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INFOLEHT

Valitud geenide funktsioonikao mdju Escherichia coli metallitundlikkusele erinevates

testformaatides

Uurimisgrupi to60s on varasemalt biotsiidsetele vase ja hdbeda pindadele eksponeeritud E. coli
populatsioonides leitud mutatsioone potentsiaalselt metallitundlikkusega seotud geenides.
Kéesolevas t60s uuriti E. coli katkestusmutantide elumust vase ja hobeda pinnal poolkuivades
tingimustes ja kasvudiinaamikat vedelsdotmes vastavate metalliioonide juuresolekul
tuvastamaks, kas nende geenide funktsioonikadu mdjutab metallitundlikkust erinevates
katsekeskkondades. Leiti, et osadel mutantidel esines metsiktiivest parem elumus vase ja
hobeda pinnal, kuid sellega kaasnesid kasvudefektid metallita vedelsodtmes. See viitab, et
korgem metallitolerantsus pinnal tuleneb kiill vastava geeni funktsioonikaost ja esineb 161vsuhe
efektiivse kasvu ja stressitaluvuse vahel. Katkestusmutantide enamasti metsiktiivega sarnane
metallitundlikkus vedelsootmes nditab, et metallitundlikkuses on oluline roll on ka
testformaadil ja erinevates biotsiidsetes stressistsenaariumites voivad bakterile kasulikud olla

erinevad kaitsemehhanismid.

Mairksonad: Escherichia coli, antimikroobsed pinnad, vask, hdobe

CERCS kood: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

The effect of loss of function in selected genes on Escherichia coli metal tolerance in

different test formats

Previous research identified mutations in E. coli populations exposed to biocidal copper and
silver surfaces, potentially linked to metal sensitivity. This study examined the viability of E.
coli knockout mutants on copper and silver surfaces under semi-dry conditions and their growth
in liquid media with metal ions to assess whether gene loss affects metal sensitivity across
environments. Some mutants showed better survival than the wild type on metal surfaces but
had growth defects in metal-free liquid media, suggesting that increased surface tolerance
results from gene loss and involves a trade-off between growth and stress resistance. The similar
metal sensitivity of most mutants and wild type in liquid media highlights the importance of
test conditions and suggests that different stress scenarios may require distinct bacterial defense

mechanisms.

Keywords: Escherichia coli, antimicrobial surfaces, coppet, silver

CERCS code: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology



SISUKORD

KASUTATUD LUHENDID.........cocitiiiieteeeteeeeeete et esete et es et es st ees et sieres s aese st sese e, 5
SISSEJUHATUS . ...ttt ettt e e ekt e e e ekt e e e e e s bbb e e e e s asbbe e e e e annbeeeesannes 6
1. KIRJANDUSE ULEVAADE .....cocoviiiiitieitetetees et es et es st essesen st s ssssene s, 7
1.1. Antimikroobsed ained ja materjalid............cccooiiiiiiiiiiiii 7
1.1.1. Vase ja hobeda antimikroobne tOIMe...........everiivveiiieeiiiiieiiie e 7

1.2. Bakterid antimikroobsetel pindadel..............cccoovieiiiiiiiiii 8
1.2.1. Bakterite kaitsemehhanismid vase ja hobeda vastu .............ccocoviiiiiic 8
1.2.2. Kohastumine vase ja hobeda pindadel ..............cocovviiii 9

1.3. Antibakteriaalse efektiivsuse hindamine..............cccceoiiiiiiiniie e 10
1.3.1. BaKteritSIidNe tOTIME .. ..uvvviieeeeeiiiiiiiiiii e ettt e e e et e e e e e 11
1.3.2. Bakteriostaatiline tOTME . ......ceviiiuiiiriieieeee ettt e et e e e e e 11
1.3.3. Kasvukineetika antimikroobse aine osaliselt inhibeerival kontsentratsioonil........ 11

2. EKSPERIMENTAALNE OSA ... oottt a e nnnaee s 13
2.1, TOO €ESMATZIA ..eeeeeeeeeieiee ettt e e e e e s e e s e e 13
2.2. Materjal ja MetOOAIKa .....uviiiiiiiiiiiiiiiiic e 14
2.2.1. Kasutatud materjalid............oeeiieriiiiiiiiiiiiiec e 14
2.2.2. Bakterikultuuride kasvutingimused ............ccoouiiuiiiiiiiiiieiiiiiiiiiie e 16
2.2.3. Kasvuparameetrite analliliS............ocuvrriiiiiiiniiiiiiiiiiiie e 17
2.2.4. Vase ja hobeda minimaalse inhibeeriva ja bakteritsiidne kontsentratsioon............ 17
2.2.5. Tundlikkuse méédramine vase ja hobeda pindadele.............ccccvvvvviiiiiniiiiiiiiiiennnn, 18
2.2.6. Andmeanaliilis ja StAtiStIKA ........ooviiuiviriiiiieie sttt 19
2.2.7. Kasutatud andmebaasid .............covveiiiiiiiioiiiic e 20

2.3, TUIEIMIUSEA ...t 21
2.3.1. Katkestusmutantide kasvudefektid............cooovireiiiiiiii e 21
2.3.2. Kasvuparameetrid vase ja hobeda juuresolekul.............ccocveiiiiiiiiiniiiees 23
2.3.3. Minimaalne inhibeeriv ja bakteritsiidne kontsentratSioon ...........ccccooeveveeriiinnneenns 26
2.3.4. Tundlikkus hobeda ja vase pindadele poolkuivades tingimustes..............ccccevveeenn 28

2.4, ATULCIUL .t e e e e 31
KOKKUVOTE ...ttt 35
RESUMEE/SUMMARY ...ttt 36
TANUSONAD ..ottt 38



KIRJANDUSE LOETELU ...ooiiiiiiiiiiiiiiee et 39

Lisa 1. Kasvuparameetrid erinevatel vase ja hobeda kontsentratsioonidel tiivede kaupa.... 44

Lisa 2. Tiivede kasvukdverad vase ja hdbeda juuresolekul kontsentratsioonide kaupa....... 46
Lisa 3. Ellujddjate osakaal pinnatestides ...........ocvuveiriieiiiiieiiiie e 47
0 050 0 0 0 1 48



KASUTATUD LUHENDID

AUC - kasvukovera joonealune pindala (area under the growth curve)
CFU - kolooniat moodustav tihik (Colony-forming unit)

DGC - Dashing Growth Curves

DI — deioniseeritud vesi

EPA — Ameerika Uhendriikide Keskkonnakaitseagentuur (The Environmental Protection

Agency, USA)

KV — kuiv orgaanikavaene pinnakatse tingimus

LB — Luria-Bertani s66de (Luria-Bertani broth, lysogeny broth)

MBC — minimaalne bakteritsiidne kontsentratsioon (minimal bactericidal concentration)
MIC — minimaalne inhibeeriv kontsentratsioon (minimal inhibitory concentration)
MOPS- 4-morfoliinpropaansulfoonhape

NB — mikrobioloogiline vedels6dde (nutrient broth)

NR — niiske orgaanikarikas pinnakatse tingimus

PBS — fostaatpuhver (phosphate buffered saline)

ROS — reaktiivsed hapnikuiihendid

SL — orgaaniline saastelahus (EPA Soil Load)



SISSEJUHATUS

Antimikroobsete omadustega pindu kasutatakse potentsiaalselt patogeensete mikroobide leviku
tokestamiseks, eriti suurte inimvoogudega avalikes ruumides ja tervishoiuasutustes.
Levinumateks lahendusteks on metallipdhised pinnakatted, nditeks hdbedast ja vasest voi neid
sisaldavatest materjalidest, mille mikroobivastased omadused on tuntud juba sajandeid. Enamik
metallide antibakteriaalse toime uuringuid on keskendunud vedelsdotmes 14bi viidud testidele,
mis ei kajasta tipselt olukorda tahketel puutepindadel, kus metallpinna toimemehhanismid
voivad erineda metalliioonist kasvusddtmes voi kombineeruda keskkonnatingimustest tuleneva
stressiga. Samuti on leitud, et antibakteriaalsete metallide ja metallpindade efektiivsus soltub
ekspositsioonitingimustest, sealhulgas kontaktiajast, temperatuurist, dhuniiskusest ja muudest

katsetingimustest.

Antimikroobsed ained ja pinnad kas surmavad bakterid vo1 pérsivad nende kasvu. Vedelates
keskkondades on tdheldatud, et bakterid omavad mitmesuguseid kaitsemehhanisme, mis
voimaldavad neil antimikroobse aine juuresolekul ellu jddda. Evolutsioonilise kohastumise
tulemusena voivad ellujadnud bakterid aja jooksul omandada suurenenud tolerantsuse ka
metallpindade suhtes. Siiski ei ole tdpselt teada, kas metallpindadel rakenduvad samad
kaitsemehhanismid, mis vedelas keskkonnas. Lisaks on uurimused ndidanud, et bakterite
kaitsevastus voib varieeruda sdltuvalt nii toimeainest kui ekspositsioonikeskkonnast, mis viitab

vOimalikele erinevustele kaitsemehhanismidele erinevates biotsiidsetes stressistsenaariumites.

Varasemalt viis meie toogrupi doktorant Sandra Park lébi laboratoorse evolutsioonikatse, kus
erinevates keskkonnatingimustes eksponeeriti E£. coli ATCC 8739 tsiikliliselt vase ja hobeda
pindadele. Evolutsioneerunud bakteripopulatsioonides tuvastati korge esinemissagedusega
mutatsioone, mille sagedus vois tdusta selektsiooni tulemusel ja muteerunud geenide roll voib
potentsiaalselt olla seotud bakteri vdhenenud metallitundlikkusega. Kéesoleva t60
pohieesmirgiks oli uurida, kas nende E. coli geenide puhul vois metallitundlikkuse muutust

pohjustada funktsioonikadu, kasutades E. coli BW25113 katkestusmutantide raamatukogu.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Antimikroobsed ained ja materjalid

Antimikroobseid aineid kasutatakse laialdaselt erinevates toodetes ja materjalide koostises,
mille eesmérgiks on mikroobide kasvu péarssimine voi surmamine erinevatel pindadel. Enim
kasutatakse  desinfektsioonivahendites erinevad alkoholi-, halogeeni-, kvaternaarse
ammooniumi- ja peroksiidiiihendid. Nimetatud tihendite puuduseks on antimikroobse toime
vidhenemine ajas, mida on tdheldatud niiteks kloorheksidiindiglitkonaadi puhul (Shen et al.,
2024). Samuti on desinfektsioonivahendite biotsiidne toime perioodiline, mitte pidev ja soltub

kasutamise sagedusest.

Eespool nimetatud puudusi saab iiletada niiteks vottes kasutusele antibakteriaalseid
pinnamaterjale, mis on pikatoimelised. Uha enam uuritakse antimikroobsete omadusetega
nanostruktuurseid pindu. Niiteks on kiilide tiibadel tdheldatud teravaid piigi-taolisi struktuure,
mis on voimelised ldbistama bakteriraku membraane (Ivanova et al., 2012). Lisaks kasutatakse
fotokataliititilisi pindasid, mis valguse toimel genereerivad reaktiivseid hapnikuiihendeid
(ROS), millel on tdendatud antimikroobne toime nii gramnegatiivsete kui ka grampositiivsete

bakterite vastu (Paspaltsis et al., 2006).

Levinumad antimikroobsed pinnad voi pinnakatted sisaldavad hobedat voi vaske, mille

antimikroobseid omadusi késitletakse kdesoleva t66 alapeatiikis 1.1.1.
1.1.1. Vase ja hobeda antimikroobne toime

Vaske ja hdbedat on sajandeid kasutatud nende antimikroobse toime tdttu. Uldiselt peetakse
nende metallide antimikroobse toime peamiseks pohjuseks vastavate ioonide (Cu*, Cu*" ja Ag")
vabanemist (X. Wang et al., 2016). Naiteks on leitud, et vase- ja hdbedaioonid seonduvad
mikroobide valkude véavlit sisaldavate tioolriihmadega, mille tulemusena hédirub ensiilimide
funktsioneerimine ja oluliste metaboolsete radade t66 (Kirakosyan et al., 2008; H. Wang et al.,
2020). Samuti on ndidatud, et vase- ja hdbedaioonid kahjustavad bakterite DNA-d ja valke, mis
takistab DNA replikatsiooni ja rakkude jagunemist (Feng et al., 2000; Warnes & Keevil, 2016).

Ka metallide nanoosakestega kaetud pinnad vabastavad keskkonda ioone (Slavin et al., 2017),
nditeks vase- ja hdbedaioone (Dutta, 2011; Zakharova et al., 2015). Lisaks vdivad vase ja
hobeda nanoosakesed indutseerida oksiidatiivset stressi, mille tagajarjeks on biomolekulide

kahjustused ja DNA lagunemine (Adeyemi et al., 2020; Giannousi et al., 2014).



Vase ja hobeda antimikroobne toime vdib tuleneda ka otsekontaktist mikroorganismidega, kus
biotsiidne toime voib ilmneda minutite jooksul (Santo et al., 2011). Uuringud on niidanud, et
metallpindade antimikroobne efektiivsus soltub olulisel mééral keskkonnateguritest, nditeks

temperatuurist, dhuniiskusest ja orgaanilisest saastatuses (Kaur et al., 2024).
1.2. Bakterid antimikroobsetel pindadel

Bakteritel on vélja kujunenud mitmeid erinevaid mehhanisme vase ja hdbeda ioonide kahjuliku
mojuga toimetulekuks. Jargnevates peatiikkides késitletakse bakterite erinevaid vase ja hobeda

vastaseid kaitsemehhanisme ning kohastumusi.
1.2.1. Bakterite kaitsemehhanismid vase ja hobeda vastu

Vase ja hdbeda vastased kaitsemehhanismid on Cu” ja Ag’ ioonide sarnasuse tottu tihti
kattuvad. E. coli’l esineb CusCFBA kompleks, mis pumpab Cu* ioone rakust vilja ja voib
aktiveeruda ka Ag" ioonide korral (Franke et al., 2003; Long et al., 2010; Munson et al., 2000).
Vase olemasolul aktiveerib CusS vastusregulaatori CusR, mis omakorda stimuleerib cusCFBA

geenide transkriptsiooni (Franke et al., 2003).

Samuti transpordib lihevalentseid vaseioone P-tiilipi ATPaas CopA tsiitoplasmast periplasmasse
(Rensing et al., 2000). CopA siisteemi reguleerib CueR, mis aktiveerub vaseioonide
kontsentratsiooni tdusu korral tsiitoplasmas (Petersen & Mpgller, 2000). Enamasti hobedaioone
CopA ei transpordi, kuid vihesel mééral on seda nédidatud (Stoyanov et al., 2003). Kokkuvdttes
reguleerivad CueR ja CusR/S siisteemide aktiveerumist vastavalt Cu* kontsentratsioonile

tstitoplasmas voi periplasmas. (Munson et al., 2000; Outten et al., 2001)

Peale ioonide rakust vilja transportimise suudavad bakterid vihendada metalliioonide
toksilisust. CueO oksiidaas oksiideerib periplasmas iihevalentse vase (Cu*) kahevalentseks
(Cu*"), mis on bakterirakkudele vihem toksiline (Singh et al., 2004). Néidatud on, et CueO
kaitseb periplasmas asuvaid ensiiiime vase pohjustatud kahjustuste eest (Grass & Rensing,
2001). Samuti osaleb vaseioonide detoksifikatsioonis plasmiidne pco-geeniklaster (Brown et

al., 1995).

Hobedaioonide rakust vélja pumpamiseks on samuti leitud eraldiseisev enamasti plasmiidne
SilFCBA siisteem, mis on homoloogiline CusFCBA kompleksiga (Randall et al., 2015).
Hobedaresistentsuse piirkond koosneb iiheksast geenist: silE, silS, silR, silC, silF, silB, silA,
ORF105 ja silP. Selle slisteemi keskne osa on kahekomponentne hobedale reageeriv

regulatsioonisiisteem si/RS, mis reguleerib mitmete resistentsuselementide, sealhulgas hobeda



effluks-ATPaasi silP, viljavoolupumba silCBA ja periplasmilise hdbeda Saperoni silF
ekspressiooni (Gupta et al., 1999). Eelmainitud pco ja sil geeniklastrid esinevad tihti koos
plasmiidsena (Staehlin et al., 2016).

Samuti kaitsevad bakterid end antimikroobsete ainete eest biofilmi moodustamisega
(Rumbaugh & Sauer, 2020). Bakteritel on antimikroobsetel pindadel biofilmi moodustamise

voime vihenenud pinna enda bakteritsiidse toime tottu (Gomes et al., 2019).
1.2.2. Kohastumine vase ja hobeda pindadel

Vase ja hobeda pindadele korduvalt eksponeeritud bakteripopulatsioonides ei ole tuvastatud
teadaolevate kaitsemehhanismidega seotud mutatsioone, mis suurendaksid tolerantsust nendele
pindadele. Kuigi mones tolerantsemas populatsioonis on leitud mutatsioone (Bleichert et al.,
2020; Rosenberg et al., 2025; Xu et al., 2022), ei ole muteerunud geenide seost

metallitolerantsusega funktsionaalselt uuritud.

Samuti on varasemalt mérgatud, et vaskpinnal evolutsioneerunud bakteritel suurenes vaskpinna
tolerantsus, kuid mitte vasetundlikkus vedels66tmes (Bleichert et al., 2020; Rosenberg et al.,
2025). Sandra Pargi t60s jdreldati sellest, et bakterite metallikaitsemehhanismid poolkuival
pinnal vodivad olla passiivsed ja seotud ioonide rakku sisenemise takistamise voi
inaktiivsemasse vormi sidumisega, kuid vedelséotmes ioonide véljapumpamise siisteemide

aktivatsiooniga (Rosenberg et al., 2025).

Xu et al. t60s leiti, et kuigi teatud bakteripopulatsioonid suutsid paremini ellu jdéda vaskpinnal,
ei esinenud neis mutatsioone vase véljapumpamise siisteemides. Sellest jareldati, et katsetes
kasutatud tiived kasutasid vaseioonide kahjuliku mdju viltimiseks alternatiivseid mehhanisme
(Xu et al., 2022). Samale jareldusele on joutud ka Bleichert e al. uurimuses, kus ei leitud vase
pindadel paremini ellu jddnud bakteripopulatsioonides mutatsioone teadaolevalt
metallitolerantsusega seotud mehhanismide geenides. See-eest tdheldati vaskpindadelt leitud
mutantidel geenide tnad, tnaB ja tnaC ekspressiooni vihenemist (Bleichert et al., 2020), mille
seos metallitundlikkusega ei ole selge. tnad kodeerib triiptofanaasi, mis toodab triiptofaanist
signaalmolekuli indooli (Newton & Snell, 1964; D. Wang et al., 2001) ja tsiisteiinist
divesiniksulfiidi (Awano et al., 2005).

Sandra Pargi uurimus niitas seevastu mutatsioone mitmetes teadaolevates metallitaluvuse ja
stressivastuse geenides nagu ompC, zraS ja cysN (Rosenberg et al., 2025). Samuti esines

mutatsioone ka vddvlimetabolismiga seotud geenides, sealhulgas ka tnad geenis, mis autorite



sonul voisid anda eelise metallpindadel, kuid mitte vedelas keskkonnas (Rosenberg et al.,

2025).

Sandra Pargi evolutsioonikatsetes eksponeeriti E. coli tiive ATCC 8739 tsiikliliselt hobe- ja
vaskpindadele erinevates keskkonnatingimustes. Katsete tulemusel tuvastati evolutsioneerunud
bakteripopulatsioonides geenid, kuhu olid akumuleerunud mutatsioonid. Kéesolevas t60s
kasutati nende geenide KEIO kollektsioonist (Baba et al., 2006) périt katkestusmutante, milles

evolutsioonikatses korgema sagedusega mutatsioonid tuvastati (Tabel 1).

Tabel 1. Sandra Pargi evolutsioonikatsest tuvastatud geenid, mille katkestusmutante
kasutati kdesolevas t66s. Kohandatud ja tolgitud tabel geenidest, kus vasele voi hdbedale
kuivas orgaanikavaeses (KV) voi niiskes orgaanikarikkas (NR) tingimuses eksponeeritud
evolutsioneerunud bakteripopulatsioonides viies paralleelses liinis akumuleerusid mutatsioonid
(Rosenberg et al., 2025). Mutatsioonide sagedus populatsioonis on kujutatud numbriliselt ja
varvigradiendiga. Funktsionaalne annotatsioon parineb EcoCyC andmebaasist (Moore et al.,

2024).

Mutatsiooni Ag_KV Ag RN Cu_KV Cu_NR Funktsionaalne annotatsioon

annotatsioon 12 3 4 5/1/2/3(4/5/1/2/3(4/5/1/2/3 4|5 Geen EcoCyc alusel
Y343* (TAC=TAG) ompC Vélismembraani poriin
E145D (GAA=GAT) 0,3 zra$S (hydH) Sensoorne histidiinkinaas
Q19K (CAG=AAG) 0,4 apt Adeniini fosforibosllltransferaas
V120F (GTT=TTT) rssB RpoS regulaatorvalk
G13R(GGG>AGG) ybiB Mittespetsiifiline DNA-d seondav valk
T986I (ACA+ATA) yfhM a2-makroglobuliin

&
Q440* (CAG=TAG) cysN Sulfaadi adentiliiltransferaas
M2661 (ATG=ATT) 0403 0,4.'3.‘ tnad Truptof?naas, L-tslsteiini
desulfhidraas
e 02
nt) ydjN (tcyP) L-tslistiini transporter
G44D (GGC+GAC) 0,
intergenic 53 bp>54 Heksapeptiidi kordusjarjestusi sisaldav
0,3 rdA

bp (-189) : Y valk

1.3. Antibakteriaalse efektiivsuse hindamine

Selleks, et antimikroobseid toimeaineid ja materjale kasutada, on vaja teada nende efektiivsust.
Toime voib véljenduda kasvuinhibitsioonis (bakteriostaatiline toime) voi elusarvukuse
vihenemises (bakteritsiidne toime). Klassikaliselt hinnatakse antimikroobsete toimeainete

efektiivsust minimaalse inhibeeriva kontsentratsiooni (minimal inhibitory concentration, MIC)
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ja minimaalse bakteritsiidse kontsentratsiooni (minimum bactericidal concentration, MBC)

kaudu, analiilisides erinevate toimeaine kontsentratsioonide moju.
1.3.1. Bakteritsiidne toime

Vedelas testkeskkonnas saab bakteritsiidset toimet hinnata MBC abil. MBC on toimeaine
madalaim kontsentratsioon, mis surmab vidhemalt 99,9% bakteritest (EUCAST, 1998). Antud
to0s kohandati MBC madramiseks spot testi, mis on sobilik metallisoolade ja nanoosakeste

testimiseks (Suppi et al., 2015).

Mittepoorsete antimikroobsete pindade bakteritsiidset toimet saab hinnata erinevate
standardiseeritud meetoditega, nagu néiteks ISO 22196:2011 ja ISO 7581:2023 (Maitz et al.,
2024), aga kasutusel on ka erinevaid publitseeritud testformaate (Sjollema et al., 2018).
Pinnatestide =~ puhul varieeritakse tavaliselt toimeaine kontsentratsiooni  asemel
ekspositsiooniaega. Pindade biotsiidse toime hindamisel on oluline wvalida pindade
kasutustingimustele (Ohuniiskus, saasteained, temperatuur jne.) vastav katsemeetod, sest
testkeskkonna parameetrid mojutavad antimikroobse pinna efektiivsust. Niiteks langeb
efektiivsus madala suhtelise dhuniiskusega ja/voi korgema orgaanikasisaldusega keskkonnas,
mille tottu bakterite elumus pinnal suureneb ja vale testi valik pohjustaks pindade

antibakteriaalse efektiivsuse iilehindamise (Kaur et al., 2024; Maitz et al., 2024).
1.3.2. Bakteriostaatiline toime

Peale bakteritsiidse toime voivad antimikroobsed toimeained omada bakteriostaatilist toimet,
mille korral mikroobid ei pruugi surra, kuid nende kasv on osaliselt voi tdielikult parsitud.
Enamasti kasutatakse kasvuinhibitsiooni iseloomustamiseks MIC véartust (EUCAST, 1998).

MIC on uuritava aine madalaim kontsentratsioon, mis inhibeerib mikroobide kasvu tdielikult.

Kasvuinhibitsiooni antimikroobsetel pindadel tavaliselt ei hinnata, aga pinnamaterjalist
eraldanud toimeaine pdhjustatud kasvuinhibitsiooni saab hinnata inhibitsioonitsooni suuruse
(zone of inhibition, ZOl) kaudu tardsd6tmel (ASTM International, 2018; Sjollema et al., 2018).
Z 0l testi eelduseks on toimeaine(te) efektiivne difusioon tardsodtmes, mida tahkete pindade
korral ei pruugi iildse vdi piisaval médral toimuda (Cavenaghi et al., 1992; Sjollema et al.,

2018).
1.3.3. Kasvukineetika antimikroobse aine osaliselt inhibeerival kontsentratsioonil

Animikroobse aine erinevad kontsentratsioonid voivad bakterite kasvu péarssida mittetdielikult.

Samuti vOib madalatel kontsentratsioonidel avalduda hormeetiline moju, mille korral
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mdddukas stress vOib soodustada kasvu, mida on ndidatud néditeks ka ZnO puhul (X. Li et al.,

2020).

Mittetdielik inhibitsioon viljendub muutunud kasvuparameetrites MICist madalamatel
toimeaine kontsentratsioonidel. Kasvu saab iseloomustada parameetritega nagu latentsiaeg (lag
time), maksimaalne kasvukiirus ja saagis, mille vairtuste leidmiseks saab kasutada vabalt
kittesaadavat tarkvara Dashing Growth Curves (DGC)(Reiter & Vorholt, 2024). Inhibitsiooni
korral ei vasta kasvukdverad alati ootuspirasele eksponentsiaalsele kasvukineetikale, mille
tottu on keeruline kasvuparameetreid maarata. Esineda voib kahefaasiline kasv voi toksilised
metallikontsentratsioonid voivad muuta kasvudiinaamikat nii, et see ei ole kirjeldatav
tavapéraste eksponentsiaalsest kasvust ldhtuvate meetoditega ja ei sobi programmidele
lahteandmeteks. Sellisel juhul saab kasutada kasvukdvera joonealust pindala (AUC, area under
the growth curve), mis koondab nii latentsiaja, kasvukiiruse kui saagise erinevusest tulenevaid

efekte (Smith et al., 2024).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Too eesmérgid

Kéesoleva to0s piistitati jirgnevad eesmargid:

1.

Kasutades KEIO kollektsiooni iihe geeni katkestusmutante tuvastada, kas tsiiklilisel
vase ja hobeda pindadele eksponeerimisel korge sagedusega akumuleerunud
mutatsioonide puhul oli potentsiaalse metallitolerantsuse suurenemise pohjuseks

muteerunud geeni funktsiooni kadumine.

Hinnata, kas muutused katkestusmutantide metallitundlikkuses on universaalsed voi

soltuvad kasvu- ja/voi ekspositsioonitingimustest.

To0 eesmarkide taitmiseks:

1.

Hinnati valitud geenide inaktiveerimise potentsiaalset mdju bakteritele, kasutades
eelretsenseeritud  teadusartikleid (Scopus) ja  funktsionaalse annotatsiooni
informatsiooni (EcoCyc).
Iseloomustati E. coli BW25113 metsiktiive ja katkestusmutantide kasvuparameetreid
koos ja ilma vase voi hdbeda ioonide juuresolekuta kasvukeskkonnas.
a. Madrati vase ja hobeda MIC véirtused vihekomplekseerivas minimaalso6tmes
b. Iseloomustati kineetilisi kasvuparameetreid kasvu inhibeerivatel vase ja hobeda
kontsentratsioonidel vOrreldes inhibitsioonita kasvuga.
Iseloomustati vase ja hdbeda pindade ning ioonide bakteritsiidset toimet E. coli
BW25113 metsiktiivele ja katkestusmutantide
a. Madrati vase ja hobeda MBC vidhekomplekseerivas minimaalséotmes

b. Hinnati tundlikust vase ja hobeda pindadele valitud ekspositsioonitingimustes
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud materjalid

2.2.1.1 Bakteritiived ja sootmed

Kéesolevas t60s kasutatud sootmete ja lahuste koostised on vélja toodud Tabelis 2. Kdoik
kasutatud sootmed, lahused ja tarvikud kas telliti steriilsena voi autoklaaviti 121°C

temperatuuril vihemalt 15 minutit.

Katsetes on kasutatud KEIO kollektsioonist périnevat E. coli K-12 BW25113 metsiktiive ja
tema iihe geeni katkestusmutante (Baba et al., 2006). Bakteritiived on saadud Niilo Kaldalult
Tartu Ulikooli tehnoloogiainstituudist. Uhe geeni katkestusmutantide puhul on uuritava geeni
jarjestus asendatud kanamiitsiini resistentsuse kassetiga, mis pohjustab vastava geeni tdieliku
funktsioonikao ja neid voib selle geeni osas késitleda deletsioonmutantidena. Kollektsioonist
on valitud nende geenide katkestused, milles on meie grupi varasemas tods tuvastatud

mutatsioonid, mis vdivad olla seotud vase ja hdobeda tundlikkuse vdhenemisega (Rosenberg et

al., 2025).
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Tabel 2. Too6s kasutatud sootmed ja lahused

Soode

Koostisosad

s00de [Vedelsdode

broth,

Luria-Bertani

(Luria-Bertani

triiptoon 10 g/l; parmiekstrakt 5 g/1; NaCl 5 g/l

lysogeny broth, LB
YSOBERY ) Tards66de

LB vedelsoode + agar 15 g/l

Orgaaniline saastelahus (EPA Soil
Load, SL) (EPA, 2022)

Fosfaatpuhvris: parmiekstrakt 2 g/l; veise seerumalbumiin

(bovine serum albumin, BSA) 2,5 g/1; mutsiin 0,8 g/1

Orgaanikavaene saastelahus (500x
lahjendatud nutrient broth, NB) (Kaur

et al., 2024)

Deioniseeritud vees: : lihaekstrakt 0,006 g/I; peptoon 0,02
g/l; NaCl 0,01 g/L

Toksilisust neutraliseeriv s6ode (Soya
Casein Digest Lecithin Polysorbate
Broth, SCDLP) (ISO, 2011)

Kaseiinipeptoon 17 g/l; sojapeptoon 3 g/l; NaCl 5 g/l;
Na,HPO; 2,5 g/l; gliikoos 2,5 g/l; letsitiin 1 g/l; surfaktant
(Tween80) 7 g/1

Vihekomplekseeriv.  minimaalsdode

(MOPS+CasAA+gliikoos)

MOPS 8 370 mg/L (pH 7.,4); tritsiin 717 mg/L (pH 7.4);
FeSO4 * TH,0 2,78 mg/l; NH4Cl 508 mg/l; K»SO4 48,1
mg/l; CaCl, * 2H,0O 0,0735 mg/l; MgCl, * 6H,O 107,3
mg/l; NaCl 29 200 mg/1; (NH4)sMo07024 * 4H,0O 3,7 mg/l;
H3BOs 2,5 mg/l; CoCl, 3,8 mg/l; CuSOs * SH>0 2,5 mg/l;
MnCl, * 4H,0 1,6 mg/l; ZnSO4 * 7H,0 2,9 mg/l;
K>HPO,4 229,9 mg/l; CasAA 0,4%; L-triiptofaan 20 pg/l;
gliikoos 0,4%

Fosfaatpuhver (PBS), pH=7

NaCl 8g/l; KC1 0,2 g/l; Na,HPO4 x 2H>0 0,81 g/l; KH,PO4
0,2 g/l
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2.2.1.2. Antimikroobsed ained ja materjalid

MIC ja MBC katsetes kasutati antimikroobse toimeainena vasksulfaat pentahiidraati (CuSO4 x
5H>O) vdi  hobenitraati (AgNOs3).  Vasksulfaadi  olemasolevast 1024 mM
vasekontsentratsiooniga lahusest valmistati 32 mM todlahus. Hobenitraadi puhul kasutati
kommertsiaalset 0,1 M vesilahust (Fisher Chemicals, USA). To66s kasutatud

kontsentratsioonivahemikud on toodud Tabelis 3.

Tabel 3. Metallisoolade kontsentratsioonivahemikud MIC ja MBC katsetes.

Katse Metalliiooni allikas Kontsentratsioonivahemik
MIC ja MBC Vasksulfaat (CuSOs) 0,5-32 mM

MIC Hobenitraat (AgNOs) | 0,06 — 3,9 uM

MBC 0,24 — 15,6 uyM

To606s kasutati timaraid 2 cm 1dbimdoduga 99,95% hobeda (Surepure Chemetals, USA) ja 99%
vase (Metroprint OU, Eesti) pindu. Pindu puhastati ja kasutati korduvalt. Selleks inaktiveeriti
kasutatud pinnad eelnevalt 70% etanoolis vdhemalt 15 minuti jooksul ja wviidi 1dbi
kolmeetapiline puhastustsiikkel. Inaktiveeritud pindu raputati ja sonikeeriti Branson 1800
sonikaatorvannis  (Branson Ultrasonics Corporation, USA) jarjestikku 50 ml
tsentrifuugituubides, mis sisaldasid klaaskuule ja 5% sidrunhapet, 100% atsetooni voi 70%
etanooli. Igale 15 minutilisele sonikeerimisele eelnes ja jargnes 2 minutit raputamist. Iga
kemikaalipesu vahel loputati pindu destilleeritud vees. Peale viimast etappi kuivatati pinnad

tootavas bioohutuskapis ja hoiustati steriilsetes Petri tassides.
2.2.2. Bakterikultuuride kasvutingimused

Koik bakteritiived kiilvati -80 °C 20% gliitserooli suspensioonist LB tardsoomele, kasvatati 37

°C juures iile6d ja hoiustati 4 °C juures jargnevateks katseteks.

MIC ja MBC mééramiseks kiilvati tiived LB tardsootmelt 1,5 ml LB vedelséotmesse 14 ml
ventileerivates tuubides ning inkubeeriti 37 °C ja 150 rpm juures iiledd. Statsionaarsed
vedelkultuurid kiilvati jirgmisel pdeval virskesse LB vedelsodtmesse 50-kordsete lahjendusega
ning kasvatati eksponentsiaalsesse faasi. Eksponentsiaalset faasi tuvastati DEN-600

fotomeetriga (Biosan, Léti) moodtes optilist tihedust, kuni ODsoo védrtus jdi vahemikku 0,5 - 0,7.
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Pinnakatsete jaoks kiilvati bakterite tiived masskiilvi meetodil LB tardsddtmele ning kasvatati

37 °C juures iiledo.
2.2.3. Kasvuparameetrite analiiiis

Bakterite kasvu iseloomustamiseks analiiiisiti kasvukineetikat. Selleks kasvatati bakterid ette
nii nagu on kirjeldatud peatiikis 2.2.2. Eksponentsiaalses kasvufaasis tlived pesti ja vahetati LB
vedelsoode viahekomplekseeriva minimaalsé6tme vastu, et vihendada sodtmekomponentide
mdju metalli antimikroobsele toimele (Kikinen et al, 2011). Selleks tsentrifuugiti
bakterisuspensioonid (4430 g, 5 min, 22 °C) ning LB vedelsdode eemaldati. Jargnevalt teostati
kaks korda pesu, kus bakterid suspendeeriti 5 ml PBS-is ja tsentrifuugiti uuesti samadel
tingimustel. Peale viimast PBS-1 eemaldamist voeti bakterid tiles 10 ml steriilses deioniseeritud
vees (DI), mdddeti optiline tihedus ja lahjendati see teoreetilise viirtuseni 0,001 (umbes 10°

CFU/ml) 2x kontsentratsiooniga vahekomplekseerivas minimaalsodtmes.

Enne bakterisuspensiooni lisamist 96- kaevulisse mikrotiiterplaati, teostati DI vees
kahekordsed metallisoolade lahjenduste read ja lisati bakterisuspensioon 1:1 suhtes. Plaadi iihe
kaevu 10ppmahuks oli 150 pl. Negatiivseks kasvukontrolliks kasutati steriilset soddet,
positiivseks kontrolliks bakterit minimaalséotmes ilma metallisooladeta. Mikrotiiterplaat
asetati optilise tiheduse modtmiseks BioTek Synergy HI1 plaadilugejasse (Agilent
Technologies, USA), mis mddtis optilist tihedust 600 nm juures 15- minutiliste intervallidena.
Mootmisprogrammi pikkus oli umbes 23 h, mille véltel oli temperatuur piisivalt 37°C ning
segati topeltorbitaalselt. Tulemuste osas on esitatud kasvukoverad vase ja hobeda
kontsentratsioonide kohta, kus esinesid suurimad muutused. Ko6ik kasvukoverad on esitatud

Lisades 1 ja 2.
2.2.4. Vase ja hobeda minimaalse inhibeeriva ja bakteritsiidne kontsentratsioon

MIC viirtused médrati peatiikis 2.2.5. saadud kasvukodverate hindamisel. Mutantide MIC
vadrtused médrati vase ja hdbeda sooladele ning vorreldi saadud védrtusi metsiktiive
vadrtustega. MIC viirtuseks loeti madalaim kontsentratsioon, mille juures ei olnud
kasvukdveraid hinnates vdimalik tuvastada eksponentsiaalset kasvu. Hobenitraadiga teostati 6

ja vasksulfaadiga 4 korduskatset.

MBC katse teostati (Suppi et al., 2015) t66s kirjeldatud meetodi jérgi. Selle jaoks kasvatati ja
pesti bakterid, nagu on kirjeldatud peatiikis 2.2.2. ja lahjendati rakutiheduseni ODgoo = 0,2
(umbes 2x10® CFU/ml). Metallisooladele tehti 96-kaevulistes mikrotiiterplaatides 75 pl mahus

minimaalsdotmes kahekordsed lahjendused, millele lisati bakterisuspensioon 1:1 suhtes.
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Kasutatud kontsentratsioonivahemikud on leitavad Tabelis 3. Plaate inkubeeriti 37 °C juures
staatiliselt ja tehti véljakiilvid 1, 24 ja 48 h inkubatsiooni jarel 5 ul mahus LB tards66tmele ning
asetati 24 tunniks 37 °C juurde kasvama. MBC véirtuseks loeti soola madalaim

kontsentratsioon, mille korral puudus kiilvitépis ndhtav kasv tdielikult.
2.2.5. Tundlikkuse miiramine vase ja hobeda pindadele

Pinnakatse formaat parineb Sandra Pargi evolutsioonikatsest (Rosenberg et al., 2025). Antud
t00s olid tulenevalt kasutatud tiive erinevast tundlikkusest (selle t66 Lisa 3 ja Rosenberg et al.,
2025 Joonis 1) ekspositsiooniajad erinevad: lithemad ajapunktid vase ja hdbeda pinnal kuivas
orgaanikavaeses (KV) tingimustes ja vase pinnal niiskes orgaanikarikkas (NR) tingimuses.
Hdbeda pinnal NR tingimustes oli ekspositsiooniaeg sama evolutsioonikatsega. Bakteritiived
kasvatati nii, nagu on kirjeldatud peatiikis 2.2.2. Katse pdeval lisati tiivedega LB tardsodtme
tassidele 5 ml PBS-1ning peale 15-minutit suspendeeriti biomass. Fotomeetriga mdddeti saadud
bakterisuspensiooni 10- ja 100-kordset lahjendust, ning lahjendati esialgset suspensiooni
ekspositsioonisddtmes sihitud ODgoo-ni, et saavutada 8,13x10° CFU-d pinna kohta (Tabel 4).
KV katseformaadis kasutati ekspositsioonisddtmena orgaanikavaest saastelahust (500x

lahjendatud NB s60de) ja NR katseformaadis orgaanilist saastelahust (SL).

Tabel 4. Pinnakatsete tingimused.

Kuiv orgaanikavaene (KV) | Niiske orgaanikarikas (NR)

Sihitud
:))z;;(:;risuspensioonide ODego= 1 ODeoo= 0.2
Rakkude sihtmiirk arvukus
pinna kohta $.13x10° CFU
Tilga suurus ja arv 2 ul x 5 tilka 50 pl tilk
Ekspositsioonisoode 1:500 NB SL
Ekspositsiooniajad Cu 15 minutit Cu 35 minutit

Ag | tund Ag 6 tundi
Temperatuur 22 °C 22 °C
Suhteline 6huniiskus 50% RH 90% RH

Nii KV kui NR katsetes kasutati 6-kaevulisi plaate, mille kaevude pohjas asuvale sorestikule

asetati vase voi hobeda pinnad. KV katses pipeteeriti igale pinnale plaadi pohjas viis 2 pl tilka
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bakterisuspensiooni, misjédrel plaat kaeti 9 x 9 cm sorestiku ja kaanega. NR testformaadis
pipeteeriti kaevude pdhja 2 ml DI vett, mille peale asetati sdrestikud ning nende peale
testpinnad. NR katses pipeteeriti igale pinnale iiks 50 pl tilk bakterisuspensiooni. 6-kaevulised
plaadid asetati Climacell Ecoline kliimakappi (BMT Medical Technology, TSehhi), kus oli

eelnevalt valitud katsele sobivad parameetrid, mis on vélja toodud Tabelis 4.

Ekspositsiooni peatamiseks sukeldati pinnad 10 ml toksilisust neutraliseerivat soddet (SCDLP)
sisaldavatesse 50 ml tuubidesse, kus neid vortekseeriti maksimaalsel intensiivsusel 30 sekundit.
Esialgsetest inokulumidest ja eksponeeritud suspensioonidest tehti 96-kaevulistes
mikrotiiterplaatides 300 ul mahus PBS-is kiimnekordsete lahjenduste read, millest tehti 20 pl
tilkkiilvid LB tardsodtmetele. Kiilvitasse inkubeeriti tile66 37 °C juures. Hobeda ja vase

pindadel KV ja NR tingimustes teostati 3-4 katsekordust.

Pinnakatsetes kasutatud 3D prinditud sorestikke korduvkasutati, puhastades neid 70%
etanooliga ja kiiritades molemalt poolt 15 min UVC kiirgusega suletud bioohutuskapis.

2.2.6. Andmeanaliiiis ja statistika

Toos kasutati kvantitatiivsete tulemuste statistiliseks analiilisiks GraphPad Prism 10.4.1
(GraphPad Software Inc., USA). Kolme v0i enama andmegrupi statistiliselt oluliste erinevuste
tuvastamiseks kasutati {ihefaktorilist dispersioonianaliiiisi (ANOVA) koos post-hoc testiga
usaldusnivool 0,05. Kahe andmegrupi vordlemisel kasutati ANOVA asemel Studenti t-testi

usaldusnivool 0,05. Sama tarkvara kasutati ka AUC-1 leidmiseks ja jooniste koostamiseks.

Kasvukdverate hindamiseks kasutati veebitdoriista DGC (Reiter & Vorholt, 2024), mis
eemaldas kasvukoveralt negatiivse kontrolli véairtuste alusel tausta ning tuvastas
eksponentsiaalse kasvufaasi, mille alusel arvutas latentsiaja, saagise ja maksimaalse

kasvukiiruse. Kasutati Gompertzi mudelit libiseva akna suurusega 10 (sliding window of 10).

Pinnakatsete tulemused viljendati suhtelise elumusena vorreldes metsiktiivega, mille
saamiseks leiti kdigepealt kolooniate arv pinna kohta peale pinnaekspositsiooni ning jagati 1dbi

metsiktiive keskmise kolooniate arvuga pinna kohta peale ekspositsiooni.

Koikide arvutuste tegemiseks ja tabelite koostamiseks, mis olid sisendiks GraphPad-i ja DGC-

1, kasutati Microsoft Excel versioon 2502 (Microsoft Corporation, USA).
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2.2.7. Kasutatud andmebaasid

Kéesolevas t60s kasutati mutantide kirjeldamiseks EcoCyc andmebaasi (Moore et al., 2024).

Teadusartiklid leiti kasutades Scopus andmebaasi (www.scopus.com).
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2.3. Tulemused

Kéesoleva t06 pohieesmirgiks oli tuvastada, kas huvipakkuvate geenide funktsioonikadu
muudab E. coli vase ja hobeda tundlikkust ning kas katkestusmutantide metallitundlikkus
sOltub ekspositsioonitingimustest. Selleks kasutati KEIO kollektsioonist (Baba et al., 2006)
parit E. coli BW25113 metsiktiive ja iihe geeni katkestusmutante, millele miérati vase ja hobeda
MIC ja MBC véirtused. Paralleelselt MIC-i madramisega vorreldi kasvuparameetreid vase ja
hdobeda pdhjustatud mittetdielikul kasvuinhibitsioonil. Seejdrel viidi 1dbi pinnatundlikkuse
katsed vase ja hobeda pindadel kuivades orgaanikavaestes ja niisketes orgaanikarikastes
ekspositsioonitingimuses  jdljendades mutantide valiku aluseks olnud varasema

evolutsioonikatse tingimusi.
2.3.1. Katkestusmutantide kasvudefektid

Katkestusmutantide kasvukdverad olid ilma vase ja hobeda juuresolekuta suhteliselt sarnased
metsiktiive kasvukoveratega. Metsiktiivest erineva kasvudiinaamikaga oli AcysN, millel esines
selgelt kahefaasiline kasv (Joonis 1, paremal). AzraS, AcysN ja ArssB kasvukoverad jdid
madalamale platoole kui metsiktiive kasvukdver, mis véljendub ka madalamas saagise

vadrtuses (maksimaalne optiline tihedus) (Joonis 2B).

1.6 1.6
1.4 1.4+
1.2 1.2+ 3
1.0 1.0
g i g |
8 0.8 o) 0.8
0.6 0.6
0.4 0.4+
0.2 0.24
0.0 0-0 1 1 1
0 0 10 15 20
Aeg, h

Joonis 1. E. coli BW25113 metsiktiive ja katkestusmutantide kasvukoverad
vilhekomplekseerivas minimaals6otmes. Optiline tihedus (OD) on mdddetud lainepikkusel
600 nm, taust eemaldatud kasvuta kaevu optilise tiheduse alusel. Graafikul on esitatud 10 —12
bioloogilise korduse andmepunktide keskvédrtus ja standardhélve. Loetavuse huvides on
mutandid jaotatud kahele graafikule ja metsiktiive kasvukdver mdlemal mérgitud mustaga.
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AybiB katkestusmutandil esines metsiktiivest oluliselt pikem latentsiaeg (Joonis 2D). Kuigi
AzraS-il ilmneb joonisel 2C madalam maksimaalne kasvukiirus, ei erinenud iihegi mutandi

kasvukiirus suure varieeruvuse tottu statistiliselt oluliselt metsiktiivest.

Vaadates erineva varieeruvusega kasvuparameetreid eraldi, oli keeruline tlivesid vorrelda,
mistottu, kasutati AUC védrtusi (Joonis 2A), mis kirjeldab korraga koiki kasvuparameetreid.
AUC viirtuse alusel esinesid kasvudefektid AcysN ja AzraS mutantidel, mis tulenes
madalamast saagisest (Joonis 2B), ja AybiB-1, mis tulenes pikemast latentsiajast (Joonis 2D).
ArssB puhul ei erinenud parameetrid koondav AUC véirtus (Joonis 2A) metsiktiivest hoolimata

madalamast saagisest (Joonis 2B) ilmselt veidi kiirema kasvukiiruse tottu (Joonis 2C).
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Joonis 2. E. coli BW25113 metsiktiive ja katkestusmutantide kasvuparameetrid:
kasvukovera joonealune pindala (AUC) (A), saagis (B), maksimaalne kasvukiirus (C) ja
latentsiaja pikkus (D) vihekomplekseerivas minimaalséotmes. Joonisel on esitatud 10-12
bioloogilise korduse keskviirtus ja standardhélve. Statistilisel analiiiisil kasutati iihefaktorilist
ANOVA analiiiisi koos post-hoc testiga usaldusnivool a=0,05. Statistiliselt olulised muutused
on mérgitud * P<0,05; **P<0,01; **** P<0,0001.
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2.3.2. Kasvuparameetrid vase ja hobeda juuresolekul

Vase vOi hobeda lisamisel kasvukeskkonda téheldati erinevaid muutusi metsiktiive
kasvukineetikas (Joonis 3). Hobeda kontsentratsiooni tdustes pikenes latentsiaeg (Joonis 3A),

kuid vase puhul vdhenes pigem saagis ja kasvukiirus (Joonis 3B).

A B
< 1.5
15 ~ oM —~— 0mM
0,06 uM 0,5mM
1.0 0,12 uM 1 mM
§ -~ 024pyM 8 2mM
a a
o ~ 049uM O ~ 4mM
0.5
0.0 AR 4
0 5 10 15 20
Aeg, h Aeg, h

Joonis 3. E. coli BW25113 metsiktiive kasvukoverad hobeda (A) ja vase (B) erinevatel
kontsentratsioonidel vihekomplekseerivas minimaals6otmes. Optiline tihedus (OD) on
moddetud lainepikkusel 600 nm, taust eemaldatud kasvuta kaevu optilise tiheduse alusel.
Graafikul on esitatud 5-6 bioloogilise korduse andmepunktide keskvairtus ja standardhilve.
Teiste tiivede kasvukdverad erinevatel metallikontsentratsioonidel on esitatud Lisas 1.

AcysN, AzraS ja AybiB mutantide kasvudefektid, mis esinesid metalli juuresolekuta (Joonis
2A), voivad esineda ka hobeda juuresolekul (Joonis 4A), kuid suure katsete vahelise
varieeruvuse tottu ei ole erinevused metsiktiivest statistiliselt olulised. Korgematel hdbeda ja
vase kontsentratsioonidel ilmnesid erinevused metsiktiive ja  katkestusmutantide
kasvukineetikas (Joonised 4 ja 5). AyrdA ja AtnaA katkestusmutantidel oli hdbeda juuresolekul

maksimaalne kasvukiirus statistiliselt olulisemalt suurem metsiktiivest (Joonis 4C).

Hdbeda puhul ei erinenud mutantide AUC-1, saagise ja latentsiaja vaartused suure varieeruvuse
tottu statistiliselt oluliselt metsiktiivest (Joonis 4A, B ja D). 4ompC puhul varieerub AUC
vadrtus pigem alla (Joonis 4A) ja voiks kahtlustada metsiktiivest suuremat hobeda pohjustatud

kasvuinhibitsiooni, aga selle kinnitamine vajaks lisakatseid.
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Joonis 4. E. coli BW25113 katkestusmutantide kasvukoverate alusel arvutatud
kasvukovera joonealune pindala (AUC) (A), saagis (B), maksimaalne kasvukiirus (C) ja
latentsiaeg (D) 0,24 pM hobeda (AgNOsz) kontsentratsioonil vihekomplekseerivas
minimaalsootmes. Joonisel on esitatud 5-6 bioloogilise korduse keskvéartus ja standardhélve.
Statistilisel analiilisil kasutati iihefaktorilist ANOVA analiilisi koos post-hoc  testiga
usaldusnivool 0=0,05. Statistiliselt olulised muutused on margitud *P<0,05.

AcysN, AzraS ja AybiB mutantide kasvudefektid, mis esinesid ilma metallita (Joonis 2A), vase
juuresolekul puuduvad (Joonis 5A). AompC katkestusmutandil on vase juuresolekul
metsiktiivest statistiliselt oluliselt madalam maksimaalne kasvukiirus (Joonis 5C) ja pikem
latentsiaeg (Joonis 5D). Muid statistiliselt olulisi erinevusi kasvuparameetrites metsiktiive ja
mutantide vahel vase juuresolekul ei esinenud. AcysN puhul tundub, et vase juuresolekul
viheneb veidi kasvukiirus (Joonis 5C) ja suureneb saagis (Joonis 5B) vorreldes metsiktiivega,
mistottu potentsiaalsed teineteist tasakaalustavad muutused ei kajastu AUC véértuses (Joonis
5A), kiill aga on tendents vastupidine kasvudefektile, mis ilmnes ilma metallita s66tmes (Joonis

2, madalam saagis ja AUC).
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Joonis 5. E. Coli BW25113 Kkatkestusmutantide kasvukéverate alusel arvutatud
kasvukovera joonealune pindala (AUC), saagis, maksimaalne kasvukiirus ja latentsiaeg 2
mM vase (CuSO4) kontsentratsioonil viihekomplekseerivas minimaals6otmes. Joonisel on
esitatud 4-5 bioloogilise korduse keskvidirtus ja standardhilve. Hallide tdppidega on kujutatud
iihe katse tulemused, mis erinesid teistest katsetest 1dbivalt madalama saagise tottu. Statistilisel
analiiiisil kasutati tihefaktorilist ANOVA analiiiisi koos post-hoc testiga usaldusnivool 0=0,05.
Statistiliselt olulised muutused on margitud *P<0,05; ***P<0,001.

Korgeimal kontsentratsioonil, kus kasv oli veel tuvastatav, aga kasvuparameetrid ei olnud enam
kvantitatiivselt vorreldavad, sest osade tiivede puhul ja/vdi katsekordustes oli tegu tdieliku

inhibitsiooniga, ilmnesid madalamatest kontsentratsioonidest erinevad muutused (Joonis 6).

Vase puhul on AybiB, AompC, AyfhM ja AtnaA mutantide puhul erinevalt metsiktiivest
enamikes katsetes tegu tdieliku kasvuihibitsiooniga (MIC-véértus)(Joonis 6A). AzraS mutandil
on suur katsetevaheline latentsiaja varieeruvus, mis kajastub AUC viirtuses (Joonis 6A), aga
moodtmisperioodi 10puks metsiktiivest palju kdrgem saagis (Joonis 6B). AydjN mutandi puhul
on metsiktiivest korgemate AUC viirtuste (Joonis 6A) pdhjus seletatav nii metsiktiivest

suurema kasvukiiruse kui kdrgema saagisega (Joonis 6B).
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Korgeimal MIC-i eelsel hobeda kontsentratsioonil esines koigil tiivedel vdhemalt osades
katsekordustes tdielikku kasvuinhibitsiooni (Joonis 6C), sellegipoolest vdis Aapt mutandil
tadheldada nii korgemaid AUC viirtusi (Joonis 6C) tdoendoliselt liihema latsentsiaja tdttu (Joonis
6D) kui ka korgemat MIC véirtust (Joonis 7B), mis mdlemad viitavad paremale

kasvamisvoimele kdrgel hdbeda kontsentratsioonil.
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Joonis 6. E. coli BW25113 metsiktiive ja katkestusmutantide kasvkukoverad ja
kasvukovera joonealused pindalad (AUC-id) vasesoola 4 mM (A, B) ja hobesoola 0,49 pM
(C, D) kontsentartsioonil vihekomplekseerivas minimaalséotmes. Optiline tihedus (OD) on
moddetud lainepikkusel 600 nm, taust eemaldatud kasvuta kaevu optilise tiheduse alusel.
Graafikutel on esitatud bioloogilise 4-6 korduse andmepunktide keskvéértus ja standardhélve.
Statistilisel analiitisil kasutati iihefaktorilist ANOVA analiiisi koos post-hoc testiga
usaldusnivool 0=0,05. Tiivede kasvukoverate vordlusgraaftikud teistel
metallikontsentratsioonidel on esitatud Lisas 2.

2.3.3. Minimaalne inhibeeriv ja bakteritsiidne kontsentratsioon

Mutantide vase ja hdobeda MIC védrtused erinesid metsiktiivest vdhe. Erinevused olid
maksimaalselt kahekordsed. Metsiktiivest madalam vase MIC esines AyfhM, AybiB, AtnaA ja
AompC mutandil (Joonis 7A). Aapt mutant kasvas metsiktiivest kaks korda kdrgemal hobeda

kontsentratsioonil (Joonis 7B).
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Joonis 7. E. coli BW25113 metsiktiive ja katkestusmutantide vase (A) ning hobeda (B)
minimaalsed inhibeerivad kontsentratsioonid (MIC). Joonisel on esitatud 5-6 bioloogilise
korduse andmepunkti mediaan ja variatsiooniulatus peale 24 h inkubatsiooni 37°C juures

orbitaalse segamisega.

Mutantide vase MBC viirtused erinesid metsiktiivest maksimaalselt kaks korda ja toksilisus
ajas kasvas (Joonis 8). Metsiktiivest madalam vase MBC véértus pikemates ajapunktides esines
AyfhM, AtnaA, Aapt ja AompC mutantidel (Joonis 8C). Hobeda MBC védrtustes erinevusi ei
esinenud (Joonis 9). Suure katsetevahelise varieeruvuse tottu lithikeses ajapunktis, ei ole
joonisel 9 esitatud hobeda 1 h ajapunkti MBC tulemusi.
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Joonis 8. E. coli BW25113 metsiktiive ja tema katkestusmutantide vase (CuSQy)
minimaalne bakteritsiidne kontsentratsioon (MBC) viahekomplekseerivas
minimaalso6tmes. Joonisel on esitatud 4 bioloogilise korduse andmepunktide mediaan ja
variatsiooniulatus peale 1 h (A), 24 h (B) ja 48 h (C) staatilist ekspositsiooni 37°C juures.
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Joonis 9. E. coli BW25113 metsiktiive ja tema katkestusmutantide hobeda (AgNQO3)
minimaalne bakteritsiidne kontsentratsioon (MBCO) viihekomplekseerivas
minimaalsootmes. Joonisel on esitatud 4 bioloogilise korduse andmepunktide mediaan ja
variatsiooniulatus peale 24 h (A) ja 48 h (B) staatilist ekspositsiooni 37°C juures.

2.3.4. Tundlikkus hobeda ja vase pindadele poolkuivades tingimustes

Et testida valitud geenide funktsioonikao mdju E. coli vase ja hobeda pinnal eluspiisimise
voimele, testiti metsiktiive ja katkestusmutantide pinnatolerantsust katsetingimustes, kus
Sandra Pargi ldbi viidud evolutsioonikatses (Rosenberg et al., 2025) vase ja hobeda pinnal
vastavates geenides mutatsioonid akumuleerusid. Tabelis 5 on vélja toodud vase ja hobeda

pindadel erinevates katsetingimustes kasutatud tiived.

Kuivades orgaanikavaestes tingimustes jdid metsiktiivest statistiliselt oluliselt paremini ellu

Aapt ja AzraS hdbeda pinnal (Joonis 10A) ning AyfhM ja ArssB vase pinnal (Joonis 10B).

Niisketes orgaanikarikastes katsetingimustes ei erinenud iihegi vasel (AyrdA) voi hdbedal

(AtnaA, AydjN) testitud katkestusmutandi elumus metsiktiivest (Joonis 10 C-D).

28



Tabel 5. Pinnakatses kasutatud E. coli BW25113 metsiktiivi ja mutandid hobeda ja vase
pindadel kuivades orgaanikavestes ja niisketes orgaanikarikastes katsetingimustes.

Ag, kuiv Ag, niiske Cu, Kuiv Cu, niiske
orgaanikavaene | orgaanikarikas orgaanikavaene orgaanikarikas
AompC AtnaA AybiB AyrdA
Aapt AydjiN AcysN wt
Azra$ wt AyfhM
wt ArssB

wt
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Joonis 10. E. coli BW25113 katkestusmutantide suhteline elumus kuivades
orgaanikavaestes (A, B) ja niisketes orgaanikarikastes (C, D) tingimustes hobeda (A, C) ja vase
(B, D) pindadel. Joonisel on esitatud 2-3 bioloogilise katse andmepunktide keskviirtus ja
standardhidlve. Tulemuste statistilisel analiitlisil kasutati {ihefaktorilist ANOVA analiiiisi koos
post-hoc testiga (A-C) vo1 Studenti T-testi (D) usaldusnivool a=0,05. Statistiliselt olulised
muutused on mérgitud *P<0,05; ***P<0,001.
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2.4. Arutelu

Kéesoleva t60 kdigus kasutati {ihe geeni katkestusmutante, et uurida valitud geenide
funktsioonikao mdju E. coli hobeda ja vase tundlikkusele erinevates testformaatides.
Koondtulemused on esitatud Tabelis 6. Saadud informatsioon aitab mdista, kas vase ja hdbeda
pinnal 14bi viidud evolutsioonikatses, kus samades geenides mutatsioonid akumuleerusid, voidi
selekteerida konkreetse geeni funktsiooni hdirumist. Kaudselt annab see infot nii erinevates
katsetingimustes rakenduvate bakteriaalsete vase- ja hdbedavastaste kaitsemehhanismide kohta

kui ka metallide toimemehhanismide kohta.

Tabel 6. Koondtulemused suhtelise muutusena metsiktiivest. Esimeses tulbas on vilja
toodud geenid, mille katkestusmutante t60s kasutati ning teises tulbas Sandra Pargi 14bi viidud
(Rosenberg et al., 2025) evolutsioonikatses geenis esinenud mutatsioonid. Iga tulba kohal on
numbriline viide selle t60 tabelile voi joonisele, kust andmed périnevad. Oranzi virviga on
kujutatud katseid vasega ning sinisel taustal hobedaga. Punane taust koos noole suunaga alla
margistab metsiktiivest kehvemat kasvu voi ellu jadmist ja rohelisel taustal noole suunaga tiles
paremat kasvu vOi korgemat elumust. Kollase taustaga tulbas on vilja toodud
kasvuparameetrite tulemused ilma metallita. Halli taustaga on margitud pinnakatse tingimus,
kus vastavat katkestusmutanti ei testitud. Térnidega on tdhistatud statistiliselt olulised
tulemused, kus *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; **** P<0,0001. Vordusméirk tdhistab
metsiktiivega sarnaseid tulemusi.

KEIO kollektsiooni katkestusmutandid
Kasvitma RS Kasv |Kasv |Pind |Pind e e Kasv Kasv Pind |Pind
metallita |Cu |Cu cu Cu cu cu Ag |Ag Ag Ag Ag |Ag
2mM |4 mM |KV NR 0,24 uM |0,49 uM [KV [NR
Tabel/
joonis 1 2 7A| 8 5 |[(6A,B| 10B |10D| 7B | 9 4 6C,D | 10A | 10B
cysN [Q440* & FEEx = = = = = = = v?
rssB [V120F A = = = = T * = = =
zraS |E145D & Fwkk = = = T = = N d ¢ T AER
tlesvoolu

YrdA osppssabp |- = F F = = F F F v
yfhM |T986I = v = ¢ T * = = = ¥
ybiB [G13R & *E ¢ = = i\ ? = = v? ¢
ydjN [::1S1;G44D (= = = T T+ = = = ) =
tnaA M266I1 = + ¥ = + = = = + =
apt Q19K = = 4 = = + = = o P
ompC [Y343* = 4 L L = = L ¢ =

ArssB, AyfhM, AzraS ja Aapt mutantide metsiktiivest korgem elumus metallpindadel
evolutsioonikatse tingimustes (Joonis 10) viitab, et evolutsioonikatses neis geenides
akumuleerunud missenssmutatsioonid (Tabel 1) vodisid rikkuda geenide funktsiooni. RssB
kodeerib statsionaarse faasi sigma faktori ¢°-i lagundamist reguleerivat valku ning rssB geeni
funktsioonikao korral suureneb o° tase (Bougdour et al., 2006), mida on ka varasemas

kirjanduses seostatud bakterite korgema stressitaluvusega (Fontaine et al., 2008). YfhM
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kodeerib eukariiootset péritolu periplasmaatilist a2-makroglobuliini, mis osaleb bakteriraku
kaitsereaktsioonides peptidaaside vastu (Budd et al., 2004), kuid mille funktsioonikao seos
viahenenud metallitundlikkusega ei ole selge. ZraS kodeerib sensoorset histidiinkinaasi, mis on
0sa membraanistressi signaaliseerimises osalevast ZraSR kahekomponentsest siisteemist (Petit-
Hartlein et al., 2015). Mutatsioonid ZraS-i sensordomeenis voivad mdjutada sensori afiinsust
ka teiste metallide suhtes lisaks juba teadaolevatele tsingile ja vasele (Taher & De Rosny, 2021).
Apt kodeerib adeniini fosforsiitiltransferaasi, mis osaleb adeniini metabolismis ning mille
funktsiooni héirimise korral on ndidatud adeniini akumuleerumist rakus ja vahenenud
vasetundlikkust tdendoliselt vase adeniiniga sidumise tottu (Norambuena et al., 2023).
Kéesolevas toos ilmnes vase puhul hoopis muutumatu voi veidi metsiktiivest suurem
vasetundlikkus (Joonis 8), kuid vahenenud hdbedatundlikkus MIC testis (Joonis 7B), mis vdiks

samuti olla seotud hobeda detoksifitseerimisega akumuleerunud adeniini abil.

Voimalik, et ka ybiB puhul selekteeriti evolutsioonikatses funktsioonikadu, mis tagas veidi
korgema elumuse vaskpinnal (Joonis 10B), kuid muutus on véiksem, kui antud t66s kasutatud
metoodika statistiliselt usaldusvaérselt tuvastada voimaldas. YbiB on LexA poolt reguleeritud
DNA-ga seonduv valk, mille funktsioonist pole palju teada teada, kuid tema roll

metallitundlikkuses voiks olla seotud SOS-vastusega (Schneider et al., 2015).

Ukski katkestusmutant ei demonstreerinud vase vdi hdbeda pinnal metsiktiivest suuremat
suremust (Tabel 6), mistdttu voib jdreldada, et nende funktsioon ei ole antimikroobse
metallpinna talumises kriitliselt vajalik voi ei olnud vidikesed muutused pinnatundlikkuses
elusarvukuse midramise metoodika tulemi varieeruvuse tottu tuvastatavad. Monel juhul voiks
aga kahtlustada funktsioonikao kahjulikkust metallitundlikkuse kontekstis. Naiteks, kuigi
AompC elumus vase pinnal oli viga varieeruv (Joonis10A) ja ei erinenud statistiliselt oluliselt
metsiktiivest, kasvas see katkestusmutant metsiktiivest iildise trendina veidi kehvemini nii vase
kui hobeda juuresolekul (Joonis 4-6). Samuti iseloomustasid AompC metsiktiivest madalamad
vase MIC (Joonis 7) ja MBC (Joonis 8) vaartused. Sandra Pargi evolutsioonikatses (Rosenberg
et al., 2025) tuvastati stoppkoodon ompC geeni 1opuosas, mis ei pruugi pohjustada tiielikku
funktsioonikadu, vaid vastava trimeerse vilismembraani poriini pooriparameetrite muutust, mis
takistab metalliioonide rakku padsemist. Sellest vdis tuleneda korgem elumus hobeda pinnal
kuivades orgaanikavaestes tingimustes. Varasemalt on ndidatud, et OmpC seob hésti
metalliioone (Maruthamuthu et al., 2018), mis vdiks toimida metalliioonide detoksifitseerijana,
isegi kui poriin on vilismembraanis mittefunktsionaalne. Selleks peaks katkestusmutanti

vordlema trunkeeritud valku kodeeriva mutandiga. Varasemate uuringute tulemused ompC
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geeni mdju kohta metallitundlikkusele on olnud vastuolulised. Monedes uuringutes ei ole ompC
geeni puudumisel tdheldatud vase- ja hobedasoolade suhtes tundlikkuse vahenemist (X. Z. Li
et al., 1997), samas kui teistes on tdheldatud suurenenud tolerantsust hdbeioonide ja -
nanoosakeste suhtes (Radzig et al., 2013). Sellised erinevused voivad tuleneda varieeruvatest

katsetingimustest voi kasutatud bakteritiivedest.

On tdhelepanuviirne, et kuigi ArssB, AzraS, AyfhM ja AybiB jadvad paremini ellu vask- voi
hdbepindadel (Joonis 10), ilmnevad neil kasvudefektid vedelsootmes (Joonis 2), mis illustreerib
16ivsuhet efektiivsema kasvu ja biotsiidse stressi talumise vahel. Ka varem on tidheldatud, et
nditeks vasepinnale tolerantsemad bakterid on aeglasema kasvuga (Xu et al., 2022). AzraS
katkestusmutandi kasvudefektid vedels6dtmes véhenesid vasekontsentratsiooni suurenedes
sootmes kuni metsiktiivest efektiivsema kasvuni kdige korgemal MIC-i eelsel
kontsentratsioonil (Joonised 5 ja 6). Kasvudefektid ei kadunud hobeda juuresolekul
vedelsootmes (Joonised 4 ja 6), mis viitab nende metallide erinevatele toimemehhanismidele ja
sellest ldhtuvalt erinevatele bakteriaalsetele kaitsemehhanismidele. Lisaks ilmneb, et
viahenenud tundlikkus vase pinnale kuivades orgaanikavaestes tingimustes ei ole ennustatav
kasutades Klassikalisi bakteriostaatilise ja bakteritsiidse toime hindamise meetodeid
vedelsootmes. Niiteks on AyfhM mutandil metsiktiivest madalamad vase MIC (Joonis 7A) ja
MBC (Joonis 8) vairtused, kuid korgem elumus vase pinnal (Joonis 10B). See viitab, et vase ja
hobeda pindade toimemehhanism ei baseeru ainult pinnalt vabanevate ioonide toimel, vaid
oluline on ka bakterite otsekontakt pinnaga ja/voi ekspositsioonitingimustest tulenev lisastress,
nagu on demonstreeritud voi arutletud ka varasemates toddes (Bleichert et al., 2020; Rosenberg

et al., 2018, 2025).

0,5 mM vase juuresolekul vedelsootmes esineb hormeetiline efekt, kus nii metsiktiivel kui
koigil katkestusmutantidel on saagis suurem kui ilma vaseta (Lisa 1). Kuigi ilma vase
juuresolekuta jadb peale AzraS-i ja AcysN-i koigil katkestusmutantidel saagis metsiktiivest
viaiksemaks, siis hormeetilisel 0,5 mM vase Kkontsentratsioonil saavutab enamik
katkestusmutante metsiktiivest korgema saagise. Erinevalt teistest katkestusmutantidest ja
metsiktiivest esineb AydjN-il hormeetiline efekt nii 0,5 mM kui ka 1 mM kontsentratsioonil,
mis voiks viidata selle mutandi paremale kasvule madalatel vase kontsentratsioonidel (Lisad 1
ja 2). Kuigi AydjN ei demonstreerinud oluliselt vidiksemat suremust hobeda pinnal
evolutsioonikatse tingimustes (Joonis 10C) kasvas ta metsiktiivest oluliselt paremini korgetel
vasekontsentratsioonidel (Joonised 5 ja 6). Sandra Pargi E. coli evolutsioonikatses (Rosenberg

et al., 2025) akumuleerus niisketes orgaanikarikastes tingimustes hobeda pinnal
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bakteripopulatsioonis ydjN katkestus 1S-elemendi poolt, mis suure tdendosusega tdhendab
funktsioonikadu. Evolutsioonikatsest isoleeritud ydjN katkestust kandev isolaat jdi niisketes
orgaanikarikastes tingimustes eellaastiivest paremini ellu nii vase kui hobeda pinnal ja samuti
oli tal kdrgem vase MBC védrtus, mis ei lange {iheselt kokku kdesolevas toos AydjN-iga saadud
tulemustega, aga siinkohal tuleb arvestada, et kdesolevas t60s ja evolutsioonikatses kasutati
erinevat E. coli tiive ning evolutsioonikatses isoleeritud IS insertsiooni kandvas genoomis

esines teisigi mutatsioone, mille geneetiline kontekst vois samuti metallitundlikust mojutada

Lisaks tdheldati, et hobe ja vask mojuvad nii metsiktiive kui ka selle katkestusmutantidele kasvu
erinevalt (Joonis 3, Lisad 1 ja 2). Hobeda kontsentratsiooni toustes kasvuséotmes pikenes
latentsiaeg, kuid vase puhul langes pigem saagis ja maksimaalne kasvukiirus (Joonis 3). Sellest
saab jdreldada, et kuigi bakterite teadaolevad vase ja hdbeda vastased kaitsemehhanismid on
vahemalt osaliselt kattuvad, voivad nende metallide antibakteriaalsed toimemehhanismid olla

erinevad.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva t60 eesmérgiks oli uurida, kas E. coli tsiiklilisel vase ja hdbeda pindadele
eksponeerimisel korge sagedusega akumuleerunud mutatsioonide puhul vdis potentsiaalse
metallitolerantsuse suurenemise pohjuseks olla muteerunud geeni funktsiooni osaline voi
taielik funktsioonikadu. Eksperimentaalses t60s kasutati E. coli iihe geeni katkestusmutante, et
hinnata huvipakkuvate geenide tdieliku funktsioonikao mdju vase- ja hdbedatundlikkusele

erinevates katsetingimustes.

Mitmed katkestusmutandid (nt ArssB, AzraS, AyfhM, Aapt, AybiB) jidid hdobeda voi vase pinnal
metsiktiivest paremini ellu nendes ekspositsioonitingimustes, millistes neis geenides eelnevates
evolutsioonikatsetes mutatsioone akumuleerus. Seetottu vOib nendes geenides algselt
tuvastatud mutatsioonide puhul olla tegemist metallitundlikkust vdhendava osalise voi tdieliku
funktsioonikaoga. Samas ei esinenud metallpindadel iihelgi mutandil metsiktiivest korgemat

suremust, viidates, et uuritud geenid ei ole metallpindade talumisel kriitiliselt vajalikud.

Mitmed katkestusmutandid (ArssB, AyfhM, AzraS, Aapt), millel esines metsiktiivest kdrgem
elumus vask- vOi hobepinnal, kasvasid inhibeeriva metallilisandita vedelsodtmes metsiktiivest
kehvemini, mis osutab voimalikule 1divsuhtele kasvuefektiivsuse ja stressitaluvuse vahel.
Huvitaval kombel ei ennustanud klassikalised MIC ja MBC testid metallisooladega
vedelsootmes alati bakterite tundlikkust vastavatele metallpindadele, mille peamiseks
toimemehhanismiks peetakse ioonide vabanemist, mis omakorda viitab, et vask- ja
hobepindade antimikroobne toime ei pdohine iiksnes lahustuvatel ioonidel, vaid ka otsesel
kokkupuutel pinnamaterjaliga voi tingib keskkonnatingimustest tulenev lisastress olulisi
muutusi bakteri kaitsemehhanismide rakendamises. Lisaks avastati to6 kdigus, et kuigi vase- ja
hobedavastaseid bakteriaalseid kaitsemehhanisme peetakse suuresti kattuvateks, parssisid vase-
ja hobedaioonid bakterite kasvu vedelsdotmes erinevalt, mis viitab erinevusele nende metallide

antibakteriaalsetes toimemehhanismides.

Saadud tulemused on olulised, sest aitavad paremini mdista bakteriaalseid vase ja hobeda
vastaseid kaitsemehhanisme erinevates ekspositsioonitingimustes, mida saab arvesse votta
tohusamate antimikroobsete materjalide vilja tdotamisel ja antimikroobsete materjalide

kasutamisega seotud riskide hindamisel.
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RESUMEE/SUMMARY

The effect of loss of function in selected genes on Escherichia coli metal tolerance in

different test formats
Carmen Marianne Teér
Summary

Antimicrobial surfaces are widely applied to prevent the spread of potentially pathogenic
microbes, particularly in public spaces and in healthcare settings. Most used are metal-based
antimicrobial surface coatings, e.g. silver and copper, whose antimicrobial properties have been
known for centuries. Most research has focused on the antibacterial activity of metals in liquid
environments, which does not accurately reflect conditions on solid contact surfaces, where the
mechanisms of antimicrobial action may differ. It has also been found that the antibacterial
efficacy depends on exposure conditions, including contact time, temperature, relative

humidity, organic soiling efc.

Sandra Park has previously conducted evolution experiments in which E. coli ATCC 8739 was
cyclically exposed to copper and silver surfaces in different semi-dry test conditions. High-
frequency mutations in the evolved populations were suspected to be potentially selectively
accumulated due to the role of the affected genes in antimicrobial metal tolerance. The main
objective of this study was to characterize the effect loss-of-function of the described genes in
silver and copper tolerance. For that, single gene knockout mutants from the E. coli BW25113
KEIO collection were used to study how the mutants respond to growth inhibition and biocidal

exposures caused by silver and copper ions or solid surfaces compared to the wild-type strain.

Minimal inhibitory and bactericidal concentration (MIC and MBC, respectively) values of the
wild-type and mutants were determined to assess the differences between bacteriostatic and
bactericidal activity in liquid growth medium. In parallel with MIC assay, kinetic growth
parameters were studied at concentrations causing partial growth inhibition. Subsequently,
surface tolerance assays were conducted on copper and silver surfaces under low-organic dry

and high-organic humid exposure conditions.

This study found that several knockout mutants, including ArssB, AyfhM, AzraS, Aapt, and
AybiB, exhibited improved survival on copper and/or silver surfaces, suggesting that the
selective advantage of the mutations in these genes during the prior evolution experiments may

have been caused by adaptive loss-of-function. This is particularly evident for the rssB gene,

36



whose loss has been described to lead to increased ¢° levels and enhanced bacterial stress
tolerance. Similar associations can be hypothesized for zraS and apt mutations, although the
mechanisms may differ — for example, loss of apt function may lead to intracellular
accumulation of adenine, which in turn could reduce metal ion toxicity via sequestering

mechanism previously described for copper.

At the same time, all knockout mutants tested showed at least equivalent survival compared to
the wild type, indicating that the studied genes are not critically required for bacterial survival
on silver and copper surfaces. However, increased sensitivity was observed in growth medium,
e.g. for the AompC mutant, which displayed lower MIC and MBC values for both silver and
copper, and impaired growth in the presence of metals compared to wild-type. This suggests
that the ompC gene plays a role in metal sensitivity but it was probably not loss-of-functions

that provided selective advantage in the prior evolution experiments.

Interestingly, several mutants with improved survival on metal surfaces exhibited growth
defects in liquid medium, indicating a possible trade-off between stress tolerance and growth
rate, as also reported in previous research. Furthermore, classical bactericidal and bacteriostatic
assays (e.g., MIC, MBC) in liquid media may not adequately predict bacterial response to
antimicrobial active agents and materials in semi-dry conditions such as on antimicrobial

surfaces.

For example, the AyfhM mutant showed lower MIC and MBC values for ionic copper in growth
medium but better survival on copper surfaces, implying that the antimicrobial effect of the
copper surfaces is not solely based on ion release but also significantly influenced by direct

contact with the metal surface.

In summary, the results confirm that genetic changes leading to increased metal tolerance can
be caused by loss-of-function mutations, but their effects strongly depend on growth
environment and exposure conditions. Moreover, the findings suggest that classical laboratory
tests used to evaluate antimicrobial efficacy may not sufficiently predict bacterial behavior on
dry antimicrobial surfaces, where the mechanism of antibacterial action and bacterial defense

strategy may be more complex and multifactorial.
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LISAD

Lisa 1. Kasvuparameetrid erinevatel vase ja hobeda kontsentratsioonidel tiivede kaupa

Metsiktiive ja tema katkestusmutantide keskmised kasvukodverad tiivede kaupa hdbeda (sinine)
ja vase (oranz) kontsentratsioonidel, kus vihekomplekseerivas minimaals6dtmes tdieliku
kasvuinhibitsioonini. Graafikud on esitatud tiivede kaupa, et paremini vélja tuua inhibitsiooni
ole eemaldatud tausta

diinaamika erinevatel kontsentratsioonidel. Kasvukoveratelt ei

illustreerimaks metallisoola virvuse moju optilise tiheduse védrtusele.
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Lisa 2. Tiivede kasvukoverad vase ja hobeda juuresolekul kontsentratsioonide kaupa.

Metsiktiive ja tema katkestusmutantide keskmised kasvukoverad koikidel hobeda ja vase
kontsentratsioonidel, kus vdhekomplekseerivas minimaalsodtmes esines kasv. Graafikud on

esitatud metallikontsentratsiooni kaupa, et lihtsustada tiivede vordlemist.
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Lisa 3. Ellujaijate osakaal pinnatestides

Metsiktlive elusarvukuse osakaal peale ekspositsiooni hobeda (Ag) voi vase (Cu) pindadel
kuivades orgaanikavaestes (KV) ja niisketes orgaanikarikastes (NR) tingimustes. Osakaalu
arvutamiseks jagati elusarvukus pinna kohta peale ekspositsiooni elusarvukusega pinna kohta
enne ekspositsiooni ja logaritmiti. Suurem negatiivne védrtus viljendab suuremat suremust.

Ekspositsiooniajad olid Ag KV 1 h, Cu KV 15 min, Ag NR 6 h ja Cu NR 30 min.
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