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SISSEJUHATUS

Ké&esolev t06 on ks osa suuremast projektist, mille eesmérgiks on valja tootada
biosensorrivi veterinaarias enamkasutavate antibiootikumijaékide kiireks maaramiseks
toorpiimas. Tarbides piima, mis sisaldab antibiootikumide jaake, vBib see organismis
tekitada allergilisi reaktsioone ja nérgendada immuunsiisteemi. Samuti on oht, et meie
soolestikus leiduvad bakterid vdivad muutuda antud antibiootikumide vastu
resistentseks. Antibiootikumide jadke sisaldavast piimast ei ole vdimalik valmistada
juustu jt fermenteeritud piimatooteid, sest sellised jadgid mdjutavad negatiivselt ka

kaaritamisprotsessides osalevaid bakterkultuure.

Kdige enam kasutatavad antibiootikumide klassid lehmade ravis on B-laktaamid
ja tetratsiikliinid. Praegusel ajal méaaratakse nende antibiootikumide jadke piimas
kvantitatiivselt ainult kromatograafiliste meetoditega, mis on aga kulukad ja
aegandudvad. Kehtestatud norme (letavate antibiootikumide kontsentratsioonide
maaramiseks kasutatakse ka mitmeid spetsiaalseid teste, kuid nendega saab korraga
madrata vaid Uhte klassi kuuluvate antibiootikumide jaéke ning need ei vBimalda labi
viia toorpiima on-line analiiise. Uheks v&imaluseks kiirete kohapealsete analiiliside
tegemiseks ja saastunud piima operatiivseks eraldamiseks on kasutada biosensoritel

pdhinevat tehnoloogiat.

Tartu Ulikoolis on valja tootatud biosenssorivi, milles olevate sensorite
bioselektiivseks elemendiks on enstiimid gliikoosi oksuidaas ja galaktosidaasi oksiidaas
[1]. Need enstiimid kataltiusivad piimasuhkru ehk laktoosi hudrolutsiproduktide
glukoosi ja galaktoosi oksilideerumist. Kuna glikoosi ja galaktoosi kontsentratsioon
toorpiimas (0,1 mM) on vorreldes laktoosiga (140 mM) véga véike, siis nende suhkrute
kontsentratsioon sOltub suuresti laktoosi hudroludsist, mida kataltisib ensium
B-galaktosidaas. Glikoosi ja galaktoosi sisaldust mddtva biosensorrivi  abil
penitsilliinijdédkide mé&aramisel piimaproovides leiti, et galaktoosi kontsentratsioon

suureneb seismisel kiiremini puhtas piimas kui piimas, millele oli lisatud



benstulpenitsilliini; samas sellist galaktoosi kontsentratsiooni muutumist ei tdheldatud

penitsilliiniga ravitavatelt lenmadelt kogutud piimaproovide korral.

Kéesoleva bakalaureuset6d eesmargiks oli vorrelda erinevaid metoodikaid
[-galaktosidaasi aktiivsuse mdoodtmiseks ning uurida pB-laktaamide hulka kuuluva
benstulpenitsilliini mdju B-galaktosidaasi aktiivsusele, mis mdjutab oksudaasidel

pdhinevate biosensorite signaali piimas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. p-galaktosidaasi iseloomustamine

B-galaktosidaas (EC 3.2.1.23) on hudrolaaside klassi kuuluv enstim, mis
katallilisib glukosiidsideme hudroltatilist lagunemisreaktsiooni. B-galaktosidaasi tiheks
olulisemaks substraadiks on glikoproteiinide kdrval ka laktoos ehk piimasuhkur.
Laktoosi hadroliusil tekivad glikoos ja galaktoos. Reaktsioon vdib toimuda ka ule
transgliikosulatsiooni, kus esmaseks produktiks on allolaktoos. Transgliikosulatsiooni
kdigus PB-1-4 glukosiidside Idhustatakse ning glikoosi kuuenda slsiniku
hidroksutlrihm reageerib galaktoosi esimese sisinikuga, moodustades allolaktoosi,
milles monosahhariide Uhendab B-1-6 glukosiidside. Edasise reaktsiooni kdigus toimub
allolaktoosi I6hustumine glikoosiks ja galaktoosiks. Transglikosulatsioon ja hidrollus

vOivad toimuda vOrdse tdendosusega (vorrand 1). [2]
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B-galaktosidaasi leidub  mitmetes bioloogilistes  sisteemides, naiteks
mikroorganismides ning taimsetes ja loomsetes kudedes. 3-galaktosidaasi esineb naiteks

soolekepikestes (Escherichia coli), laktobatsillides (Lactobacillus) ja kerahallikutes
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(Aspergillus). Elusorganismides on B-galaktosidaasil kaks peamist funktsiooni. Lisaks
laktoosi 18hustamise katalutsimisele gliikoosiks ja galaktoosiks, tekitab B-galaktosidaas
ka positiivse tagasisideahela enstiimi enda tootmiseks rakus [3]. p-galaktosidaas on
rakusisene valk, mille tootmist kontrollib struktuurgeen lacZ, mis paikneb bakteri
DNA-s. Ensulimi tootmine toimub ainult siis, kui rakukeskkonda satub laktoosimolekul,
mis eemaldab lacZ geeniekspressiooni takistava repressormolekuli. [2]

Mitmeid B-galaktosidaasi sisaldavaid baktereid leidub toorpiimas. Sellisteks
mikroorganismideks on mitmed laktobatsillid (Lactobacillus casei, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus paracasei), streptokokid
(Streptococcus sP., Streptococcus thermophilus) ja soolekepikesed. [4] Mikrofloora
mitmekesisus ja hulk toorpiimas sdltub looma genoomist, elukeskkonnast, aastaajast ja

paljudest muudest faktoritest. [5]

B-galaktosidaas on neljast identsest polUpeptiidahelast koosnev tetrameer, kus
iga polupeptiidahel on moodustatud 1023-st aminohappest. lga pollpeptiidahela
monomeer koosneb viiest domeenist, kus Domeen 3 moodustab enamuse aktiivtsentrist
(aminohapped 327-645). [6] Uks P-galaktosidaasi tetrameerne molekul kataliiiisib

optimaalsetes tingimustes 38500+900 glukosiidsideme hidrolusi minutis [1].

Joonis 1. B-galaktosidaas koosneb neljast identsest monomeerist [2].



Ensulimi  selektiivsus  erinevate  substraatide  suhtes,  molekulmass,
aktiivsustsentri paiknemiskoht, pH- ja temperatuuri stabiilsus soltuvad sellest, millisest
allikast enstitim on eraldatud. Aspergillus oryzae-st eraldatud p-galaktosidaasi aktiivsus
on suurim pH vahemikus 3,0-6,5. pH vaartustel alla 3 kaotab ensiim oma
maksimaalsest aktiivsusest ligi 40% ning pH vaartusel le 6 kuni 45% [7]; optimaalseks
temperatuuriks on 37 °C [8]. Kdrgematel temperatuuridel ensulimi tertsiaarne struktuur
laguneb, mis toob kaasa ensutmimolekuli denaturatsiooni ja katalldtilise aktiivsuse
languse. B-galaktosidaasi molekulmass varieerub vahemikus 190 kuni 7500 kDA [5].
Escherichia coli-st eraldatud pB-galaktosidaasi kataltitilisi omadusi iseloomustavad
konstandid erinevate substraatide suhtes on toodud tabelis 1. Enstumi kataludtilist
efektiivsust iseloomustab spetsiifilisuse konstant ke./Kn,. Enstiim on seda selektiivsem

substraadi suhtes, mida suurem on spetsiifilisuse konstant.

Tabel 1. Escherichia coli-st eraldatud p-galaktosidaasi katalGdtilisi omadusi

iseloomustavate konstandide vaartused erinevate substraatide korral.

Substraat Kn (MM) | Kea(s™Y) Selektiivsus (Kea/Km) Viide
Laktoos 2,7 315 116 [9]
orto-nitrofentil-p-
. 0,16 285 1781 [10]
galaktosiid (ONPG)
2-nitrofendiul-p-
0,122 180 664 [11]

galaktopuranosiid

[-galaktosidaasi aktiivust mdjutavad ka mitmesugused inhibiitiorid. Enamasti on
nendeks metalliioonid, naiteks Ag*, Cu?* ja Hg**. Samuti inhibeerivad p-galaktosidaasi
CaCl; ning karbamiid. Viimase puhul kaotab enstitim kahe tunni jooksul peaaegu kogu
oma aktiivsuse. [8] Ca®* on kontsentratsioonide vahemikus 1,25%10°-2,5%10° M
ensiilimi aktivaatoriks, kontsentratsioonil tile 510° M aga domineerivad inhibeerivad
omadused. Mitmete metalliioonide (Na*, Mg?, K*) olemasolu on vajalik
[B-galaktosidaasi taieliku kataltutilise efektiivsuse saavutamiseks. [12] Ensiumi
aktiveerivaks uhendiks  on  veel 2-merkaptoetanool, ditiotreitool  ja

etileendiamiintetradadikhape (EDTA) [13]. Mitmed soolad, nditeks magneesiumkloriid
7




ja naatriumkloriid, muudavad lahuste viskoossust, mis omakorda vdib tingida enstiim-

substraat reaktsiooni kiiruskonstantide vahenemise [14].

B-galaktosidaasi kasutatakse laialdaselt piimatodstuses piimas leiduva laktoosi
hidrolutsimiseks ja laktoosivabade piimatoodete valmistamiseks. Laktoosi hudroltiusi
produktid galaktoos ja gliikoos on ligi 50% magusamad kui laktoos ise ning ténu sellele

ei pea lisama tdiendavaid magusaineid jogurtitele ja kohupiimadele. [3]

Analudtilistel eesmarkidel kasutatakse p-galaktosidaasi laktoosi kaskaadses
biosensorsusteemis, mis pohineb kahel uUksteisele jargneval enstlmkataludtilisel
reaktsioonil. Esmalt toimub laktoosi hudroluls p-galaktosidaasi toimel, kus
ekvimolaarses koguses tekivad galaktoos ja gliukoos; seejarel madratakse tekkinud
gliikoosi voi galaktoosi kontsentratsioon, kasutades vastavalt kas glikoosi okstlidaasi
(GOD, EC 1.1.3.4) voi galaktoosi okstidaasi (GOA, EC 1.1.3.9) poolt katalulsitavat
okslideerimisreaktsiooni. Selle reaktsiooni jalgimiseks kasutatakse hapnikuandurit, kuna
hapniku sisaldus lahuses sdltub tekkinud glukoosi vdi galaktoosi kontsentratsioonist,

mis omakorda on otseselt seotud laktoosi kontsentratsiooniga. [15]
1.2. Meetodid p-galaktosidaasi aktiivsuse maaramiseks

Kdige levinum meetod [-galaktosidaasi aktiivsuse méadramiseks on
spektrofotomeetriline. Kasutatakse laktoosi imiteerivaid spetsiifilisi substraate, mille
glukosiidsideme hidroltdsil tekib spektrofotomeetriliselt detekteeritav produkt.
Selliseid substraate on mitmeid:

1) Orto-nitrofeniiul-p-galaktosiid (ONPG) on laktoosi analoog, mis on spetsiaalselt
[B-galaktosidaasi aktiivsuse madramiseks siinteesitud ihend. ONPG lahus on vérvitu,
[-galaktosidaasi poolt katalttsitava hidroltisi tulemusena tekib orto-nitrofenool ehk

ONP, mis on varvuselt kollane (vorrand 2).
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B-galaktosidaasi aktiivsuse maaramiseks inkubeeritakse enstiimi ja substraadi segu
kindla ajaperioodi jooksul ning seejérel peatatakse reaktsioon stopp-lahuse abil. Stopp-
lahus peab muutma keskkonna piisavalt aluseliseks, et enstiim denatureeruks. Sellisteks
lahusteks on néaiteks 1 M Na,CO; ja 1 M NaOH. ONP teket m&ddetakse lahuse
neelduvuse alusel lainepikkusel 420 nm. Enstiumi avastamispiir sdltub B-galaktosidaasi
ja ONPG vahelise reaktsiooni kestvusest, nditeks 2 tunni inkubeerimise korral on

enstiumi avastamispiiriks 0,0001 1U/ml. [16]

2) Kilorofenoolpunane-B-D-galaktopuranosiid (CPRG). Tegemist on laktoosi
analoogiga, mis f-galaktosidaasi toimel hudroliusub ja annab produktiks tumepunase-
lillaka klorofenoolpunase lahuse (vorrand 3). [17]

galaktoos
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Kasutades substraadina CPRG-I, on ensulimi avastamispiir ligikaudu 10 korda madalam
kui ONPG-i kasutamisel [18]. Analoogselt ONPG meetodile inkubeeritakse substraati
koos enstiimiga kindla ajaperioodi véltel ning seejarel peatatakse reaktsioon stopp-
lahuse abil. CPRG-i kasutamise korral mdddetakse neeldumist lainepikkusel 570-595
nm.

3) 5-bromo-4-kloro-3-indoliul-B-D-galaktopiranosiid (X-gal) on laktoosi analoog,
mida kasutatakse B-galaktosidaasi kvalitatiivseks analiiisiks. B-galaktosidaas kataltitsib
X-gal-i  hadrolutsi, mille produktiks on galaktoos ja 5-bromo-4-kloro-3-
hidroksuindool. Viimane dimeriseerub ja okstideerub 8huhapniku kdes 5,5'-dibromo-
4.4'-dikloro-indigoks, lahustumatuks siniseks produktiks (vorrand 4). [19] Selle
reaktsiooni tulemusena saab kvalitatiivselt hinnata, kas lahus sisaldas endas
[-galaktosidaasi [20].

S-bromo-4-kKoro-3-hidroksiindool
. HO

L OH o OH
p-galaktosidaas a4
[ H2O
vl OH
i galaktoos
5.bromo-4-kloro-indoliiil-p-D- gﬁmdeme
galaktopiiranosnd =
sinine sade
5,5 -dibromo-4 4 -dikloro-indigo (4)

Spektrofotomeetriliste  meetodite puhul sdltub  mdddetav  lahuse neelduvus
[-galaktosidaasi aktiivsusest lineaarselt. Spektrofotomeetriline meetod on madala
méaéramispiiriga ja tdpne meetod, mille l&biviimine on tehniliselt suhteliselt lihtne.

Miinuseks on meetodi kasutuskdlbmatus sogaste ja suure tihedusega lahuste korral. [17]
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[-galaktosidaasi aktiivsust saab maérata ka spektrofluoromeetriliselt. Selleks
kasutatakse fluoromeetrilist substraati, nditeks 4-metlul-umbelliferil-p-glukosiidi
(MUG). B-galaktosidaasi toimel tekib 4-metutl-umbelliferoon, mille hulk on vordeline

lahuses oleva enstumi aktiivsusega (vorrand 5). [21]

[i-galaktoudass
. -
H:0

4-metizil-umbellifertzil-f-glilkosid 4-metiiiil-umbelliferoon zalaktoos

()

Reaktsioon peatamiseks kuumutatakse lahust 75 °C-ni, mille tulemusena ensuim
denatureerub ja kaotab oma aktiivsuse [22]. Ergastades 4-metiil-umbelliferooni
365 nm juures ja registreerides emissiooni lainepikkusel 465 nm, on vdimalik maarata
eraldunud umbelliferooni hulka [21]. Lisaks MUG-le kasutatakse fluoromeetrilisel
[-galaktosidaasi aktiivsuse maaramisel substraadina 1,3-dikloro-9,9-dimetdtlakridiin-2-
oon-B-D-galaktopiiranosiidi  (DDAOG), mis ensutmi toimel hidrolulsitakse
7-hidroksu-1,3-dikloro-9,9-dimetutlakridiin-2-oon-iks  (DDAQ). DDAO-i ergastuse
lainepikkuseks on 646 nm ja emissiooni maksimum on lainepikkusel 659 nm [23].
Spektrofluoromeetrilise meetodi miinuseks on vajadus lahuse aluseliseks muutmiseks,
et maksimiseerida 16pp-produkti fluorestsentssignaali. Meetodi plussiks on védga madal

maaramispiir ning 18pp-produkti pisivus ajas (kuni 18h). [24]

Kemoluminessentsil pohinev [-galaktosidaasi aktiivsuse mé&aramise meetodit
kasutatakse laialdaselt biomeditsiinis. Selle meetodi korral on p-galaktosidaasi
substraadiks enamasti 1,2-dioksetaan. B-galaktosidaasi toimel tekib ergastatud olekus
ebastabiilne anioonne vahelihend, mis seejarel fragmenteerub, eraldades valguskvandi
lainepikkusel 475 nm (vdrrand 6). [25]
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Mitmesuguste pollimeersete ainetega on vdimalik luminestsentskiirgust 100-1000 korda
vOimendada.  Pohilisteks  pollimeerseteks  vOGimendajateks on  Sapphire-II™
(poli(benstultributtdl)lammooniumkloriid) ja Emerald-11™
(poli(benstuldimettulvinidlbensiil)amooniumkloriid). Tanu sellisele vdimendusele
on vOimalik detekteerida vaga vaikeseid enstiimi koguseid (alates 16 femtogrammi
1 ml-s lahuses). Meetodi miinuseks on valgussignaali intensiivsuse Kiire langus

(poolestusaeg 10 minutit). [25]

B-galaktosidaasi  aktiivsuse = madramise pdhimotted  hidrolldsiproduktide
oksldeerimisreaktsiooni hapnikutarbe alusel on samad mis laktoosi kaskaadsel

biosensoril, mida on seletatud eespool (lehekiilg 8).

Kokkuvdte eespoolkirjeldatud p-galaktosidaasi aktiivsuse méaramis meetoditest on
toodud tabelis 2.

Tabel 2. B-galaktosidaasi aktiivsuse madramise meetodid.

. . Mo6dtmise
B-galaktosidaasi Detekteerimise
Substraat aktiivsuse lainepikkus | Viide
.. meetod
maaramispiir (nm)
Soltub
inkubeerimise
1. | ONPG kestvusest; 2 h Spektrofotomeetriline 420 [10]
inkubeerimise
korral
1*10™* 1U/ml
SBltub - )
2. | CPRG _ o Spektrofotomeetriline 570-595 [12]
inkubeerimise
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kestvusest; 2 h
inkubeerimise
korral
1*10° 1U/ml
Voimalik ainult Visuaalne sinise varvi
3. X-gal kvalitatiivne intentsiivsuse - [19]
analtis hindamine
Soltub .
. - Ergastamine
inkubeerimise
kestvusest; 2 h Spektrofluoro- 365 nm;
4. MUG ) o P - emissiooni | [15,21]
inkubeerimise meetriline s s
Korral mootmine
9,78*10° 1U/m 465 nm
1,2' -8 -
5 | ~4*1078 U/ml Kemoluminestsents 475 [16]
dioksetaan
Kaskaadne reaktsioon,
moddetakse
hidrollusiproduktide
6 0, ~9,4*10° 1U/ml okstideerumis- - [26]
reaktsioonil
lahustunud hapniku
kontsentratsiooni
vahenemist

1.3. pB-laktaam antibiootikumid

1.3.1. Struktuur, liigid ja kasutamine

Laktaamid on tsiklilised amiidid, mis jaotatakse alariihmadesse olenevalt siisinike

arvust tsuklis: kahe siisinikuga a-laktaamid, kolme siisinikuga B-laktaamid ja nii edasi.

Seega pB-laktaami tsiukkel koosneb neljast aatomist — kolm slsiniku aatomit ja (ks

lammastiku aatom. [27,28]
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Joonis 2. Tsiiklilised amiidid. Uleval vasakul a-laktaam; Gleval paremal p-laktaam; all

vasakul y-laktaam ja all paremal 5-laktaam.

Tanu tstklis olevate aatomitevaheliste sidemete suurtele steerilistele pingetele
hidrolutsuvad p-laktaamid vorreldes lineaarsete amiidide vdi suurtemate laktaamidega
kergemini [29].

B-laktaami  tstikkel kuulub paljude antibiootikumide pd&histruktuuri. Kaik
B-laktaamsed antibiootikumid on bakteritsiidsed ning pérsivad paljunevates rakkudes
peptidogliikaanide  sunteesi. Levinumad p-laktaamide perekonda  kuuluvad
antibiootikumid on penitsilliinid, tsefalosporiinid, karbapeneemid ja monobaktaamid
ning neid kasutatakse laialdaselt nii meditsiinis kui veterinaarias. [30] SeetGttu on
kehtestatud piirnormid nende ja&kidele toiduks kasutatavates pdllumajandussaadustes
(tabel 3) [25].
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Tabel 3. B-laktaam antibiootikumide struktuurid, kasutamine ja lubatud piirméaar

piimas.
Kasutamine Lubatud sisaldus
B-laktaam Struktuur ) ) B
veterinaarias piimas [31]
4 ng/kg
Piimalehmade (bensudlpenitsilliin,
S on udarapdletiku a?n?:)(:;illili:;],
1. Penitsilliinid ;_V oy ja
€oOH hingamisteede 30 ugke
ravi (oksatsilliin,
kloksatsilliin)
125 ng/kg (tsefatsetriil)
Piimalehmade
R}H H s udarapéletiku | 100 ng/kg (tseftiofur,
2. | Tsefalosporiinid O Oj;.\'j/f\n1 ja tsefaleksiin)
hingamisteede | 60 pg/ky (tsefapiriin)

ravi

200 pg/kg

(tsefkvinoom)

Karbapeneemid

H
Ol R
/R
S
N/
OH
(o

Keelatud
kasutada

veterinaarias

Puudub

Monobaktaamid

HsC
HaC o’
o

w

CH3
OH

N ,OH
//\\

Keelatud
kasutada

veterinaarias

Puudub

1.3.2. Penitsilliinid

Penitsilliinid on antibiootikumide klass, mis avastati 1929. aastal Alexander
Flemingu poolt ja mida saadakse Penicillium seentest. Penitsilliini avastamist loetakse
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modernse antibiootikumiravi algusajaks. [32] Lisaks amiidi tsuklile, sisaldavad
penitsilliinid veel viie aatomilist vaavlit sisaldavat heterotsuklit. Penitsilliinide

uldstruktuur on jargmine:

R _Ne_ -
O M- "CH4
D &

COOH )

Penitsiliinid on antibiootikumid, mida iseloomustab kérge polaarsus ja madal lenduvus.

[33] Séltuvalt R asendusrihmast, liigitatakse penitsilliinid kahte peamisse alariihma:

1) Kui R asendusrihmaks on bensidlrihm, siis on tegemist penitsilliin G ehk
bensiiiilpenitsilliiniga. See oli esimene B-laktaam, mis vOeti kasutusele mitmesuguste
bakteriaalsete infektsioonide raviks ja ennetamiseks (meningiit, stiufilis, gangreen). [34]
Penitsilliin G on amorfne valge pulber, mis toimib grampositiivsetele bakteritele.
Manustamine vereringesse k&ib ststimise teel, sest penitsilliin on ebastabiilne
happelises keskkonnas ning seega laguneks maos. Penitsilliin G on maailmas ks enim
kasutatavamaid antibiootikume, millega ravitakse nii loomi kui ka inimesi. Uheks
levinumaks valdkonnaks on piimalenmade udarapdletiku ja hingamisteede ravi.
Bensuulpenitsilliin véljutatakse organismist suhteliselt kiiresti — selle kontsentratsioon
langeb organismis 30-60 minutiga 50% vdrra. Peale viit poolvaartusaega, st 3-5 tunni
parast on ~95% penitsilliinist neerude kaudu organismist véljutatud. Seetdttu on vajalik
ravimi korduv manustamine, et penitsilliini kontsentratsioon infektsioonipiirkonnas

oleks kdrgem minimaalsest inhibeerimise kontsentratsioonist bakteritele. [29]

2) Penitsilliin G asendusriihma atsuleerimisel saadakse fenoksumetdtlpenitsilliin ehk
penitsilliin V. Penitsilliin V on happelises keskkonnas stabiilne ja seega on vdimalik

selle suukaudne manustamine. [35]
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Nagu juba eespool Geldud, sisaldavad penitsilliinid ebastabiilset, &armiselt pinges ja
reaktiivset p-laktaamset amiidsidet. See laguneb kergesti enstiim [B-laktamaasi
juuresolekul, ndrga nukleofiili (vesi, metalliioonid) olemasolul ja happelistes ning
aluselistes keskkondades. Amiidsideme lagunemine B-laktaam tsuklis viib tsukli
avanemisele (tekib penitsilliinhappe derivaat) ning see pdhjustab penitsilliinide
aktiivsuse téieliku kadumise. Penitsilliini ebastabiilsust ja tsukli avanemist pohjustavad
ka selle enda karbokstilrihm ja atsullkdrvalahel (vérrand 8). Siit jareldub, et

penitsilliinil on sisseehitatud enesehdvituslik mehhanism. [36]

H . 3
N S WCHs NS 2C
A ‘/\ 0 R—-’// N T\PH +H2O
< CHy = ! “he -
0 -~ 2

r& (e HN ",
] 1, 7 7
% 6ok \' COOH
Penitsilliin Pseudopenitsilliin -
- K i
N S W CHs _ CO2 b o2 \‘\\\"' Hs
R \y R
-
+H20 CH, . CHs
— 0 HN , 0 HN 7
1, 1y
o OH COOH LaoH
Penitsilloikhape Penilloikhape

(8)

Penitsilliinid on kdige enimkasutatavad antibiootikumid veterinaarias
pdllumajandusloomade (veised, sead, kodulinnud, lambad, kitsed) ravis. 2012. aastal
muddi Eestis sellel eesmérgil 4,67 tonni erinevaid penitsilliine, mis moodustas 64%
kdikide mutdud antibiootikumide koguhulgast. [37]

1.3.3. Toimemehhanism ja resistentsus

Mdiste antibiootikum viitab ainele, mis takistab vdi inhibeerib mikroorganismide
kasvu, samas aga ei kahjusta makroorganismi. Penitsilliine kasutatakse pohiliselt
grampositiivsete bakteri poolt pohjustatud infektsioonide raviks. Grampositiivsete
bakterite rakuseina moodustab poliimeerne peptiidoglikaani kiht, mis koosneb
N-atsettiulglikoosamiini (NAG) ja N-atstitilmuraamhappe (NAM) molekulidest, mis on

omavahel ristseotud peptiidi kdrvalahelate abil. [38] Ristsidemete teket katallitsib
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ensutim PBP (penicillin-binding protein), mis paikneb bakteri tsutoplasma membraanil.
Peaaegu koik B-laktaamsed antibiootikumid inhibeerivad bakteri rakuseina biostnteesi,
seondudes PBP ensutmi kilge ja takistades sellega ristsidemete stinteesi. Ristsidemete
vahene hulk tingib ndrga rakumembraaniga bakteri tekke ja viib viimase

purunemiseni. [39]

Penitsilliin enamasti ei mdju gramnegatiivsetele bakteritele, sest neil bakteritel on
lisaks veel lipopolisahhariididest koosnev véline membraan, mida penitsilliin labida ei

suuda ja seega PBP inhibeerimine ei saa toimuda.

Mitmed bakterid on suutelised tootma enslimi B-laktamaas, mis Kkataltilsib
B-laktaamsete antibiootikumide tstkli avanemist ning inaktiivse penitsilliinhappe
derivaadi moodustumust. Sellise enstiumi olemasolu mikroorganismis tingib

resistentsuse B-laktaamsete antibiootikumide vastu. [29]

Resistentsus B-laktaamsete antibiootikumide vastu voib tekkida ka PBP ensuimi
struktuurse modifitseerumise tagajarjel. Naiteks Staphylococci bakterites ei ole PBP
enstiumi, vaid on PBP2a ensiium. p-laktaamse antibiootikumi sidumisafiinsus PBP2a
ensiiimiga on palju halvem kui PBP-ga ning seetGttu ei inhibeeri p-laktaamsed

antibiootikumid baktereid, mis sisaldavad endas modifitseeritud PBP ensiitime. [40]
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Kasutatud reaktiivid

1)
2)
3)
4)
5)

6)

7)

Kaaliumdivesinikfosfaat (KH,PQO,), AppliChem, Saksamaa, >99,5%
Kaaliumhiidroksiid (KOH), AppliChem, Saksamaa, >85%
Laktoosmonohidraat  (Ci2H22011*H,0),  AppliChem,  Saksamaa,
>99,9%

[-galaktosidaas, eraldatud Aspergillus oryzae seenest, 8,4 U/mg, Lot No
058K1284, Sigma-Aldrich, Jaapan

Glukoosi oksudaas, eraldatud Aspergillus niger seenest, 17300 U/mg,
Lot No 079K7450V, Sigma-Aldrich, Ameerika Uhendriigid
Orto-nitrofendil-p-galaktosiid (C12H1sNOy), AppliChem, Saksamaa,
>99%

Penitsilliin G (C16H17KN204S), AppliChem, Saksamaa, >98%

2.2. Kasutatud aparatuur

1)
2)
3)

4)

5)
6)
7)
8)

pH-meeter SevenEasy (Mettler Toledo), tapsus £0,02 pH Ghikut
Magnetsegaja MS 3000 (Biosan)

Amperomeetriline Clark-tutipi hapnikuandur Helox 10, membraani
paksus 15 pm, katoodi pindala 6,08 cm? (Elke Sensor, Tallinn)

Optiline hapnikuandur kvartskiud, Pd-tetrafentulporpiriin molekulid
kapseldatud polimetiil-metakrilaat (PMMA) Kkilele; silindrikujulist
andurit katab 30 mm pikk optiline kiud diameetriga 1 mm, valmistatud
TU Fuusika instituudis

Spektrofotomeeter UV-1800 (Shimadzu)

Termovann Sky Line TW2.03 (EImi)

Analidtiline kaal PB 602-S/FACT (Mettler Toledo), tapsus £0,01 mg
Analudtiline kaal XS105 Dualrange (Metter Toledo), tdpsus £0,01 g
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2.3. Lahuste valmistamine

Koik lahused valmistati Milli-Q vett kasutades (25 °C juures eritakistus 18,2
MQ-cm), Kineetiliste modotmiste labiviimiseks kasutati 0,1 M fosfaatpuhverlahust

(pH=6,50). Koik todlahused valmistati eelnimetatud puhverlahusesse.
2.4. PB-galaktosidaasi aktiivsuse maaramine hapnikuanduriga

B-galaktosidaasi sisaldav lahus lisati laktoosilahusele (0,1 M fosfaatpuhvris,
pH=6,50) nii, et laktoosi I6ppkontsentratsiooniks jadks 0,14 M (koguruumala 35 ml).
Algas laktoosi hidrollus, mille kiirus sdltus B-galaktosidaasi aktiivsusest. Hudroludsi
kestvuse optimaalseks ajaks leiti 8 minutit ehk 480 sekundit (ptk 3.1) ja selle ajal toimus
moGterakus konstantse kiirusega segamine. Koik mdodtelahused killastati eelnevalt
surudhku kasutades 37 °C juures 6huhapnikuga 50 minuti jooksul.

Inkubeerimise ajaks asetati mdoo6terakku hapnikuandur (Clarki-tiitpi voi optiline
hapnikuandur), mille véljundvoolul lasti reaktsioonikeskkonnas stabiliseeruda. 480
sekundi moodudes sustiti mddterakku glikoosi oksudaasi (l6ppkontsentratsiooniga
1 1U/ml), mis katallsis hudroludsil tekkinud gliukoosi oksiideerumist lahustunud
hapniku toimel. Glikoosi oksldaasi slstimise hetkel alustati hapnikuanduri
valjundvoolu registreerimist. Valjundvoolu digitaliseerimiseks kasutati A/D signaali
muundurit (USB-1608, Measurement Computing) ja andmed registreeriti arvuti abil.
Véljundvoolu muutust detekteeriti maksimaalselt 1200 sekundi jooksul pérast gliikoosi

okslidaasi ststimist intervalliga 0,5 sekundit.

Iga eksperimentaalne kdver koosnes vahemalt 1500-2400 punktist. Andmete
normaliseerimiseks jagati véaljundvoolu signaal I ajahetkel t véljundvooluga I, ajahetkel
t=0. Saadud normaliseeritud véljundvoolu I/l, abil arvutati signaali normaliseeritud

muutus kui 1-1i/1.

Reaktsiooni iseloomustavate parameetrite arvutamiseks kasutati programme
SigmaPlot® 13.0 (SPSS Software, USA), Graphpad Prism® 6.0 (Graphpad Software,
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San Diego, CA, USA) ja Microsoft Excel® 15.0 (Microsoft Corporation, Washington,
USA).

2.5. PB-galaktosidaasi aktiivsuse maaramine spektrofotomeetriliselt

B-galaktosidaasi  aktiivsuse =~ madramiseks  lisati  lahusele ~ ONPG-i
(I8ppkontsentratsioon 2,65%10* M). Reaktsioonisegu inkubeeriti 480 sekundit ning
reaktsiooni peatamiseks lisati Na,COj3 lahust (I6ppkontsentratsioon j&i 0,16 M).

Hidrolldsil moodustunud orto-nitrofenooli kontsentratsioon maarati lahuse
neeldumise jargi lainepikkusel 420 nm. Mdd&tmised viidi l&bi kvartskuvettidega, mille

paksus oli 10 mm ja ruumala 4 ml.
2.6. Bensiiiilpenitsilliini mdju m66tmine B-galaktosidaasi aktiivsusele

B-galaktosidaasi (0,1 M fosfaatpuhvris, pH=6,50), kontsentratsiooniga 0,033
IU/ml, inkubeeriti bensudlpenitsilliiniga (0,1 M fosfaatpuhvris, pH=6,50), mille
kontsentratsioon lahuses oli 0,0033 g/L. Inkubeerimine toimus 37 °C juures suletud
klaasviaalis, mis oli asetatud vesivanni. Enstiiimi ja benstulpenitsilliini inkubeerimisega
varieeriti vahemikus 0-48 tundi. Inkubeerimisaja |8ppedes mé&érati B-galaktosidaasi

aktiivsus.
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3. TULEMUSED JA ARUTELU

3.1. p-galaktosidaasi aktiivsuse méaramiseks kasutatud meetodite vordlus

Esmalt leiti p-galaktosidaasi optimaalne laktoosiga inkubeerimise aeg.
[-galaktosidaasil ja laktoosil lasti inkubeerida 2-20 minutit ning hapnikuanduriga
registreeriti B-galaktosidaasi poolt laktoosi hudroltisil tekkinud glikoosi katalttilise
okslideerimise poolt pdhjustatud lahustunud hapniku kontsentratsiooni véahenemist
lahuses 750 sekundi jooksul. Optimaalseks inkubeerimisajaks voeti 8 minutit, sest selle
aja jooksul reageerib antud tingimustel &ra ligikaudu pool lahustunud hapnikust
(joonis 3).

22

-

Y

-

-

g 1o

55

= 2 08- o

Ho I

> °

=< 0.6 o

< .

g0 .

M LD

=™ 04- °

= QO

2% 02

s 8

g '

-T: 00 L] L] L] L] 1

£ 0 5 10 15 20 25

= . - o

2 B-galaktosidaasi inkubeerimise aeg
laktoosiga (min)

Joonis 3. Signaali véartuse sbltuvus B-galaktosidaasi ja laktoosi inkubeerimise ajast
kaskaadses sensoris. MOadtmised viidi 1&bi ©Shubapnikuga kullastatud 0,1 M
fosfaatpuhvris (pH=6,50) konstantsel segamisel 37 °C juures. Laktoosi kontsentratsioon
lahuses oli 0,14 M, B-galaktosidaasi aktiivsus 0,033 1U/ml; gliikoosi oksudaasi aktiivsus

1 1U/ml, mddtmise pikkus 750 sekundit.
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Seejdrel uuriti B-galaktosidaasi aktiivsuse méaramise vdimalusi hapnikuanduri
abil. Hapnikuanduriga registreeriti f-galaktosidaasi poolt laktoosi hidroluusil tekkinud
glukoosi  katalutilise  oksudeerimise poolt pdhjustatud lahustunud hapniku
kontsentratsiooni vahenemist lahuses. Erinevatel B-galaktosidaasi kontsentratsioonidel
saadud normaliseeritud hapniku kontsentratsiooni vahenemine ajas Uhesugustel
reaktsioonitingimustel on toodud joonisel 4. Clarki-tliupi anduri korral on véljundvoolu
s6ltuvus hapniku kontsentratsioonist lahuses lineaarne, optilise anduri puhul arvutati

hapniku konsentratsioon lahuses Stern-Volmeri sdltuvuse abil.

=
o

— 0,0033 1U/ml
........... 0,0083 [U/mI
0,0167 IU/ml
........... 0,025 1U/ml
— 0,033 IU/ml
— 0,041 U/ml
— 0,05 IU/ml

== — 0,067 1U/ml
0 250 500 750 1000 1250 —— 0,1 IU/ml

Mbéotmise aeg (s) 00— 0,13 IU/ml

Anduri normaliseeritud signaal I+ /I
o o
o a1
L L

Joonis 4. Hapnikuanduri normaliseeritud signaali muutus ajas kaskaadses sensoris
erinevatel B-galaktosidaasi kontsentratsioonidel. M&dtmised viidi l&abi dhuhapnikuga
killlastatud 0,1 M fosfaatpuhvris (pH=6,50) konstantsel segamisel 37 °C juures.
Laktoosi kontsentratsioon lahuses oli 0,14 M, inkubeerimisaeg 480 sekundit; glukoosi

oksudaasi aktiivsus 1 1U/ml.

Saadud kdveratest leiti signaali muutumise suurus ajahetkedel, kui reaktsiooni
algusest oli méddunud 250, 480, 750 ja 1200 sekundit. Erinevatele ajahetkedele vastava
signaali muutuse kasutamine kdverate iseloomustamiseks vdimaldab varieerida enstiumi

aktiivsuse mé&aramise meetodi tundlikkust ja kasutuspiirkonda. Kuna sensori
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toopiirkonna maérab lahustunud hapniku hulk reaktsioonisegus, siis pikemate vOi
kdrgematel substraadi kontsentratsioonil toimuvate mdootmiste korral tarbitakse
reaktsiooni kaigus kogu lahuses olev hapnik ning sensorsiisteem on valjaspool
md0tepiirkonda. Joonistelt 4 saab valja lugeda mdGtmise kestvusest s6ltuv

[-galaktosidaasi eristatavad kontsentratsioonivahemikud, mis on toodud tabelis 4.

Tabel 4. Eristatav -galaktosidaasi kontsentratsioonide vahemiku séltuvus mdGtmise

kestvusest.
o Eristatav f-galaktosidaasi kontsentratsioonide vahemik
Maodtmise aeg (S)
(IU/ml)
250 0,0167-0,13
480 0,0083-0,1
750 0,0033-0,067
1200 0,0033-0,033

Siit selgub, et pikematel mdo6tmistel pole vdimalik kdrgemaid p-galaktosidaasi
kontsentratsioone méérata, sest selle aja jooksul tarbitakse kogu reaktsioonikeskkonnas
olev hapnik &dra. Pikemad mdo6tmised t0id kaasa ka suureneva taustmirade osakaalu.
Selle iseloomustamiseks koostati graafik telgedes B-galaktosidaasi kontsentratsioon vs.
signaali véartuse muutus uuritaval ajahetkel (joonis 5). Mida pikema mdGtmiste
signaalid ~ v@eti, seda  madalam  determinatsioonikordaja  (r)  saadi.
Determinatsioonikordaja nditab, kui hasti regressioonisirge lahendab vaatlusandmeid
ehk kui lineaarne on mingi ala. Ideaalse lineaarsuse korral r’=1. Mida kauem mé&ddeti
reaktsiooni kineetikat, seda madalamaks laks r? véartus ehk lineaarsus halvenes. See on

seletatav taustmurade osakaalu suurenemisega.
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Joonis 5. Signaali véirtuse soltuvus B-galaktosidaasi kontsentratsioonist ja kineetika
mdotmise kestvusest kaskaadses sensoris. Modtmised viidi labi dhuhapnikuga
killlastatud 0,1 M fosfaatpuhvris (pH=6,50) konstantsel segamisel 37 °C juures.
Laktoosi kontsentratsioon lahuses oli 0,14 M, inkubeerimisaeg 480 sekundit; glikoosi

okstidaasi aktiivsus 1 1U/ml.

Joonisel 5 toodud s6ltuvuste tdusud iseloomustavad ka ststeemi tundlikkust erinevate
signaalide kasutamise korral: mida suurem on Kkalibreerimisgraafiku tous, seda
tundlikum on susteem. Kasutades pikemat mdGtmisaega, on vdimalik suurendada
mdotesusteemi tundlikkust, ehkki suureneb ka taustamirade osakaal. Taustamiirade
allikateks vdivad olla elektromagnetilised uitvdljad ning temperatuuri k&ikumisest
tingitud hapniku kontsentratsiooni muutused lahuses. Madtesisteemi tundlikus

erinevate signaalide kasutamise korral erines ligi 4 korda (tabel 5).
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Tabel 5. B-galaktosidaasi aktiivsuse mdotmise tundlikkus erinevate modteaegade

korral.
Maodtmise aeg (S) Maodtesusteemi tundlikkus (mI/1U)
250 4,940,1
480 9,2+0,2
750 13,4+0,4
1200 20,4+1,0

B-galaktosidaasi aktiivsuse madramiseks kasutati ka spektrofotomeetrilist
meetodit, kus substraadina kasutati ONPG-d (joonis 6). Joonisel on vordluseks toodud
ka hapnikuanduri kasutamisel saadud sdltuvus B-galaktosidaasi aktiivsusest. Iga punkti

jaoks teostati 3-5 korduskatset.

1.07 » 08 hapnikuanduriga
meetod (7505)
-0.6 spektrofotomeetriline
meetod (ONPG)

-0.4

-0.2

(NV) seannl wu 0z shANplaaN

0.0 T T T 1 1 1 1 1
00 01 02 03 04 05 06 07 08

B-galaktosidaasi kontsentratsioon (1U/ml)

0.0

Normaliseeritud signaali vaartuse
muutus ajahetkel t (1-1,/1g)
o
il

Joonis 6. p-galaktosidaasi aktiivsuse madramine spektrofotomeetrilise meetodiga
ONPG-i abil. Inkubeerimisaeg ONPG-ga 480 sekundit, temperatuur 37 °C; ONPG-i
kontsentratsioon lahuses 2,65*10™ M. Vérdluseks on toodud p-galaktosidaasi aktiivsuse
mééramise kalibreerimisgraafik hapnikuanduriga, kui mdoddetud signaali muutust

maootmise 750 sekundil.
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Spektrofotomeetrilise meetodi korral saadi mdddetava suuruse lineaarne
sOltuvus B-galaktosidaasi aktiivsusest kuni enstimi aktiivsuseni 0,1 1U/ml;
maksimaalne md&ddetud neelduvus oli 0,8 AU. Saadud lineaarse osa tdus oli
4,10 AU*ml/1U.

Vorreldes omavahel kasutatud meetodeid, selgus et hapnikuanduriga
[B-galaktosidaasi maaramine on tundlikum kui spektrofotomeetriline meetod. Mdlema
meetodi korral oli substraadi hidrolulsi aeg 480 sekundit. Joonisel 6 toodud vérdlusest
on n&ha, et hapnikuanduriga meetodi korral on signaali suhteline muutus selle
vOimaliku  koguulatusega vOrreldes hapnikuaanduri  kasutamisel suurem  Kui

spektrofotomeetrilise meetodi korral.

Spektrofotomeetrilise meetodi eeliseks vorreldes hapnikuanduri kasutamisega on
vaiksem ajakulu ning vdimalus madrata kdrgemaid p-galaktosidaasi kontsentratsioone.
Negatiivseks kuljeks on substraadi kallis hind, selle vdga piiratud lahustuvus ja
ebapusivus lahustites (seismisel kipub hudrolitdsuma ilma ensiiumi katalliisita, mis
pohjustab kdrgendatud tulemusi [37]). ONPG-i pusivust ajas (toatemperatuuril) testiti
spektrofotomeetriliselt ning leiti, et peale 200 minutit seismist on ligikaudu 15%

ONPG-st iseeneslikult hidrolitsunud (joonis 7).

o
fo)
g

i
o
T

0.504

0.454

o
»
o

Neelduvus 420 nm juures (AU)

50 100 150 200
ONPG seismise aeg (min)

o

Joonis 7. ONPG pisivuse uurimine (toatemperatuuril) ajas spektrofotomeetrilise
meetodiga. ModOtmised teostati 0,1 M fosfaatpuhvris (pH=6,5); PB-galaktosidaasi
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aktiivsus lahuses 0,033 1U/ml; inkubeerimisaeg ONPG-ga 480 sekundit, temperatuur 37
°C; ONPG-i kontsentratsioon lahuses 2,65*10™ M.

3.2. Lahustunud p-galaktosidaasi stabiilsus

0,1 M fosfaatpuhvris (pH=6,50) lahustunud B-galaktosidaasi stabiilsust uuriti
37 °C juures 48 tunni jooksul nii hapnikuanduri kui spektrofotomeetrilise meetodiga.
Kuna ensutimi aktiivsus muutub selle aja jooksul suhteliselt vahe, siis vahemtundliku
spektrofotomeetrilise  meetodi ning ldhema kui 750 sekundilise hapniku
kontsentratsiooni vahenemise mdoétmise alusel seda teha ei saanud. Kasutades B-
galaktosidaasi aktiivsuse maaramiseks taandatud signaali muutust 750-ndal sekundil
(Al7s0), saadi joonisel 8 toodud s6ltuvus. Tehti 3-5 paralleelkatset ja ehkki mdotevead
on véga suured, leiti andmete anallusil, et 48 tunni jooksul lahustunud B-galaktosidaasi

aktiivsus 37 °C juures ei muutunud.
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Joonis 8. Lahustunud p-galaktosidaasi stabiilsuse uurimine hapnikuanduriga.
Modtmised viidi l8bi Ghuhapnikuga kullastatud 0,1 M fosfaatpuhvris (pH=6,50)
konstantsel segamisel 37 °C juures. Laktoosi kontsentratsioon lahuses oli 0,14 M,
[B-galaktosidaasi aktiivsus 0,033 IU/ml; B-galaktosidaasi inkubeerimisaeg laktoosiga
480 sekundit; modtmise pikkus 750 sekundit; glikoosi oksudaasi aktiivsus 1 IU/ml.

28



Lisaks Clarki ttupi andurile kasutati hapniku kontsentratsiooni mddtmiseks lahuses ka
fitberoptilist andurit, et vé&hendada elektromagnetiliste mirade osakaalu. Ehkki
magnetsegajast pdhjustatud k&ikumised hapniku kontsentratsiooni maaramisel
vahenesid, ei saadud oluliselt paremaid tulemusi, sest fiiberoptiline hapnikuandur on
vaga tundlik temperatuurikdikumiste suhtes. [36] Kuna signaali pustitumise
seaduspérasused on erinevate andurite puhul erinevad, siis signaali muutus oli natuke
suurem Clarki anduri puhul. Ka optilise hapnikuanduri abil saadud tulemuste
analliusialusel voib delda, et seismisel fosfaatpuhvris lahustunud enstimi aktiivsus 48

tunni jooksul ei muutu (joonis 9).
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0.504

0.45

0.40+4
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0] 20 40 60

B-galaktosidaasi inkubeerimise aeg (h)

Optilise hapnikuanduri normaliseeritud
signaal 750. sekundil [1-C,(750)/cq,(0)]

Joonis 9. Lahustunud p-galaktosidaasi  stabiilsuse  uurimine fiiberoptilise
hapnikuanduriga. Md6tmised viidi 1&abi 6huhapnikuga killastatud 0,1 M fosfaatpuhvris
(pH=6,50) konstantsel segamisel 37 °C juures. Laktoosi kontsentratsioon lahuses oli
0,14 M, pB-galaktosidaasi aktiivsus 0,033 1U/ml; inkubeerimisaeg 480 sekundit;

modtmise pikkus 750 sekundit; glikoosi okstidaasi aktiivsus 1 1U/ml.

ONPG-i abil labiviidud B-galaktosidaasi aktiivsuse mddtmistel erinesid lahuste
neelduvused modtmiste alguses suhteliselt palju, mis viitab halvale korratavusele
(joonis 10).
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Joonis 10. Spektrofotomeetriline meetod lahustunud p-galaktosidaasi stabiilsuse
maaramiseks (erinevad mdotmisseanssid). Mddtmised viidi labi 0,1 M fosfaatpuhvris
(pH=6,5); p-galaktosidaasi aktiivsus 0,033 1U/ml; inkubeerimisaeg ONPG-ga 480
sekundit, temperatuur 37 °C; ONPG-i kontsentratsioon lahuses 2,65*10™ M.

See vOib olla pdhjustatud substraadi halvast lahustumisest fosfaatpuhvris, mis tingis
substraadi lahuste kontsentratsioonide erinevuse erinevatel médtmisseanssidel. Suurte
mda6tmisvigade pdhjuseks vdib olla ka ONPG-i iseeneslikust hudrolusist tingitud ONP
teke, mis omakorda annab kdrgendatud neelduvusintensiivsuse [37]. Nimetatud
pohjustel pole joonisel 10 ilmnev ndiline neelduvuse téus, mis viitab p-galaktosidaasi

aktiivsuse kasvule, usaldusvaarne.

3.3. Bensiiiilpenitsilliini mdju p-galaktosidaasi aktiivsusele

Bensuulpenitsilliini mdju uurimiseks p-galaktosidaasi aktiivsusele inkubeeriti
enstiimi benstulpenitsilliini lahuses (0,003 g/L ehk 3,3 ppm) kuni 48 tundi ning méérati
inkubeerimise jooksul enslumi aktiivsus kahe erineva meetodiga: hapnikuanduriga

(substraadiks laktoos) ja spektrofotomeetriliselt (substraadiks ONPG).

Hapnikuanduriga sooritatud mddtmistel saadud tulemused on toodud joonisel 11.
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Joonis 11. Hapnikuanduriga mo6ddetud benstdlpenitsilliiniga inkubeerimise moju
B-galaktosidaasi aktiivsusele. Modtmised viidi 1abi 6huhapnikuga kullastatud 0,1 M
fosfaatpuhvris (pH=6,50) konstantsel segamisel 37 °C juures. Laktoosi kontsentratsioon
lahuses oli 0,14 M, p-galaktosidaasi aktiivsus 0,033 I1U/ml; benstdlpenitsilliini
kontsentratsioon 0,0033 g/L; laktoosi inkubeerimisaeg p-galaktosidaasiga 480 sekundit;
mdbtmise pikkus 750 sekundit; glikoosi oksudaasi aktiivsus 1 1U/ml.

Selgus, et bensullpenitsilliin inaktiveerib pB-galaktosidaasi ning 48 tunnise
inkubeerimise jooksul védheneb B-galaktosidaasi aktiivsus ligikaudu 35% vdrreldes
esialgsega. Kuna ensulim ise selle aja jooksul ei inaktiveeru (ptk 3.2), siis v0ib eeldada,
et leitud efekt on pdhjustatud bensullpenitsilliini toimest. Uuritud ajavahemikus vaib
inhibeerimist vaadata kui lineaarset protsessi, mille hinnanguline poolestusaeg on
ca 60 tundi.

Modtmistel kasutatud benstdlpenitsilliini  kontsentratsioon oli 0,0033g/l ehk
3,3 ppm, mis on ligikaudu 1000 korda suurem kui benstulpenitsilliini lubatud piirnorm
piimas (4 ppb) [31]. Ravialuse lehma piimas tletab bensutlpenitsilliini kontsentratsioon
lubatud piirnormi tegelikult aga kuni 3000 korda [42].
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Seega on tdendoline, et juba sellise bensttlpenitsilliini kontsentratsiooni korral
piimas on biosensorrivi abil ndhtav efekt pohjustatud p-galaktosidaasi aktiivsuse
vahenemisest tingitud madalamatest galaktoosi ja gliikoosi kontsentratsioonidest. Samas
on tundlikuma sensorsiisteemi kasutamisel vOimalik tuvastada ka madalamaid

antibiootikumijéékide kontsentratsioone.

Spektrofotomeetrilisel meetodil saadud tulemused on esitatud joonisel 12. Ehkki
kdikidel uuritud ajamomentidel teostati 3-5 korduskatset, mille tulemustest voeti

aritmeetiline keskmine, ei saadud antud meetodil usaldusvéaarseid tulemusi.
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Joonis 12. Bensiililpenitsilliini inkubeerimine [-galaktosidaasiga ja aktiivsuse
maaramine spektrofotomeetriliselt. Ma6tmised viidi labi 0,1 M fosfaatpuhvris
(pH=6,5); B-galaktosidaasi aktiivsus 0,033 IU/ml; benstilpenitsilliini kontsentratsioon
0,0033 g/L; inkubeerimisaeg ONPG-ga 480 sekundit, temperatuur 37 °C; ONPG
kontsentratsioon lahuses 2,65*10 M.

Seismisel toimub B-galaktosidaasi aktiivsuse ndiv suurenemine, mis vdib olla tingitud
ONPG-i iseeneslikust hidroliitsist, mida on kirjeldatud ka varem [37]. Samas pole
spektrofotomeetriline meetod nii madalate B-galaktosidaasi aktiivsuste korral piisavalt

tundlik, mis tingib ka suured mddtemadramatused.
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KOKKUVOTE

Ké&esoleva bakalaureuset60 eesmargiks oli uurida ja vorrelda erinevaid
metoodikaid (-galaktosidaasi aktiivsuse madramiseks ning uurida p-laktaamide hulka
kuuluva antibiootikumi benstdlpenitsilliin mdju B-galaktosidaasi aktiivsusele, mis

mdjutab okstidaasidel pGhineva biosensorrivi signaali piimas.

Hapnikuanduril p&hineva ja spektrofotomeetrilise (substraadina kasutatakse
orto-nitrofenulil-p-galaktosiidi ehk ONPG-i) B-galaktosidaasi aktiivsuse madramise
meetodi vordlemisel osutus tundlikumaks hapnikuanduril pdhinev meetod, kusjuures
selle tundlikkus oli seda suurem, mida pikem oli m6dtmise aeg; samas suurenes
mdGtmisaja pikenedes eksperimentaalsete mirade osakaal. Spektrofotomeetriline
meetod voimaldas méérata korgemaid B-galaktosidaasi kontsentratsioone, kuid vdib
tulemuseks anda néivalt kérgemaid p-galaktosidaasi aktiivsusi ONPG iseeneseliku
hiidroliiisi tottu. Kuigi hapnikuanduriga -galaktosidaasi aktiivsuse méaaramise meetod
on vorreldes spektrofotomeetrilise meetodiga kaks korda ajakulukam, on ta oluliselt

tundlikum.

Lahustunud B-galaktosidaasi stabiilsust uuriti fosfaatpuhvris 48 tunni véltel
temperatuuril 37 °C, kusjuures ensutimi aktiivsust mdddeti nii hapnikuanduri abil kui

spektrofotomeetriliselt. Leiti, et p-galaktosidaasi aktiivsus selle aja jooksul ei muutu.

Bensudlpenitsilliini - mdju  uurimisel  B-galaktosidaasi  aktiivsusele leiti
hapnikuandurit kasutades, et 48 tunni jooksul védhenes p-galaktosidaasi aktiivsus
bensttlpenitsilliini (3,3 ppm) mdjul 37 °C juures ligikaudu 35%, mis toetab t60
eesmargi seadmisel piistuitatud hiipoteesi, et [B-galaktosidaasi aktiivsus véheneb
benstulpenitsilliini toimel. Spektrofotomeetriline meetod polnud piisavalt tundlik, et

vastavas vahemikus B-galaktosidaasi aktiivsuse muutust detekteerida.
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The Effect of Benzylpenicillin on the Activity of p-galactosidase

Gunnar Printsmann

Summary

This study is a part of a project for the development of a biosensor array for
rapid detection of antibiotic residues in raw milk. In the present study, different methods
for the determination of p-galactosidase activity were used and evaluated to measure the
inhibition of the enzyme by benzylpenicillin. In addition, we also studied the stability of
soluble B-galactosidase.

The activity of B-galactosidase was determined with an oxygen sensor as well as
spectrophotometrically, using orto-nitrophenyl-p-galactoside as a substrate. The
method, based on the application of oxygen sensor proved to be more sensitive
compared to the spectrophotometric method. The sensitivity of measurements with
oxygen sensor increased along with increasing the lenght of the measurement time.
However, this led to higher backround noise and made the experimental procedure
twice as long compared to the time, required to carry out the spectrophotometric
method. The latter method enabled to measure higher concentrations of f-galactosidase,
however, the results were higher than expected because of the spontaneous hydrolysis
of orto-nitro-phenyl-f-galactoside.

The stability of dissolved PB-galactosidase was studied in phosphate buffer
solution at 37 °C over 48 hours. The activity of B-galactosidase during this period was
characterized both with oxygen sensor and spectrophotometrically. It was shown that
the activity of soluble B-galactosidase remained unchanged during its storage for 48
hours.

The effect of benzylpenicillin on the activity of B-galactosidase was studied with
the help of oxygen sensor. B-galactosidase was incubated with benzylpenicillin (0,0033
g/L) in phospate buffer solution at 37 °C for 48 hours. We found that after 48 h
incubation B-galactosidase activity had decreased for approximately 35%. The obtained
data supports the previously stated hypothesis that benzylpenicillin acts as an inhibitor
towards [3-galactosidase. It was not possible to apply spectrophotometric method for the
measuments of P-galactosidase inhibition, as the sensitivity of this method was not
sufficient.
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