TARTU ULIKOOL
Loodus- ja tappisteaduste valdkond

Keemia instituut

Katri Vesi

Immunobiosensorsiisteemis kasutatavate mikrokolonnide
optimeerimine erinevate mastiiti pohjustavate bakterite

tiheaegseks maaramiseks

Bakalaureuset6o (6 EAP)

Keemia

Juhendaja: Toonika Rinken, PhD

Tartu 2021



Immunobiosensorsiisteemis kasutatavate mikrokolonnide optimeerimine erinevate

mastiiti pohjustavate bakterite iiheaegseks méiaramiseks

Kiesolevas bakalaureusetods méadrati, kuidas muutub immunobiosensori véljundsignaal
peamisi mastiiti pohjustavate patogeenide (Staphylococcus aureus, Escherichia coli ja
Streptococcus  uberis) médramisel, kui vdhendada moodustatavas mikrokolonnis
bioaktiveeritud geeli osakaalu. Patogeene iiheaegselt madrates on voimalik mastiidi tekitaja
kiiresti identifitseerida. Immunobiosensorites kasutatakse mikrokolonne patogeenide
sidumiseks ja kontsentreerimiseks uuritavatest proovidest. Kasutades erinevalt aktiveeritud
graanulite segusid on vodimalik tuvastada mastiiti pGhjustavaid baktereid iiheaegselt. T66
tulemusena leiti, et kasutatud biosensorsiisteemi modteprotokoll voimaldab peamisi Eestis
mastiiti pohjustavaid patogeene midrata sama tundlikkusega isegi siis kui konkreetset

patogeeni siduvat geeli on geelide segus vahem kui 20%.

Mirksonad: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus uberis, biosensor,

patogeenide iiheacgne madramine

CERCS: T270 Keskonnatehnoloogia, reostuskontroll

Optimisation of microcolumns used for multiplex determination of mastitis-causing

pathogens with immunosensing systems

The aim of the present study was to determine how the signal of an immunosensor
changes when reducing the percentage of bioactivated gel used in the microcolumn when
measuring main mastitis causing pathogens like Staphylococcus aureus, Escherichia coli and
Streptococcus uberis. Nowadays several biosensors have been created that could measure
mastitis-causing pathogens within minutes. Nonetheless, most of the biosensors can only detect
one pathogen. With multiplex determining of pathogens the time can be reduced even more. In
immunobiosensing units microcolumns are formed to capture the desired mastitis-causing
bacteria. Due to pathogens interacting with differently activated gel, multiple can be determine
when mixing the said gels. Main mastitis-causing pathogens can be meaasured using atleast 21%

of gels activated with lactoferrin and Fc fragment.
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TOOS KASUTATUD LUHENDID

BIA — graanulsisestusanaliiiis (bead injection analysis)

CFU — kolooniat moodustav iihik (colony forming unit)

EDC — 1-etiiiil-3-(dimetiitilanimopropiiiil )karbodiimiid

E. coli — Escherichia coli

Fc fragment — immunoglobuliin G kristalliseeruv fragment (fragment crystallizable)
FITC — fluorestseiinisotiotsiianaat

IgG — immunoglobuliin G

OmpA — vilismembraani valk A (outer membrane protein A)
PCR - poliimeraasiahelreaktsioon

PBS - fosfaatpuhver soolaga

S. aureus — Staphylococcus aureus

Str. uberis — Streptococcus uberis

SUAM - Str. uberis’e adhesiooni molekul (Str. uberis adhesion molecule)



SISSEJUHATUS

Mastiit ehk udarapdletik on iiks enimlevinumaid haiguseid piimalehmade seas, mida
tavaliselt pohjustavad mitmete bakterite patogeensed tiived. Mastiidi tulemusena langeb
piimatoodang ja kvaliteet, lisaks suurenevad loomade ravikulud, mis teeb antud infektsiooni
piimattootjatele finantsiliselt véiga koormavaks. 2019. aasta andmeil pohjustasid
Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli (E. coli) ja Streptococcus uberis (Str.

uberis) ligikaudu 45% mastiidi juhtumitest Eestis [1].

Bakteriaalse infektsiooni tekitaja kiire tuvastamine ja ravi madramine on mastiidi kiire
leviku t5ttu oluline. Uheks vdimaluseks patogeenide kiireks misramiseks piimas on kasutada
immunobiosensorsiisteemi, mis pohineb médratavate patogeenide sidumisel tahkele kandjale ja
seondunud patogeenide selektiivsel madramisel detekteeriva antikehaga. Detekteerivad

antikehad on uuritud biosensorsiisteemis margistatud fluorestsentsmarkeritega.

Tartu Ulikoolis on vilja todtatud biosensorsiisteemid S. aureus’e, E. coli ja Str. uberis’e
méadramiseks. Kuigi nende biosensoritega on voimalik tuvastada patogeene viga kiiresti, saab

antud siisteemiga moota korraga vaid iihte mastiiti pohjustavat bakterit.

Eelpool mainitud patogeenide sidumiseks kasutatakse erinevalt funktsionaliseeritud
geele. Kiesoleva bakalaurcusetod ecesmirgiks oli erinevate patogeenide iiheaegseks
madramiseks leida vdhim immunobiosensoris patogeenide sidumiseks kasutatava

bioaktiveeritud geeli osakaal mikrokolonnis, ilma et biosensori tundlikkus vdheneks.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Mastiiti pohjustavad patogeenid

Mastiit ehk udarapdletik on haigus, mida pdhjustavad patogeensed mikroorganismid.
Koige suuremal maédral pohjustavad piimalehmadel mastiiti stafiilokokkide perekonda
kuuluvad erinevad patogeenid. Samas rohkem kui 40% kdigist mastiidi juhtumitest Eestis
pohjustasid kolm bakterit: Staphylococcus aureus, Escherichia coli ja Streptococcus uberis
(Joonis 1). [1]

koagulaasnegatiivne

23.6% 21.2% Staphylococcus

E. coli
Staphylococcus aureus

11.0% = Streptococcus
dysgalactiae

14.9% _
Streptococcus uberis

18.2% Muud patogeenid
11.1%

Joonis 1. Levinuimad mastiiti pohjustavad patogeenis Eestis 2019. aastal [1].

Piimatootjatele on mastiit vdga kulukas probleem, sest karjas levib infektsioon Kiiresti,
mis pohjustab piimatoodangu hiippelist langust ja kulude suurenemist [2]. Mastiit on
piimatootmise kdige levinum haigus ning hinnanguliselt poeb iga aasta mastiiti 1/3 lehmadest
maailmas [3]. Mastiiti haigestunud loomal véhenevad piimakogused. Samuti halveneb piima
kvaliteet: selle koostises toimuvad muutused, laktoosi hulk piimas vdheneb, lisaks toimub
piimas kaseiini proteoliiiis [4]. Kuna mastiiti vdivad pohjustada mitmed erinevad patogeenid,
on oluline tuvastada infektsiooni pohjustav patogeen voimalikult kiiresti ning méérata tépne

ravi antud patogeeni vastu.



1.2 Olulisemate mastiiti pohjustavate patogeenide iildiseloomustus

1.2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) on gram-positiivne bakter, mis kuulub
stafiilokokkide perekonda. S. aureus’e bakter on timmarguse kujuga, bakteri diameetriks on
1 um. Bakterit leidub inimeste mikroflooras, tavaliselt leidub nahal ja juustes, lisaks imetajate

ninades ja kurgus [5].

S. aureus on iiks levinumaid patogeene lehmakarjades, pohjustades nii subkliinilist,
haiguse tunnusmaérke ei nde, kui ka kliinilist mastiiti. Eestis pohjustas antud bakter 2019. aastal
18,2% mastiidi juhtumitest [1]. Mastiitsetes piimaproovides voib S. aureus bakterit leiduda
kontsentratsioonivahemikes 10 —10” CFU/ml [6].

Valk A (SpA, surface protein A) on iiks S. aureus’e rakumembraanil leiduvaid valke,
mis leidub samuti patogeensetel S. aureus’e bakteri tiivedel, mistSttu kasutatakse antud
pinnavalku S. aureus’e midramiseks [7—9]. Hinnanguliselt on S. aureus’e rakupinnal 10*
pinnavalk A valku [10]. Valk A molekul interakteerub Fc fragmendiga, mis on iiks regioon
imetajate immunoglobuliinis (1gG), mistdttu saab antud valku kasutada S. aureus’e
méadramiseks. SpA afiinsus Fc fragmendi suhtes on vdga suur, sidumiskonstandiks (Ka) on
10" —10® M? [11, 12]. Samuti on valk A-l suur afiinsus laktoferriini, piimas leiduva

gliikoproteiini, suhtes, sidumiskonstandiks on 1,4 x 10’ M [13].

1.2.2 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) on gram-negatiivne bakter [14]. Kujult on E. coli bakter piklik,
bakteri diameeteriks on 0,5 um, pikkuseks 2 um [15]. Paljud E. coli tiived on kahjutud, kuna
antud bakterit leidub loomulikult nii inimeste kui ka loomade seedetraktis. Keskkonnas leidub
E. coli bakterit nii pinnases kui ka vees, loomadel ja taimedel, E. coli on vdimeline kohanema

véga erinevates keskkondades. [16]

E. coli on iiks peamisi keskkonnast parit mastiidi pohjustajaid, 2019. aastal 11% mastiidi
juhtumitest Eestis pOhjustas patogeenne E. coli tiivi [1]. Kliiniline E. coli mastiit on tihti
lehmale surmav [17]. Mastiitsetes piimaproovides on E. coli kontsentratsioon vahemikus
103 —107 CFU/m [6].

E. coli bakteri vdlismembraani iitheks olulisimaks valguliseks komponendiks on samuti
valk A (OmpA, outer membrane protein A). OmpA ulatub bakteri vilismembraanist vilja ning
antud valku leidub bakteri vilispinnal laialdaselt, 10° valgu molekuli. E. coli bakteril on suur

7



afiinsus nii laktoferriini kui ka Fc fragmendi suhtes, sidumiskonstantideks on vastavalt 2,6 x
10 ja (5 —20) x 10° M [18, 19].

1.2.3 Streptococcus uberis

Streptococcus uberis (Str. uberis) on streptokokkide perekonda kuuluv gram-positiivne
bakter. Str. uberis’e bakter on kerakujuline, bakteri diameeteriks on 0,5 — 1 um. Bakter esineb

tavaliselt paaris voi ketina. Str. uberis’t voib leiduda mullas, vees ning loomade viljaheidetes,

huultel ja nahal. [20, 21]

Str. uberis kuulub samuti olulisemate udarapdletikku pohjustavate patogeenide hulka,
tekitades nii subkliinilist, kliinilist kui ka kroonilist mastiiti [22]. Eestis pohjustas Str. uberis
2019. aastal 14,9% mastiidi juhtumitest [1]. Antud bakterit voib mastiitsetes piimaproovides
leida vahemikus 10° — 107 CFU/mlI [6].

Str. uberis’e rakumembraanil on eksponeeritud Str. uberis’e adhesiooni valk (SUAM).
Antud pinnavalk on oluline bakteri médaramisel, kuna SUAM seondub laktoferriinile, mille
kaudu Str. uberis omakorda seondub veise udara epiteelkoele [23]. Immuunvastusest tekkivad
antikehad vdhendavad suurel méadral SUAM-i seondumist laktoferriinile [24]. On leitud, et
Str, uberis’e rakumembraanil on ligikaudu 7800 detekteeriva valgu molekuli seondumissaiti,
dissotsiatsioonikonstandiks (Kg) on 1 x 1077 [10]. Allpool on kokkuvdtvalt toodud tabel (Tabel
1) antud t66s uuritavate patogeenide ja nende sidumiseks kasutatud valkude (Fc fragment ja
laktoferriin) vahelised assotsiatsioonikonstandid ja dissotsiatsioonikonstandid.

Tabel 1. Uuritavate patogeenide ja nende seondamiseks kasutatud valkude vahelised
sidumiskonstandid (Ka) ja dissotsiatsioonikonstandid (Kq). Rasvases kirjas on vélja toodud

kirjanduses toodud véértused.

Ka(M?) Kd(M) Viide
1. | SpA (S. aureus) ja 107 — 108 108107 [11, 12]
inimese 1gG Fc
fragment
2. | SpA (S. aureus) ja 1,4 x 107 7 %108 [13]

veise laktoferriin
3. | OmpA (E. coli) ja (5-20) x 10° | (5—20) x 108 [18]
inimese 1gG Fc
fragment

4. | OmpA (E. coli) ja 2,6 x 108 (3,9+0,2) x 107 | [19]
veise laktoferriin




5. | SUAM (Str. uberis) ja | Kirjanduses andmed puuduvad
inimese 1gG Fc
fragment

6. | SUAM (Str. uberis) ja | 10 1x 107 [10, 25]
veise laktoferriin

1.3 Meetodid patogeenide midramiseks

Kodige vanem ja tuntum meetod patogeenide méadramiseks on uuritavate proovide
mikrobioloogiline kultiveerimine ja viljakasvavate kolooniate loendamine. Proovid kiilvatakse
spetsiaalsele sootmele, mis sisaldab inhibiitoreid peatamaks voi parssimaks analiiiisi segavate
mikroorganismide kasvu. Detekteerimaks médratavat bakterit kasutatakse substraati, mida
suudab metaboliseerida vaid huvipakkuv bakter. S66tmel kasvanud bakterikolooniaid on
voimalik maéédrata optiliste meetoditega ning visuaalsel vaatlusel, vaadeldakse niiteks
kolooniate morfoloogiat ja kasvu. [26] Mikrobioloogilise meetodiga maératakse vaid elus
bakterirakke, meetodi médramispiiriks on 100 CFU/ml [27].

Antud meetodi suurimateks puudusteks on suur ajakulu, mairamisprotsess voib kesta
kaks pdeva vOi enam. Lisaks voivad tekkida visuaalsel vaatlusel ebatidpsused kolooniate

loendamisel. [28]

Teine enamkasutatud meetod patogeenide madramiseks on poliimeraasiahelreaktsioon
ehk PCR, mis tootati vélja 1980-ndatel aastatel. Bakterile iseloomuliku DNA 16igu jérjestus
isoleeritakse ja amplifitseeritakse. Soltuvalt PCR-i spetsiifikast voib analiiiisile kuluda 5 — 24
tundi. [29]

Meetod on viga tundlik — patogeene on voimalik méadrata madalatel
kontsentratsioonidel (<10®° CFU/ml), tavaliselt kestab analiiiis kuni kuus tundi [30]. PCR
meetod on kiirem kui mikrobioloogiliste kiilvide meetod, samas ei ole antud analiiiisimeetod
sobilik kohapeal analiiliside sooritamiseks, kuna PCR-1 ldbiviimiseks on vaja geneetilise
materjali olemasolu [31]. PCR analiiiisiga ei suudeta eristada elus ja surnud mikroorganismi,
mistottu méadramispiir on alati suurem vorreldes mikrobioloogiliste testidega. PCR analiilis on

kulukas, eriti suuremate karjade korral. [32]

Vilja on tootatud kommertsiaalsed PCR testid, millega on vdimalik médrata mitut
patogeeni iiheaegselt. Mastitis Complete-16 testiga on vdimalik maérata kokku 15 erinevat
mastiiti pohjustavat patogeeni ja penitsiliiniresistentsust niitavat beetalaktamaasgeeni [33].

Veel loodi multipleksne PCR-i kiip, millega on vdimalik médrata seitset patogeeni:
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Streptococcus bovis’t, Streptococcus uberis’t, Streptococcus agalactiae’d, Streptococcus
dysgalactiae’d, Corynebacterium bovis’t, Staphylococcus. aureus’t ja Mycoplasma bovis’t. Testi

kestvuseks oli kuus tundi, meetodi mairamispiiriks on 10 CFU /ml [30].

Viimasel ajal on eelpool nimetatud meetodite korval jarjest enam tdhelepanu podratud
biosensorite véljaarendamisele. Biosensor voimaldab mddta proove otse bioloogilise proovi
maatriksist. Biosensorid on analiiiitilised seadmed, mis koosnevad kolmest osast: analiiiiti dra
tundev element, dratundmisreaktsiooni signaali detekteeriv andur ja iiksus, mis t66tleb saadud
andmeid. Biodratundvaks elemendiks on bioloogiliselt aktiivne materjal, néiteks enstitimid ja
antikehad, mis reageerib selektiivselt analiilidiga. Analiiiidi ja biodratundva elemendi
vastastiktoimel tekkiva signaali iseloomust sdltuvalt registreeritakse see optilise,
elektrokeemilise, magnetilise voi piesoelektrilise anduriga, enimkastutatud tuvastamismeetodid

on elektrokeemilised ja optilised. [34]

Sageli kasutatakse patogeenide médramisel biosensorite biodratundva elemendina
antikehi, antud biosensoreid kutsutakse immunobiosensoriteks [35]. Immunobiosensori korral

toimub antikeha-antigeen vaheline interaktsioon.

Biosensorite eeliseks vorreldes eelpool mainitud analiiiisimeetoditega on proovide
eeltodtluse puudumine ning lithike analiilisiaeg, mille tottu saab modtmisi teostada reaalajas,
kohapeal. Lisaks on biosensoritel korge selektiivsus maédratava analiiiidi suhtes. [36]
Biosensorite puuduseks on biodratundmiselemendi vidike stabiilsus ja suur tundlikkus

vilistingimuste muutustele [37].

Kéesoleval ajal on vélja pakutud mitmeid biosensoreid patogeenide iihekaupa
méadramiseks, kusjuures pohiliselt madratakse S. aureus ja E. coli baktereid [38]. Str. uberis’e

tuvastamiseks on loodud meie t66rithmas biosensor [39].

Kuna mastiiti vdivad pdhjustada erinevad patogeenid, on oluline méérata mitme bakteri
olemasolu proovis ning seda voimalikult kiiresti, et méiérata dige antibiootikum konkreetse
patogeeni vastu. Biosensorite suur eelis on lithike modtmisaeg, kuid seda on veel vdimalik
liihendada, méérates pShilisi udarapdletikku pohjustavaid baktereid tiheaegselt. Biosensorite
kasutamine on suurenenud, kuid biosensoreid patogeenide iiheaegseks madramiseks on viga

véhe. Biosensoreid mitme patogeeni samaaegseks méaramiseks on vélja toodud tabelis 2.
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Tabel 2. Biosensorid patogeenide itheaegseks méaaramiseks

Biosensorid Patogeenid Analiitidi Maiéramis- | Analiitisi | Viide
dratundmissiisteem | piir, aeg, min
CFU/mI
Kemoluminesentsil | E. coli, Antikeha 8 x 10* 75 min [40]
pohinev  antikeha | Salmonella 5 x 107
jérjestus spp.
Impedants- E. coli Antikeha 102 2h [41]
immunosensor 0O157:H7,
S. aureus
Fluorestsentsi S. aureus, Antikeha 52x10* | <15min | [42]
mootming Pseud_omonas 4.1 % 10°
voolupohisel aeruginosa
Kineetiline
eristamisel

1.4 Valkude immobiliseerimismeetodid Sephadex geelile

Madramaks patogeene on vajalik seondamiseks kasutatava valgu eelnev
immobiliseerimine kandjale, antud t66s vaadeldakse lihemalt erinevaid kovalentse sideme

moodustamise voimalusi. [43]

Kovalentse sideme moodustamine valgu ja tahke kandja vahel on iiks levinumaid
meetodeid valkude poérdumatuks sidumiseks. VValk immobiliseeritakse erinevate aminohapete
korvalriihmade kaudu, kdige sagedamini liisiini aminorithma kaudu. Veel on vdimalik siduda
valke karboksiiiil- (asparagiinhape, Asp; glutamiinhape, Glu), hiidroksiiiil-, tiool- (tsiisteiin,
Cys) ja teiste aminohapete jadkides leiduvate korvalriihmade kaudu. Kandjatena kasutatakse
tavaliselt CNBr-aktiveeritud (tsiiaanbromiid) Sephadex v6i Sepharose geeli, agaroosi voi
tselluloosi. [44, 45] Antud t66s immobiliseeriti laktoferriin ja Fc fragment Sephadex geelile,
mis koosneb dekstraani (glitkaan) molekulidest, mis on omavahel ristseotud epikloorhiidriiniga
[46]. Sidumaks valke geelile on geel vaja eelnevalt aktiveerida, modifitseerida kandjal olevaid
funktsionaalrithmi nii, et kandja saaks moodustada kovalentse sideme vajaliku valguga [47].
Olenevalt geelil olevatest funktsionaalriihmadest kasutatakse aktiveerimiseks erinevaid
substraate. Meetodeid valkude kovalentseks sidumiseks kandjale on mitmeid, jargnevates

alapeatiikkides on toodud vélja kolm pdhilisemat [48].
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14.1 Epikloorhiidriiniga graanulite aktiveerimine

Uks kdige levinumaid meetodeid valkude immobiliseerimiseks on epikloorhiidriini
kasutamine tdnu epoksiiriihma korgele reaktsioonivoimele. Epoksiiriihm voib reageerida valgul
asuvate amino- ja tioolriithmadega korgemal pH-l kui ka karboksiiiilriihmadega madalamal
pH- |. Halogeeni sisaldavaid epoksiide kasutatakse véaga tihti, kui mitte alati, hiidrokstiiilrithmi
sisaldavate tahkete kandajate aktiveerimiseks. [49] Epikloorhiidriin reageerib geelis olevate
hiidroksiitilrihmadega kloori aatomi kaudu, moodustades monoeetri [50]. Epoksiirithm
reageerib valgus oleva aminoriihmaga SN2 tiilip II reaktsioonimehhanismi alusel. Antud
reaktsioon voib toimuda nii kataliisaatori puudumisel kui kataliisaatori juuresolekul. [51, 52]

Reaktsiooniskeem on kujutatud joonisel 2.

— OH + CI\/<c‘)i. - O\/<(l) R-NH, —0 /\(\NH/R

OH

Joonis 2. Epikloorhiidriiniga valgu sidumine tahkele kandjale.

Epoksiiriihmaga aktiveeritud kandja suureks eeliseks on korge stabiilsus neutraalsel
pH- I, mis on vdimeline reageerima erinevate valgul leiduvate funktsionaalrithmadega [53].
Sephadex-i ja teiste gliikoosil baseeruvate kandjate korral puudub vajadus kandja
modifitseerimiseks. Suureks puuduseks on poliisahhariidi, gliikaani (kandja) gliikosiiiilimine,
mille tulemusena vOib kandja katta immobiliseeritaval biomolekulil aktiivseid rithmi, mis

omakorda vidhendab analiiiidi seondumist. [49]

1.4.2 Glutaaraldehiiiidiga graanulite aktiveerimine

Glutaaraldehiiiid on dialaldehiiid, kasutatakse tihti tahkete kandjate aktiveerimiseks
valkude immobiliseerimisel. Erinevalt epikloorhiidriiniga aktiveerimiseks, on glutaaraldehiitidi

kasutamiseks kandja aktiveerijana vajalik, et geelil oleksid aminorithmad. [54]

Tépset glutaaraldehiiiidi ja valkude vahelist reaktsioonimehhanismi ei teata. Pakutakse, et
enne valguga kovalentse sideme moodustamist omab glutaaraldehiiiid tsiiklilist kuju ning vdib
reageerida nii monomeeri kui ka poliimeerina. Glutaaraldehiiiid reageerib pdhiliselt valgul

olevate aminoriihmadega, harva tioolriihmaga. [55] Reaktsiooniskeemi on niha joonisel 3.
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— NH, + HJWKH +H,N-R ——— — N=CH—(CH,);—CH=N-_R

Joonis 3. Glutaaraldehiiiidiga valgu sidumine tahkele kandjale.

Glutaaraldehiitidi kasutamise eelised on metoodikate lihtsus ja efektiivsus. Samas
glutaaraldehiitidiga aktiveeritud kandja stabiilsus aluselises keskkonnas on suhteliselt véike.
[55, 56] Sephadex geelil puuduvad aminorithmad, mistottu on vaja geeli modifitseerida, kdige

lihtsam meetod on hiidroksiiiilrithma esterdamine [49].

1.4.3 Karbodiimiidiga graanulite aktiveerimine

Kolmas meetod tahke kandja ja valgu omavaheliseks sidumiseks on karbodiimiini
kasutamine. Karbodiimiini puhul on tegu funktsionaalrihmaga, kdige enam kasutatuim
karbodimiid on EDC ehk 1-etiiiil-3-(dimetiiiilanimopropiiiil)karbodimiid. Erinevalt eelpool
mainitud immobiliseerimismeetoditest, kasutatakse EDC-d reaktsiooni kéivitajana, kuid aine
ise reaktsioonis ei osale. Antud reaktsiooni on valkude immobiliseerimiseks kasutatud kiimneid

aastaid. [57]

EDC-d kasutatakse aktiveerimaks karboksiiiil- ja aminorithma vahelist peptiidsideme
tekke reaktsiooni, EPC seondub graanulitel olevate karboksiiiilrithmadega. Tekib vaheiihend
O-atstiiiluurea. Valgul asuvad aminoriihmad riindavad tekkinud vaheiihendit, moodustades
peptiidsideme  karboksiitilriithmaga ning torjudes eemale aktiveerimiseks kasutatud
karbodiimiidi. [57, 58] Reaktsiooniskeem on vilja toodud joonisel 4. Antud reaktsioonimeetod
on robustne, samas tekkiv vahelihend on vesilahustes ebastabiilne, kui aminorithmaga
reageerimist ei toimu, vaheiihend hiidroliiisub. Kuna Sephadex geelil puuduvad
karbokstiiilrithmad, peaks tegema lisactappe modifitseerimaks geeli graanuleid, iihe ainena

saaks kasutada nditeks TEMPO-t (2, 2, 6, 6-tetrametiiiilpipeidiin-1-oksiiiil) [49].
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Joonis 4. EDC-ga valgu immobiliseerimine tahkele kandale.
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2 EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Kasutatud reaktiivid ja materjalid

© 0 N o g bk~ wDhdPE

e e e
w N kO

14.

15.
16.

17.

Sephadex G50 Medium, (Pharmacia Fine Chemicals, osakeste suurus 80 — 150 um)
Epikloorhiidriin (C3HsClO), Acros Organics, 99%

Naatriumkloriid (NaCl), Sigma Aldrich; 99,8%

Naatriumkarbonaat (Na.COs), AppliChem; 99,5%

Naatriumhiidroksiid (NaOH), AppliChem; 99%

Naatriumdivesinikfosfaatdihiidraat (NaH2PO4 2H20), AppliChem; 99%
Kaaliumdivesinikfosfaat (KH2PO4), AppliChem; 99.5%

Vesinikkloriidhape (HCI), Reachim, 35 — 38 %

Etanoolamiin (C2H7NO), Sigma Aldrich, 99,5%

. Dialiiisimembraan Spectra/Por ® 6 — 8 kDa

. Coomassie brilliant blue G-250, Sigma Aldrich

. Kaaliumkloriid (KCI), AppliChem; 99,5%

. Kitse poliiklonaalne proteiin A antikeha, margitstatud Texas Red-iga, NB120-7243,

2 mg/ml, Novus Biologicals

Kiiiiliku poliiklonaalne E. coli antikeha, méargistatud FITC-iga, NB100-64448, 2 mg/ml,
Novus Biologicals

Kiiiiliku poliikklonaalne Str. uberis’e antikeha, margistatud markeriga Dylight 550
Inimese 1gG Fc fragment, puhastatud vereseerumist, seerum saadi Tartu Ulikooli
Verekeskusest

Laktoferriin, Sigma Aldrich, >85%

2.2 Kasutatud seadmed

© 0o N o g Bk~ w DN PE

FIALab 3500B (FIALab Industries)

Halogeenlamp DH-2000 (Ocean Optics)

Spektromeeter USB2000+ (Ocean Optics)

UV 1800 UV-Vis Spektrofotomeeter (Shimadzu corporation)

Loksuti MS-3000 (Biosan)

Tsentrifuug Microfuge 16 (Beckman Coulter)

pH-meeter (Mettler Toledo), tdpsus + 0,02 pH {ihikut

Analiiiitiline kaal XS105 Dual Range (Mettler Toledo), tépsus + 0,01 mg
Tehniline kaal PB602-S/FACT (Mettler Toledo), tapsus = 0,01 g
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10. Magnetsegaja MS 3000 (Biosan)
11. Vortex segaja (Heidolph)

2.3 Metoodika

2.3.1 Inimese IgG Fc fragmendi sidumine Sephadex geelile

Bioaktiveeritud geelide valmistamisel kasutati meie toogrupis varasemalt kasutusel
olnud metoodikaid [59]. Inimese IgG Fc fragmendi sidumiseks graanulitele lisati 47,3 mg
Sephadex G50 Medium geelile 1 ml Milli-Q vett. Geeli segati ja jdeti punduma vdhemalt 24
tunniks 4 °C juures. Pundunud geelile lisati 400 ml 0,4 M NaOH lahust ning segati. Seejérel

lisati geelile 5% epikloorhiidriini lahust ning asetati kolmeks tunniks loksutile toatemperatuuril.

Geeli tsentrifuugiti 5 minutit (2450 x g) ning pesti kaks korda Milli-Q veega ning iiks
kord Na2COs (pH 9,50) puhvriga. Iga pesu etapi jarel geel eraldati tsentrifuugimise teel (5 min,
2450 x g). Geelile lisati inimese 1gG Fc fragmendi lahust Na2CO3z puhvris (pH 9,50), kus Fc
fragmenti sisaldus kokku 1,4 mg, maksimum kontsentratsiooniks oli 2 mg/ml. Segu loksutati ja
inkubeeriti 24 tundi 4 °C juures. Kui Fc fragment oli hoiustatud -20 °C juures gliitseroolis, tehti
eelnevalt Fc fragmendi lahuse dialiiiis Na,COs3 (0,5 M NapCOs, pH 9,50) puhvri vastu 4 °C

juures 3 h.

Mitteseondunud valgu lahuse eemaldamiseks geeli tsentrifuugiti ja pesti kaks korda
Na>COs3 puhvriga (pH 9,50). Pérast esimest tsentrifuugimist mdodeti supernatandis UV-Vis
spektromeetriga valgu kontsentratsioon lahuses hindamaks, kui palju Fc fragmenti oli
graanulitele seondunud. Spektromeetri lainepikkuseks seati 280 nm. Lisaks kontrolliti
biomolekuli seondumist geelile visuaalselt Coomassie Brilliant Blue abil. Seejarel blokeeriti
geelil olevad vabad sidumiskohad etanoolamiini lahusega Na>COs puhvris (pH 9,50, 85 ul/ml)
inkubeerides geeli loksutil 2 h 4 °C juures. Uleliigse etanoolamiini eraldamiseks geeli
tsentrifuugiti viis minutit (2450 x g) ja pesti kaks korda 685 pl MilliQ veega. Seejarel pesti
geeli PBS puhvriga (10 mM; 0,15 M NaCl, pH 7,20) kuus korda. Iga pesu jdrel eraldati
graanulid tsentrifuugimise teel (5 min, 2450 x g). Bioaktiveeritud geeli hoiustati PBS puhvris
(10 mM; 0,15 M NaCl, pH 7,20) 4 °C juures.

2.3.2 Laktoferriini sidumine Sephadex geelile

Laktoferriini seoti geelile sama metoodika alusel, mida kirjeldati peatiikis 2.3.1, paari
muudatusega. Voeti 47,3 mg Sephadex G50 Medium geeli, millele lisati 1 ml MilliQ vett, geel
jéeti 24 h punduma 4 °C juures. Pundunud geelile lisati 400 pl 0,4M NaOH lahust ja 5%
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epikloorhiidriini lahust. Eppendorfi segati vaikselt ja pandi loksutile 3 h toatemperatuuril. Geeli
pesti seejarel 2 korda Milli-Q veega ja liks kord kaaliumkloriidi ja naatriumhiidroksiidilahusega
(0,2M KCI + 0,2M NaOH, pH 13,00). Seejarel kaaluti laktoferriin ning lahustati see samas
kaaliumkloriidi ja naatriumhiidroksiidi lahuses (1 mg/ml). 685 pl antud laktoferriini lahust lisati
geelile, segu loksutati ja jdeti loksutile inkubeerima 24 h 4 °C juures. Geeli tsentrifuugiti ja
geeli kohal olev lahus eemaldati ning pesti 2 korda kaaliumkloriidi ja naatriumhiidroksiidi
lahusega. Tsentrifuugimist korrati parast iga pesu. UV-Vis spektromeetriga mdodeti valgu
kontsentratsioon supernatandis, hindamaks laktoferriini seostumist geelile. Lisaks méérati
laktoferriini seostumist visuaalselt Coomassie Brilliant Blue vérvi abil. Seejérel blokeeriti
graanulitel olevad vabad sidumiskohad etanoolamiini lahusega kaaliumkloriidi ja
naatriumhiidroksiidilahuses (pH 13,00, 85 ul/ml), milleks loksutati geeli 2 h 4 °C juures.
Bioaktiveeritud geeli pesti eelmises alapeatiikis Kirjeldatud metoodika alusel. Bioaktiveeritud
geeli hoiustati PBS puhvris (10 mM; 0,15 M NaCl, pH 7,20) 4 °C juures.

2.3.3 Mootmiste teostamine biosensoriga

Moaotmiste ldbiviimiseks kasutati graanulsisesusanaliiiisi (BIA, Bead Injection Analysis)
stisteemi. Kdik mdotmised viidi 1dbi varasemalt vilja tootatud protokolli alusel (joonis 5) [59].
Esmalt voolutati siisteemi voolukanalisse 20 pL bioaktiveeritud mikrograanuleid, mis
moodustasid iihekordselt kasutatava patogeene siduva mikrokolonni. Voolukiiruseks valiti
1 pl/sek. Voolukanal oli osaliselt suletud kanali 1&4bimdddult 0,2 mm kitsama liigutatava

korgiga, mis voimaldas mootmisi 1dbi viia, kuid hoidis mikrokolonni voolukanalis .

Sephadex graanulid, millele on
immobiliseeritud valk bakteri sidumiseks

7= = 7= ¥y
AT as

Seondunud bakteri tuvastamine
detekteeriva antikehaga, mis on
margistatud fluorestsentsmargisega

Bakteri sidumine graanulile

Joonis 5. Uldine skeem patogeenide mddtmiseks.

Tagamaks bioaktiveeritud graanulite joudmist modtekanalisse ning tagamaks nende
ihtlast pakitust voolutati mdoterakku 30 pl PBS puhvrit (10 mM; 0,15 M NaCl, pH 7,20),
voolukiirusega 2 pl/sek. Seejarel viidi modterakku 150 pl, voolukiirusega 1 ul/sek kas S.aureus,
Str. Uberis voi E.coli bakteri lahused. Proovi inkubeeriti 3 minutit tagamaks voimalikult suure
hulga proovis leiduvate bakterite seondumist bioaktiveeritud molekulidele. Seondumata
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anallitidi ja proovi maatriksi eemaldamiseks kolonnist pestakse modterakku 150 pl-i PBS

puhvriga voolukiirusel 2 pl/sek.

Seejdrel sisestati mdodterakku 30 pl fluorestsentsmarkeriga mirgistatud detekteerivat
antikeha, voolukiirusega 1 pl/sek. Detekteeriva komponendi selektiivsel seondumisel kolonnil
oleva analiitidiga tekib detekteeritav kompleks. E. coli antikeha ja S. aureus’e antikehi
inkubeeriti modterakus iiks minut, Str. uberis’e antikeha inkubeerimisajaks oli kaks minutit.
Mitteseondunud detekteeriv antikeha pesti siisteemist vilja 150 ul PBS puhvriga (10 mM; 0,15
M NacCl, pH 7,20), voolukiirusel 2 ul/sek. Seejarel oodati biosensori signaali stabiliseerumist,

madramaks kui suur signaal vastab antud bakteri kontsentratsioonile.

S.aureus’e madramiseks kasutati proteiin A vastast antikeha, mis oli méargistatud Texas
Red fluorestsentsmarkeriga, E. coli puhul kasutati FITC-iga mérgistatud anti-E.coli
poliiklonaalset antikeha, Str. Uberis’e korral anti-S. uberis antikeha, mis oli maérgistatud
fluorestsentsmarkeriga DyLight 550. Iga bakteri kontsentratsiooni mdddeti eraldi lainepikkusel
vastavalt detekteeriva antikehaga konjugeeritud fluorestsentsmarkeri emissiooni lainepikkusele.
Fluorestsentsmarkerite ergastamiseks sobiv valguse lainepikkus, mis vastas modddetava
fluorestsentsmarkeri ergastusmaksimumi lainepikkusele, seadistati filtri abil. E. coli bakterit
detekteerititi lainepikkusel 520 nm (FITC), Str. uberis bakterit lainepikkusel 572 nm (DyLight
550) ja S. aureus bakterit lainepikkusel 610 nm (Texas Red).

Koik mootmised viidi 1dbi toatemperatuuril. Iga mdotmist korrati vdhemalt 3 korda ning
arvutati vélja keskmine tulemus ja standardhilve. Ndide keskmise tulemuse arvutamise kohta
on toodud joonisel 6. M&dtmisi teostati bakterite kontsentratsioonide vahemikus 0 — 108
CFU/ml. Koigi bakterite (E.coli, S.aureus ja Str. uberis) puhul leiti iga mddtmise kohta véartus
Al, mis kirjeldab stabiliseerinud signaali keskmise intensiivsuse vahet enne ja pérast

maérgistatud antikeha voolutamist kolonni.
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Joonis 6. Signaali keskmise arvutamine. Vasakul pool on kujutatud stabiilne signaal enne
detekteeriva antikeha lisamist, paremal pool parast antikeha maha pesemist. Pideva joonega on
kujutatud stabiilne signaal, mis keskmistati biosensori signaali saamiseks. Al vdértus on saadud
lahutades pérast seondumata antikeha pesu signaalist enne detekteeriva antikeha siistimist

moddetud signaal.

2.3.4 Funktsionaliseeritud geelide segude valmistamine

Erinevad bakterid voivad seonduda kas iihele voi mitmele bioaktiveeritud graanulile,
seetdttu on vaja erinevate patogeenide tiheaegseks detekteerimiseks segada erinevaid
biomolekulidega aktiveeritud graanuleid. Erinevate bioaktiveeritud graanulite koguse
muutmise uurimiseks segati bioaktiveeritud graanuleid erinevates vahekordades aktiveerimata
Sephadex G50 Medium graanulitega. Seega muutus aktiveeritud geeli hulk modterakus, aga

kolonni moodustavate graanulite koguruumala ei muutunud

Geelide segud valmistati arvestusega, et nendes oleks 5 — 60% (S. aureus’e puhul kasutati
vahemikku 5 — 30%) bioaktiveeritud geeli, millele on immobiliseeritud kas inimese 1gG Fc

fragment voi laktoferriin, tilejadnud osa moodustas aktiveerimata geel.
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3 TULEMUSED JA ARUTELU

3.1 S. aureus’e méaidramine kasutades laktoferriiniga funktsionaliseeritud
graanuleid
S. aureus’e méidramiseks kasutatava laktoferriiniga funktsionaliseeritud graanulitel
pOhineva biosensorsiisteemi (milles mikrokolonni moodustamisel oli geel 100%-selt
aktiveeritud laktoferriiniga) iseloomustamiseks koostati esmalt sdltuvus 41 = 10A+B"l0g[S. aureus] |

kus A on log 41 telgldik ning B selle sdltuvuse tous (joonis 7).
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Joonis 7. S. aureus’e kalibreerimisgraafik laktoferriiniga funktsionaliseeritud geelil

logaritmilises skaalas.

Mootmised viidi 1abi PBS puhvris seitsmel erineval patogeeni kontsentratsioonil
vahemikus 1,1x10% — 1,1x108 CFU/ml. Logaritmilises teljestikus sdltub biosensori signaal
patogeeni kontsentratsioonist lineaarselt kogu uuritud patogeeni kontsentratsioonivahemikus,
kusjuures sirge tous, mis iseloomustab siisteemi tundlikkust, on 0,048 + 0,002. Biosensori
taustasignaali eksperimentaalseks médramiseks moddeti signaal PBS puhvris, kuhu ei olnud
eelnevalt lisatud S. aureus’e lahust. Taustasignaali védartuseks saadi 4,8 + 1,1 pV, mis langeb
kokku ka arvutatud kalibreerimisgraafiku telgldigu véartusega 4,9 = 0,5 puV. Selle biosensori

detekteerimispiiri (taustasignaal + 3-kordne standardhalve) vaértus, oli 155 CFU/m.

Seejdrel teostati mootmised kasutades bioaktiveeritud geeli ja nn puhta geeli segusid,
hindamaks kui suure osahulga bioaktiveeritud geeliga on voimalik saavutada sama signaali kui

sama kontsentratsiooniga bakteri lahusega ainult funktsionaliseeritud geeliga. Selleks
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valmistati erinevad geelide segud, kus laktoferriiniga immobiliseeritud geeli osahulka varieeriti
vahemikus 5% — 30%. Moodeti ka biosensori taustasignaal, kui moodterakku viidi
funktsionaliseerimata geel, taustasignaali vaartuseks saadi 5,1 + 0,8 uV, mis ei erine
laktoferriiniga  aktiveeritud  graanulitest ~ moodustatud  kolonni  taustasignaalist.
Vordlusmddtmised tehti S. aureus’e kontsentratsioonil 1,1x108 CFU/m, sest siis oli biosensori
signaal vorreldes eksperimentaalsete miiradega suurim. Saadud tulemused on toodud joonisel
8,
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Joonis 8. Biosensori viljundsignaali soltuvus laktoferriiniga funktsionaliseeritud geeli
osakaalust mikrokolonni moodustavas geelide segus S. aureus’e kontsentratsioonil 1,1x108

CFU/ml. Mootmised viidi 1dbi toatemperatuuril PBS puhvris.

Jooniselt 8 on néha, et biosensori signaal jouab teatud laktoferriini osakaalu korral
platoole ning bioaktiveeritud geeli hulka tdstes biosensori signaal enam ei suurene vaid jaéb
konstantseks. Leidmaks vahim geeli osahulk, kus signaal on joudnud platoole, Kirjeldati saadud

soltuvust esimest jarku sidumist kirjeldava vorrandi abil
Y=Y+ (Yplatoo - YO) * (1 - e—K*x) (1)

kus x on laktoferriini geeli kogus protsentides, Y on vabalt valitud y-telje véartus, milleks antud
t00s kasutati 95% Y platoo VAdrtusest, Yplatoo ON Y-1 vadrtus kui x = oo, K on kiiruskonstant. Y on

Al, antud t60s valiti Y-i védrtuseks 95% Yoplaoo vadrtusest, et platoo (signaal enam ei muutu
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geeli osakaalu tdstes) oleks saavutatud 95%-se tdendosusega. Rakendades valemit 1 leiti, et
S. aureus’e madramiseks ilma biosensori tundlikkust kaotamata, on laktoferriiniga aktiveeritud

geeli vajalik osakaal mikrokolonni moodustavas geelis 17,5%.

3.2 S.aureus’e méotmine Fc fragmendiga funktsionaliseeritud geeliga

Lisaks S. aureus’e maidramisele laktoferriiniga immobiliseeritud geeli mikrokolonniga,
mdddeti biosensori signaali ka siisteemis, kus graanulitele oli immobiliseeritud Fc fragment.
Antud biosensorsiisteemi korral saadi samasugune sdltuvus nagu peatiikis 3.1. S. aureus’e
kalibreerimisgraafik logaritmilises teljestikus, on kujutatud joonisel 9, kui mikrokolonni

moodustamisel kasutati geeli, mis oli 100%-selt aktiveeritud Fc fragmendiga.
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Joonis 9. S. aureus’e kalibreerimisgraafik Fc fragmendiga funktsionaliseeritud geelil. Graafik

on logaritmilises skaalas

Modtmised viidi 1dbi PBS puhvris seitsmel erineval bakteri kontsentratsioonil
vahemikus 1,1x10% — 1,1x108 CFU/mI. Biosensori taustasignaali mdddeti eksperimentaalselt
PBS puhvris, kus puudus bakteri lahus, taustasignaaliks saadi 58 + 0,6 puV,
kalibreerimisgraafiku pdhjal arvutati taustasignaali vaartuseks 6,5 + 0,5 wV. Antud biosensori
méadramispiiriks saadi 180 CFU/ml. Biosensori signaal soltub lineaarselt terve uuritud S.
aureus’e kontsentratsioonivahemikus, sirge tous, mis kirjeldab biosensori tundlikkust, on 0,038
+ 0,001. Varreldes S. aureus’e modtmist laktoferriiniga ja inimese IgG Fc fragmendiga
aktiveeritud geeli abil, selgus et suurema tundlikkusega siisteem S. aureus’e mairamiseks saadi

kasutades laktoferriiniga aktiveeritud geeli.
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Jargmisena sooritati moGtmisi, kus kasutati Fc fragmendiga aktiveeritud geeli ja nn
puhta geeli segusid, leidmaks kas antud biosensori signaal muutub bioaktiveeritud geeli
osakaalu vdhendamisel. Mdddeti erinevat geelide segu, milles aktiveeritud geeli osahulk oli
vahemikus 5 — 30%, iilejadnud osa moodustas puhas ainult punduma pandud geel. Mdotmised
tehti bakterilahuse kontsentratsioonil 1,1x10® CFU/ml. Saadud tulemused on toodud joonisel
10. Antud jooniselt on ndha sarnaselt alapeatiikis 3.1 kujutatule, et biosensori signaal mingil
Fc fragmendi osakaalul jadb konstantseks. Saadud soltuvus vastab samuti esimest jarku
sidumisreaktsiooni kirjeldavale vorrandile. Leidmaks vahim geeli osahulk, kus signaal enam ei
muutu, rakendati valemit 1. Kasutades saadud véértusi leiti, et vdhim Fc fragmendiga
aktiveeritud geeli osakaal geelide segus mdotmaks bakterit S. aureus signaali tundlikkust

kaotamata on 15,3%.
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Joonis 10. Biosensori signaali soltuvus Fc fragmendiga aktiveeritud geeli osahulgast geelide
segus. S. aureus’e kontsentratsiooniks oli 1,1x108 CFU/ml. Mddtmised viidi 1ibi PBS puhvris

toatemperatuuril.

3.3 E. coli midaramine kasutades Fc fragmendiga aktiveeritud graanuleid

E. coli bakterit maarati kasutades Fc fragmendiga funktsionaliseeritud geelil pohinevat
biosensorit, kus mikrokolonn moodustati téielikult bioaktiveeritud geelist. Saadud graafikut

iseloomustab sdltuvus A1 = 10A*B19LE- colil ‘kealibreerimisgraafik on kujutatud joonisel 11.
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Joonis 11. E. coli kalibreerimisgraafik logaritmilises skaalas. E. coli bakterit moddeti Fc

fragmendiga funktsionaliseeritud geeliga.

Modtmisi tehti seitsmel erineval patogeeni kontsentratsioonil vahemikus 1,2x10? —
1,2x108 CFU/mI, mdodtmised viidi 1ibi PBS puhvris. Eksperimentaalselt saadi biosensori
taustasignaaliks 5,5 + 0,8 uV. Arvututaud kalibreerimisgraafiku telgldigu véartuseks saadi
5,8+0,5 unV, mis vastab eksperimentaalselt saadud viirtusele. Antud biosensori
detekteerimispiiriks saadi 190 CFU/ml. Kalibreerimisgraafikult on niha, et biosensori signaal
on lineaarne terves mootetud kontsentratsioonivahemikus, siisteemitundlikkuseks on 0,037 +

0,002.

Lisaks 100% funktsionaliseeritud geelile sooritati modtmisi ka aktiveeritud geeli ja
puhta geeli segudega. Valmistati neli erinevat graanulite segu vahemikus 5 — 60%. E. coli
kontsentratsiooniks oli 1,2x108 CFU/mI. Saadud tulemused on toodud joonisel 12.
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Joonis 12. Biosensori signaali sdltuvus Fc fragmendiga funktsionaliseeritud geeli osakaalust

mikrokolonni moodustavas geelide segus E. coli kontsentratsioonil 1,2x108 CFU/ml.

Jooniselt 12 on néha, et biosensori viljundsignaal jouab teatud ajahetkel jaib stabiilseks.
Biosensori taustasignaaliks saadi 5,5 + 0,8 pV. Saadud sdltuvus vastab esimest jérku
sidumisreakstiooni kirjeldavale vorrandile. Valemit 1 kasutades leiti vahim geeli hulk, kus
biosensori véljundsignaal on joudnud platoole. Saadud valemi pohjal leiti, et vihim Fc

fragmendiga aktiveeritud geeli hulk modtmaks bakterit E. coli, on 12,3 %.

3.4 E. coli midaramine laktoferriiniga aktiveeritud geeli kasutades

E. coli bakterit mdddeti immunobiosensoriga, kus kasutati geeli, mis oli
funktsionaliseeritud laktoferriiniga. Esmalt mdoddeti biosensori taustasignaal, mille vadrtuseks
saadi 5,8 + 1,2 uV. Seejiarel moodeti signaal, kui modterakku siistiti E. coli bakteri lahus, mille
kontsentratsiooniks oli 1,2x108 CFU/mI, signaali viirtuseks saadi 5,7 + 1,4 pV. Kuna
taustasignaali ja kdorgeima bakteri lahuse kontsentratsioonil saavutatavad immunobiosensori
signaalid langevad kokku, siis jareldati, et ka madalamatel bakteri lahuste kontsentratsioonidel
on biosensori signaal sama. Saadud tulemuste pdhjal E. coli bakter ei seondu laktoferriinile,

millest voib jareldada et, E. coli ei seondu laktoferriinile ka geelide segus.

3.5 Str. uberis’e méotmine laktoferriini ning Fc fragmendiga funktsionaliseeritud
geelidega
Str. uberis’t médrati biosensoriga kasutades laktoferriiniga funktsionaliseeritud geeli.

Moodeti koigepealt, kui kasutatud geel oli 100% aktiveeritud laktoferriiniga. Biosensori
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iseloomustamiseks koostati sdltuvus 41 = 10A*B*109[S uberis] ks A on log 41 telgldik ja B selle

soltuvuse tdus (joonis 13).
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Joonis 13. Str. uberis’e kalibreerimisgraafik laktoferriiniga funktsionaliseeritud geelil

logaritmilises skaalas.

Str. uberis’t mdddeti viiel erineval patogeeni kontsentratsioonil vahemikus 5,6x10% —
5,6x10% CFU/mI. Koik mddtmised toimusid PBS puhverlahuses (10mM; 0,15 M NaCl, pH
7,20). Biosensori taustasignaaliks mdodeti 9,8 + 1,3 nV, arvutatud telgldigu véartuseks saadi
10,7 £ 0,5 nV. Taustasignaal moddeti PBS puhvris, kuhu ei olnud iihtegi patogeeni lisatud.
Antud biosensori detekteerimispiiriks (patogeeni kontsentratsioon, kui biosensori signaal
vastab signaalile taustasignaal + 3-kordne standardhélve) on 400 CFU/mI. Joonisel 13 on néha,
et biosensori signaal on lineaarne vahemikus 5,6x10? —5,6x107 CFU/ml, sirge tdusuks on 0,032
+0,002.

Seejdrel teostati modtmised kasutades bioaktiveeritud geeli ja nn puhta geeli segusid,
eesmdrgiga hinnata, kui suure osa bioaktiveeritud geeliga on vOimalik saavutada samas
suurusjargus signaal, kui bakterit moodeti ainult funktsionaliseeritud geeliga. Valmistati neli
erinevat geelide segu, kus laktoferriiniga immobiliseeritud geeli hulka varieeriti vahemikus
5% — 60%. Modtmised tehti Str. uberis’e kontsentratsioonil 8,5x107 CFU/mI, sest siis oli

biosensori signaal suurim. Saadud tulemustest tehti joonis 14.
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Joonis 14. Biosensori signaali soltuvus laktoferriiniga aktiveeritud geeli osakaalust
mikrokolonni moodustavas geelide segus Str. uberis’e kontsentratsioonil 8,5x10” CFU/ml.
Moodtmised viidi 1abi PBS puhvris toatemperatuuril.

Jooniselt 14 on néha, et biosensori signaal on teatud laktoferriiniga aktiveeritud geeli
osakaaluni konstantne ning bioaktiveeritud geeli osakaalu segus veel vihendades, biosensori
signaal Str. uberis’e kontsentratsioonil 8,5x10” CFU/mI langeb. Leidmaks viihim geeli osahulk,
kus signaal on samas suurusjirgus kalibreerimisgraafiku védrtustega, kirjeldati saadud
soltuvust valemi 1 (peatiikk 3.1) abil. Rakendades valemit 1 leiti, et Str. uberis’e madramiseks
kaotamata biosensori tundlikkust, on laktoferriiniga aktiveeritud geeli vajalik osakaal

mikrokolonni moodustas geelis 21%.

3.6 Str. uberis’e maidramine kasutades Fc fragmendiga funktsionaliseeritud geeli

Str. uberis’e madramiseks kasutati laktoferriiniga aktiveeritud geelil pdhineva
biosensori korval ka Fc fragmendiga aktiveeritud geeli laktoferriini asemel. Esmalt moddeti
biosensori taustasignaal PBS puhvris, kui moddterakku ei ole voolutatud patogeeni lahust,
milleks saadi 8,9 uV. Seejarel moodeti biosensori signaali vaédrtus Str. uberis’e
kontstentratsioonil 8,5x107 CFU/mI, milleks saadi 8,3 + 0,9 puV. Sellest vdib jireldada, et
Str. uberis’t ei saa médrata antud aktiveeritud geeliga ning Str. uberis seondub geelide segust

vaid laktoferriinile.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva bakalaureuset6d eesmirgiks oli méérata, kuidas muutub antikeha-antigeen
aratundmisreaktsioonil pohineva biosensori viljundsignaal peamisi mastiiti pShjustavate
patogeenide (Staphylococcus aureus, Escherichia coli ja Streptococcus uberis) maaramisel, kui
vihendada patogeenide sidumiseks kasutatavas mikrokolonnis bioaktiveeritud geeli osakaalu.

Immunobiosensoriga koostati kalibreerimisgraafikud kolme enamlevinud mastiiti
poOhjustava patogeeni méidramiseks kahe erineva bioaktiveeritud geeli kasutamisel. Geeli
bioaktiveerimiseks kasutati laktoferriini ja inimese IgG Fc fragmenti, mis on vdimelised iihte
vOi mitut uuritud bakteritest siduma tdnu nende bakterite vilismembraanil olevatele
pinnavalkudele. Erinevate biosensorsiisteemide avastamispiirideks saadi 150 — 400 CFU/m.
Modlemale bioaktiveeritud geelile seondus S. aureus, laktoferriiniga aktiveeritud geelile seondus

Str. uberis, inimese 19gG Fc fragmendiga funktsionaliseeritud graanulitele seondus E. coli.

Vihendades aktiveeritud geelide osakaalu mikrokolonni moodustamiseks kasutatavas
geelis, selgus, et biosensori véljundsignaal on korgematel funktsionaliseeritud geeli osakaaludel
mikrokolonnis sarnases suurusjirgus biosensorsiisteemi véljundsignaaliga, kus oli kasutatud
ainult bioaktiveeritud geeli. Selgus, et bioaktiveeritud geeli osakaal mikrokolonni
moodustamiseks kasutatavas geelisegus peab laktoferriiniga aktiveeritud geeli korral olema
viahemalt 21% ja inimese IgG fc fragmendiga aktiveeritud geeli korral 16%, ilma et biosensori

tundlikkus médratava patogeeni suhtes viheneks.

Tood on voimalik edasi arendada, kasutades kolonni moodustamiseks kasutatavas
geelisegus lisaks teiste olulisemate patogeenide, néditeks Mycoplasma bovis ja Streptococcus

dyscalactiae sidumiseks sobivaid bioaktiveeritud geele.
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SUMMARY

Optimisation of microcolumns used for multiplex detection of mastitis-causing pathogens

with immunosensing systems

The aim of the current study was to determine how does the immunosensing system’s
signal change when measuring different mastitis-causing pathogens with a reduced percentage
of bioactivated gels forming capturing microcolumns for the targeted bacteria. The most
common mastitis-causing pathogens in Estonia are Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

and Streptococcus uberis.

The major mastitis-causing pathogens were determined using two differently
bioactivated gels - with lactoferrin and human 1gG Fc fragment, selected due to high affinity
of the aforementioned pathogens towards these proteins. In total, six different biosensing
combinations were studied. The limit of detection (LOD) for the used sensors was 150 to 400
CFU/ml. Of the three pathogens studied. only S. aureus interacted with both types of
bioactivated gels, E. coli was bound only to the gel functionalised with human IgG Fc fragment,

and Str. uberis interacted with gel onto which lactoferrin was immobilised.

Lowering of the percentage of the bioactivated gels decreased the biosensor signal
drastically when the amount of the functionalised gel was very low. The signal dependencies
showed that all the interactions between the biosensor signal and the percentage of activated
beads in the gel mixture followed one phase association model. In order to conduct multiplex
measuring of the three bacteria with the immunosensor, a microcolumn should contain at least
21% of beads activated with lactoferrin and 16% of beads activated with human 1gG Fc

fragment.

The studied biosensing system can be further developed by using different bioactivated
beads in the gel mixture used to form the microcolumn allowing to extend the selection of

pathogens detected.
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