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INFOLEHT

Antimikroobsetele metallpindadele eksponeeritud Escherichia coli ATCC 8739 fenotiiiibi
iseloomustamine

Antimikroobseid metallpindu kasutatakse laialdaselt patogeensete bakterite leviku piiramiseks.
Siiski ei ole pohjalikult uuritud, kas krooniline ekspositsioon metallist pindadele vdib mdjutada
bakterite tundlikkust antimikroobsete ainete suhtes. Kéesolevas t60s uuriti vase ja hdbeda
pindadel adapteerunud E. coli ATCC 8739 bakteripopulatsioonide antimikroobset tundlikkust.
Leiti, et vase ja hdbeda pindadele eksponeerimine ei muutnud bakterite vase- ja hGbedaioonide
tundlikkust ning ei tekitanud ristresistentsust antibiootikumidega. Populatsioonide testimise
kiigus selekteeriti vedelas katsekeskkonnas kiiresti vase- ja hdbedaioonide viljavoolusiisteeme
aktiveerivaid mutatsioone, mis aga ei andnud eelist pinnaekspositsioonis. Seega voivad
bakteriaalsed kaitsemehhanismid ja nende selektsioon erinevates ekspositsioonitingimuses
iiksteisest oluliselt erineda ning krooniline kokkupuude metallpindadega ei pruugi suurendada

ristresistentsuse tekkimise ohtu.
Mairksdnad: Escherichia coli, antimikroobsed pinnad, antibiootikumiresistentsus, vask, hdbe

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

Materjalitehnoloogia

Phenotypic characterization of Escherichia coli ATCC 8739 exposed to antimicrobial
metal surfaces

Antimicrobial metal surfaces are widely used to limit the spread of pathogenic bacteria.
However, it has not been thoroughly studied whether chronic exposure to metal surfaces can
affect bacterial susceptibility to antimicrobial agents. This thesis investigated the antimicrobial
susceptibility of E. coli ATCC 8739 populations adapted on copper and silver surfaces. It was
found that exposure to copper and silver surfaces did not affect the bacteria's susceptibility
towards copper and silver ions nor did it induce cross-resistance to antibiotics. During testing
of the population, mutations activating copper and silver ion efflux systems were rapidly
selected for in liquid test environments, which did not confer an advantage in surface exposure.
Thus, bacterial defence mechanisms and their selection may differ significantly under different
exposure conditions, and chronic exposure to metal surfaces may not increase the risk of

developing cross-resistance.
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KASUTATUD LUHENDID

Amp — ampitsilliin (ampicillin)

Cip — tsiprofloksatsiin (ciprofloxacin)

Cst — kolistiin (colistin)

DI — deioniseeritud vesi

ECOFF - epidemioloogiline lavivaartus (epidemiological cut-off value)

Gen — gentamiitsiin (gentamicin)

KV —kuiv ja toitainevaene evolutsioonikatse tingimus

LB — lysogeny broth

MBC — minimaalne bakteritsiidne kontsentratsioon (minimal bactericidal concentration)
MH — Miiller-Hintoni s6dde

MIC — minimaalne inhibeeriv kontsentratsioon (minimal inhibitory concentration)
MMC — mitomiitsiin-C (mitomycin-C)

MMR — DNA valepaardumise reparatsioon (mismatch repair)

NR — niiske ja toitainerikas evolutsioonikatse tingimus

PBS — fostaatpuhver (phosphate buffered saline)

Rif — rifampitsiin (vifampicin)

SL — orgaaniline saastelahus (EPA Soil Load)



SISSEJUHATUS

Antimikroobsed pinnakatted leiavad iihe enam kasutust patogeensete bakterite leviku
piiramiseks igapédevaselt kasutatavatel puutepindadel voi ka spetsiifilisemates rakendustes,
nditeks meditsiiniseadmetel. Erilist tdhelepanu on dratanud metallidel pShinevad pinnakatted,
mida kasutatakse tdnu nende iildtuntud antimikroobsetele omadustele. Kiill aga on senini
uuritud metallide moju bakteritele peamiselt metalliioonide ekspositsiooni kaudu vedelas
keskkonnas, mis erineb oluliselt tahkest puutepinnast. On hésti teada, et metallpinnad on
voimelised inaktiveerima erinevaid baktereid, kuid nende toimemehhanismid ei ole 15puni
selged. Lisaks leiab itha enam tdendust see, et metallpindade antimikroobsed omadused
soltuvad suurel mééral keskkonnatingimustest ning osades reaaleluldhedastes tingimustes

suudavad bakterid metallpinna ekspositsiooni edukalt iile elada.

Bakterid on vdimelised antimikroobsete ainetega kiiresti kohanema ning seetdttu voib
krooniline ekspositsioon muuta bakterid sama antimikroobse aine suhtes vdhem tundlikuks.
Lisaks voib krooniline antimikroobne stress ja suurenenud taluvus ilihe aine suhtes tahtmatult
vihendada tundlikkust ka teiste antimikroobsete ainete suhtes, 1dbi kaas- vOi ristresistentsuse
(co-/cross-resistance) mehhanismide vOi tolerantsusmehhanismide kaasreguleerimise (co-
regulation). Muutuvate keskkonnatingimuste ja stressoritega kohanemisele aitab kaasa
bakterite suurem geneetiline mitmekesisus ning seetdttu voivad ka kroonilise antimikroobse
stressi  korral saavutada bakteripopulatsioonides konkurentsieelise mutaatortiived, mis
suudavad suurenenud mutatsioonisageduse tottu kiiremini omandada tolerantsuseks vajalikke
mutatsioone. Seetdttu on antimikroobsete metallpindade laialdase kasutuse valguses oluline
hinnata kuidas mojutab metallpindade ekspositsioon bakterite antimikroobse tolerantsuse

fenotiiiipi.

Antimikroobsete metallpindade kroonilise ekspositsiooni indutseeritud bakteriaalsete
adaptsioonide uurimiseks viis Sandra Park lébi eksperimentaalse evolutsiooni katse, kus
eksponeeris E. coli ATCC 8739 tiive 30-tsiikli jooksul kontroll- (teras, klaas) ja
antimikroobsetele (vask, hobe) pindadele erinevates keskkonnatingimustes. Kéesoleva
bakalaureusetdd pdhieesmirgiks oli iseloomustada pindadel evolutsioneerunud E. coli
populatsioonide ja neist isoleeritud mutantide fenotiiiipi, keskendudes antimikroobse

tundlikkusega seotud fenotiiiibiliste tunnuste iseloomustamisele.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Escherichia coli vase- ja hobedatolerantsuse mehhanismid

Metallipdhiste antimikroobsete ainete ja pindade kestva efektiivse kasutamise huvides on
oluline hinnata, kui kiiresti on bakterid voimelised neile tolerantseks muutuma. Kuigi puudub
ithene arusaam antimikroobsetel metallpindadel baktereid inaktiveerivatest mehhanismidest,
mis voivad soltuvalt ekspositsioonitingimustest ja lisastressoritest varieeruda, ollakse siiski
seisukohal, et eelkdige tagavad metallpindade biotsiidse toime pinnalt vabanevad metalliioonid
(Molteni et al., 2010; Warnes et al., 2010). Seetdttu on vdimalik, et metallpindadega
kohanemisel saavad eelise metalliioone efektiivsemalt detoksifitseerivad tiived (Liu & Zhang,

2016; Molteni et al., 2010; Santo et al., 2012).

Vask on rakule vajalik mitmete asendamatute bakteriaalsete ensiitimide kofaktorina (Anraku &
Gennis, 1987; Cooper et al., 1992), samas on vaseioonide liig bakteritele letaalne. Seetdttu
rakendavad  bakterid optimaalse vaseioonide taseme  sdilitamiseks  spetsiifilisi
homgostaasimehhanisme. Keskkonnas esinevad vaseioonid stabiilses Cu* ja redutseerunud
Cu'! vormis (Barceloux & Barceloux, 1999) ning raku membraane suudavad tdendoliselt
passiivse difusiooni teel 14bida monovalentsed ioonid (Outten et al., 2001). Bakteril on vase
toksiliste mojude véltimiseks voimalik piirata vaseioonide sisenemist rakku, siduda vaseioone
biomolekulide koostisesse vOi rakendada aktiivseid véljavoolu siisteeme. E. coli’s on
kirjeldatud  kolme  kromosomaalset  vaseioonide  detoksifitseerimise  siisteemi:
véljavoolupumbad CopA ja CusCBA ning oksiidaas CueO (Franke et al., 2003; Grass &
Rensing, 2001; Rensing et al., 2000). Tsiitoplasmast eemaldab vaseioone P-tiilipi ATPaas CopA
ning periplasmast prootongradienti rakendav CusCBA valgukompleks (Franke et al., 2003;
Rensing et al., 2000). Lisaks vihendab periplasmas reaktiivse Cu*! hulka CueO oksiidaas, mis
oksiideerib monovalentsed ioonid vihem toksilisteks divalentseteks ioonideks (Singh et al.,
2004). Vaseioonide taset reguleerivate siisteemide ekspressiooni kontrollib kahekomponentne
CusRS siisteem, milles sensor kinaas CusS aktiveerub vastusena rakusisestele vase- vOi
hdbedaioonidele ning fosfortiileerib CusR regulaatori, mis omakorda vabastab nii CusCFBA kui
ka CopA ja CueO ekspressiooni repressioonist (Franke et al., 2001; Munson et al., 2000; Outten
et al., 2000).

Hobeda puhul ei ole tegemist rakule vajaliku mikroelemendi, vaid toksilise metalliga, mille
sisenemisel rakku indutseeritakse bakterites homoloogsete SilRS ja CusRS kahekomponentsete

siisteemide vahendusel Sil ja Cus véljavoolupumpade ekspressioon (Franke et al., 2001; Gupta



et al., 1999). Cus siisteemiga homoloogne Sil siisteem koosneb periplasmaatilistest
hobedaioone siduvatest tSaperonidest (SilE ja SilF) ning transmembraansetest
véljavoolupumpadest, mis tsiitoplasmast (SilP) ja periplasmast (SilCBA) ioone eemaldavad
(Franke, 2007). Kui paljudel bakteritel on Sil siisteem kodeeritud plasmiidselt, siis E. coli
ATCC 8739 tiivel on see integreerunud genoomi ja kuulub seetdttu kromosomaalsete
metallitolerantsuse mehhanismide hulka (Blanco Massani et al., 2018). Mutatsioone eelnevalt
mainitud slisteemide regulaatorite (SilRS, CusRS) geenides on seostatud suurenenud ioonse

hdbeda tolerantsusega (Blanco Massani et al., 2018; Randall et al., 2015).

Lisaks spetsiifilistele ioonide detoksifitseerimise mehhanismidele on eksperimentaalselt vase
vOoi hobeda resistentsust selekteerides tiheldatud ka vihem spetsiifilisi tolerantsusmehhanisme.
Naiteks on korduvalt leitud, et mutatsioonid vilismembraani poriinide (OmpC/F) v&i nende
regulaatorite (OmpR) geenides vihendavad hdbeda- ja vaseioonide tundlikkust (X. Z. Li et al.,
1997; Randall et al., 2015; Wu et al., 2022; F. Xu et al., 2022). Sarnaselt spetsiifilistele ioone
siduvatele valkudele, nagu SilF vai SilE, on kirjeldatud ka teiste raku metaboliitide osalust
metalliioonide detoksifitseerimises. Néiteks on tiheldatud, et metallitolerantsed tiived seovad
metalliioone lahustumatute sulfiidsoolade koostisesse, mis arvatavasti vihendab metalliioonide
biosaadavust ja toksilisust (Aiking et al., 1982; Slawson et al., 1992). Seetdttu on spekuleeritud,
et metallitolerantsusesse voib panustada bakterite voime toota divesiniksulfiidi (H>S), mis on
voimeline vabalt 1dbi membraanide difundeeruma (Riahi & Rowley, 2014) ja oluliselt
vihendama mitmete metallide (sh hdbeda ja vase) toksilisust (Essa et al., 2018; Slawson et al.,
1994). H,S-i toodavad bakterid peamiselt L-tsiisteiini tioolriihma enstimaatilisel eemaldamisel,
ning E. coli’s kataliilisivad seda reaktsiooni triiptofanaas (TnaA), tsiistatiooni B-liiaas
(Cystathionine beta-lyase, MetC), tsiisteiini siintaasid A (Cysteine synthase A, CysK) ja B
(CysM) ning MalY (Awano et al., 2005). Kusjuures on ndidatud, et triiptofanaas, mis on
eelkdige tuntud L-triiptofaanist indooli tootmise poolest (Newton & Snell, 1964), voib E. coli’s

olla peamine H>S-i tootev ensiitim (Lim et al., 2022;).

Metallitundlikkuse fenotiiiibi kirjeldamisel ei eristata sageli tolerantsust ja resistentsust, mis on
tegelikult erinevad tunnused. Resistentne bakteritiivi suudab korgete antimikroobse aine
kontsentratsiooni juures paljuneda (Scholar & Pratt, 2000). Resistentsuse tuvastamiseks saab
leida antimikroobse aine minimaalne inhibeeriv kontsentratsioon (minimal inhibitory
concentration, MIC) ehk kontsentratsioon, mis pérsib tdielikult bakterite kasvu: resistentse
bakteritiive MIC on tundlikust kordades kdrgem (Joonis 1A) (Scholar & Pratt, 2000). Kuigi
tolerantne bakteritiivi ei pruugi kdrgematel antimikroobse aine kontsentratsioonidel kasvada

(MIC jadb muutumatuks) (Wolfson et al., 1990), iseloomustab tolerantsust eelkdige bakteri
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voime jddda ellu liihiajaliselt subletaalsetel  antimikroobsete  aine

1A)

korgematel

kontsentratsioonidel  (Joonis voi taluda madalamaid subletaalseid toksilisi
kontsentratsioone pikemalt (Joonis 1B) (Brauner et al., 2016). Seega vdib tolerantsus tdnu
pikemale eluspiisimine omakorda voimaldada resistentsusmehhanismide aktiveerimist (Levin-
Reisman et al., 2017). Kuna aine toksilisus oleneb nii ekspositsiooni kestusest kui ka
kontsentratsioonist (Rozman et al., 2010), on tolerantsust vdimalik kirjeldada antimikroobse
aine minimaalse bakteritsiidse kontsentratsiooni (minimal bactericidal concentration, MBC)
kaudu. MBC on madalaim kontsentratsioon, mis tapab kindla ekspositsiooniaja jooksul 99,9%
bakteritest (EUCAST, 1998). Erinevalt kitsa toimemehhanismiga antibiootikumidest ei ole
mitmete ja 10puni kirjeldamata toimemehhanismidega antimikroobsete raskemetallide puhul
méiiratletud kindlaid resistentsust tdhistavaid MIC lavivairtusi. Ehkki resistentsus on mitmeti
defineeritav, kisitletakse kaesolevas t00s metalliresistentsusena olukorda, kus konkreetne
resistentsusmehhanism pdhjustab vihemalt 8-kordset tdusu metalliioonide MIC viirtuses ning

viiksemat tdusu MIC voi1 MBC viirtustes kasitletakse tolerantsusena.

A MIC MIC MBC MBC B
Arvukus enne 150
ekspositsiooni—sl S \
@ \ X
()
4 \
S \ 5 100
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\
\,
\\
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Kasv sioon Suremine Tolerantsus &
. ) ] >

——
Subletaalne

Antimikroobse aine kontsentratsioon

——
Subinhibitoorne

Joonis 1. Antimikroobse tolerantsuse ja resistentsuse erinevus. Paneel A visualiseerib
antimikroobse aine kontsentratsiooni tdusu modju bakterite elusarvukusele. Paneel B
visualiseerib antimikroobse aine toksilise kontsentratsiooni moju bakterite elusarvukusele ajas.
Joonis on visandatud Harrison ef al. ja Westblade et al. pohjal (Harrison et al., 2007; Westblade
et al., 2020).

Nagu eelnevalt mainitud, on iiheks metallpindadel baktereid inaktiveerivaks teguriks pinnalt
vabanevad metalliioonid, kuid erinevalt vedelast kasvukeskkonnast, mdjutavad metallipinnal
baktereid ka lisastressorid, nagu kuivamine ja osmootne stress (Quaranta et al., 2011; Santo et

al., 2008). Vordlemisi vdhe on teada metalliioonide detoksifitseerimise mehhanismide

osalusest metallpinnal elus piisimises. On ndidatud, et peamiste vase detoksifitseerimise



mehhanismide (cueO, copA, cusCFBA) tiielik puudumine muudab E. coli vasesulamist
pindadele kuivades ekspositsioonitingimustes tundlikumaks (Santo et al., 2008). Samas ei ole
senistes bakteriaalse evolutsiooni katsetes vasepinnal tiheldatud muutusi evolutsioneerunud
bakterite vaseioonide detoksifitseerimise geenides (Bleichert et al., 2020; F. Xu et al., 2022).
Samuti on leitud, et vasesulamist miintidelt isoleeritud vase pindadele tolerantsed bakterid ei
olnud tolerantsemad vaseioonide vastu vedelas katseformaadis (Santo et al., 2010). Seetottu
vOib metalliioonide detoksifitseerimise siisteemidel olla metallipinnal elus piisimisel vorreldes
vedela keskkonnaga viiksem roll, sest nende aegandudva ekspressiooni ja piiratud efektiivsuse
tottu ei suuda need bakterit kaitsta pinnal minutitega rakku tungivate miljonite ioonide eest

(Bleichert et al., 2020; Thieme et al., 2008).

Hobedast tahkete pindade antimikroobseid mehhanisme on vorreldes vasega vihem uuritud,
mistottu pole seni teada, kuidas panustavad hdbedaioonide detoksifitseerimise mehhanismid
hdbedast pinnal eluspiisimisse. Hobedast pindadega mdnevorra sarnaseks voiks lugeda hdbeda
nanoosakesi, mille peamiseks toimemehhanismiks peetakse samuti hobedaioonide vabanemist
(Xiu et al., 2012). Kuigi leidub nditeid, kus eksperimentaalne evolutsioon hdbeda nanoosakeste
juuresolekul vedelas kasvukeskkonnas pdhjustab bakterites vorreldes ioonse hdbeda
evolutsiooniga erinevaid geneetilisi muutusi (Dong et al., 2022), tdheldatakse osades
nanooskeste evolutsiooni katsetes siiski muutusi teadaolevates ioonse hdbeda

detoksifitseerimise mehhanismides (Cus) (Graves et al., 2015; Wu et al., 2022).
1.2. Metalli- ja antibiootikumitundlikkuse seos

Sarnaselt teiste antimikroobsete kemikaalide laialdase kasutamisega on ka metallipdhiste
pinnakatete = rakendamisel  tOstatatud  kiisimus  metallide  vOimalikust  rollist
antibiootikumiresistentsuse tekkes ja/vdi levikus. Samaaegselt vihenenud tundlikkus metallide
ja antibiootikumide suhtes v3ib tekkida kahe peamise mehhanismiga: rist- voi kaasresistentsus.
Ristresistentsus (cross-resistance) on olukord, kus liks molekulaarne mehhanism kaitseb rakku
nii metalli kui ka antibiootikumi eest, samas kui kaasresistentsus (co-resistance) on pdhjustatud
eraldiseisvate resistentsusgeenide paiknemisest samas geneetilises elemendis, nditeks
plasmiidis (Pal et al., 2017). Kuna kéesolevas t60s iseloomustatud bakterites ei esinenud
resistentsusplasmiide, késitletakse vaid metalli- ja antibiootikumi ristresistentsust, milleks
nimetatakse olukorda, kus metallitundlikkus on muutunud védhemalt tolerantsuse ja
antibiootikumitundlikkus resistentsuse tasemel. Antibiootikumiresistentsust mdiératletakse
MIC véértuste epidemioloogiliste lavivadrtuste (epidemiological cut-off value, ECOFF) jargi
(MIC EUCAST, 2024).

10



On kirjeldatud mitmeid metalli ja antibiootikumi ristresistentsuse mehhanisme. Nditeks on
leitud, et vélismembraani poriinide (OmpF/C) defektid vdoi madalam ekspressioon vdib
passiivselt piirata metalliioonide (Ag, Cu, Zn) ja mitmete antibiootikumide tungimist rakku (X.
Li et al, 2019; Y. Xu et al., 2022). Lisaks on kirjeldatud ka mitme kemikaali
véljavoolupumpasid nagu MtdABC, mis eemaldavad rakust nii vaseioone kui ka novobiotsiini
(Nagakubo et al, 2002; Nishino et al., 2007). Osad metallid osalevad ka
antibiootikumiresistentsuse geenide indutseerimises 1idbi kaasregulatsiooni (co-regulation)
(Baker-Austin et al., 2006). Niiteks vaseioonid vdivad MarR transkriptsiooni repressoriga
seondudes kaudselt derepresseerida marRAB operoni (Hao et al., 2014). Sellelt operonilt
kodeeritud MarA on E. coli’s mitmete antibiootikumiresistentsuse geenide, nditeks AcrAB-

TolC mitme ravimi véljavoolu pumba geenide, transkriptsiooni aktivaator (Okusu et al., 1996).

Arvukad keskkonnamikroobide wuuringud on seostanud metalli ja antibiootikumi
resistentsusgeenide esinemist. Néiteks on niidatud positiivset korrelatsiooni saastunud
veekogudes leiduvate raskemetallide hulga ja bakteriaalsete antibiootikumi resistentsusgeenide
esinemissageduse vahel (Komijani ef al., 2021). Samuti on leitud, et loomakasvatustest, kus
kasutatakse vasesooladega rikastatud sd6ta, isoleeritud vasetolerantsed bakterid olid vdrreldes
vasetundlikega sagedamini resistentsed mitmete antibiootikumide suhtes (Tan et al., 2024).
Kiill aga rakendub saastunud keskkondades bakteritele tdendoliselt metalli ja antibiootikumi
topeltselektsioon, mis voib oluliselt kiirendada rist- voi kaasresistentsuse tekkimist. Samas on
ka kontrollitud tingimustes ndidatud, et vase- ja hobedaioonide ekspositsioon vedelas
kasvukeskkonnas vdib rikastada de novo tekkinud antibiootikumitolerantseid mutante voi
koguni indutseerida nende teket (Blanco Massani et al., 2018; Henly et al., 2019; X. Li et al.,
2019; X. Z. Liet al., 1997; Yu et al., 2022).

Antimikroobsete metallpindande panust antibiootikumiresistentsuse tekkesse ei ole pdhjalikult
uuritud, kiill aga leidub {tksikuid uuringud, kus on hinnatud vasepinnale tolerantsete
bakteritiivede antibiootikumitundlikkust. Néiteks on leitud, et vaskmiintidelt isoleeritud vase
pindadele tolerantsete grampositiivsete bakterite seas ei esinenud antibiootikumiresistentsust
(Santo et al., 2010). Samas Pseudomonas fluorescens’iga lébi viidud 320-tsiiklilise vase pinnal
toimunud evolutsiooni jérgselt tdheldati evolutsioneerunud populatsioonides eellasest suuremat
tobramiitsiini tolerantsust (F. Xu et al, 2022). Kuigi vedelas kasvukeskkonnas on
eksperimentaalse hobeda- ja vaseselektsiooni jérgselt tuvastatud samaaegset metalli- ja
antibiootikumitolerantsust (X. Z. Li et al., 1997; Y. Xu et al., 2022), ei ole senini nidhtud
antibiootikumiresistentsuse esile kutsumist vasest pindade kasutamisel olulise riskina (Santo et
al., 2010). Osaliselt on see pohjendatav asjaoluga, et kuivades ja toitainevaesetes tingimustes
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ei suuda bakterid vase pinnal elus piisida ega kasvada ja seetdttu ka replikatsioonil
resistentsusmutatsioone omandada (Santo et al., 2010). Samas on teada, et vasest ja hobedast
pindade antimikroobsed omadused vidhenevad oluliselt vdi kaovad téielikult orgaanikaga
saastudes (Kaur et al., 2024), mistdttu ei saa tdielikult vélistada antibiootikumiresistentsuse

tekke voimalust.
1.3. Metallide moju mutatsioonide tekkesagedusele

Subletaalse (<MBC ja >MIC) vai subinhibitoorse (<SMIC) antimikroobse stressiga kohanemisel
voivad bakteripopulatsioonides eelise saada mutaatortiived (mutator strains), mis suudavad
tolerantsusmehhanisme kiiremini omandada (Mehta et al., 2019; Swings et al., 2017). Kuna on
teada, et sagedasem muteerumine suurendab patogeensuse mehhanismide tekke tdendosust, on
korgemaid mutatsioonisagedusi seostatud ka patogeensusega (LeClerc et al., 1996; Oliver et
al., 2000). Mutaatortiivedel on funktsioonikaoga mutatsioonide tottu DNA valepaardumise
reparatsioonisiisteemi (mismatch repair, MMR) geenides oluliselt tdusnud spontaanne
mutatsioonisagedus (Heinaru, 2012). Suurem mutatsioonisagedus vdimaldab muutuvates
oludes suurendada geneetilist mitmekesisust ja kiiremini kohastuda (Leigh, 1970; Sniegowski
et al., 1997). Mutatsioonisageduse (mutation rate) kaudseks hindamiseks on vodimalik
fluktuatsioonitestiga leida mutatsioonide tekkesagedus (mutation frequency) (Rosche & Foster,
2000). Fluktuatsioonitest nditab spontaanselt tekkivate (nt antibiootikumi resistentsete)

mutantide osakaalu testitavas populatsioonis (Luria & Delbriick, 1943; Rosche & Foster, 2000).

Subinhibitoorse ioonse vase ja hdbeda lihekordse ekspositsiooni jargselt on tadheldatud bakterite
mutatsioonisageduse suurenemist (S. B. I. Schmidt ef al., 2022; Shen et al., 2021). Ka
pikaajaline subinhibitoorne ekspositsioon vase- ja hdbedasooladele vedelas kasvukeskkonnas
suurendab mutatsioonide tekkesagedusi (X. Li et al., 2019) ning indutseerib ulatuslike DNA
kahjustustega seotud SOS-vastuse geenide ekspressiooni (Y. Zhang et al., 2018). Katses, kus
E. coli’t eksponeeriti subletaalsetes tingimustes hobeda nanoosakestele leiti aga, et tihekordne
ekspositsioon ei indutseerinud SOS-vastuse geene ning krooniline subletaalne ekspositsioon ei
suurendanud mutatsioonisagedusi (Wu et al., 2022). Sarnaselt ei pohjustanud subletaalne
ekspositsioon vasepindadele E. coli’s suuremat mutatsioonide tekkesagedust kui ekspositsioon

terasest pindadele (Santo et al., 2011).

Kokkuvottes on varasemad uuringud ndidanud, et vedelas keskkonnas vdib subinhibitoorne
metalliithendite ekspositsioon tdsta bakterite mutatsioonisagedust, kuid subletaalne

ekspositsioon ei pruugi mutatsioonisagedusi oluliselt mdjuta. Kuigi ka metallipindade tiheks

12



peamiseks toimemehhanismiks on pinnalt vabanevad metalliioonid, ei ole selgeid seoseid
subletaalse pinnaekspositsiooni ja mutatsioonisageduste vahel leitud. Sellegipoolest varieerub
antimikroobsetel metallpindadel bakteritele rakenduv antimikroobse stress sdltuvalt keskkonna
tingimustest letaalsest kuni mitteinhibeerivani (Kaur ef al., 2024). Seetdttu ei saa vilistada
metallpindade vdimalikku mutageenset mdju ega potentsiaali selekteerida stressiga kiiremini

kohanevaid mutaatortiivesid.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Too eesmirgid

Kéesoleva to6 pohieesméirkides oli:

1.

tuvastada, kas Escherichia coli ATCC 8739 tsiikliline eksponeerimine antimikroobsetele
tahketele metallpindadele suurendab mutatsioonide tekkesagedust;

hinnata muutusi evolutsioneerunud populatsioonide vase- ja hdbedaioonide ning
antibiootikumide tundlikkuses vorreldes eellasega;

iseloomustada t06 juhendajate Sandra Pargi ja Merilin Rosenbergi poolt 1dbi viidud
evolutsioneerunud populatsioonide mutatsioonianaliilisist tuvastatud huvipakkuvate
mutatsioonide moju bakterite metalli- ja antibiootikumitolerantsusele;

vorrelda kvalitatiivselt eellase ja mutatsioonianaliiiisiga tuvastatud tna4 M2661 mutatsiooni
kandva evolutsioneerunud populatsiooni divesiniksulfiidi tootmist ioonse hodbeda

juuresolekul.

Selleks, et tiita t00 eesmaérke:

¢ hinnati metsiktiilipi £. coli ATCC 8739 rifampitsiini tundlikkust;

o leiti fluktuatsioonitestiga eellase ja evolutsioneerunud populatsioonide mutatsioonide
tekkesagedused fenotiiiibilise rifampitsiini resistentsuse nditel;

e médrati eellase ja evolutsioneerunud populatsioonide vasksulfaadi ja hdbenitraadi
minimaalsed inhibeerivad kontsentratsioonid (MIC-d);

e médrati eellase ning vasel ja hobedal evolutsioneerunud populatsioonide vasksulfaadi
ja/vdi hobenitraadi minimaalsed bakteritsiidsed kontsentratsioonid (MBC-d);

e maédrati eellase ja evolutsioneerunud populatsioonide nelja erineva toimemehhanismiga
antibiootikumi (ampitsilliin, Amp; gentamiitsiin, Gen; tsiprofloksatsiin, Cip; kolistiin,
Cst) MIC-id;

e isoleeriti ning testiti tdiendavalt evolutsioneerunud populatsioonidest esile kerkinud
metallisoolade vo0i antibiootikumide suhtes vihem tundlikke tiksikkolooniaid;

e médrati evolutsioneerunud populatsioonidest Sandra Pargi poolt isoleeritud ja
konstrueeritud mutantide ning kéesolevas t60s isoleeritud mutantide vasksulfaadi ja
hdbenitraadi MIC-d ja MBC-d ning nelja erineva antibiootikumi MIC-d;

e vorreldi kvalitatiivselt eellase ja tmad M2661 mutatsiooni kandva evolutsioneerunud

populatsiooni divesiniksulfiidi tootmist hdbedaioonide juuresolekul.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud sootmed, bakteritiived ja kasvutingimused

Katsetes iseloomustatud bakteripopulatsioonid pédrinevad Sandra Pargi magistritoé raames labi
viidud eksperimentaalse evolutsiooni katsest (Lisa 1). Evolutsioonikatses eksponeeriti E. coli
ATCC 8739 tiive tsiikliliselt antimikroobsetele metall- (vask ja hobe) ja kontrollpindadele
(klaas ja teras) kahes erinevas tingimuses: toitainerikas ja niiske (edaspidi NR) ning
toitainevaene ja kuiv (edaspidi KV). Igale testpinnal eksponeeriti viit paralleelset {ihisest
eellasest (metsiktiilibi iiksikkoloonia) alguse saanud bakteripopulatsiooni 30-korda. Lisaks
kasutati katsetes kummaski tingimuses ldbi viidud ekspositsiooni esmaste inokulumide
sdilitatud materjale, mis périnesid kahest erinevast metsiktiiiibi kolooniast (edaspidi KV ja NR
eellane). E. coli ATCC 8739 (DSM 1576) tiivi oli tellitud DSMZ-st (German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures GmbH). ATCC 8739 néol on tegemist oportunistlikult
patogeense E. coli tiivega, mida kasutatakse standardmetoodika alusel antimikroobsete

materjalide tdhususe testimisel (ISO, 2011).

Evolutsioonikatsete tulemiks olid kahes erinevas tingimuses ja neljal erineval pinnal
evolutsioneerunud 40 bakteripopulatsiooni, mida hoiustati 20% gliitserooli lahuses -80°C
juures. Populatsioonide fenotiiiibi iseloomustamise katsetes kasutatud proovide saamiseks
kiilvati igale katsele eelnevalt siigavkiilmutatud siilituskultuure LB (Lysogeny Broth)
tardsdotmele, inkubeeriti 37 °C juures 18-24 h, ning tekkinud biomass suspendeeriti steriilses
fosfaatpuhvris (phosphate buffered saline, PBS) voi deioniseeritud vees (DI). Tardsootmel
kasvatamise eesmirgiks oli minimeerida kiirekasvuliste alampopulatsioonide domineerimist,
sdilitades seeldbi populatsioonide heterogeensust. Eranditeks olid mutatsioonide
tekkesageduste ja kasvukdverate mootmise katsed, kus katse formaadi tottu kasvatati

populatsioone ette LB vedelsdotmes.

Populatsioonide metallisoola- ja antibiootikumitundlikkuse mairamise katsete kdigus isoleeriti
iiksikuid kolooniaid, mis talusid testitud antimikroobset ainet paritolupopulatsioonist oluliselt
paremini. Isolaadid kiilvati LB tardsdotmetassidele, kasvatati tiledd 37°C juures ning hoiustati
sdilitusplaatidena 4°C juures tdiendavaks testimiseks. Piisiva tolerantsusfenotiiiibiga isolaatide
taisgenoom sekveneeriti ning sekveneerimisandmetega viisid Sandra Park ja Merilin Rosenberg
1dbi mutatsioonianaliiiis. Testiti ka Sandra Pargi poolt konstrueeritud deletsioonmutandi ja
populatsioonidest isoleeritud huvipakkuvaid mutatsioone kandvaid mutantide metalli- ja
antibiootikumitundlikkust. Lihtsustavalt nimetatakse Sandra Pargi konstrueeritud/isoleeritud

mutante ning valitud piisiva tolerantsusfenotiilibiga isolaate mutantideks. Mutantide
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mutatsiooniprofiilid on toodud lisades 2 ja 3 ning lisas 4 on toodud mutatsioonide mdjutatud
huvipakkuvate geenide funktsiooni annotatsioonid. Isogeensete mutantide antimikroobsete
ainete MIC ja MBC hindamisel kasutati bakteriproovide ettevalmistamisel klassikalist
metoodikat, kus séilituskultuuri biomassist kasvatati esmalt LB vedelsootmes iile66 (37 °C, 150
rpm) vedelkultuurid, millest tehti virskes LB vedelsdotmes 50-kordsed lahjendused ja kasvatati

eksponentsiaalsesse faasi jdudmiseni (kuni ODs0o=0,6; mdddetud kiivetis).

Agarlahjenduse meetodil antibiootikumide ja metallisoolade MIC-ide midramiseks kasutati
Miiller-Hintoni (MH) tards6ddet. MH on antimikroobsete ainete tundlikkuse testimisel
eelistatuim soo6de (EUCAST, 2000), sest so6tmes leiduv térklis seob antibiootikumide t66d
hédirivaid sekundaarseid metaboliite ning so60tme madal tiimidiini/timiini ja P-
aminobensochappe sisaldus vildib antibiootikumide toime inhibeerimist (Aryal, 2015).
Metallisoolade MBC-d maiirati kahes erinevas toitainesisaldusega keskkonnas (toitainevaene
steriilne DI ja toitainerikas orgaaniline saastelahus (EPA soil load, SL)), mis imiteerisid
evolutsioonikatse tingimusi. Tabelis 1 on toodud koigi t60s kasutatud sddtmete ja lahuste

koostis.

Tabel 1. Kasutatud s66tmed ja lahused.

Soode Koostisosad

LB | Vedelsoode triiptoon 10 g/l; parmiekstrakt 5 g/l; NaCl 5 g/l
Tardséode vedelsdode + agar 15 g/l
Tardsoode rifampitsiiniga | tardsodde + rifampitsiin 100 pg/ml
(LBrif)

MH tards66de (Mueller Hinton Agar
11, Biolife)

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

Fosfaatpuhver (PBS), pH=7
Modifitseeritud H>S-i tuvastamise
tards6ode (Vaughn & Levine, 1936)

H>S-i tuvastamise vedels6ode

veiseekstrakt 2 g/l; kaseiinpeptoon 17,5 g/l; tirklis
1,5 g/l; agar 17 g/

parmiekstrakt 3,5 g/l; veise seerumalbumiin (bovine
serum albumin, BSA) 2,5 g/l; mutsiin 0,8 g/l

NacCl 8 g/I; KC1 0,2 g/l; Na,HPO4 x 2 H>0 0,81 g/l;
KH,POq4 0,2 g/l

kaseiinpeptoon 20 g/l; agar 15 g/l; KoHPO4 1 g/l;
(NH4)s5[Fe(CsH407)2] 0,5 g/1; L-tsiisteiin 1,94 g/l

SL + (NHa)s[Fe(CsH407)2] 0,5 g/l; Ko2HPO4 4 g/1; L-
tsiisteiin 1,94 g/l
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2.2.2. E. coli ATCC 8739 rifampitsiini tundlikkuse méiaramine

Metsiktiiiipi E. coli ATCC 8739 rifampitsiini (Rif) tundlikkuse midramiseks plaaditi 300 pl
ile6d vedelkultuuri erineva Rif kontsentratsiooniga LBrir tardsootmetassidele. Testiti
jargnevaid Rif kontsentratsioone: 5, 10, 25, 50, 100 ja 200 pg/ml. Tasse inkubeeriti 37°C juures
ning kolooniaid loendati 24 ja 72 h jérel. Fluktuatsioonitestis spontaansete Rif-resistentsete
(Rif?) mutantide tuvastamiseks valiti kontsentratsioon, mille juures mutantide kolooniate arv
oli stabiilselt loendatavas vahemikus, kuid mis samaaegselt ei inhibeerinud liigselt resistentsete
kolooniate kasvu (koloonia morfoloogiat). Sobiv  rifampitsiini  kontsentratsioon

fluktuatsioonitestiks oli 100 pg/ml.
2.2.3. Mutatsioonide tekkesageduste leidmine fluktuatsioonitestiga

Evolutsioneerunud populatsioonidest ja eellasest kasvatati katsete jaoks vedelkultuurid 24-
kaevulistes koekultuuritdotluseta steriilsetes plaatides. Plaadi kaevudesse pipeteeriti 1,5 ml LB
vedelsoddet, mis inokuleeriti siilitusplaatidelt pédrit evolutsioneerunud populatsiooni voi
eellase biomassiga. Vedelkultuure inkubeeriti loksutil (150 rpm) 37°C juures 20 h. Seejérel
tehti igast vedelkultuurist virskes LB vedelsootmes 107-kordsed lahjendused, eesmérgiga
alustada katset voimalikult véiksese arvu rakkudega. Siinkohal jagati eellase vedelkultuur
kaheks alikvoodiks, millest {ihele lisati mutatsioone indutseeriva positiivse kontrollina 1 pg/ml
mitomiitsiin-C-d (MMC). Vedelkultuure kasvatati 24-kaevulises plaadis loksutil (150 rpm,
37°C) 20 h, misjdrel plaaditi neist 300 pl steriilsete klaasist kiilvikuulidega LBrir
tardsootmetassidele. Bakterikultuuride elusarvukuse leidmiseks kasutati tilkkiilvi meetodit
(Miles et al., 1938), ning selleks tehti samadest vedelkultuuridest PBS-is kiimnekordsed
lahjendused, mis plaaditi 30 pl tilkkiilvidena LB tardsootmetassidele. Kdiki tasse inkubeeriti
24 h 37°C juures, misjirel loendati elusarvukuse ja Rif® kolooniad. Iga proovi mutatsioonide
tekkesageduse leidmiseks jagati proovi Rif® kolooniate arv (CFU/ml) vastava proovi

elusarvukusega (CFU/ml). Katsed teostati kiimnes bioloogilises ja kahes tehnilises korduses.
2.2.4. Bakterite kasvudiinaamika miiramine

Evolutsioneerunud populatsioonide ja isoleeritud ning konstrueeritud mutantide
kasvudiinaamika vordlemiseks eellasega mdddeti nende kasvudiinaamikat LB vedelsdotmes.
Selleks kasvatati koigist testitud bakteritest LB vedelsdotmes iiledokultuurid, mis lahjendati
107-korda virskes LB vedelsootmes. Lahjendatud vedelkultuurid kanti 200 pl mahus kahes
korduses 96-kaevulise mikrotiiterplaadi kaevudesse. Negatiivse kontrollina kasutati steriilset
LB vedelsooddet. Optilist tihedust 600 nm juures mdddeti 24 h jooksul 15-min intervallidena,
kasutades BioTek Synergy HI1 plaadilugejat (Agilent Technologies, USA). Terve
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mootmisprogrammi jooksul loksutati plaati pidevalt (double orbital continuous shaking) ning
sdilitati konstantset temperatuuri (37 ©°C). Kasvukoverate visualiseerimiseks koostati
modtmistulemustest arvutiprogrammis Microsoft® Excel versioon 16.84 (Microsoft
Corporation, USA) joondiagrammid. Katset teostati kahes tehnilises ja kahes bioloogilises

korduses.
2.2.5. Minimaalse inhibeeriva kontsentratsiooni (MIC) méiiramine

Metallisoolade ja antibiootikumide minimaalse inhibeeriva kontsentratsiooni (MIC)
midramiseks kasutati agarlahjendusmeetodit, jdlgides European Society for Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) standardprotokolli (EUCAST, 2000). Katsetega méérati
testitud bakterite MIC véértused kahe metallisoola ja nelja erineva antibiootikumi suhtes ning
vorreldi neid eellase vastavate MIC viirtustega. Katsetes kasutati vasksulfaat pentahiidraati
(CuSO4 x 5H>0) ja hobenitraati (AgNOs3), mille metalliioonid vastasid evolutsioonikatse
antimikroobsetele metallpinadele (vask ja hdbe). Vasksulfaadist tehti 30 g Cu/l vesilahus,
lahustades 17,6 grammi tahket soola 50 ml-s deioniseeritud vees. Katsetes kasutati 10,8 g Ag/l

hobenitraadi vesilahust (silver nitrate 0,1 M; Fisher Chemical).

Testiti nelja erineva toimemehhanismiga antibiootikumi: gentamiitsiin (Gen), kolistiin (Cst),
tsiprofloksatsiin (Cip) ja ampitsilliin (Amp). Antibiootikumide valikul 14htuti eelnevast
antimikroobsete kemikaalide indutseeritud antibiootikumiresistentsuse uuringust (Nordholt e?
al., 2021). Katsetele eelnevalt tehti vesilahustuvatest antibiootikumidest (Gen, Cst ja Amp)
sdilituslahused steriilses DI-s. Tsiprofloksatsiini siilituslahus tehti 0,1 M soolhappes. Koik
edasised vahelahjendused tehti steriilses DI-s. Siilituslahused filtreeriti 0,2 um pooriga
stistlafiltritega, jaotati alikvootideks ning hoiustati fooliumiga kaetult 4°C juures. Testitud
antimikroobset ainet sisaldavate tardsdotmetasside valmistamiseks tehti antibiootikumide- vai
soolalahustest vordses mahus kahekordsete lahjenduste seeriad, mis lahustati steriilses MH
tardsootmes. Sobivad antimikroobsete ainete kontsentratsioonide vahemikud (Tabel 2 2) valiti

ldhtudes metsiktiivega eelnevalt tehtud pilootkatsetest.

Heterogeenseid evolutsioneerunud populatsioone kasvatati MIC maéadramiseks ette LB
agarsootme tassidel, nagu on kirjeldatud peatiikis 2.2.1. Iga populatsiooni LB tards66tmele
kasvanud kolooniad suspendeeriti 5 ml-s steriilses PBS-is. Valitud mutante kasvatati LB
vedelsdotmes, nagu on kirjeldatud peatiikis 2.2.1. Bakterisuspensioonidest tehti 96-kaevulises
mikrotiiterplaadis PBS-is 300 pl mahus kiimne- ja sajakordsed lahjendused, et mddta nende
optilist tihedust lineaarses vahemikus 600 nm (ODeoo) juures mikrotiiterplaadi lugejas Tecan
Sunrise™ (Tecan Group Ltd., Sveits). Mddtmistulemuste jérgi arvutati sihitud rakutihedusega
10”7 CFU/ml (arvutuslikult ODesoo 0,004) suspensioonide valmistamiseks vajalikud algse
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bakterisuspensiooni ja PBS-i kogused. Arvutuste jargi lahjendati kdik bakteriproovid vordse
rakutiheduseni. Uhtlustatud rakutihedusega proovid pipeteeriti 3 ul mahus eelnevalt
valmistatud antibiootikumi vdi metallisoola sisaldavatele MH tardsdotmetassidele. Tasse
inkubeeriti 48 h 37°C juures ja médrati iga testitud bakteriproovi MIC véirtus testitud
antimikroobse aine suhtes peale 24 ja 48 h. MIC viirtuseks loeti aine madalaim
kontsentratsioon, mille juures ei ilmnenud ndhtavat kasvu. Kdikide antimikroobsete ainetega

teostati katsed kolmes bioloogilises ja kahes tehnilises korduses.

Tabel 2. Testitud antimikroobsete ainete kontsentratsioonivahemikud MIC katsetes.

Testitud antimikroobne aine Testitud kontsentratsioonivahemik
Vasksulfaat (CuSOs) 47 — 3000 mg Cu/l (0,74 — 47 mM)
Hobenitraat (AgNO3) 1 - 63 mg Ag/1(0,0091 — 0,58 mM)
Ampitsilliin (Amp) 0,5-32mg/l

Gentamiitsiin (Gen) 0,125 -8 mg/l

Tsiprofloksatsiin (Cip) 0,002 — 0,125 mg/1

Kolistiin (Cst) 0,03 — 8 mg/l

2.2.6. Minimaalse bakteritsiidse kontsentratsiooni (MBC) mairamine

Metallisoolade minimaalse bakteritsiidse kontsentratsiooni (MBC) maéadramiseks kasutati
puljongi mikrolahjenduse (broth microdilution) meetodit. MBC-d miérati kahes erinevas,
evolutsioonikatse tingimusi matkivas keskkonnas: toitainevaeses steriilses DI-s ja
toitainerikkas SL-s. Katse suure tdéomahu ja evolutsioneerunud populatsioonide rohkuse tottu
leiti hobedal ja vasel evolutsioneerunud populatsioonidele MBC-d vaid pinnale vastavale
metallisoolale (AgNOs; vdi CuSOs). Katsetes tehti soolade séilituslahustest 96-kaevulistes
mikrotiiterplaatides 100 ul mahus DI-s kahekordsed lahjendused. Testitavad

kontsentratsioonivahemike valikul (Tabel 3) tugineti metsiktiivega 1dbi viidud pilootkatsetele.

Evolutsioneerunud populatsioone kasvatati katseks ette, nagu on kirjeldatud eelmises peatiikis
(2.2.5). Tardsootmele kasvanud biomassi suspendeerimiseks kasutati PBS-i asemel steriilset
DI-d, et véltida metallisoolade reageerimist PBS-is leiduvate kloriidi ioonidega. Isogeenseid
mutante kasvatati katse jaoks ette sarnaselt mutantide MIC katsele (kirjeldatud peatiikis 2.2.5).
Lisaetapina tuli MBC katses eemaldada LB ja pesta rakususpensioonist selle jadgid. Selleks
kasutati Suppi et al. artiklis kirjeldatud metoodikat (Suppi et al., 2015), mille jargi s6ode

eemaldatakse bakterisuspensioonide tsentrifuugimise (antud t66s 5000 g, 10 min, 4 °C) jérel,
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rakke pestakse DI-ga ning suspendeeritakse uuesti DI-s. Bakteriproovide rakutihedused
iihtlustati ODgoo modtmistulemuste jérgi nagu kirjeldatud eelmises peatiikis (2.2.5). Esmalt
lahjendati proovid steriilses DI-s neljakordse 16pliku soovitud rakutiheduseni (~10° CFU/ml;
arvutuslik ODgoo 0,4). Seejirel jaotati iga proovi suspensioonid kaheks alikvoodiks, mis
lahjendati veelkord poole vdrra steriilse DI-s voi 4xSL-is. Proovide ettevalmistamise jérel kanti
100 pl proovi 96-kaevulises plaadis metallisoola kahekordsete lahjendustereale (100 pl mahus).
Ekspositsiooni alguses oli rakutihedus ~3 x 108 CFU/ml (vastab arvutuslikult ODgoo-le 0,1). 2-
ja 24-h ekspositsiooni jdrel toatemperatuuril tehti koigist proovidest 5 pl tilkkiilvid LB
tardsootmetassidele. Tasse inkubeeriti 24 h 37°C juures, misjdrel midrati MBC védrtused.
MBC viirtuseks loeti soola madalaim kontsentratsioon, mille juures ei kasvanud
mitteselektiivsele sootmele kiilvatud proovist vélja kolooniaid (Andrews, 2001). Proovide ja
metallikontsentratsioonide kombinatsioonide rohkuse tdttu vottis ekspositsiooni algatamine
oodatust kauem aega, mistdttu ei olnud populatsioonide testimisel voimalik 2-h ekspositsiooni
1dbi viia ning seetdttu otsustati 2-h ekspositsioon jargnevatest katsetest vilja jétta. Koik MBC

méiidramise katsed viidi 1&bi kolmes bioloogilises ja kahes tehnilises korduses.

Tabel 3. Testitud antimikroobsete ainete kontsentratsioonivahemikud MBC mééramisel.

Toitainevaeses Toitainerikkas
ekspositsioonitingimuses (DI) ekspositsioonitingimuses (SL)
Vasksulfaat (CuSO4) 0,69 mg—11 g Cu/l 2,7 mg—45 g Cu/l
(0,011 — 180 mM) (0,043 — 710 mM)
Hobenitraat (AgNO3) 0,11 —27 mg Ag/l 0,053 - 110 mg Ag/l
(0,00097 — 0,25 mM) (0,00049 — 1,0 mM)

2.2.7. Divesiniksulfiidi tootmise kvalitatiivne hindamine

TnaA geenis mutatsiooni kandva evolutsioneerunud populatsiooni (NR.H4) divesiniksulfiidi
(H2S) tootmise kvalitatiivseks hindamiseks hobeda juuresolekul kasutati kolorimeetrilist
testslisteemi tard- ja vedels6otmes. Indikaatorina kasutati raud(IIl)ammooniumtsitraati
((NH4)s5[Fe(CsH407)2]), mille reageerimisel H>S-iga moodustub must sade (Davis & Pezzlo,
2023).

Tardso6tme retsept oli modifitseeritud Vaughn ja Levine’i retsepti jargi (Tabel 1) (Vaughn &
Levine, 1936). Autoklaavitud s66de pipeteeriti 24-kaevulise plaadi kaevudesse ning s6otmesse
lisati kahekordsete lahjenduste seeriana AgNO3, suspendeeriti ning lasti 30 min bioohutuskapis
fooliumiga kaetult tarduda. Bakteriproovide ettevalmistamiseks kasvatati LB vedelsdotmes

iileod vedelkultuurid, mis lahjendati PBS-is rakutiheduseni ~4x107 cfu/ml (ODeoo=0,1;
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moddetud kiivetis). Optimeeritud rakutihedusega proovidest tehti agarisse torkekiilvid.
Inkubatsioon toimus toatemperatuuril pimedas 48 h, mille jooksul jaddvustati vérvusreaktsioon

erinevates (12, 18, 24 ja 48 h) ajapunktides.

H>S tootmise hindamiseks vedelas keskkonnas kasutati katsekeskkonnana kahekordse
kontsentratsiooniga SL-i, kuhu lisati indikaator (raud(IIl)ammooniumtsitraat), vddvliallikas (L-
Cys) ja puhversool (K:HPO4) (Tabel 1). S66de jaotati kultuurituubidesse ning s06tme
alikvootidele lisati kahekordsete lahjenduste seeriana AgNOs. Bakteriproovid kasvatati ette
nagu eelnevalt kirjeldatud, lahjendati OD-le 0,2 (~8x107 CFU/ml) ning segati s66tmega
vahekorras 1:1. Kultuurituubide kaaned suleti Shukindlalt ning neid inkubeeriti staatiliselt 37°C
inkubaatoris 24 h. Inkubatsiooniaja jooksul jdddvustati kultuurituubides toimunud

vérvusreaktsioonid erinevates ajapunktides (2, 4, 6 ja 24 h) piltidena.
2.2.8. Statistika

Kvantitatiivsete tulemuste statistiliseks analiiiisiks kasutati GraphPad Prism 10.2.3 (GraphPad
Software Inc., USA) tarkvarapaketi iihe- vOi kahefaktorilist dispersioonanaliiiisi (ANOVA)
koos Dunnet’i post-hoc  testiga. Mutatsioonide tekkesagedusi analiilisiti  logio
transformeerituna. Populatsioonide ja sekundaarsete isolaatide metallisoola MBC véirtused
esitati korduskatsete vahelise varieeruvuse vihendamiseks kordse muutusena eellase vastavast
MBC viirtusest (MBCeyolutsioneerunud/ MBCeellane)-  Statistiliselt oluliste erinevuste

tuvastamiseks kasutati usaldusnivood a=0,05.
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2.3. Tulemused ja arutelu

Kiesoleva t06 pohieesmirgiks oli iseloomustada vase- ja hobeda pindadel labi viidud 30-
tsiiklilise eksperimentaalse evolutsiooniga kaasnenud muutusi £. coli ATCC 8739 fenotiiiibis,
keskendudes eelkdige antimikroobse tolerantsusega seostatud tunnuste iseloomustamisele.
Selleks leiti pindadel evolutsioneerunud populatsioonide mutatsioonide tekkesagedused ning
médrati populatsioonide tundlikkuse profiilid ioonsete metallide ja antibiootikumide suhtes.
Eksperimentaalse evolutsiooni tagajdrjel omandatud antimikroobse tolerantsuse fenotiiiibi
muutuste tuvastamine vOimaldab kaudselt hinnata, kas antimikroobsete metallpindade
kasutamine voib tahtmatult suurendada metallitolerantsuse ja antibiootikumiresistentsuse tekke
riski.

2.3.1. Evolutsioneerunud populatsioonide iseloomustamine

Antimikroobsete metallpindade kroonilise ekspositsiooni mdjude uurimiseks viis Sandra Park
oma magistritdd raames libi laborievolutsiooni katse, kus eksponeeris E. coli ATCC 8739 30-
tsiikkli véltel vasest, hobedast, klaasist ja terasest pindadele kahes erinevas tingimuste
komplektis (niiske ja toitainerikas — NR; kuiv ja toitainevaene — KV) (Lisa 1). Kdesolevas td0s
iseloomustati laborievolutsiooni tagajérjel tekkinud muutusi populatsioonide antimikroobsete

ainete tolerantsuses ja mutatsioonide tekksageduses.
2.3.1.1. Populatsioonide mutatsioonide tekkesagedused

Sarnaselt teiste antimikroobsete iihenditega kohanemisega vdivad metallpindadele
eksponeeritud bakteripopulatsioonides saada eelise mutaatori fenotiilibiga bakterid, mis on
voimelised kdrgema spontaanse mutatsioonisageduse tottu tolerantsusmehhanisme kiiremini
omandama (Swings et al., 2017). Mutaatori fenotiiiibi tuvastamiseks méérati NR tingimustes
pindadel evolutsioneerunud populatsioonide spontaansed mutatsioonide tekkesagedused

rifampitsiini resistentsuse tekkesageduste kaudu.

Vase ja hobeda pinnal evolutsioneerunud populatsioonide spontaansed mutatsioonide
tekkesagedused ei olnud vorreldes eellase ega kontrollpindadel (klaas, teras) evolutsioneerunud
populatsioonidega statistiliselt oluliselt tousnud (Joonis 2). Kdigi populatsioonide spontaansed
mutatsioonide tekkesagedused olid suurusjirgus 1 mutant 10%-107 raku kohta ja ei esinenud
mutaatori fenotiilipi, millele viitaks vdhemalt 1000-kordne tdus metsiktiiiibi mutatsioonide
tekkesagedusest (LeClerc et al., 1996). Katsetulemused olid kooskdlas evolutsioneerunud
populatsioonide sekveneerimisandmetega: NR tingimustes antimikroobsetel pindadel (vask,
hdbe) evolutsioneerunud populatsioonides ei olnud akumuleerunud oluliselt rohkem

mutatsioone kui kontrollpindade (teras, klaas) populatsioonides (Lisa 5). Samuti ei tuvastatud
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mutaatori genotiilipi (MMR siisteemi mutatsioone) (Lisa 2). Kuna ka KV tingimustes vasel ja
hobedal evolutsioneerunud populatsioonide sekveneerimisandmetest ei tuvastatud mutaatori
genotlilipi ega kontrollpopulatsioonidest suuremat mutatsioonide arvu (Lisa 5), ei peetud

vajalikuks KV populatsioonidele fluktuatsioonitestiga mutatsioonitekkesageduste leidmist.
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Joonis 2. Spontaansete Rif-resistentsete (Riff) mutantide tekkesagedused niisketes ja
toitainerikastes tingimustes kontroll- (teras, klaas) ja antimikroobsetel (vask, hdobe) pindadel
evolutsioneerunud populatsioonides ja nende eellases (®). Positiivse kontrollina (e) kasutati
eellase kultuuri, millele lisati mitomiitsiin-C-d. Mutantide tekkesagedus viljendab Rif®

mutantide osakaalu testitud populatsiooni kultuuris (Rif® Cri—?/ elusarvukus CIE—?) Joonisel on
andmepunktidena toodud 10 bioloogilise ja 2 tehnilise kordusega leitud mutantide

tekkesagedused logio transformeerituna, sageduste keskvédrtused ja standardhdlbed.
Statistilisel analiitlisi vorreldi evolutsioneerunud populatsioonide ja positiivse kontrolli tulemusi
eellasega, kasutades selleks iihefaktorilist ANOVA analiiiisi koos Dunett’i post-hoc testiga
usaldusnivool a=0,05. Joonisel on esitatud vaid statistiliselt olulised erinevused
(****P<0,0001).

Kirjanduses leidub vasepindadel toimunud evolutsiooni indutseeritud mutatsioonide
akumuleerumise kohta vastuolulisi tulemusi. Bleichert et al. artiklis leiti, et 41 vasepinna
ekspositsioonitsiikli jarel tekkinud vase pinnaekspositsioonile tolerantses E. coli mutandis olid
iile 80% sagedusega fikseerunud vaid neli SNP-d, millest iikski ei mojutanud MMR siisteemi
geene (Bleichert et al., 2020). Samas leiti teises vasepindadel 14biviidud evolutsiooni artiklis,
et vasel 320 ekspositsioonitsiiklit 1dbinud Pseudomonas fluorescens’i populatsioonides oli
fikseerunud (iile 70% sagedusega) neli korda rohkem SNP-sid kui ilma pinnaselektsioonita
kontrollpopulatsioonis (F. Xu et al., 2022). Kusjuures leiti Xu et al. artiklis, et nii vasel
evolutsioneerunud kui ka kontrollpopulatsioonides esinesid mutatsioonid MMR siisteemi

geenides. Seejuures jdi antud artiklis ebaselgeks, miks oli kodigis ilma selektsioonita LB

vedelsootmes 320 passaazi ldbinud kontrollpopulatsioonides fikseerunud mutaatori genotiiiip
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ning voib arvata, et kirjeldatud katses vois kdigi evolutsioneerunud populatsioonide iithine

eellane olla mutaator.

Kuigi hobedapindade mutageenset efekti ei ole teadaolevalt kirjeldatud, on hdbeda
nanoosakeste juuresolekul 1idbi viidud laborievolutsiooni jargselt leitud, et krooniline
subletaalne hdbedastress ei suurendanud E. coli’s akumuleerunud mutatsioonide hulka (Wu et
al., 2022). Kéesolevas to0s leitu, et vase ja hobeda pindadel evolutsioneerumine ei tekitanud
bakteripopulatsioonides piisivalt tdusnud mutatsioonide tekkesagedusi, on seega kooskodlas
varasemate uuringutega, mis nditavad, et krooniline subletaalne vase ja hobeda stress ei

selekteeri mutaatortiivesid ega mdjuta oluliselt mutatsioonisagedusi.

2.3.1.2. Populatsioonide tundlikkus metallisooladele

Kuna ioonide vabanemist peetakse metallipindade peamiseks toimemehhanismiks, voiks
efektiivsem metalliioonide detoksifitseerimise voime ka metallpinnal kasulik olla. Selleks, et
hinnata antud t66s kirjeldatud muutusi evolutsioneerunud populatsioonide metallitundlikkuses,
leiti populatsioonide CuSO4 ja AgNO3 MIC (Joonis 3) ja MBC (Joonis 4) vairtused, mida
vorreldi evolutsiooni eellase vastava véértusega (Tabel 4).

Tabel 4. Niiske ja toitainerikka (NR) ning kuiva ja toitainevaese (KV) evolutsioonikatse
eellase vasksulfaadi ja hoébenitraadi minimaalsed inhibeerivad ja bakteritsiidsed

kontsentratsioonid (MIC ja MBC) katsetingimustes. Tabelis on toodud vilja 3 bioloogilise
ja 2 tehnilise kordusega méidratud MBC-de ja MIC-de mood ning sulgudes variatsiooniulatus.

Vasksulfaat, CuSO4 Hoébenitraat, AgNQO;
mg Cu/l mM mg Ag/l mM
NR MIC 750 12 7,9 0,073
eellane  24h MBC 5,5 0,086 0,84 0,0078
DI-s (5,5-22) (0,086-0,35) (0,42-0,84) | (0,0039-0,0078)
24h MBC 700 11 27 0,25
SL-s (350-700) (5,5-11) (6,8-54) (0,063-0,50)
KV MIC 750 12 7,9 0,073
eellane (7,9 —-16) (0,073-0,15)
24h MBC 11 0,17 0,42 0,0039
DI-s (2,7-11) (0,043-0,17) (0,42-1,7) (0,0039-0,016)
24h MBC 700 11 14 0,125
SL-s (350-1400) (5,5-22) (6,8-27) (0,063-0,25)

Joonisel 3 on niha, et lihegi pindadel evolutsioneerunud populatsiooni ioonse vase ega hdbeda
MIC ei erinenud oluliselt vastava evolutsioonikatse eellastest. Samuti ei erinenud omavahel
antimikroobsetel ja kontrollpindadel evolutsioneerunud populatsioonide tundlikkus kummalegi
metallisoolale. Jarelikult ei selekteeritud vase ega hobeda pinnal baktereid, mis suudaksid

vedelas katseformaadis pinnatiilibile vastavate metalliioonide juuresolekul edukamalt kasvada.
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Katse tulemused on kooskdlas eelnevate vasepindadel ldbiviidud evolutsioonikastetega, milles
on leitud, et vasel eluspiisimise pohjal selekteeritud gramnegatiivsete bakteritiivede ja -
populatsioonide vaseioonide MIC viirtused olid eelasega kas identsed (Bleichert et al., 2020)
vOi viga vihesel mééral (1,08- kuni 1,15-korda) tdusnud (F. Xu et al., 2022).
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Joonis 3. Erinevates tingimustes evolutsioneerunud populatsioonide vasksulfaadi ja
hobenitraadi minimaalsed inhibeerivad kontsentratsioonid (MIC). Joonisel on
andmepunktidena toodud 3 bioloogilise ja 2 tehnilise korduskatsega agarlahjenduse meetodil
leitud MIC-d log, skaalal, nende mediaan ja variatsiooniulatus (range). Statistilisel analiitisil
vorreldi evolutsioneerunud populatsioonide tulemusi vastava evolutsioonikatse eellasega,
kasutades iihefaktorilist ANOVA analiilisi koos Dunett’i post-hoc testiga usaldusnivool
a=0,05. Uhelgi kontrollpinnal (teras, klaas) ega antimikroobsel pinnal (vask, hdbe)
evolutsioneerunud populatsiooni ioonse vase ja hobeda MIC véirtused ei erinenud oluliselt
eellasest (P>0,05).

Lisaks muutustele ioonsete metallide kasvuinhibitsioonis (MIC) pindadel evolutsioneerunud
populatsioonides, hinnati ka muutusi metalliioonide biotsiidse toime talumises (MBC)
toitainevaeses (DI) ja -rikkas (SL) keskkonnas. Tabelis 4 on toodud evolutsioonikatse eellaste
AgNO3 ja CuSO4 MBC-d, mis olid vdrreldavas suurusvahemikus Suppi et al. artiklis leitud E.
coli MG1655 metallisoolade MBC-dega DI-s ja MH vedels6otmes (Suppi et al., 2015).
Huvitaval kombel erinesid aga t66s kasutatud kahe eellase hobeda MBC-d iiksteisest: NR
eellane talus hdbedat nii SL-s kui ka DI-s KV eellasest kaks korda paremini. Katsetes kasutatud
eellaste sdilituskultuurid said alguse erinevatest juhuslikult valitud metsiktiitipi £. coli ATCC

8739 iiksikkolooniatest, ning eellaste vordlemisel leiti, et NR eellase kultuur sisaldas 90%
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sagedusega mutatsiooni FIlil viburi ATPaasi kodeerivas geenis, mis pohjustas enneaegse
stoppkoodoni tekke ja liikkumisvoimetuse (Lisa 6). Geen fIil kodeerib viburi ATPaasi ning on
nédidatud, et selle deleteerimine pdhjustab liikkumisvdimetust (Fan & Macnab, 1996). Sarnast
antimikroobse tolerantsuse ja lilkumisvdimetuse seost on kirjeldatud Salmonella enterica F1iC
flagelliini mitte-ekspresseerivates populatsioonides, mis olid vorreldes F1iC-d ekspresseerivate
populatsioonidega vahem tundlikud bakteritsiidsete antibiootikumide suhtes (Lyu et al., 2021).
Liikumisvdimetute suuremat tolerantsust pohjendati Lyu et al. artiklis viburite to6st tingitud
rakusisese prootonite kontsentratsiooni suurenemisega, mis tdendoliselt vdhendas
prootongradienti ning pérssis antibiootikumi véljavoolupumpade t66d. Kuna ka hdbedaioonide
véljavoolupumbad Sil ja Cus rakendavad prootongradienti vdis antud to0s tuvastatud NR

eellase vihenenud hdbeda tundlikkust pdhjustada liikumisdefekt.

Uksikud vasel ja hdbedal evolutsioneerunud populatsioonid talusid vedelas katsekeskkonnas
pinnale vastavate ioonide ekspositsiooni statistiliselt oluliselt paremini kui eellane (Joonis 4),
kuid bioloogilise efekti suurus jdi védikeseks. Lisaks tuvastati statistilisel analiitisii MBC
tulemusi evolutsioonikeskkonna ja pinnatiiiibi kaupa grupeerides, et evolutsioonikatse
ekspositsioonitingimus omab viikest efekti metallisoolade MBC-dele. Nimelt taluvad KV
tingimustes vasel evolutsioneerunud populatsioonid grupina paremini vaseioone toitainevaese
DI-s (kooskdlas evolutsiooni keskkonnaga), kuid KV tingimustes hobedal evolutsioneerunud
populatsioonid taluvad hdbedaioone paremini toitainerikkas SL-is (vastuolus evolutsiooni
keskkonnaga). Kuigi tuvastatud vastupidine keskkonnaefekt ei ole liheselt seletatav tuvastatud
mutatsioonidega, ei saa vilistada, et selle pohjus oleks bioloogiline. Néiteks vdis pinnal
toimunud ekspositsiooni jdrgset metallitolerantsust podhjustada mittegeneetilise ,,malu*
(bacterial memory) efekt, mida on eelnevalt kirjeldatud erinevate antimikroobsete ainete
tolerantsuses ning mis seisneb stressoriga kokkupuutel omandatud fiisioloogiliste muutuste
liihiajalises padrandumises (C. Zhang et al., 2023). Mitte-geneetilise mélu efekti on kirjeldatud
nditeks S. enterica sapisoola tolerantsuses, ning on leitud, et eelnev subinhibitoorne
eksponeerimine naatrium deoksiikolaadile (sapisool) pdhjustab ajutiselt kuni kahekordset tdusu
sama aine MIC-s (Hernandez et al., 2012). Kui Hernandez et al., artiklis kirjeldatud sapisoola
tolerantsus kadus peale tihekordset timberkiilvi ilma selektsioonita keskkonnas, siis kroonilise
tsingiithendite ekspositsiooni jirgselt avaldunud mittegeneetilised muutused E. coli
antibiootikumitolerantsuses piisisid kuni 20 timberkiilvi ilma selektsioonita keskkonnas
(Rihacek et al., 2023). Seega vdib spekuleerida, et kroonilisel antimikroobsel ekspositsioonil
voivad mittegeneetiliselt pdranduvad muutused fiisioloogias ning geeniekspressioonis olla

plisivamad kui tihekordsel ekspositsioonil ning on vdimalik, et need muutused panustasid ka
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antud to0s heterogeensete evolutsioneerunud populatsioonide edukamasse

metallitolerantsusesse teatud tingimustes.

Samas esines populatsioonide MBC tulemustes suhteliselt suur varieeruvus, mistdttu on
keeruline hinnata, kas vidikese efektisuurusega muutused (maksimaalselt 2- kuni 4-kordsed)
metallisoolade tundlikkuses olid tegelikud pinnaekspositsioonil omandatud bioloogilised
erinevused voOi katsetingimuste varieeruvusest tingitud artefaktid. Néiteks vois SL-is
metallisoolade MBC-sid mdjutada metalliioonide reageerimine SL-i komponendi BSA-ga
(Alhazmi, 2019; Jing et al., 2022), mis vdis nende toksilisus oluliselt vidheneda. Teine
keskkonnaparameeter, mis vdis mdjutada bakterite tundlikkust metalliioonidele on pH. Leiti, et
SL-i vasksulfaadi lisamisel muutus selle pH happeliseks (Lisa 7). HappeSokk voiks aidata
selgitada, miks ei andnud pinnaekspositsiooni taust eelist populatsioonide vaseioonide

talumisele SL-is.
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Joonis 4. Vasel ja hobedal evolutsioneerunud populatsioonide vasksulfaadi ja
hobenitraadi minimaalsete bakteritsiidsete kontsentratsioonide (MBC) kordne muutus
eellasest. Joonisel on toodud niisketes ja toitainerikastes (NR, ¢) ning kuivades ja
toitainevaesetes (KV, o) tingimustes vasel (V) ja hobedal (H) evolutsioneerunud
populatsioonide MBC kordne muutus eellase vastavast vdirtusest logs skaalal. CuSOs MBC
médrati vasel ja AgNO; MBC hobedal evolutsioneerunud populatsioonidele 24-h
ekspositsiooniga toitainerikkas SL-is (kollasel taustal) ja toitainevaeses DI-s (sinisel taustal).
Joonisel on andmepunktidena toodud 3 bioloogilise ja 2 tehnilise kordusega leitud MBC
kordsed muutused eellasest, nende mediaan ja variatsiooniulatus. Statistilisel analiiiisil vorreldi
evolutsioneerunud populatsioonide tulemusi eellasega nii individuaalselt (iihefaktoriline
ANOVA, Dunett’i post-hoc test, a=0,05) kui ka evolutsioonikeskkonna ja pinnatiitibi kaupa
grupeerituna (kahefaktoriline ANOVA, Dunett’i post-hoc test, a=0,05). Joonisel on toodud
populatsioonide individuaalsel vordlemisel kajastunud statistiliselt olulised muutused eellasest
(*P<0,05 ja **P<0,01).

Evolutsioneerunud populatsioonide metallisoolade tundlikkuse katsetes leiti, et 30-tsiiklilise
vase ja hobeda pinnaekspositsiooni jéargselt ei suutnud bakterid pinnalt vabanevate
metalliioonide juuresolekul méirkimisvdérselt paremini kasvada ja/vdi pikaajalist (24 h)

metalliioonide ekspositsiooni iile elada. Kuigi iiksikute evolutsioneerunud populatsioonide
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metallisoola MBC viéirtused olid eellasest statistiliselt olulisel méddral muutunud, oli nende
muutuste kasutegur antimikroobse tolerantsuse seisukohalt siiski vdike. Samuti ei olnud
iiksikute populatsioonide suurenenud metallitolerantsus tiheselt seletatav populatsioonis
tuvastatud mutatsioonidega (Lisa 2). Eeltoodust  jdreldub, et bakterite krooniline
eksponeerimine hdbeda- ja vasepindadele ei pruugi muuta bakterite tundlikkust metalliioonide
vastu vedelas katseformaadis ning seetdttu oleks evolutsioonijirgseid muutusi
metallitundlikkuses adekvaatsem hinnata pinnaformaadis, kus rakenduvad lisaks

metalliioonidele ka teised pinnaekspositsioonile omased stressorid.
2.3.1.3. Populatsioonide tundlikkus antibiootikumidele

Eelnevalt on omavahel seostatud vihenenud metalli- ja antibiootikumitundlikkust, mida voivad
pOhjustada ristresistentsuse mehhanismid, nagu véhenenud rakuseina permeaablus voi
véljavoolupumpade aktiveerimine. Seetdttu on oluline hinnata antimikroobsete metallpindade
kasutamise vdimalikku panust antibiootikumiresistentsuse tekkes. Kdesolevas t60s méiérati
agarlahjenduse meetodil nelja erineva toimemehhanismiga antibiootikumi (Amp, Gen, Cip,
Cst) MIC viirtused antimikroobsetel (vask, hobe) ja kontrollpindadel (klaas, teras)
evolutsioneerunud E. coli populatsioonidele eesmérgiga tuvastada evolutsiooniga omandatud
muutusi eellasest ning tuvastada antibiootikumiresistentsus. Resistentsuse tuvastamiseks
vorreldi individuaalsete populatsioonide antibiootikumi MIC viirtusi EUCAST-1 poolt
méiiratud epidemioloogiliste ldvivdirtusega (epidemiological cut-off value, ECOFF) (MIC
EUCAST, 2024) ning resistentseks loeti populatsioon juhul, kui selle MIC vairtuste mood oli
suurem ECOFF-ist (Kahlmeter et al., 2003). Siinkohal on oluline mainida, et kuigi EUCAST
méidrab ldvivddrtused puljongilahjenduse (broth dilution) meetodil leitud MIC-ide pohjal,
vorreldakse antud t60s lavivdirtusi agarlahjendus meetodil leitud MIC-dega, sest eelneavalt on
nédidatud, et Amp-i, Gen-i, Cip-i ja Cst-i puljongi- ja agarilahjenduse meetodil leitud MIC-d on
vorreldavad (Baker ef al., 1991; Turlej-Rogacka et al., 2018).

Joonisel 5 on toodud nii evolutsioneerunud populatsioonide kui ka eellaste nelja testitud
antibiootikumi MIC véértused. Jooniselt on niha, et molemad eellased olid tundlikud Amp-i,
Cip-ija Cst-i suhtes. Kiill aga olid eellaste gentamiitsiini MIC-d vordsed voi suuremad ECOFF-
ist (2 mg/l), millest jareldub, et E. coli ATCC 8739 vdib olla gentamiitsiini suhtes tolerantsem

kui teised E. coli tlived ning seda on ka eelnevalt tdheldatud (Blanco Massani et al., 2018).
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Joonis 5. Erinevates tingimustes pindadel evolutsioneerunud populatsioonide
antibiootikumide minimaalsed inhibeerivad kontsentratsioonid (MIC). Joonisel on log,
skaalal andmepunktidena toodud 3 bioloogilise ja 2 tehnilise korduskatsega agarilahjenduse
meetodil leitud MIC viirtused, nende mediaan ning variatsiooniulatus. Punane punktiirjoon
maérgistab antibiootikumi MIC epidemioloogilist lavivadrtust. Statistilises analiitisis vorreldi
evolutsioneerunud populatsioonide MIC véirtusi eellase vastavate vidirtustega, kasutades
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ithefaktorilist ANOVA analiiiisi koos Dunett’i post-hoc testiga usaldusnivool a=0,05. Joonisel
on mérgitud vaid statistiliselt olulised muutused (P*<0,05 ja ****P<0,0001).

Uksikud evolutsioneerunud populatsioonid talusid vdrreldes eellasega statistiliselt oluliselt
paremini Amp-i voi Cip-i (Joonis 5), kusjuures antibiootikumitolerantsem fenotiiiip ei olnud
pohjustatud teadaolevate Amp-i voi Cip-i resistentsusgeenide esinemisest vastavas
populatsioonis (Lisa 2). Uhegi evolutsioneerunud populatsiooni testitud antibiootikumide (va
Gen) MIC vairtused ei tiletanud epidemioloogilisi laviviértusi ehk ei esinenud resistentsust.
Kiill aga oli mitme populatsiooni Amp-i MIC joudnud lavivdirtuse tasemele (= ECOFF), mis
vOib viidata madalatasemelisele (low-level) resistentsusele (Goldstein, 2007). Kirjeldatud
madalatasemeline Amp-i resistentsus esines kodige sagedamini KV tingimustes ning eriti
sagedasti hobedal evolutsioneerunud populatsioonides. Kuigi evolutsioonis omandatud Amp-i
MIC muutused eellasest olid viikese (2-kordse) efektisuurusega on eelnevalt spekuleeritud, et
madalatasemeline resistentsus vdib olla esmaseks sammuks tdieliku resistentsuse tekkes
(Baquero, 2001). Vihenenud beetalaktaamsete antibiootikumide tundlikkust voib pdhjustada
aeglasem kasv (Tuomanen et al., 1986), kuid kuna iihelgi antud t66s kirjeldatud populatsioonil
ei esinenud iildisi kasvudefekte toitainerikkas s66tmes (Lisa 8a ja 8b), on viikeseid muutusi

evolutsioneerunud populatsioonide antibiootikumi tundlikkuses keeruline iiheselt pdhjendada.

Eelnevates metalliiihendite eksperimentaalse evolutsiooni katsetes on samuti kirjeldatud
viikeseid efekte bakterite antibiootikumi tundlikkusele. Néiteks leiti Wu et al. artiklis, kus E.
coli’t eksponeeriti krooniliselt hobeda nanoosakestele, et nanoosakestele tolerantsed mutandid
talusid eellasest veidi paremini ampitsilliini, kuid mitte resistentsuse tasemel (Wu et al., 2022).
Sellegipoolest on tdhelepanuvidirne, et hobeda ekspositsiooni on sarnaselt kdesolevas to0s
leituga ka eelnevalt kokku viidud véhenenud ampitsilliini tundlikkusega. Varasemates vase
pinnaevolutsiooni katsetes ei ole antibiootikumitundlikkust testitud (Bleichert et al., 2020) voi

on kirjeldatud suurenenud tobramiitsiini (aminogliikosiid) tolerantsust (F. Xu et al., 2022).

Kuigi  kirjeldatud  muutused  tsiikliliselt  pindadele  eksponeeritud E.  coli
antibiootikumitundlikkuses olid iiksikutel juhtudel statistiliselt olulised, on nende ennustatav
kasutegur périselulistes antibiootikumide kasutamise olukordades véike ning need ei taga
bakteritele antibiootikumiresistentsust. Samuti ei esinenud kdrgem antibiootikumitolerantsus

koos kdrgema metallitolerantsusega..

2.3.2. Tolerantsemate isolaatide tiiendav testimine

Evolutsioneerunud populatsioonidega 14bi viidud metallisoolade- ja antibiootikumitundlikkuse
midramise kastetes isoleeriti 34 iikskikkolooniat, mis suutsid vorreldes {ilejdédnud

populatsiooniga testitud antimikroobse aine juuresolekul méarkimisvairselt paremini kasvada
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(MIC) voi elus piisida (MBC). Selleks, et hinnata, kas isolaatide vdhenenud tundlikkuse
fenotiitip oli stabiilne, testiti isolaate tdiendavalt. Kuna kolooniad isoleeriti MIC ja MBC katsete
véljakiilvidest, ei ole voimalik eristada evolutsioonikatses tekkinud mutante MIC v6i MBC
katse kidigus tekkinud de novo mutantidest ning seetdttu nimetatakse neid edaspidi eristavalt
sekundaarseteks isolaatideks. Sekundaarsete isolaatide nimetamisel jargiti tihtset siisteemi, kus

isolaadi nimetus kajastab jargmist informatsiooni:

a) pdritolu evolutsioneerunud populatsioonist (esimene vili: T, K, V vdi H vastavalt
terasel, klaasil, vasel vO0i hdbedal evolutsioneerunud; liini number; evolutsiooni
tingimus: KV vdi NR),

b) katse, mille kiigus isoleeriti (teine véli: MBC — metallisoolade MBC; MIC —
antibiootikumide MIC),

c) antimikroobne aine, mille tolerantsuse pdhjal selekteeriti (kolmas vili: antibiootikum
voi metall koos MBC katse keskkonnaga (SL voi DI)),

d) antimikroobse aine MIC vdi MBC viirtus (mg/1).

Vask _(CuSO4) Hoébe (AgNO3)

*% - *%

| HANR_MBC_Ag-SL(108)-
V2NR_MBC_Cu-SL(2800)-
V2NR_Cu-SL_Cu-SL(2800)-
V1KV_MBC_Cu-DI(1400)-
V2KV_MBC_Cu-SL(2800)-
VINR_MBC_Cu-DI(45)-
VINR_MBC_Cu-DI(350)
V2KV_MBC_Cu-DI(11250)-
H5KV_MBC_Ag-SL(13,5)H
H2KV_MBC_Ag-SL(27)-
V3KV_MBC_Cu-SL(1400)-
H2KV_MBC_Ag-DI(0,42)-
K2KV_MIC_Cst(1)-
V2KV_MIC_Amp(32)-
VANR_MIC_Cst(0,5)-
K4NR_MIC_Cst(8)-
T5NR_MIC_Amp(4)-

—

*
*

T T

=

1 1 1
0.5 4 02505 1 8 16

MBC kordne muutus MBC kordne muutus
eellasest eellasest

Joonis 6. Sekundaarsete isolaatide hobenitraadi (AgNO3) ja vasksulfaadi (CuSO4)
minimaalsete bakteritsiidsete kontsentratsioonide (MBC) kordsed muutused eellasest.
MBC-d maédrati 24-h ekspositsiooniga DI-s. Joonisel on logy skaalal toodud isolaatide 3
bioloogilise ja 2 tehnilise korduskatse andmepunktid, nende mediaan ja variatsiooniulatus.
Statistilises analiilisis vorreldi isolaatide MBC véértusi eellasega, kasutades iihefaktorilist
ANOVA analiiiisi koos Dunett’i post-hoc testiga usaldusnivool o=0,05. Punase kastiga on
mirgitud isolaadid, mille MBC véirtuste muutus eellasest oli statistiliselt oluline (**P<0,01)
ning mis kaasati edasistesse mutantide kirjeldamise katsetesse.

-
N =
N
N
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Sekundaarsete isolaatide esmaseks testimiseks méérati nende AgNO; ja CuSO4 MBC-d 24 h
ekspositsiooniga DI-s, jirgides populatsioonide kirjeldamisel kasutatud metoodikat, kus
bakteriproovid valmistati ette tards6otme kultuuride biomassi suspendeerimisel. Esimese
korduskatse jérel elimineeriti isolaadid, mille vdhenenud metallisoola tundlikkus ei olnud
korratav. Ulejiinutega korrati MBC katset veel kaks korda. Kdigist testitud sekundaarsetest
isolaatidest kerkisid esile HSKV_MBC_Ag-SL(13,5) ja H4NR_MBC_Ag-SL(108), mis talusid
vorreldes eellasega oluliselt paremini nii vase- kui ka hdbedaioone (Joonis 6), ning seetdttu
sekveneeriti nende tdisgenoom ja sekveneerimisandmetega viidi Sandra Pargi ja Merilin

Rosenbergi poolt 14bi mutatsioonianaliitis (Lisa 3).

Populatsioonide antibiootikumi MIC méédramise katsetest isoleeritud
antibiootikumitolerantsemate iiksikkolooniate testimiseks maiédrati neile agarlahjenduse
meetodil Amp-i, Gen-i, Cip-i ja Cst-i MIC viértused, mida vorreldi evolutsiooni eellasega.
Lisaks testiti pilisiva metallitolerantse fenotiilibiga isolaatide antibiootikumi tundlikkust
eesmadrgiga tuvastada ristresistentsust. Enamiku védhenenud antibiootikumi tundlikkuse pohjal
valitud sekundaarse isolaatide tolerantsuse fenotiiiip (kdrgem MIC) ei olnud korratav. Isedranis
palju esines tiihekordset néilist Cst tolerantsust: kdigi Cst tolerantsuse podhjal valitud
sekundaarsete isolaatide Cst MIC oli tdiendavalt testimisel vordne evolutsioonikatse eellasega.
Evolutsioneerunud populatsioonide Cst MIC viirtuste varieeruvust ja isolaatide iihekordset
tolerantsust vdis pohjustada katioonse antibiootikumi varieeruv seondumine katsetes kasutatud
poliistiireenist laboriplastikuga, mis voib oluliselt vihendada antibiootikumilahuse efektiivset
kontsentratsiooni (Karvanen et al., 2017). Teisalt vdis iihekordset Cst tolerantsust pdhjustada
evolutsioneerunud populatsioonide MIC katse metoodika, kus evolutsioneerunud
populatsioone kasvatati heterogeensuse siilitamise eesmérgiga katseks ette tardsodtmel ning
MIC katses kasutati geneetiliselt ja fiisioloogiliselt heterogeenseid biomassi suspensioone.
Seetdttu vois tardsdotmel kasvanud sessiilsetes bakteripopulatsioonides esineda Cst
heteroresistentsus (heteroresistance), kus iildjoontes antibiootikumi tundliku populatsiooni
sees esinevad resistentsed alampopulatsioonid (Liao et al., 2020; Rinder, 2001). On leitud, et
heteroresistentsete alampopulatsioonide resistentsusfenotiilip kaob selektsiooni puudumisel
kiiresti (25 kuni 27 generatsiooniga) (Andersson et al., 2019). See selgitaks, miks sekundaarsete
isolaatide Cst tolerantsust ei olnud tdiendavad testimisel korratav. Osade isolaatide Amp-i, Gen-
i voi Cip-i tundlikkus oli statistiliselt olulisel mééral eellasest muutunud (Lisa 9) ning iiksikute
sekundaarsed isolaadid olid resistentsed (MIC > epidemioloogiline lavivdirtus). T66mahu
optimeerimiseks ei kaasatud edasistesse katsetesse antibiootikumiresistentseid isolaate, kellel

ei esinenud samaaegselt metallitundlikkuse muutusi.
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2.3.3. Mutantide iseloomustamine

Selleks, et hinnata evolutsioneerunud populatsioonidest tuvastatud mutatsioonide moju
bakterite metalli- ja antibiootikumitundlikkusele hinnati t66 juhendajate Sandra Pargi ja Merilin
Rosenbergi poolt 1dbi viidud mutatsioonianaliiiisis tuvastatud mutatsioonide, mille funktsioon
metalli stressivastuses oli huvipakkuv ning esinemissagedus populatsioonides oli vihemalt
20% (Lisa 2), moju antimikroobsele tundlikkusele. Mutantide testimisse kaasati Sandra Pargi
poolt populatsioonidest isoleeritud huvipakkuvaid mutatsioone kandvad isolaadid (eristavalt
primaarsed isolaadid), Pargi konstrueeritud mitme geeni deletsioonmutant ja eelnevalt
tuvastatud kaks metallitolerantset sekundaarset isolaati. Lihtsustavalt nimetatakse valitud
sekundaarseid ja primaarseid isolaate ning konstrueeritud deletsioonmutanti edaspidi
mutantideks. Lisas 4 on toodud tdiendavasse testimisse kaasatud mutantide nimetused, nendes
leiduvate huvipakkuvate mutatsioonide lookused, mdjutatud geenid ning nende funktsiooni

annotatsioonid. Mutantide tdielikud mutatsiooniprofiilid on toodud lisas 2.

2.3.3.1. Mutantide tundlikkus metallisooladele

Koikidele mutantidele leiti agarlahjenduse meetodil AgNO3 ja CuSO4 MIC véirtused. MIC
katse tulemustest selgus, et populatsioonides esinenud mutantide (TnaA M266I; ydjN::IS1 ja
AEcolC _2715-2722) ioonse vase ja hobeda MIC véirtused ei erinenud metsiktiiiibist (Joonis 7)
On voimalik, et nimetatud mutatsioone selekteeriti evolutsioonis, sest annavad metallpinnal
eluspilisimisel teatava eelise, kuid ei taga paremat kasvamisvdimet pinnalt vabanevate
metalliioonide juuresolekul MIC testi formaadis vOi on muutus nii véike, et parem

kasvamisvdime ei ole kasutatud testiformaadiga tuvastatav.

Mairkimisviirselt oli aga muutunud sekundaarsete isolaatide HSKV_MBC_ Ag-SL(13,5) ja
H4ANR_MBC Ag-SL(108) metallitundlikkus. Nimetatud isolaatide mutatsioonianaliiiisist
selgus, et molemad neist omasid erinevaid punktmutatsioone si/S ning isolaat
H5KV_MBC Ag-SL(13,5) lisaks ka cusA geenis (Lisa 3). SilS ja CusA kuuluvad E. coli ATCC
8739 kromosomaalsete hobeda- ja vaseioonide detoksifitseerimise silisteemidesse (Lisa 4)
(Blanco Massani et al., 2018; Randall et al., 2015). Kiill aga ei tuvastatud Sil siisteemi geenide
mutatsioone metallpinnal evolutsioneerunud populatsioonides (Lisa 2), mistdttu vaib eeldada,
et need mutatsioonid tekkisid juhuslikult peale evolutsioonikatset ning andsid selge eelise
ioonse hobeda ekspositsioonil MBC testi formaadis, kuid mitte hobeda pinnaekspositsiooni

tingimustes.

SilS mutantide hobeda MIC oli metsiktiilibiga vorreldes vdhemalt 8-korda tdusnud ning

modlemad isolaadid suutsid kasvada kdige kdrgemal testitud AgNOs3 kontsentratsioonil (63 mg
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Ag/l) (Joonis 7). Erinevates patogeensetes FEnterobacteriaceae perekonna bakterites on
tadhendatud, et muutused silS geenis pohjustavad vorreldes metsiktiitibiga 16- kuni 32-korda
korgemaid hobeda MIC vairtusi (Elkrewi et al., 2017; Woolley et al., 2022). Huvitaval kombel
ilmnes, et vask inhibeeris si/S mutantide kasvu: MIC oli 24 h inkubatsiooni jérel metsiktiiiibist
kaks korda madalam, kuid pikemal inkubatsioonil (48 h) osutus metsiktiilibiga vordseks. Kuigi
agarlahjenduse standardprotokolli jidrgi médratakse antimikroobse aine MIC 24-tunnise
inkubatsiooni jiarel (EUCAST, 2000), siis vasksulfaadi MIC testimisel leidub kirjanduses
nditeid 48 h inkubatsioonist (Santo et al., 2010; F. Xu et al., 2022). Teadaolevalt ei ole eelnevalt
kirjeldatud vase pérssivat mdju Sil/Cus silisteemi mutantide kasvule. Kiill aga on leitud, et
Klebsiella pneumoniae silS mutantidel ei esinenud iildisi kasvudefekte rikastussdéotmes

(Woolley et al., 2022), mis kehtis ka antud t66s kirjeldatud silS mutantide puhul (Lisa 8c).
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Joonis 7. Mutantide vase (CuSO4) ja hobeda (AgNOs;) minimaalsed inhibeerivad
kontsentratsioonid (MIC) 24 ja 48 h inkubatsiooni jirel. Joonisel on toodud metsiktiiiipi E.
coli ATCC 8739, deletsioonmutant (AEcolC 2715-2722), 2 populatsioonidest isoleeritud
mutanti (TnaA M266I ja ydjN::IS1) ning 2 populatsioonide metallisoolade MBC mééramise
katsetes isoleeritud sekundaarset isolaati (HSKV_MBC Ag-SL(13,5) ja H4ANR MBC Ag-
SL(108)). Andmepunktidena on esitatud korduskatsetes (3 bioloogilist, 2 tehnilist)
agarlahjenduse meetodiga leitud MIC véairtused log> skaalal. Hobeda (Ag) graafikutel on sinise
punktiirjoonega tahistatud kdrgeim testitud AgNO;3 kontsentratsioon (64 mg Ag/l).
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Sarnaselt MIC katsega leiti ka MBC katses, et silS mutandid talusid hdbeda ioonide
ekspositsiooni paremini nii toitainevaeses DI-s kui ka toitainerikkas SL-s, kuid MBC kordne
muutus metsiktiives oli oluliselt suurem SL-s (Joonis 8). Kuigi vaseioonid pérssisid silS
mutantide kasvu tardsootmel, siis MBC katsetes talusid molemad mutandid vaseioonide
ekspositsiooni metsiktiilibist statistiliselt oluliselt paremini nii SL-s kui ka DI-s, kuid vase puhul
oli MBC kordne muutus metsiktiitibist suurem DI-s (Joonis 8). Kusjuures Sil mutantide vase ja
hobeda MBC-des avaldunud vastupidine keskkonna efekt oli sarnane populatsioonides
kirjeldatuga, mis voib viidata tihisele pohjusele. Nagu eelnevast arutlusest selgus ei ole sellise
vastupidise efekti pohjus lihtsasti selgitatav. On vdimalik, et olulist rolli méngib vaseioonidele
iseloomulik SL keskkonna hapestamine. Samuti ei saa vélistada, et vase ja hdbeda tundlikkuse

vastupidine keskkonnaefekt on pdhjustatud erinevustest hobeda- ja vaseioonide pdhjustatud

stressivastuses.
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Joonis 8. Mutantide vase (CuSO4) ja hobeda (AgNO3) minimaalsed bakteritsiidsed
kontsentratsioonid (MBC), méératud 24-h ekspositsiooni jdrel toitainerikkas SL-is (kollasel
taustal) ja toitainevaeses DI-s (sinisel taustal). Joonisel on ndha metsiktiiiipi £. coli ATCC 8739,
deletsioonmutandi (AEcolC 2715-2722), 2 populatsioonidest isoleeritud mutandi (TnaA
M266I ja ydjN::IS1) ja 2 populatsioonide metallisoolade MBC mééramise katsetest isoleeritud
sekundaarse  isolaadi (HSKV_MBC Ag-SL(13,5) ja  H4NR MBC_ Ag-SL(108)).
Andmepunktidena on esitatud korduskatsetes (3 bioloogilist, 2 tehnilist) leitud MBC véirtused
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log> skaalal. Vilja on toodud MBC-de mediaan ja variatsiooniulatus. Tulemuste statistilisel
analiiiisil vOrreldi kodigi mutantide metallisoola MBC védrtusi metsiktiive vastu, kasutades
ithefaktorilist ANOVA analiiiisi koos Dunett’i post-hoc testiga usaldusnivool a=0,05. Mérgitud
on vaid statistiliselt olulised muutused P*<0,05; **P<0,01 ja ****P<0,0001.

Populatsioonides esinenud mutantidest talus nditeks ydjN::IS1 vaseioone metsiktiilibist oluliselt
paremini SL-s. On nididatud, et ydjN tsiistiini/tslisteiini transporterit kodeeriva geeni
deleteerimine vihendab E. coli tundlikkust toksilisele metalliiihendile L-selenotsiitiin (Deutch
et al., 2014). Sarnaselt seleenile reageerib ka vask vadvlit sisaldavate aminohapete ja nende
derivaatidega (Furia & Sindona, 2010; Selden et al., 2024), seetdttu on voimalik, et insertsioon
vdjN geenis pohjustab selle funktsioonikao, mille tulemusel ei transpordita rakku véavlit
sisaldavate aminohapetega seotud vaske. Kuigi ka mitme geeni deletsioonmutant
AEcolC 2715-2722 talus DI-s hdbedat metsiktiiiibist statistiliselt oluliselt paremini, oli
tulemuste katsetevahelise varieeruvuse tottu selle voimalikku bioloogilist moju keeruline
hinnata. Liihikese metalliekspositsiooniga (2 h) ilmnesid mutantide metallitaluvuses sarnased
trendid, kuid suurem andmegruppide sisene varieeruvus raskendas sisuliste jarelduste tegemist,

mistottu on lithikeses ajapunktis médratud MBC tulemused toodud lisades (Lisa 10).

Eelkirjeldatud mutantide metallitundlikkuse kirjeldamisega suudeti tuvastada vase- ja
hobedatundlikkust  oluliselt mdjutavaid mutatsioone. Eriliselt kerkisid esile kaks
populatsioonide iseloomustamise katsetest valitud sekundaarset isolaati, mis olid mutatsioonide
tottu silS geenis resistentsed hobedaioonide suhtes ning teatud tingimustes tolerantsemad ka
vaseioonide suhtes. Kiill aga ei esinenud metallitolerantsust tagavad Sil slisteemi mutatsioonid
pindadel evolutsioneerunud populatsioonides, vaid tekkisid de novo populatsioonide hdbeda
MBC miidramise katse kidigus, kus need mutatsioonid andsid korge ioonse hdbeda
kontsentratsiooni juures eelise. Kuigi MIC ja MBC katseformaatides andsid si/S mutatsioonid
bakteritele markimisvairse eelise, siis hobeda ja vase pinnaekspositsioonis ei omanud need
olulist kaitsvat efekti (Lisa 11), ning tdendoliselt ei akumuleerunud need seetdttu ka
evolutsioonikatsetes. Kuigi evolutsioneerunud populatsioonides esinenud mutatsioonide (tna4,
vdjN, cspD, clpS) mdju bakterite ioonse vase vOi hobeda tundlikkusele oli vorreldes silS
mutantidega viike, ei saa vilistada, et need omasid kroonilisel metalli pinnaekspositsioonil

olulist bioloogilist mdju.
2.3.3.2. Mutantide tundlikkus antibiootikumidele

Hinnati mutantide antibiootikumitundlikkuse muutusi metsiktiiiibist. Deletsioonmutandi ja

primaarsete isolaatide tundlikkus testitud antibiootikumide suhtes ei erinenud metsiktiiiibist,

kiill aga talusid modlemad sekundaarsed isolaadid oluliselt paremini Amp-i ja isolaat

H5KV_MBC Ag-SL(108) ka Cip-i (Joonis 9). Isolaatides leiduvaid Sil siisteemi mutatsioone
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on ka eelnevalt seostatud Amp-i ja Cip-i tolerantsusega, kusjuures Massani et al. (Blanco
Massani et al., 2018) t66s olid si/lR mutandi Amp-i ja Cip-i MIC kordne muutus metsiktiivest
vorreldavad antud t60s leituga. Senini pole selgitust leidnud molekulaarne mehhanism, kuidas
mutatsioonid Sil Ag-viljavoolu siisteemis vdiksid viihendada antibiootikumide toksilisust. Uks
mdeldav pohjendus silS mutantide Amp-i ja Cip-i tolerantsusele on, et SilS regulaator suudab
lisaks Ag-vidljavoolule reguleerida ka teiste kemikaalide tolerantsusmehhanisme. Niiteks
sarnaselt Salmonella enterica’s kirjeldatud BaeRS regulaatorvalkudele, mis indutseerivad kahte
eraldiseisvat antibiootikumi véljavoolu siisteemi AcrD ja MdtABC, mis muuhulgas panustavad

ka metallitolerantsusesse (Cu, Zn) (Nishino et al., 2007).
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Joonis 9. Mutantide antibiootikumide minimaalsed inhibeerivad kontsentratsioonid
(MIC). Joonisel on toodud metsiktiilipi £. coli ATCC 8739, deletsioonmutant (AEcolC 2715-
2722), 2 populatsioonidest isoleeritud mutanti (TnaA M2661 ja ydjN::IS1) ning 2
populatsioonide metallisoolade MBC méédramise katsetes isoleeritud sekundaarset isolaati
(H5KV_MBC Ag-SL(13,5) ja H4NR MBC Ag-SL(108)). Andmepunktidena on log: skaalal
esitatud korduskatsetes (3 bioloogilist, 2 tehnilist) agarlahjenduse meetodiga leitud
antibiootikumide MIC vééirtused, nende mediaan ja variatsiooniulatus. Punane punktiirjoon
tahistab antibiootikumi resistentsuse epidemioloogilist piirvdértust. Statistilises analiiiisis
vorreldi mutantide antibiootikumi MIC-e metsiktiilibi vastavate védrtustega, kasutades
ithefaktorilist ANOVA analiiiisi koos Dunett’i post-hoc testiga usaldusnivool a=0,05. Mérgitud
on statistiliselt olulised muutused P**<0,01 ja ****P<0,0001.

Mutantide antibiootikumitundlikkuse katse tulemustest saab jéreldada, et vase ja hdbeda

pinnaevolutsiooniga kinnistunud mutatsioonid (tnad, ydjN, cspD geenides) ei pdhjustanud
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resistentsust testitud antibiootikumide suhtes. Kiill aga olid hobedaioonide resistentsed silS
mutandid oluliselt vahem tundlikud ampitsilliini ja tsiprofloksatsiini suhtes, kuid arvestades, et
silS mutatsioonid ei kinnistunud pinnaevolutsiooniga on antibiootikumiresistentsuse tekke risk

antimikroobsete vasest ja hobedast pindade kasutamisel vdhe tdendoline.

2.3.4. Divesiniksulfiidi tootmine hobedaioonide juuresolekul

Evolutsioneerunud  populatsioonide = mutatsioonianaliiiisis  kerkis esile spetsiifiline
missenssmutatsioon (Met = Ile) triiptofanaasi ensiilimi kodeerivas tmaA geenis, mis esines
varieeruva sagedusega koigis NR tingimustes hdbedal evolutsioneerunud populatsioonides
(Lisa 2). Kuna mutatsioon pdhjustas ensiitimi aktiivtsentri liheduses hdbedatundliku metioniini
asendumist hobedatundetuma isoleutsiiniga (Clem Gruen, 1975) tdstatus hiipotees, et
mutatsiooni toimel sdilitatakse rakus hdbedastressi tingimustes triiptofanaasi aktiivsust.
Triiptofanaas on eelkdige tuntud L-triiptofaani indooliks, piiruvaadiks ja ammooniumiks
lagundamise reaktsiooni poolest, kuid metallistressi kontekstis v3iks olulisem olla L-tsiisteiini
lagundamise reaktsioonis tekkiv divesiniksulfiid (H2S) (Newton & Snell, 1964). Nimelt on
eelnevalt bakterites H>S-i tootmist seostatud mitmete raskemetallide (Ag, Hg, Cd)
detoksifitseerimisega, 14bi lahustumatute sulfiidsoolade moodustumise (Aiking et al., 1982;
Pan-Hou & Imura, 1981; Slawson ef al., 1992). Hiipoteesi testimiseks vorreldi kvalitatiivselt
70% sagedusega tnaA M2661 mutatsiooni kandva evolutsioneerunud populatsiooni (NR-H4) ja

metsiktiiiibi toodetud H»S-i hulka AgNOs3 juuresolekul.

Esimestes katsetes seati eesmérgiks metsiktiiiibi ja trna4 mutantse populatsiooni H>S-i tootmist
vorrelda tardsootmes, kuhu lisati ensiilimi substraat L-tsiisteiin, H»S-i indikaator
raud(Ill)ammooniumtsitraat ning kahekordsete lahjendustena AgNOs;. Hiipoteesi kohaselt
sdilitaks tna4 mutantne populatsioon hobeda MIC ldhedases kontsentratsioonis triiptofanaasi
kataliititilist aktiivsust, ning toodaks metsiktiilibist rohkem H>S-1, mida saaks tuvastada s66tmes
raudsulfiidi tottu moodustuva intensiivsema musta virvuse jirgi. Katse kdigus selgus, et
bakterid suutsid kasvada korgeimal testitud AgNO; kontsentratsiooni juures (4x MIC), millest
jéreldati, et tsiisteiini lisamine testsiisteemi komplekseeris hdbedaioone ning vihendas nende
toksilisust (Vickery & Leavenworth, 1930). Kuna agarlahjenduse meetod ei vdimaldanud
testida korgeid hobeda kontsentratsioone, mis kompenseeriks tsiisteiini mdju, modifitseeriti

katseskeemi vedela katsekeskkonna jaoks.
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Joonis 10. Vesiniksulfiidi (H2S) tootmine hobenitraadi juuresolekul. Joonisel on néha E.
coli ATCC 8739 metsiktiilip (A ja B) ning toitainerikkas ja niiskes hobeda pinnal
evolutsioneerunud populatsioon, milles esines korge sagedusega mutatsioon triiptofanaasi
(tnaA) geenis (C ja D). H2S-i tootmist indikeerib must sade (sulfiidsool) kasvukeskkonnas
(orgaaniline saastelahus + L-tsiisteiin). Kasvukeskkonda lisati kahekordsete lahjendustena
hobenitraati (AgNQO3). Esitatud on erinevates ajapunktides jdddvustatud vérvusreaktsioonid,
mis tekkisid indikaatori (raud(Ill)ammooniumtsitraat) lisamisel (B ja D) ning indikaatorist
soltumatu virvusreaktsioon eeldatavasti hobeda toimel (A ja C).

Vedelaks katsekeskkonnaks valiti evolutsioonikatses kasutatud SL, millele lisati L-tsiisteiin,
raud(Ill)ammooniumtsitraat, AgNOs3 lahjendused ja dikaaliumfosfaat (puhversool). Selleks, et
minimeerida H>S-i kadu katsekeskkonnast kasutati suletud korgiga kultuurituube. Joonisel 10B
on niha, et E. coli ATCC 8739 toodab H»S-i nii hdobeda juuresolekul kui ka puudumisel. Kuna
ka tna4 mutantne populatsioon tootis H>S-i, saab viita, et tegu ei olnud H>S-i tootmist oluliselt
parssiva mutatsiooniga (Joonis 10D). Kiill aga ei olnud kasutatud testslisteemiga voimalik
tuvastada erinevusi metsiktliive ja tmaAd mutatsiooni kandva populatsiooni H>S-i tootmises
hobedaioonide juuresolekul ja seda mitmel pdhjusel. Esiteks vdhendas tsiisteiini lisamine
ioonse hdbeda toksilisust ning bakterid kasvasid MBC-st 64-korda korgemate AgNO3
kontsentratsioonide juures. Sedavord korgetel hobeda kontsentratsioonidel reageerisid
omavahel kasvukeskkonna erinevad komponendid, mille sadenemisest tingitud turbiidsus segas
kolorimeetrilist analiiiisi. Turbiidsust tekitas ka bakterite kasvav biomass, mis muutis tithedas
kultuuris musta virvuse niiliselt heledamaks, néiteks nagu on nédha joonisel 10B ilma hdbedata

6 h ja 24 h ajapunkti véarvuste vordlemisel. Kasvust tulenevat turbiidsust vdib aga omakorda

mdjutada hdbeda lisamisest tulenev kasvuinhibitsioon. Joonisel 10A ja 10C on ndha, et ka hdbe
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ise reageeris H>S-iga, mille tulemusel tekkis raudsulfiidist eristamatu must sade. Seetdttu ei
olnud voimalik kindlaks maérata, kas intensiivsem varvusreaktsioon hobeda kontsentratsiooni
toustes tulenes intensiivsemast H>S-1 tootmisest, viiksemast biomassi turbiidsusest inhibeeriva
aine juuresolekul voi pelgalt sellest, et keskkonnas leidus rohkem H>S-iga reageerides musta
sadet moodustavaid ioone. Sarnase jirelduseni joudsid ka Slawson et al., kes vordlesid
hobedaresistentse ja -tundliku Pseudomonas stutzeri tiive HaS-i tootmist ioonse hdbeda
juuresolekul. Leiti, et kuigi hobedatundliku tiive kultuurist suudeti pliiatsetaat paberitega
tuvastada rohkem H>S-i, tekkis samas hobedaresistentse tiive kasvukeskkonda rohkem musta
sadet (eeldatavasti hobesulfiid), ning sellest jareldati, et hobeda juuresolekul ei ole vdimalik

tuvastada erinevusi tiivede H»S-1 tootmises (Slawson et al., 1994).

Kuigi ei saa vilistada, et rna4 M2661 mutantsed bakterid suudavad hobedastressi korral toota
metsiktiiiibist rohkem H>S-i, on mutatsiooni pdhjustatud muutused liiga viikesed, et neid
kasutatud testsiisteemiga tuvastada. Leidub allikaid, mille viitel on pliiatsetaat H>S-i
tuvastamiseks tundlikum kui rauasoolad (ZoBell & Feltham, 1934), ning vdibolla oleks
pliiatsetaat paberite kasutamisel voimalik tuvastada vidiksemaid erinevusi tna4 mutantsete ja
metsiktiiiipi bakterite toodetud H>S-i kogustes. Suurem tundlikkus voimaldaks vdhendada ka
sO0tmesse lisatava L-Cys hulka mis aitaks vihendada hobeda komplekseerumist. Samas ei
lahendaks pliiatsetaat paberite kasutamine hdbeda ja H>S-i reageerimise probleemi ega

erinevusi kasvuinhibitsioonis.
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KOKKUVOTE

Kiesoleva t66 pohieesmargiks oli iseloomustada tsiikliliselt antimikroobsetele metallpindadele
eksponeeritud Escherichia coli ATCC 8739 fenotiilipi, keskendudes antimikroobse tolerantsuse
ja selle tekkega seotud tunnuste tuvastamisele. Lisaks kirjeldati evolutsioneerunud
populatsioonide mutatsioonianaliiiisist tuvastatud huvipakkuvate mutatsioonide moju bakterite

ioonsete metallide ja antibiootikumide tolerantsuses.

Leiti, et vase ja hdbeda pindadel evolutsioneerunud populatsioonid ei suutnud eellasega
vorreldes pindadelt vabanevate metallioonide juuresolekult mérkimisvéérselt paremini kasvada
ega modduvat metalliioonide ekspositsiooni edukamalt iile elada. Samuti ei olnud kroonilise
pinnaekspositsiooniga oluliselt muutunud bakteripopulatsioonide tundlikkus erineva
toimemehhanismiga antibiootikumide suhtes ning populatsioonidel ei ilmnenud mutaatori
fenotiilipi, mis vOimaldaks kiiremini omandada antimikroobse tolerantsuse kui ka {ildisi
patogeensuse mehhanisme. Antimikroobsete metallipindade efektiivse kasutamise
vaatenurgast on t00s leitu positiivne, sest nditab, et metallpindade kasutamine ei pruugi

kiirendada bakterites antimikroobsete thendite tolerantsuse teket.

Laborievolutsiooni katse kdigus tekkinud ning kinnistunud huvipakkuvad mutatsioonid tna4,
vdjN ja cspD geenides ei mojutanud mérkimisvéérselt E. coli vase- ja hdbedaioonide
tundlikkust. Sellest voib jareldada, et mutatsioonid nimetatud geenides andsid eelise metalli
pinnaekspositsioonis, kuid mitte vedelas katseformaadis vdi on see eelis liiga viike, et
kasutatud metoodikatega tuvastada. Sarnaselt ei osutunud divesiniksulfiidi tootmise
kvalitatiivseks tuvastamiseks kasutatud testi formaat piisavalt tundlikuks, et tuvastada erinevusi
hdbeda pinnaevolutsiooniga kinnistunud triiptofanaasi mutatsiooni kandva populatsiooni ja
evolutsiooni eellase H2S-i tootmise vOimes hdbedastressi tingimustes. Mérkimisvaérne
tolerantsuse fenotiilip avaldus aga populatsioonide metallisoola tundlikkuse kirjeldamise kdigus
isoleeritud si/S mutantidel, kes olid metsiktiiiibiga vorreldes resistentsed ioonse hdbeda ja
tolerantsed vaseioonide suhtes ning lisaks ka tolerantsemad ampitsilliini ja tsiprofloksatsiini
suhtes. Sellele vaatamata ei talunud si/S mutandid metsiktiiiibist oluliselt paremini hdbeda ja
vase pinnaekspositsiooni, mis selgitab, miks neid mutatsioone ei selekteeritud
pinnaevolutsiooni  katses ning rohutab ekspositsioonitingimuste olulisust metalli

tolerantsusmehhanismide selektsioonil.
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RESUMEE/ SUMMARY

Phenotypic characterization of Escherichia coli ATCC 8739 exposed to antimicrobial

metal surfaces
Sigrit Umerov
Summary

In the light of the increasing spread of antimicrobial resistance among pathogenic bacteria, there
is a growing interest in utilizing alternative methods, such as antimicrobial metal-based surfaces
to control the potential pathogen carryover. Even though antimicrobial metals have been used
for centuries, the precise mechanisms by which they deactivate bacteria is not completely
understood. Additionally, not much is known about how prolonged sublethal exposure of
bacteria to metal surfaces may induce the development of undesirable phenotypic traits, such
as metal tolerance, leading to decreased efficacy over time or even the emergence of multidrug
tolerance. While long-term exposure experiments have been conducted on bacteria growing in
liquid environments in the presence of various antimicrobial metals, it is recognized that the
stresses bacteria experience on solid surfaces are distinct from those in liquid environments.

Therefore, exposure to solid metal surfaces may result in unforeseen adaptations in bacteria.

To better the understanding of bacterial adaptations for survival on antimicrobial metal
surfaces, the supervisor of this study, Sandra Park, conducted an experimental evolution
experiment, where E. coli ATCC 8739 was exposed to copper, silver, glass, and steel surfaces
in different exposure conditions for 30 cycles. The aim of the present thesis was to characterize
the antimicrobial resistance phenotype of the bacterial populations obtained from the evolution
experiment. The evolved populations were screened for ionic metal tolerance, antibiotic cross-
resistance and emergence of mutator phenotype, which could accelerate the development of

increased tolerance.

Firstly, the fluctuation test was used to ascertain the spontaneous mutation frequency of
populations that had evolved on surfaces under high-organic humid conditions, which were
then compared to the ancestor of the evolution experiment. From the results of the fluctuation
test it was apparent that the mutation frequencies of the evolved populations were not
statistically significantly increased. This suggests that the mutator phenotype did not emerge
during the evolution experiment. In efforts to employ high-throughput methods for evaluating
bacterial susceptibility to metals, minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal
bactericidal concentration (MBC) tests were used to determine the susceptibility of the evolved

populations towards ionic copper and silver. The MIC tests indicated no statistically significant
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changes in evolved populations compared to the ancestor, suggesting chronic surface exposure
may not have favoured enhanced growth in the presence of metal ions, or the MIC method may
lack sensitivity to detect smaller advantageous changes. In MBC tests, some populations
displayed statistically significantly increased tolerance to metal ions respective to the evolution
surface compared to the ancestor. Although these small changes weren't associated with
identified mutations, they could potentially arise from non-genetic physiological adaptations
due to prior metal exposure. Regarding the possibility of metal surfaces selecting for a
multidrug tolerance phenotype, no changes were observed in the susceptibility of the evolved

populations against four antibiotics with varying modes of action.

Furthermore, the impact of specific mutations identified in the mutation analysis of evolved
populations on susceptibility to ionic metals and antibiotics was investigated by comparing the
MIC and/or MBC values with wild-type E. coli ATCC 8739. Despite their selection in the
surface evolution experiment, these mutations did not confer significant advantages in evading
the inhibitory or bactericidal effects of ionic metals, nor did they alter antibiotic susceptibility.
Conversely, when susceptibility of two silver ion efflux system (si/S) mutants isolated from the
MBC experiment of evolved populations, was tested a substantial increase in ionic silver and
copper tolerance, along with enhanced tolerance of ampicillin and ciprofloxacin, was observed.
However, the silS mutations were not detected in any of the surface-evolved populations:
instead, they emerged de novo during the MBC experiment. When the si/S mutants were tested
on silver surfaces by Sandra Park, no differences from wild type were observed, which further
emphasizes the difference in bacterial defence mechanisms and selection dynamics between

antimicrobial metal exposure in liquid versus surface format.

In the present thesis it was observed that prior exposure of E. coli ATCC 8739 to antimicrobial
metal surfaces did not induce increased mutation frequency via a mutator phenotype.
Furthermore, it did not result in increased susceptibility towards metal ions respective to the
surfaces, nor did it lead to antibiotic cross-resistance. The mutations acquired during evolution
did not confer antimicrobial tolerance traits comparable to those seen with mutations in the Sil-
system selected through a single round of high silver exposure in a liquid environment. These
results suggest that chronic exposure to metal surfaces may not expedite the emergence of

antimicrobial tolerance in bacteria.
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LISAD

Lisa 1

Sandra Pargi magistritdd raames viidi ldbi eksperimentaalne evolutsiooni katse, kus E. coli
ATCC 8739 eksponeeriti erinevates tingimustes tsiikliliselt antimikroobsetele (vask, hdbe) ja
kontroll- (klaas, teras) pindadele. Ekspositsioon pindadele toimus toatemperatuuril, kahes

erinevas tingimuses:

1) niiske ja toitainerikas (NR), kus ekspositsioon toimus orgaanilises saastelahuses (EPA,
2022) korge dhuniiskuse (90% RH) juures iihes suures 50 pl tilgas;

2) kuiv ja toitainevaene (KV), kus ekspositsioon toimus 1:500 NB-s (lihaekstrakt 0,006
g/L; peptoon 0,02 g/L; 0,01 g/l NaCl) (ISO, 2011) madala Shuniiskuse (50% RH)

juures viies véikeses 2 pl tilgas.

Ekspositsiooni  jérel pesti pindadelt ellujddnud bakterid ning neid kasvatati LB
tardsdotmetassidel 48 h. Tardsootmele kasvanud kolooniad suspendeeriti PBS-is, ning saadud
bakterisuspensioonidega algatati uus ekspositsioonitsiikkel. 30. tsiikli jérel saadud
evolutsioneerunud populatsioonide suspensioonid séilitati -80°C juures 20% gliitserooli lahuses
ning nende fenotiiiipi iseloomustati kdesolevas t60s. Kokku saadi evolutsioonikatse jarel 40
neljal erineval pinnal (teras, klaas, vask, hdbe) viies paralleelis ning kahes erinevas tingimuses

(NR ja KV) evolutsioneerunud populatsiooni.

|:
Kontroll-

i Inokuleerimine ja pinnaekspositsioon
7 aas N .. . °
—— kliimakapis (22°C)

Vask 1. Niiske & toitaineRikas = NR

o 90% RH
o Orgaaniline saastelahus
o suur tilk (50 pl)

2. Kuiv & toitaineVaene = KV

S o 50% RH
— o 1:500 nutrient broth

o vaikesed tilgad (2 pl)

pinnad

Antimikroobsed-
pinnad

-80°C hoiustamine
30x
Inokulumi pesu pindadelt

<3 Kasvatamine LB
\ tards6tmel
Biomassi ‘. S

suspendeerimine N\ Eo
| ,_/\/

Eksperimentaalse evolutsioonikatse {iilevaatlik skeem. Joonis on visandatud Sandra Pargi

avaldamata magistritdd joonise jargi. Loodud saidil BioRender.com
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Lisa 2

Sandra Park ja Merilin Rosenberg viisid pindadel evolutsioneerunud populatsioonide (Lisa 1)
tdisgenoomi sekveneerimisandmetega ldbi mutatsioonianaliiiisi. Allpool olevas tabelis on vilja
toodud hdbedal (Ag) ja vasel (Cu) toitainevaesetes ja kuivades (low-organic dry, LD) ning
toitainerikastes ja niisketes (high-organic humid, HH) tingimustes evolutsioneerunud
populatsioonides vdhemalt 20% sagedusega esinenud mutatsioonid. Hallide numbritega on
toodud mutatsioonide esinemissagedused, mis olid kiill vdiksemad kui 20%, kuid sama geeni
mojutav mutatsioon esines mujal ka kdrgema sagedusega. Hall taust tdhistab mutatsioone, mis

esinesid ka kontrollpindade populatsioonides.

Mutatsioon tnad geenis, mis pohjustas metioniini asendumist isoleutsiiniga (M266I) esines
varieeruva sagedusega koigis toitainerikastes ja niisketes tingimustes hdbedal
evolutsioneerunud populatsioonides (Ag HH). Samades tingimustes evolutsioneerunud
hdbeda populatsioonis 2 (Ag HH 2) esines samuti mutatsioon viivli ainevahetusega seotud
vdjN geenis. Mitmetes populatsioonide esines IS elemendi vahendatud deletsioonid, mis olid
kiill varieeruva pikkusega (EcolC 2715-2745), kuid mis koik hdlmasid clpS ja cspD
deletsioone. Toendoliselt toimus selektsioon cspD deletsiooni pdhjal, sest c/pS geeniproduktiga

proteoliiiisikompleksi moodustava valgu geen clpA olid IS elemendi insertsiooni tottu

mittefunktsionaalne.
Affected Ag_LD Ag_HH Cu_LD Cu_HH
genesby | 4|5 1314 /5|1(|2|3 a|5|1/2/3/afs5|1/2/3 4 s

Position Annotation Affected loci similarity
1,584,799 |Y343* (TAC>TAG) EcolC_1435 ompC
4,430,894 |E145D (GAA->GAT) EcolC_4022 zrasS (hydH) |0.3
825,348 |F231V (TTT->GTT) EcolC_0772 metK 0.3 030.3 0.2 0.2 0.2|0.2 0.2
3,450,094 |Q19K (CAG->AAG) EcolC_3147 apt 0.4
2,196,802 intergenicA->T(-3) EcolC_1988 slyB

intergenic A>T (-271) EcolC_1989 anmkK
2,629,020 ::1S1 coding (1714-1723/2676 nt) EcolC_2387 adhE
2,774,065 | A97P (GCG->CCG) EcolC_2521 flgH
1,472,947 |intergenic C>T (-185) EcolC_1342 argT
1,755,361 intergenic T->A (-47) EcolC_1578 yegH

intergenic T>A (-612) EcolC_1579 wza
2,987,581 |A 2,440 bp EcolC_2715-EcolC_2717 clpS,cspD,...
3,551,945 |::1S1(271-279/678 nt) EcolC_3242 aroM
2,634,829 |V120F (GTT->TTT) EcolC_2392 rssB
3,111,116 |G13R (GGG->AGG) EcolC_2843 ybiB
2,987,583 A 32,016 bp EcolC_2715-EcolC_2745 |clpS,cspD,...
784,740 |::1S1(167-174/645 nt) EcolC_0730 nemR-like
1,263,419 |T9861 (ACA->ATA) EcolC_1157 yfhM
1,049,782 |Q440* (CAG—>TAG) EcolC_0961 cysN
4,265,419 |::151(269-277/3360 nt) EcolC_3887 EcolC_3887
4,740,468 |M2661 (ATG>ATT) EcolC_4286 tnaA 0403040701 HEEE
2,105,539 |::1S1(209-217/1392 nt) . 0.2

EcolC_1903 ydjN (tcyP)

2,105,625 |G44D (GGC—> GAC) 0.1
2,666,933 intergenic T->C (-117) EcolC_2421 ychH 0.2

intergenic T->C (-161) EcolC_2422 pth 0.2
2,987,582 |A 1,037 bp EcolC_2715-EcolC_2716 |clpS,cspD 0.1
2,987,583 |A 8,906 bp EcolC_2715-EcolC_2722 | clpS,cspD,... 0.2,
2,987,583 A 7,339 bp EcolC_2715-EcolC_2720 |clpS,cspD,... 0.4
2,987,583 |A 6,100 bp EcolC_2715-EcolC_2720 | clpS,cspD,... 0.2
88,398  [$245C (AGT->TGT) EcolC_0083 rfal 0.2
465,883 |intergenic 53 bp—>54 bp (-189) EcolC_0434 yrdA 0.3

Tabel on koostatud Merilin Rosenbergi poolt.

54



Lisa 3

Sandra Park ja Merilin Rosenberg viisid huvipakkuvaid mutatsioone sisaldavate primaarsete
(tnaAd M2661; ydjN::IS1) ja sekundaarsete isolaatide (silS/pgid ehk isolaat HANR MBC Ag-
SL(108); silS/cusA ehk H5KV_MBC Ag-SL(13,5))

sekveneerimisandmetega libi mutatsioonianaliiiisi. Allpool olevas tabelis on vilja toodud kdik

isolaat tdisgenoomi

isolaatides tuvastatud geneetilised muutused. Halli tausta ja plussmirgiga on tdhistatud

1solaadis esinenud mutatsioon.

©
Affected g 1’ = 4
genes by < = £ 3
s 3 £ 2
Position Annotation Affected loci similarity S S ‘B B
1,900,542 |W8* (TGG>TGA) EcolC_1701 flil + + +
2,624,634 .A3 bp(8§5 857/1677 nt) EcolC 2385 o + + +
2,625,746 |intergenic A>C( 256) + + +
2,987,583 |A7339 bp EcolC 2715-EcolC 2721 |[clpS,cspD,...| +
4,740,468 |M266l (ATG->ATT) EcolC_4286 tnaA +
3,098,445 |A17V (GCG>GTG) EcolC_2832 glnH +
2,105,539 |::1S1(209-217/1392 nt) EcolC_1903 ydjN (tcyP)
int icG>A (-112 EcolC_1127
1.230.172 !n ergen!c G~>A( ) colC_ yphH +
intergenic G>A (-6) EcolC_1128 yphG +
2,898,355 |C2Y (TGC~>TAC) EcolC_2646 PqiA +
3,746,708 |L242Q (CTG->CAG) EcolC_3427 silS +
4,548,981 |$102C (AGC>TGC) EcolC_4122 fdhD +
1,755,361 intergenic T>A ( 47) EcolC_1578 yegH +
intergenic T>A ( 612) EcolC_1579 wza +
3,356,525 |W662S (TGG->TCG) EcolC_3071 cusA +
3,746,615 |H211R (CAC~>CGC) EcolC_3427 SilS +

Tabel on koostatud Merilin Rosenbergi poolt.
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Lisa 4

Fenotiilibiliseks iseloomustamiseks valitud mutandid ja nendes leiduvate huvipakkuvate

geenide lookused ja funktsiooni annotatsioonid.

AEcolC 2715- | EcolC 2715 clpS CIpAP proteoliiiisi kompleksi
2722 adaptorvalk (R. Schmidt et al., 2009)
EcolC 2716 cspD Toksiin,  replikatsiooni  inhibiitor

(Yamanaka et al., 2001)

EcolC 2717-2718 | macB, macA | MacAB-TolC makroliidide véljavoolu
pumba valgud (Kobayashi et al., 2001)

EcolC 2719 vbiX Iseloomustamata valk (Karp et al.,
2023)
EcolC 2720 vbjD Iseloomustamata valk (Karp et al.,
2023)
EcolC 2721 agpZ Akvaporiin (Karp et al., 2023)
EcolC 2722 vbjE L-liisiini transporter (Karp et al., 2023)
TnaA M266I EcolC 4286 tnaA Triiptofanaas, tsiisteiini lilaas (Newton
& Snell, 1964)
vdjN::IS1 EcolC 1903 vdjiN L-tsiistiini/tsiisteiini transporter
(Ohtsu et al., 2015)
H5KV_MBC | EcolC 3071 cusA CusCFBA Cu' transmembraanse
Ag-SL(13,5) véljavoolupumba subiihik (Outten et
al., 2000)
EcolC 3427 silS Transmembraanne histidiini kinaas,

mis aktiveerib regulaatorvalku SilR,
mis omakorda derepresseerib SilCFBA
Ag*-viljavoolu siisteemi ekspressiooni
(Randall et al., 2015)

H4NR MBC | EcolC 3427 silS —"'—
Ag-SL(108)

EcolC 2646 pqid Intermembraanne trasnpordivalk
(Karp et al., 2023)

Tabel on koostatud Sandra Pargi ja Merilin Rosenbergi 14bi viidud mutatsioonianaliiiisi
andmete (Lisa 2; Lisa 3) pdhjal.
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Lisa 5

Sandra Park ja Merilin Rosenberg viisid evolutsioneerunud populatsioonide (Lisa 1)
tdisgenoomi sekveneerimisandmetega 14bi mutatsioonianaliiiisi. Allpool oleval joonisel on
andmepunktidena toodud NR ja KV tingimustes pindadel evolutsioneerunud paralleelsetes
populatsioonides tuvastatud iihenukleotiidsete poliimorfismide (SNP-de) arv, iga pinna
populatsioonide SNP-de arvu keskvéirtus ja standardhélve. Statistilisel analiiiisil vorreldi
tingimuste (NR vdi KV) siseselt antimikroobsete pindade (vask, hdbe) populatsioonide ja
kontrollpindade (teras, klaas) populatsioonide SNP-de arvukust, kasutades selleks

kahefaktorilist ANOVA analiiiisi koos post-hoc testiga usaldusnivool a=0,05.

Nii NR kui ka KV tingimustes antimikroobsetel pindadel evolutsioneerunud populatsioonide

SNP-de arv ei erinenud oluliselt kontrollpindade populatsioonide SNP-de arvust.

* %

80

60—

o EERT

0 | : I
Niiske ja Kuiv ja
toitainerikas (NR) toitainevaene (KV)

I L=
e I

Tuvastatud SNP-d

Hobe Vask @ Teras Klaas

Joonis on koostatud Merilin Rosenbergi poolt.
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Lisa 6

Merilin Rosenbergi ja Sandra Pargi poolt 1dbi viidud evolutsiooni eellase sdilituskultuuri
sekveneerimisandmete mutatsioonianaliiiisist tuvastati, et NR eellase sdilituskultuuris oli 90%
sagedusega fikseerunud nonsenssmutatsioon Flil viburi ATPaasi kodeerivas geenis, mis
omakorda pohjustas liikumisvdimetust. Mutatsioon f7il geenis oli tdielikult fikseerunud (100%)
koigis NR tingimustes evolutsioneerunud populatsioonides. Joonisel on ndha NR tingimustes
pindadel (vask, hdbe, teras, klaas) evolutsioneerunud populatsioonide ja nende eellase (NR
eellane) ujumisliikumine 0,3% agarisisaldusega LB tards66tmes, kuhu oli lisatud 0,005%
trifentiiiiltetrasooliumkloriidi (TTC), mis varvub hingamisahela aktiivsuse tulemusena punaseks
ja visualiseerib ujumist. Jooniselt on ndha, et enamik NR populatsioone olid fIi/
nonsenssmutatsiooni tottu litkumisvoimetud. NR eellase liikkumine vdis olla tingitud
litkkumisvoimeliste bakterite sattumises katseks kasutatud proovi (10% olid liikumisvdimelised)

voi stoppkoodoni reverteerumisest.

NR evolutsioneerunud populatsioonide lilkumine peale 12 h inkubatsiooni 35°C juures

NR eellane 1 2 3 4 5

Vask

Hobe

Teras

Klaas

Joonis on visandatud Sandra Pargi avaldamata magistritdo joonise jargi.
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Lisa 7

Hinnati metallisoolade mdju MBC katses kasutatud kahe ekspositsioonikeskkonna (SL ja DI)
pH-le. Selleks mdddeti SL ja DI, kuhu oli lisatud MBC ldhedastes kontsentratsioonides CuSOg4
voi AgNOs, pH-d kasutades kaaliumkloriidist klaaselektroodiga pH-meetrit (Mettler Toledo,
USA).

CuSOq4 lisamine hapestab orgaanikarohket SL-i.

Orgaanilise saastelahus = = 0 6,3
(SL) CuSO4 MBC 700 4,0

2x MBC 1400 3,8

AgNO; MBC 27 6,2

2x MBC 54 6,3

Deioniseeritud vesi (DI) - - 0 5,5
CuSOg4 MBC 5,5 53

2x MBC 11 5,1

AgNO; MBC 0,84 53

2x MBC 1,7 54
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Lisa 8

Modddeti evolutsioneerunud populatsioonide ja mutantide kasvudiinaamikat LB vedelsodtmes,
et seda vorrelda eellasega. Kdigil kasvukdveratel on kahe eraldi joonisena toodud igal
pinnatiiiibil evolutsioneerunud paralleelsete populatsioonide v6i mutantide kasv kahes
bioloogilises korduses. Kasvukdverad on visualiseeritud kahe tehnilise kordusega mdddetud
keskmistest optilistest tihedustest ning neile on vélja toodud standardhélbed. Kasvu mdodeti

96-kaevulises mikrotiiterplaadis, 37°C juures.

a. Niisketes ja toitainerikaste (NR) tingimustes kontroll- (teras, klaas) ja antimikroobsetel
pindadel (vask, hobe) evolutsioneerunud populatsioonide ja nende {ihise eellase
kasvukdverad. Uhelgi NR tingimustes pindadel evolutsioneerunud populatsiooni kasv ei

erinenud oluliselt ecllasest.

NR terasel evolutsioneerunud populatsioonid NR terasel evolutsioneerunud populatsioonid
14 14
12 12
1 1
g 08 go® ——NRT1
g = ——NRT2
06 —=NR.T2 S 06 7N'.\ 3
——NRT3 ) S
04 NR.T4 0,4 NR.T4
) ——NRTS . ——NR.TS
0.2 ——NR_eellane 02 ——NR.cellane
0 0
0122324566789 910111212121415151617181819202121222324 0123345667 89 910111212131415151617181819202121222324
Aeg (h) Acg (h)
NR klaasil evolutsioneerunud populatsioonid NR klaasil evolutsioneerunud populatsioonid
4 14
12 12
1
é”‘” El)’%
a — NRK a
oo S{E o NR.K2
- NR.K3
04 ——NRK3 04 NR.K4
' NR.K4 '  NRKS
02 —NRKS 02 NR eella
——NR.eellane : R.eellane
0 0
0123345667 89910111212131415151617 181819202121222324 012334566789 910111212131415151617181819202121222324
Aeg (h) Aeg (h)
NR vasel evolutsioneerunud populatsioonid NR vasel evolutsioneerunud populatsioonid
14 14
12 e 12
1 . 1
208 20,8
a —NR.V1 a NR.V1
Cos ——NR.V2 06 ——NR.V2
——NR.V2 NR.V3
04 NR.V4 04 NR.VA
NRVS —NR.VS
02 NR.eellane 02 NR.eellane
) 0
012334566789 910111212131415151617 1818192021 21222324 012334566789 9101112121314151516171818192021 21222324
Aeg (h) Aeg (h)
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NR hébedal evolutsioneerunud populatsioonid

——NR.H1
~——NR.H2
——NR.H3

NR.H4
——NR.H5
——NR.eellane

012334566 780959510111212131415151617181819202121222324
Aeg (h)

NR hébedal evolutsioneerunud populatsioonid

——NR.H2
——NR.H3
NR.H4
——NR.H5
——NR.eellane

Acg (ﬁ)

Kuivades ja toitainevaesetes (KV) tingimustes kontroll- (teras, klaas) ja antimikroobsetel

pindadel (vask, hobe) evolutsioneerunud populatsioonide ja nende {iihise eellase

kasvukdverad. Uhelgi KV tingimustes pindadel evolutsioneerunud populatsiooni kasv ei

erinenud oluliselt eellasest.

KV terasel evolutsioneerunud populatsioonid KV terasel evolutsioneerunud populatsioonid
14 14
1,2 1,2
1 1
aUlK §0,8
o [=) —KV.T1
Cog —KV.TL Oos BV
o —KkvT3
——KV.T3 .
o4 KVTa 04 ——KV.14
02 ——KV.TS 02 —KVTS
—KV.eellane KV.eellane
0 0
0123345667809 910111212131415151617181819202121222324 0123345667809 910111212131415151617181819202121222328
Aeg (h) Aeg (h)
KV klaasil evolutsioneerunud populatsioonid KV klaasil evolutsioneerunud populatsioonid
14 14
12 12
1 1
038 08
£ £
So6 ——KV.K2 006
——KV.K3
04 KV.K4 04
——KV.KS
0.2 — KV eellane 02 KV.eellane
0 0
012334566789 910111212131415151617181819202121222324 012334566789 9110111212131415151617181819202121222324
Aeg (h) Aeg (h)
KV vasel evolutsioneerunud populatsioonid KV vasel evolutsioneerunud populatsioonid
14 14
12 1,2
1 1
208 08
g —KV.V1 Dg
5] ' 5]
06 —KV.V2 06 —KV.V2
—KV.V3 ——KV.V3
04 KV.va 04 Kv.va
—KV.V5 —KV.V5
02
0,2 Kv.eellane ’ —KV.cellane
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KV hébedal evolutsioneerunud populatsioonid
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c. Sandra Pargi poolt evolutsioneerunud populatsioonidest isoleeritud mutantide (TnaA

M2661; ydjN:1S1), konstrueeritud mitme geeni deletsioonmutandi (AEcolC 2715-27122)

ning antud t60s populatsioonide metallisoola tundlikkuse kirjeldamise kdigus isoleeritud

mutantide (HSKV_MBC_Ag-SL(13,5); HANR MBC_Ag-SL(108)) kasvukdverad. Uhelgi

mutandi kasv ei erinenud oluliselt evolutsioonikatse eellastest.
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Lisa 9

Antibiootikumitolerantsuse ja piisiva metallitolerantsuse pdhjal isoleeriti evolutsioneerunud
populatsioonide iseloomustamise katsetest iiksikkolooniaid (sekundaarsed isolaadid), kelle
antibiootikumitundlikkust testiti tdiendavalt. Allpool oleval joonisel on toodud isolaatide Amp-
1, Gen-i ja Cip-i antibiootikumi MIC-d, mis on esitatud kordse muutusena eellasest. Joonisel on
andmepunktidena toodud 2 bioloogilise ja 2 tehnilise korduskatsega agarlahjenduse meetodil
leitud MIC-de kordne muutus eellasest, nende mediaan ja variatsiooniulatus. Statistilises
analtiisis vorreldi isolaatide MIC kordseid muutusi vastava evolutsioonikatse eellasest,
kasutades iihefaktorilist ANOVA analiilisi koos Dunett’i post-hoc testiga usaldusnivool
a=0,05. Mérgitud on vaid statistiliselt olulised muutused P*<0,05 ja ****P<0,0001. Testiti ka

Cst MIC-d, mis oli kdigil isolaatidel vordne eellasega.

Ampitsilliin Gentamiitsiin Tsiprofloksatsiin
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Lisa 10

Leiti mutantide vasksulfaadi (Cu) ja hdbenitraadi (Ag) MBC-d liihiajalisel (2 h) ekspositsioonil
deioniseeritud vees (DI) ja orgaanilises saastelahuses (SL). Andmepunktidena on esitatud
korduskatsetes (3 bioloogilist, 2 tehnilist) leitud MBC viértused log: skaalal. Vélja on toodud
MBC-de mediaan ja variatsiooniulatus. Tulemuste statistilisel analiilisil vorreldi koigi
mutantide metallisoola MBC véirtusi metsiktiive vastu, kasutades iihefaktorilist ANOVA
analiilisi koos Dunett’i post-hoc testiga usaldusnivool o=0,05. Mirgitud on vaid statistiliselt

olulised muutused P*<0,05; **P<0,01 ja ****P<0,0001.

Isolaatide HSKV_MBC Ag-SL(13,5); H4NR MBC Ag-SL(108) MBC-des tuleb vorreldes
pika ajapunktiga (24 h) isegi tugevamini vilja vase ja hobeda keskkonna vastupidine efekt.
Kuigi ilmnevad statistiliselt olulised muutused ka deletsioon- ja ydjN mutandi hobeda talumises

DI-s on suure varieeruvuse tottu keeruline vilistada, et tegu ei ole véhestest kordustest tingitud

artefaktiga.
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Lisa 11

Sandra Park hindas oma magistritoos mutantide tundlikkust vase ja hdbeda
pinnaekspositsioonile kuivades ja toitainevaesetes (letaalsetes) ning niisketes ja toitainerikastes
(kasvu inhibeerivates) tingimustes. Joonisel on toodud konstrueeritud mitme geeni
deletsioonmutant AEcolC 2715-2722, kaks populatsioonidest isoleeritud mutandi TnaA
M2661 ja ydjN::IS1 ning 2 populatsioonide AgNO3 MBC médramise katsetes isoleeritud
sekundaarse isolaadi HSKV_MBC Ag-SL(13,5) ja H4NR MBC Ag-SL(108), kes omasid
mutatsioone vastavalt silS/cusA ja silS/pqid geenides. Statistilisel analiiiisil vorreldi mutantide
kasvu (elusarvukuse protsent inokulumist) voi suremist (logaritmitud elusarvukuse vahenemine
inokulumist) metallpinnal metsiktiiiibi vastava véértusega, kasutades selleks iihefaktorilist

ANOVA analiiiisi koos Holm-Sidak’i post-hoc testiga usaldusnivool a=0,05.

Jooniselt on néha, et si/S mutantsed sekundaarsed isolaadid ei talu hobeda pinnekspositsiooni
kuivades ja toitainevaesetes tingimustes metsiktiilibist oluliselt paremini ning toitainerikastes
ja niisketes tingimustes on iihe isolaadi (silS/cusA) kasv hobeda pinnal metsiktiitibiga vorreldes
isegi rohkem inhibeeritud. Vase pinnal toitainevaesetes ja kuivades tingimustes sureb ks

sekundaarne isolaat (silS/pqiA) statistiliselt olulisel miéral vihem kui metsiktiitip.
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