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INFOLEHT 

 

Kromosoomsete profaagide ja toksiini-antitoksiini süsteemide roll Pseudomonas putida 

faagiresistentsuses  

Profaagid kaitsevad peremeesbakterit sarnaste bakteriofaagidega nakatumise eest. Sama on 

spekuleeritud ka toksiini-antitoksiini süsteemide kohta. Käesoleva töö eesmärk oli välja selgitada, 

kas kromosoomsed profaagid ja toksiini-antitoksiini (TA) süsteemid mõjutavad P. putida 

vastupanuvõimet faagidele. Selle eesmärgi saavutamiseks eraldasin keskkonnaproovist P. putida’t 

nakatava faagi Pp_F2 ja optimeerisin faagide isoleerimise metoodikat. Faagidega Pp_F1 ja Pp_F2 

läbi viidud nakatamiskatsed näitavad, et P. putida kromosoomsed profaagid kaitsevad bakterit 

faagiga nakatumise eest. Kromosoomsed TA süsteemid ei suurenda, vaid pigem vähendavad P. 

putida kohasust faagirünnaku korral. Nii kromosoomsed profaagid kui ka TA süsteemid mõjutavad 

P. putida faagiresistentsust erineval määral, sõltuvalt ründavast faagist. Faagide isoleerimise 

metoodika optimeerimisel selgus, et P. putida on faaginakkusele vastuvõtlikuim eksponentsiaalses 

kasvufaasis, temperatuuril 20°C ja DNA stressi põhjustava antibiootikumiga inkubeerimisel.  

Märksõnad: profaagid, toksiini-antitoksiini süsteemid, bakteriofaag, faagiresistentsus 

CERCS kood: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mükoloogia 

 

The role of chromosomal prophages and toxin-antitoxin systems in phage resistance in 

Pseudomonas putida 

Prophages are thought to protect the host bacterium from infection by bacteriophages. This has 

also been speculated in regard to toxin-antitoxin (TA) systems. The aim of this study was to 

determine whether chromosomal prophages and TA systems affect the resistance of P. putida to 

phages. To achieve this goal, I isolated phage Pp_F2 that infects P. putida from an environmental 

sample and optimized the phage isolation methodology. Infection experiments with phages Pp_F1 

and Pp_F2 show that P. putida chromosomal prophages increase phage resistance of the host 

bacterium. Chromosomal TA systems do not increase the phage resistance of P. putida phage, but 

rather reduce P. putida‘s fitness under phage attack. Chromosomal prophages and TA systems 

affect phage resistance to varying degrees, depending on the phage. Optimization of the 

methodology showed that P. putida is most susceptible to phage infection in the exponential growth 

phase, at 20°C and incubation in the presence of DNA stress inducing antibiotic. 

Keywords: prophages, toxin-antitoxin systems, bacteriophage, phage resistance 

CERCS code: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology 



4 
 

SISUKORD 

INFOLEHT .................................................................................................................................... 3 

KASUTATUD LÜHENDID ......................................................................................................... 6 

SISSEJUHATUS ............................................................................................................................ 7 

1. KIRJANDUSE ÜLEVAADE ................................................................................................ 8 

1.1. Pseudomonas putida ........................................................................................................ 8 

1.2. Bakteriofaagid ................................................................................................................. 9 

1.3. Kromosoomsed profaagid ............................................................................................ 10 

1.4. Profaagide mõju peremeesbakterile ............................................................................ 12 

1.5. Kromosoomsed toksiini-antitoksiini süsteemid .......................................................... 14 

1.6. Kromosoomsete toksiini-antitoksiini süsteemide mõju peremeesbakterile ............. 16 

2. EKSPERIMENTAALOSA ................................................................................................. 20 

2.1. Töö eesmärgid ................................................................................................................ 20 

2.2. Materjal ja metoodika .................................................................................................. 21 

2.2.1. Kasutatud söötmed, bakteritüved ja bakteriofaagid .......................................... 21 

2.2.2. Keskkonnaproovist bakteriofaagi eraldamine ..................................................... 22 

2.2.3. Faagide rikastamine ja puhastamine .................................................................... 22 

2.2.4. P. putida’t nakatavate bakteriofaagide eraldamise metoodika optimeerimine 23 

2.2.5. Faagiga nakatatud bakterite kasvudünaamika jälgimine mikrotiiterplaadil .. 23 

2.2.6. Statistiline andmetöötlus ........................................................................................ 24 

2.3. Tulemused ja arutelu .................................................................................................... 25 

2.3.1. Faagide eraldamine Purtse jõe kalda mullaproovist ja faagieraldusmetoodika 

optimeerimine ................................................................................................................... 25 

2.3.2 Kromosoomsed profaagid suurendavad P. putida faagiresistentsust ................. 29 

2.3.3. Kromosoomsed TA süsteemid ei mõjuta oluliselt P. putida faagiresistentsust . 32 

KOKKUVÕTE ............................................................................................................................ 36 

SUMMARY .................................................................................................................................. 38 



5 
 

TÄNUSÕNAD .............................................................................................................................. 40 

KIRJANDUSE LOETELU ......................................................................................................... 41 

KASUTATUD VEEBIAADRESSID ......................................................................................... 66 

Lihtlitsents lõputöö reprodutseerimiseks ja üldsusele kättesaadavaks tegemiseks ................ 67 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 
 

KASUTATUD LÜHENDID   

 

Abi - katkestatud infektsioon (ingl. k. abortive infection) 

Cas - CRISPR-iga seotud (ingl k. CRISPR-associated) 

CFU - kolooniaid moodustavad ühikud (ingl. k. colony forming unit) 

CRISPR - rühmitatud korrapäraste vahedega lühikesed palindroomsed järjestused (ingl. k. 

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) 

cipro - tsiprofloksatsiin (ingl. k. ciprofloxacin) 

LB - lüsogeenne sööde (ingl. k. lysogeny broth) 

MOI - nakatamiskordaja (ingl. k. multiplicity of infection) 

ORF - avatud lugemisraam (ingl. k. open reading frame) 

PFU - lüüsilaike tekitatavad faagid (ingl. k. plaque forming units) 

ROS - reaktiivsed hapnikuühendid (ROS, ingl. k. reactive oxygen species) 

rpm - pööret minutis (ingl. k. revolutions per minute) 

sRNA - väike mittekodeeriv RNA (ingl. k. small noncoding RNA) 

TA süsteem - toksiini-antitoksiini süsteem (ingl. k. toxin-antitoxin system) 

wt - algne tüvi (ingl. k. wild-type) 
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SISSEJUHATUS     

 

Kromosoomne profaag on bakteriofaagi ehk baktereid nakatava viiruse genoom, mis on lülitatud 

peremeesbakteri kromosoomi ja mida peremeesbakter jagunemise käigus oma kromosoomi 

koosseisus paljundab. Profaagid ei ekspresseeri virulentsusega seotud geene, kuid ei ole ka päris 

vaikeolekus ja seetõttu võivad mõjutada peremeesbakterit olulisel määral. Muuhulgas võivad 

profaagid mängida rolli peremeesbakteri faagiresistentsuses (Cumby et al., 2012). Kromosoomse 

profaagi indutseerimisel (näiteks antibiootikumiga) võib faagi genoom bakteri kromosoomist 

väljuda ja panna peremeesbakteri tootma faagipartikleid.  

Kromosoomne toksiini-antitoksiini süsteem on rohkem või vähem toksilisest toksiinist ja selle 

mõju nullivast antitoksiinist koosnev tandem. Antitoksiin lagundatakse üldjuhul kiiremini kui 

toksiin ja kui antitoksiini juurde ei toodeta, saab toksiin peremeesbakterile mõju avaldada. Näiteks 

on plasmiidsetel toksiini-antitoksiini süsteemidel plasmiidi stabiliseeriv toime, kuna antitoksiini 

kodeeriva geeni kaotanud bakter jääb pärssimata toksiini tõttu olelusvõitluses plasmiidiga 

bakteritele alla (Unterholzner et al., 2013). Erinevalt plasmiidsetest toksiini-antitoksiini 

süsteemidest on nende kromosoomsete õvede bioloogiline roll palju segasem. Kõik kromosoomsed 

toksiinid ei olegi alati peremehele toksilised või siis on seda ebaolulisel määral ja ainult teatud 

tingimustel, näiteks, kui neid kunstlikult üle ekspresseerida. 

Minu uurimustöö eesmärk oli välja selgitada kromosoomsete profaagide ja toksiini-antitoksiini 

süsteemide roll Pseudomonas putida faagiresistentsuses, kasutades lisaks varem 

keskkonnaproovist isoleeritud faagile ka de novo eraldatud bakteriofaagi ja seejuures optimeerida 

faagi eraldamise protokolli. 
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1. KIRJANDUSE ÜLEVAADE 

 

1.1. Pseudomonas putida 

Pseudomonas putida on aeroobne gramnegatiivne fluorestseeruvate pseudomonaadide rühma 

kuuluv heterotroofne bakter (Daum et al., 1998; Suzuki & Goto, 1971; Whitman et al., 2015). P. 

putida-t leidub ohtralt vees, risosfääris ja mullas (Molina, 2000; Remold et al., 2015), kuid 

mõnevõrra ka inimeste ja loomade nahal ning limaskestadel (Carlson et al., 2009; Viju et al., 2017). 

P. putida poolt põhjustatud infektsioone inimestel hakati dokumenteerima alles 1960-ndatest 

(Rogers, 1960). Enne seda arvati, et P. putida ei ole inimpatogeen (Graewenitz & Weinstein, 1970). 

Tõepoolest on P. aeruginosa pseudomonaadide hulgas peamine tõvestaja, põhjustades 

oportunistlikke infektsioone (Araújo et al., 2018; Berrouane et al., 2000; Emerson et al., 2002; 

Grundmann et al., 1993). Ka P. putida infektsioon tabab pigem puuduliku immuunsusega või 

krooniliste haigustega inimesi, kuid kliiniline tähtsus on P. putida’l oluliselt väiksem kui P. 

aeruginosa’l (Anaissie et al., 1987; Madhavan et al., 1973; Rogers, 1960; Treviño et al., 2010; 

Yoshino et al., 2011).  

Seevastu on P. putida (iseäranis tüvi KT2440 (Casey et al., 2013; Nakazawa, 2002; Regenhardt et 

al., 2002; Santos et al., 2004) ja temaga isogeenne PaW85 (Regenhardt et al., 2002; Rosendahl et 

al., 2020)) oluline mudelorganism, kuna sellel on mitmeid laboritöös olulisi omadusi. Näiteks on 

KT2440 metaboolselt paindlik ning suudab kasutada erinevaid süsiniku-, lämmastiku- ja 

fosforiallikaid (de la Peña Mattozzi et al., 2006; K. Lee et al., 2003; Mozejko-Ciesielska, 2018), 

sealhulgas ka selliseid keskkonnaohtlikke aromaatseid ühendeid nagu tolueen ja fenoolid (Afegbua 

& Batty, 2019; Hill & Robinson, 1975; K. Kim et al., 1998; Kuddus et al., 2013; Mosqueda et al., 

1999; J. L. Ramos et al., 1995; Zeyer & Kearney, 1984; Weber, 1994). Samuti on P. putida tüvi 

KT2440 hea stressitaluvusega, püsides eluvõimelisena nii kõrgema soolsuse (Costa-Gutierrez et 

al., 2020) kui ka mitmete toksiliste ühendite (Fernández et al., 2012; Krayl et al., 2003; Santos et 

al., 2004) ja raskmetallide leidumisel kasvukeskkonnas (Banh et al., 2013; Manara et al., 2012; 

Miller et al., 2009; Ray et al., 2013). Lisaks on P. putida KT2440 hõlpsasti käideldav madala 

bioohutuse tasemega laboris (Kampers et al., 2019) tänu arvestatavate virulentsusfaktorite 

puudumisele (Belda et al., 2016; Iseppi et al., 2020; Udaondo et al., 2016). 
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1.2. Bakteriofaagid 

Bakteriofaag ehk faag on viirus, mille infektsioonitsükkel toimub bakteris (Adams, 1959). 

Bakteriofaagide avastamise au jagavad Frederick W. Twort ja Felix d’Herelle, kellest viimane on 

bakteriofaagide „ristiisa“ (Duckworth, 1976). 

Kuna bakteriofaagid esinevad koos bakteritega, on faage isoleeritud erinevatest keskkondadest, kus 

bakterid elavad: näiteks pinnasest (Ashelford et al., 2003; Campbell et al., 2006), veest (Bergh et 

al., 1989; Matsuzaki et al., 1992; Weinbauer et al., 2003), koduloomadest (Keller & Traub, 1974; 

Osawa et al., 1981) ja inimesest (Blanco-Picazo et al., 2020). Teadmisi bakteriofaagidest on 

soovitud kasutada inimeste huvides. Näiteks enterokokkidele iseloomulike faagide leidumine vees 

võimaldab hinnata vee kvaliteeti (Booncharoen et al., 2018); faagide bakteriolüütilisi omadusi 

püütakse rakendada (antibiootikumresistentsete) bakterite poolt põhjustatud haiguste ravimisel 

(resp. faagiteraapias) (Dedrick et al., 2019; Oliveira et al., 2020; Schooley et al., 2017). 

Loomulikult on bakteriofaagidel oma koht ka geneetikute arsenalis (Keen et al., 2017; Nakayama 

et al., 1999). 

Vastavalt infektsioonitsüklile võib bakteriofaagid jagada nelja rühma (Tabel 1): lüütilised 

mittemõõdukad, kroonilised mittemõõdukad, lüütilised mõõdukad ja kroonilised mõõdukad 

(Hobbs & Abedon, 2016).  

 

Tabel 1. Bakteriofaagide rühmitamine vastavalt infektsioonitsüklile: 

 Lüütiline – vabanemiseks 

lõhuvad peremeesraku 

Krooniline – vabanevad 

peremeesrakust ilma seda lõhkumata 

Mittemõõdukas – ei 

esine profaagina 

lüütiline mittemõõdukas (I) krooniline mittemõõdukas (II) 

Mõõdukas – esinevad 

ka profaagina 

lüütiline mõõdukas (III) krooniline mõõdukas (IV) 

 

 

Lüütiline infektsioonitsükkel tähendab, et virionid küpsevad enne bakterirakust väljumist ning 

vabanemisel lõhuvad bakteri membraani ja hävitavad seega peremeesraku. Kroonilise 

infektsioonitsükli korral valmivad ja väljuvad viiruspartiklid rakust pungudes ega hävita seejuures 

peremeesrakku. Mittemõõdukas infektsioonitsükkel tähendab, et viirus ei esine profaagina. 
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Mõõduka infektsioonitsükli korral võib viirus esineda ka profaagina (Joonis 1) (Hobbs & Abedon, 

2016). 

 

Joonis 1. Faagide rühmitamine infektsioonitsükli alusel. Faagid jagunevad nelja rühma: lüütilised 

mittemõõdukad (I), kroonilised mittemõõdukad (II), lüütilised mõõdukad (III) ja kroonilised 

mõõdukad (IV) (Hobbs & Abedon, 2016 põhjal). 

 

1.3. Kromosoomsed profaagid 

Mõõdukad bakteriofaagid võivad infektsioonitsükli jooksul esineda profaagina (Hobbs & Abedon, 

2016; Owen et al., 2020). Profaagiks nimetatakse bakteriofaagi genoomi, mis on lülitatud 

peremeesbakteri kromosoomi (kromosoomne profaag) või mis paikneb tsütoplasmas plasmiidina 

(Freifelder & Meselson, 1970; Lwoff, 1953). Sellisel juhul on peremeesbakter lüsogeenne bakter 

(resp. lüsogeen) ja faagi infektsioonitsükkel on lüsogeenses faasis (Little, 2014; Lwoff, 1953).  

Profaage esineb bakterite genoomis sageli (Roux et al., 2015; Touchon et al., 2016) ja neid võib 

olla rohkem kui üks (Chen et al., 2006; Ohnishi et al., 2001). Näiteks P. putida KT2440 

rõngaskromosoomis paiknevad neli profaagi (Joonis 2, Tabel 2) moodustavad genoomist ligikaudu 

2,6% (Canchaya et al., 2003; Martínez-García et al., 2015).  
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Joonis 2. P. putida rõngaskromosoomis on neli profaagi (Martínez-García et al., 2015 põhjal). 

 

Tabel 2. P. putida KT2440 kromosoomsed profaagid (Canchaya et al., 2003; Martínez-García et 

al., 2015 põhjal). 

Profaag Pikkus (kb) Avatud lugemisraamide arv Näiteid kodeeritavatest produktidest 

1 54,7 72 Integraasid, endolüsiin, holiinid, 

toksiini-antitoksiini süsteem 

2 35,6 41 Seriinrekombinaas, holiin 

3 39,1 32 Integraas 

4 40 53 Integraasid, holiinid 

 

Genoomseid (sh. kromosoomseid) profaage paljundatakse peremeesbakteri DNA koosseisus, tänu 

millele kanduvad genoomsed profaagid enamasti edasi ka tütarrakku (Freifelder & Meselson, 

1970; Lwoff, 1953). Seejuures ei pruugi profaagid olla ainuüksi passiivne geneetiline materjal, 

mida kantakse rakust rakku, vaid nad võivad aktiivselt mõjutada peremeesraku toimimist (Little, 

2014). Näiteks Streptococcus spp. mRNA ekspressioonimustri uurimisel leiti, et lüsogeensetes 

bakterites aktiveerusid vastusena kasvukeskkonna temperatuurimuutustele (37°C vs 29°C ja 40°) 

lisaks bakteri geenidele ka profaagide geenid (Smoot et al., 2001). 

Faagi väljumist lüsogeensest faasist (resp. profaagi induktsioon) pärsib faagi enda kodeeritud 

repressor (Dodd et al., 2001; Little, 2014; Shi & Friedman, 2001). Näiteks Escherichia coli faag λ 

infektsioonitsüklit kontrollib CI repressor, mis inhibeerib faagi lüütilise faasi geene ja stabiliseerib 

lüsogeenset faasi. Peremeesbakteri SOS vastuse käigus aktiveeruv valk RecA soodustab CI 
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repressori lagundamist ja profaagi geenide induktsiooni (Garriga et al., 1992; Little, 2014; Roberts 

et al., 1978). Üheks tavalisemaks lüütilist tsüklit indutseerivaks teguriks on DNA kahjustus, mida 

võivad põhjustada nii bakteriraku metabolismi käigus tekkivad endogeensed reaktiivsed 

hapnikuühendid (ROS, ingl. k. reactive oxygen species) (Figueroa-Bossi & Bossi, 1999; Livny & 

Friedman, 2004) kui ka keskkonnategurid, nagu näiteks UV-kiirgus ja kemikaalid (Choi et al., 

2010; Cochran et al., 1998; Little, 2014). Ka antibiootikumid võivad subletaalses doosis 

stimuleerida profaagi induktsiooni. Iseäranis selgelt tuleb see esile DNA sünteesi pärssivate 

antibiootikumide (näiteks kinoloonide (Hiasa & Shea, 2000; Tran & Jacoby, 2002; Wentzell & 

Maxwell, 2000)) kasutamise korral (Comeau et al., 2007; Goerke et al., 2006). Profaagi geenide 

indutseerimine vallandab lüütilise tsükli, mille käigus toimub faagi genoomi replikatsioon, faagi 

geenide transkriptsioon ja faagipartiklite assambleerumine (Barksdale et al., 2006; Wegrzyn et al., 

1992). 

 

1.4. Profaagide mõju peremeesbakterile 

Bakteriofaage on väga palju – umbes 10 korda rohkem kui baktereid – ja nad on olulised bakterite 

arvukuse piirajad (Fuhrman & Noble, 1995). Ometi ei ole faagid bakterite jaoks alati suremust 

suurendavad parasiidid, vaid faaginakkus võib peremeesbakteri kohasust hoopiski tõsta. 

Mutualistlik (resp. vastastikku kasulik) suhe saab kujuneda faagi infektsioonitsükli lüsogeenses 

faasis, mil surutakse maha lüütilisse faasi suunavate faagi geenide avaldumine ja faag püsib 

peremeesbakteris profaagina (Dodd et al., 2001; Shi & Friedman, 2001; Waldor & Friedman, 

2005). Ühtlasi ekspresseeritakse geene, mis kaitsevad faagiga nakatunud peremeesbakterit uuesti 

nakatumise (resp. superinfektsiooni) eest (Bondy-Denomy et al., 2016; Bondy-Denomy & 

Davidson, 2014). Sellisel juhul võib aset leida lüsogeenne konversioon – peremeesbakteri 

fenotüübi muutus, mis ei ole seletatav ainuüksi faagi poolt kodeeritud repressori toimega (Little, 

2014; Waldor & Friedman, 2005). Ühtlasi annab lüsogeenne tsükkel peremeesorganismile aega 

viirusevastaste kaitsemehhanismide tekkimiseks ja täiustumiseks (Koonin et al., 2006). 

Bakterid võitlevad faagidega nakatumise vastu erinevate mehhanismidega. Nii on neil näiteks 

restriktsiooni-modifikatsiooni süsteemid ja CRISPR-Cas (CRISPR, rühmitatud korrapäraste 

vahedega lühikesed palindroomsed järjestused, ingl. k. Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats; Cas, CRISPR-iga seotud, ingl k. CRISPR-associated). Restriktsiooni-

modifikatsiooni süsteemid lõikavad katki bakterisse sisenenud võõr-DNA, samas kui bakteri enda 

DNA on lõikamise eest kaitstud modifikatsioonide abil (Wilson, 1991). Ka bakterite CRISPR-Cas 



13 
 

süsteem tuvastab võõr-DNA-d. Cas-ensüümid lõikavad võõr-DNA fragmentideks ja sisestavad 

„näidised“ bakteri kromosoomi CRISPR-i lookusesse. Nendelt fragmentidelt ekspresseeritakse 

RNA, mis protsessitakse CRISPR-RNA-ks (crRNA). CrRNA seondub komplementaarse võõr-

DNA-ga ning juhib Cas-nukleaasi seda lõikama ja lagundama (Barrangou, 2015; Knott & Doudna, 

2018). 

Abortiivse infektsiooni (Abi, ingl. k. abortive infection) ehk katkestatud infektsiooni süsteemid 

kaitsevad bakteripopulatsiooni, mitte üksikut bakterit, sest põhjustavad faagiga bakteri surma enne 

kui faag on jõudnud oma replikatsioonitsükli lõpetada (Joonis 3) (Lopatina et al., 2020).  

 

 

Joonis 3. Abi süsteemi põhimõte: a) bakterikultuur ei kodeeri Abi süsteemi. Ühe raku nakatumisel 

faagiga levib nakkus üle terve kultuuri; b) bakterikultuur kodeerib Abi süsteemi. Faaginakkus ei 

levi üle terve kultuuri, kuna nakatunud rakk hävib Abi süsteemi toimel (Lopatina et al., 2020 

põhjal). 

 

Abi süsteemid võivad endas kätkeda peremeesbakteri ja profaagi koostööd. Näiteks E. coli faag λ 

profaagi ekpresseeritavate geenide rexA-rexB produktid takistavad faagi T4 rII (ja teiste T4 

mutantide) DNA replikatsiooni peremeesbakteri apoptoosi abil (Shinedling et al., 1987). Valk 

RexA on faagi DNA retseptor, RexB aga ioonkanaleid moodustav valk. Faagi DNA-ga kompleksi 

moodustanud RexA (Li et al., 1991, 1992) seondub RexB-ga ja aktiveerib bakteriraku 

membraanipotentsiaali langetavad ioonkanalid (Parma et al., 1992). Selle tagajärjel väheneb 
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peremeesbakteris ATP tootmine ja rakk suunatakse apoptoosi (Shinedling et al., 1987). Sellist 

mehhanismi, kus nakatunud bakteriraku hävitamine pidurdab nakkuse levimist, nimetatakse 

bakteriraku „altruistlikuks“ enesetapuks (Hazan & Engelberg-Kulka, 2004; Parma et al., 1992). 

Peale Abi süsteemi panustavad profaagid peremeesbakteri faagiresistentsusesse veel mitmeti. 

Nende mehhanismide läbiv joon on bakteri rakumembraani mõjutamine. On profaage, mis 

takistavad faagide seondumist peremeesbakteri pinnale. Näiteks E. coli’s resideeruvate Φ80 ja N15 

profaagide kodeeritud Cor valk inaktiveerib peremeesbakteri membraaniretseptori FhuA ning 

seeläbi blokeerib faagide Φ80, N15, T1 ja λ seondumise bakterirakuga (Uc-Mass et al., 2004; 

Vostrov et al., 1996). P. aeruginosa profaag D3 muudab peremeesbakteri serotüüpi seeläbi, et 

ekspresseerib valke Oac, Wzy ja Iap, mis modifitseerivad välismembraani lipopolüsahhariidide O-

antigeeni. See välistab superinfektsiooni faagidega, mis peavad nakatamiseks seonduma 

spetsiifilise O-antigeeniga (Newton et al., 2001). 

Enamus profaagide superinfektsioonivastase toime mehhanismidest on suunatud mitte faagi 

adsorptsiooni, vaid hoopis sellele järgneva faagi genoomi sisenemise vastu. Näiteks E. coli 

profaagi HK97 geen 15 kodeerib membraanivalku, mis takistab superinfitseerival virionil genoomi 

sisestamist bakterirakku (Cumby et al., 2012). Samalaadselt toimib ka Salmonella typhimurium’i 

profaagi P22 kodeeritud membraanivalk SieA, mis ei takista faagi P22 seondumist raku pinnale, 

vaid blokeerib sellele järgneva DNA sisenemise peremeesbakterisse (Hofer et al., 1995). Vibrio 

cholerae profaag K139 takistab faagi genoomi sisenemist geenilt glo ekspresseeritava 

periplasmaatilise valgu abil (Nesper et al., 1999). 

 

1.5. Kromosoomsed toksiini-antitoksiini süsteemid 

Toksiini-antitoksiini süsteemid (TA süsteemid, ingl. k. toxin-antitoxin systems) on toksiinist ja 

toksiini suhtes antagonistlikult toimivast antitoksiinist koosnevad geneetilised elemendid, mis on 

bakterites ja arhedes laialt levinud (Pandey, 2005; Yamaguchi & Inouye, 2016). Toksiini-

antitoksiini süsteeme leidub nii peremeesbakteri kromosoomis (kromosoomsed TA süsteemid) 

(Pandey, 2005) kui ka ekstrakromosoomselt plasmiidides (Ogura & Hiraga, 1983). Bakterites võib 

TA süsteeme olla rohkem kui üks. Näiteks P. putida tüvel KT2440 on bioinformaatilise analüüsi 

kohaselt 15 kromosoomset toksiini-antitoksiini süsteemi ja Mycobacterium tuberculosis H37Rv-l 

arvatakse neid olevat lausa 76 (Xie et al., 2018).  

Toksiini-antitoksiini süsteemid jagatakse antitoksiini toimemehhanismi alusel kaheksasse klassi 

(Song & Wood, 2020): 
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1) I tüüp: antitoksiini sRNA (väike mittekodeeriv RNA, ingl. k. small noncoding RNA) 

inhibeerib toksiini mRNA translatsiooni (Gerdes et al., 1986); 

2) II tüüp: antitoksiini valk seob ja inhibeerib toksiini valgu (Ogura & Hiraga, 1983); 

3) III tüüp: antitoksiini RNA seob ja inhibeerib toksiini valgu (Fineran et al., 2009); 

4) IV tüüp: antitoksiini valk takistab toksiini valgu seondumist sihtmärgile (Masuda et al., 

2012); 

5) V tüüp: antitoksiin on spetsiifiline RNaas, mis lagundab toksiini mRNA (Wang et al., 

2012); 

6) VI tüüp: antitoksiini valk soodustab toksiini valgu lagundamist (Aakre et al., 2013); 

7) VII tüüp: antitoksiini valk soodustab toksiini valgu tsüsteiinijääkide spontaanset 

oksüdatsiooni (Marimon et al., 2016); 

8) VIII tüüp: antitoksiini sRNA paardub toksiini sRNA-ga ja soodustab selle lagundamist 

(Choi et al., 2018). 

 

Enamus teadaolevatest toksiini-antitoksiini süsteemidest on II tüüpi (Xie et al., 2018). Ka P. putida 

KT2440 kromosoomsed toksiini-antitoksiini süsteemid on II tüüpi TA süsteemid, kus antitoksiini 

valk inhibeerib toksiini temaga seondudes, moodustades mittetoksilise toksiini-antitoksiini 

kompleksi (Joonis 4) (Ogura & Hiraga, 1983; Xie et al., 2018). Näiteks P. putida PaW85 

GraT/GraA (PP_1586-1585) süsteemi puhul seondub antitoksiin GraA toksiiniga GraT ja 

neutraliseerib selle mRNaasse aktiivsuse (Talavera et al., 2019; Tamman et al., 2014). 

 

 

Joonis 4. II tüüpi TA süsteemi operon ja toksiini inaktiveerimise mehhanism. Antitoksiini geenilt 

at kodeeritav antitoksiin AT seondub toksiini geenilt t kodeeritava toksiiniga T ja moodustub 
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toksiini-antitoksiini mittetoksiline kompleks T-AT. Nurknoolega on tähistatud operoni 

promootorilt lähtuv transkriptsioon. 

 

Enamasti paiknevad toksiini-antitoksiini süsteeme kodeerivad geenid bitsistroonses operonis 

(Joonis 4) ja tavaline on ka nende geenide osaline kattuvus (1-20 nukleotiidi ulatuses) (Fraikin et 

al., 2020; Sevin & Barloy-Hubler, 2007). Näiteks P. putida KT2440 kromosoomse TA süsteemi 

RelB/RelE (PP_1267-1268) toksiini PP_1267 geen asub positsioonil 1449212..1449679 ja 

antitoksiini PP_1268 geen positsioonil 1449676..1450065, kattudes 4 aluspaari ulatuses toksiini 

kodeeriva järjestusega (Xie et al., 2018).  

Reeglina on toksiin stabiilsem kui antitoksiin. Näiteks E. coli F plasmiidilt kodeeritud CcdB/CcdA 

süsteemi toksiini CcdB poolestusaeg on 2 tundi, aga vastava antitoksiini CcdA poolestusaeg 

toksiini juuresolekul 1 tund ja ilma toksiini juuresolekuta veel vähem – ainult 30 minutit (van 

Melderen et al., 1994).Vastukaaluks toodetakse antitoksiini rohkem kui toksiini. Kuigi TA 

süsteemide geenid on üldjuhul kotranskribeeritavad (M. Li et al., 2016; Sun et al., 2017), on 

mitmeid võimalusi, kuidas produtseerida antitoksiini rohkem kui toksiini. Näiteks P. aeruginosa 

HigB/HigA süsteemi antitoksiini HigA mRNA-d on võimalik ekspresseerida ka eraldi toksiini 

HigB mRNA-st tänu lisapromootorile higA ees (Guo et al., 2019). P. aeruginosa HigB/HigA 

süsteemiga homoloogse P. putida GraT/GraA süsteemi puhul antitoksiini ees lisapromootorit ei 

ole (Tamman et al 2014), aga antitoksiini sünteesitakse siiski rohkem kui toksiini, sest graTA 

mRNA-lt transleeritakse antitoksiini efektiivsemalt kui toksiini (Tamman, 2016).  

Tavaliselt on toksiini-antitoksiini süsteemid isereguleeruvad (Magnuson & Yarmolinsky, 1998; 

Sun et al., 2017). Näiteks P. putida tüves KT2440 on antitoksiin MqsA mqsRA operoni 

ekspressiooni negatiivne regulaator, kuna seondub geenide promootoralale. Kui aga moodustub 

MqsR/MqsA toksiini-antitoksiini kompleks, siis ei saa antitoksiin MqsA enam mqsRA 

promootorile seonduda ja pärssida geenide ekspressiooni. Seetõttu põhjustab mqsA geeni 

rikkumine mqsR ekspressiooni suurenemist ja vastupidi – antitoksiini MqsA ületootmine pärsib 

toksiini MqsR produktsiooni (Sun et al., 2017).  

 

1.6. Kromosoomsete toksiini-antitoksiini süsteemide mõju peremeesbakterile 

Plasmiidsete toksiini-antitoksiini süsteemide puhul on teada vähemalt üks kindel ülesanne, mida 

nad peremeesbakteris täidavad – plasmiidi stabiliseerimine (Masuda et al., 1993). Tavaliselt on 

antitoksiini rohkem kui toksiini ja neist moodustuvad mittetoksilised kompleksid. Kui aga 
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antitoksiini tase langeb, ei neutraliseerita enam kõiki toksiini molekule ning toksiin võib hakata 

peremeesbakteri kasvu pidurdama (Ogura & Hiraga, 1983). Selline olukord võib tekkida näiteks 

siis, kui bakteri jagunemise käigus jääb üks tütarrakkudest ilma TA süsteemi geneetilist materjali 

sisaldavast plasmiidist (joonis 5). Kuna antitoksiin laguneb kiiremini kui toksiin ja vastava 

plasmiidi kaotanud bakteris pole enam geeni, millelt antitoksiini juurde toota, saab antitoksiini 

pärssivast toimest vabanenud toksiin peremeesbakterile olulisi protsesse ja struktuure mõjutada. 

Selle tagajärjel võib TA süsteemi kodeeriva plasmiidi kaotanud bakter olelusvõitluses 

konkurentidele alla jääda ja isegi surra (Fraikin et al., 2020). Seetõttu on plasmiidsete TA 

süsteemide korral peremeesbakteri kohasuse seisukohalt ülioluline, et bakter ei kaotaks TA 

süsteemi geene sisaldavat plasmiidi. Seda nimetatakse plasmiidisõltuvuseks (ingl. k. plasmid 

addiction) (Zielenkiewicz & Cegłowski, 2005). 

 

 

Joonis 5. Plasmiidi stabiliseerimine plasmiidse TA süsteemi poolt. Jagunemise käigus TA süsteemi 

geneetilist materjali sisaldava plasmiidi kaotanud tütarrakk võib vähenenud kohasuse tõttu 

olelusvõitluses alla jääda (Fraikin et al., 2020 põhjal). 

 

Kromosoomsete toksiini-antitoksiini süsteemide roll peremeesbakteris pole siiani üheselt 

määratletud ja teadlaste seas jätkub sel teemal hoogne arutelu (Goormaghtigh et al., 2018; Harms 

et al., 2016; Song & Wood, 2020).     
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Sarnaselt plasmiidsetele TA süsteemidele võivad ka kromosoomsed TA süsteemid stabiliseerida 

kromosoomis leiduvaid mobiilseid DNA elemente. Näiteks transposoone (Wozniak & Waldor, 

2009), patogeensussaari (Yao et al., 2015) ja profaage (Szekeres et al., 2007; Yao et al., 2018). See 

pole kasulik mitte ainult mobiilse DNA seisukohast vaid võib olla tähtis ka peremeesbakterile, sest 

kui mobiilsed geneetilised elemendid asuvad kromosoomis piirkonnas, mis sisaldab bakteri 

elutegevuseks kriitilisi geene või tähtsaid operone, võib nende lahkumine kromosoomist 

põhjustada olulise geneetilise materjali kao (Szekeres et al., 2007). Lisaks võib profaagi lahkumine 

kromosoomist algatada lüütilise tsükli, mis lõppeb bakteriraku hävimisega (Feiner et al., 2015). 

Seetõttu on oluline hoida mobiilsed geneetilised elemendid võimalikult stabiilsed. 

Kõige rohkem on diskuteeritud teemal, et kromosoomsed TA süsteemid kontrollivad mehhanisme, 

mis aitavad bakteritel toime tulla toitainete nappusest ja muudest keskkonnateguritest lähtuva 

stressiga; peremeesbakterite kasvu inhibeerimine toksiiniga on seejuures vahend, mis aitab 

ebasoodsa perioodi üle elada. Soodsates keskkonnaoludes põhjustab madalam kasvukiirus 

konkurentidele allajäämist, aga stressitingimustes võib aeglasem kasv anda bakteritele hoopis 

eelise. Näiteks on leitud, et kasvuseisakus E. coli kultuur oli tundetu β-laktaamsete 

antibiootikumide suhtes (Tuomanen, 1986). Mitmed uurimused on näidanud, et paljude TA 

lookuste ekspressioon indutseeritakse stressitingimustes (Christensen-Dalsgaard et al., 2010; Shan 

et al., 2017), mis viitab, et TA süsteemid võivad stressitingimustes bakterile olulised olla. Näiteks 

indutseerisid aminohapete ja süsinikuallika puudus ning DNA kahjustus mitme E. coli RelE/RelB 

perekonna TA operoni ekspressiooni (Christensen-Dalsgaard et al., 2010). Paljudel juhtudel on 

näidatud, et toksiini üleekspressioonil või antitoksiini geeni rikkumisel suureneb bakteri 

stressitaluvus. Näiteks talub P. putida PaW85 GraTA süsteemi antitoksiini suhtes defektne tüvi 

ΔgraA oksüdatiivset ja osmootset stressi ning erinevate toimemehhanismidega antibiootikumide 

mõju (rifampiin, kanamütsiin, tsiprofloksatsiin, bensüülpenitsilliin jt) oluliselt paremini kui algne 

tüvi (Tamman et al., 2014). Samas ei mõjutanud toksiini geeni graT või graTA operoni 

eemaldamine bakterite stressitaluvust (Tamman et al., 2014). Sama lugu on paljude teiste TA 

süsteemidega, mille puhul on näidatud toksiini üleekspresseerimise mõju bakteri stressitaluvusele, 

aga kogu TA lookuse deleteerimisel pole stressitolerantsusele mõju (Freire et al., 2019; 

Goormaghtigh et al., 2018; Rosendahl et al., 2020). Seetõttu on kromosoomsete TA süsteemide 

roll bakteri stressitaluvuse reguleerimisel seni ebaselge. 

Ebasoodsa perioodi üleelamisega seostub ka biokile teke, kuna biokile pakub bakteritele kaitset 

erinevate stressorite (näiteks soolsus, pH-taseme kõikumine, UV-kiirgus, temperatuur, kisklus, 
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antibiootikumid, kuivamine, peremeesorganismi immuunsüsteem) eest (Flemming, 2011; Hall-

Stoodley et al., 2004; K. W. K. Lee et al., 2014). Võib leida mitmeid artikleid kus väidetakse, et 

kromosoomne TA süsteem on oluline biofilmi tekkes. Näiteks P. putida tüve KT2440 puhul on 

arvatud, et biokile moodustumist soodustavad MqsR/MqsA süsteemi toksiin MqsR ja antitoksiin 

MqsA ning biokilet tekib oluliselt vähem nii mqsR kui ka mqsA deleteerimisel (Sun et al., 2017). 

See on erinev E. coli’st, kus toksiin MqsR vähendab ja antitoksiin MqsA suurendab biokile teket 

(Kasari et al., 2010; Y. Kim et al., 2010). Samas lükkavad aga teised andmed ümber väited TA 

süsteemide osalemisest biokile formeerimise regulatsioonis, sest mqsRA lookuse puudumisel ja 

enamgi veel, 10 TA lookuse puudumisel polnud E. coli biokile tekkele mitte mingisugust efekti 

(Fraikin et al., 2019). Ka P. putida PaW85 kromosoomsed TA süsteemid ei näi osalevat biokile 

regulatsioonis, sest 13 TA süsteemi deleteerimine ei mõjutanud biokile tekkimist (Rosendahl et al., 

2020).  

Toksiini-antitoksiini süsteeme on uuritud ka seoses faagiresistentsuse tagamisega. Seda suunda on 

õhutanud mitme TA süsteemi struktuurne sarnasus faage inhibeerivate süsteemidega, näiteks 

CRISPR-Cas-iga. Nimelt leiti, et II tüüpi TA süsteemi VapB/VapC perekonna operoniga 

funktsionaalselt seotud VapD valkude järjestus on mõnevõrra sarnane CRISPR-Cas süsteemi Cas-

2 ensüümi valkude järjestusega (Katz et al., 1994) ja mõlema RNaasne aktiivsus võib olla tagatud 

samasuguse konserveerunud järjestuse poolt (Makarova et al., 2006). Hiljem näidatigi, et 

Haemofilus influenzae vapXD lookus kodeerib funktsionaalset TA süsteemi (Ren et al., 2012), 

mille toksiini VapD struktuur on väga sarnane Cas-2-ga (Bertelsen et al., 2021). Cas-valkude 

tioredoksiinilaadseid domääne on leitud ka II tüüpi TA süsteemide perekonna FizC järjestustest 

(Guglielmini & Melderen, 2011). Lisaks on leitud, et peremeesbakteri kromosoomis paiknevad TA 

süsteemid võivad toimida Abi süsteemidena, indutseerides faagiga nakatunud rakkude surma. 

Näiteks III tüüpi TA süsteemide perekond ToxIN on katsetes näidanud faagidevastast toimet 

(Blower et al., 2012; Fineran et al., 2009). E. coli II tüüpi TA süsteem MazEF kaitseb 

bakteripopulatsiooni faag P1 rünnaku korral – erinevalt ΔmazEF tüvest oli P1 paljunemine algses 

tüves inhibeeritud, sest indutseeriti rakusurm (Hazan & Engelberg-Kulka, 2004). Siiski on toksiini-

antitoksiini süsteemide peremeesbakteri faagiresistentsust tõstvat toimet täheldatud pigem 

plasmiidsete TA süsteemide puhul (Dy et al., 2014; Fineran et al., 2009) ja edasised uuringud 

kromosoomsete TA süsteemide mõjust faagiresistentsusele on kindlasti vajalikud. 

 

 



20 
 

2. EKSPERIMENTAALOSA 

 

2.1. Töö eesmärgid 

Kromosoomseid profaage ja toksiini-antitoksiini süsteeme seostatakse mitmesuguste mõjudega 

peremeesbakteri füsioloogiale (Bondy-Denomy & Davidson, 2014; Fraikin et al., 2020). Ehkki 

kromosoomseid toksiini-antitoksiini süsteeme on intensiivselt uuritud, pole siiski täit selgust ja 

üksmeelt selles osas, kas ja millist tähtsust need omavad peremeesbakteri faagiresistentsuse 

kujundamisel (Rosendahl et al., 2020; Song & Wood, 2020).  

Minu uurimustöö eesmärgid olid: 

1) optimeerida faagieraldusmetoodikat keskkonnaproovist Pseudomonas putida’t nakatava 

bakteriofaagi isoleerimiseks; 

2) eraldada mullaproovist P. putida’t nakatavaid bakteriofaage; 

3) testida hüpoteesi, et kromosoomsed profaagid ja toksiini-antitoksiini süsteemid 

mõjutavad P. putida faagiresistentsust. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



21 
 

2.2. Materjal ja metoodika 

2.2.1. Kasutatud söötmed, bakteritüved ja bakteriofaagid 

Eksperimentaalosas kasutatud faagid ning P. putida tüved ja derivaadid on toodud Tabelis 2. 

Söötmetena kasutasin LB (lysogeny broth) vedelsöödet (1% trüptoon, 0,5% NaCl, 0,5% 

pärmiekstrakt), tardsöödet (1,5% LB agar) ja pehmet agarit (0,35% LB agar). P. putida’t nakatavate 

faagide isoleerimiseks valasin kahekihilise agariga Petri tassid (resp. bakterimuruga tassid), milles 

alumine kiht on 20 ml 1,5% LB agar ja pealmine kiht bakteritega segatud 0,35% LB agar. Selleks 

segasin 4 ml pehmet agarit temperatuuriga 42°C, 100 µl P. putida Δall-Φ üleöökultuuri ja 95 μl 

faagifiltraati. Baktereid kasvatasin temperatuuril 20°C. Vedelsöötmes bakterikultuure inkubeerisin 

parema õhustuse tagamiseks loksutil (120 rpm). Keskkonnaproovis leiduvate profaagide 

indutseerimiseks ja peremeesbakteri lüsogeniseerumise vältimiseks lisasin söötmetesse DNA 

stressi tekitavat antibiootikumi tsiprofloksatsiin (cipro). Tsiprofloksatsiini kontsentratsioon oli 

keskkonnaproovist bakteriofaagi eraldamisel 0,01 μg/ml ja nakatamiskatsetes 0,03 μg/ml.  

 

Tabel 2. Kasutatud P. putida tüved ja bakteriofaagid 

Bakteritüvi/faag Iseloomustus Allikas 

Pseudomonas putida   

PaW85 algne tüvi, isogeenne P. putida tüvega KT2440 (Bayley et al., 

1977) 

KT2440 Δall-Φ P. putida KT2440 derivaat, mille kromosoomist 

on deleteeritud 4 profaagi 

(Martínez-García et 

al., 2015) 

Δ13TA PaW85 kromosoomist on deleteeritud 13 TA 

süsteemi 

(Rosendahl et al., 

2020) 

Δ4Φ PaW85 kromosoomist on deleteeritud 4 profaagi Sirli Rosendahl, 

Kendra Piirmets 

Δ13TAΔ4Φ PaW85 kromosoomist on deleteeritud 13 TA 

süsteemi ja 4 profaagi 

Sirli Rosendahl, 

Kendra Piirmets 

Faagid   

Pp_F1 P. putida lüütiline faag Andres Ainelo 

Pp_F2 P. putida lüütiline faag Käesolev töö 
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2.2.2. Keskkonnaproovist bakteriofaagi eraldamine 

Faagide eraldamiseks kasutasin eksponentsiaalses kasvufaasis olevat P. putida KT2440 Δall-Φ 

kultuuri. Selleks tegin LB söötmes üleöö kasvanud bakterikultuurist 12,5-kordse lahjenduse 

värskesse LB söötmesse ja inkubeerisin baktereid ~4 tundi temperatuuril 20°C (120 rpm). Mullas 

leiduvate bakteriofaagide vette difundeerumiseks segasin 100 g mulda 500 ml destilleeritud veega 

ja inkubeerisin loksutil temperatuuril 20°C ~4 tundi (80 rpm). Seejärel lisasin mullasegule 25 ml 

10x LB söödet ja 10 ml eksponentsiaalse kasvufaasi bakterikultuuri (OD580~0,75-0,85). Saadud 

segu jagasin kaheks võrdseks osaks (a’ 250 ml), millest ühele lisasin profaagide indutseerimiseks 

tsiprofloksatsiini 0,01 μg/ml. Kolbe inkubeerisin loksutil üleöö temperatuuril 20°C (80 rpm). 

Faagide eraldamiseks tsentrifuugisin 50 ml mullasegu 30 min pööretel 5000 rpm, saadud 

supernatandi jagasin 2 ml plasttuubidesse ja tsentrifuugisin 5 min pööretel 13400 rpm. Bakteritest 

puhastamiseks filtreerisin lahused läbi 0,22 µm filtri. Saadud filtraadist valmistasin 10-kordsete 

lahjenduste rea, millest tegin 5 µl tilkkülvid bakterimuruga Petri tassidele. Külvid tegin nii 

tsiprofloksatsiini (0,03 µg/ml) sisaldavatele kui ka mittesisaldavatele tassidele ja inkubeerisin tasse 

üleöö temperatuuril 20°C. 

 

2.2.3. Faagide rikastamine ja puhastamine 

Faagide paljundamiseks ja puhastamiseks eemaldasin tassile tekkinud paremini märgatavad 

lüüsilaigud pipetiotsikuga, suspendeerisin 100 µl LB vedelsöötmes ning segasin Vortexil 

agarsöötme purustamiseks ja faagide lahusesse viimiseks. Saadud faagisegust panin 49 µl 5 ml LB 

vedelsöötmesse koos 280 µl eksponentsiaalses kasvufaasis oleva KT2440 Δall-Φ bakterikultuuriga 

ja lisasin tsiprofloksatsiini 0,03 µg/ml. Pärast üleöö inkubeerimist loksutil temperatuuril 20°C (80 

rpm) tsentrifuugisin igast katseklaasist 2 ml bakterikultuuri pööretel 13400 rpm ja filtreerisin 

supernatandi läbi 0,22 µm filtri. Saadud esmasele faagifiltraadile lisasin 10 µl kloroformi. Filtraati 

säilitatakse temperatuuril 4°C.  

Esmase faagifiltraadi puhastamiseks nakatasin faagilahusega uuesti P. putida KT2440 Δall-Φ. 

Selleks tegin faagilahusest 10-kordsete lahjenduste rea, millest külvasin 5 µl tilgad Δall-Φ 

bakterimurule. Järgmisel päeval eraldasin üksiku faagilaigu ja suspendeerisin 100 µl SM puhvris 

(100 mM NaCl, 8 mM MgSO4, 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 0,01 % želatiin). Bakterimurust kaasa 

tulnud bakterite lüüsimiseks lisasin 4 µl kloroformi, segasin lahust 2 minutit Vortexil ja 

tsentrifuugisin 5 minutit pööretel 13400 rpm. Saadud sekundaarset faagilahust puhastasin 

kolmandat korda (nii nagu puhastasin esmast faagilahust). Faagi paljundamiseks nakatasin 
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bakterimuru kolmandast puhastusest saadud faagilahusega. Järgmisel päeval kraapisin kogu 

bakterimuru kokku, segasin 2 ml faagipuhvriga ja lisasin 200 µl kloroformi. Segasin lahust 10 

minutit Vortexil, tsentrifuugisin 20 minutit pööretel 5000 rpm ja seejärel filtreerisin. Faagifiltraati 

koos tilga kloroformiga säilitatakse temperatuuril 4°C. 

Faagi tiitri määramiseks valmistasin faagifiltraadist 10-kordsete lahjenduste rea, millest tegin 5 µl 

tilkkülvid bakterimuruga pehmeagarile. Järgmisel päeval loendasin lüüsilaigud lahjendusest, kus 

lüüsilaigud olid üksikuina eristatavad ja seeläbi hõlpsasti loendatavad, ning arvutasin faagifiltraadi 

tiitri – lüüsilaike tekitatavate faagide hulk/ml (PFU, ingl. k. plaque forming units) ehk PFU/ml. 

 

2.2.4. P. putida’t nakatavate bakteriofaagide eraldamise metoodika optimeerimine 

Metoodika optimeerimisel võrdlesin bakteriofaagide toimet P. putida tüvele KT2440 Δall-Φ 

temperatuuril 20°C ja 30°C, antibiootikumi tsiprofloksatsiini (0,03 μg/ml) sisaldaval ja 

mittesisaldaval söötmel ning bakterikultuuri eksponentsiaalse ja statsionaarse kasvufaasi korral. 

Selleks tegin faagilahusest 10-kordsete lahjenduste rea, millest külvasin 5 µl tilgad P. putida 

KT2440 Δall-Φ bakterimurule. 

 

2.2.5. Faagiga nakatatud bakterite kasvudünaamika jälgimine mikrotiiterplaadil  

Katsetes kasutasin P. putida PaW85, Δ13TA, Δ4Φ ja Δ13TAΔ4Φ eksponentsiaalse kasvufaasi 

bakterikultuure (OD580 ~0,75-0,85). 96 kannuga mikrotiiterplaadile kandsin proovid (100 µl), 

milles sisaldus 45 µl bakterikultuuri, 45 µl LB vedelsöödet koos tsiprofloksatsiiniga (0,03 µg/ml) 

ja 10 µl faagifiltraati 10-kordsete lahjenduste reast. P. putida arvukuse ja faagitiitri põhjal arvutasin 

välja nakatamiskordaja MOI (ingl. k. multiplicity of infection), mida arvestasin bakterite 

nakatamisel faagiga. MOI näitab nakatavate ühikute hulka sihtmärgi suhtes, antud juhul faagide 

hulka bakterite kohta.  

P. putida arvukuse ehk CFU/ml (kolooniaid moodustavate ühikute hulk/ml, ingl. k. colony forming 

unit) määrasin eksponentsiaalse kasvufaasi bakterikultuurist tehtud 10-kordsete lahjenduste rea 

abil, millest tegin 5 µl tilkkülvid LB tardsöötmele. Järgmisel päeval loendasin bakterikolooniad 

lahjendusest, kus kolooniad olid üksikuina eristatavad. Nende põhjal arvutasin bakterite arvukuse 

(CFU/ml). Faagiga nakatatud kultuure inkubeerisin Heidolph Titramax 1000 mikrotiiterplaadi 

loksutil (900 rpm) ja 10 tunni jooksul mõõtsin iga 15 minuti järel proovide optilise tiheduse (OD580) 

Tecan SunRise mikrotiiterplaadi lugejaga. 
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2.2.6. Statistiline andmetöötlus 

Statistilise andmetöötluse teostasin tabelarvutustarkvara programmiga Microsoft Excel. 

Bakterikultuuri lahuste optilise tiheduse mõõtmisel saadud tulemuste erinevuse lugesin statistiliselt 

oluliseks siis, kui võrreldavate keskmiste väärtuste usaldusvahemikud ei kattunud. 

Usaldusvahemike arvutamisel võtsin usaldusnivooks 95%. 
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2.3. Tulemused ja arutelu 

2.3.1. Faagide eraldamine Purtse jõe kalda mullaproovist ja faagieraldusmetoodika 

optimeerimine 

Selleks, et uurida kromosoomsete profaagide ja TA süsteemide rolli P. putida faagiresistentsuses, 

oli esmalt vaja isoleerida P. putida’t nakatavaid bakteriofaage. P. putida metaboolne mitmekesisus 

võimaldab tal hõivata põlevkiviõlitööstuse jääkidega saastatud keskkonda (Hill & Robinson, 1975; 

Khraisheh et al., 2020). Kuna Ida-Virumaal asuv Purtse jõestik on olnud Eesti saastatuim vesikond 

sinna juhitud põlevkiviõlitööstuse jääkide tõttu (MAVES AS, 2008, Velner at el. 1972), kasutasin 

Purtse jõe kaldalt pärinevat mullaproovi. Lisaks on Purtse jõest P. putida’t eraldatud juba varemgi 

(CELMS EEUT PC39). 

Faagide eraldamise pilootkatses kasutasin peremeesbakterina nii algset P. putida tüve PaW85 kui 

ka P. putida KT2440 derivaati Δall-Φ, mille genoomist on deleteeritud kõik neli profaagi 

(Martínez-García et al., 2015). P. putida PaW85 tüve profaagdeletsioonvarianti Δ4Φ minu katsete 

alguses veel polnud. Kuna pilootkatses ilmusid lüüsilaigud ainult nendele tassidele, kus 

bakterimuruna kasvas P. putida Δall-Φ, siis kasutasin seda tüve edaspidistes faagieraldustes ja 

metoodika optimeerimisel.  

Mitmed antibiootikumid, sealhulgas bakteri DNA replikatsiooni häirivad kinoloonid (näiteks 

tsiprofloksatsiin), võivad põhjustada profaagide induktsiooni (Devos et al., 2017; Goerke et al., 

2006). Seetõttu kasutasin bakteriofaagide keskkonnaproovist eraldamisel profaagide 

indutseerimiseks tsiprofloksatsiini kontsentratsioonis 0,01 μg/ml, mis ei inhibeerinud bakterite 

kasvu, aga tekitas DNA stressi (Sirli Rosendahli andmed). Selleks, et faagid ei läheks 

nakatamiskatsetes infektsioonitsükli lüsogeensesse faasi, lisasin söötmesse tsiprofloksatsiini P. 

putida’le subinhibeerivas doosis 0,03 μg/ml (Sirli Rosendahli andmed).  

Purtse jõe kalda mullaproovist õnnestus eraldada lüütiline faag, mille nimetasin Pp_F2-ks 

(Joonised 6, b ja 7, b). Võrdluseks kasutasin nakatamiskatsetes varem meie laboris isoleeritud faagi 

Pp_F1. 

Bakterimurule tekkinud lüüsilaikude suuruse järgi otsustades on Pp_F2 (Joonis 7, b) vähem 

agressiivne kui meie laboris varem eraldatud Pp_F1 (Joonis 7, a), kuna Pp_F2 tekitatud üksikud 

lüüsilaigud olid vaevumärgatavad, erinevalt Pp_F1 ~2 mm suurustest lüüsilaikudest. 
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Joonis 6. Keskkonnaproovist eraldatud faagi Pp_F2 pärssiv mõju P. putida KT2440 derivaadi Δall-

Φ kasvule. P. putida KT2440 Δall-Φ (a), P. putida kultuur koos faagiga Pp_F2 (b) ja P. putida 

kultuur koos faagiga Pp_F1 (c). Inkubatsiooniaeg on 24 tundi. 

 

 

 

Joonis 7. Bakteriofaagide Pp_F1 (a) ja Pp_F2 (b) lüüsilaigud P. putida tüve KT2440 derivaadi 

Δall-Φ bakterimurul. Inkubatsiooniaeg on 24 tundi. 
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Bakterite vastupanuvõimet stressoritele (sh. faagirünnakule) võivad mõjutada nii 

keskkonnatingimused kui ka bakterikultuuri kasvufaas (Ramos et al., 2001; Sillankorva et al., 

2004). Peremeesbakterile tekitatud temperatuuri- või antibiootikumistress võivad indutseerida 

peremeesbakteris paiknevaid profaage (Smoot et al., 2001) ja mõjutada toksiini-antitoksiini 

süsteeme (Jahn et al., 2012; Tamman et al., 2014). 

P. putida DNA-stressi põhjustamiseks kasutasin faagieraldusmetoodika optimeerimisel DNA 

güraasi inhibeerivat fluorokinoloon-antibiootikumi tsiprofloksatsiin kontsentratsioonis 0,03 µg/ml 

(Joonis 8). Kuna tsiprofloksatsiini sisaldaval söötmel tekkisid suuremad ja selgemad lüüsilaigud 

(Joonis 8, b, d) kui LB söötmel (Joonis 8, a, c), järeldasin, et Pp_F1 ja Pp_F2 puhul tsiprofloksatsiin 

tugevdab bakteriofaagi toimet. 

 

 

Joonis 8. Faagide Pp_F1 ja Pp_F2 mõju P. putida tüve KT2440 derivaadile Δall-Φ LB-söötmel (a, 

c) ja antibiootikumi tsiprofloksatsiin sisaldaval söötmel (b, d). Bakterimuru nakatamisel on 

kasutatud faagilahuse 10-kordset lahjendusrida. Inkubatsiooniaeg on 24 tundi. 

 

Et bakterite ainevahetuse- ja kasvukiirus on eksponentsiaalses kasvufaasis kõrgem kui 

statsionaarses kasvufaasis, peetakse baktereid eksponentsiaalses kasvufaasis faaginakkusele 

vastuvõtlikumaks kui statsionaarses kasvufaasis (Monod, 1949; Sillankorva et al., 2004). 

Testimaks kasvufaasi efekti P. putida faagiresistentsusele, nakatasin faagidega Pp_F1 ja Pp_F2 P. 

putida tüve KT2440 derivaadi Δall-Φ eksponentsiaalses ja statsionaarses kasvufaasis 

bakterikultuuri (Joonis 9). Sellest, et faagidega nakatatud P. putida bakterimurule, mis oli 

valmistatud eksponentsiaalse kasvufaasi kultuurist, ilmusid suuremad ja selgemad lüüsilaigud 
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(Joonis 9, a) kui statsionaarse faasi rakkude puhul (Joonis 9, b), järeldasin, et P. putida on 

eksponentsiaalses kasvufaasis faaginakkusele vastuvõtlikum kui statsionaarses kasvufaasis.  

 

 

Joonis 9. Faagide Pp_F1 ja Pp_F2 mõju eksponentsiaalses (Ekspo) ja statsionaarses (Stats) 

kasvufaasis nakatatud P. putida tüve KT2440 derivaadile Δall-Φ. P. putida on eksponentsiaalses 

kasvufaasis (a) faagide Pp_F1 ja Pp_F2 nakkusele vastuvõtlikum kui statsionaarses kasvufaasis 

(b). Bakterimuru nakatamisel on kasutatud faagilahuse 10-kordset lahjendusrida. Inkubatsiooniaeg 

on 48 tundi. 

 

P. putida kasvukiirus on kõige suurem temperatuuril 30–33°C (Munna et al., 2015). Optimaalsest 

vahemikust kõrgemal või madalamal temperatuuril kasvukiirus väheneb (Munna et al., 2015; Reva, 

2006) ja vallandub stressivastus (Shivaji & Prakash, 2010). Stress võib bakterikultuuri 

vastuvõtlikkust faagi suhtes nii suurendada kui ka vähendada (Denes & Wiedmann, 2014). 

Testimaks, kuidas mõjutab kasvukeskkonna temperatuur P. putida faagidega nakatumist, 

inkubeerisin tasse temperatuuril 20°C ja 30°C (Joonis 10). Tulemused näitasid, et temperatuuri 

mõju nakatumisele on enam väljendunud faagi Pp_F1puhul, sest temperatuuril 20°C ilmusid 

bakterimurule selged, laatunud lüüsilaigud, seevastu temperatuuril 30°C olid lüüsilaigud väikesed, 

hõredad ja piimjad (Joonis 10, a). Faagi Pp_F2 puhul ei ole temperatuuri mõju P. putida 

nakatumisele nii oluline kui faag Pp_F2 puhul, aga siiski võis märgata, et temperatuuril 20°C olid 
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lüüsilaigud paremini väljendunud (Joonis 10, b). Sellest järeldasin, et mõlemad faagid on 

temperatuuritundlikud. 

 

 

Joonis 10. Faagide Pp_F1 ja Pp_F2 mõju P. putida tüve KT2440 derivaadile Δall-Φ temperatuuril 

20°C ja 30°C. P. putida on temperatuuril 20°C (a) faaginakkusele vastuvõtlikum kui temperatuuril 

30°C (b). Bakterimuru nakatamisel on kasutatud faagilahuse 10-kordset lahjendusrida.  

Inkubatsiooniaeg on 24 tundi. 

 

Metoodika optimeerimise tulemusena selgus, et P. putida tüve KT2440 derivaadi Δall-Φ 

nakatamine bakteriofaagidega Pp_F1 ja Pp_F2 on tõhusaim siis, kui lisada söötmesse DNA stressi 

tekitavat antibiootikumi tsiprofloksatsiini, nakatada eksponentsiaalses kasvufaasis bakterikultuuri 

ja inkubatsioonil hoida temperatuuri 20°C. 

 

2.3.2 Kromosoomsed profaagid suurendavad P. putida faagiresistentsust 

Kirjanduse põhjal on teada, et bakteri genoomis leiduvad profaagid võivad kaitsta bakterit uue 

faaginakkuse korral, ergutada bakterikultuuri kasvamist ning suurendada vastupanuvõimet 

kinoloonidele ja beetalaktaamidele (Gentile et al., 2019; Wang et al., 2010). Faagi eralduskatsed 

näitasid, et P. putida KT2440 kromosoomsete profaagideta derivaat Δall-Φ osutus faagide 

eraldamisel tõhusamaks kui profaagidega P. putida algne tüvi PaW85, mis viitas sellele, et 

kromosoomsed profaagid kaitsevad algset tüve faaginakkuse eest. 
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 P. putida isogeensete tüvede KT2440 ja PaW85 kromosoomis on neli profaagi (Martínez-García 

et al., 2015). Kuna P. putida tüve KT2440 puhul ei olnud kättesaadav TA süsteemideta derivaat, 

kasutasin võrdlevates katsetes P. putida tüve PaW85. Testimaks, kas kromosoomsed profaagid 

kaitsevad P. putida’t faaginakkuse korral, võrdlesin P. putida PaW85 algset tüve (wt) ja sellest 

tüvest konstrueeritud profaagideta Δ4Φ tüve kasvudünaamikat faagidega Pp_F1 ja Pp_F2 

nakatamise korral. Selleks nakatasin baktereid erineva faagikogusega ehk erineva 

nakatamiskordajaga (MOI). Kontrollgrupina kasvatasin P. putida PaW85 ja selle derivaate ilma 

faagideta. Kasvudünaamika põhikatsed on tehtud tsiprofloksatsiiniga söötmega, et vähendada 

peremeesbakteri lüsogeniseerumist.  

 

 

Joonis 11. P. putida PaW85 (wt) ja tema profaagideta derivaadi Δ4Φ kasvudünaamika faagiga 

Pp_F1 nakatamise korral. Paneelidel a-d on esitatud erineva nakatamiskordaja (MOI) korral saadud 

kasvukõverad. Toodud on kolme mõõtmise keskmine ja 95% usalduspiirid. LB söötmes on 

tsiprofloksatsiin kontsentratsioonis 0,03 µg/ml. Kasvutemperatuur on 20°C. 
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Saadud tulemused näitavad, et kromosoomsed profaagid kaitsevad P. putida’t faagiga Pp_F1 

nakatumise eest – võrreldes Δ4Φ tüvega oli algse tüve kasv faagi juuresolekul oluliselt vähem 

häiritud (Joonis 11). Profaagide kaitsva efekti ulatust ilmestab fakt, et ka kõige lahjema faagitiitriga 

nakatatud Δ4Φ tüve kasv oli pärsitud (Joonis 11, d), samas kui algne tüvi kasvas hästi ka 100 korda 

suurema faagitiitri korral (Joonis 11, c). Kõrgemate faagitiitrite juures hakkab profaagide kaitsev 

efekt vähenema (Joonis 11, b) ja olukorras, kus faage on nakatamishetkel 10 korda rohkem kui 

baktereid, ei suuda profaagid enam mõjutada peremeesbakteri faagiresistentsust (Joonis 11, a). 

 

 

Joonis 12. P. putida PaW85 (wt) ja tema profaagideta derivaadi Δ4Φ kasvudünaamika faagiga 

Pp_F2 nakatamise korral. Paneelidel a-c on esitatud erineva nakatamiskordaja (MOI) korral saadud 

kasvukõverad. Toodud on kolme mõõtmise keskmine ja 95% usalduspiirid. LB söötmes on 

tsiprofloksatsiin kontsentratsioonis 0,03 µg/ml. Kasvutemperatuur on 20°C. 

 

Joonisel 12 on näha, et P. putida profaagide kaitsev toime faagi Pp_F2 rünnaku korral erineb 

oluliselt Pp_F1 puhul nähtust. Profaagide kaitsev efekt on väike ja märgatav vaid suhteliselt kõrge 

faagitiitri puhul (Joonis 12, b). Suurusjärgu võrra kõrgema tiitri korral, mil faagid on 
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nakatamishetkel bakterite suhtes arvulises ülekaalus, on algse tüve ja profaagideta tüve kasv 

ühtmoodi inhibeeritud (Joonis 12, a). Madalama faagitiitri korral (MOI-1) pole kummagi bakteri 

kasv faagi Pp_F2 juuresolekust oluliselt mõjutatud (Joonis 12, c). Seetõttu võib öelda, et P. putida 

kromosoomsete profaagide kaitsev mõju faagi Pp_F2 vastu on vähem väljendunud kui faagi Pp_F1 

vastu ja avaldub ainult nakatamiskordaja kindla väärtuse korral. Kõik katsed näitavad, et faagid 

Pp_F1 ja Pp_F2 on väga erineva virulentsusega (resp. tõvestamisvõimega) – Pp_F2 ei avalda juba 

MOI 10-1 korral P. putida’le erilist mõju, samas kui Pp_F1 pärsib P. putida profaagideta derivaadi 

kasvu ka veel MOI 10-5 korral.  

Arvatakse, et profaagid kaitsevad peremeesbakterit tõhusamalt sarnaste faagidega nakatumise eest, 

kuna sellisel juhul inhibeerib profaagi poolt kodeeritud repressor ka superinfitseerivat faagi 

(Bondy-Denomy et al., 2016; de Sousa et al., 2020; Ptashne, 1967). See seletaks P. putida 

profaagide erineva tõhususega kaitsvat mõju faagide Pp_F1 ja Pp_F2 suhtes, kuna faagid Pp_F1 ja 

Pp_F2 on oma virulentsuse poolest küllaltki erinevad (Joonised 6 ja 7); ühtlasi võib selgitada ka 

seda, miks on profaage bakterite genoomis nii palju (Canchaya et al., 2003; Martínez-García et al., 

2015) – baktereid on hõlpsamini nakatanud faagid, mille sarnaseid peremehes profaagina ei esine. 

Lisaks tõstab see bakteri kohasust, kui kromosoomis olevad erinevad profaagid annavad 

võimalikult laiaspektrilise faagivastase kaitse. 

Kuna profaagid andsid Pp_F1 suhtes tugeva immuunsuse, oleks edaspidi huvitav see faag 

sekveneerida ja välja selgitada, kas Pp_F1 võiks olla mõne P. putida genoomis leiduva faagi 

sugulane. 

Kokkuvõtteks võib kasvudünaamikakatsete tulemuste põhjal väita, et kromosoomsed profaagid 

tõstavad P. putida faagiresistentsust erineval määral, sõltuvalt ründavast faagist. 

 

2.3.3. Kromosoomsed TA süsteemid ei mõjuta oluliselt P. putida faagiresistentsust 

Kirjanduses on viiteid sellele, et TA süsteemid võivad osaleda bakterite faagiresistentsuses (Song 

& Wood, 2020). Testimaks, kas kromosoomsed TA süsteemid mõjutavad P. putida 

faagitolerantsust, võrdlesin P. putida PaW85 algse tüve ning derivaatide Δ13TA, Δ4Φ ja 

Δ13TAΔ4Φ kasvudünaamikat faagidega Pp_F1 ja Pp_F2 nakatamisel (Joonised 13 ja 14). 

Tulemused näitavad, et kromosoomsed toksiini-antitoksiini süsteemid kindlasti ei suurenda, vaid 

pigem vähendavad P. putida resistentsust faagiga Pp_F1 nakatamise korral (Joonis 13). Sellele 

viitab nii Δ13TA populatsiooni mõnevõrra kiirem nakatamisjärgne taastumine võrreldes algse P. 
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putida’ga (Joonis 13, a-c), kui ka Δ13TAΔ4Φ populatsiooni selgelt kiirem taastumine võrreldes 

Δ4Φ tüvega (Joonis 13, e ja f). 

Seega näitavad minu katsed, et TA süsteemide olemasolu on Pp_F1 nakkuse korral bakterile pigem 

kahjulik kui kasulik. Nakatamiskatsed Pp_F2-ga näitavad samamoodi nagu Pp_F1 puhul, et TA 

süsteemid ei tõsta P. putida faagiresistentsust, vaid pigem langetavad seda (Joonis 14, b),  

kuid see mõju on vähem väljendunud kui nakatamisel faagiga Pp_F1 ja kõikide tüvede kasvukiirus 

läheneb kontrollgrupi kasvukiirusele juba küllaltki kõrge faagitiitri juures (MOI 10 -1) (Joonis 14, 

c). 

Katsetulemustest järeldub, et kromosoomsed toksiini-antitoksiini süsteemid ei tõsta P. putida 

resistentsust faagide Pp_F1 ja Pp_F2 suhtes, vaid pigem vähendavad seda. Tulemusi, kus TA 

süsteemid on P. putida’le ennemini koormaks kui kasuks, on saadud varemgi (Rosendahl et al., 

2020). Edaspidi võiks teha veel katseid suurema hulga erinevate faagidega, et saada teada, kas TA 

süsteemid on pigem kulukad ka nende faagide rünnaku puhul või ehk ilmneb TA süsteemidel 

teistsugune, näiteks peremeesbakteri kohasust tõstev toime. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



34 
 

 

 

 

Joonis 13. P. putida PaW85 (wt) ning tema derivaadite Δ13TA, Δ4Φ ja Δ13TAΔ4Φ 

kasvudünaamika faagiga Pp_F1 nakatamise korral. Paneelidel a-f on esitatud erineva 

nakatamiskordaja (MOI) korral saadud kasvukõverad. Toodud on kolme mõõtmise keskmine ja 

95% usalduspiirid. Söötmes on tsiprofloksatsiin kontsentratsioonis 0,03 µg/ml. Kasvutemperatuur 

on 20°C. 
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Joonis 14. P. putida PaW85 (wt) ning tema derivaadite Δ13TA, Δ4Φ ja Δ13TAΔ4Φ 

kasvudünaamika faagiga Pp_F2 nakatamise korral. Paneelidel a-c on esitatud erineva 

nakatamiskordaja (MOI) korral saadud kasvukõverad. Toodud on kolme mõõtmise keskmine ja 

95% usalduspiirid. Söötmes on tsiprofloksatsiin kontsentratsioonis 0,03 µg/ml. Kasvutemperatuur 

on 20°C. 
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KOKKUVÕTE 

 

Kromosoomsed profaagid ja toksiini-antitoksiini süsteemid on bakterites laialt levinud. 

Kromosoomsete profaagide osas on leitud, et need mõjutavad lüsogeenset peremeesbakterit 

mitmeti, muuhulgas ka tõstes bakteri faagiresistentsust. TA süsteemid avastati esmalt plasmiidides, 

kus nad on olulised plasmiidide stabiliseerimisel (Chan et al., 2016). Kromosoomsete TA 

süsteemide rolli üle peremeesbakteri bioloogias on tekkinud elav diskussioon ja esitatakse lausa 

risti vastupidiseid arvamusi. On teadlasi, kelle arvates TA süsteemid kaitsevad peremeesorganismi 

stressitingimustes ja faagide rünnaku korral, ja on ka uuringuid, mille kohaselt puudub 

kromosoomsetel TA süsteemidel bakteri kohasusele ja stressitaluvusele oluline efekt või osutuvad 

TA süsteemid peremehele lausa kulukaks (Goormaghtigh et al., 2018; Harms et al., 2018; 

Rosendahl et al., 2020; Song & Wood, 2020). Nende teadmiste valguses tegin uurimustöö 

eesmärgiga tuua selgust kromosoomsete profaagide ja toksiini-antitoksiini süsteemide rolli 

Pseudomonas putida faagiresistentsuses. Seejuures oli vaja optimeerida faagide eraldamise 

protokolli ja isoleerida keskkonnaproovist P. putida’t nakatavaid bakteriofaage.  

Püstitatud eesmärkide täitmiseks viisin läbi nakatamis- ja kasvudünaamikakatsed, mille tulemused 

on järgmised: 

1) P. putida’t infitseerivate faagide isoleerimisel on optimaalne keskkonnaproovist 

eraldatud (faagi)filtraadiga nakatada eksponentsiaalses kasvufaasis bakterikultuuri, 

kasutada antibiootikumi (tsiprofloksatsiin) sisaldavat söödet ja inkubeerida bakterikultuure 

temperatuuril 20°C; 

2) Purtse jõe kalda mullast õnnestus eraldada P. putida’t nakatav lüütiline bakteriofaag 

Pp_F2; 

 3) kromosoomsed profaagid suurendavad P. putida faagiresistentsust; 

4) kromosoomsed toksiini-antitoksiini süsteemid ei suurenda P. putida faagiresistentsust, 

vaid pigem langetavad seda; 

5) nii kromosoomsete profaagide kui ka TA süsteemide toimeefekti tugevus P. putida 

faagiresistentsusele varieerub, sõltuvalt ründavast faagist. 
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Kokkuvõtteks võib öelda, et minu uurimustöös kasutatud faagide rünnaku korral avaldasid P. 

putida kromosoomsed profaagid ja TA süsteemid erinevat toimet: profaagid tõstsid 

faagiresistentsust ja TA süsteemid vähendasid faagiresistentsust. Seejuures sõltus mõlema 

uurimisobjekti toime tugevus nakatamiseks kasutatud faagist. 
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The role of chromosomal prophages and toxin-antitoxin systems in phage resistance in 

Pseudomonas putida 

 

Liis Kärgenberg 

 

SUMMARY 

 

Chromosomal prophages and toxin-antitoxin systems are widespread in bacteria. Chromosomal 

prophages have been found to affect lysogenic host bacteria in a number of ways, for example by 

increasing bacterial phage resistance. Toxin-antitoxin (TA) systems were first discovered in 

plasmids where they are important in plasmid stabilization (Chan et al., 2016). The role of 

chromosomal TA systems in host bacteria biology has been the subject of intense debate and 

opposing views have been expressed. There are researchers who believe that TA systems protect 

the host under stress and phage attack. However, other studies show that chromosomal TA systems 

have no significant effect on bacterial fitness and stress tolerance, or that TA systems are rather 

costly to the host (Goormaghtigh et al., 2018; Harms et al., 2018; Rosendahl et al., 2020; Song & 

Wood, 2020). In the light of this knowledge, I conducted research to elucidate the role of 

chromosomal prophages and toxin-antitoxin systems in phage resistance of Pseudomonas putida. 

It was necessary to optimize the phage isolation protocol and isolate bacteriophages infecting P. 

putida from an environmental sample. 

In order to meet the set goals, I performed phage infection and growth dynamics tests, the results 

of which are as follows: 

1) when isolating phages infecting P. putida, it is optimal to infect the bacterial culture in 

the exponential growth phase with the (phage) filtrate isolated from an environmental 

sample, to use the medium containing the antibiotic (ciprofloxacin) and to incubate the 

bacterial cultures at 20°C; 

2) the lytic bacteriophage Pp_F2 infecting P. putida was isolated from the soil of the bank 

of the Purtse River; 

3) chromosomal prophages increase the phage resistance of P. putida; 
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4) chromosomal toxin-antitoxin systems do not increase phage resistance of P. putida, but 

rather decrease it; 

5) the potency of the effect of both chromosomal prophages and TA systems on P. putida 

phage resistance varies greatly depending on the attacking phage. 

In conclusion, in the attack of the phages used in my research, the chromosomal prophages of P. 

putida and the TA systems had different effects: the prophages increased the phage resistance and 

the TA systems decreased the phage resistance. The potency of both subjects depended on the 

phage used for infection. 
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