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TOOS KASUTATUD LUHENDID

BAW - akustilise laine meetod (Bulk acoustic wave)

BIA - mikrograanulite voogsisestusanalliiis (Bead Injection Analysis)
CFU - kolooniaid moodustav tksus

EaggEC - enteroagregatiivne E. coli

EIEC - enteroinvasiivne E. coli

ELISA - enstiim-immunosorptsioon analliis

E. coli - Escherichia coli

EPEC - enteropatogeeniline E. coli

EQCM - elektrokeemiline kvartskristall mikrokaal (Electrochemical Quartz Crystal
Microbalance)

ETEC - enterotoksigeeniline E. coli

FIA - voogsisestusanaltitis (Flow Injection Analysis)

FITC - fluorestsiinisotiotstianaat

IgG - immunoglobuliin G

LPS - lipopoliisahhariid

PBS - fosfaatpuhver soolaga

PCR - polimeraasi ahelreaktsioon

RT-PCR - poordtranskriptaasi PCR

SPR - pinna plasmon resonants (Surface Plasmon Resonance)

STEC - shigatoksiini tootev E. coli

S. aureus — Staphylococcus aureus



SISSEJUHATUS

Escherichia coli on tks pohilistest llpsilehnmadel udarapdletikku ehk mastiiti tekitavatest
keskkonna kaudu levivatest bakteritest. Piimatoostusele toob mastiit kaasa suure majandusliku
kahjumi, kuna haiguse ajal langeb toodangu maht ja piima kvaliteet ning piima ei ole véimalik
muda, samuti kaasnevad loomade ravimisega

markimisvéarsed kulud ravimitele.

Loomade efektiivseks ravimiseks on vajalik mastiiditekitajate kiire identifitseerimine, et
alustada Gigeaegset ravi konkreetse haigustekitaja vastu. Praegusel ajal on see protseduur véga
aegandudev, sest bakterite méaaramiseks kasutatakse peamiselt mikrobioloogilisi meetodeid.
Tavaliselt kasutatakse praktikas universaalset ravi enamlevinud patogeenide vastu, mis aga
eeldab laiatoimelisemate antibiootikumide kasutamist ning v6ib viia ravimresistentsete
bakteritlivede tekkimiseni.

Piim on analldsimiseks keeruline kolloidlahus, sisaldades rasva, vett, susivesikuid ja
valke. [1] Patogeenide kiireks identifitseerimiseks piimas on vdimalik kasutada biosensoreid, mis
ei ndua anallilisitavate proovide eeltddtlust ning vdimaldavad valitud patogeenide selektiivset
identifitseerimist véhem kui 30 minuti jooksul.

Ké&esoleva to60 eesmargiks on antigeen/antikeha vastastiktoimel ja mikrograanulite
voogsisestusanalusil pdhineva biosensorsusteemi konstrueerimine ja uurimine E. coli bakteri
maaramiseks toorpiimas, mida saaks tulevikus kombineerida teiste olulisemate mastiiditekitajate

méaaramisega ning rakendada patogeenide kiireks maaramiseks.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Ulevaade Escherichia coli bakterist ja selle bioloogilisest

toimest

1.1.1. E. coli raku ehitus

Escherichia coli rakk on pulgakujuline ning suurusega 0,5-0,8 x 1,0-2,0 um. Enamik
tivedest on varustatud viburitega, seega on neil liikumisvGime. Nad saavad elada nii
hapnikurohkes kui ka hapnikuvaeses keskkonnas. Nende optimaalseks elamistemperatuuriks 37
°C. [2]

E. coli on Gram-negatiivne bakteri liik, mis kuulub enterobakterite sugukonda. See bakter
elab pdhiliselt imetajate soolestikus, kuuludes seedetrakti normaalsesse mikrofloorasse.
Jamesooles elavad E. coli bakterid aitavad kaasa toidu imendumisele organismi, jaékainete
tootlusele ja K-vitamiini tootmisele. Inimese soolestikus on leitud viis erinevasse kategooriasse
kuuluvat E. coli bakteriliiki: shigatoksiini tootev E. coli (STEC), enteropatogeeniline E. coli
(EPEC), enteroinvasiivne E. coli (EIEC), enteroagregatiivne E. coli (EaggEC) ja
enterotoksigeeniline E. coli (ETEC). [2, 3]

Gram-negatiivse bakteri rakusein koosneb harilikult kolmest Kkihist: tslitoplasma
membraanist ja valismembraanist, mis on eraldatud peptidoglikaani kihiga (Joonis 1). Valimine
rakumembraan koosneb fosfolipiididest, valkudest ja lipopoltsahhariididest (LPS). LPS koosneb
lipiid-A’st, lipopolisahhariidi tuumast ja korduvate polusahhariidide kogumitest, mida
nimetatakse O-antigeenideks. Lipiid-A on LPS’i kompleksi lipofiilne seesmine osa. LPS’i
teatakse ka endotoksiinina, mille toksilisust pdhjustab lipiid-A. Bakteri valispinnal vdivad olla
narmad, mis ulatuvad vélja raku seinalt. Valispind vdib olla kaetud paksu pollsahhariidi kihiga,
mida nimetatakse kapsliks. E.coli jagatakse erinevatesse riilhmadesse serotlupide jérgi, vastavalt
O:H:K serotutpideks. Selle alusel eristatakse erinevate antigeensete struktuuride alusel O-, K- ja

H-antigeene. [4]
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Joonis 1. Escherichia coli raku ehitus. [4]

1.1.2. E. coli biotoime

E. coli mastiit pohjustab pdletikku ja infektsiooni lupsilehmade piimandaarmete Gmber
poegimise ajal ja imetamise varases staadiumis. [5]

Pdllumajandusloomad on patogeenidele ideaalseks elamiskohaks, need omakorda vdivad
sattuda sel teel piima. Toorpiim pakub suure potentsiaaliga kasvukeskkonda bakteritele. [6]

Enamik E. coli tlvedest on kahjutud ja vGtavad osa normaalsest mikrofloorast, ent mdned
serotliibid on kahjulikud tekitades jargmisi haigusseisundeid: gastroenteriit ehk soolepdletik,
kuseteede infektsioon, vastsiindinu meningiit. [7] Mitmed E. coli serotiiibid on omandanud
virulentsusfaktori, mis lasevad neil kohaneda uute keskkondadega, mis mdnedel juhtudel
pdhjustavad tdsiseid haiguseid. Mdned neist tekitavad haigust juba 5-50 raku olemasolul.
Salmonella ja Escherichia coli bakterid on enamjaolt bakteriaalsete toidumurgituste
pohjustajateks. [6,8]



1.2. Erinevad E. coli maaramismeetodid

Escherichia coli médramiseks kasutatakse mitmeid meetodeid, mis erinevad analttsiks
kuluva aja, tundlikkuse ja usaldatavuse poolest. Vanim on mikrobioloogiliste kilvide tegemine,
millele lisaks on tulnud mitmeid meetodeid juurde. Erinevaid meetodeid tutvustatakse lahemalt
antud peatikis.

Mikrobioloogilise meetodi puhul kiilvatakse uuritavad proovid selektiivsele so6tmele, kus
elusad rakud hakkavad kasvama ja moodustavad kolooniaid, mida teatud aja mododudes
loendatakse. Kolooniate visualiseerimiseks kasutatakse kromogeenseid hendeid ja spetsiifilisi
substraate ehk s66tmeid, mis inhibeerivad analiiiisi segavate mikroorganismide kasvu ja samas
annavad uuritavale mikroorganismile kindla varvi. Nii saab bakterite olemasolu kindlaks teha
optiliste meetoditega ja ka visuaalsel vaatlusel. Mikrobioloogilise meetodi eeliseks on odav hind,
tundlikkus, selektiivsus, usaldusvaarsus, kuid see meetod on liiga aegandudev ning tilikas. [9,
10]

ELISA (enstim-immunosorptsiooni analuls) on kvantitatiivne madramise meetod.
ELISA t66pohimdtteks on antikeha vGi antigeeni margistamine ensiiimiga, sailitades seejuures
enstldmi aktiivsuse ja antikeha/antigeeni spetsiifilisuse. ELISA on kiire, tundlik ja spetsiifiline
meetod, kuid Kkallis ja sama antikeha ei sobi teistele antigeenidele. [11]

PCR (poliimeraasi ahelreaktsioon) meetod p&hineb maaratava bakteri geneetilist materjali
sisaldava DNA jarjestuse isoleerimisel, amplifitseerimisel ja kvantiseerimisel. Enimlevinud on
reaalaja-, multipleksne- ja podrdtranskriptaas PCR. PCR on tundlik, kiire, spetsiifiline, tapne,
robustne, kuid kallis, ega tee vahet elusal ja surnud mikroorganismil, polumeraasil vdivad tekkida
vead. Analtdsiks kulub PCR’ga tavaliselt 5-24 tundi. [10]

Biosensorid on seadmed, milles maaratavate ainete ja mikroorganismide &ra tundmiseks
kasutatakse bioselektiivset komponenti, néiteks antikehasid, enstiime jms, mis on integreeritud
signaali muunduriga. Viimase abil on vdimalik registreerida &ra tundmise reaktsiooni signaali,
mille alusel leitakse uuritava aine kontsentratsioon. Enamasti on biosensorseadmed kiired, tapsed

ja spetsiifilised, kuid nende véljatd6tamine vaib olla keeruline ja tdémahukas. [9]



Kokkuvatlik
maaramispiiridest ja méotmiseks kuluvast ajast E. coli kultuuris ja erinevates toiduainetes on
toodud Tabelis 1.

Ulevaade E. coli maaramiseks kasutatavate meetodite

Tabel 1. E. coli maaramismeetodid.

Mé&&ramismeetod Proovi tldp Aeg Méé&ramispiir | Kirjanduse
(CFU/mL) viide
PCR-ELISA Piim 5h [10]
ELISA Sailitatud voi [ 3 h 10° [10]
varske piim
PCR Mastiitne 6h 5,5 x 10" [10]
piim
RT-PCR Hakkliha, 3h20min [1,3 x 10%[[10]
piim rakku/g
1,6 x 10°
Reaalaja PCR Kultuur 5h 20 min [9]
PCR-elektroforees 2h [9]
SPR-biosensor Piim Véhem kui | 25 rakku/ml | [10]
1h 23 rakku/ml
Amperomeetriline Kultuur 10 min 7 x 10 [10]
biosensor
Potentsiomeetriline | Aedviljad 15h 10 rakku/ml | [10]
biosensor
Fluorestseeruvad Pinnas - 10" -10° [10]
vérvained rakku/cm®
Fiiberoptiline Kultuur 30 min 1 ng/ml [10]
immuunosensor (valk A)
EQCM Kultuur/vesi | 170 min 1 ng/cm® [9, 12]
immuunosensor
Konduktomeetriline | Segatud 10 min [9]
biosensor kultuur, mis
koosneb kuni
viiest
erinevast

mikroorganis




mist

Impedimeetrilised Kultuur/vesi | 10 min [9]
immuunosensorid

1.3. Biosensorid E.coli maaramiseks.

1.3.1. Elektrokeemiline kvartskristall mikrokaal (EQCM, Electrochemical

Quartz Crystal Microbalance)

Kvartskristall mikrokaalude (QCM) biosensorsisteemis mdddetakse kristalli vonkumise
resonantssageduse muutumisest tulenevalt selle pinnale spetsiifiliselt seonduvate osakeste
massist. Analiiisiks kulub aega 12 -24 tundi ja médtmispiirkonnaks on 10> — 10° CFU/ml. [13]
Elektrokeemilise QCM korral on sisteemi integreeritud ka elektrood ning selle meetodi korral
méératakse elektroodi pinnal seondunud aine massi ja elektroodi l&binud vooluhulga suhe, mida
nimetatakse ka vooluefektiivsuseks. [12] E. coli bakterite selektiivseks seondumiseks kaetakse
elektrood sellele vastava antikehaga. [14] Susteemi selektiivsuse tagamiseks kasutatakse

elektroodide katmiseks erinevaid polimeere ja elektrokeemilisi kontrolimuutujaid. [12]

1.3.2. Akustilise laine meetod (BAW, Bulk acoustic wave)

Akustilise laine meetod pdhineb s66tme omaduste muutuste mddtmisel, mis toimub
bakterite kasvu tdttu. S66de pdhjustab juhtivuse ja labitavuse muutust, kusjuures bakterite hulk
on vastavuses sensori sageduse muutustega. E. coli maaramispiirkond on 60- 4 x 10° rakku/mL.
Eksperimendi labiviimiseks kulub kuni 900 sekundit. [15]



1.3.3. BlAcore susteemid (Biomolecular Interaction Analysis)

BlAcore siisteemid iseloomustavad molekule nende spetsiifiliste

vastastikmdjude, kineetika ja afiinsuse alusel. [16] BIAcore mdotesisteemi puhul
kinnitatakse analliiti detekteeriv retseptor (kinnitatud ligand) Ghukesest kullast sensorkiibile
Ohukese dekstraanikihi abil, mille paksus on kuni 100 nm ja mis moodustab voolukambri

kdrgusest 0,2 % (Joonis 2.).. Analiilti sisaldav proov voolab kiibist médda. [17]

De!-;slraanlklhl"""-:;/.- .
Hetsep

Anali kMIHEEEmH

maabiks

Joonis 2. BIAcore t60pdhimaote. [9]

Analuldi seondumisel retseptorile toimub kiibile seondunud aine kogumassi
suurenemine. SPR on optiline meetod, mille korral detekteeritakse murdumisnéitaja muutused,
mille pdhjustavad massimuutused retseptori pinnal. Selle tehnika positiivseteks kulgedeks on
vaga hea tundlikkus, spetsiifilisus, kiirus ja tapsus. Negatiivseteks kilgedeks on koérge hind,
keeruline aparatuur ning asjaolu, et korgetel retseptorite tihedustel ei ole tulemused
usaldusvadrsed. Piimaproovide korral on oluliseks segavaks faktoriks piima hdgusus ja piimas
esinevad valgud. [1, 17]
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1.3.4. Mikrograanulite voogsisestusanaltits (BIA, Bead Injection Analysis)

Mikrograanulsisestusanaltiiis (BIA) on voogsisestusanaluisi alaliik, milles kasutatakse
graanuleid, mida transporditakse voolavas lahuses. Graanuleid kasutatakse kui tahkeid kandjaid,
et eelkontsentreerida vOi ekstraheerida analliiti ning reaktsiooni mugavamaks labiviimiseks.
Voolavat lahust kasutatakse graanulite edasikandmiseks siisteemis. Graanuleid kasutatakse
uhekorra. Sellega véhendatakse proovi ja sisteemi saastumise ning bioselektiivse osa
denaturatsiooni vdimalusi. Samuti véhendab see oluliselt analiitsiks kuluvat aega, sest jaab ara
vajadus graanuli regenereerimiseks. [18]

BIA analuisil kasutamiseks sobivad hasti Sephadexi ja Sepharose mikrograanulid, sest
need on ldbipaistvad ja ei mdjuta spektroskoopiliste voi fluorestsentssignaalide moddtmist.
Erinevate funktsionaalrihmadega funktsionaliseeritud mikrograanulid on kommertsiaalselt
saadaval erinevates suurustes. Analidti sisaldava proovi suurus on tavaliselt 5 kuni 200 pul,
enamasti jaab aga 10 kuni 30 pl juurde. Eduka katse jaoks peab sisestama proovilahuse
voimalikult tapselt ja kiirelt. Sisestused ei tohiks tekitada voolukanalis mingeid muutusi. [19]

BIA’ga saab teha mootmisi reaalajas. Eeliseks on vdimalus uuendada automaatselt
kolonni moodustavat tahket faasi, millesse analliidi osakesed kvantitatiivseks madramiseks
selektiivselt seotakse. Probleeme vdivad tekitada jargmised juhud:

. mikrograanuleid ei ole l1&abivoolurakust vdimalik téielikult eemaldada
. valguse neeldumine vdib mikrograanuleid sisaldavas lahuses muutuda, mis

sel juhul muudaks spektroskoopilise médtmise ebausaldusvéarseks

. mikrograanulid vdivad ummistada voolukanaleid
. edasikantud osakeste hulka on keeruline kontrollida
o mikrograanulite kolonn voolukanalis on katsete kordamisel erinev [20]

1.3.5. Immunosensorite t66pohimdte

Biokeemilisi detekteerimissisteeme, mis kasutavad biodratundmise elementidena

antikehi nimetatakse immunosensoriteks. [21]
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Antikehad seotakse enamasti klaasist, silikoonist vOi polimeerist valmistatud kandjale,
millega viiakse kontakti antigeeni sisaldav proov. Moodustuvate antikeha/antigeen komplekside
kdige levinum tuvastamismeetod on fluorestsentsi mddtmine, aga tihti kasutatakse ka
elektrokeemilist detekteerimist. Immunosensorid on tundlikud ja spetsiifilised neis toimuvate
antikeha-antigeeni vahelise interaktsiooni t6ttu. Immunosensorid vdimaldavad erinevate

analliitide ja proovide samaaegset aratundmist. [22]
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Kasutatud seadmed

1) Voogsisestusanaliitsi seade FIA lab 3500B (FlAlab)
2) Spektrofotomeeter USB4000 (Ocean Optics)

3) Valgusallikas DH-2000+ (Ocean Optics)

4) pH-meeter (Mettler Toledo)

5) Vortex segaja (Heidolph)

6) Loksuti K;R Series (Centurion Scientific Ltd)

7) Magnetsegaja MS 3000 (Biosan)

8) Analtutiline kaal PB 602-S/FACT (Mettler Toledo)
9) Nefelomeeter Crystal Spec

10)  Tsentrifuug CM-50 Sky (Elmi)

11)  Tsentrifuug Biofuge primo R (Heraeus)

12)  Tsentrifuug Microfuge 16 (Beckman Coulter)

13)  Tsentrifuug Centrifuge 5417C (Eppendorf)

2.2. Kasutatud reaktiivid

1) Geel Sephadex G-50 Medium, Lot nr 7088, “Pharmacia Fine Chemicals”

2) E. Coli vastane kiitliku 1gG FITC-ga mérgistatud antikeha, 10 mg/ml,

Lot nr 356898, “Abcam”

3) Etanoolamiin (C;H;NO), Lot nr 1A006111, “AppliChem”

4) Dinaatriumvesinikfosfaat (Na;HPO,), Lot nr 76H1024, 99% “Sigma”

5) Naatriumdivesinikfosofaat (NaH,PO,), Lot nr 50000977, 99%
“AppliChem”

6) Naatriumkarbonaat-dekahudraat (Na,CO3*10H,0), Lot nr 9004416,
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99% “AppliChem”

7) Naatriumkloriid (NaCl), x4, “Reachim”

8) Epikloorhudriin (CsHsCIO), Lot nr BCBB3601, > 98% “Fluka Analytical”
9) Inimese 1gG fc fragment (saadud TU Bio- ja siirdemeditsiini instituudist)
10)  Vesinikkloriid (HCI), 35-38% “Reachim”

2.3. Lahuste valmistamine

Kdik lahused valmistati Milli-Q vett kasutades. Puhverlahuste pH maéarati pH-meetriga,
mille tdpsus on +0,02 Ghikut. Puhverlahuseid hoiti 4 °C juures. Reagendid kaaluti anallutiliste
kaaludega, mille tdpsuseks oli £0,01 mg. Eksperimentides kasutati jargmisi puhverlahused: 0,5 M
Na,COj3 (pH 9,50); 0,01 M fosfaatpuhver, millele on lisatud 0,15 M NaCl (pH 7,20 ja pH 6.50).

2.3.1. Escherichia coli suspensiooni valmistamine

E. coli (ATCC 25922) kultuur kiilvati Petri tassil asuvale Oxod Blood Agar Base
No.2 s6dtmele ning kultiveeriti aeroobsetes tingimustes 24 h 37 °C juures. Mikroobikolooniad
vOeti steriilse tampooniga ja lahustati 25-30 ml fosfaatpuhvris (0,01 M PBS 0,15 M NaCl pH
6,50). E. coli kontsentratsiooni mdddeti nefelomeetriliselt. Rakususpensiooni kontsentratsiooniga
6+10% CFU/m séilitati 4 °C juures.

2.3.2. Sephadex G-50 mikrograanulite aktiveerimine E. coli sidumiseks

E. coli sidumiseks mikrograanulitele immobiliseeriti sellele eelnevalt inimese 1gG fc
fragment (Joonis 3.). Selleks kaaluti 0,1 g Sephadex G-50 mikrograanuleid, millele lisati 2 ml
Milli-Q vett ja jaeti 24 tunniks punduma. Voeti 500 ul geeli ja tsentrifuugiti seda 5 minutit
(2450xg) ning eemaldati vedelik. Geelile lisati 1 ml 0,5 M Na,COj3; (pH 9,50) puhverlahust ja 50

14



ul 5% epikloorhudriini, inkubeeriti toatemperatuuril 2 tundi loksutil ja tsentrifuugiti 5 minutit
(2450xg). Sadet pesti kaks korda 500 pl Milli-Q veega.

Geelile lisati 300 ul inimese 1gG fc fragmenti, (0.01 M PBS, pH 7,20), millele oli lisatud
0,15 M NaCl puhverlahuses(0,01 M PBS, pH 7,20).

Lisati 300 ul 0,5 M Na,CO3 (pH 9,50) puhverlahust ja jaeti loksutile 24 tunniks. Tehti
lahus 425 pl etanooldiamiinist ja 5 ml 0,5 M Na,COj3 (pH 9,50) puhverlahusest, sellest voeti 300
ul ning lisati geelile. Saadud segu inkubeeriti loksutil kaks tundi. Viimaks pesti lahust kuus korda
500 ul Milli-Q veega, Ghe korra 500 pl 0,01 M 0,15 M PBS (pH 7,20) puhverlahusega, lisati 300
ul 0,01 M 0,15 M PBS (pH 7,20) puhverlahust ja hoiustati 4 °C juures. Fc fragmendi seostumist

kontrolliti kvalitatiivselt lisades geelile Coomassive brilliant blue G 350 lahust.

D NYAN LA

Sephadex

O

Inimese 1gG
fc fragment

Joonis 3. Sephadex graanulite aktiveerimine. [23]

2.4. Mootmiste labiviimine

Kuna biosensorsiisteemi puhtus oli véga oluline, siis esmalt pesti iga
sisestusvoolik labi vahemalt kolm korda 1000 pl Milli-Q veega kiirusel 200 pl/s. Puhvri
sisestuskoht pesti 3 korda puhvriga l&bi sama kogusega ja samal kiirusel.
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Mdo6tmised viidi labi FIAlab 3500B susteemi voolurakus toatemperatuuril.
Voolurakk oli valmistatud polimettllmetakrilaadist (PMMA) ja see kaeti musta
valgustpidava kattega, et dra hoida juhusliku valguse mdju. Valgusallikana kasutati lampi
DH-2000 ja fluorestsentsmarkeri ergastamiseks kasutatud valgus (A = 490 nm) filtreeriti
kohandatava lineaarse muutuja filtriga (Ocean Optics LVF-HL). Fluorestsentsi signaal ((A
= 520 nm) modddeti Ocean Optics USB 2000+ elektrooniliselt téiustatud
spektrofotomeetriga, mille pilu laiuseks oli 200 pm ja sellele oli lisatud detektori

kogumisobjektiivid.

Spektromeeter
USB2000+ 200 um
laiuse piluga

Valgusallikas
DH-2000

j Liikew lgliti
¢ [e=1.5mm)

Voolukanal
(PMMA, g=1.6mm)

Joonis 4. E. coli madramiseks kasutatud slisteemi skeem. Voolu ja valguse suunad
on naidatud nooltena: hallid nooled nditavad voolu ja graanulite litkumist; varvitud nooled

naitavad valguse ergastuse ja emissiooni suundi. [20]

Valjavoolukanali suleti litkuva lilitiga (Joonis 5.). Mikrograanulitest kolonni
moodustamiseks sustiti mdoterakku 20 pl aktiveeritud mikrograanuleid voolukiirusel 1
pl/s. Lahus loksutati eelnevalt korralikult labi. Mikrograanulite transport mddterakku
joudmiseks tagati 30 ul puhverlahuse (0,01 M PBS; 0,15 M NaCl, pH 7,20) lisamisega
voolukiirusel 2 pl/s. Sisestati 150 pl E. coli puhverlahuses voi piimas voolukiirusel 1 pl/s.
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E. coli lahust inkubeeriti 180 sekundit. Mitteseostunud bakteri rakud eemaldati pestes
ststeemi 150 pl puhverlahusega (0,01 M PBS; 0,15 M NaCl, pH 7,20) voolukiirusel 2
pl/s. Modterakku viidi 20 pl E. coli vastane FITC-ga margistatud kudliku 1gG antikeha
voolukiirusel 1 pl/s ja inkubeeriti 120 sekundit. Mitteseondunud antikeha pesti 80 pl
puhverlahusega (0,01 M PBS; 0,15 M NaCl, pH 7,20) voolukiirusel 1 pl/s. Fluorestsentsi
intensiivsus mdddeti 5 minuti jooksul emissiooni lainepikkusel 520 nm (ergastamise
lainepikkus 490 nm). MddGteprotsessi etapid toimusid automatiseeritult ja neid kontrolliti
arvuti programmiga FlAlab 5.0. Peale igat modtmist voolukanal avati ja slisteemi pesti
vahemalt 2 minutit puhverlahusega (0,01 M PBS; 0,15 M NacCl, pH 7,20) voolukiirusel 50
pl/s. Iga proovi jaoks tehti 3 kuni 5 kordusmddtmist. [24]

Liikuw liiliti

Joonis 5. Voogsisestusanaltitisi seadme FIA lab 3500B voolurakk.

Mdo6tmistulemused leiti 16ppsignaali ja algsignaali vahena. Igal méddetud E. coli
kontsentratsioonil tehti vahemalt neli kordusm@dtmist ja arvutati nende keskmine. Vea

hindamiseks arvutati standardhéalve.
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2.4.2. Piimaproovide ettevalmistus

Piim saadi Eesti Maaulikooli Veterinaarmeditsiini ja loomakasvatuse instituudist. Piim oli
varskelt lupstud ja jahutamata. Varskeid piimaproove sdilitati loksutil toatemperatuuril kuni 6
tundi. Enne m&dtmist tsentrifuugiti proove 5 minutit (2450xg) rasva eemaldamiseks. Piim lisati
vastava kontsentratsiooniga E. coli lahust (vahekorras 1:1). Piimalahus ja bakteri suspensioon
valmistati vahetult enne proovi sisestamist modtesusteemi, sest piim on bakteritele heaks

kasvukeskkonnaks.
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3. TULEMUSED JAARUTELU

3.1. Maotesusteem E. coli maaramiseks

E. coli maaramiseks pakuti vélja biosensorsiusteem, mis po6hines samasugusel
tehnoloogilisel platvormil, kui varem véljapakutud biosensorsiisteem Staphylococcus aureuse

maaramiseks. E. coli madramise pohimdtteline skeem on toodud Joonisel 6.

Lisatakse bakter

| @) | ﬁ

sekundaarne
’ !’ antikeha, mis J’
moodustab
detekteeriva
Sephadex graanulid, kompleksi.

millele on kinnitatud
inimese lgG fc fragment,

Joonis 6. E. coli maaramise pohimotteline skeem. [20]

Mikrokolonnide tegemiseks kasutati Sephadex graanuleid, millele oli epikloorhidriini
abil seotud inimese 1gG fc fragment, mida kasutatakse peamiselt valk A, mida leidub ka
Staphylococcus aureuse membraanil, selektiivseks sidumiseks. Ehkki varem arvati, et
Escherichia coli 1gG fc fragmendile ei seondu, on leitud, et tegelikkuses on E. coli ja S. aureuse
afiinsus 1gG fc fragmendi suhtes samas suurusjargus, vastavalt 50 — 200 nM ja 10°-10® mol/l. S.
aureuse sidumine on seejuures spetsiifiline ning E. coli sidumine mittespetsiifiline. Mitme
pohilise mastiiditekitaja sidumine IgG fc fragmendiga aktiveeritud geelile annab vdimaluse
nende patogeenide (heaegseks eraldamiseks proovist. Erinevate patogeenide Uheaegseks

maadramiseks kasutatakse nende suhtes selektiivseid sekundaarseid antikehasid, mis on
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margistatud erinevate fluorestsentsmarkeritega. Nii on kasutatud S. aureuse méaaramiseks Texas
Red’ga margistatud S. aureuse vastaseid antikehasid, mille ergastus- ja emissiooni lainepikkused
on erinevad E. coli lainepikkustest. E. coli madramiseks kasutati FITC-ga margistatud E. coli
vastast kiuliku antikeha. FITC-i ergastus- ja emissiooni lainepikkused on oluliselt madalamatel
lainepikkustel, vastavalt 490 nm ja 520 nm ning FITC’i ja Texas Red’ga mérgistatud antikehasid

on voimalik siisteemis ka (iheaegselt detekteerida. [24]

3.2. Erineva lainepikkusega valguse hajumine stisteemis

Esmalt uuriti kuidas modtmise erinevates staadiumites graanulid mdjutavad moddetava
valguse intensiivsust ning milline on moddtesusteemist endast tulenevate mirade osakaal
signaalides. Signaalid m6ddeti Sephadex geeliga, millele oli kinnitatud inimese 1gG fc fragment,
Sephadex geel+fc fragment+Escherichia coli ja Sephadex geel+fc fragment+Escherichia coli+ E.
Coli vastane sekundaarne kuuliku IgG FITC-ga margistatud antikeha. Seda tehti erinevatel
lainepikkustel, et teada saada mddtesiisteemist endast tulenevate murade osakaale signaalides.

Saadud tulemused on véljatoodud Joonisel 7 .

80000
® Sephadex geel
4 e o o ° Sephadex geel+fc

-, 600004 Ead » X fragment
= A Sephadex geel+fc
S 400004 fragment+E. coli
S v v Sephadex geel+fc
() A ° fragment+E.

20000+ coli+FITC

0 ®

|| || 1 || ||
350 400 450 500 550 600 650
Lainepikkus, nm

Joonis 7. Signaali intensiivsus erinevatel lainepikkustel.
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Selgus, et lainepikkusel 400 nm ja 450 nm muutus signaal kdige rohkem, eriti puhta
Sephadex geeli korral. Teistel lainepikkustel signaali intensiivsus erinevate lahuses leiduvate
osakeste puhul mérgatavalt ei muutunud ja suurt valguse hajuvust ei tekkinud. Kuna

fluorestsentsi intensiivsuse mdodtmisel toimusid 520 nm juures, siis 400 nm ja 450 nm juures
kdrvalekalded edasisi mdotmisi ei seganud.

3.3. E. coli m&aramine fosfaatpuhvris

E. coli mé&aramiseks moddeti fluorestsentssignaali intensiivsus lainepikkusel 520 nm.
Modtmised fosfaatpuhvris viidi 1abi kuuel erineval bakteri kontsentratsioonil: 3x10* ,3x107,
3x10°, 3x10* 3x10° 3x10° CFU/mI. Lisaks mdddeti signaal ka puhtas fosfaatpuhvris, kuhu ei

olnud E. coli lisatud; see signaal vastab siisteemi taustasignaalile. M&dtmistulemustest koostati
kalibreerimisgraafik, mis on toodud Joonisel 8.

S
o

Signaal, pVv
N w
o o

=
o

10° 10* 10% 10® 104 105 10% 107
E.coli kontsentratsioon, CFU/ml

Joonis 8. E. coli maaramine puhverlahuses (pH 7,20). Toodud tulemused on véhemalt
nelja kordusmodtmise keskmised.
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E. coli kalibreerimisgraafik oli lineaarne vahemikus 3x10' kuni 3x10° CFU/mI ning
biosensori maaramispiir, mis leiti kui kontsentratsioon, mille vastav signaal oli suurem Kui
taustasignaali ja selle standardhalbe kolmekordne suhe, oli 3 x 10' CFU/m.

Kalibreerimisgraafiku tdus vahemikus 3x10° kuni 3x10° oli 2,97 + 0,33 p\V*ml/CFU.

Susteemist endast tuleneva taustasignaali vaartuseks saadi 5,36 = 1,31 pV, mis on sama
kui analoogse S. aureuse Kkontsentratsiooni mdotmiseks kasutatud biosensorsusteemi
taustasignaal. Korgematel E. coli kontsentratsioonidel muutus luminestsentsi intensiivsuse

sOltuvus E. coli kontsentratsioonist mittelineaarseks. [24]

3.4. E. coli mdaramine piimas

E. coli maaramiseks moddeti fluorestsentssignaali intensiivsus lainepikkusel 520 nm.
Modtmised toorpiimas viidi labi kuuel erineval E. coli kontsentratsioonil: 3x10" ,3x10?, 3x10°,
3x10*, 3x10°, 3x10° CFU/mI. Lisaks m&6deti signaal ka puhtas piimas, kuhu E. coli baktereid ei
lisatud; see signaal vastas stisteemist ning piima maatriksist tulenevale taustasignaalile.

E. coli kalibreerimisgraafik toorpiimas on toodud Joonisel 9.

50

Signaal, pVv
N w B
o o o

=
o

0
109 10* 102 10° 104 10° 108 107
E.coli kontsentratsioon, CFU/ml

Joonis 9. E. coli kalibreerimisgraafik piimas. (pH 7,20) Toodud tulemused on védhemalt

nelja kordusmodtmise keskmised.
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Joonisel 9. on naha, et E. coli kalibreerimisgraafik oli lineaarne vahemikus 3x10* kuni
3x10° ning E. coli maaramispiir piimas, mis leiti, kui kontsentratsioon, mille vastav signaal oli
suurem kui taustasignaal ja selle standardhalbe suhe, oli 3 x 10* CFU/ml. Kalibreerimisgraafiku
téus vahemikus 3x10* kuni 3x10° oli 4,53 + 1,93 uV*ml/CFU. kdrgematel kontsentratsioonidel
muutus séltuvus mittelineaarseks.

Taustasignaali suuruseks piimaproovides saadi 5,54 = 1,93 pV, mis on sama puhverlahuse
jaoks saadud taustasignaaliga. Seega vdib oelda, et antud mddtesiisteemi piima maatriks ei
mojuta.

Vorreldes kalibreerimisgraafikute tduse piimas ja puhverlahuses selgus, et piimas on tdus
1,5 korda suurem, kui puhverlahuses. Samas on suurem ka selle maaramatus. See vdib tuleneda
sellest, et toorpiimas vois juba eelnevalt olla mingi kogus Escherichia coli bakterit. Kuna E. coli
bakteri poolestusaeg piimas on 25 °C juures 120 minutit, siis see mdotetulemusi ei mojuta. [26]

E. coli maaramispiir toorpiimas oli 3 x 10' CFU/mI. Vastavalt Euroopa komisjoni
maarusele Nr. 2073/2005 on toorpiimas E.coli patogeenide lubatud sisaldus <10 CFU/g
(mddratud ISO standardi 16649-1 voi 16649-2 alusel). Seega on véljapakutud biosensorsusteemi
tundlikkus samas suurusjargus ning vajaliku méaaramispiiri saamiseks oleks ilmselt vajalik

suurendada anallusitava proovi suurust.
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KOKKUVOTE

Antud t60 eesmargiks oli antigeen/antikeha vastastiktoimel ja mikrograanulite
voogsisestusanalusil pdhineva biosensorsusteemi konstrueerimine ja uurimine E. coli bakteri
maaramiseks puhverlahuses ja toorpiimas.

Escherichia coli sidumiseks proovist ja kontsentreerimiseks kasutati inimese 1gG fc-
fragmendiga aktiveeritud Sephadex geeli, millest moodustati mdo6tesisteemi Uhekordsed
mikrokolonnid. Seondunud patogeeni detekteerimiseks kasutati FITC’ga margistatud E. coli
vastast sekundaarset kiuliku 1gG antikeha.

To6s uuriti erineva lainepikkusega valguse hajumist modtesiisteemis ning koostati
kalibreerimisgraafikud E. coli mé&&dramiseks puhverlahuses ja toorpiimas. Saadud
kalibreerimisgraafikud olid lineaarsed vahemikes 3*10° 3*10° CFU/mI. Kalibreerimisgraafiku
tdbus toorpiimas oli 1,5 korda suurem, kui puhverlahuses. Biosensorsiisteemist tulenev
taustsignaal oli Ghesugune nii puhverlahuses kui piimas vastavalt — 5,36 + 1,31 pV ja 5,54 + 1,93
MV.

Antud t66s kirjeldatud tehnoloogiat patogeeni madramiseks on vdimalik kasutada
Escherichia coli kiireks ja tdpseks maaramiseks toorpiima proovides. Kui seda tehnoloogiat edasi
arendada ja téiendada, siis on vOimalik seda kasutada mitme erineva patogeeni samaaegseks
tuvastamiseks. Suurendades analliusitavate proovide koguseid on vdimalik alandada ka

maaramispiiri.
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SUMMARY

Immunosensorsystem for the detection of Escherichia coli

Eteri Libe

Escherichia coli is one of the most common pathogens causing environmental mastitis.
Mastitis in dairy cattle leads to big economic losses because of the reduction of milk production

and substandard quality. In addition, the treatment costs can be extremely high.

At present, the identification of mastitis-causing pathogens takes 24 - 48 hours using
microbiological methods. The application of biosensors enables to determine pathogens in less

than 30 minutes, as no pretreatment of milk samples is required.

The aim of the present work was to construct and study a biosensing system based on
antigen/antibody biorecognition and bead injection analysis to detect E. coli bacteria in buffer

solution and raw milk.

Sephadex G-50 gel, activated with human IgG Fc fragment was used to bind and
concentrate Escherichia coli. For the detection of bound pathogen we used a secondary rabbit

IgG antibody, conjugated with a fluorescence marker (FITC).

Light scattering in the measurement system was characterized at different wavelengths. It
was found, that at 520 nm, the wavelength of emission of FITC, there was no scattering of light

caused by the system itself.

Calibration graphs were constructed for E. coli in milk and in buffer solution. Calibration
graphs were linear between 3*10°% 3*10° CFU/ml. The slope of calibration graph in raw milk
was 1,5 times bigger than in buffer. The backround signal from biosensor system was same in
buffer and in raw milk — 5,45 + 1,62 uV.

The technology described in the present work for the detection of E. coli has potential to

be developed for the rapid and simultaneous detection of several pathogens in raw milk.
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