suhtes 1:1 kas LB, HIS vdi seerum (A paneel) ning PBS-is olevatele rakkudele
PBS, HIS vbi seerum (B paneel). Rakke inkubeeriti 37°C juures ja iga 30 minuti tagant voeti
proov, mida anallilisiti voolutsiitomeetriga. Graafikul on esitatud llilisumata bakterirakkude
hulka 1 ml proovis, milleks on nende anallitsitud osakeste hulk , mis lletas teatava GFP
signaalitugevuse piirmadara (vastav piirkond on esitatud joonisel 3). M&lemaid katseid on labi
viidud kahes korduses ja joonisele on margitud standardhélve kahe katse pdhjal.
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Testimaks viimati mainitud véimalust, viidi labi katse, milles tehti lisaparalleel, mida
inkubeeriti seerumis ning millele lisati katse 90nda minuti juures veelkord 1:1 suhtes
seerumit. Katse aeg viidi 180 minutile, et lisatud seerumi efekti oleks I6puni véimalik jalgida
(joonis 5). Antud katse tulemuste jargi vdib 6elda, et seerumi lisamisel on kull efekt nii PBSis
kui ka LBs tehtud katsete puhul ent sellegi poolest jouab tapmisaktiivsus veel katse jooksul
platoole ja suur hulk rakke on siiski immuunsed seerumi mdjule. Seega ei saa seerumi
klllastumus voi inaktiveerumine olla ellujadmise pohjuseks. Lisaks analtiisile l&bivoolu
tsutomeetriga maarati proovidest ja ka elusrakkude arv (CFU) et vaadati kui kas tsitomeetriga
nahtud rakud on ka elus ja véimelised moodustama kolooniat (joonis 6). Jooniselt on néha, et
seerumiproovides, mis on tehtud LB juuresolekul on suured erinevused CFUde ja
tsutomeetria abil saadud tulemustes, mis tdhendab, et suur osa tslitomeetriaga néhtavatest

rakkudest neis proovides, ei ole tegelikult eluvdimelised.
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Joonis 5. Vdrske seerumi lisamise moju seerumiga tapmise katsele.

CFTO073 [pGEN-GFP, pET-crimson] tiive statsionaarse faasi rakud lahjendati ODggo — 0,1
rakutiheduse juurde LB so6tmesse vdi PBS puhvrisse LBs olevatele rakkudele lisati suhtes 1:1
kas LB, HIS voi seerum (A paneel) ning PBS-is olevatele rakkudele PBS, HIS vdi seerum (B
paneel). Rakke inkubeeriti 37°C juures ja Iga 30 minuti tagant voeti proov, mis analliusiti
hiljem voolutsiitomeetris. Graafik on nende anallitsitud osakeste hulk 1 ml kohta, mis lletas
teatava GFP signaalitugevuse piirmaara (vastav piirkond on esitatud joonisel 3). Paralleelile,
mis on markeeritud ,Seerum?2”, lisati 90ndal minutil seerumit suhtes 1:1 katseseguga. Katset
on viidud labi Ghe korra.

25



180min FACS vordlus CFU-ga
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Joonis 6. Vordlus rakkude hulgas tsiitomeetria (FACS) ja CFUde loendamise abil saadud
andmetest.

Statsionaarse faasi rakud lahjendati ODeoo — 0,1 rakutiheduse juurde LB so6tmesse voi PBS
puhvrisse LBs olevatele rakkudele lisati suhtes 1:1 kas LB, HIS vdi seerum ning PBS-is
olevatele rakkudele PBS, HIS vdi seerum ning inkubeeriti 3h 37°C juures. 180min ajapunktis
vOeti proovid nii tsitomeetria kui CFUde maaramise jaoks. CFUd maarati tehes proovidest
kuni 10° lahjendused, mis kanti tardséotmele. Esitatud on tks esinduslik katse.

2.3.2. Seerumis jadvad suurema tdendosusega ellu bakterirakud, mis ei jagune

Jargmisena pauti uurida rakkude jagunemist crimsoni lahjenemise jargi. Esmalt
prooviti seda hinnata populatsiooni keskmise crimsoni fluorestsentsi taseme jérgi. LBs tehtud
katsete puhul on selgelt ndha, et LB + seerumis inkubeeritud rakud on jagunenud vahem kui
rakud, mis on inkubeeritud LB + HIS vdi LB + LB katsesegudes, sest nende rakkude
keskmine cimsoni fluorestsentsi tase on kdrgem (joonis 7A). Seerumi lisamine 90ndal minutil
suurendab seda efekti veelgi ja ellujadnud rakkude crimsoni fluorestsentsi tase on vorreldav
algsete rakkude fluorestsentsiga (joonis 7A). PBSis tehtud katsete puhul seda efekti PBS +
seerumis inkubeerimisel ndha ei ole ja neil rakkudel on sarnane crimsoni tase PBS + HIS
inkubeeritutega (joonis 7B). Kui aga PBS + seerumi rakkudele lisati 90ndal minutil seerumit
juurde, siis rakkude keskmise crimsoni fluorestsentsi taseme langus aeglustus (Joonis 7B).
Selgesti on néha, et mdlemal PBS + seerum proovil langeb crimson thtlase kiirusega kuni

seerumi lisamise punktini ning siis aeglustub proovis, millele seerumit lisati.
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Joonis 7 Rakupopulatsiooni keskmise crimson valgu fluorestsentsi muutus ajas.

Crimsoni taseme muutused on esitatud protsentides vorreldes 0 minuti prooviga Katsed on
Iabi viidud CFT073 [pGEN-GFP pET-crimson] tlivega. Statsionaarse faasi rakud lahjendati
ODsoo — 0,1 rakutiheduse juurde LB s66tmesse voi PBS puhvrisse LBs olevatele rakkudele lisati
suhtes 1:1 kas LB, HIS vdi seerum (A paneel) ning PBS-is olevatele rakkudele PBS, HIS voi
seerum (B paneel). Rakke inkubeeriti 37°C juures 2,5h. Proove voeti iga 30min tagant.
Fluorestsentsi andmed on saadud voolutsiitomeetria analiisist, kus moddeti iga tksiku raku
crimson fluorestsentsi, mille pdhjal arvutati populatsiooni keskmine fluorestsents.
»,Seerum2“ tahistab katsesegu, millele on 90ndal katseminutil lisatud seerumit suhtes 1:1
katseseguga. X-teljel on ndidatud ajapunktide minutid, millal proov véeti ja y-teljel
protsentides crimson valgult saadud signaali tugevus algsest. Kujutatud on kolme katse
tulemuste keskmised.

Samuti uuriti tsitomeetria abil saadud signaalide jaotust, et tdpsemalt iseloomustada
nahtust, mis on keskmise crimsoni taseme taga (joonis 8). Selleks vaadeldi iga GFP positiivse
raku crimson fluorestsentsi ja kiilghajuvust (SSC). Katse 0 punkti proovis maarati ala R-2,
kuhu kuuluvad algsete crimsoni fluorestsentsi ja SSC parameetritega rakud ja LB + LB
proovis ala R-3, kuhu kuuluvad aktiivselt jagunevud rakud. On néha, et katse 150ndaks
minutiks on seerumiga proovis (Joonis 8B) ellu jddnud peamiselt rakud, millel on algsed
parameetrid, ehk mitte jagunenud rakud. Alas R-3, kuhu on liikunud valdav osa HISis ja LBs
inkubeeritud rakkudest (joonis 8C ja D), on seerumi proovis véga véahesed rakud. Igal juhul
on selge, et LB juuresolekul seerumis inkubeeritud rakud on erinevad neist, mis on
inkubeeritud LB voi HIS-i juuresolekul. Suurem keskmine crimsoni tase, madalam rakkude
hulk ja rakkude jaotus crimsoni signaali tugevuse alusel viitab sellele, et seerumis jaavad ellu
rakud, mis ei jagune ning need, mis jagunevad, ehk kelle crimsoni tase langeb, lulsitakse

komplemendi poolt.

Analtusides samal viisil PBSis labi viidud katset, oli lahutuvus halvem (Joonis 9).

Katse 0 punktis madrati ala R-2, kuhu kuulusid algsete parameetritega rakud. 2,5h méddudes
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oli ootuspéraselt naha, et PBSis inkubeeritud proovis ei olnud rakud kasvama hakanud ning
enamikul rakkudest olid algsed parameetrid. Seerumis ja HISis inkubeeritud proovide jaotus

on suhteliselt sarnane ja umbes sama palju rakke mdlemast proovist kuulus regiooni R-2.
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Joonis 8. Rakkude jaotuse vordlus crimsoni fluorestsentsi alusel Oh ja 2,5h ajapunktis.

Katse on ldbi viidud CFT073 [pGEN-GFP, pET-crimson] tlivega. Statsionaarse faasi rakud
lahjendati ODsgo — 0,1 rakutiheduse juurde LBsse ja lisati suhtes 1:1 kas LB, HIS v&i seerum.
Rakke inkubeeriti 37°C juures 2,5h. Proove voeti iga 30min tagant. Iga punkt valjendab
osakest, millelt on saadud signaal. X-teljel on kujutatud crimson (APC-H) signaal ja y-teljel
sidescatter ehk kilghajuvus (SSC-A), mis iseloomustab valgustatava objekti granulaarsust.
Modlemad teljed on logaritmilises skaalas. Jagunenud rakkudel on kdrgem kilghajuvus ja
madalam crimsoni tase. Joonis naitab punktide esinemise tihedust — mida tumedam ala,

seda rohkem on esinenud sarnaste parameetritega signaali. Joonis A kujutab O minuti proovi

ning joonised B-D kujutavad vastavalt LB + seerum, LB + HIS ja LB + LB katsesegudest 2,5h
ajapunktis voetud proove. Nendes on eraldatud regioonid R-2, kuhu kuuluvad algsete
parameetritega rakud, ja R-3, kuhu kuuluvad madalama crimsoni ja kdrgema kiilghajuvuse
tasemega rakud. Esitatud on Ghe katse tulemused.
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Joonis 9

Katse on ldbi viidud CFT073 [pGEN-GFP, pET-crimson] tlivega. Statsionaarse faasi rakud
lahjendati ODsgo — 0,1 rakutiheduse juurde PBSi ja lisati suhtes 1:1 kas PBS, HIS vdi seerum.
Rakke inkubeeriti 37°C juures 2,5h. Proove voeti iga 30min tagant. Iga punkt valjendab
osakest, millelt on saadud signaal. X-teljel on kujutatud crimson (APC-H) signaal ja y-teljel
sidescatter ehk kilghajuvus (SSC-A), mis iseloomustab valgustatava objekti granulaarsust.
Modlemad teljed on logaritmilises skaalas. Jagunenud rakkudel on kdrgem kiilghajuvus ja
madalam crimsoni tase. Joonis naditab punktide esinemise tihedust — mida tumedam ala,
seda rohkem on esinenud sarnaste parameetritega signaali. Joonis A kujutab O minuti proovi
ning joonised B-D kujutavad vastavalt PBS + seerum, PBS + HIS ja PBS + PBS katsesegudest
2,5h ajapunktis voetud proove. Nendes on eraldatud regioon R-2, kuhu kuuluvad algsete
parameetritega rakud. Esitatud on Uhe katse tulemused.

2.3.3. Tundlikum rakujagunemise reportersiisteem néitab et seerumis voib ellu
jaada ka vaike kiiresti-jagunev bakterite subpopulatsioon

Tehtud katsetest crimsoni ja GFP-ga on ndha, et GFP on hea marker eristamaks
elusrakke taustast ja lutsunud rakkudest. Crimsoni signaal on aga liiga nork, et oleks
vOimalik selgelt eristada rakke, kes jadvad ellu kuna ei jagune (joonis 9). Kuna eelnevatest
katsetest oli ndha, et GFP signaal on vdga tugev, otsustati teha uus CFTO073 tuvi, millesse
oleks viidud pET-GFP mut2-AGGAGG plasmiid, milles GFP on tac promootori all IPTG
poolt indutseeritav. Sellise tlive puhul k&ib kall nii elusrakkude kui ka rakujagunemise
tuvastamine sama markeri jargi, ent kuna GFP signaal on nii tugev, on see antud katse puhul

taiesti voimalik.
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Joonis 10. Rakkude jaotuse vordlus GFP fluorestsentsi alusel Oh ja 2,5h ajapunktis.

Katse on ladbi viidud [CFTO73 pET-GFP mut2-AGGAGG] tlivega. Statsionaarse faasi rakud
lahjendati ODsgo — 0,1 rakutiheduse juurde PBS puhuvrisse ja lisati suhtes 1:1 kas PBS, HIS voi
seerum. Rakke inkubeeriti 37°C juures 2,5h. Proove vdeti iga 30min tagant. Iga punkt
valjendab osakest, millelt on saadud signaal. X-teljel on kujutatud GFP (GFP-H) signaal ja y-
teljel sidescatter ehk kilghajuvus (SSC-H), mis iseloomustab valgustatava objekti
granulaarsust. Mdlemad teljed on logaritmilises skaalas. Jagunenud rakkudel on kdrgem
kiilghajuvus ja madalam GFP tase. Joonis nditab punktide esinemise tihedust — mida
tumedam ala, seda rohkem on esinenud sarnaste parameetritega signaali. Joonis A kujutab 0
minuti proovi ning joonised B-D kujutavad vastavalt PBS + Seerum, PBS + HIS ja PBS + PBS
katsesegudest 2,5h ajapunktis voetud proove. Nendes on eraldatud regioonid P1, kuhu
kuuluvad algsete parameetritega rakud, P2, kuhu kuuluvad madalama GFP ja kdrgema
kilghajuvusega rakud ning P3, kuhu kuuluvad madalama GFP tasemega rakud. Esitatud on
Uhe katse tulemused.

CFTO073 pET-GFP mut2-AGGAGG tiivega labi viidud katses oli voimalik saada
jagunemisel populatsioonide suurem lahutuvus ning seerumiga proovis on selgelt ndha kaks
erinevat subpopulatsiooni (joonis 10). 0 minuti ajapunktis markeeriti populatsioon P1, milles
olevatel rakkudel on algne GFP signaalitugevus. On néha, et PBSi proovis ei ole rakud
toitainete puudusel kasvama lainud ning 2,5h proovis on need endiselt samas piirkonnas, kus

katse alguses. P2 regioonis on eriti aktiivselt paljunevad rakud ja P3 regioonis on keskmise
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aktiivsusega kasvavad rakud, mis on tekkinud HIS-is md6duka toitainete sisalduse juures.
Seerumi juuresolekul on 2,5h méddudes ellu jadnud ainult vaga aktiivselt paljunevad ning
uldse mittepaljunevad bakterid. Mdddukalt jagunev populatsioon, mis esineb HISis, mille
ainus erinevus aktiivsest seerumist on letaalse toime puudumine, seerumiga proovis puudub
(Joonis 10B). Nendest tulemustest voib jareldada, et seerumi juuresolekul suudavad ellu jaada

mittejagunevad ning véga kiiresti jagunevad rakud.
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2.4. Arutelu

Antud t66s on kirjeldatud E. coli Uropatogeense tlive CFT073 statsionaarse faasi
rakkude resistentsust inimese vereseerumile. T06 k&igus naidati, et seerumi tapmisaktiivsus
jouab 2,5h jooksul platoole, sdltumata sellest, kas seerumit lisatakse katsesegule voi ei (joonis
5). Sellest voib jareldada, et esineb mingi hulk baktereid, kellel on vdime vastu pidada
seerumi mdjule sdltumata selle hulgast. Katset viidi labi kahes erinevas tingimuses. Uhel
juhul sisaldas katse keskkond lisaks seerumile ka LBd, mis tdhendab, et bakterid olid
toitainete ja rauarikkas keskkonnas. Teisel juhul olid rakud seerumis, millele oli lisatud PBS

puhvrit, milles puuduvad mdlemad.

Viies katset 1&bi LB juuresolekul oli ilmne raku jagunemise reporterina kasutatud
crimsoni valgu kdrgem keskmine tase seerumiga inkubeeritud proovides vorreldes HISis
inkubeeritud rakkudega, mis néitab et seerumis jaid ellu mittejagunevad rakkud. Sama katset
PBSiga tehes ei ilmnenud aga seerumiga ja HISiga proovides crimsoni tasemes erinevust enne
kui seerumit katsesegule lisati. Kuna mdddetud on crimsoni keskmist taset, siis see ei
tdhendaks tingimata, et rakud PBS + HIS ja PBS + seerum katsesegudes oleksid identsed. On
voimalik, et vdike mittejagunev populatsioon on seerumis olemas ent jagunevaid rakke on nii
palju rohkem, v&i jagunevad nad nii palju kiiremini, et keskmine crimsoni tase pusib sarnane
HISis inkubeeritud rakkudega. Keskmise crimsoni taseme tous (joonis 7) ja samas GFP jargi
positiivsete rakkude hulga véhenemine (joonis 5) seerumi lisamisel vdib tuleneda sellest, et ka
need rakud, mis jagunesid, kdrvaldati seerumi lisamisel. Crimsoni ndrga signaali tottu ei ole

aga selle jargi véimalik eristada erineva kiirusega jagunevaid rakke.

Seepaérast otsustasime uurida rakkude jagunemist ka teist reportersisteemi kasutades.
Erinevate rakujagunemise reportervalkude crimsoni ja GFP kasutamisel saadud tulemuste
vOrdlus on esitatud joonisel 11. CFT073 [pGEN-GFP; pET-crimson] tlivega tehtud katses on
seerumiga inkubeeritud proovi erinevate crimsoni fluorestsentsi tasemetega rakkude
esinemissageduste jaotuse tipp tasane, mis voib olla pohjustatud sellest, et kahe erineva
Kiirusega jaguneva populatsiooni tipud on tiksteisele nii ligidal, et neid ei ole voimalik
uksteisest eristada (joonisel 11D). CFT073 [pET-GFP mut2-AGGAGG] tlivega labi viidud
eksperimendi histogrammid joonisel 11B nditavad, et see oletus vastab t6ele: katsed on 18bi
viidud samadel tingimustel ja GFP tugevama signaali tdttu on selgesti eristatavad kaks
populatsiooni rakke seerumiga inkubeeritud proovis: tiks mittejagunev, mille rakkude
crimsoni fluorestsentsi tugevus on sarnane PBSis inkubeeritud mittejagunevate rakkude

omaga, ja teine, eriti aktiivselt jagunev populatsioon, mis suudab valtida komplemendi mdju.
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Samuti on joonistel 11B ja 11D eristatud kolm regiooni reportervalgu signaalitugevuse alusel

ning esitatud igas proovis analliusitud rakkude protsentuaalne jaotus nendesse aladesse
(Joonis 11Aja C).
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Joonis 11. Rakkude protsentuaalne jaotus jagunemiskiiruse jargi.

Katse on labi viidud CFT073 [pET-GFP mut2-AGGAGG] tlivega. Statsionaarse faasi rakud
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lahjendati ODeoo — 0,1 rakutiheduse juurde, ning lisati 50% kas PBSi, HISi voi seerumit. Rakke

inkubeeriti 37°C juures 2,5h. Joonistel A ja C on kujutatud erineva fluorestsentsi tasemega

rakkude suhteline esinemissagedus populatsioonis. X-telgedel on margitud vastavalt GFP (A)
ja crimson (C). Y teljel on vastava fluorestsentsi tasemega rakkude suhteline esinemissagedus

populatsioonis. Joonisel on kujutatud 2,5h ajapunkti proovid PBS (must joon), PBS + HIS
(sinine joon) ja PBS + seerum (punane joon) katsesegudest. Jaotusel on eraldatud kolm ala
signaali intensiivsuse jargi kusjuures keskmise intensiivsusega ala on maaratud PBS + HIS

proovi jaotuse jargi. Joonistel B ja D on kujutatud igas proovis anallitsitud rakkude

protsentuaalne jaotus nendesse aladesse, mis on signaali tugevuse kasvu jargi vasakult
paremale nimetatud vastavalt ,low”, ,med” ja , high”. X-teljele on margitud proovid ja y-teljel
on margitud mitu protsenti tervikust antud proovis kindlasse alasse kuulub.
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Protsentuaalselt jaotuselt on nii crimsoni kui GFP-ga tehtud katsetes naha sarnast
tendentsi, mis on kull GFP puhul on paremini esile toodud parema lahutuvuse abil: seerumi
manulusel j&ab vorreldes HIS-i inkubeeritud rakkudega rohkem rakke regioonidesse, kus
fluoressentssignaal on kas kérge vG6i madal, ehk bakterirakud kas siis vastavalt ei jagune voi
jagunevad vaga kiiresti (Joonis 11). Vahepealses alas, kus asuvad rakud, kelle jagunemiskiirus
on keskmine, on rakke proportsionaalselt vahem ehk keskmise kiirusega rakud lttsitakse

seerumi poolt suurema efektiivsusega.

Kéesolevas to0s viidi katseid labi kahes vaga erinevas keskkonnas: LB ja PBS. LB on
komplekssoode, milles on palju toitaineid ja mille keemiline koostis pole tapselt teada samas
kui PBS on fosfaatpuhver, mille koostis on tépselt teada ja milles rakkudel ei ole vdimalik
kasvada. PBSis tehtud katsetes oli toitainete allikaks aktiivne voi inaktiveeritud seerum.
Toitainete rikkus keskkonnas voiks viia bakterite kiirema jagunemiseni LBs, mida on ka ndha
joonisel 5, kus LBs tehtud katse 30ndal minutil on rakkude hulgas véike tdus, mida ei ole
néha PBSis l&bi viidud katses samal joonisel. See selgitab ka, miks LBs tehtud katsetes algas
rakkude suremine varem ja toimus kiiremini. Lisaks suuremale toitainete hulgale on LBs ka
rohkem rauda. Raua puudumine on oluline, sest raua vaegus on oluline signaal mitmete
patogeensuseks vajalike geenide avaldumiseks (Litwin & Calderwood, 1993). Kuna ka
seerum on rauavaene keskkond, siis peaksid ka rakud, mis on inkubeeritud seerumi ja PBSi
juuresolekul, olema fenottitbilt erinevad neist, mis on inkubeeritud LB ja seerumi
juuresolekul, mis vdib tingida erinevat vastupidavust seerumi suhtes. Varasemates t6ddes on
samuti ndidatud, et seerumiga inkubeerimisel muutub CFT073 geeniekspressioon. Rohkem
ekspresseeritakse geene, mis on seotud peptidogliikaani ja kolaanhappe stinteesiga(Miajlovic,
Cooke, Moran, Rogers, & Smith, 2014). Peptidogliikaan on rakule vajalik katkise rakuseina
taastamiseks ning on leitud, et kolaanhappe kapsel kaitseb bakterirakku keskkonna eest (L,
Laturnus, Ewers, & Wieler, 2005) Samuti on alla on surutud mdnede membraani poriinide,
nagu OmpC, siintees, mis v@ib rakku seerumi mjude eest kaitsta (Liu et al., 2012; Miajlovic
etal., 2014). On ka vdimalik, et komplekssodde, nagu LB, v6ib mdjutada raku vastust
seerumile. Selline s66tmest sBltuv erinevus metaboolses reaktsioonis seerumile, vdiks vihjata
pbhjustele, miks kdesolevas t60s tehtud katsetes PBSi ja seerumi juuresolekul jai ellu nii

populatsioon, mis ei jagune, kui ka populatsioon, mis jagunes véga aktiivselt (joonis 10).

Kéesolevas to0s saadud tulemused, mis nditavad et suur osa kasvavaid CFT073
tlive rakke on seerumile tundlikud on néilises vastuolus varem avaldatud artiklitega kui
CFTO73 tlvi on kirjeldatud kui seerumiresistentne. Eelnevates td6des on kll

demonstreeritud selle tlive suhteliselt kbrget resistentsust seerumile, aga katsete metoodika ei
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ole paris sarnane (Buckles et al., 2009; Debnath et al., 2013; Miajlovic et al., 2014; Sarkar,
Ulett, Totsika, Phan, & Schembri, 2014).

Esimeses viidatud artiklis (Buckles et al., 2009) on tehtud katseid CFT073 tlive, sama
tive kapslimutandi CFT73 ksl(k2)ABCDE ja kapslimutandi komplementeeritud vormiga.
Nende saadud tulemuste kohaselt ei ole 10% inimese vereseerumil CFT073 tivele
tdhelepanuvaarset mdju. Kéesoleva ja viidatud t66 katse metoodikas on aga olulised
erinevused. Viidatud t60s on viidud katsed 1&bi viis korda madalama seerumi
kontsentratsiooniga, mis, eeldades sama tihedusega rakususpensiooni kasutamist, tdhendaks,
et seerumi suhe rakkudele on 1:9, mitte 1:1 nagu kéesolevas t60s. Sellistel tingimustel kus
seerumis sisalduvate toitainete konts. on madal, nagu néitab ka puuduv kasv HISiga
inkubeeritud proovis, ei hakka bakterirakud kasvama ning sel juhul sobib see hésti kdesolevas

t00s saadud tulemustega, et mittejagunevad rakud jadvad seerumi juuresolekul ellu.

Teises viidatud t66s (Miajlovic, Cooke, Moran, Rogers, & Smith, 2014) tehti
seerumkatseid CFT073 tiive eksponentsiaalse faasi rakkudega 50% seerumi manulusel ning ei
nahtud mingit tahelepanuvéarset efekti 3h jooksul. Nende katses kasutati aga umbes 10 korda
rohkem rakke kui kdesolevas t06s. Sellise rakkude hulga jooksul vdib seerumi suhteline
nappus piiravaks muutuda. Kéesoleva t66 kdigus on korratud katset sama rakutihedusega
nagu viidatud t60s ning saadud sarnaseid tulemusi — seerumil ei olnud tahelepanuvaarset
efekti.

Kolmandas viidatud t66s (Sarkar, Ulett, Totsika, Phan, & Schembri, 2014) tehti
CFTO073 tlivega statsionaarse faasi rakkudega seerumkatseid 90 minuti jooksul 50% seerumi
juuresolekul ja leiti, et see tuvi on suhteliselt resistentne seerumi mdjule. Selles katses kasutati
kiill 50% seerumit nagu kéaesolevas t66s, kuid rakke tihedusel 4 x 108 ml, mis on kiimme
korda suurem hulk kui kasutati kdesoleva t66 katsetes. P6hjus, miks katsete tulemused
nailiselt vastukéivad on vaib olla selles, et kuigi mblemas t60s on kasutatud statsionaarse
faasi rakke, siis on vOimalik, et viidatud t60 katsete rakke on véga pikalt ette kasvatatud.
Ké&esoleva t60 puhul on tépselt méadratletud, et rakke peab olema ette kasvatatud 20h, sest kui
seda aega mone tunni vorra lletada, siis jduavad rakud nii sligavale statsionaarsesse faasi, et
need ei l&he 90 minuti jooksul kasvama ning on seega ka immuunsed seerumi
tapmisaktiivsuse suhtes. Ké&esoleva t66 tegemise kéigus on juhtunud, et rakke on kasvatatud
ette naiteks 23h ning sel juhul pole rakud hakanud kasvama ka 150min katse jooksul. Samuti
kehtib see ettekasvatamise aeg ainult konkreetse kasutatud loksuti puhul. Kasutades ménd

muud loksutit aeg, millega bakterirakud jéuavad sligavasse statsionaarse faasi, voib muutuda.
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Neljandas viidatud t66s (Debnath et al., 2013) tehti CFT073 tuve statsionaarse faasi
rakkudega seerumkatseid 2,5h jooksul 20% seerumi juuresolekul ning leiti, et seerumil ei ole
erilist efekti. Vastuolud kéesolevas t66des tehtud katsetega vdivad tuleneda jallegi sellest, et
viidatud t60 katsetes vdivad olla rakud kasvatatud stigavasse statsionaarsesse faasi voi sellest,
et 20% seerumis ei ole piisavalt toitaineid. M6lemal juhul ei laheks rakud korralikult kasvama
ning see selgitaks nende resistentsust seerumile. Seda véimalust toetab asjaolu, et nende
katses ei ole ka HIS-inkubeeritud rakkude puhul olulist kasvu néha. Erinevus kéesolevas t60s
l&bi viidud katsetest on ka see, et rakke on ka ette kasvatatud modifitseeritud M9 sgdtmes,

mis vBib samuti pGhjustada erinevusi antud t60 kaigus LBs ette kasvatatud rakkudest.

Selle t66 tulemustena on ndidatud CFTO073 véiksem resistentsus seerumile, kui
varasemalt usutud ning on demonstreeritud subpopulatsiooni esinemine, mis ei jagune ning
suudab elus pusida ka seerumi juuresolekul. Selle heterogeensuse tahtsus on selles, et paljud
antibiootikumid mdjutavad rakke, mis kasvavad, ning seega rakud, mis on vastupidavad
seerumile kuna ei paljune, oleksid samal pdhjusel ka resistentsed paljudele antibiootikumidele
(Kim Lewis, 2010). Samuti on see relevantne ka bakteriostaatiliste antibiootikumide puhul,
mis peatavad rakkude kasvu ning selle t66 tulemuste kohaselt parandaks nende vBimet vastu

pidada immuunsusteemi riinnakule.
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Kokkuvote

To0 eesmarkideks olid uurida E. coli tive CFT073 seerumresistentsust uksikraku
tasemel ja selgitada valja kas esineb erineva seerumitundlikkusega alampopulatsioone. Nende
eesmarkide saavutamiseks inkubeeriti statsionaarse faasi rakke inimese vereseerumis ning
jalgiti rakkude suremist ning jagunemist nii kahe kui tihe fluorestsentsmarkeri abil.
Tulemusena on selge, et CFTO073 tlivi ei ole seerumile taiesti resistentne, nagu varasemates
t0odes on vaidetud vaid suur osa kasvavates rakkudest ludsib seerumi juuresolekul.
Rakujagunemise markerite kasutamisel on néha selge eristumine erineva resistentsusega
populatsioonide vahel. LB juuresolekul jdédvad seerumiga inkubeerides ellu ainult
mittejagunevad rakud. Kui seerum lisatakse rakkudele, mis on PBS puhvris, siis on kdige
vahem resistentsed rakud, mis jagunevad keskmise aktiivsusega ning ellu jadvad kaks

populatsiooni, mis kas ei jagune vdi jagunevad véga aktiivselt.

Samuti avastati selle t06 kéigus, et rakujagunemise jalgimiseks ei ole soovitatav kasutada
fluorestsentsvalku crimson, sest selle signaali tugevus on liiga madal, et oleks voimalik
jagunevate ja mittejagunevate rakkude populatsioone eristada. Edaspidistes to6des on selleks
otsatarbeks eesmaérgiparasem kasutada kas GFP-d v6i ménd muud tugeva signaaliga

fluorestsentsvalku.

37



The sensitivity of uropathogenic E. coli strain CFT073 to

human blood serum
Markus Lippus

Summary

Urinary tract infections are considered one of the most common infections in the
world. Although benign in most cases, when untreated it can cause acute pyelonephritis and
sepsis (Smith et al., 2010). The infection is predominantly caused by Escherichia coli and
reoccurrences of this infection are in most cases even caused by the same strain. That means
that the bacteria have evaded the immune system and survived treatment with antibiotics
(Ejrnaes et al., 2006; Skjat-Rasmussen et al., 2011). It is known that bacteria are able to
survive treatment with antibiotics when in a dormant state. So if there is a population of
bacteria that persist in spite of antibiotics and the immune system the question arises, whether
the state of dormancy contributes to the immune evasion? For this thesis the complement
system, a system of about 40 proteins that has an important part in both innate and adaptive
immune system, was chosen for investigating tolerance towards the immune system (Murphy,
2011).

In this thesis the sensitivity of a uropathogenic E. coli strain CFT073 (Welch et al.,
2002) to human blood serum was under investigation. It was decided to test the sensitivity on
the single cell level and to verify whether there might be a variation in sensitivity to blood
serum in the larger population. For flow cytometry two fluorescence markers were used: GFP
for differentiating between cells and debris and crimson to observe proliferation through
dilution of fluorescence protein. Stationary phase cells were tested in 50% normal human
serum, 50% heat inactivated serum (HIS), LB medium or PBS and measurements for flow
cytometry were taken every half an hour. It was found that the CFT073 strain is in fact much
less resistant to the effects of human blood serum than previously believed(Buckles et al.,
2009; Miajlovic et al., 2014) and the results gave reason to suspect that there might be
populations with variable resistance to serum. These subpopulations, however, were
undetectable with the original model because the signal from crimson was too low to

differentiate populations with different proliferation speeds.

A new strain with a single fluorescence marker — GFP, was constructed to better
differentiate between populations of different proliferation speeds. This model made it

possible to separate two surviving subpopulations in the sample that was incubated in 50%
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human serum: one population of very actively proliferating cells and another that did not
proliferate at all. All cells with average speed of proliferation had been effectively lysed. This
allows us to further hypothesize that cell dormancy may indeed protect cells from lysis by

complement just as it protects them from several antibiotics.
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Tanusonad

Selle t60 tegemise juures abistamise eest peaksin kindlasti tinama Vallo Varikut, kes
Opetas mind automaatpipetti 6iget pidi kdes hoidma ja Marta Putrinsit, kes hoidis mu katt
voolutsitomeetria ja muude keeruliste meetodite Gppimisel ning selgitas korduvalt ja
aeglaselt, mida ja miks ma valesti teen ning kuidas tegelikult tehakse. Samuti olen ténu vélgu
ka Niilo Kaldalule, Toomas Metsale, Arvi Joersile ja kdigile teistele antibiootikumide
toogrupi litkmtetele, kes kahe aasta jooksul on kannatlikult ja jarjekindlalt mu kusimustele
vastanud, toomeetodeid selgitanud ja ndidanud, millisest karbist mida leiab ja millisel masinal
milliseid nuppe vajutama peab. Ning kindlasti kuulub tdnunimekirja ka Tanel Tenson, kes mu
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