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1 Kasutatud liithendid

Amp — ampilitsiin

Cip - tsiprofloksatsiin

DMSO - dimetiiiil sulfoksiid

g — suhteline tsentrifugaaljoud

Hip — korgelt persistentne (high persistence)

Lag faas — tihistab bakterikultuuri kasvufaasi, mis eelneb logaritmilisele kasvufaasile. Lag
faasis kohaneb kultuur keskkonnaga ning veel (ulatuslikku?) jagunemist ei toimu, kuid
stinteesitakse erinevaid molekule (néditeks RNA-d ja ensiiiime)

Log faas — ehk logaritmiline vdi eksponentsiaalne kasvufaas, kus bakterite jagunemiskiirust
kasvukoveral iseloomustab vordeline soltuvus rakkude arvu logaritmi ja aja vahel.

Lon - ATP-soltuv seriini endoproteaas, mis degradeerib nii ebanormaalseid kui ka spetsiifilisi
regulaatorvalke

Of1 - ofloksatsiin

PBS - fosfaatpuhvriga soolalahus

poliiP — poliifosfaat

Ppk — poliifosfaadi kinaas

(P)pPGPp — koondnimetus kahe regulaator molekuli, guanosiintertrafosfaadi ja
guanosiinpentafosfaadi kohta

relA — (p)ppGpp siinetaas, mis on oma nime saanud sonast ,,relaxed

T-AT - toksiin-antitoksiinsiisteem.



2 Sissejuhatus

Bakterikolooniates esineb alati suur fenotiiiibiline varieeruvus (Smits ef al., 2006), mis aitab
neil iile elada muutuvaid elutingimusi (Balaban et al., 2004). Kédesoleva t60 uurimisobjekt,
persistentsus, on ilus ndide mittepéarilikust omadusest, kus teatud hulk kolooniast liheb
muuhulgas ka kasvu (ja paljunemist) toetavas keskkonnas iile soikeseisundisse (Balaban et
al., 2004; Keren et al., 2004). Persistorid on voimelised iile elama kokkupuute bakteritsiidiga
ning hiljem kasvamist jitkama (Bigger 1944). Persistorite mdistmine on vaevaline, sest nende
uurimisega kaasneb alati suur kdikumine tulemustes, mis tuleneb nii eelmainitud
varieeruvusest (Smits et al., 2006), persistorite vdikesest arvukusest kultuurides (Bigger 1944;
Lewis 2007), katsetingimustest (Joers et al., 2010; Luidalepp et al., 2011) ning nagu selgub
selles toos - ka uuritava bakterikultuuri kasvufaasist. Vaatamata raskustele on persistorite
uurimine viga téhtis, sest viimastel aastakiimnetel on leitud, et persistorid on seotud paljude,
kui mitte enamuste, krooniliste haigustega nagu niiteks tsiistiline fibroos (Mulcahy et al.,
2010) ning tuberkuloos (Barry et al., 2009). Lisaks on persistentsust seostatud ka biofilmide
ning nende elimineerimisraskustega (Lewis et al., 2005). Persistorite parem moistmine on
kahtlemata vajalik tulevikus uute antibiootikumide arendamiseks.

Kiesoleva to0 kirjanduse iilevaates antakse tilevaade persistoreid iseloomustavatest
omadustest ning selgitatakse erinevat tiiiipi persistorite erinevust vastavalt tekkeajale ja -
viisile. Kirjeldatakse ka pohilist persistorite teket késitlevat teooriat, mis piitiab seletada
molekulaarseid mehhanisme persistorite taga. Lisaks on juttu persistorite uurimisest ja sellega
kaasnevatest takistustest ning persistorite uurimise tdhtsusest. T66 eksperimentaalses osas
uuritakse, kuidas mojutavad persistorite arvukust erinevad tardsodtmed ning kuidas soltub
persistentsust mojutavate geenide moju kultuuri kasvufaasist. Kdesolev bakalaureuset6o

teostati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis.

Mirksonad — Escherichia coli, persistentsus, antibiootikumitolerantsus, fenotiiiibiline

varieeruvus



3 Kirjanduse iilevaade

“Kodige tdhtsam kiisimus seoses persistoritega on sama, mis tahes muu objekti puhul — mis on
selle tidhtsus? Persistentsus tundub olevat peamine pdhjus, miks kroonilised infektsioonid ei
allu antimikroobsetele ravimitele. PGhiprobleem on (niitid) pohjuslikkuse méddramine.”

(Lewis, 2010)

Joseph Warwick Bigger nditas 1944 aastal, et antibiootikumile tundlikke bakterikultuure ei
suudeta enamasti steriliseerida. Tema kui persistorite esmakirjeldaja pakkus iihe voimalusena
vilja, et see vOib tuleneda viikestest mitte-kasvavatest (voi aeglaselt kasvavatest)
subpopulatsioonidest klonaalses bakterikultuuris (Bigger, 1944), mida tinapideval tuntakse
persistorite nime all. Kim Lewis defineeris persistorid kui rakud, mis on mitmete ravimite
suhtes tolerantses soikeseisundis ning peale antibiootikumi eemaldamist suudavad jétkata
kasvamist (Lewis, 2010). John D. McKinney persistorite operatsiooniline definitsioon on
jargnev: rakud, mis elavad iile pikaajalise bakteritsiidi (néditeks antibiootikumi) toime, olles
tegelikult konkreetse bakteritsiidse moju suhtes tundlikud. See eristab selgelt persistorid
resistentsetest bakteritest, kuna viimaste resistentsus tuleneb geneetilistest paritud muutustest
(Balaban et al., 2013). Nimelt, persistoritel on antimikroobne tolerantsus - soikeseisundis
olevate rakkude omadus elada iile antibiootikumi to6tlus ilma geneetiliselt paritud
resistantsusmehhanismideta. Persistorite selekteerimisel antibiootikumumiga ilmneb tavaliselt
bifaasiline tapmiskdver - enamus baktereid tapetakse kiirelt dra ning peale seda jédéb alles osa
rakke (persistoreid), mille arvukus on ajas iisna stabiilne (joonis 1). Mingi antibiootikumi
suhtes resistantsetel bakteritel on aga antimikroobne resistantsus - rakkude omadus elada iile
antibiootikum (ja ka kasvada selle juuresolekul!), takistades antibiootikumil sihtmirgiga
(néiteks ribosoomi osad, DNA giiraas) seondumast erinevate resistantsusmehhanismide abil
(Lewis, 2010). Koik resistantsusmehhanismid takistavad antibiootikumil mérklauale
seondumast. See voib toimuda mitmel eri viisil: 1) antibiootikum pumbatakse rakust vélja 2)
antibiootikumi mérklaud on muteerunud 3) Antibiootikum modifitseeritakse keemiliselt ning
muudetakse seeldbi kahjutuks. Persistentsus aga on pohjustatud antibiootikumi mirklaua
inaktiveerimise ja/vOi blokeerimise kaudu, takistades vigase produkti teket (Lewis, 2010). On
niidatud, et persistorites on tavalise rakuga vorreldes madalam (kuid mitte viélja liilitunud!)
valgusiintees, metabolism ja membraantransport (Orman ja Brynildsen, 2013). Lihtsustatult
vOib oletada, et antibiootikum péédseb perstoritesse ja voib ka seonduda mérklauaga, kuid sel
ei ole tihtsust, sest persistorid on soikeseisundis rakud (Balaban et al., 2004; Shah et al.,

2006). Tolerantsuse mehhanismid on tidpselt teadmata ning persistorite uurimise iiks



suuremaid kiisimusi. Tolerantsuse ja resistantsuse eristamisel on ka oluline mirkida, et
antibiootikumi minimaalne inhibeeriv kontsentratsioon (MIK) on resistantses mutandis
korgem kui metsiktiitibil, suurenenud persistorite arvukusega hip mutandi puhul aga MIK ei

muutu (Lewis, 2010).
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Joonis 1 - Persistorid vs resistentsed bakterid: persistentsus ei ole périlik. Joonisel on kujutatud
bakterite arvukus peale antibiootikumi (ampilitsiini) to6tlust. Langevad jooned kujutavad persistoreid,
mida korduvalt reinkoleeriti. Resistentse mutandi puhul jdtkaksid rakud antibiootikumi juuresolekul
kasvamist ning bakterite arvukus kasvaks. Joonis reprodutseeritud Keren ja teiste 2004. aasta t66
pohjal.

Bakteritsiidsed antibiootikumid tapavad rakke, sundides aktiivset méarklauda produtseerima
vigaseid saadusi. Tédhtis on mainida, et enamus bakteritsiidseid antibiootikume suudab tappa
ainult kasvavaid rakke (Tuomanen, 1986), kuid on mitmeid erandeid. Niiteks florokinoloonid
seonduvad DNA giiraasiga (topoisomeraas, mis aitab DNA-d replikatsioonil lahti kerida
(Reece ja Maxwell, 1991) ning muudavad selle endonukleaasiks, mis DNA katki 16ikab
(Hooper, 2001). See vdoimaldab florokinoonidel tappa ka mittekasvavaid rakke, kuna DNA
giiraas on antibiootikumile kittesaadav ka aktiivselt mittekasvavas rakus (Davey et al., 1988).
Téanu florokinoloonidele on lahendatud iiks véga tihtis punkt persistorite moistmisel. Nimelt
arvati pikka aega, et persistorid on lihtsalt mittekasvavad rakud. Kuid fakt, et florokinoonid
tapavad mittekasvavaid rakke, aga persistorid jddvad ellu, néitab et see ei saa olla tosi.

Arvatakse, et persistorid on siigavas uneseisundis, kuid mingisugused protsessid nendes siiski
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toimuvad (Nystrom, 2003). On ka nididatud, et persistorid ei ole vordselt tolerantsed k&igi
antibiootikumide suhtes - E. coli log faasi kultuur, mis on persistentne florokinoloonide ja
rakukesta inhibiitorite (nditeks ampilitsiini) suhtes (Joers et al., 2010), on elimineeritav
aminogliikosiidide poolt (Allison et al., 2011). Aminogliikosiidid toimivad translatsioon
lugemisraami nihke kaudu ning selline tapmine sdltub katses kasutatud siisinikuallikast.
Nimelt soltub aminogliikosiidide import rakku rakumembraani ioongradiendist, mida mdjutab
erinevate suhkrute lagundamisel saadav erinev NADH hulk (Allison et al., 2011). See
uurimus kinnitab ja oli aluseks eelnevalt mainitud faktile, et persistorites on vihemalt mingil

maiiral aktiveeritud metabolism (Orman ja Brynildsen, 2013).

Nagu juba eelnevalt pogusalt mainitud, on persistentsus mitteparilik rakkude omadus, olles
elegantne nidide fenotiiiibilisest variatsioonist ehk olukorrast, kus geneetiliselt homogeense
kultuuri jérglased on varieeruva fenotiiiibiga (Smits et al., 2006). Juba Bigger mirkis 1944.
aastal, et persistoritest kasvatatud uus koloonia on antibiootikumile tépselt sama tundlik, kui
esialgne koloonia ning moodustab samuti viikese hulga persistorrakke (Bigger, 1944) (joonis
1). Sama tulemust on korranud ka Keren ja teised 2004. aastal (Keren et al., 2004). See
nditab, et persistentsus ei ole parilik omadus, vaid epigeneetiline fenomen. Loomulikult ei
vilista see seda, et persistentsus voib olla (vaatamata mittepérilikule avaldumismehhanismile)

geneetiliselt méddratud ning evolutsiooniliselt kasulik omadus (Kussell ja Leibler, 2005).



3.1 Tiiiip I ja tiiiip II persistorid

Bigger mirkis esimeses persistoreid kirjeldavad t60s, et moned persistorid on kultuuri
kiilvamisel uude so6tmesse eelnevalt uinunund ning moned keskkonnatekkelised (Bigger,
1944). Balan ja teised kategoriseerisid persistorid kahte rithma sama liigituse pohjal: tiiiip I
persistorid, kes on uineseisundisse langenud statsionaarses (eelmises) kasvufaasis, ja tiitip II
persistorid, kes saavutavad uineseisundi kasvu kdigus (Balaban et al., 2004). Nagu iga
liigituse puhul, on see kunstlik ning loodud lihtsalt asjade paremaks mdistmiseks. Selle
klassifikatsiooni eesmérk on persistorite paritolu parem selgitamine — kas uuritavad
persistorid on périt eelmisest statsionaarsest kasvufaasist vOi jdlgitavas kasvufaasis tekkinud.
Naditeks kui kultuurile lisatakse antibiootikum inokuleerimise hetkel, lag vdi varases
logaritmilises kasvufaasis, siis on ellujddjate ndol tegemist tiiiip I persistoritega. Kui aga
kultuurile lisada antibiootikum hilises log faasis, siis on suurem osa ellu jadnud rakkudest
tiitip II persistorid (lisaks tiiiip I persistoritele). Tiiiip II persistorid hakkavad tekkima, kui
kultuuris hakkavad toitained otsa saama ning kultuur hakkab ldhenema statsionaarsele
kasvufaasile (Keren et al., 2004) (joonis 2). Selguse huvides on tihtis rohutada, et nii tiitip I
kui ka tiitip II persistorid saavad eksisteerida koos samas kultuuris ning mdlema tiitibi puhul

on toendoliselt tekkepShjus sama — mingis subpopulatsioonis aktiveeruv stressivastus
(Balaban et al., 2013).
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Joonis 2 - Tiitip I ja tiiiip II persistorid. Naidistulemused persistorite arvukuse méddramise katsest —
pidevjoon tédhistab (statsionaarsele kasvufaasile liheneva) kultuuri bakterite arvukust ning
punktiirjoon mirgib persistorite arvukust peale 5 h antibiootikumitdétlust. 0 h tidhistab kultuuri
inokuleerimist iledokultuurist. Tiitip II persistorite produktsioon algab jérsult ning neid tekib kordades
rohkem kui tiilip I persistoreid (Keren et al., 2004).



3.2 Persistorite teke

Mis indutseerib persistorite teket? Hiljutised leiud paljastavad, et persistentsuse taga peituvad
mitmed mehhanismid (Maisonneuve ja Gerdes, 2014), kuid iildise tekkemehhanismi alusel
jagatakse persistentsus kahte lehte: kas stohhastiliselt tekkinud (Balaban et al., 2004;
Maisonneuve et al., 2013) voi keskkonnast indutseeritud persistentsus (Dorr et al., 2010).
Stohhastilisust defineerib Kim Lewis kui ,,iilejddnud kultuurist erinevate alampopulatsioonide
teket, mis tuleneb suvalistest kdikumistest geeniekspressioonis” (Lewis, 2010), kuid viljendit
,,stohhastika” voib kasutada ka laiemalt fluktuatsioonidest pohjustatud juhuslike protsesside
kirjeldamisel. Ullataval kombel on selgunud, et mdlemal persistoritiiiibil on kasutusel samad
molekulaarsed rajad, milles olulisemaid rolle méngivad signaalmolekul (p)ppGpp ning
toksiin-antitoksiin siisteemid (Maisonneuve ja Gerdes, 2014), millede pdhjalikum kirjeldus
tuleb jargmises peatiikis. Kdesolevas peatiikis toon vilja erinevad persistentsuse induktsiooni

mojutavad tahud ja nditan, kuivord kirju persistorite teke on.

Keren ja teised pakkusid 2004. aastal vilja, et persistorid on spetsialiseerunud
ellujaamisrakud, mille produktsioon sdltub kasvufaasist (Keren et al., 2004). Nad néitasid, et
(stohhastiliselt indutseeritud) persistoreid iseloomustavad jargnevad omadused:

1) Persistoreid lag ja varases ekspodentsiaalses faasis ei produtseerita. Eksponentsiaalse
kasvufaasi alguses on periood, kui kultuuris olevate bakterite arvukus kiill kasvab, kui
persistoreid ei teki;

2) Persistorite generatsioon algab iisna jirsult/kiirelt ning nende produktsioon on 2-3 korda
kiirem kui iilejdénud kultuuril;

3) Persistorite arvukus jouab platoole hilises eksponentsiaalses kasvufaasis.

Neid tulemusi nditasid nad nii E.coli, P. aeruginosa kui ka S. aureus-e puhul — viidates, et
selline peristerite tekkediinaamika voib olla bakterite seas laialt levinud (Keren et al., 2004).
Nad niitasid ka katseliselt, et varase eksponentsiaalse kultuuri korduval reinokuleerimisel
antibiootikumi juuresolekul saab persistorid tdielikult elimineerida. See niitab, et persistorid
ei teki algselt vastusena antibiootikumi tootlusele — millest voib jareldada, et (vihemalt

teatud) persistorite teke on vilistest tingimustest mittesoltuv.

Praeguseks on selgunud, et Keren ja teised iseloomustasid stohhastiliselt indutseeritud
persistoreid ning lisaks neile eksisteerivad ka keskkonnast indutseeritud persistorid. On
niidatud, et nditeks florokinoloonid pohjustavad persistorite teket. See on hea néide

keskkonnast indutseeritud (voi tiilip II, kui eksperimentaalsest vaatepunktist jéalgida)



persistentsuse kohta. Tdpsemalt, florokinoloonide (sealhulgas ofloksatsiini ja
tsiprofloksatsiini) poolt pOhjustatud vigastused raku DNA-s indutseerivad SOS vastust
(Phillips et al., 1987), mis ldbi TisAB toksiin-antitoksiin siisteemi viib raku persistentsesse
uineseisundisse (Dorr et al., 2010). TisB on membraanseoseline valk, mis suudab vihendada
ioongradienti ning ATP taset, kutsudes seelibi esile raku uinumise ja persistentsuse mitmete
antibiootikumide suhtes (Dorr et al., 2010). Olukorra muudab keeruliseks see, et TisB
kunstlikult esile kutsutud ekspressioon (ectopic expression) viib terve kultuuri
uineseisundisse, kuid SOS vastuse kdigus muutub persistoriteks vaid vdike arv baktereid.
Sellest tulenevalt arvatakse, et TisB tase kdigub stohhastiliselt erinevates rakkudes SOS
vastuse korral ning ainult nendest rakkudest, kus on mingisugune teatud lévi iiletatud, saavad
persistorid (Lewis, 2010). Florokinoloonide mdju persistentsusele pani teadlased motlema ka
sellele, et sarnaselt DNA kahjustusel tekkivale SOS vastusele vdivad véga erinevad (voi isegi
koik!) rakulised vastused mitmetele stressifaktoritele (nditeks pH, temperatuur, raskemetallid)
mojutada persistorite teket (Lewis, 2010; Maisonneuve ja Gerdes, 2014). Lisaks
antibiootikumidele indutseerib persistorite teket néditeks ka suboptimaalne temperatuur ja
toitainete limitatsioon (Bigger, 1944). Keskkonnast indutseeritud persistentsuse juures on
oluline ka dra mérkida, et tihtipeale on iihe antibiootikumi suhtes rohkem persistoreid
moodustav hip mutant samasuguse fenotiiiibiga ka teiste antibiootikumide suhtes. Seda on
nédidatud niiteks ampilitsiini ja florokinoloonide vahel (Wolfson et al., 1990). Kuid teiselt
poolt nditavad kvantitatiivsed analiiiisid, et antibiootikumi valik mojutab oluliselt persistorite
arvukust ja kujunevat tapmiskoverat ning sellest tulenevalt arvatakse ka, et iihes
bakterikultuuris eksisteerib palju omavahel kattuvaid (ja tdenéoliselt liksteist dubleerivaid)
erinevaid persistentsusmehhanisme ning persistentseid subpopulatsioone (Hofsteenge et al.,
2013). Selline mitmekesus voib olla evolutsiooniliselt kasulik omadus (Kussell ja Leibler,
2005) - mudelite pohjal on nédidatud, et stohhastiliselt heterogeenne populatsioon vdib osutuda
varieeruvates keskkonnaoludes edukamaks kui homogeenne (Thattai ja van Oudenaarden,
2004). On pakutud, et voibolla on E.Coli adapteerunud ebakindlatele oludele, hajutades
stohhastiliste mehhanismide kaudu persistorite drkamisaegu erinevate fenotiiiipidega
alampopulatsioonides (Joers et al., 2010). Selline strateegia on looduses laialt levinud —
niiteks putukate kiipsemine (maturation) ja taimede idanemine on samuti viga varieeruvad
protsessid, mille eesméirk arvatakse samuti olevat ettenigematute keskkonnatingimuste
ileelamine (Bradford ja Roff, 1993). Arvatakse, et juba ainult fenotiiiibiline mitmekesisus
tiksi voib olla liigile piisav, et muutuva keskkonnaga kohaneda ja ellu jaada (Jansen ja

Stumpf, 2005). Suvaline kdikumine kajastub tihti ka néiliselt identsetes tingimustes
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labiviidavate eksperimentide tulemustes (Lewis, 2010) — niisiis, persistorite arvukus on

adrmiselt varieeruv viga mitmetel pohjustel.

Stohhastika kontrastiks on pakutud, et persistorite tekkes kajastuv néiline juhuslikkus voib
tuleneda hoopis mikronéljast kultuuri mones osas, mis siis persisorite teket indutseerib
(Maisonneuve et al., 2013). On pakutud ka, et persistorite tekkel ei olegi mingit kindlat
mehhanismi, vaid persistorid tulenevad vigastest valkudest rakus (Vazquez-Laslop et al.,
2006). Selle vastu rddgivad eelpool mainitud tulemused, et persistorite tekkediinaamika on
viga tugevalt soltuv kultuuri kasvufaasist — ei saa olla juhuslik, et varases eksponentsiaalses
kasvufaasis pohimotteliselt persistoreid ei moodustu ning persistorite arvukus touseb jirsult
kesk-eksponentsiaalses faasis. See nditab, et persistorid ei saa olla ajutised ,,vigased” rakud
(néiteks peatunud replikatsioonikahvliga) — sest siis peaksid sellised defektid ilmnema iile
terve eksponentsiaalse faasi, mitte ainult 1opuosas (Keren et al., 2004). Pigem néditavad
sellised tulemused vastupidist: et persistorite tekkel méngivad olulist rolli ka mitmesugused
deterministlikud komponendid (Lewis, 2010).Nditeks antud juhul suurendab toidu
limitatsioon ning kultuuri tiheduse kasv iiksiku raku persistoriks saamise tdendolisust, kuid
iillatav on, et tiitip II persistorite tekkediinaamika on nii jarsk. Voib eeldada, et selle taga
peituvad kindlasti mingisugused selged pohjused, mida me veel mdista ei suuda. Kindel on
see, et persistorite tekkel méngivad olulist rolli nii sisemised komponendid kui ka
keskkonnatingimused, kuid 6hku jaab kiisimus - kui suur on néiteks osatidhtsus rakus
juhuslikult mingites piirides kdikuvate molekulide tasemetel keskkonnast indutseeritud

persistentsuse puhul? Kui suur on osakaal determinismil ja kui suur stohhastikal?
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3.3 Persistorite molekulaarsed mehhanismid

E. Coli knockaudi raamatukogude 1dbi sdelumisel ei ole leitud iihtegi kindlat geeni, mille
puudumisel persistoreid antibiootikumi tootlusel ei teki (Hu ja Coates, 2005). Lisaks on samu
tulemusi saadud ka P. aeruginosa puhul (De Groote et al., 2009). Nagu eelmises peatiikis
kirjutatud, viitab see sellele, et persistorite tekkemehanismid on korgelt kattuvad (ingl k.
reductant) ja iiksteist dubleerivad. Erinevalt paljudest muudest regulatoorsetest radadest ei ole
persistorite teket kontrolliv rada lineaarne. See annab organismile markimisviirse adaptiivse
eelise — nimelt hoiab selline iilesehitus &ra selle, et iiks konkreetne looduslik voi inimese poolt
loodud bakteritsiid, mis teatud molekuli mdju dra blokeerib, suudaks vilistada persistorite
tekke (Lewis, 2010). Siis hoolitseb persistorite tekke eest moni teine molekul (ja signaalrada)
ning kultuur elab kasvu mitte véimaldava keskkonna iile. Persistorite tekkemehhanism tundub
olevat juba rohujuure tasandil selline, et neid oleks voimalikult raske teiste liikide poolt
elimineerida. Olgugi, et persistentsusega leitud molekule ja regulatsooniradu on palju,
kisitlen ma selles peatiikis pohiliselt ainult kiiesoleva bakalaureusetoo eksperimentaalses osas

kasutatud geenideletsioonidega seonduvaid tulemusi.

Bakterikultuuridest eraldatud persistorite transkriptoomi analiiiisil on selgunud, et
persistorrakkudel on (vorreldes teiste rakkudega):

1) suurenenud mitmete toksiin/antitoksiin (T-AT) siisteemide ekspressioon ning

2) maha surutud biosiinteesi eest vastutavad geenid (Keren et al., 2004; Shah et al., 2006).
Ttiipiliselt (T-AT II nditel) on toksiin valk, mis inhibeerib mingisugust tihtsat funktiooni
rakus (nditeks replikatsioon voi translatsioon). Tdpsemalt - antitoksiini seondumisel toksiiniga
moodustub kompleks, mis seondub mdnda mRNAaas-i kodeeriva geeni promootorjirjestusse,
inhibeerides selle transkriptsiooni. Kui vaba toksiini (s.o ilma antitoksiinita) tase on rakus
korge, derepresseeritakse transkriptsioon ning siinteesitakse kiirelt hulk mRNA-d, mis
pohjustab suure hulga toksiini tootmise ja selle tagajérjel halvab translatsiooni mRNA-de
lagundamise kaudu (Maisonneuve ja Gerdes, 2014). Antitoksiinid on rakus kiiresti
lagundatavad, mis vdoimaldab sellise protsessi kiiret kulgu (Lewis, 2010). On katseliselt
nédidatud, et paljude tiitip II toksiinide kunstlik tileekspressioon indutseerib persistorite teket
(Véazquez-Laslop et al., 2006), mida on voimalik vastavate antitoksiinide mdjul uuesti
tithistada. E. Coli-s on kirjeldatud 15 T-AT moodulit (Mulcahy et al., 2010) M. tuberculosis-
es iile 80 (Ramage et al., 2009). On tihelepanuvéirne, et katsed T-AT deletsioonidega
mutantidega on paljastanud, et T-AT lookuste panus persistentsusesse on kumulatiivne (ja

toendoliselt kattuv!). Nimelt on ndidatud, et tiheteistkiimne erineva tiiiip I T-AT lookuse
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iksikutel deletsioonidel on viike mdju perstorite sagedusele, kuid kui deleteeriti 10 erinevat
T-AT lookust, siis langes persistorite arvukus dramaatiliselt (Maisonneuve et al., 2011). See
tulemus nditab ilmekalt, et riskide hajutamine on levinud ka molekulaarsetes mehhanismides
(Maisonneuve ja Gerdes, 2014). Arvatakse, et tuberkuloosi ravimatus inimese kehas voibki
tugineda rohketele, homoloogiliste funktsioonidega T-AT siisteemidele (Ramage et al., 2009).
Niisiis, E. Coli-s on persistorite tekkes suur roll toksiin-antitoksiin siisteemidel, mis todtavad
valgusiinteesi inhibeerimise kaudu. Samuti on nédidatud raku deaktivatsiooni rakumembraani

ioongradiendi vihendamise kaudu (mis on samuti soltuv T-AT siisteemidest) (Lewis, 2010).

Esimene persistoriga seostatud geenilookus on samuti toksiin (Correia et al., 2006) — hipA7
(sOnapaarist high persistence), mille avastas Harris Moyed, selekteerides korgema
persistentsusega mutante. Ta selekteeris mutante ampitsiliini abil, saades mitu tiive, mille
ainukene fenotiiiibiline efekt oli kdrgem persistorite arvukus (Moyed ja Bertrand, 1983).
Mitmed uurimisrithmad on niitanud, et hipA7 mutandid moodustavad 10-10 000 korda
rohkem persistoreid, kui metsiktiiiip. (Keren et al., 2004). Samuti, on leitud, et hipA7 MIK ei
ole muutunud, vilistades resistentsuse voimaluse (Moyed ja Bertrand, 1983). Katsed hip
mutantidega on andnud palju persistorite uurimisse. Niiteks, et persistentsusmehhanismid
saavad olla kattuvad erinevate antibiootikumigruppide vahel (Wolfson et al., 1990). Samuti
on kinnitanud hip mutandiga 14bi viidud uuringud teooriat, et persistorite teke indutseeritakse
kultuuris teatud molekulide stohhastilise kdikumise kaudu iiksikutes rakkudes (Balaban et al.,
2004). HipA on toksiin, tipsemalt kinaas (Correia et al., 2006), mis fosforiiiilib glutamiiiil-
tRNA siintetaasi (GltX) ATP seondumissaidis (Ser239). GltX kataliiiisib reaktsiooni
glutamiinhappe (Glu) ning vastava tRNA vahel, mis on vajalik glutamiinhapet sisaldava valgu
stinteesiks ribosoomis. HipA fosforiileerib ainult tRNA-ga seotud GltX-i, see fosforiilatsioon
viib vastava GlItX-i inaktiveerumiseni, mis omakorda pohjustab rakus ilma vastava
aminohappeta tRNA™ akumuleerumist. Laadimata tRNA-de peale aktiveerub (p)ppGpp-
indukteeritud stressivastus (millest tuleb tipsemalt juttu jirgmises 16igus), pohjustades seelibi
bakteris uineseisundi teket (Kaspy et al., 2013; Germain et al., 2013). HipA-d suudab
inaktiveerida antitoksiin HipB (Schumacher et al., 2009).

On ndidatud, et persistorite tekkes méngib olulist rolli bakterite stressimolekul (p)ppGpp
temale jargneva regulatoorse kaskaadiga (Maisonneuve et al., 2013). (p)ppGpp all
tahistatakse kahte sarnast nukleotiidi: guanosiinpentafosfaati (pppGpp) ning
guanosiintetrafosfaati (ppGpp) (Srivatsan ja Wang, 2008). Nende kahe regulaatormolekuli

moju on palju uuritud (Wagner, 2002). (p)ppGpp on bakterite stressivastuse votmeelement,

13



mojutades DNA replikatsiooni, transkriptsiooni, translatsiooni, bakterite kasvu ning
kaitsemehhanisme, aidates seelédbi bakteritel muutuvate keskkonnatingimustega kiirelt ja
edukalt adapteeruda. Toitainete stressi korral siinteesitakse E. coli-s kiirelt (p)ppGpp-d kahe
ensiitimi — RelA ja SpoT — poolt. Aminohapete nilja korral akumuleeruvad rakus laadimata
tRNA-d, mis seonduvad ribosoomi A saiti, aktiveerides RelA-vahendatud (p)ppGpp siinteesi
ATP-st, GTP-st vdoi GDP-st. SpoT-vahendatud (p)ppGpp siinteesi indutseerib rasvhapete,
fosfaadi ning ka raua nilg (Srivatsan ja Wang, 2008). RelA ja SpoT on mdlemad (p)ppGpp
stintetaasid, kuid SpoT-il on ka hiidrolaasne aktiivus (Gentry ja Cashel, 1996). On téhtis
mirkida, et RelA on positiivselt reguleeritud (p)ppGpp poolt, tekitades positiivse tagasiside
mehhanismi (p)ppGpp siinteesiks aminohapete nilja korral. Selline mehhanism vdimaldab

kiiret signaali voimendumist rakus (Maisonneuve et al., 2013).

(p)ppGpp paneb alguse mitmeastmelisele molekulaarsele mehhanismile, mille esimene samm
on poliiP hulga tdstmine rakus eksopoliifosfataasi (PPX) inhibitsiooni kaudu (Kuroda et al.,
1997). PoliiP on lineaarne mitmesajast ortofosfaadi jadgist koosnev poliimeer (Kuroda et al.,
2001), mille taset rakus mojutavad kaks ensiiiimi — PPX ja poliifosfosaadi kinaas (ppk). PoliiP
produtsiooni eest vastutab ppk ja PPX lagundab PoliiP tagasi inorgaaniliseks fosfaadiks (P1)
(Akiyama et al., 1992; Akiyama et al., 1993). On niidatud, et PPX deletsiooniga mutant
moodustab suurusjirgu vorra rohkem persistoreid kui metsiktiitip (Maisonneuve et al., 2013).
Niisiis, poliiP kontsentratioon rakus on kontrollitud (p)ppGpp poolt 1dbi PPX tédieliku
inhibeerimise (Kuroda et al., 1997).

Maisonneuve ja teised (2013) nditasid, et poliiP on E.Coli-s vajalik lon proteaasi
aktiveerimiseks antitoksiinide lagundamiseks. PoliiP kiditub kui signaalmolekul, mis
seondudes lon proteaasiga aktiveerib viimase proteoliiiitilise aktiivsuse aminohapete nilja
korral (Akiyama et al., 1992). In vitro on ka ndidatud, et lon proteaasi aktiivsus sdltub poliiP
monomeeride arvust — mida pikem on poliiP, seda rohkem ta lon proteaasi stimuleerib. T#htis
on mainida, et PoliiP on ainuke siiani teadaolev lon proteaasi aktivaator ning lon proteaas
osaleb viga mitmete valkude, sealhulgas ka niiteks vabade ribosoomi valkude lagundamisel
(Kuroda et al., 2001). On nédidatud, et lon proteaasi kodeeriva geeni deletsioon vihendab
dramaatiliselt persistorite hulka kultuuris (Maisonneuve et al., 2013). Lon proteaas lagundab
koiki siiani avastatud tiitip II antitoksiine E.Coli-s, indutseerides persistentsust (Maisonneuve

etal., 2011).
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Kokkuvdttes - maisonneuve ja teised demonstreerisid, et persistorite taset mojutavad olulisel
maédral (p)ppGpp ja eelmise siintetaasid (RelA, SpoT), poliiP, poliiP fosfataas (PPX) ja kinaas
(ppk), lon proteaas ning tiiiip II toksiin-antitoksiin siisteemid nii tavatingimustes kui ka
sisinikunélja korral. Eelnev molekulaarse kaskaadi kirjeldus vdib jitta mulje, et tegemist on
viga tapselt reguleeritud mehhanismiga. Tegelikult aga on olukord palju kirjum — nimelt on
niidatud, et juba (p)ppGpp tase varieerub iiksikutes rakkudes stohhastiliselt, pohjustades
seeldbi likskute persistorite teket. (p)ppGpp stohhastilise kdikumise pohjust ei ole teada, kuid
spekuleeritakse, et see vOib tuleneda mikronéljast liksikutes rakkudes (Maisonneuve et al.,
2013). Samuti on tdhtis méarkida, et (p)ppGpp-1 on mitmeid sihtmérke (Kanjee et al., 2012)
ning PPX ei pruugi olla neist ainuke, mis persistorite teket indutseerib (Maisonneuve et al.

2013).
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3.4 Persistorite uurimine ja drkamiskineetika

Persistorite uurimiseks on vajalik nad iilejddnud kultuurist eraldada. Levinuim meetod on
antibiootikumiga bakterite liitisimine, hiljuti on pakutud vilja ka ,,liiiitilise kokteili”
protokolle, kus bakteritsiidina kasutatakse ainete segusid (Cafias-Duarte et al., 2014). Kiill aga
on tdhtis mérkida, et sellise eraldusviisiga kaasneb probleem, mida ei ole siiani suudetud
taielikult lahendada — nimelt on antibiootikumi suhtes tolerantsed nii persistorid kui ka
“elujoulised, kuid mittekultiveeritavad” bakterid (Oliver, 2005). Katsed néitavad, et
persistorid moodustavad alla 20% liiiisimata rakkudest (Luidalepp et al., 2011). Nagu paljude
muude eelnevalt mainitud omaduste puhul, iseloomustab ka persistorite drkamist suur
varieeruvus. Nditeks keskkonnast voetud proovidel on dokumenteeritud rakkude drkamist
isegi mitmete kuude parast (Buerger et al., 2012), ning paljud neist ei hakkagi kunagi
(laboris) kasvama. On ka ndidatud, et persistorite arvukust mdjutab inokuleerimiseks
kasutatud kultuuri vanus (statsionaarses kasvufaasis oldud aeg), ning lisaks - mida vanem on
inokuleerimiseks kasutatud kultuur, seda kauem ldheb persistoritel aega soikeseisundist vilja
tulemisega (Luidalepp et al., 2011). See on kooskdlas persistorite teket kisitlevas peatiikis
mainitud ,, bet-hedging” strateegia teooriaga - ajaliselt heterogenne drkamine tagab samuti
kultuurile suurema ellujddmuse. Joers ja teised pakkusid 2010. aastal vilja, et kuna persistorid
jatkavad ajas ,,drkamist”, siis on nendele sobilik iseloomustamisviis ajast soltuv tapmiskover,
nagu néiteks Joonis 1. Nad néitasid ka, et persistorite drkamiskiirus on persistorite
tapmiskoveral limiteeriv faktor. Niiteks ampilitsiini puhul kajastab tapmiskdver mitte
antibiootikumi aeglast tapmist vaid persistorite uuesti haavatavaks muutumist, s.o drkamist
(Joers et al., 2010). On ndidatud, et persistorite sageduse erinevus metsiktiive ja deletsiooniga
tiivede vahel oleneb viga suurel médral kultuuri vanusest — néditeks hipA7 mutandi voime
moodustada rohkem persistoreid ilmnes ainult siis, kui inokulum oli voetud statsionaarse
kasvufaasi alguses, hilises statsionaarses kasvufaasis inoulumi puhul seda erinevust sisuliselt
polnud (Luidalepp et al., 2011). Niisiis, persistorite drkamine on ajas vidga heterogeenne
(Joers et al., 2010) ning enamasti moddetakse persistoreid antibiootikumitdstluse jargse
kasvama hakkamise kaudu. Lisaks, moodtes bakterite arvukust enne ja peale
antibiootikumitdotlust, ona voimalik arvutada ka vahepeal drganud persistorid, sest kdik
persistorid, mis drkavad tootluse ajal, liitisuvad. Jders ja teised leidsid seoseid ka persistorite
arkamise kineetika (ja sellest tuleneva tapmiskdvera) ning kasutatud vedelsootmete vahel,
milles bakterid antibiootikumit6otluse ajal viibisid. Nad niitasid ka, et véarske s6ode enne
antibiootikumitootlust ergutab persistorite drkamist (Joers ef al., 2010). On ka mérgitud, et LB

lahuse autoklaavimine voib tuua sisse kdikumisi tulemustes (Luidalepp et al., 2011).
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Koik kéesolevas peatiikis mainitud faktorid voivad pohjustada katsevigu ning segadusi
tulemuste tdlgendamisel, mispédrast tuleks kasutada véga tdpseid protokolle. Persistorite
uurimiseks sobib lisaks kidesolevas t66s kasutatud metoodikale (antibiootikumitootlusele
jargnev plaatimine ning moodustuvate kolooniate loendamine) ka fluorestseeruvate valkude
kasutamine koos ldbivoolutsiistomeetriaga (Joers et al., 2010; Luidalepp et al., 2011; Shah et
al., 2006). Nditeks on voimalik niimoodi uurida bakterite jagunemist (Luidalepp et al., 2011)
voi fiisioloogilist aktiivsust (Shah et al., 2006). Rakujagunemist on vdoimalik jalgida ka otse
mikoskoobi all, kasvatades baktereid mikrofluiidika (mikroopiliste kanalite) siisteemis

(Balaban et al., 2004).
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3.5 Persistorite uurimise tihtsus

Krooniliste haiguste paradoks on, et need on ravimatud, kuigi haigust pohjustav patogeen ei
ole ravimile resistentne (del Pozo ja Patel, 2007). Paljusid kroonilisi haigusi seostatakse
biofilmidega. Biofilmid on d4rmiselt vastupidavad antibiootikumitdotlusele, omamata selgeid
resistentsusmehhanisme (Costerton ef al., 1999) On néidatud, et see vastupidavus on paljuski
soltuv persistorite olemasolust biofilmis (Spoering ja Lewis, 2001). Broon, Siu ja Lewis
nditasid 2000 aastal, et P. aeruginosa biofilmis leidub viike populatsioon rakke, kes on
antibiootikumi to6tlusele téiesti tolerantsed (Brooun et al., 2000). See uurimus tdi persistorite
uurimise antibiootikumide ja infektsioonide valguses jille paevakorda (Lewis, 2010).
Biofilmis olevad rakud ei ole tihtipeale immuunsiisteemi komponentidele ligipddsetavad.
Seda on nédidatud mitmete bakteriliikide puhul (Jesaitis et al., 2003; Vuong et al., 2004). Kiill
aga on biofilm enamasti ldbitav antibiootikumidele (Walters et al., 2003). Lisaks on leitud, et
biofilmis oleva bakterikoloonia tapmine antibiootikumiga viib iisna sarnase tulemuseni, mis
planktonilise kultuuri puhul — enamus rakke sureb ning viike osa rakke (persistoreid) sdilib
(Spoering ja Lewis, 2001). See tihendab, et antibiootikumid on hetkel parim vdimalus
biofilme moodustavate infektsioonide raviks ning selle raviviisi tdiendamiseks on tidhtis

moista persistoreid.

Sarnaselt hip mutandi selektsioonile in vitro (Moyed ja Bertrand, 1983), on nédidatud, et sama
toimub ka krooniliste haiguste ravimisel. Ravimatu tsiistilise fibroosi patsientidelt (kellele
manustatakse perioodiliselt suures koguses antibiootikume siimptomite leevendamiseks)
voetud proovid néitasid, et mida hilisem P. aeruginosa isolaat, seda kdrgem on laboris
testimisel ilmnev persistorite tase. Tdhtis on rohutada, et enamustel isolaatidel ei olnud MIK
suurenenud (vilistades resistentsuse) (Mulcahy ez al., 2010). Hip mutante ja nende
looduslikku valikut inimeses on kirjeldatud ka eukariioodi C. albicans pdhjustatud kandidoosi
puhul vihihaigetel. Nimelt, patsientidel, kellel ei suudetud seennakkust ravida, oli nakkuse
pohjustajaks pea eranditult hip mutant (vorreldes patsientidega, kellel raviti pdletik 3 nadala

jooksul) (Lafleur et al., 2010).

Eelnevast tulenevalt pakkus Kim Lewis vélja, et persistorid ning hip mutandid voivad
mingida védga suurt, kui mitte pohilist rolli erinevate akuutsete krooniliste (niditeks
tuberkuloos), haiguste arengus ja ravimatuses ning seetdttu tuleks nende uurimisele rohkem
tdhelepanu poorata (Lewis, 2010). Uks voimalik strateegia persistorite hiivitamiseks oleks
kasutada lisaks antibiootikumile ka teatud adjuvanti, mis muudab mérklaud-rakud ravimi

suhtes tundlikumaks (Allison et al., 2011), kuid in vitro vdib sarnase tulemuse saamine olla
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erinevatel pohjustel viga keeruline (nditeks adjuvandi piisava kontsentratsiooni saavutamine
infektsioonikoldes). V&ib loota, et tulevikus leitakse selline antibiootikumi ja adjuvandi
kooslus, mille puhul piisab ka viimase viga viikesest kontsentratsioonist. On vélja pakutud
ravimieellaste idee — ithendid, mis sisenevad bakterirakku ning konverteeritakse seal bakteri

enda poolt antibiootikumiks (Lewis, 2007)
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4 Eksperimentaalosa

4.1 To06 eesmargid

Kéesoleva bakalaureuset6o kaks kiisimust késitlevad katsetingimuste moju persistorite
esinemissagedusele:
- Joers jt (2010) t66 pohjal piistitasime kiisimuse, kas E. Coli persistorite arv sdltub
sellest, millist tardsdodet plaatimisel kasutada?
- Teine kiisimus uurib kasvufaasi ja tuntumate persistor-geenide omavahelist seost.
Kuidas soltub persistorite teket mojutavate geenide (relA, ppk ning /on) moju kultuuri

kasvufaasist?
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4.2 Materjal ja metoodika

4.2.1 Bakteritiived

Kiesolevas t60s kasutasin E. Coli K12 laboritiivesid MG1655 ja BW25113 wt, BW25113
ArelA, BW25113 Appk ning BW25113 Alon. T66 autor ei ole ise ithegi kasutatud tiive

konstrueerija, deletsioonmutandid on pirit Keio kollektsioonist (Baba et al., 2006).

4.2.2 Kasutatud kasvusootmed ning lahused

Tardsootmetena kasutasin LB agarit (Difco™ LB Agar, Lennox), R-2A agarit (Fluka™ R-2A
Agar) ja MHB (BBL™ Mueller Hinton II Broth) ning M9 (Anon 2010) s66tmeid.
Vedelsootmena kasutasin Lennox LB s6odet (Difco™ LB Broth, Lennox). LB vedels66de
steriliseerimiseks kasutasime filtreerimist, sest on ndidatud, et autoklaavimine voib tuua sisse
soovimatuid kdikumisi persistorite ja mittejagunevate rakkude arvukuses (Luidalepp et al.,
2011). Kasutatud sootmete koostised on toodud Tabelis A. Lahjenduste tegemiseks ja
puhverlahusena kasutasin kas LB vedelsoodet voi 1xPBS fosfaatpuhvrit. Antibiootikumidest
kasutasin jargnevaid lahuseid: ampitsiliini (kontsentratsiooniga 100 pg/ml), ofloksatsiini
(kontsentratsiooniga 5 pg/ml) ning ciprofloksatsiini (kontsentratsiooniga 100 pg/ml).

Mainitud lahuste ja so6tmete valmistusjuhendid on Lisas B.

Tabel 1- Toos kasutatud tardsootmete koostised (1 liitri kohta). LB vedels66tme koostis oli sama mis
LB tards66tmel, kuid ilma agarita. S66tmete tegemine on kirjeldatud lisas B

LB MHB R-2A M9
17.5 g kaseiini 0.5 g kaseiini 128 g

10 g triiptoon hiidroliisaat hiidroliisaat Na,HPO4

S5 g parmiekstrakt | 3 g lihaekstrakt 0.5 g parmiekstrakt 3 ¢ KH2PO4

5g NaCl 1.5 g tarklis 0.5 g peptoon 0.5 g NaCl

15g agar 15g agar 0.5 g tirklis 1 g NH4C1
0.5 g gliikkoos 2 g gliikkoos
0.3 g KbHPO,4 0.1 mM CaCl,
0.024 g MgSO4 2 mM MgSOq4
0.3 g Na-piiruvaat 15g agar
15g agar
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4.2.3 DMSO siilituskultuuride tegemine

Kultuuride inokuleerimiseks kasutasin 50 ul 8% DMSO siilituskultuure (Agpo ~ 0.6). Detailset

DMSO stokkide tegemise protseduuri vaata lisas A

4.2.4 Bakterikultuuri kasvatamine ja persistorite arvukuse méiiramine erinevatel

tardsootmetel

Katses kasutasin kahte erinevat antibiootikumi — ofloksatsiini ning ampitsiliini. Mdlema
antibiootikumi to6tluse puhul oli kasutusel olev katseskeem suures osas identne: Inokuleerisin
3ml LB vedelsoodet 50 ul DMSO stokiga ning seejirel panin need kultuurid 37°C loksutile
(Sanyo, 180 rpm) 16 tunniks kasvama. Seejdrel tegin kultuuridest 1000 kordsed lahjendused
10ml LB vedelsootmesse ja panin need uuesti 37°C loksutile kasvama. Peale kolme tundi
votsin igast kultuurist 100 pl proovi, millest tegin 16 000 kordse lahjenduse ja plaatisin
saadud lahjenduse neljale erinevale tardsootmele (LB, MHB, RA, M9) — see hetk on
kujutatud tulemuste osas joonisel 3 kui Oh. Peale proovi votmist lisasin kultuuridele
antibiootikumi: kas ampilitsiini 16ppkontsentratsiooniga 100 pg/ml vdi ofloksatsiini
16ppkontsentratsiooniga 5 pg/ml. 1h, 2h, 3h ja 5h peale antibiootikumitootlust votsin
ampilitsiiniga t6odeldud kultuuridest proove ning plaatisin need neljale erinevale
tardsootmele. Oflksatsiini puhul tsentrifuugisin proovi 5 minutit (5000 G, toatemperatuuril),
eemaldasin supernatandi ning resuspendeerisin rakud vordses koguses LB vedelsootmes.
Kordasin tsentrifuugimist ja resuspendeerisimist ning plaatisin proovid tardsootmetele. Peale
plaatimist inkubeerisin Petri tasse 20h 37°C juures (M9 plaate 2 pieva). Seejirel loendasin
kolooniad ning arvutasin nende arvu ja lahjenduste pdhjal kolooniaid moodustavate bakterite

arvu ithe milliliitri kohta (CFU/ml).

4.2.5 Persistorite arvukuse mairamine kultuuri kasvades

Inokuleerisin 3ml virskelt valmistatud LB vedelsoddet SO ul DMSO stokiga ning seejérel
panin need kultuurid 37°C loksutile (Sanyo, 180 rpm) 16 tunniks kasvama. Seejérel tegin
kultuuridest 100 kordsed lahjendused 50ml LB vedelsootmesse (kujutatud joonisel 4 kui 0 h)
ja votsin igast kultuurist 100 ul proovi lahjenduste tegemiseks, mille pohjal médrasin bakterite
arvu enne antibiootikumi t66tlust. 50 ml LB kolbidest votsin lisaks igast tihest 3ml proovi,
panin need steriilsetesse katseklaasidesse, lisasin CIP-1 10ppkontsentratsiooniga 1 pg/ml ning

22



seejarel panin need 5 tunniks loksutile kasvama. 100 ul proovidest lahenduste tegemisel
kasutasin mikrotiiterplaati ning lahjendamiseks 1x PBS-i. Lahjendatud proovid plaatisin LB
tards6otmega tassidele (Esimeses korduses plaatisime 4-5 rida 5 pl tilku 20-kordsete
lahjenduste seeriast, mille pohjal sain teada sobivad lahjendused teiseks ja kolmandaks
korduseks, kus plaatisin 50 ul sobivat lahjendust iihele LB tassile ning ajasin klaasspaatliga
laiali). Niimoodi toimisin ka igas jdrgnevas ajapunktis (1h, 2h, 3h, 4h, 5h ja 6h). Peale 5Sh CIP
tootlust votsin 1ml proovi, tsentrifuugisin seda 5 minutit (5000 G, toatemperatuuril),
eemaldasin supernatandi ning resuspendeerisin rakud samas koguses LB vedelsootmes.
Seejarel kordasin tsentrifuugimist ja resuspendeerisin bakterid 1x PBS-is ning plaatisin LB
tards6otmega tassidele (Esimeses korduses plaatisin 4-5 rida 5 pl tilku 20x lahjenduste
seeriast, teises ja kolmandas plaatisime 50 pl sobivat lahjendust iihele LB tassile). Peale
plaatimist inkubeerisin koiki Petri tasse 24h 37°C juures. Seejérel loendasin kolooniad ning

arvutasin nende ja lahjenduste pohjal CFU/ml.
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4.3 Tulemused

Kéesoleva t06 eesmérgiks oli uurida kahe faktori seoseid persistorite arvukusega
bakterikultuuris:

1) persistorite iiles kasvatamiseks (e. ellu jaanud bakterite loendamiseks) kasutatav tardsoode
(peale antibiootikumitootlust) ja;

2) kultuuri kasvufaasi ja (p)ppGpp indutseeritud persistentsusega seotud deletsioontiivede (A

relA, A ppk, A lon) interaktsioon.

4.3.1 Kasutatava tardsootme moju persistorite arvukusele

Selles katses modtsin persistorite arvukust kiilvates rakud iihest ja samast antibiootikumiga
inkubeeritud kultuurist neljale erinevale tardséotmele. Peale 16 h + 3 h (vahepeal tegin
lahjenduse 1:1000) 37°C loksutil kasvatamist to6tlesin kultuure viie tunni jooksul kas
ampitsilliini voi ofloksatsiiniga. Plaatisin proove enne (Oh) ning neljal erineval ajapunktil
peale antibiootikumi lisamist (1h, 2h, 3h, Sh), mille pdhjal konstrueerisin vastavad
tapmiskoverad. Saadud tulemused on kujutatud Joonisel 3.

Enamus kasutatud s6dtmete ja antibiootikumi kombinatsioonide puhul mérkimisvadrseid
erinevusi polnud, kuid iillatav oli R-2A agari tulemus ampitsilliini td6tluse puhul (Joonis 3,
A). Varreldes persistorite arvukust peale kahe erineva antibiootikumi t66tlust, on néha, et
ofloksatsiin suudab tappa kogu kultuurist vahem rakke kui ampitsilliin. Ofloksatsiin tappis
koik antibiootikumile tundlikud rakud dra esimese tunni jooksul, edaspidise ofloksatsiini
inkubatsiooni jooksul ellu jidivate rakkude (persistorite) arv ei muutunud (joonis 3, B).
Ampitsilliin tappis samuti enamuse rakke esimese tunni jooksul (4-6 suurusjirku), kuid
kolooniate arv vihenes mérgatavalt ka kahe jdrgmise tunni jooksul (joonis 3, A). Tdhtsaim
leid selles eksperimendis oli kolooniate arvu vihenemine R-2A s66tme puhul, eriti iillatav oli,

et selline erinevus tekkis ainult peale tapmist ampilitsiiniga.
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Joonis 3. Tards66tme mdju persistorite arvukusele - persistorite tapmiskdverad peale ampilitsiini (A) ja
ofloksatsiini (B) lisamist. Kasvavatele kultuuridele lisasin: A) ampilitsiini 1dppkontsentratsiooniga 100 pg/ml
voOi; B) ofloksatsiini 1dppkontsentratsiooniga 5 pg/ml. Hetk enne (0 h) ning 1, 2, 3 ja 5 h peale antibiootikumi
lisamist votsin proovi, mis plaatisin neljale erinevale sodtmele — R-2A, MHB, LM ning M9. X-telg tihistab
aega antibiootikumi lisamisest vedelsootmesse, y-telg tihistab kolooniaid moodustavate bakterite arvukust ml
kohta log-skaalal Arvukused tdhistavad ampilitsiini puhul nelja, ofloksatsiini puhul kolme korduse keskmisi
(v.a ampilitsiini puhul : M9 5 h— 3; R-2A 3 h ja R-2A 5 h — 2 kordust), veajooned tihistavad standardhilbeid.

4.3.2 Persistorite teket mojutavate geenide soltuvus kultuuri kasvufaasist

Selles katses uurisin kolme deletsioontiive (A relA, A ppk, A lon) ja metsiktiiiibi persistorite
arvukuse muutust kultuuri kasvades. Selleks koostasin nende tiivede bakterite ja persistorite
kasvukoverad, kasutades selleks kolooniate loendamise meetodit. Reinokuleerisin 16 h 37 °C
loksutil kasvanud kultuurid vérskes vedelsootmes ning votsin kaks proovi iga tunni tagant
jargnevad seitse tundi. Esimese proovi plaatisin LB tardsodtmele (mille pohjal kalkuleerisin
bakterite kasvukovera) ning teisele proovile sai osaks 5 h CIP t66tlus, peale mida plaatisin ka
need LB tardsdotmele (nende pohjal konstrueerisin persistorite kovera).

Katse tulemustest selgus, et bakterikultuuri kasvufaas mgjutab ArelA, Appk, Alon persterite
arvukust. Kuni neljanda tunnini persistorite absoluutarv oluliselt ei muutunud, aga kuna
kultuur kasvas ning antibiootikumitundlike rakkude arv suurenes, siis persistorite osakaal
kogu bakteripopulatsioonis esimese nelja tunni jooksul vihenes. Peale neljandat tundi algas
uute persistorite (tiitip II) moodustumine ja persistorite arvukuse tiivedevahelised erinevused
vihenesid. Lisaks eristus teistest deletsiooniga tiivedest selgelt ka Alon vdiksema persistorite
arvukusega. Joonisel 4 nédidatud erinevate tiivede arvukused seitsme tunni 16ikes néitavad, et
erinevused persistorite arvukuses varieeruvad iisna suurel méiral olenevalt kasvufaasist.

Lisaks eristusid tulemustes selgelt ka tiiiip I ning tiitip I persitorid (Joonis 4).
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Joonis 4. Persistorite teket mdjutavate geenide sdltuvus kultuuri kasvufaasist. Tegin 100 kordse
lahjenduse statsionaarsetes kasvufaasides olevastest kultuuridest (inkubeeritud 16 h 37°C loksutil)
ning jdlgisin nende kasvu plaatimismeetodit kasutades. Punktiiriga jooned tdhistavad kolooniad
moodustavate bakterite arvu peale 5 h CIP tootlust. Ulemised jooned niitavad sama enne
antibiootikumi to6tlust (ehk tegemist on tavalise kasvukdveraga). X-telg tdhistab aega kultuuri

inokuleerimisest vedels6dtmesse, y-telg tihistab kolooniaid moodustavate bakterite arvukust ml kohta

log-skaalal, wt — metsiktiilip. Arvukused tdhistavad kolme korduse keskmisi (v.a persistorite puhul:
Alon 0 h, wt 0 h, ArelA O h, Alon 1 h - 2 kordust), veajooned tdhistavad standardhélbeid.
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4.4 Arutelu

Oma bakalaureusetdd uurisin keskkonnatingimuste moju persistorite arvukusele. Katsete
kiigus kinnitasin mondasid eelnevaid katseid ning nigin ka ootamatuid leide.Viga iillatav on
esimese katse tulemustes persistorite arvukus R-2A tardsootmel ampilitsiini tootluse puhul
(joonis 3). Oluline on mérkida, et kolooniate arvukus enne antibiootikumitdotlust ning
persistorite arvukus ofloksatsiini puhul oli teiste s60tmetega viga sarnane, ndidates, et see leid
iseloomustab: 1) ainult persistorite drkamist; 2) drkamist ja kolooniate moodustumist
ainultampitsillinitootluse jarel. Selline tulemus demonstreerib ilmekalt, et persistorite
detekteerimisel kasutatud bakteritsiidi ja plaatimiseks kasutatud tardso6tme vahelised
tundmatud interaktsioonid voivad mdjutada katsete tulemusi. Mingil pdhjusel drkas
ampilitsiiniga toodeldud LB vedelsootmest kultuuride iimberkiilvamisel tardsodtmetele R-2A
puhul 1-2 suurusjiarku vihem baktereid. See on vastuolus sellega, R-2A tardsodde loodi just
spetsiaalselt ,,norgukeste” kultiveerimiseks. R-2A arendati nimelt selleks, et isoleerida
joogiveest aeglaselt kasvavad baktereid, mis tavaliste kasvusootmete peal jddvad kiiremini
kasvavate liikide poolt represseerituks (Reasoner ja Geldreich, 1985). See tulemus voib endas
sisaldada kasulikke teadmisi persistorite drkamismehhanismide vdi parema elimineerimise
kohta ning vajaks mdistmiseks edasist uurimist. Esimeses katses dokumenteeritud erinevus
ampilitsiini ja ofloksatsiini tapmise kineetikas néitab ka, et koik persistorid ei ole
universaalselt tolerantsed koigi bakteritsiidsete ravimite suhtes, ning tdenédoliselt eksisteerib

bakterikolooniates mitu erinevat persistorite alampopulatsiooni.

Maisonneuve ja teised niitasid eelmisel aastal, et ppk, lon ja relA geenilookused on otsustava
tdhtsusega persistorite moodustamisel (Maisonneuve et al., 2013). Kiesoleva too teises katses
niitasin, et kui bakterikultuurid ldhenevad statsionaarsele faasile, siis nende geenide olulisus
viheneb oluliselt. Persistorite arvukuste erinevused on suuremad log kasvufaasis ning kultuuri
lahenemisel statsionaarsele kasvufaasile erinevused vihenevad. Loomulikult kinnitasime
seeldbi ka eelnevaid tulemusi mainitud valkude olulisusest persistentsuse tekkes, mida
Maisonneuve ja teised 2011. aastal uurisid (Maisonneuve et al., 2011). Alon moodustas
mirgatavalt vihem persistoreid kui iilejadnud 3 tiive. Teise katse tulemused néitavad ka, et
ppk, lon ning relA geenid mojutavad rohkem eelmisest statsionaarsest faasist (tiitip I) parit
persistorite ning vihem tiitip II persisorite arvukust.

Samuti on mérkimisvéérne, et Appk iisna vihene erinevus metsiktiiiibist voib viidata et:

1) Lon proteaasi aktiivsus on poliiP-st vihem soltuv kui seniarvatud (sest poliiP-d ei tohiks
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Appk tiives iildse moodustuda);
2) Lon proteaasil voib olla ka moni teine aktivaator. Praegune konsensus selle koha pealt et
lon proteaasil on ainult iiks aktivaator — poliiP, pohineb ainult in vitro katsetele ning elusrakus

on tingimused palju mitmekesisemad ja keerulisemad.

Kdik need tulemused toetavad praegu valdkonna levinuimat arvamust, mille kohaselt
persistorite teket reguleerivad viiga mitmed ja tdendoliselt kattuvad molekulaarsed
mehhanismid (Maisonneuve et al., 2013; Maisonneuve ja Gerdes 2014; Balaban et al., 2013).
Ka evolutsiooniliselt on kasulik véimalikult mitmekesine olla - niditeks kui iiks
regulatsioonirada mingi geeni mutatsiooni tottu ei toota, siis mingi teine rada hoolitseb ikkagi
persistorite produktsiooni eest ning kultuur elab rasked tingimused iile. Ppk puudulik tiivi
(Appk) ei tohiks poliiP-d moodustada ning vastavalt Maisonneuve ja teiste (p)ppGpp-
indutseeritud persistentsuse mudelile ei tohiks siis persistoreid ju ka tekkida. Kuid (p)ppGpp-
st sOltuv kaskaad ei saa olla iiks ja ainus persistorite tekkimise mehhanism ning lon proteaas
ei saa olla ainuke antitoksiinide lagundaja. Loomulikult jdidb ka voimalus, et on ka tiiesti
teistsuguseid, toksiin-antitoksiinsiisteemidest erinevaid mehhanisme persistentsuse tekkeks.
Kéesoleva to6 tulemused néditavad ka, et geenide moju persistorite tekkele on varieeruv ning
oleneb sellest, kuidas, ning mis vahenditega eksperimente 1édbi viia. Tulemuste olulisuse
kinnitamiseks peaks kordama katseid ning tegema ka statistilise analiiiisi. Kuna iiksikute
rakkude geenide avaldumises on nédidatud suurt varieeruvust (stohhastikat), siis tdpsemate
tulemuste saamiseks peaks ldbi viima teistsuguse iilesehitusega katseid, kasutades ka

ldabivoolutsiitomeetrit, mis voimaldaks moota iiksikuid rakke, mitte kolooniaid.
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5 Kokkuvote

Kéesolevas t60s uurisin katsetingimuste moju prokariiootse mudelorganismi E. coli
persistorite esinemissagedusele. Katsete tulemustest selgus, et erinevused persistorite
arvukuses ArelA, Appk, Alon ja metsiktiive vahel on suuremad logaritmilises kasvufaasis ning
vihenevad kultuuride joudmisel statsionaarsesse kasvufaasi. Samuti leidsin huvitava tulemuse
seoses persistorite iiles kasvatamisega tardsodtmel — ampilitsiiniga toddeldud ning R-2A
agarile plaaditud kultuur moodustas oluliselt vidhem kolooniaid. Oluline on mérkida, et efekt
oli antibiootikumipdhine. Saadud tulemustest voib jiareldada, et persistentsust médédravate
geenide moju sOltub kultuuri kasvufaasist ja seelédbi ka katsetingimusest. Samuti kinnitasin

arvamust, et (p)ppGpp-st soltuv kaskaad ei saa olla ainuke persistorite tekkimise mehhanism.
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6 Summary

The effect of growth conditions on the levels of persisters in Escherichia coli

Henri Ingelman

Persisters are multidrug tolerant bacteria, which resume growth after removal of antibiotic
from environment. Understanding persister cells is important because they are correlated with
biofilms and therefore influence courses and treatment of many chronic infections and
diseases. Studying persisters is complicated because persister levels depend on many
environmental and intrinsic factors, for example growth medium, carbon source, temperature,
levels of antibiotics, growth phase of culture etc. This thesis focused on :

1) the effects of growth medium choice on the levels of persisters and;

2) the effect of growth phase on persister levels in relA, ppk and lon deletion strains.

The results showed that the differences between ArelA, Appk, Alon and wild type strains are
bigger in logaritmic growth phase and decrease when the culture starts reaching the stationary
phase. We also examined an interesting result regarding persisters treated with ampilicin and
plated on R-2A agar — the number of persisters was much lower than with other agars or with
another antibiotic (ofloxacin). It was concluded that the effects of genes on the number of
persisters depends on the growth phase of the culture and therefore, also on the experimental
design. Also the results support the notion that (p)ppGpp dependent pathway can not be the

only mechanism behind persisters.
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8 Lisad

Lisa A — Protokollid

LB vedelsootme valmistamine

1.

Lahusta 1 ml Difco™ LB Broth, Lennox dehiidreeritud séddet 50 ml destilleeritud
vees (10ppkontsentratsioon 20g/1).
Filter-steriliseeri, kasutades 0.2 um poori suurusega membraanfiltrit.

Kasuta iihe nddala jooksul

LB tardsootmega tasside valmistamine

1.

Lisa 7 g Difco™ LB Agar, Lennox dehiidreeritud soodet 200 ml destilleeritud veele
(Ioppkontsentratsioon 35g/1). Vildi suuri klompe, sega magnetsegajal.

Kuumuta mikrolaineahjus aegajalt segades kuni keemiseni. Keeda iiks minut aegajalt
segades, et lahustada agar.

Autoklaavi 121°C juures 15 minutit.

Vala 20 ml kaupa 10 cm 1labimddduga Petri tassidele, kui lahus on jahtunud umbes

55°C peale.

MHB (Mueller Hinton II Broth) tardsootmega tasside valmistamine

1.

Lisa 4.4 g BBL™ Mueller Hinton II Broth (Cation-Adjusted) dehiidreeritud s6odet
200 ml destilleeritud veele (10ppkontsentratsioon 22g/1), sega magnetsegajal.
Kuumuta mikrolaineahjus aegajalt segades kuni keemiseni. Vildi tilekuumutamist!
Lisa 3 g Bacto™ agarit (agari 1oppkontsentratsioon 15g/1)(Difco™). Vildi suuri
klompe — sega magnetsegajal. Keeda iiks minut aegajalt segades, et lahustada agar.
Vildi iilekuumutamist!

Autoklaavi 121°C juures 15 minutit.

Vala 20 ml kaupa 10 cm 1labimddduga Petri tassidele, kui lahus on jahtunud umbes

55°C peale.

R-2A tardsootme tasside valmistamine

1.

2.

Lisa 3.624 g Fluka™ R-2A Agar dehiidreeritud soodet 200 ml destilleeritud veele
(1oppkontsentratsioon 18.12g/1). Vildi suuri klompe, sega magnetsegajal.
Kuumuta mikrolaineahjus aegajalt segades kuni keemiseni. Keeda iiks minut aegajalt

segades, et lahustada agar.
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3. Autoklaavi 121°C juures 15 minutit.
4. Vala 20 ml kaupa 10 cm 1dbimddduga Petri tassidele, kui lahus on jahtunud umbes

55°C peale.

M9 tardsootmega tasside valmistamine (Anon, 2010)
1. Lisa 3 g Bacto™ agarit (agari Ioppkontsentratsioon M9 s6otmes 15g/1)(Difco™) 150
ml destilleeritud veele. Vildi suuri klompe — sega magnetsegajal.
2. Kuumuta mikrolaineahjus kuni keemiseni ning keeda iiks minut aegajalt segades, et
lahustada agar.

3. Autoklaavi 121°C juures 15 minutit.

b

Lisa 200 ul CaCl, lahust (100mM, autoklaavitud) 150 ml soojale agari ja vee segule,
sega hoolikalt.

Lisa 400 ul MgSOg4 lahust (1M, autoklaavitud), sega hoolikalt.

Lisa 40 ml 5xM0 filter-steriliseeritud lahust(Anon 2006), sega hoolikalt.

Lisa 2 ml gliikoosi lahust (20%), filter-steriliseeritud), sega hoolikalt

® N N W

Vala 20 ml kaupa 10 cm 1abimddduga Petri tassidele, kui lahus on jahtunud umbes

55°C peale.

Fosfaatpuhvriga soolalahuse (PBS) valmistamine
1. 10x PBS lahuse valmistamiseks lahusta 2 g KCl, 2.4 g KH,PO,4, 80 g NaClja11.45 g
Na,HPO, 800 ml destilleeritud vees, tdida kuni iihe liitrini(viide - PBS 10x).
2. Lahjenda 1:10 destilleeritud vees, et saada 1x PBS.

3. Autoklaavi 121°C juures 15 minutit ning séilita toatemperatuuril.

Ampilitsiini lahuse valmistamine (Andrews, 2001)
1. Lahusta ampilitsiini naatriumisool destilleeritud vees kontsentratsioonil 100 mg/ml.

2. Siilita 4°C peal ning kasuta iihe nddala jooksul.

Florokinoloonide (ofloksatsiin ja ciprofloksatsiin) lahuse valmistamine (Andrews, 2001)
1. Lahusta antibiootikum 0.1 M NaOH lahuses kontsentratsioonil 5 mg/ml (ofloksatsiin)
ja 0.1 mg/ml (ciprofloksatsiin).

2. Siilita -20°C juures ning kasuta kolme kuu jooksul.
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Bakteristokkide tegemise protseduur
1. Inokuleeri 20 ml LB soddet bakteritega virskelt plaadilt 100 ml kolvi.
2. Pane kultuur kasvama 37°C loksutile. Mddda aeg-ajalt optilist tithedust ( 600 nm
juures.
3. Kui optiline tihedus on umbes 0.6, siis sega steriilses 15 ml anumas 9,2 ml kultuuri ja
0.8 ml DMSO-d (dimetiiiil sulfoksiidi).
4. Jaga 100 pl kaupa PCR-topsidesse. Kiilmuta ja sdilita -80°C juures.

38



Lisa B

Kéesoleva t00 katsetulemusi kasutati jirgneva artikli koostamisel:

Measuring persister levels in Escherichia coli
cultures

Niilo Kaldalu, Arvi Joers, Henri Ingelman and Tanel Tenson*

Institute of Technology, University of Tartu,
Nooruse 1
Tartu 50411

Estonia

*Corresponding author: Tanel.Tenson@ut.ee

Phone: (372) 5344 5202

39



Summary

Genetically homogenous bacterial cultures contain persisters, cells that are not killed by bactericidal
antibiotics. These cells are suggested to be involved in establishment of chronic infections. The
persister levels depend on growth conditions. Here we discuss the parameters that have to be

considered when measuring persister frequencies and provide a sample protocol to do it.

Key words: Antibiotic; Persister; Antibiotic tolerance; Ampicillin; Fluoroquinolones
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1. Introduction
In 1944, Joseph Bigger studied bactericidal action of penicillin on staphylococcal cultures. He found

that some bacteria are able to evade killing and regrow after the treatment. Dr. Bigger called these
cells persisters and either described or predicted several basic features that define such surviving
minority. Besides, he concluded that persisters must be in part responsible for the limited success of
antibiotic treatment against infections(1). Seventy years later, the main conclusions of his research
have been confirmed and elaborated by many laboratories using several different bacterial species.It
is amazing, how manyBigger's early observations hold true, including the complaint that
“irregularities and inconsistencies occurred in almost all experiments of this type” (1).Below,
wereviewprincipalconceptsof persister research and try to look how much some of the researchers’

findings depend on experimental setup.

7.1 Phenotypic tolerancevsphenotypic resistance
Persisters are defined as bacteria that are tolerantto bactericidal antibiotics; they are able to survive

the drug treatment but are not able to grow in the presence of the drug(1,2). If bacteria grow in the
presence of the drug, they are called resistant. The phenomenon of persistence is phenotypic;a
culture that was started from clonal descendants of a persister cell contains persisters at the same
frequency as the original parental culture(1,3). Over several years, persister cells have been
considered as non-replicating cells(2). According to a central concept of the field, the non-growing,
i.e. non-dividing state is crucial to persistence. Bacterial cultures contain individual cells that stay
non-replicating in conditionsenabling growth(4-6).These cells can survive treatment with antibiotics
and, if theyresumegrowth after the removal of the drug, these bacteria are called persisters (Fig. 1A).
It is a matter of debate if such heterogeneity of the population is a survival strategy(7-9) or reflects
different extent of unavoidable damage to the cells (10).

Recently, it has been reported that some persisters might be actively proliferating: in
Mycobacterium, the surviving subset of bacteria can have highly active efflux pumps(11)or express
catalase-peroxidase, which is necessary for killing by isoniazid, in stochastic pulses(12).In these
instances, surviving cells are replicating, not quiescent. It has been also suggested that some of the
persisters in E.coli are actively dividing (6). The concept of actively growing persisters raises
terminological discrepancies. Resistance is usually determined genetically but still, the genetic
component is not part of the definition. Mechanisms of phenotypic antibiotic resistance have been
describedrecently(13,14) and occurrence of non-canonical, phenotypic resistance due to the growth
conditions and metabolic state of bacteria is well-known to the microbiological community (15). The

mycobacterial “dynamic persistence” (11,12)would fall under phenotypic resistance as well.
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Replicative dormancy of persisters does not necessarily mean the lack of metabolic activity. It is
intuitively reasonable to suggest, that “shutdown of a target function” (i.e., cell wall synthesis,
protein synthesis or DNA replication) “will prevent the lethal action” of the drug (16). However in
dormant cells not all the targets are equally inactive. For example, the same persister cells of E. coli
log phase cultures that are tolerant to fluoroquinolones and cell-wall synthesis inhibitors are killed
effectively by aminoglycosides, a group of antibiotics that targets protein synthesis and causes
mistranslation(17,5,18). Such killing is dependent on the membrane potential of these cells, which is
required for the uptake of aminoglycosides. Membrane potential is created due to the active
metabolism and depends on the nutrients provided. Therefore, whether the nongrowingsubset of
bacteria is killed by aminoglycosides, depends on the carbon source of the growthmedium(17).
Consequently, persisters may have at least limited activity of protein synthesis, metabolism and

membrane transport (19).

7.2 Typeland type Il persisters
Joseph Bigger acknowledged that some bacteria “are in the persister phase when inoculated into

fresh medium, but the condition is induced in others by their new environment” (1). Such distinction
defines two groups of persisters that either retain dormancy acquired in the stationary phase (Type I)
or fall into dormancy during growth (Type ll)(4). If antibiotic is supplied at the very moment of
inoculation of the culture(5), in the lag phase, or in the early logarithmic phase then the surviving
persisters belong to type |. At early stages of growth, the number of persisters does not increase(Fig.
1B).Type | persisters are lost in the course of repeated cycles of dilution and growth into early log
phase (3).

Type Il persisters are formed when a growing culture starts approaching to the stationary phase.
When nutrients are depleting and growth conditions deteriorate, their number is progressively
increasing and they make up a great majority of the persister fraction (3) (Fig. 1B). In this state,
functional stress response circuits (e.g. ppGpp synthesis) are important for type Il persister formation
but lack of these stress responses still does not fully stop formation of new persister cells (20,21). In
addition to the nutrient depletion, new persister cells are generated in response to many different

stress conditions (see below), including low concentrations of antibiotics (22-24).

7.3 Visualizing and isolating persisters
The cells with different growth rates can be labeled with various fluorescent reporters. The reporter

can either manifest the physiological activity of the cell (25) or cell division rate that dilutes the
fluorescent protein(26,27). Cell division and potential dormancy can be observed directlyin a
microfluidics system under the microscope(4,28). Alternatively, the cell population can be analyzed

either by flow cytometry(5,29,27,25) or by monitoring growth of plated cells (30). For
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Mycobacterium it has been reported that cell divisions can be followed from the loss of a very
unstable plasmid(11,31).

For analyzing the macromolecular content of persisters it is important to physically isolate this
fraction of the population. Lysis with antibiotics(3,32,16)or with alternative agents (33) has been
suggested in the literature as a method to eliminate growing cells. However, it has to be noted that
these methods pool the cells fulfilling the persister definition with the cells that will never be able to
grow again (see next subsection). The nonrecovering population can be considerably higher than the
persister population(5,6,27). Alternatively, cell sorting can be used for isolating bacteria in different
physiological states (6,25). Here three complications arise. Firstly, the amount of material that can be
isolated is much smaller compared to the methods based on cell lysis. Secondly, and more
importantly, the physiological state of the bacteria might be altered by the sorting procedure.
Bacteria are exposed to high pressure during sorting and carefully planned experiments are needed
to control for dormancy induction by the sorting procedure. Finally, separation of persisters from
permanentlynondividing cells remains unresolved. Density gradient centrifugation has been used for
fractionating an E. coli culture into subpopulations(34,35). Although more than 15 fractions have

been described, the connection with the phenomenon of persisters has not been demonstrated (35).

7.4 Persisters and VBNC
It has to be noted that not all nondividingcells resume growth in the usual detection window of one

or two days. In many cases, the cells preserve membrane integrity and are called viable but non-
culturable (VBNC)(36,27). It is currently not clear how many of these cells might finally resume

growth as slow wake-up over several months has been described(37).

7.5 Stationary phase persisters
Most of the bactericidal antibiotics are not effective against stationary phase cultures.

Certainfluoroquinolones, e.g. ofloxacin, ciprofloxacin,and gatifloxacin against E. coli, are an
exception. If the stationary phase cells are diluted into the fresh growth medium and antibiotic is
supplied at the same moment, it must be noted, that most of the cells resume growthand become
antibiotic sensitive soon after dilution. Type | persisters, not stationary phase persisters are assayed
in such experiments (5). For counting stationary phase persisters, antibiotics have to be supplied
directly to undiluted non-growing (i.e. stationary phase) cultures, which are in fact much less

sensitive to antibiotic treatment(24,38).

7.6 Are persisters tolerant to different antibiotics?
High persistence (hip) mutants were isolated from the original screens for E.coli mutants with altered

persister frequency(39). Later, it was found that although the screens were made with ampicillin,
increased persister frequency was observed also against fluoroquinolone antibiotics and vice

versa(40). This suggested that persisters are equally tolerant to many or all antibiotics. Current
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results suggest that the mechanism of antibiotic action considerably influences the persister levels

and different (but probably overlapping) populations survive different antibiotics(24,41,42).

7.7 Growth inhibition induces persistence
Bigger already showed that growth inhibition, either by suboptimal temperature, nutrient limitation

or bacteriostatic agents, induces persister formation (1). In the pioneering work for finding out the
molecular mechanisms of persister formation Moyed was looking for mutants with altered persister
levels. For avoiding indirect effects, attempts were made to find mutants with no changes in MIC
(Minimum Inhibitory Concentration) and growth parameters (39). Indeed, it was demonstrated later
that overexpression ofvarious toxic proteins can induce increased persister level (43). This calls for
cautious interpretation of several results where the growth of bacteria is inhibited or the culture is
stressed, as these might not reveal the biologically relevant mechanisms of persister formation. The
examples include screening for mutants with altered persister levels, expression of toxins from toxin-
anti-toxin systems(11,44-47), manipulations with ppGpp levels (44), treating the bacteria with sub
MIC antibiotic concentrations (24) etc. In addition,all strains and mutants with increased MIC values
should be compared with care (38). Even cell sorting by flow cytometry(6,27,25)might induce

persisters from actively growing cells.

7.8 Introduction to the current protocol
As discussed above, different labs often use different protocols for the measurement of persister

levels. Because the measurement output is sensitive to conditions there are several parameters that
are important to control. Here we have assembled a protocol that contains the most commonly used

steps and have highlighted the essential parameters.

2. Materials

Prepare all media using deionized water. Store liquid media at room temperature and agar plates at 4°C,
agar side uppermost, in closed bags.
5. LB medium. Dissolve Difco™ LB broth, Lennox (Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD,

USA) in water according to the manufacturer’s instructions (dissolve 20g of the powderin 1L
of water; see Note 1). Filter-sterilize (see Note 2). Prepare fresh and use within one week.

6. LB agar plates. Prepare Difco™ LB agar, Lennox (Becton, Dickinson and Company, Sparks,
MD, USA) according to the manufacturer’s instructions. Pour powder on the top of water in a
beaker, stir to dissolve the soluble components, bring to boil in a microwave oven and boil
for 1 min to dissolve agar. Transfer by 200 mL into 250 mL flasks; autoclave at 121°C for 15
min. Allow to cool to ~55°C and pour plates. Pour ~20mL of LB agar per 10 cm polystyrene
Petri dish (see Note 3)

7. Phosphate buffered saline (PBS). For making 1 L of 10 x PBS dissolve 2 g KCI, 2.4 g KH,PO,, 80
g NaCl and 11.45 g Na,HPO, (see Note 4) in 800 ml water, fill up to 1000 mL. Dilute 10 x in
water to prepare 1 x PBS. Autoclave and store at room temperature.

8. Stock solutions of antibiotics (see Note 5)
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a. Ampicillin: dissolve Ampicillin Sodium salt in water at a concentration of 100 mg/ml.
Do not freeze and melt. Store at 4°C up to 1 week (see Note 5).

b. Ciprofloxacin, Norfloxacin, Gatifloxacin, Ofloxacin: all these fluoroquinolone antibiotics
are soluble in 0.1 M NaOH. Dissolve, dilute with water to a concentration of 5 mg/ml,
aliquot and freeze. Store at -20°C up to 3 months.

3.Methods

We provide an exemplary procedure for characterization of persistence of E. coli, which is suitable
for comparison of different isolates and strains. Altering incubation times and temperatures, media
for growth of the inoculum and the test culture, aeration regimens and other experimental details

has an impact on persister formation and must be made known while publishing results.

9.1 Preparation of E. coli culture DMSO stocks
We recommend starting overnight cultures from frozen DMSO stocks. That helps to standardize

cultures and reduce variability between individual experiments (see Note 6).

1. Inoculate a test tube containing 3 mL LB medium with cells from a freshly grown colony on
LB agar plate. Grow on a shaker at 37°C overnight (see Note 8).

2. Make a 100 x dilution of the overnight culture into 20 ml of LB medium. Incubate on a shaker
at 37°C. Sample over time to measure the optical density at @ = 600 nm.

3. When the Agy of the culture has reached to ~ 0.6, add DMSO to 8% (vol/vol) mixing 9.2 ml of
the culture with 0.8 ml DMSO. Dispense in 100 ul aliquots in cluster tubes and store frozen at
-80 °C. DMSO stocks can be stored for up to 3 months.

9.2 Growing overnight cultures for inoculum
Standardized procedure of preparation of inocula makes experiments comparable and is required for

consistent results (see Note 9).

1. Transfer 3 mL of filter-sterilized LB medium into a sterile test tube

2. Melt an aliquot of the DMSO stock and use 50 pL for starting a culture. DMSO stocks should
not be refrozen and reused.

3. Grow on ashaker at 220 rpm and 37°C for 16h.

9.3 Growing experimental cultures and performing antibiotic treatments
Transfer 20 mL of filter-sterilized LB medium into a sterile 100 mL Erlenmeyer flask.
Inoculate with 20 uL of overnight culture (1000 x dilution). Put on a shaker at 220 rpm and
37°C

3. Incubate for 3 hours, then take a 100 plL pre-treatment sample of the culture to determine the
number of cultivable bacteria at the start of the antibiotic treatment.

4. Add antibiotic solution to the culture. Use ampicillin at a concentration of 100 pg/mL,
ciprofloxacin, gatifloxacin, norfloxacin, and ofloxacin at concentrations of 5 pg/mL (see Note
10). If using antibiotic stock solutions listed in Materials, add 20 uL of an antibiotic solution.
Continue incubation on a shaker at 220 rpm and 37°C (see Note 11)

5. Make serial dilutions of the pretreatment sample. Use LB medium for dilution. Alternatively,
serial dilutions can be made using sterile PBS or 0.9% solution of NaCl (see Note 12).
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Plate dilutions onto LB agar plates (see Note 13). Bacteria can be either spot plated or spread
plated (see Note 14).

Set plates at 37°C for overnight incubation (see Note 15)

If you treat your cultures with ampicillin (Amp) or any other cell-wall synthesis inhibitor, take
100 plL samples 1, 2, 3 and 5 hours after addition of the drug. Make serial dilutions just like
you did of the pretreatment sample and plate. Incubate at 37°C for 24 h (see Note 15) and count
colonies.

If you treat your cultures with fluoroquinolones (ciprofloxacin, ofloxacin, norfloxacin,
gatifloxacin), take 1 ml samples 1, 2, 3 and 5 hours after addition of the drug. Spin down the
cells in a 1.5 ml test tube for 5 min at 5000 g and room temperature. Remove supernatant
and resuspend bacteria in 1 mL LB medium. Repeat centrifugation, remove supernatant, and
resuspend cells in 1 mL of fresh PBS. Continue with serial dilutions and plating as in the case
of the non-treated and Amp-treated samples (see Note 16). Sample results of the persister
measurement are shown in Fig. 1. Alternatively, the results of antibiotic treatment and
growth resumption can be analyzed by flow cytometry (see Note 17).

10 Notes

4.

10.

11.
12.

Let the powdered medium to hydrate pouring it slowly on the surface of water. That avoids
clumping.

We strongly recommend using filter sterilized rich media or defined minimal media.
Autoclaving causes degradation of the components of rich media and alters the content in an
unpredictable way. All it adds up to inconsistency of results (29,48). If you use autoclaved
media, minimizing experimental error would require using always the same model of
autoclave, aliquoting identical volumes, loading the same amount of material to autoclave,
and sterilizing your media for the same time at the same temperature.

LB agar can be allowed to solidify and stored at room temperature. It can be remelted in a
microwave oven, allowed to cool to ~55°C, and used for pouring plates. The autoclaved, melted
LB agar should not be stored at 55°C for more than a few hours.

If using Na,HPO, (7H,0), take 21.6 g; if Na,HPO,(12H,0), use 28.8 g.

Comprehensive guidelines for preparation and storage of antibiotic solutions are provided in
(49).

Ampicillin solution can be routinely frozen and thawed without any bad consequences if this
drug is used for selection of resistant organisms. However, we have seen that repeated
freezing and thawing cycles of ampicillin solution can change bactericidal activity (50).
Typically, a clonal culture is started from a single fresh colony. That routine is fully acceptable
in study of persisters. However, it is practically inevitable that such cultures are started from
an uncertain number of bacteria of uncertain age. If grown overnight, these cultures may
have different physiology at the moment when they are used for inoculation of the test
cultures. We have seen that persister frequency depends considerably on exact physiological
parameters of inoculum (29). DMSO stocks allow starting all overnight cultures from a similar
number of bacteria, which are in a controlled physiological condition and decrease
inconsistency.

Regular, autoclaved LB medium may be used for preparation of DMSO stocks.

Besides the strain’s genotype, persister frequency depends on the growth medium and
temperature, aeration, the fold of dilution of the inoculum, the growth phase of both the
test culture and the culture that was the source of inoculum (51,5,29). Even minor details of
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13.

14.

15.

the procedure such as the volume of the culture, shape of the culture vessel, angle of the
test tube and the radiusofgyration of the rotary shaker have an effect on bacterial physiology
(52) and may affect the outcome. We recommend to record and publish these details to
enable reproducibility of experiments.
Bactericidal activity of antibiotics is concentration-dependent, which is manifested by MBC
(minimum bactericidal activity) values and concentration-dependent killing curves. By
definition, persisters can survive high concentrations of antibiotics for prolonged times.
Therefore, high concentrations of antibiotics, at least 10x above MIC, must be used to
quantify the persister fraction (18). Applying antibiotics at low concentrations, those close to
MIC, characterizes antibiotic tolerance of the bulk of sensitive cells in a population, which
should not be confused with the high-level antibiotic tolerance of persisters (53). The
antibiotic concentrations listed in this protocol have been routinely used in numerous papers
in the field.
Aeration has a strong effect on bacterial physiology and survival of bacterial cells (52). In this
protocol, cultures are shaken during the antibiotic treatment, while typical MBC
measurements are carried out in standing liquid cultures. If antibiotics are added to smaller
aliquots taken from a culture, it is important, whether these samples are further aerated or
not.
Serial dilutions can be made into individual test tubes but it is convenient and common to
use 96-well microtiter plates. 96-well plates allow dilution of cultures using either a
multichannel pipette or a slot pin replicator. In our lab, we routinely use a 5 plL-slot 12-pin
replicator strip (VP 451S5; V&P Scientific, Inc., San Diego, CA, USA) for making serial dilutions
in a following setup.
a. 100 plL samples of culture are transferred to the wells of the first (A) row of a
microtiter plate
b. All wells of the other rows are filled with 95 pL of the culture medium
Samples of 5 plare transferred from wells of row A to row B using the replicator strip.
Pins of the replicator strip are decontaminated by immersing into bleach and rinsed
twice with water. Between each step, the excess liquid is absorbed into paper towels.
Finally, the pins are immersed into ethanol and flame sterilized.
e. Transfer of 5 pL aliquots from the wells of the previous row to the next row is
repeated. The replicator is bleached/flame sterilized between each round of dilution.

If using a multichannel pipette for making serial dilutions, we recommend 10x dilutions instead of the

20x to reduce error.

16.

17.

Colony formation after bactericidal treatment is a result of regrowth of individual persister
cells. We know that the rate and efficiency of such regrowth depend on the growth medium
(5) and that many dormant cells remain non-dividing and do not form colonies after plating
(27,6,5). Thus, the solid medium used for plating and the time of incubation before colony
counting might supposedly affect persister count. Plating of the samples from the same
antibiotic-treated culture onto several different solid media shows that unexpected effects
are possible but generally, choice of the plating medium did not produce significant
differences in persister count (see Fig. 2).

The exact number of viable cells in a sample is often hard to predict and, therefore, it is
easier to spot plate all serial dilutions using a multichannel pipette. Colonies are counted
from the largest dilution. If this spot contains only 1-2 colonies, counting colonies from the
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19.

20.

previous dilution may reduce error. The experimental error of this method is significant and
we recommend plating serial dilutions of one sample in several repetitions. 5 uL volumes are
suitable for spot plating and the agar surface must be dry to avoid merging of spots. To
achieve better accuracy, results of spot plating can be used as preliminary data for spread
plating an appropriate amount of a suitable dilution.

Individual persister cells resume growth over time (5). That is equally true when regrowth
happens on plates and colonies appear during a time period of several hours (4,30).
Moreover, antibiotic treatment causes the delay of regrowth called post-antibiotic effect
(54). Thus, longer incubation of plates is expected to increase persister count. However, tests
in our lab have shown that keeping LB agar plates at 37°C for additional 24 h did never
increase the number of colonies more than 10% and usually had much smaller effect (Hannes
Luidalepp, unpublished).

Washing fluoroquinolone-treated bacteria before plating is required to avoid the carry-over
of the drug. Fluoroquinolones bind to the bacterial outer surface and would interfere with
accurate counting of viable bacteria. Bulk of the drug is removed with the culture medium
and washing with PBS allows to get rid of the growth-inhibiting residue. Spinning down and
washing the bacteria is not necessary nor recommend after incubation with Amp and other
cell wall synthesis inhibitors, which promote bacterial lysis because the remaining tiny cell
pellet could be easily lost. The residual Amp is diluted below MIC upon plating and has no
effect on regrowth of colonies.

Flow cytometry is a powerful method for identification of different sub-populations of
bacteria that coexist in the same culture. It can be used to discriminate between the
nongrowing subpopulation, including persisters, and the growing cells. That is possible using
inducible expression and subsequent dilution of GFP (or some other fluorescent protein).
Cells are grown in the presence of inducer so that GFP accumulates in the cells. At the
desired time, cells are transferred into a growth medium lacking the inducer. GFP content of
dividing cells decreases twofold by dilution at every cell division. Nondividing cells will keep
their initial (high) GFP content and can be distinguished from dividing cells using flow
cytometer (27). Persisters belong to this nondividing, label retaining subpopulation of cells.
However, also dead and viable but non-cultivable (VBNC) cells fall into this category and it is
impossible to distinguish between these groups using flow cytometry alone. For example,
after a relatively long stationary phase in LB medium only a small fraction of cells resume
growth following the transfer into fresh medium (29). Most of the label retaining cells never
produce a colony on agar plate and thus are not fulfilling the definition of persisters.
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Figure 1. Graphic presentation of the results of the persister experiments.

A. Typical killing curves of cultures treated with antibiotics. Killing curves represent kinetics of
killing of bacteria during a bactericidal treatment. Cultures of E. coli MG1655 were grown and
treated as described in the sample protocol. Briefly, both the overnight culture and the test
culture were grown in filter sterilized LB broth. At the beginning of the experiment, overnight
culture was diluted 1000 x and incubated on a shaker at 37°C for 3 hours. Then, ampicillin, 100
ug/mL (AMP; dashed line) or ofloxacin, 5 pg/mL (OFL; solid line) were added and incubation was
continued. Killing curves show that the number of living microbes decreased more than
1000x during the first hour of antibiotic treatment. That drop is caused by killing of the bulk
of phenotypically sensitive bacteria. Starting from the 1 h time point, the CFU numbers are
decreasing slowly and indicate the number of persisters in the culture. The values represent
the means of five independent AMP treatments and three independent OFL treatments. The
error bars indicate the standard deviation.

B. The number of persisters increases when a growing culture approaches to the stationary
phase. An overnight culture of E. coliBW 25113 was diluted 1:100 and cultured with aeration
at 37°C. At the designated time points samples were taken and treated with ciprofloxacin (1
pug/mL) for 5 h. Closed symbols, cell count before the treatment (growth curve); open
symbols, cell count after the ciprofloxacin treatment (persister count). During the first four
hours, the number of persisters does not increase. In this stage, persister are the cells that
have been in non-proliferating state since inoculation (Type | persisters). After the 4h time
point, the number of persister increases rapidly and newly formed (Type Il) persisters make

up the majority of surviving cells. The values are averages of three replicates and the error
bars indicate the standard deviation.
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Figure 2. Effect of the plating medium on persister count.
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Cultures of E. coli BW25113 were grown on a shaker at 37°C. After 3 hours of growth (time point 0Oh),
ampicillin, 100 pg/mL (AMP; A) or ofloxacin, 5 ug/mL (OFL; B) were added and incubation was continued.
Samples of the same culture were plated on different solid media: LB agar (green), MHB+ agar (red),
M9 agar supplemented with 0.2 % glucose (black) and R2A agar (55)(blue).Lower CFU counts on R2A
agar after the treatment with ampicillin indicate less efficient cell recovery after plating compared to
the other media.The values are averages of five AMP treatments and three OFL treatments. The

error bars indicate the standard deviation.
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