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INFOLEHT

Escherichia coli pinnal liikuvuse teststusteemi valjatdotamine ja liikuvuse analtts

metallistressi tingimustes

Osade antimikroobsete omadustega metallide ja nende nanoosakeste kasutamine v6ib mojutada
bakterite liikuvust. Suurenenud liikuvust vOib potentsiaalselt patogeensete bakterite puhul
seostada suurema virulentsusega, mis on aga antimikroobsetes rakendustes ebasoovitav.
Liikuvuse parem mdistmine metallistressi tingimustes véimaldab hinnata antimikroobsete
lahenduste kitsaskohti erinevates rakendustes. Kéesolevas t00s tootati vélja teststusteem E. coli
ATCC 8739 pinnal liikuvuse uurimiseks eesmérgiga Kirjeldada valdkonnas olulise
mudelbakteri liikuvust subletaalse metallistressi tingimustes. Tuvastati, et antud tiivi ei kasuta
s06tme pinnal litkumiseks vibureid ja katsetes positiivse ning negatiivse pinnalaenguga CeO>
nanoosakestega leiti, et bakterite liikuvuse mdjutamisel olid olulised nii katsetingimused kui ka

nanoosakeste pinnalaeng.
Mérksonad: Escherichia coli, lilkuvus, voogamine, tseerium, nanoosakesed

CERCS kood: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mikoloogia; T150

Materjalitehnoloogia

Development of test system for surface motility analysis of Escherichia coli and

application of the system under metal stress conditions

Some metals and metal-based nanoparticles with antimicrobial properties can enhance bacterial
motility. Higher motility is associated with higher virulence of potentially pathogenic bacteria
and if such response is induced in antimicrobial application, it would be an unwanted side-
effect. Better understanding of bacterial motility in metal stress conditions would allow to
evaluate the potential limitations of different antimicrobial applications. In this thesis a test
system was developed for surface motility analysis of E. coli ATCC 8739 with the purpose of
describing motility in sublethal metal stress conditions of an important model strain in the field.
It was identified that E. coli ATCC 8739 does not use flagella for its motility on agar surface.
Also, in experiments with positively and negatively charged CeO> nanoparticles it was found
that when bacterial motility was affected the outcome depended on experimental conditions as

well as surface charge of the nanoparticles.
Keywords: Escherichia coli, motility, swarming, cerium, nanoparticles
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KASUTATUD LUHENDID

AcheY — kemotaktilise vastuse regulaatorvalgu katkestusmutant

AlafA — lateraalse flagelliini katkestusmutant

AmotA — viburi podrlemise eest vastutava mootorvalgu katkestusmutant

Amp — ampitsilliin

ap — aluspaari

fw — péarisuunaline (foward)

Km — kanamutsiin

LB — Luria-Bertani

MIC — minimaalne inhibitoorne kontsentratsioon (minimal inhibitory concentration)
NP — nanoosakesed (nanoparticles)

nt — nukleotiid

PCR — polimeraasi ahelreaktsioon (polymerase chain reaction)

rv — vastassuunaline (reverse)

TEM — transmissiooni elektronmikroskoopia (transmission electron microscopy)

WT — metsiktivi (wild-type)



SISSEJUHATUS

Liikuvus annab bakteritele teatava dkoloogilise eelise olgugi, et liikumine on energeetiliselt
kulukas protsess. Evolutsiooni kaigus on vastavalt elukeskkonnale valja kujunenud
mitmesugused liikumisviisid, mis vdivad sdltuda nii bakterite erinevatest jatketest kui ka
muudest molekulidest ja mehhanismidest. Liikumine vdib olla nii juhuslik kui suunatud ehk
kemotaktiline, kus litkumine toimub keemilise signaali suunas voi sellest eemale, olgu selleks
naiteks toitaine vOi murkaine. Liikuvuse ja liikumatuse regulatsioon on oluline ka

bakteriaalsetes biokiledes.

Escherichia coli on suure liigisisese varieeruvusega gramnegatiivne bakter. E. coli liikuvust on
enim uuritud K-12 laboritlivede néitel, kuid praktiliste rakenduste hindamisel on siiski oluline
uurida lisaks laboritiivede liikuvusele ka potentsiaalselt patogeensete ja geneetiliselt

mitmekesisemate tiivede liikuvust.

Antimikroobsete omadustega metallide ja metallipdhiste nanoosakeste (NP) kasutus
antimikroobsetes rakendustes muutub aina laialdasemaks, mistottu on oluline uurida mitte
ainult nimetatute biotsiidseid omadusi, vaid ka nende kdrvalmdjusid, nditeks moju bakterite
liikuvusele subletaalsetes ja subinhibitoorsetes kontsentratsioonides. Liikumisv@imelistel
potentsiaalselt patogeensetel bakteritel on suurenenud liikuvust seostatud suurenenud
virulentsusega ning on selge, et kui selline vastus indutseeritakse antimikroobse t66tluse

tulemusel, siis on tagajérg mittesoovitav ja vdib kujutada ohtu inimeste tervisele.

Tseerium on leelismuldmetall, mille Ghendeid ja NP-sid on laialdaselt kasutatud mitmetes
rakendustes nditeks kutuseelementides, peenpoleerimisel, kuid ka meditsiinis, naiteks
pdletushaavade ravis antimikroobsete omaduste tGttu. Biomeditsiinistes rakendustes uuritakse

enamasti CeO, NP-de kasutusvdimalusi.

Selle bakalaureusetdd pdhieesmérk oli antimikroobse efektiivsuse hindamisel mudelina
kasutatava Escherichia coli tive pinnal liikuvuse teststisteemi valjato6tamine toetudes
varasematele uuringutele Kirjanduses ja teostada esialgne liikuvuse analliis metalli- ja

nanostressi tingimustes Ce ioonide ja CeO. NP-de néitel, kasutades loodud testsiisteemi.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Bakterite litkumisviisid

LitkumisvGimelistele bakteritele on liikumine vajalik nii selleks, et koloniseerida nisse kui ka
selleks, et leida toitaineid vdi ebasoodsatest tingimustest lahkuda. Kohandumaks keskkonnaga,
on bakteritel evolutsiooni kéigus tekkinud mitmeid litkkumismehhanisme (Joonis 1). Naiteks E.
coli suudab viburite abil vedelas keskkonnas liikuda ujudes (ingl swimming), kuid ka marjal
pinnal voogata (ingl swarming) (Wadhwa ja Berg, 2021). Viburid on prootongradiendi toimel
poorlevad helikaalsed jatked (Blair ja Berg, 1990). Lisaks viburitele on osadel bakteritel ka
tdp IV piilid, mille abil suudavad bakterid end mddda pinda edasi tdmmata (ingl twitching)
(Madigan et al., 2019; Wadhwa & Berg, 2021). Samas suudavad bakterid liikuda md6da pinda
ka ilma jatketeta. Sellist adhesiinide abil litkumist nimetatakse liuglemiseks (ingl gliding)
(Wadhwa ja Berg, 2021). Aktiivse liikumisvbimeta bakterid liiguvad pinnal passiivselt
pooldumise kaigus (ingl sliding) (Wadhwa ja Berg, 2021). Jargnevates alapeatiikkides
tutvustatakse piilidest ja viburitest soltuvaid liikumisviise, mis vdivad olulised olla valitud

mudelbakteri E. coli puhul.
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Joonis 1. Bakterite peamised liikumisviisid. Joonist on modifitseeritud, algne joonis périneb
Kearnsi artiklist (Kearns, 2010).



1.2. Ujumine

Vesikeskkonnas vaba, individuaalset litkumist viburite abil nimetatakse ujumiseks (Wadhwa ja
Berg, 2021). Bakterite ujumine toimub otseliikumiste (ingl run) ja juhuslikuks suunavahetuseks
vajaliku ,,kukerpallitamise* (ingl tumble) teel (Madigan et al., 2019; Wadhwa & Berg, 2021).
Otse ujumist v@imaldab viburite podrlemine vastupéeva, ,kukerpallitamist® aga viburi
poorlemine pdripdeva (Madigan et al., 2019). Lisaks juhuslikule ujumisele on bakterid
voimelised ujuma kemotaksise abil keemilise gradiendi suunas voi selle vastu, mida
iseloomustab ,,kukerpallitamise* vdhenemine (Madigan et al., 2019). Ujumist uuritakse sageli
poolvedelas agariga sodtmes torkekiilviga, kus agari kontsentratsioon sé6tmes on kuni 0,3%
(nt Inoue et al., 2007; Wiles et al., 2020). Kdrgem agari kontsentratsioon s66tmes inhibeerib
ujuva litkumise, kuid soodustab pinnal litkumist (Kearns, 2010).

1.3. Voogamine

Voogamise puhul on tegu viburite vahendatud kollektiivse pinnal liikumise vormiga (Wadhwa
ja Berg, 2021). Voogamisele on iseloomulikud morfoloogilised muutused. Toimub
hlperflagellatsioon, st bakteritel on rohkem vibureid vorreldes ujuvate bakteritega, ning
filamenteerumine ehk rakud pikenevad, kuid ei suuda poolduda (Harshey ja Matsuyama, 1994).
Enamasti on voogamist Kkirjeldatud 0,4%-0,8% agarisisaldusega pehmel toitainerikkal
agarsootmel, kuid néiteks Proteus mirabilis suudab voogata ka tavalisel 1,5% agarisisaldusega
s0otmel (Partridge ja Harshey, 2013). E. coli voogav fenotulp avaldub eelkdige 0,45%-0,5%
agarit sisaldaval so6tmel, kus kasutatakse sageli spetsiifilist Eikeni agarit (Eiken Chemical Co.,
Ltd., Jaapan) (Burkart et al., 1998; Darnton et al., 2010; Harshey ja Matsuyama, 1994; Wu et
al., 2020). Eikeni agari kasutamisel jaab tardsootme pinnale rohkem vaba vett, kui naiteks
Bacto™ (Becton, Dickinson and Co., USA) agariga sodtmele (Berg, 2005). Niiskem pind
soodustab voogavat liikumist. Harshey ja Matsuyama artiklist selgub ka, et Difco™ (Becton,
Dickinson and Co., USA) agariga so6tmetel on E. coli voogamine tagasihoidlikum vorreldes
Eikeni agariga so0tmetega (Harshey ja Matsuyama, 1994). Sageli lisatakse voogamise
soodustamiseks sootmele ka suhkruid, nt glikoosi voi arabinoosi (nt Burkart et al., 1998;
Darnton et al., 2010; Inoue et al., 2007; Zhang et al., 2010) ja surfaktante (Niu et al., 2005; Wu
et al., 2020; Yang et al., 2017).

1.4. Liikumine piilide abil

Piili tdtmbumine on pinnal litkumise viis, mis toimub tudp IV piilide abil (Madigan et al., 2019).
Tulp IV piilide pinnale kinnitumise vdime ja kontraktiilsus voimaldab bakteril end mdoda
8



pinda edasi tbmmata. (Wadhwa ja Berg, 2021). Piilide tdmbumist on enim Kirjeldatud
Pseudomonas 'tel, kuid E. coli puhul on seda vahe uuritud, kuna tttpiliselt laboris kasutatavatel
K-12 tiivedel tttp 1V piilide geenid laboritingimustes ei ekspresseeru (Sauvonnet et al., 2000).
Piilide vahendatud liikumist uuritakse 1% agarisisaldusega tardsoddet labiva torkekilviga
(Semmler et al., 1999; Turnbull ja Whitchurch, 2014), kusjuures piilidest s6ltuv liikuvus peaks

ilmnema agari ja tassi pinna vahel (Semmler et al., 1999).
1.5. Escherichia coli lilkumine pindadel

E. coli on gramnegatiivne bakter, millel on olemas nii viburid kui ka erinevat tidpi piilid
(Madigan et al., 2019). Selles t66s kasutakse tlive ATCC 8739, mis on on kasutusel
antimikroobsete pindade efektiivsuse hindamisel (The International Organisation for
Standardisation, 2007, 2019), kuid selle tlive liikuvusest on vahe teada. E. coli del on Gldiselt
uks vibursiisteemi geene sisaldav lookus Flag-1. Osadel E. coli tlivedel, nt 042 tlivel, on leitud
lisaks Flag-1 lookusele ka Vibrio parahaemolyticuse lateraalsete vibursisteemile sarnane
lookus Flag-2 (Ren et al., 2005). Ren et al. t06st selgus, et Flag-2 lookus oli ilmselt F tivede
viimasel Uhisel esivanemal olemas, kuid on paljudes tivedes deleteerunud. Kirjandusest
nahtub, et E. coli tuvedes, kus Flag-2 lookus esineb, peetakse seda lookust
mittefunktsionaalseks (Archer et al., 2011; Ren et al., 2005). Klassikaliselt on E. coli liikuvuse
kirjeldamiseks kasutatud K-12 tuvesid (nt Inoue et al., 2007), sh ka Keio katkestusmutantide
raamatukogu (Baba et al., 2006). K-12 tiivedel, sealhulgas ka néiteks laialdaselt kasutataval
MG1655 tivel, on Flag-2 lookus peaaegu tdielikult deleteerunud (Ren et al., 2005). Samas ei
saa siiski valistada Flag-2 lookuse komponentide mdju E. coli liikuvusele tiivede puhul, kus see
on olemas, néiteks tivi 042 ja ka selles t66s kasutatav tiivi ATCC 8739, millel on samuti Flag-
2 lookus (Archer et al., 2011). Samuti on vahe uuritud E. coli puhul piilidest s6ltuvat litkumist
ning selle mdju pinnal liikuvusele. Naiteks P. aeruginosa puhul on tuvastatud, et bakter voib
vajada voogamiseks lisaks viburitele ka tttp 1V piile (Kohler et al., 2000), kuid E. coli tiivedes,
mis ekspresseerivad laboritingimustes tidp 1V piilide geene, pole seda kirjeldatud.
Kokkuvaotlikult Oeldes kasutavad erinevad bakterid ja bakteritiived liikumiseks erinevaid
mehhanisme ning ka the bakteriliigi siseselt oleks vaja uurida vdimalikult laia geneetilise
varieeruvusega tuvede liikumist. E. coli puhul oleks kindlasti oluline uurida lisaks K-12

laboritiivedele ka teiste tlivede liikumist ja litkumismehhanisme.



1.6. Antimikroobsete ~ metallide  ja  metallipbhiste = nanoosakeste =~ mdju

litkumisvdimeliste bakterite liikuvusele

Tseeriumilhendeid ja tseeriumipdhiseid NP-sid on kasutatud mitmetes rakendustes alates
peenpoleerimisest (Dahle ja Arai, 2015) kuni pdletushaavade ravini (Qian et al., 2020). Lisaks
uuritakse tseeriumipdhiste NP-de rakenduste kasutusv@imalusi nii biomeditsiinis Kui
antimikroobsetes rakendustes, sh meie uurimisgrupis (Nefedova et al., 2022).
LitkumisvGimelistel patogeensetel bakteritel on liikuvus virulentsuseks vajalik (Josenhans ja
Suerbaum, 2002) ja suurenenud liikuvust saab seostada suurenenud virulentsusega. Seega, kui
mdjutada baktereid ainetega, nt antimikroobsete metallide vdi NP-de subletaalsete
kontsentratsioonidega, mis vOivad suurendada litkuvust, voime tahtmatult suurendada ka ellu
jaanud patogeenide virulentsust. NP-d on erinevad looduslikud ja stnteetilised osakesed, mille
vahemalt ks mddde jaab alla 100 nm (European Commission, 2011). Metallidel ja sama
metalli pdhistel NP-del vdib mikroobidele olla erinev toime, seda nii antimikroobse
efektiivsuse osas (Slavin et al., 2017) kui ka soltuvalt bakteri litkumisvdimest (Stabryla et al.,
2021) . Oluline roll NP-de antimikroobsetes omadustes on pinnalaengul, kuna elektrostaatilised
interaktsioonid negatiivselt laetud bakteriraku pinna ja positiivselt laetud NP-de vahel v@ivad
suurendada NP-de biotsiidset toimet (Vihodceva et al., 2021). On néidatud, et Pseudomonas
aeruginosa ja Bradyrhizobium diazoefficiens puhul suurendasid CeO> NP-d subtoksilistes
kontsentratsioonides bakterite liikuvust (Mortimer et al., 2020; Xu et al., 2018). B.
diazoefficiensi puhul on tuvastatud, et CeO> NP-de ekspositsiooni korral on flagelliinide
geenide ekspressioon Ules reguleeritud (Mortimer et al., 2020), mis vdiks viidata viburite
olulisusele NP-de juuresolekul. Samas on P. aeruginosa liikuvuse suurenemist néidatud ka
subletaalse hobeda NP-de kontsentratsiooni korral (Saeki et al., 2021). Kui eelnevalt kirjeldatud
naidetes suurendavad NP-d liikuvust, siis vOib aset leida ka vastupidine ehk bakteritlive
liilkumisvGime vOib mdjutada bakteri tundlikkust antimikroobsetele NP-dele. Naiteks on hiljuti
naidatud, et E. coli tlvede liikumisvdime mdjutab nende vastuvGtlikkust hdbeda NP-dele, kuid
mitte hdbedaioonile (Stabryla et al., 2021). Stabryla et al. t6ost selgus, et E. coli
hiperflagelleerunud tivi omandas NP-de vastu resistenstuse, kuid mitteliikuv jai NP-dele
tundlikuks. Mdolemad tlved olid hobeda ioonidele tundlikud, mis viitab, et vahenenud
tundlikkus NP-dele oli ilmselt nanoosakestest endist ja mitte tldisemalt hdbedast tulenev efekt.
Kuna bakterite pinnal liikuvust on vdga raske uurida enamasti vedelikus l&bi viidavates
ekspositsioonitingimustes, viiakse katsed enamasti l&bi kaheastmelisena. Metallistressi mdju

liikuvusele uuritakse sageli inkubeerides baktereid koos kemikaalidega tile6o (Garuglieri et al.,
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2016) voi lihema perioodi jooksul (Xu et al., 2018) optimaalsel temperatuuril ning seejarel

kllvatakse tards6otme pinnale tilkkilvina voi s66tmesse torkekulvina.

Kirjandusest ja eelnevatest tulemustest lahtuvalt otsustati kaesolevas bakalaureusetdos
koostada testsiisteem E. coli ATCC 8739 pinnal liikuvuse uurimiseks metallistressi tingimustes.
Selles t60 eksperimentaalosas keskendutakse liikuvuse testsiisteemi valja todtamisele ning

Ce(NO3z)3ja CeO2 NP-de mdju hindamisele E. coli liikuvusele.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA
2.1. TO6 eesmargid

Kéesoleva bakalaureusetdd hiipoteesiks on jargnev: Ce®* ioonid ja/voi CeO, nanoosakesed
mdjutavad antimikroobsete ainete ja pindade standardtestides kasutatava E. coli ATCC 8739

tive liikuvust.
Tulenevalt hiipoteesist olid k&esoleva bakalaureusettd eesmargid jargmised:

1. Luua testsiisteem E. coli vibursdltuva litkumise kirjeldamiseks metallide ja nende NP-
de subletaalse ekspositsiooni tingimustes.
2. Hinnata Ce(NOs)s (Ce* iooni allikana) ja CeO, NP-de mdju E. coli ATCC 8739 pinnal

litkuvusele ja ujumisvdimele.
Eesmaérkide saavutamiseks tuli teha jargmist:

a. Vorrelda E. coli ATCC 8739 tuve liikuvust E. coli liilkumise uurimiseks enim
kasutatud K-12 laboritiivede liikumisv@imega.

b. Testida kirjandusest leitu pdhjal erinevaid bakterite pinnal liikumist
soodustavaid strateegiaid.

c. Konstrueerida E. coli ATCC 8739 tuve vibursdltuva liikumise
katkestusmutandid. Kontrollida saadud tuvesid.

d. Testida saadud ttivede liikuvust tardsootmel erineva agarisisalduse ja gliikoosi
kombinatsioonides.

e. Testida saadud tlivede ujumisvdimet poolvedelas so6tmes.

f. Testida Ce(NOs3)3 ja CeO2 NP-de mdju E. coli ATCC 8739 liikuvusele.

2.2.Materjal ja metoodika
2.2.1. Kasutatud bakterittived

Tabel 1 annab Ulevaate t06s kasutatud bakteritiivedest. E. coli ATCC 8739 (sunonttmid
Crooks, DSM 1576) metsiktlvi on tellitud DSMZ-st (German Collection of Microorganisms
and Cell Cultures GmbH). ATCC 8739 tiive mutandid ja plasmiidi sisaldav tiivi ATCC
8739[pAJ172] on Kkonstrueeritud t60 autori poolt. Keio Uhe geeni katkestusmutantide
raamatukogu (Baba et al., 2006) metsiktiivi K-12 BW25113 on saadud Niilo Kaldalult (TU
tehnoloogiainstituut). Edaspidises tekstis nimetatakse ATCC 8739 katkestusmutante luhidalt

jargmiselt: AlafA, AcheY ja AmotA.
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Tabel 1. Kasutatud tived

Liik Tuvi Mutant
BW25116 -
AlafA:Km
E_ coli ATCC 8739 AcheY :Km
AMOtA :Km
ATCC 8739[pAJ172] -

2.2.2. Praimerite disain ja in silico kontroll

Datsenko ja Wanneri metoodikast lahtuvalt disainiti polimeraasi ahelreaktsiooni (PCR) tarbeks
hlbriidpraimerid, mis koosnesid soovitud geeni algusest 50 nt ja kanamutsiini resistentsuse
ekspressioonikasseti parisuunalisest praimerist (fw hibriidpraimer) ning soovitud geeni I6puosa
50 nt ja ekspressioonikasseti vastassuunalisest praimerist (rv hibriidpraimer). Lisaks disainiti
geenisisesed praimerid, et oleks vOimalus kontrollida katkestuse sisseviimist. Praimerite
disainiks kasutati Primer3’1 pdhinevat tooriista NCBI Primer-BLAST (Ye et al., 2012). E. coli
ATCC 8739 lafA, cheY ja motA geenide jarjestused parinevad ATCC (American Type Culture
Collection) Genome Portal’ist (https://genomes.atcc.org/genomes/b9d91f150db449de).

Saadud praimerite korrektset seondumist kontrolliti E. coli ATCC 8739 genoomi vastu in-silico
(San Millan et al., 2013). Praimerid on tellitud Microsynth AG-st (Sveits).

Tabelis 2 on toodud t66s kasutatud hibriidpraimerid, mida kasutati homoloogseks
rekombinatsiooniks vajalike PCR-i produktide amplifitseerimiseks. Lisaks on tabelis toodud ka
geenisisesed kontrollpraimerid, et kontrollida geeni katkemist ning kanamdutsiini praimerid
(saadud Heili Ilveselt, TU molekulaar- ja rakubioloogiainstituut), et kontrollida kanamiitsiini
geeni olemasolu mutandis. Kontrollpraimerite abil amplifitseeritavate PCR-i produktide
suurused on jargnevad: geen lafA — 221 aluspaari (ap), cheY — 192 ap, motA — 237 ap, Km —
257 ap.
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Tabel 2. Kasutatud praimerid

Praimer

Jarjestus (5" »3")

Kasutus

h-lafA-km-fw

ATGTTATCTATTAACACCAATAACGCCT
CAATGGCCGCCGTTAATGCAATGAATTC
CCCGGATCCGTC

h-lafA-km-rv

TTACTGCAGCAGGCTGGAAACCATGCT
GGACATGCTGTTGGACTGTTTCATTAGA
AAAACTCATCGAGCAT

geeni lafA katkestamiseks
vajaliku rekombinatsiooni
konstrukti amplifitseerimise
hlbriidpraimerid

h-cheY-km-fw

ATGGCGGATAAAGAACTTAAATTTTTGG
TTGTGGATGACTTTTCCACCATGAATTC
CCCGGATCCGTC

h-cheY-km-rv

TCACATGCCCAGTTTCTCAAAGATTTTG
TTGAGTTTTTCCTCCAGCGTCGTTAGAA
AAACTCATCGAGCAT

geeni cheY katkestamiseks
vajaliku rekombinatsiooni
konstrukti amplifitseerimise
hibriidpraimerid

h-motA-km-fw

GTGCTTATCTTATTAGGTTACCTGGTTGT
TCTCGGTACAGTTTTCGGCGGGAATTCC
CCGGATCCGTC

h-motA-km-rv

TCATGCTTCCTCGGTTGTCGTCTGTTGTT
GCGGATTTTTCACCGCACGCATTAGAAA

geeni motA katkestamiseks
vajaliku rekombinatsiooni
konstrukti amplifitseerimise
hibriidpraimerid

AACTCATCGAGCAT
lafA-fw TTTCAAGCCAACTGAATACC .
geeni lafA katkestuse
kontrollpraimerid
lafA-rv GTCGTTCAGACGGTTAATAG
cheY-fw AAAGAGCTGGGATTCAATAA .
geeni cheY katkestuse
kontrollpraimerid
cheY-rv TTCTGCAGTCACCATTAAC
motA-fw TGATGGATGAAGAGATTGAG .
geeni motA katkestuse
kontrollpraimerid
MotA-rv TCGCTAATGGGGAAATAAAT
pKTPvu AACAGCGATCGCGTATTTCG o .
kanamutsiini geeni olemasolu
kontrollpraimerid
KmVan TGGTATCGGTCTGCGATTCC
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2.2.3. Kasutatud kemikaalid, nanoosakesed ja sd6tmed

Tabel 3 annab Ulevaate t60s kasutatud ainete ja osakeste omadustest. To0s kasutatud NP-de
kontsentratsioonid on esitatud Ce vdi Si nominaalsete kontsentratsioonidena. E. coli ATCC
8739 ja K-12 BW25113 tiive vordluse puhul kasutati CeO2(-) NP-de kontsentratsioone
vahemikus 0-1000 mg Ce/l. E. coli ATCC 8739 mutantide liikuvuse hindamiseks kasutati
Ce(NO3z)zja CeO2(-) NP-de l16ppkontsentratsioone 0 mg Ce/l ning 500 mg Ce/l ning vastavalt
isomolaarse kontsentratsiooniga SiO2(-) NP-i 0 mg Si/l ja 100 mg Si/l. Testkontsentratsioon
500 mg Ce/l valiti eelnevate pilootkatsete pohjal (uurimisgrupi eelnevad publitseerimata
andmed) nii, et see ei inhibeeriks bakteri kasvu ihegi testitud aine osas, kuid demonstreeriks
valitud ekspositsioonitingimustes ja kontsentratsioongradiendi rehakulvides (vt 2.2.6.) veel
muutust liikuvuses. SiO2(-) NP-sid on kasutatud antibakteriaalsete omadusteta negatiivse
kontrollina (Nefedova et al., 2022). Kemikaalide ja nanoosakeste lahjendused tehti steriilses

deioniseeritud vees.

Tabel 3. Liikuvuskatsetes kasutatud ained ja nanoosakesed. Kasutatud NP-d on iseloomustatud
TU fuusikainstituudis (Nefedova et al., 2022). Elektrokineetiline potentsiaal ehk {-potentsiaal
iseloomustab NP-de efektiivset pinnalaengut vesilahuses. Primaarsuurused on moddetud
transmissiooni elektronmikroskoopia (TEM) piltidelt.

CeO,(-) NP 53+4 3,2+0,4
CeO,(+) NP +41+2 3,3+0/4 Nefedova et al ., 2022
SiO,(-) NP 34+ 3 16,3+ 1,9
Sigma-Aldrich,
Ce(NOs)s i ) Saksamaa

Tabelis 4 on toodud selles t60s kasutatud sé6tmed ning nende retseptid. Kollase vérvi
intensiivsus viitab agari protsendile s66tmes. So6tmed steriiliti autoklaavimise teel 121° C
juures 15 minutit. Selektsioonita agarsodtmeid kasutati liikuvuskatsetes, selektsiooniga
sootmeid kasutati tiivede konstrueerimisel ning vedelstédtmeid bakterite ettekasvatuseks ja
ekspositsiooniks. Liikuvuskatsetes on tardsodtmete lisanditena kasutatud mitteioonset
surfaktanti TWEEN® 80 (Sigma-Aldrich, Prantsusmaa) ja gliikoosi.
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Tabel 4. Kasutatud so6tmed. Tabelis toodud tulp ,,Selektsioon® viitab selektsioonimarkerina
kasutatud antibiootikumile s66tmes.

Trlptoon |Parmiekstrakt| NaCl Agar | Glilkoos | TWEEN® 80| Selektsioon

Luria-Bertani
(LB) 10 g/l 59/l 59/l = - - -
vedelsoode

2xX LB
vedelsdode
LB + 0,2%
agar

LB + 0,5%
agar

20 g/l 10 g/l 10 g/l - - - -

10 g/l 591 59/ 29/l - - -

10 g/l 5 g/l 591 | 5gl - - -

LB + 0,5%
agar + 0,5% 10 g/l 50/l 5/l 59/l 59/l - -
gliikoos

LB + 0,5%
agar + 0,5%
gliikoos + 10 g/l 59/l 54/l 54l 59/l 500 ul/1 -
0,05%
TWEEN® 80

LB tardsoode

+15%agar) | 0! 59/ 5g1 | 1591 | - ) )

LB tardsddde +

0.5% glikoos | 09 59/ 59/ | 1591 | 59/ . i

LB tards6ode
ampitsiliiniga 10 g/l 59/l 59/l 15 g/l - - 100 pg/ml
(Amp)

LB tardsddde
kanamiditsiiniga 10 g/l 59/l 59/l 15 g/l - - 50 pg/ml
(Km)
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2.2.4. Homoloogne rekombinatsioon

Toos kasutatud tivede konstrueerimiseks lahtuti Datsenko ja Wanneri homoloogsel
rekombinatsioonil pdhinevast kromosomaalsete geenide katkestamise metoodikast (Datsenko
ja Wanner, 2000). Elektroporatsiooniks valmistati kompetentsed rakud ette vastavat Datsenko
ja Wanneri (2000) t66s toodule. A Red homoloogset rekombinatsioonisiisteemi sisaldav
plasmiid pAJ172 (publitseerimata, konstrueerinud Marje Kasari (TU tehnoloogia instituut),
Datsenko ja Wanneri pKD46 arabinoosi induktsioon on asendatud anhtdrotetratsikliini
induktsiooniga) transformeeriti kompetentsetesse E. coli ATCC 8739 (Tabel 1) rakkudesse
elektroporatsiooni teel. Elektroporatsiooniks kasutati Gene Pulser Xcell™ (Bio-Rad) poraatori
eelseadistatud programmi ,,E. coli - 2mm - 2,5 kV*. Vahetult peale elektroporatsiooni lisati
rakkudele 1 ml sooja steriilset LB soddet ning inkubeeriti selektsioonita 1,5 ml tuubis 37° C

juures 2 h. Transformante selekteeriti pindkulvina LB+Amp tardsoétmel (Tabel 4).

Rekombinatsioonikonstruktide  saamiseks  amplifitseeriti  pGP704LKm  plasmiidilt
hibriidpraimeritega (Tabel 2) kanamdtsiini resistentsuse ekspressioonikassett. Plasmiid
pGP704LKm on saadud Heili llveselt. Rekombinatsiooni konstrukti saamiseks kasutati
Phusion DNA poliimeraasi (Phusion Hot-Start 1l DNA Polymerase, Thermo Scientific™)
vastavalt tootja juhendile. Saadud PCR-i produktide suurust ja olemasolu kontrolliti
geelelektroforeesil pingel 150 V (6,25 V/cm). Seejarel puhastati PCR-i produktid kasutades
PCR- produkti puhastuskomplekti (FavorPrep GEL/PCR Purification Mini Kit, Favorgen

Biotech Corp., Taiwan) vastavalt tootja juhendile.

Rekombinaasi ekspressiooni induktsiooniks kasvatati LB vedelsd6tmes (Tabel 4) E. coli ATCC
8739[pAJ172] eksponetsiaalsesse kasvufaasi anhidrotetratstkliini (200 ng/ml) juuresolekul.
Anhudrotetratsukliin on saadud Marje Kasarilt. Anhidrotetratsiikliini lisati kultuurile 1,5 h
peale inkokulatsiooni ning seejérel inkubeeriti veel 1 h. Seejarel transformeeriti Glalkirjeldatud
viisil kompetentsetesse E. coli ATCC 8739[pAJ172] rakkudesse rekombinatsioonikonstruktid.
Transformante selekteeriti pindktlvina LB+Km tardsodtmel (Tabel 4).

2.2.5. Tuvede kontrollimine

Saadud Uhe geeni katkestusmutante kontrolliti PCR-iga ja fenottdbi jargi (ujumisvdime). Kuna

koloonia-PCR ei andnud nende bakterite puhul &sti korratavaid tulemusi, kasutati PCR-i jaoks

matriitsina genoomset DNA-d, mis eraldati Kkultuurist DNA puhastamise komplektiga

(PureLink™ Microbiome DNA purfication kit, Invitrogen™, ThermoFisher Scientific, USA)

jargides tootja protokolli. PCR-i praimeritena kasutati kanamutsiini praimereid homoloogse
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rekombinatsiooni toimumise positiivse kontrollina ning katkestatud geeni jéarjestuse spetsiifilisi
praimereid negatiivse kontrollina (Tabel 2). PCR- jaoks kasutati Phusion DNA polimeraasi
(Phusion Hot-Start I DNA Polymerase, Thermo Scientific™) vastavalt tootja juhendile.
Saadud produktide olemasolu ja pikkust kontrolliti geelelektroforeesil. Saadud tiived séilitati
LB+Km tards6otmel (Tabel 4) ja kasutati liikuvuskatseteks. Mutantide ujumisvdimet kontrolliti

funktsionaalse testiga, milleks oli torkekiilv 0,2% agariga LB sd0tmesse.
2.2.6. Liikuvuskatsed

Ké&esolevas t00s uuriti bakterite liikuvust tardséétme pinnal ja poolvedelas s66tmes. T66s on
lahtutud mitmest varasematest kirjanduse allikatest. Pinnal liikuvuse uurimise testslsteemi
aluseks on sobiv agari sisaldus so6tmes ja glikoosi sisaldus, kuid ka kilvitilga suurus (Darnton
et al., 2010; Niu et al., 2005; Zhang et al., 2010; Wu et al., 2020; Xu et al., 2018; Yang et al.,
2017). Ujumist on uuritud mitmetel viisidel. Siin on toodud allikad, mille metoodikat on
osaliselt kasutatud teststisteemi koostamise jaoks (Sudarshan et al., 2021; Wiles et al., 2020;
Xu et al., 2018). Metallistressi katsete labi viimisel voeti aluseks nii t66rihma varasemad
teadmised kui ka infot allikatest (Garuglieri et al., 2016; Xu et al., 2018).

Liikuvuskatsetes kasutati selektsioonita tardsootmeid (Tabel 4), sealjuures gliikoos ja
TWEEN® 80 lisati sodtmesse vahetult enne tasside valamist. S66tmed valati 10 cm x 10 cm
kandilistesse Petri tassidesse (82.9923.422, Sarstedt AG&Co, Saksamaa), lastes tassidel
avatuna téotavas bioohutuskapis 30 minutit tahkuda. Valatud tasse kasutati olenevalt katsest
vahetult peale valmistamist v@i sdilitati 24 h toatemperatuuril. 0,2% agariga s60de pipeteeriti
10 ml kaupa 6-kannulistesse koekultuuritdotluseta plaatidesse, mis suleti kohe peale s66tme

pipeteerimist ning peale tahkumist hoiustati toatemperatuuril.

Katsetes kasutatud tlvesid (Tabel 1) kasvatati ile6d LB vedels6otmes (Tabel 4). Tiuvede
liikuvust hinnati nii kemikaalidele ja nanoosakestele eksponeeritult, kui ka ilma. Ekspositsiooni
moju liikuvusele uuriti tehes tle6okultuurist 100x lahjendus 2x LB s66tmesse, mis lisati 96-
kannulisse kemikaale ja nanoosakesi (vt 2.2.3.) sisaldavasse mikrotiiterplaati, suhtes 1:1
(Idppmaht 200 pl). Analoogselt antimikroobse efektiivsuse testidele, eksponeeriti baktereid
kemikaalidele 24 h 37 °C juures, loksutamata. Eksponeeritud bakterikultuur kilvati pinnal
liikuvuse uurimiseks 2 ul tilkadena tardsédtme pinnale 2 x 2 maatriksina v6i rehaklvina ja
ujumisvBime hindamiseks torkekiilvina 0,2% agariga LB s66tmesse (Tabel 4).
Ekspositsioonikatset illustreerib joonis 2. llma kemikaalide ja NP-de ekspositsioonita
liikuvuskatsete jaoks kasutati Uledokultuuri. Bakter kilvati samal moel nagu eksponeeritud
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bakterikultuur. Tilkadel lasti avatud tassidel imenduda, mille jargselt inkubeeriti s66tmeplaate
37 °C juures kuni 1 nadal. Pinnakilvi makrokolooniate diameetreid moddeti nihiku abil kuni 1
nadala jooksul olenevalt katsest. Ujumisfenottdpi hinnati ujumistsooni ulatuse alusel skaalal

0-4 kuni (joonis 3) 1 nadala jooksul.

testitavad ained ujumine

Ce(NOs)s, LB; 0,2% agar
CeOa(-) NP,
2X Ce0,(+) NP
S vBi Si0s(-) NP

o——

100 pl ekspositsioon /

Y

= /" 24h,37°C \
100 pl

metsiktivi LB; 0,5% agar; 24l
AlafA, 0,5% glukoos

E’_‘f’j AmotA VoI

~  vOi AcheY LB; 1,5% agar
h*
kultuuri lahjendus pinnal lilkumine
. AN AN J

Joonis 2. Ekspositsiooni katset selgitav skeem.
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Joonis 3. Visuaaliseeritud ujumisfenottiibi hindamise skaala. Joonisel tahistab punane
punktiirjoon poolt kannu raadiusest.

0 — liikuvus puudub, kasv ainult piiritletult torkekulvi joones

1 — ujumine torkekilvi vahetus Gmbruses vaevumargatav, torkekulvi joon hagune
2 — ujumise ulatus vahem kui pool kannu raadiusest

3 — ujumise ulatus rohkem kui pool kannu raadiusest

4 — maksimaalne véimalik ujumise ulatus (kannu servani)

2.2.7. Kasvukoverad

Tuvastamaks konstrueeritud tiivede ja metsiktiive kasvu dinaamikat ning ekspositsioonide
toksilist moju, lisati Gle6okultuuri 100x lahjendus 2x LB-s kemikaale ja nanoosakesi
(kontsentratsioonid vastavalt 2.2.3. toodule) sisaldavasse 96-kaevulisse mikrotiiterplaati suhtes
1:1. Negatiivse kontrollina kasutati steriilset LB vedelsdddet (tabel 4). Katset korrati 3
bioloogilises korduses. Kasvukdverate saamiseks kasutati  mikrotiiterplaadilugejat
POLARstar® Omega (BMG LABTECH, Saksamaa). Kasvukdverate jaoks koguti andmeid

uledd 37 °C juures. Tulemused visualiseeriti joondiagrammi abil.
2.2.8. Viburite varvimine

Viburite  visualiseerimiseks  valgusmikroskoobis varviti  loksutamata  Ule6okultuuri
vedelikusambast voetud bakterirakke Heimbrook’i jargi (Heimbrook et al., 1989). Viburivérv
on saadud Merike Joesaarelt (TU molekulaar- ja rakubioloogia instituut). Viburite vaatlemiseks
kasutati mikroskoobi Olympus BX41 (Jaapan) 100x suurendusega immersioonobjektiivi ning
fotode jaadvustamiseks digitaalset mikroskoobi kaamerat Olympus DP71 (Jaapan) ja Cell® 2.6

tarkvara.
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2.2.9. Statistika

Liikuvuskatsete tulemuste statistiliseks analulsiks on kasutatud kahesuunalist ANOVA
analliusi. Statistiliselt olulisuste erinevuste tuvastamiseks kontrollist (olenevalt katsest,
metsiktiive v6i 0 kontsentratsiooni vastu) kasutati Holm-Sidaki mitmese vordluse testi

usaldusnivool «=0,05. Statistiliste testide l&biviimiseks kasutati GraphPad Prism 9.3.1

tarkvarapaketti.
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2.3. Tulemused ja arutelu

E. coli ATCC 8739 suurenenud liikuvust agari pinnal margati empiiriliselt meie laboris 1&bi
viidud katsetes CeO> NP-dega, kus Kkirjeldati viimaste antimikroobseid omadusi
(publitseerimata tahelepanek Nefedova et al., 2022 katsete kéigus), mille tdttu tekkis vajadus
CeO2 nanosakeste mdju E. coli liikkuvusele edasi uurida. Publitseerimata tulemustes nahti NP-
de efekti 1,5% agaril, mistottu kaasati see agaritulip katsetesse. Kull aga selleks, et tuvastada
nii potentsiaalselt suurenenud kui ka vahenenud bakterite pinnal liikuvust tuli luua susteem, kus
bakterite liikuvus oleks juba esialgselt intensiivne. Kuna sooviti heita valgust ka muutuse
mehhanismile, oleks olnud mugav kasutada Keio (ihe geeni katkestusmutantide raamatukogu
(Baba et al., 2006). Selleks tuli esmalt vorrelda ATCC 8739 tlve liikuvust K-12 tlivega
BW25113 erinevates tingimustes ja optimeerida mudelsiisteemi nii glikoosi kui ka agari

sisalduse osas.

2.3.1. Keio kollektsiooni metsiktiive Escherchia coli BW25113 ja Escherchia coli

ATCC 8739 liikuvuse vordlus erinevates tingimustes

Kuna varasemalt on Keio tihe geeni katkestusmutantide raamatukogu liikuvuse uurimiseks
kasutatud (Inoue et al., 2007), siis planeeriti seda kasutada ka liikuvuse uurimiseks metalli- ja/
vOi metallipdhiste NP-de ekspositsiooni tingimustes. Selleks tuli esmalt Keio
katkestusmutantide raamatukogu metsiktuve Escherchia coli BW25113 ja antimikroobsete
pindade testimisel kasutatava Escherchia coli ATCC 8739 (The International Organisation for
Standardisation, 2007, 2019) koloonia morfoloogiat vdrrelda erinevatel LB agarsoétmetel ja
efekti liikuvusele CeO2(-) NP-dega inkubeerides.

Sageli on voogava liikuvuse uurimiseks kasutatud spetsiifilist Eikeni agarit (Eiken Chemical
Co., Ltd., Jaapan) (nt Darnton et al., 2010; Wu et al., 2020) ja gliikoosi lisamist pooltahkele
tardsootmele (nt Burkart et al., 1998; Harshey ja Matsuyama, 1994; Inoue et al., 2007).
Eelmainitud kombinatsioon soodustab voogavat liikuvust. Eikeni agarit ei olnud aga vGimalik
Eestisse tellida. Analoogse voogamist soodustava efekti saavutamiseks on kirjanduses
kasutatud ka mitteioonsete surfaktantide lisamist agarsodtmele (Niu et al., 2005; Wu et al.,
2020; Yang et al., 2017). Niu et al. soovitatud mitteioonse surfaktandi TWEEN® 80 kasutamine
el suurendanud selle t60 katsetes voogavat liikumist (Joonis 4A, 4B), mistdttu ei kasutatud

surfaktanti edaspidistes katsetes.

Vordluses selgus, et Keio tihe geeni katkestusmutantide raamatukogu metsiktiive liikuvus on
ATCC 8739 tlvest Usna erinev: BW25113 ujub aeglasemalt (Joonis 5A), koloonia diameeter
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agari pinnal on vaiksem ja morfoloogia glikoosiga agarsoétmel on erinev ATCC 8739 tivest
(Joonis 4A). CeO2(-) NP-de kontsentratsiooni gradiendi katses, ei mdjutanud CeO2(-) NP-d
Keio metsiktive litkuvust tards6otmel pinnal, kuid ATCC 8739 puhul oli liikuvuse suurenemist

margata kontsentratsiooni téustes (Joonis 5B).

LB LB LB LB
1,5% agar 0,5% agar 0,5% agar 0,5% agar
0,5% gliikoos 0,5% gliikoos
8,85% Tween80

E. coli
K-12
BW25113

E. coli
ATCC 8739

= ; 0,5% agar |
- 20+ : 0,5% glikoos . LB
o |  0,5% agar
9 15+ LB | 1 0,5% glikoos
£ 0,5% agar i 0,05% Tween80
m 1
T 10+
o
c
8 54
o
X
0-

mm E.coliATCC 8739 24h mmm E.coli BW25113 24h
B F.coliATCC 8739 48h wmmm E.coliBW25113 48h
B F.coliATCC 8739 72h mmm E.coliBW25113 72h

Joonis 4. E. coli tivede ATCC 8739 ja BW25133 pinnal liikuvuse vordlus. (A) Koloonia
morfoloogia esinduslikud néited erinevatel sdotmetel. Joonisel toodud s66tmetudipidele kilvati
tilkkdlvina 2 pl Gle66 kultuuri kummastki tivest ja inkubeeriti 37° C juures. Fotod koloonia
morfoloogiast ja&dvustati peale 24 h inkubeerimist. Kolooniate suuruste suhe on hoitud
muutumatuna. Morfoloogiliselt on naha, et voogav fenotlup avaldus ainult ATCC 8739 puhul
ja seda 0,5% agariga ja glikoosiga LB tardsodtmel. (B) Pinnal liikuvuse hindamiseks mdddeti
koloonia diameetreid 24 h, 48 h ja 72 h méddumisel. Joonisel on toodud vordluseks 0,5%
agarisisaldusega so6tmete mdju koloonia diameetrile, kus samuti nahtub glikoosiga
agarsootme suurim mdju ATCC 8739 koloonia diameetrile. Tulpdiagrammil toodud andmed
kolme bioloogilise korduse keskvaartused, vearibadena on kasutatud standardhélvet.
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K-12 BW25113 ATCC 8739

+ +
Ce02(-) NP Ce02(-) NP

0-1000 mg Ce/L ----->

Joonis 5. E. coli tlivede ATCC 8739 ja BW25133 ujumisvime vardlus ja CeO2(-) NP-de mdju
pinnal liikuvusele. (A) 0,2% agariga LB sd6tmesse tehti tUledokultuurist torkekilv ning
vaadeldi liikuvust 8, 12 ja 24 h moddumisel. ATCC 8739 nahtav kasv kaevu servani oli
tuvastatav 8 tunni ning BW25133 24 tunni moéddumisel. (B) Tlvesid inkubeeriti 1 h CeOaz(-)
NP-de juuresolekul. Eksponeeritud bakterikultuurist tehti 2 pul mahus rehakilvid 0,5% agari ja
0,5% glikoosiga LB s6dtmele, kus kdige alumine tapp vastab 0 mg Ce/l ja Glemine 1000 mg
Cel/l, kilviplaate inkubeeriti 37 °C juures 48 h. ATCC 8739 tiive koloonia diameeter suureneb
Ce kontsentratsiooni tdustes.

2.3.2. Escherchia coli ATCC 8739 katkestusmutantide konstrueerimine ja kontroll

Suurte erinevuste tottu Keio ihe geeni katkestusmutantide raamatukogu metsiktlvest,
otsustati teha E. coli ATCC 8739 tiivest ihe geeni katkestusmutandid homoloogse
rekombinatsiooni abil (vt 2.2.4.) Esialgsete liikuvuskatsete labi viimiseks valiti jargmised

eelkdige vibursdltuva liikuvusega seotud geenid:

1. lafA, mis kodeerib Flag-2 lateraalse vibursusteemi viburite flagelliini (Stewart ja
McCarter, 2003). AlafA puhul vdiks bakteritel puududa Flag-2 lateraalsed viburid, kuid
olla olemas klassikalised Flag-1 lookuselt kodeeritud fliC geeni kodeeritud flagelliinist

koosnevad viburid.
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2. motA on Uks Flag-1 viburi mootorvalkude geenidest, mis vastutab viburikompleksi
varustamise eest prootongradiendi energiaga, mis omakorda paneb viburi péorlema (Blair
ja Berg, 1990). AmotA puhul peaks vibur olema olemas, kuid ei pdorle.

3. cheY on kemotaktilise vastuse regulaator, mis vastutab Flag-1 viburi péérlemise suuna
muutmise eest (Burkart et al., 1998). AcheY puhul véiks vibur kill liikuda, kuid viburi
poorlemise suunda kemotaktiliselt ei muudeta. Che geenide roll Flag-2 viburststeemist
sOltuva litkumise puhul ei ole teada, siiski on Ren et al. arutlenud E. coli 042 néitel, et

Flag-1 ja Flag-2 lookusel v@ib olla ihine kemotaksise regulatsioon (Ren et al., 2005)

Regine Hengge grupp on korduvalt naidanud, et viburid on koloonia biofilmis struktuurselt
olulised (Serra, Richter, ja Hengge, 2013; Serra, Richter, Klauck, et al., 2013) ning seetdttu
valiti esialgsetes katsetes Flag-1 lookuse viburite inaktiveerimiseks motA mutant, et sdilitada
kall viburid, kuid muuta need liikumisel mittefunktsionaalseteks. Flag-2 lookuse lateraalse
flagelliini geen lafA valiti, et selgitada Flag-2 lookuse mdju liitkumisel, kuid ka seet6ttu, et Flag-
2 lookuse mootorvalkudest ja kemotaktilisest regulatsioonist on E. coli tivede puhul véhe
teada. V. parahaemolyticusel, mille Flag-2 stisteemi on enim uuritud, on mootorvalgu geeniks

H* asemel Na* gradienti kasutav motY, mis aga puudub E. coli tiivedel (Ren et al., 2005).

Homoloogse rekombinatsiooni teel (Datsenko ja Wanner, 2000) saadud (he geeni
katkestusmutantide soovitud geenide puudumist kontrolliti PCR-iga vorrelduna metsiktiivega,
mis kinnitas geenide katkestamist mutantide korral (Joonis 6). Kdigil tuvedel tuvastati
kanamutsiini geen (Joonis 6A) ning metsiktivel olid olemas kdik sihtmarkgeenide signaalid,

mis vastava sihtmarkgeeni mutandil samades reaktsioonitingimustes puudusid (joonis 6B).
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Joonis 6. Homoloogse rekombinatsiooniga saadud tlivede geenispetsiifiliste PCR-i produktide
olemasolu ja suuruse kontroll agaroosgeelil. Legend: WT — metsiktivi, dlafA — flagelliini
mutant, 4cheY — kemotaksise keskse regulaatorvalgu mutant ja AmotA — viburi p6drlemise eest
vastutava mootorvalgu mutant, AppdD ja decpA — piilimutandid, mis konstrueeriti, kuid
sellesse t0osse ei kaasatud, pGP704LKm — kanamdtsiini kasseti pdaritoluplasmiid.
Suurusmarkerina on kasutatud GeneRuler 1 kb DNA Ladder, ready-to-use (Thermo
Scientific™, Thermo Fisher Scientific). Kdige vaiksem suurusmarkeri jaotis on 250 ap.
Kasutatud praimerite nimekirja vt Tabel 2. (A) Kanamutsiini geeni olemasolu kontroll
tivedes.(B) Geenisiseste praimerite abil tivede 0igsuse kontroll. Joonise alumises osas on
toodud geeni nimi, mille praimereid kasutati kontrolliks.

2.3.3. Escherchia coli ATCC 8739 katkestusmutantide liikuvuse iseloomustamine

Mutantide ja metsiktuve liikuvust kirjeldati nii ujumisvdime kui tardso6tme pinnal liikuvuse
osas. Ujumist uuriti torkekilviga 0,2% agariga LB s6dtmesse, pinnal liikuvust uuriti aga
tilkktlviga mahus 2 ul ning 0,5% ja 1,5% agariga LB tardso6tmel nii 0,5% glikoosiga kui ilma
(vt 2.2.6.). Pinnal liikuvust uuriti pilootkatses ka 90% suhtelise 8huniiskuse juures kliimakapis
(Lisa 1), kuid suurt erinevust kolooniate diameetrites ei ndhtud, mistottu jatkati katseid tavalises

ilma 6huniiskuse regulatsioonita inkubaatoris.

Ujumisekatses selgus, et vdrreldes metsiktiivega 4motA ei ujunud, kuid AlafA ja AcheY puhul
oli ujumisvdime véhenenud (Joonis 7). AmotA ujumisvdime puudumist voiks selgitada sellega,
et staatorvalgu MotA interaktsioon FIiG valguga on vajalik p6érdemomendi tekitamiseks, on
otseselt seotud viburi lilkkumisega (Zhou ja Blair, 1997). Lateraalse viburi filamendita AlafA
ujumisvdime vahenemine vorreldes metsiktiivega ei ole ootusparane, kuna Flag-2 lookust, mis
on ka olemas ATCC 8739 tivel olemas (Archer et al., 2011), on E. coli puhul peetud
mittefunktsionaalseks (Ren et al., 2005). Oletades, et Flag-2 siisteem on siiski ATCC 8739
tives funktsionaalne, siis vOiks eeldada, et mdlemal vibursusteemid kasutavad sama
staatorvalgu kompleksi, kuna 4motA ujumise fenotliip ei avaldunud. Kui nende
viburisusteemide staatorvalgukompleks oleksid eraldiseisvad vdinuks 4motA mutant olla
liikuv. Vorreldes AlafA ja AcheY liikuvust, ujus AlafA paremini kui AcheY. Kirjandusest
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ldhtudes vdib arutleda, et lateraalse flagelliini geeni mutant ujub paremini, kuna kemotaksis ja
Flag-1 kodeeritud viburid jaid rakule alles. 4cheY ei suuda ujuda samavadrselt, kuna voib
mojutada nii Flag-1 kui Flag-2 vibursusteemi kemotaktilist litkuvust (Ren et al., 2005). Jattes
kdrvale vaiksema ujumisvdimekuse vdrreldes lateraalse flagelliini mutandiga, on AcheY
fenotulip kirjandusest nahtuvalt oodatav — mutant ei ole kemotaktiline, kuid suudab siiski
lilkuda (Lane et al., 2005). Selleks, et klassikalise Flag-1 ja lateraalse Flag-2 viburststeemi rolli
ujumises paremini kirjeldada, tuleks konstrueerida lisaks AlafA mutandile ka AfliC mutant ja
mdlema geeni topeltmutant. Seejarel on vajalik hinnata ujumist agarséétmes ning liikuvust
tardsootme pinnal, kuna V. parahaemolyticuse puhul on lateraalse vibursusteemi rolli
kirjeldatud just pinnal litkumises (Stewart ja McCarter, 2003). Veel peaks uurima
potentsiaalseid Flag-2 mootorvalke ning ka teisi ujumisvdime séilitamisel olulisi
funktsionaalseid geene ja vélistama mutatsioonide véimalikud pleiotroopsed efektid plasmiidse

ekspressiooni komplementatsiooniga.
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Joonis 7. Katse E. coli ATCC 8739 mutantide ujumise testimiseks, kus WT — metsiktuvi, AlafA
— flagelliini mutant, 4cheY — kemotaksise keskse regulaatorvalgu mutant ja 4AmotA — viburi
pOorlemise eest vastutava mootorvalgu mutant. Tivede le6d kultuurist tehti torkekilv 0,2%
agariga LB tardsodtmesse ning inkubeeriti 37 °C juures. Kollased nooled joonisel nditavad
ujumistsooni ulatust erinevates ajapunktides. WT liikumine muutub n&htavaks 4 h méddudes,
AlafA ja AcheY (vahesel mééaral) puhul avaldub fenotiip 24 h tunni méoddudes.

Pinnal liikuvuse uurimisel selgus, et kdvemal tardsootmel liikusid bakterid paremini kui
pehmemal tardsodtmel (Joonis 8, hall ja must). Kuigi pinnal liikuvust on enamasti uuritud
pehmetel agaritel ei ole parem liikuvus tahkemal agaril taiesti Gllatuslik. Song et al. néitasid, et
E. coli liigub paremini tahkemal pinnal, kui pehmemal pinnal (Song et al.,, 2017).
Glukoosisisaldus soodustas samuti litkumist vorreldes sama agarisisaldusega ilma glikoosita
s66tmega (Joonis 8, rohelised toonid), mida on ka varskelt kirjanduses E. coli puhul tdheldatud
(Sudarshan et al., 2021). Viburliikumise mutantide kolooniate diameetrid (Joonis 8) ega
morfoloogia (Joonis 9) ei erinenud samal s6o6tmetulbil metsiktive omadest, millest voib
jareldada, et kumbki vibursiisteem ei olnud nendes tingimustes pinnal lilkumiseks vajalik. See

vOib olla tingitud sellest, et ndhtud pinnal liikumine ei ole klassiklaine voogamine ja ainult
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viburs6éltuv liilkumine. See viitab omakorda sellele, et s66tme pinnal litkumises vdivad osaleda
ka piilid. Nagu kirjanduse Ulevaatuses mainitud, voib ATCC 8739 tivi kasutada pinnal
liikumiseks kasutada sarnaselt Pseudomonas ‘tele tulp IV piile (Kohler et al., 2000). Tuvel
ATCC 8739 on BLASTN (Altschul et al., 1990) otsingu alusel olemas ppdD/hcpA (Ledesma
etal., 2010) tlup IV piilide monomeeri geen. ppdD/hcpA maju on néhtud piilide abil liilkumises
(twitching) (Xicohtencatl-Cortes et al., 2009). Samas on néidatud ka tttp | piilide osalust pinnal
lilkumises (Kurihara et al., 2011). Lisaks vo0ib viburisdltuva liikuvuse ststeemide
manipuleerimine mdjutada ka piilide geenide ekspressiooni. Té&psema mdjuri vélja
selgitamiseks tuleks liikuvuskatsetesse kaasata ka piilide katkestusmutandid ning luua piilide
ja viburite geenide topeltmutante.

“ AlatA AmotA Achey
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Joonis 8. Pinnal liikuvuse vordluses vaadeldi kasutatud tivede (WT — metsiktlvi, AlafA —
lateraalse flagelliini mutant, AcheY — kemotaksise keskse regulaatorvalgu mutant ja AmotA —
viburi poorlemise eest vastutava mootorvalgu mutant) liikuvust erinevatel agaritiitipidel.
Selleks m6ddeti 8, 24, 48 ja 168 tunni mdoddudes koloonia diameetreid, kust selgus, et glikoosi
juuresolek (rohelised tulbad) ning tahkem agarsddde (tumedamad tulbad) suurendasid koloonia
diameetrit. Joonisel on toodud 3 bioloogilise korduse keskvéartus koos standardhélvetega.
Statistiliselt v&ga olulist (P<0,0001) erinevust tivede siseselt néhti 0,5% agarsodtme ja 0,5%
agarsootmel gliikoosiga vahel (hall vs heleroheline) igas ajapunktis alates 24 h. Samuti nahti
statistiliselt vaga olulist erinevust (P<0,0001) 0,5% agars66tme ja 1,5% agarsootmel (hall ja
must) kasvanud bakterite koloonia diameetrites tlive siseselt alates 48 h. VVorreldes koloonia
diameetreid erineva agarisisaldusega gliikoosiga sé6tmetel (heleroheline vs tumeroheline),
tdheldati vdga olulist erinevust (P<0,0001) ainult 24 h ajapunktis. 168 ajapuntiks olid
statistilised erinevused véhenenud v6i kadunud.
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Joonis 9. Pildid representatiivsetest kolooniatest. On nédha, et koloonia morfoloogia ei sdltu
mutandist, kuid oleneb kasutatavast s6otmetiibist. Kolooniate fotod on jaddvustatud 168 h
vanustest kolooniatest, kuna selles ajapunktis oli kbige paremini véljendunud koloonia
morfoloogia isedrasused. Kolooniate suuruse suhe pildil on hoitud muutumatuna.

Lisaks liikuvuse uurimisele vaadeldi ka (iksikraku morfoloogiat (Joonis 10). Rakud kasvatati ja
varviti peatiikis 2.2.8. toodud viisil. Metsiktuve preparaatides oli enamikul rakkudel palju pikki
vibureid, mis paiknesid peritrihhina. Preparaadis oli ndha ka palju vibureid, mis ei olnud enam
bakteri kiljes. AlafA puhul oli Uksikutel rakkudel lthike subpolaarne ,,saba“. Nii AcheY kui
AmotA mutandi rakkudel oli Uksikutel rakkudel ndha thte pikemat viburit. Saadud tulemused
olid ullatavad, kuna ei olnud ootuspérane, et lafA geeni mutandil viburid peaaegu taielikult
puuduvad. Ka mootorvalgu ja kemotaksise mutandi viburite véike arvukus ja morfoloogia oli
ootamatu. Pdhjuslikke seoseid ei ole teada, kuid v@ib arvata, et pdhjused vbivad olla
regulatoorsed. Kuna kdigil mutantidel valgusmikroskoobiga vaadeldes viburid peaaegu
puuduvad, siis tuleks uurida tivede morfoloogiat ka TEM-i abil ja saada parem ulevaade ka
valgusmikroskoobis tuvastamatute jatkete, sh piilide, olemasolust. Lisaks sellele tuleks
katkestatud geen plasmiidi abil komplementeerida ja viia labi liikuvuskated, et vélistada

pleiotroopsete efektide mdju mutantide konstrueerimisel.
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Joonis 10. Metsiktlve ja mutantide viburid. WT — metsiktiivi, AlafA — lateraalse flagelliini
mutant, 4cheY — kemotaksise keskse regulaatorvalgu mutant ja AmotA — viburi p6drlemise eest
vastutava mootorvalgu mutant. Viburid on varvitud Heimbrook’i (1989) jargi. Punase ringiga
on Umbritsetud mutantide rakud, millel vois naha jatket. MdGtjoone pikkus on 3 pm.

2.3.4. Ce liikuvuskatsete tulemused

Pinnal liikuvuse uurimiseks valiti 3 tardsoddet: 0,2% agariga LB s66de, 0,5% agariga ja 0,5%
glukoosiga LB tardsédde ning 1,5% agariga tardsodde (vt 2.2.3). 0,2% agariga s60de on vajalik
ujumise uurimiseks. 0,5% agari ja 0,5% glikoosiga LB s6dde valiti seetOttu, et seda
so6tmetlipi kasutatakse E. coli voogamise uurimiseks kdige sagedamini. 1,5% agariga
tardsoodet kasutati, sest see on kdige sagedamini laboris kasutatav sédde ning sellel s66tmel
nahti ka esialgset CeOa(-) NP-de mdju E. coli liikuvusele. Ce®*" iooni ja CeO, NP-de méju
liikuvusele uuriti ajapunktides 4, 8, 24, 48 ja 168 h (Lisa 2 ja 3), kuid t60 pbhiosas esitatakse
ainult suurima erinevusega ajapunktid (Joonis 11 ja 12). Selleks, et kindlaks teha, et tivede
kasv ei olnud oluliselt inhibeeritud Ce®** ioonile vdi CeO2 NP-dele eksponeerimise tottu, uuriti
tivede kasvu kemikaalide juuresolekul ja ilma (vt 2.2.7.). Selgus, et Uhegi tiive ega
potentsiaalselt toksilise ekspositsiooni puhul ei olnud kasutatud kontsentratsioonides margata
tugevat kasvuinhibitsiooni (Lisa 4 ja 5) ehk kemikaali kontrentratsioon oli kindlasti alla
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minimaalse inhibitoorse kontsentratsiooni (MIC). Sellest vdib jareldada, et makrokolooniate
diameetrid ei olnud oluliselt mdjutatud valjakilvi elusrakkude arvukuse erinevustest ega

kasvufaasist.
2.3.5. Liikumine s66tme pinnal Ce ekspositsiooni tingimustes

Pinnal liikuvuse puhul suurendasid CeOx(-) NP-d 0,5% agari ja 0,5% gliikoosiga tards6dtmel
uldise trendina liikuvust koigil tlvedel, kuid statistiliselt oluline oli liikuvuse suurenemine
metsiktlvel ja lateraalse flagelliini mutandil (Joonis 11A). On voimalik, et metsikttive puhul
CeO2(+) NP-d vdhendavad liikuvust, kuid kolooniate diameetrite suure varieeruvuse tottu ei
ole tulemus selle korduste arvu juures statistiliselt oluline. 1,5% agariga tardsé6tmel helgi
testitud ainel ega nanoosakesel E. coli pinnal liikuvusele efekti ei olnud (Joonis 11B), mis on
vastuolus huipoteesi aluseks oleva tahelepanekuga. Potentsiaalselt vdis erinevuse tingida erinev
ekspositsioon ning kdlvitilga suurus vai s66tmepinna erinev niiskustase tulenevalt labori
keskkonnatingimustest. Varasemalt on ndidatud, et negatiivse pinnalaenguga CeO, NP-d
soodustasid P. aeruginosa pinnal liikuvust (Mortimer et al., 2020; Xu et al., 2018), kuid seni
puudusid andmed CeO2 NP-de mdjust E. coli pinnal liikuvusele. Kirjanduses on ka leitud, et E.
coli tuvede liikumisvdime mdjutab nende vastuvotlikkust hdbeda NP-dele, kuid mitte
hébedaioonile (Stabryla et al., 2021). Ka kéesolevas tods nagime potentsiaalset Ce3* ioonide ja
nanoosakeste erinevat moju liikuvusele, kuid see ei olenenud viburi funktsioonist. Ce(NOz)3
ega SiO2(-) NP-de efekti liikuvusele ei tuvastatud. SiO2(-) NP-de mdju puudumine liikuvusele
on ootusparane, sest tegemist oli katses mittetoksilise (Nefedova et al., 2022) inertse
kontrolliga. Vihodceva et al. (2021) téost selgub, et positiivse pinnalaenguga NP-d voiksid olla
toksilisemad, kui negatiivse pinnalaenguga NP-d, kuna esimesed seonduvad elektrostaatiliselt
negatiivselt laetud raku pinnale (Vihodceva et al., 2021) ja pdhjustavad sellega suurema
lokaalse kontsentratsiooni raku vahetus laheduses. Samas Nefedova et al. on ndidanud, et
CeO2(+) NP-d ei ole E. coli’le toksilisemad kui CeO2(-) NP-d. Selles t00s kasutati NP-de
subinhibitoorseid kontsentratsioone (Lisa 5), mist&ttu ei saa CeOz(-) NP-de ja CeO2(+) NP-de
moju erinevust litkuvusele tingida biotsiidne efekt, kill aga vdib olla mdju elektrostaatilistel
joududel. Ce(NOs)s kasutati Ce®** ioonide allikana samuti subinhibitoorses kontsentratsioonis
(Lisa 5), kuid kuna iooni mdju liikuvusele ei tuvastatud, vdib CeO2(-) NP-d mdju liikuvusele
olla nanospetsiifiline ja tuleneda NP-de keemilis-fliusikalistest omadustest, sh suurusest ja
pinnalaengust (vt Tabel 3). Viimast eriti, kuna eeldatavasti CeO> NP-d keskkonda arvestataval
mééral Ce ioone ei vabasta. Tulemustest vdib jareldada, et CeO2(-) NP-d suurendavad
metsiktive ja lateraalste viburite mutandi litkuvust pehmel gliikoosiga agarsodtmel, mis vihjab

sellele, et negatiivse pinnalaenguga osakesed mdjutavad liikuvust suhteliselt vibursdltumatult.
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Samas ei ole vdimatu, et negatiivse laenguga CeO. NP-de ja negatiivse laenguga
rakupinna/viburite vahel toimuv tdukumine suurendab liikuvust fiidsikaliste pdhjustel.
Teisisonu voivad CeO2(-) NP-d toimida ,,elektrokeemilise surfaktandina®“. Kuna katsete 18ikes
oli kolooniadiameetrite varieeruvus suur, on tarvis teststisteemi veel optimeerida. Selleks saaks
proovida reguleerida tardsodtme valamisega seotud aspekte ning inkubatsiooni ja
ekspositsiooni tingimusi. Lisaks vOiks katsetada Ce uhendite ja NP-de mdju liikuvusele
gradientsootmel, kuid siinkohal on oluline meeles pidada, et mittelahustuvate metallipdhiste
nanoosakeste, nagu seda on CeO> NP-d, s66tmesse segamisel vBib problemaatiliseks osutuda

NP-de ja bakterite vahelise kontakti saavutamine.
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Joonis 11. Kemikaali méju E. coli ATCC 8739 pinnal liikuvusele 48 h ajapunktis. Joonisel
toodud tived: WT — metsiktlvi, AlafA — lateraalse flagelliini mutant, AcheY — kemotaksise
mutant ja 4motA — viburi mootorvalgu mutant. Katsed on I&bi viidud vastavalt peatiikis 2.2.6.
toodule. Joonisel on toodud 3 bioloogilise korduse keskvéartused ja vearibadena
standardhélbed. (A) 0,5% agari ja 0,5% glikoosiga LB tardsodtmel tuvastati statistiline
erinevus koloonia diameetris WT ja AlafA tlvedel CeO2(-) NP-de ekspositsiooni korral, P
vadrtused vastavalt 0,0219 ja 0,0157 (*P<0,05) (B) 1,5% agariga LB tardséétmel ei tuvastatud
liikuvuses statistiliselt olulisi erinevusi.

2.3.6. Ujumisvdime Ce ekspositsiooni tingimustes

Ujumiskatsetest selgus, et metsiktive puhul Ghelgi testitud kemikaalil ega nanoosakesel bakteri
ujumisvoimele statistiliselt olulist mdju ei olnud (Joonis 12). V8imalik, et probleemiks oli ka
ujumisraadiuste suur varieeruvus. Kirjanduses on CeOz(-) NP-de ujumist soodustavat efekti
siiski demonstreeritud P. aeruginosa metsiktiive puhul (Xu et al., 2018). Samas on néidatud nii
E. coli kui P. aeruginosa ujumisvdime suurenemist nditeks hobeda NP-de puhul (Garuglieri et
al., 2016 Saeki et al., 2021). AlafA puhul suurendavad positiivse laenguga CeO2 NP-d bakteri
ujumisvdimet (Joonis 11), mis on selgelt erinev pinnal liikuvusest ja demonstreerib lateraalse
vibursusteemi rolli liikuvuses Ce ekspositsiooni tingimustes. Kirjanduses ei olnud siiani infot
positiivse pinnalaenguga CeO2 NP-de mdjust E. coli liikuvusele. AcheY puhul ei olnud Ce-le

eksponeerimisel olulist mdju ujumisvdimele (Joonis 12), kuid vdis taheldada, et kdik bakterid,
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ka kemikaalidele eksponeerimata kontroll, ujusid oluliselt aeglasemalt kui metsiktlubi voi
AlafA puhul. Kuna katsete 18ikes oli tulemuste varieeruvus suur tuleb veel testsusteem
optimeerida. Varieeruvus v0ib vaheneda, kui kvantifitseerida pildistades ja madtes ujumisala
pindala suhtelise hinnangu asemel. Lisaks on vdimalik kolorimeetriliselt hinnata pH muutust
ujumisplaadil, mis véimaldaks tuvastada liikumise varakult ootamata silmaga néhtavat kasvu.
Viimase ettepanekuna voiks ka proovida lisada uuritavaid metalliihendeid ja NP-sid otse

ujumissootmele.

49 :
Eksponeerimata

2 3- : ™ Kontroll
» : m Ce(NO;);
g : = CeO(-) NP
g, 24 : * = CeO(+) NP
z g ‘ | == SiO,(-) NP
= :
£ 1 :

WT 4h AlafA 8h AcheY 24h

Joonis 12. Kemikaali m6ju E. coli ATCC 8739 ujumisvdimele valitud ajapuntides. Joonisel
toodud tived: WT — metsiktlvi, AlafA — lateraalse flagelliini mutant, AcheY — kemotaksise
mutant ja 4motA — viburi mootorvalgu mutant. Katsed on I&bi viidud vastavalt peatiikis 2.2.6.
toodule. Joonisel on toodud 6 bioloogilise korduse keskvéartused ja vearibadena
standardhélbed. Tuvede kérval olev ajapunkt viitab ajahetkele, mil ujumisv@ime oli juba
hinnatav, kuid ujumistsoon ei olnud veel joudnud kaevu &éreni. Ujumise uurimiseks kasutati
0,2% agariga LB sdddet ja torkekdlvi. AlafA puhul leiti statistiliselt oluline erinevus vorreldes
eksponeerimata kontrolliga CeO2(+) NP-de ekspositsiooni korral P=0,0367 (*P<0,05).
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KOKKUVOTE

Ké&esoleva t66 pohieesmaérgiks oli vélja tootada teststisteem Escherichia coli pinnal liikuvuse
uurimiseks ja kasutada testi rakenduslikult, et uurida metallistressi moju eelkdige bakterite

pinnal liikuvusele.

Vorreldes antimikroobsete ainete ja pindade efektiivsuse hindamisel kasutatava mudeltiive E.
coli ATCC 8739 liikuvust E. coli liikumise uurimiseks enim kasutatud K-12 laboritiivede
litkumisvoimega selgus, et E. coli ATCC 8739 liigub paremini nii pinnal, ujumist soodustavas
keskkonnas kui ka CeO2(-) NP juuresolul. Pinnal liikumist soodustavate so6tmekomponentide
puhul leiti, et antud katsetingimustes surfaktant TWEEN® 80 ei soodustanud pinnal liikumist,

kull aga soodustas pinnal liikuvust gliikoos.

Tuvede vordlusest selgunud ATCC 8739 tiive erinevusest tingituna loodi samast tivest
viburs6ltuva liikumise hindamiseks tive mdlema vibursisteemi (Flag-1 ja Flag-2) valitud
geenide katkestusmutandid. Edasi iseloomustati saadud mutanttivede pinnal liikuvust
vorreldes metsiktiivega. Selleks testiti E. coli litkuvust nii pehmel kui ka tahkel so6tmel nii
glukoosiga kui ilma erinevates ajapunktides. Selgus, et nii glikoosi olemasolu kui ka tahkem
s6dde soodustasid pinnal liikumist. Pinnal liikuvuse katsetest selgus ka, et antud tingimustes eli
ole tegemist klassikalise vibursdltuva liikuvusega. Ujumiskatsetes tuvastati, et nii kemotaksise
regulaatori kui lateraalse flagelliini mutandi liikuvus oli vahenenud, kuid mootorvalgu mutant

jai antud katsetingimustes liikumatuks.

Ce3*iooni vdi CeO, NP-de mdju hindamiseks E. coli tardséotme pinnal liikuvusele valiti kaks
so6tmetiiiipi. Ce** iooni vdi CeO, NP-te ekspositsiooni tingimustes avaldus kemikaali efekt
ujumisele ujumissodtmes ja pinnal liilkumisele pehmel glikoosiga s66tmel, kuid mitte tankemal
glukoosita sootmel. Tuvastati, et subinhibitoorses kontsentratsioonis suurendasid negatiivse
pinnalaenguga CeO> NP-d koloonia diameetrit metsiktiivel ja lateraalse flagelliini mutandil.
Ujumiskatses oli né&ha, et lateraalse flagelliini mutandi liikuvus suurenes positiivse
pinnalaenuga CeO. NP-dega inkubeeritult, mis kokkuvdttes vihjab sellele, et nanoosakeste
pinnalaeng mojutab liikuvust erinevalt olenevalt liikumistudbist. Tdpsemate tulemuste
saamiseks tuleb veel testsiisteemi optimeerida. Eelnevast tulenevalt on oluline edaspidi
antimikroobsete rakendustes arvesse votta nii rakenduse kasutuskeskkonda kui seda
koloniseerivate bakterite liikuvust. Lisaks on oluline arvestada ka rakendustes kasutatavate
(metallipdhiste) NP-de pinnalaenguga, et véltida ebasoovitavaid efekte toimeaine subletaalse

ja/voi subinhibitoorse kontsentratsiooniga nissides.
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RESUMEE

Development of test system for surface motility analysis of Escherichia coli and
application of the system under metal stress conditions.

Sandra Vaikla
Summary

Escherichia coli is a Gram-negative species that is widely used as model organism. E. coli strain
ATCC 8739 is commonly used in the field on efficacy testing of antimicrobial substances and
surfaces. It is known that some antimicrobial metals and metal-based nanoparticles can enhance
bacterial motility. Enhanced motility can be sign of higher virulence in potentially pathogenic
bacteria, and if such response is induced in antimicrobial application, it would be an unwanted
side-effect. Therefore, a test system was developed for studying metal stress effect on
swimming and surface motility. After setting up the test system it was initially tested with CeO>

nanoparticles (NPs) and Ce(NOs)s as a source of ionic Ce.

Firstly, motility of two different E. coli strains were compared: ATCC 8739 and K-12
BW25113. Latter of which it the wild-type strain of Keio single gene mutant library used for
previous surface motility studies of E. coli. It was demonstrated that ATCC 8739 was a better
swimmer and more motile on surfaces with or without added toxicant. Single gene mutants of

ATCC 8739 were constructed of genes that could potentially affect flagella-mediated motility.

Thereafter, a surface motility test was carried out on solid and semi-solid agar medium with or
without glucose along with swimming maotility test in semi-liquid medium. It was revealed that
harder agar medium and glucose increased surface motility of ATCC 8739. However, it was
shown that enhanced surface motility was not flagella—mediated as rapid surface motility of
bacteria is usually defined. There is a possibility that demonstrated motility is mediated by
flagella as well as pili or fimbria or all of them. From swimming motility test it was concluded
that swimming of flagellar stator gene mutant AmotA was not detected, which is probably due
the fact that MotA protein interaction with motor complex is necessary for torque of the
flagellar motor. Chemotaxis mutant AcheY could swim, but non-chemotactically, which means
swimming motility was less intensive than wildtype’s motility. Interestingly, it was revealed
that lateral flagellin gene mutant AlafA could swim better than chemotaxis mutant AcheY, which

could indicate some regulatory effect on swimming motility or role of both Flag-1 and Flag-2
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flagellar complexes in motility of the wildtype E. coli ATCC 8739. Therefore, it is necessary
to study Flag-2 flagellar system more thoroughly as well as the role of pili in surface motility.

Following characterization of the constructed strains, two agar mediums were chosen for
surface motility test with sublethal concentration of positively or negatively charged CeO2 NPs,
Ce(NO3)3 as a source of ionic Ce and negatively charged SiO. NPs as an inert control. In
parallel, same exposed bacterial cultures were used for swimming motility test. NPs with
opposite surface charges are expected to demonstrate different electrostatic interactions with
the negatively charged bacterial cell surface and surface-exposed structures such as appendages.
It was found that CeO2 NPs with negative surface charge enhanced surface motility of E. coli
ATCC 8739 on semisolid agar with glucose, however CeO> NPs with positive surface charge
enhanced swimming motility of lateral flagellin gene mutant and not the wild-type. However,
for better understanding of E. coli ATCC 8739 motility after exposure to metals or metal-based

nanoparticles the system needs to be further optimized.

Two noteworthy conclusions arose from this thesis. Firstly, flagellar function was not needed
for surface motility of E. coli ATCC 8739 on any agar media tested. Secondly, subinhibitory
concentrations of CeO> NPs affected motility of E. coli ATCC 8739 in a way that was
dependent on surface charge of the NPs and environmental criteria of the test. CeOz(-) NPs
enhanced surface motility of wild-type and lateral flagellar mutant on semi-solid agar with
glucose and not on solid agar medium while CeO2(+) NPs enhanced swimming motility of the
lateral flagellar mutant only. The latter knowledge needs to be considered in the light of

developing new antimicrobial or medical applications when ceria NPs are used.
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LISAD

Lisa 1

Katsetati 6huniiskuse mdju pinnal liikuvusele: tavalises 37 °C inkubaatoris ning 90% suhtelise
ohuniiskuse ja 37 °C juures kliimakapist. Selgus, et dhuniiskusel ei olnud olulist mdju koloonia
diameetril nendes katse tingimuste puhul ei olnud, mistdttu tehti edasipidised katsed tavalises

inkubaatoris.
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RH 90% - suhtelist dhuniiskus 90%, WT — metsiktlvi, AlafA —
AcheY — kemotaksise mutant ja AmotA — viburi mootorvalgu mutant. X-teljel on toodud
tardsootme thdbid, y-teljel on kolooniadiameetri suurus mm. Graafikul on kolme katse
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kolooniadiameetri keskvéartus, veapiiridena on kasutatud standardhdlvet.

lateraalse flagelliini mutant,



Lisa 2

Pinnal liikuvus Ce ekspositsioon tingimustes:
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lateraalse flagelliini mutant, AcheY — kemotaksise mutant ja AmotA

— viburi mootorvalgu mutant. X-teljel on toodud kasutatud ained. Graafikul olevad tulbad
esindavad 3 katse keskvéaartusi, veapiiridena on kasutatud standardhalvet.
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Lisa 3

Ujumiskatse Ce ekspositsiooni tingimstes. Siit joonistub valja tiivede erinev ujumisvdime.
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WT — metsiktivi, A4lafA — lateraalse flagelliini mutant, AcheY — kemotaksise mutant. Ujumist
on hinnatud peatikis 2.2.6. toodud viisil. X-teljel on toodud kasutatud ained, kuid esimene
andmesari igal tulpdiagrammil iseloomustab eksponeerimata bakteri ujumisvdimet.
Diagrammidel on toodu 6 katse keskvéartus ja standardhélve.
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Lisa 4

ATCC 8739 tivede kasvukorverad. Metsiktive ja Uhe geeni katkestusmutantide kasvus ei ole

olulisi erinevusi.

Metsiktive ja mutanttivede kasvukéverad
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WT — metsiktlvi, 4lafA — lateraalse flagelliini mutant, 4cheY — kemotaksise mutant ja AmotA
— viburi mootorvalgu mutant. Graafikul on toodud 3 katse keskvaartused ja standardhalbed.
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Lisa 5
Kasvukdver Ce lhendite juuresolekul. Ukski kasutatud aine ei majunud tiivele tugevalt kasvu
inhibeerivalt.

Kasvuk&ver Ce Gihendite juuresolekul
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WT — metsiktuvi, AlafA — lateraalse flagelliini mutant, AcheY — kemotaksise mutant ja AmotA
— viburi mootorvalgu mutant. Tlve korval toodud keemilise aine liihend. Graafikul on toodud
3 katse keskvadrtused ja standardhalbed.
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