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Lyhenteet

AGE — agaroosigeelielektroforeesi
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LB — Luria Bertani

OriT — konjugaation aloituskohta DNA:ssa (englgariof transfer)

OriV — kahdentumisen aloituskohta DNA:ssa (enghiorof vegetative replication)
PCR - polymeraasiketjureaktio (engl. polymeraserctesaction)

Tc — tetrasykliini

tDNA — siirrettava, konjugoituva DNA



1. Johdanto

1.1. Plasmideista

Plasmidi on itsenaiseen monistumiseen kykenevangte pyored DNA-patka. Konjugoiva

plasmidi pystyy lisdksi kopioimaan itseansa toisigkteereihin muodostaen luovuttavan ja
vastaanottavan plasmidin valille putken eli piluks&ama rakenne Idydettiin jo vuonna

1953 ja on ollut tutkijoiden mielenkiinnon kohdét&ilahtien (ks. yleiskatsaus de la Cruz
ym., 2010). Plasmidien ominaisuudet vaihtelevatimyaljon; osa plasmideista voi siirtya

piluksen valityksella jopa eukaryoottisoluihin (Batym., 1998), joidenkin kopiomaara on
satoja (pMS73, Meyer ym., 1982 ) ja toisten vainagalO (RP4, ks. yleiskatsaus

Adamczyk ja Jagura-Burdzy, 2003).

Plasmidit luokitellaan usein ryhmiin sen mukaanstpvatkdé ne lisaantymaan
samassa solussa samanaikaisesti. Tassa tyosstykalgemidit esimerkiksi kuuluvat IncP
(RP4 (Kuva 1), pLM2) ja IncN (RN3) -ryhmiin, jossainc tarkoittaa
yhteensopimattomuutta (engl. incompatibility) elakisi plasmidia, joilla on sama
kahdentumisen aloituskohta oriV (engirigin of vegetative replication), eivat selvia
samassa solussa (ks. yleiskatsaus Novick, 1988&jnTlwdemman tutkimuksen mukaan
tama pitkdan vallinnut kasitys ei olekaan aivarkansapitava - Velappan ym. (2007)
transfektoivat soluihin eri plasmideja, jotka kuwAt samaan Inc-ryhméan, ja seurasivat
niiden selviytymista viiden syklin ajan valikoimalliettyja plasmideja eri antibiooteilla.
Kokeet osoittivat, etta Kkilpailevien plasmidien daminen ei tapahtunutkaan niin
voimakkaasti usean bakteerisukupolven aikana kudisi @dotettu aiemman tiedon
mukaisesti.

Koska plasmidit ovat myos rasitteeksi solulle (deiskatsaus Kies ja Stahl, 1989),
on plasmidin saadeltava kopiomaaraénsa, jottaerasitvaikuttaisi solun selviytymiseen
populaatiossa. Yleisesti tdhan on kaksi tapaa ronia sisadltava plasmidi P1 pystyy
saatelemaan kahdentumisessa (engl. replicationjtéaan proteiinin (Rep) vaikuttavuutta
solussa muuttamalla sen muotoa monomeerin ja dime&lilla (ks. yleiskatsaus Chattoraj,
2000) tai plasmidin saately tapahtuu antisense-RNAavulla (Brantl, 2004).



Monomeerinen Rep-proteiini aktivoi plasmidin kopimnhista, mutta dimeerina se ei pysty
sitoutumaan iteroniin, mikd vaaditaan kahdentumisekamiseksi. Kuitenkin
dimeerimuodon kykenemattomyys aloittaa monistumiremle saatelyssa niin suuressa
osassa kuin mitd monomeerimuodon aikaansaama s$dbden Rep-iteroniliittyman
valilla. Kun kaksi Rep-iteronisidosta liittyy toiesa, estda se naiden plasmidien
kopioimisen. Rep-proteiinia on ehdotettu sekd kahdwaisen lisddjaksi ettd estajaksi,
koska silla on todettu kahdenlaista roolia DNA:mpkonnissa (ks. yleiskatsaus Chattoraj,
2000).

Plasmideilla esiintyy myods toisenlaista saatelyém.MBrantlin (2004) kuvaama
antisense-RNA-saately tapahtuu plasmidin tuottafR&iA:n avulla; antisense-RNA on
taydellinen vastine jollekin plasmidin kahdentursis# tarvittavan proteiinin lahetti-
RNA:lle ehkaisten tdman lukemista proteiiniksi siiamalla l&hetti-RNA:han. Saately
perustuu antisense-RNA:n lyhytikdisyyteen. Mitaranm&n plasmideja on, sitd enemman
on myds antisense-RNA:ta, jolloin se ehkdisee kahoeista. Kuitenkin esim.
solujakautumisen yhteydessad plasmidien lukumaardytyyt kasvaa, jotta tuleviin
tytarsoluihin saadaan kopioluvun mukainen maar&émpideja. Antisense-RNA ei toimi
pitkaan, koska se hajotetaan solussa taas uudelkpgrttavaksi rakennusmateriaaliksi,
kun silla ei ole enada lahetti-RNA:a, johon tartthditoosin aikana plasmidi alkaa taas
tuottaa Rep-proteiinia monistumista varten, ja mlids ehtii lisddntya ennen kuin
antisense-RNA estaa kahdentumisen.

Dahlberg ja Chao (2003) huomasivat, ettd baktderisei padse eroon
konjugatiivisesta plasmidistaan, vaikka ymparisb8ohteet eivat enaa antaisikaan
plasmidin sisaltavalle bakteerille etua, kuten esamtibioottiresistenttiytta antibiootin
lasnd ollessa. Sen sijaan ympariston paineen hegssia seka bakteeri ettd plasmidi
pienensivat plasmidin aiheuttamaa haittaa baktegrjotta plasmidi ei heikentaisi
bakteerin selviamista populaatiossa.

RK2-plasmidin (tunnetaan my6s plasmidina RP4 (Bwk ym., 1979))
lisdantymiseen tarvittavat kompleksit on selvitetykasti mm. Koniecznyn ja Helinskin
(1997a) avulla. Naméa todensivat RK2:n tarvitsevaahdentumisen aloittamisessa
plasmidin tuottaman TrfA-proteiinin j&. colin DnaA-proteiinin liitosta. Tata yhteistyota
tarvitaan helikaasitoiminnan siséaltaman DnaB:n ttiamiseen DNA:n lahelle, jotta

helikaasi pystyy erottamaan juosteet toisistaandumpsta varten. TrfA:n kohde DNA:ssa



on kahdentumisen aloituskohdan oriV:n iteronithjoise sitoutuu. Sitoutuminen vaikuttaa
laheisen A+T-alueen juosteiden eroamiseen taltéettlu DNA:n sisdltamiin DnaA-
laatikoihin (engl. DnaA boxes) kiinnittynyt DnaAtgo siihen tarttuvan DnaB:n plasmidin
l&helle, jolloin TrfA:n avustuksella DnaB kykeneeagoimaan yksijuosteisen DNA:n
kanssa jatkaakseen kaksoisjuosteen erottamiste puilymeraasit pédsevat tydohonsa
plasmidin monistamisessa. Mythemmin Konieczny jalindki (1997b) kirjoittivat
havainnostaan, ettd TrfA:n ollessa yleisimmin dirmaodossa ClpX-kaperonia eli
avustajaproteiinia tarvitaan sen aktivoimiseen oié@n sitoutuvaan aktiiviseen
monomeerimuotoon. TrfA:n yhtey&. colin DnaABC-kompleksiin varmennettiin viela

mm. kromatografisin keinoin ja elektronimikroskopiavulla (Pacek ym., 2001).

traC
(DNA primase)

aphA

(kanamycin resistance)

trbE

(conjugal transfer)

Kuva 1. RP4-plasmidin riisuttu kaavakuva, josta ilmenee
tutkimuksessa kaytettyjen geenien sijainti.

Plasmidien selviytymistavoissa on eroja. SiddigaieFigurski (2002) todensivat
mutaatiokokeiden avulla RK2-plasmidin tarvitsevamcQ-proteiinia sailydkseen
bakteeripopulaatiossa. IncC toimii solussa auttasmidin jakautumisessa mitoosin
aikana. IncC:lla on havaittu olevan rooli jakautaessa tarvittavan KorB-DNA-sidoksen
stabiloinnissa (Kostelidou ja Thomas, 2000). Kodarii liséksi kilB:n saatelijanakilB
osallistuu plasmidin sailyttamiseen populaatiosappamalla solut, jotka eivat tuota

plasmidin koodaamaa KorB-proteiinia (Thomson ym893). Jensen ym. (1998) selvittivat
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plasmidien kayttavan normaalin mitoosin kaltaisenetelmaa plasmidien jakautumisessa;
R1-plasmidi jakautuu kayttden apunaan ParR- ja Hadtkiineja, jotka sitovat kaksi
plasmidi-DNA:a toisiinsa, kuten sisarkromatidit ousin aikana, jolloin plasmidien
eriytyminen omiin tytarsoluihinsa tehostuu. RP4sphédin ehdotettiin kayttdvan samaa
menetelméd (Gerlitz ym., 1990). Soluissa DNA:n jdkenisessa muodostuvien
tytarsolujen valille kaytetddn hyvin konservoituautmekanismia, jota plasmidien on
ehdotettu kehittyneen hyddyntamaan (Siddique jarsig, 2002).

Paterson ym. (1999) selvittivat IncN-plasmidienM¥01 ja pCU1 toimintaa. He
todensivat, ettd IncN-plasmidit siséltavat konjugdle valttamattomien geeniemal, traJ
ja traK vieressé Stb-proteiineja koodittavan alueen, jalem huomattiin vakauttavan
plasmidien lasnaolon populaatiossa erottamalla ime#rin muodostaneita plasmideja
toisistaan. Stb-proteiinit toimivat vain, jos isasblu kykeni yhdistamaén rekombinaatiolla
kaksi erilaista plasmidia, mika ehkaisisi plasmidigakautumista populaatiossa.
Mielenkiintoista naiden IncN-plasmidien DNA:ssa my0sfip-geeni tertility inhibitor of
IncP), joka estda IncP-plasmidien lisdantymisen samaésssolussa.

IncP-plasmidin RP4 on todettu sisaltav@ar-geenialueen, jonkparCBAoperoni
toimisi vastaavanlaisessa erottelussa kuin stkejpinitt Kyseinen operoni erottelee
nimenomaan RP4-dimeereja ja eroaa stb-proteiinejetha erottelivat heterogeenisia
plasmididimeereja (Gerlitz ym., 1990).

Plasmideilla on siis suojana sellaisia proteiingjatka stabiloivat plasmidin
kopiomaaraa ja eriytymistd toisistaan, jos ne msgta@t multimeereja. Toisaalta
plasmideilla on myds erindisid keinoja varmistaié eellaiset solut, jotka eivat sisalla
plasmidia, eivat lisdanny populaatiossa normaalSgrdes ym. (1986) havaitsivat, etta
R1-plasmidin sisaltamgarB-geenialue tuottaa kahta geenituotetta Huadstkilling) ja sok
(suppressoof killing). Jos plasmidi jostain syysta katoaa solubtzk-toksiini tappaa solun.
Plasmidin l&asna ollessa sok pelastaa solun estiiméhlin toimintaa, mutta nain ei tapahdu,
jos solu on péassyt plasmidista eroon. Mini-F-pidsimuolehtii omasta selviytymisestaan
ccdAn ja ccdBn avulla. ccdB estdaa solujakautumista valiaikaisesti, kun solun
plasmidilukum&aréa tippuu yhteen. Kun plasmidejaem@mman,ccdA ehkaiseeccdBn
toimintaa (Ogura ja Hiraga, 1983). Konjugatiivisplasmidit voivat lisdantya seka
vertikaalisesti eli solujakautumisen yhteydesséa eliorisontaalisesti eli siirtamalla

plasmidikopion toiseen soluun. Horisontaalinendrgiiminen tapahtuu alussa mainittujen
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piluksien valitykselld. Osalla plasmideista on Myviaaja-alainen isantdryhma, ja
horisontaalinen geeninsiirto voikin tapahtua grelavalilla (ks. yleiskatsaus Saunders ym.,
1999). Esimerkiksi RK2 voi kayttaa isantanaan @id3bakteeria. Mielenkiintoista on, etta
RK2:n on todettu kayttavan eri kahdentumismekanjareé isannissa (Caspi ym., 2001).
Kyseisessa tutkimuksessa tosin selvitettiin vainmiessa eri isdnndssa tapahtuvaa
lisdantymista.

Piluksen muodostaminen luovuttavan ja vastaanaitéakteerisolun vélille vaatii
sopivan vastaanottajan rekisterdinnin luovuttavaséassa. Siirron vastaanottavaan soluun
aloittaa nukleoproteiinikompleksi relaksosomi, jokmséaltaa Tral- (relaksaasi), TraJ- ja
TraH-proteiinit kiinnittyneind siirrettavan plasnMBNA:n siirron aloituskohtaan (OriT,
engl. Origin of Transfer) (Pansegrau ym., 1990b). TraJ:n Kkiinnitheni OriT:hen
mahdollistaa Tral:n sitoutumisen kompleksiin, ko3kal ei kykene sitoutumaan DNA:han
yksindan. TraH:n tehtdvana vaikuttaisi olevan kakgin stabiloiminen (Pansegrau ym.,
1990a). Tral toimii endonukleaasina eli katkaise®ADh kaksoisjuosteen tietysta
katkaisukohdasta (engl. nic) OriT-alueella (nic-tah nukleotidisekvenssi RP4-
plasmidilla on taysin selvitetty (Pansegrau ym.9%). Tosin relaksosomin kohdalla
juosteessa tapahtuu jatkuvaa katkomista ja liisénitoisiinsa, kunnes DNA:n siirto
oikeasti tapahtuu (Pansegrau ym., 1993). TamaregalkTral sitoutuu kovalenttisesti
yksijuosteisen siirrettavan tDNA:n 5-padhan (Pgnaa ym., 1990b) Tyf-kohdastaan eli
yhdestd aminohappoketjun tyrosiinitdhteestd. Rakmdis seuraa tDNA:n siirtymista
vastaanottavaan soluun ja tunnistaessaan jalleertkaikakohdan katalysoi
fosfodiesterisidoksen muodostumista juosteen ajikuoppupaan valille todennékaisesti
kayttaen Tral-tDNA-sidoksen energiaa uuden sidokeendostamiseen. Siirron oletetaan
tapahtuvan pyorivan renkaan —mekanismilla (endlingp circle), jolloin yksijuosteinen
siirrettavd DNA tehdaan kaksijuosteiseksi vastaanassa solussa (Pansegrau ym., 1993).

Nash ym. (2010) selvittivat IncN-plasmidin pCUlvigsevan relaksaasin avuksi
Mn®*-ionia DNA:n katkaisussa ja juosteiden uudelleégilinisessa. Myds pCU1-plasmidia
tutkittaessa huomattiin, ettei relaksaasientsyyntougunut spesifisti oriT:hen, vaan
tarvitsee sitoutumiseen TraK-proteiinia, mik& vastP4:n TraJ-proteiinia.

Tutkittaessa piluksien rakennetta eri plasmidiarodostamina huomattiin, etta ne
eroavat toisistaan. RP4 muodostaa jaykkia pilugkapoiketen nadin esim. F-plasmidin

erilladn olevista ja taipuisista piluksista. Tammakenteellisen eron liséksi Eisenbrandt ym.
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(1999) havaitsivat piluksien koostuvan syklisistista, ja etta piluksen geenialue on hyvin
konservoitunut. Olennaiseksi piluksen muodostamisesoitettiin olevantrbC, joka
tuottaa rakennusaineena tarvittavan proteiinin eetoa. TraF-peptidaasi osallistuu
piluksen rakennukseen pilkkomalla trbC-proteiimavittavaan muotoon.

Valttamattomiksi parittelun (engl. mating pair fation, mpf) kannalta RP4-
plasmidilla on todettu 12 proteiinia (Haase ym. 930 mikd lisasi maaraa kuudella
aikaisemmin tutkitusta (Lessl ym., 1993). Naita ¢itiavat Tral- ja Tra2-alueet. Tral-
alueesta tarvitaan edellda mainittua TraF-proteiinig tadman lisdksi piluksen
muodostumisessa tarvitaan 11 Tra2-alueen protéliri&, TrbC, TrbD, TrbE, TrbF, TrbG,
TrbH, Trbl, TrbJ, TrbK ja TrbL. Tosin Haase ym. @B) toteavat samassa tutkimuksessa
myds, etta fenotyypiltaambK" oli plasmidin siirrossa yhta tehokas verratturii tyiyppiin,
joten TrbK ei ole valttdmaton siirrossa toisin kuiaikki muut Tra2-alueen proteiinit.
TrbK:n selvitettiin toimivan pilusrakenteessa eemtpiinina (engl.entry exusion) eli se
estaa muiden IncP-proteiinien paasyn soluun vastaesasta solusta.

Naitd samoja proteiineja tarvitaan seka piluksenodogtamiseen ettd DNA:n
siirtoon. Tral sisadltaa yllamainitun relaksaasicagnuden lisaksi myds OriT-kohdan ja
primaasigeenin. Lessl ym. (1992) olivat jo aiemreimdottaneet, ettd siirtoon tarvitaan
molempia alueita, koska pelkdan Tra2-alueen sisa@tamplasmidi valtti siirron
vastaanottavaan soluun. He selvittivat, ettd pldsmnsiirto voidaan toteuttaa mydsans
tyyppisesti eli ndma kaksi siirtoaluetta voidaaadklata kahteen eri plasmidiin sailyttden
toiminta. kilB-operonin on ehdotettu ulottuvan Tra2-alueelle ga saatelija toimisi siis
seka kahdentumisessa (ks. ylld) ettd konjugaatio&smassa yhteydessa tutkijat
raportoivat operonin ensimmaisen geekibAn olevan myo6s tarpeellinen plasmidin
siirtamisessa (Thomson ym., 1993).

Kiinnostaviksi laaketieteenkin kannalta plasmigitee niiden kyky tehda nopeasti
bakteeripopulaatiosta antibiooteille vastustuskgky. Plasmidi voi muuttaa antibioottia
siten, ettd se ei vaikuta endd bakteerisoluun, tuottamalla beta-laktamaasia, joka
hajottaa esim. penisilliinin sisaltamén beta-laktaankaan. Toiseksi se saattaa pystya
estamaan laakkeen paasyn soluun tekemééan tuhggesen,esimerkkind voidaan mainita
tetrasykliinivastustuskyky sekd gram-negatiivisisst#& -positiivisissa soluissa. Taman
plasmidi saa aikaiseksi tuottamalla solukalvollenppuja, jotka siirtdvat antibiootin solun

ulkopuolelle. Bakteeri voi saavuttaa vastustuskywgmos, koska plasmidi muodostaa
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ladkkeen kohteesta sellaisen, ettei ladke kykead eiihen sitoutumaan, jolloin plasmidi
voi tarjota resistenssin mm. tetrasykliinid, kinodga ja trimetopriimia vastaan (ks.

yleiskatsaus Taylor ym., 2004)

1.2. PRD1

PRD1 on tyyppiesimerkkirectiviridaeperheeseen kuuluvasta viruksesta (Fauquet ym.,
2005). Se on bakteerivirus eli bakteerigaagi. Rededtaan PRD1 on siis ikosahedraalinen
membraanin sisaltava kaksijuosteinen-DNA-virus (edguble-stranded, dsDNA), jolla
on laaja-alainen isantaryhma. Se vaatii solulta jBk, W- tai N-tyyppisen plasmidin, jotta
se kykenisi infektoimaan solun (Olsen ym., 1974)uksen proteiinikuori muodostuu
pseudo T=25 symmetriahiloista, joissa p&dasiallis@noteiinina on trimeerinen P3-
proteiini. Viruksen membraanin ja kapsidin valiltn vuorovaikutusta ja membraani
osallistuukin kapsidin kokoamiseen (Butcher ym93)9

Kokonaisuudessaan PRD1 koostuu DNA:n lisaksi 17egrista ja lipidikalvosta
(Mindich ym., 1982b). Naista viruksen lisddntymigeannalta olennaisia proteiineja on
useita. P2-proteiini on valttAmaton, jotta virusisvdarttua soluun. P9-, P20- ja P22-
proteiinimutanttien kohdalla havaittiin puuttealisDNA:n pakkaamista, koska virionit
jaivat tyhjiksi (Mindich ym., 1982b; Stromsten yn2003). Saman huomasivat Karhu ym.
(2007) proteiinin P6 kohdalla, koska P6-puute iueitioneja, joista vain 5 %:a sisalsi
DNA:a. Gowen ym. (2003) havaitsivat, ettd yksi piiotin piikkikomplekseista on
ainutlaatuinen (engl. unique vertex), koska seaoiba, joka sisélsi proteiinit P6, P11 ja
P20. Viruspartikkeleita ei syntynyt lainkaan, josus karsi mutaatiosta P1-, P3-, P8-, P10-
ja P17-proteiineja koodittavissa geeneissa. Plfepnan puutteen huomattiin aiheuttavan
virionimaaran pienenemista sekd osaksi tyhjia mgja (Mindich ym., 1982b). Mindich
ym. (1982a) luokittelivat myos viruksen lisaantysyiklin vaiheita viruksen proteiinien
osalta hyvin aikaisten, keskiaikaisten ja myoh&istghmiin (engl. classes of very early,
middle early, late), jolloin esim. DNA-synteesiiaikuttava P1-proteiini maaritettiin hyvin
aikaiset —luokkaan kuuluvaksi. Yll& mainittujendlisi piikkiproteiinit P5 ja P2 ovat
kiinnittyneend P31-proteiinista muodostuneeseamsfaan, joka kytkeytyy P3-proteiiniin
seka membraanin P16-proteiiniin (ks. yleiskatsause#fcia, 2004). PRD1 kayttaakin

membraaniaan tyéntaessaan genominsa isantasoliemn kBpsidiproteiini P30 vakauttaa
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kapsidin muodostumista ja on taten tarpeellineionin muodostuksessa (Rydman ym.,
2001).

Kuten edella on kerrottu, P2-proteiini on valttdémaviruksen adsorptioon. Grahn
ym. (1999) selvittivat P2:n roolia kiinnittymisess&hteen solun reseptoriin liittyy
keskimaarin yksi P2-molekyyli, joka on myos kiirtgiteend membraaniin, ja tama sidos
reseptorin kanssa on peruuttamaton. Tosin peruattamsitoutuminen reseptoriin ei
valttamattd johdu juuri P2:n kiinnittymisestd, vagmstain vield selvittamattomasta
vuorovaikutuksesta (Grahn ym. 2002). Kiinnittyminésdennakoisesti aktivoi DNA:n
siirron soluun, ja P2:n on huomattu stabiloivan DN/Asiirtoa, koska P2-puutteelliset
virionit saattavat vapauttaa DNA:n ilman reseptqi@ahn ym. 1999). Kiinnittymisen
jalkeen P11 lapaisee isantasolun ulkoisen membrganinahdollistaa siten P7-proteiinin
vuorovaikutuksen soluseinéan peptidoglykaanikerrokdeanssa (Grahn ym., 2002).
Rydman ja Bamford (2000) raportoivat P7 proteiirsoluseinda hajottavan lyyttisen
ominaisuuden ja ehdottivat geenin olevan peréisestajn aikaisemmasta isantasolusta.
Selvittamatta jai kuitenkin, kuinka virus lapaideskteerisolun solukalvon. DNA tydntyy
soluun P14-, P18- ja P32-proteiinien avustuksela,tdhdn on arvioitu kaytettavan
viruksen pakkauksessa syntynyttd energiaa (Grahn 2002). Rydman ym. (1999)
havaitsivat muista viruksista poikkeavan ominaigmu@®RD1:ssa, mikd ansiosta viruksen
jokaisella piikkikompleksilla on infektiokyky yhdersiihen tarkoitetun reseptoriin
kiinnittyvan kompleksin sijasta. Tosin Gowen ym0Q3) totesivat elektronimikroskopian
avulla yhden piikkikomplekseista olevan erilainarehdottivat ainoastaan tdméan toimivan
DNA:n siirrossa soluun, kuten myds DNA:n pakkaarssse kapsidin sisaédn. Muut 11
piikkikompleksia toimisivat siis reseptorin tunniktessa, mutta PRD1 pyo6rahtaisi siten,
ettd ainutlaatuinen kompleksi kohtaisi reseptgonka jalkeen virus pystyisi aloittamaan
DNA:n siirron bakteerisoluun (myds Stromsten yn032).

Isantabakteerilta PRD1 vaatii sopivan plasmidirsdl ym. (1993) raportoivat
plasmidin geeneja ovat hyvin useat plasmidin ssekin kaytettavat geenit (ks. ylla) eli
TraF Tral-alueelta (myds Waters ym., 1992) ja kaiRka2-alueen geenituotteet.
Tarkennuksena tdhdn Haase ym. (1995) havaitsibtn olevan valttamaton viruksen
lisdantymiselle, mutta PRD1:n reseptorikompleksité ei tarvittu, koska virus kykeni

tarttumaan soluun, vaikka plasmidi sisalsi mutamtibK:ssa. Tama on luontevaa, koska
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sama mutaatio ei vaikuta plasmidin konjugatiivisesiirtoon eika siis plasmidin
parittelukompleksin (viruksen reseptorikompleksiuadostamiseen. Grahn ym. (1997)
totesivat, ettd PRD1-vastustuskykyiset bakteedt onyds kykenemattomia konjugaatioon,
ja etta tama johtuu DNA-poistoista ja —lisdyksikiakompleksigeenin alueella.

IncN-ryhmén tyyppiplasmidissa pCU1 (lyer, 1989) taavanlaista fenotyyppia
kuin TrbK™ edusta&ikA™ (killing of Klebsiellg (Hol¢ik ja lyer, 1996). Tutkimuksessaan he
huomasivat kikA:n olevan olennainen PRD1:n siirtye@n solun sisélle, kun taas
kyseisella proteiinilla ei ollut merkitysta toisdrakteeriviruksenviruksen IKe infektioon
(my6s Thatte ym., 1985). Tama mutaatio geenisskugenkaan vaikuttanut plasmidin
konjugaatioon eli tAm& plasmidi voi olla PRD1-résmti, mutta pystyy muodostamaan
toimivan siirtokompleksin, jota IKe hyvaksikaytt&luun siirtymiseen (Holk ja lyer,
1996). Kuitenkin viruksen tarttumiseen vaikuttaa dsiyisantasolu plasmidin liséksi.
Salmonella typhimuriunfRP1) tuottaa pintarakenteisiinsa n. 50 PRD1-resigp kun taas
E. colila (RP1) vastaavasti esiintyy vain 20 reseptdfietifainen ym., 1993).

Bamford (2003) tekee yhteenvetoa artikkelissaamstén evoluutiosta. Tassa han
alleviivaa yhtalaisyyksia eri biologisten kuntiemmusten valilla, kuten bakteerien PRD1-
viruksen ja ihmisen adenoviruksen valilla. Virusteaikutus solujen evoluutioon saa yha
vankempaa tutkimustietoa taakseen, minkd vuoksujesol ja virusten rinnakkainen

evoluutio aiheuttaa mielenkiinnon herdamista.

1.3. Bakteerivirukset hoitomuotona

Bakteerivirukset eli faagit on tunnettu jo 18004uaviopulta, jolloin Ernest Hankin
ensimmaistd kertaa raportoi tuntemattoman ainegittewan IntianVibrio cholerae -
bakteerin aiheuttamaa koleraepidemiaa. Vaikuttawvee ddydettiin jokivedestd, jonka
huomattiin tappavan bakteerisoluja. Frederick Twaittotti bakteerien tappajan olevan
virus vuonna 1915, mutta varsinaisesti virusten eadimisen bakteerifaageiksi ja
ensimmaisten Kliinisten kokeiden takana oli FelidHérelle, joka tutki jo vuonna 1919
suun kautta otettavan virusvalmisteen vaikutustanaputiin (ks. yleiskatsaukset
Sulakvelidze ym., 2001; O'Flaherty ym., 2009). Hxid potilas, 12-vuotias poika, parani
taudistaan jo muutamassa pdaivassa, ja seuraavadettibi potilaat tervehtyivat

huomattavasti jo vuorokauden aikana. Faageillarpeatiin myos bakteerien aiheuttamia



16

ihotauteja, jolloin tulehtuneelle iholle ja suoraavohaavoille laitettiin virusliuosta.
Namakin kokeet antoivat hyvia tuloksia. Tuloksiat&nokin kyseenalaistettiin ja epailijat
eivat uskoneet aineen virusmuotoa, vaan ehdotter@syymid, jolloin antibioottien
l6ytymisen jalkeen kiinnostus bakteeriviruksiin &yti  varsinkin lansimaissa (ks.
yleiskatsaus Sulakvelidze ym., 2001).

Etenkin Puolassa faagien vaikutusten tutkiminetkujaja viruksia annettiin
potilaille suun kautta, suoraan haavoille tai elimkuten silmiin ja korviin. Varsinaisesti
faageilla hoidettiin potilaita, joita antibiootitivéit auttaneet. Tutkimuksissa havaittiin
bakteerien muuttumista vastustuskykyisiksi bakteerksia kohtaan, mutta talléin
hoidoksi vaihdettiin toinen faagi. Varsinkin antibitiresistenttien sairauksien hoidossa
huomattiin faagien vaikutus (ks. yleiskatsaus Qietty ym., 2009), ja uusimpien
tutkimusten joukossa on Weber-Dabrowskan ym. (20@Ljprittama koe, jossa
antibiooteille vastustuskykyiseen tulehdukseen asaineille syopapotilaille annettiin
useita kertoja paivassa faageja, jolloin kaikkiilpat paranivat tulehduksesta seuraavien
viikkojen aikana.

Ongelmana tassa syopatutkimuksessa, kuten muissakikontrollin puute. Jo
D'Herelle laiminléi kontrollien kayton, jopa eldiokeissa (ks. yleiskatsaus O'Flaherty,
2009). Katsantoartikkelissaan Sulakvelidze ym. (30@uvailevat neuvostoliittolaista
koetta, jossa tutkittavana oli reilu 30000 lastaidi lapsista noin puolet, jotka asuivat
toisella puolella katua, saivat faageja kerran oséa ja vastakkaisella puolella katua
kasvaneille lapsille ei annettu mitdan. Ulosterggftt tutkittin  viikoittain.
Kontrolliryhméassé punatauti oli 380 %:a yleisempéiin faagiryhmassa. Molempien
yleiskatsauksien kirjoittajat kuitenkin kaipasivaportoinneista kriittista tarkastelua sen
sijaan, etta tulokset hyvaksyttiin ilman suurempaalyysia. Yksimielisyytta oli myos siita,
ettd bakteerivirusten kaytdssd on mahdollisuuksiaita taytyy tutkia laajojen

ihmiskokeiden avulla.

1.4. Tutkimuksen tarkoitus

Jos pohditaan tilannetta, etta jopa 70-78 %aémonella entericaerovar typhi —
bakteereista Keniassa on useille antibiooteilldustgaskykyisia (engl. multidrug resistant)

(Kariuki ym., 2004), olisi keinosta, jolla vastuskykya saataisiin heikennettyd, paljon
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inhimillista hyotya. Koska laakkeet ovat kalliitiaajakirjoisten antibioottien kayttd voi
olla kustannuskysymys etenkin kdyhemmissa maissa.

PRD1 on bakteerivirus eika siis kykene infektoimaal@insolua. Viruksen
kasvattaminen soluviljelyissa olisi huomattavan liksta — tosin vaatisi puhtaita
laboratorio-olosuhteita. Halpuuden ja helppoudeokgu mahdollisuus kayttéa virusta
paremman hygienian puolesta sairaaloissa ym. disnteellista. Virus tappaisi vain
bakteereja eikd vaikuttaisi ihmisen soluihin. Kok tdssa tutkimuksessa selvitettiin
viruksen vaikutusta mikrotasolla, joten viruksernku#us ihmiskehossa saattaisi aiheuttaa
arvaamattomia seurauksia. Laakekaytdssa virukselilsi valtava potentiaali, mutta
vaikutus elimistba suojaavaan suoliston bakteenilan olisi tutkittava. Tosin
ihmiskokeitakin on jo bakteeriviruksilla tehty (kgld) eika naissa ole raportoitu haittoja.
Mahdollisuus antaa toivoa. Muutamia muita kaytdaaten kehitetty antibioottiresistenssin
poistamiseen (ks. 4.2), joten ndiden menetelmiedisydiminen voisi tehda hoidoista
parempia ja lisata antibioottien kayttoikaa.

Sovellettavia aloja on huomattavasti. Mahdollissiaksaattaa olla hoitomuotona
tauteja aiheuttavia antibioottiresistentteja baldge vastaan, mutta myods tartuntojen
ehkaisyssa. Oscar ym. (2010) tutkivat kanojen th@almonellaa aiheuttavien bakteerien
esiintyvyyttd ja totesivat, ettd reilussa puolesshoista |6ytyi bakteeria ja naista
kolmannes oli resistentteja ainakin yhdelle anthle. Myds luonnonmukaisesti
kasvatetusta siipikarjasta on l8ydetty antibioettistenttej&almonellakantoja (Melendez
ym., 2010). Faagien vaikutusta siipikarjan bakfemyraan onkin tutkittu ja niiden on
todettu vahentdvan ainakig. coli S. entericaserovar Typhimurium jaC. jejuni —
bakteerien maaraa (ks. yleiskatsaus O’Flaherty 2609).

Suomen kalankasvattamoilla kaytetyista antibiotdedgvioidaan paasevan suoraan
vesistoon jopa 75-90 %:a. Taman seurauksena aoiilie vastustuskykyisid bakteereja
on loydetty luonnonkaloista ja simpukoista. Allesige ihmisille naistd Iuontoon
paatyvista antibiooteista ei arvioida olevan haittavaikkakin pienia pitoisuuksia
antibiootteja 16ydetddn esim. kaloista (Seppalg Y001). Mahdollisuudet kayttaa faageja
antibioottien sijasta olisi maaritettava, jotta gé#luontoon pienenisivat.

Antibioottiresistenssin leviaminen konjugaation kvon paaasiallisesti ympariston
bakteereiden vastustuskyvyn lisaantymisen takamgtankonjugaation kautta levidd myos

bakteerien patogeenisid ominaisuuksia (ks. ylessket de la Cruz ja Davies, 2000).
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Talléin hyvin merkittavaksi ilmioksi tulee Smithija Hugginsin (1983) huomio, etta
vastustuskyky bakteeriviruksia vastaan heikensitdsin virulenssia eli haitallisuutta.
Antibiootteja kaytettdessa on vaarana, etta redtstga levittdva plasmidi sisaltaa myos
isantasolulle haitallisempia ominaisuuksia, joll@intibioottien laajamuotoisesta kaytosta
voi seurata suurempia ongelmia. Samat herrat vaiefiagien eduksi myods sen, etté faagit
ovat tehokkaita vain yhdella lisaykselld, kun taadibioottikuurin aikana antibioottien
maaran tulisi pysytella koko ajan korkealla, jafi@ntibiootteja tulee antaa sdanndllisesti.
Muutama vuosi myéhemmin Smith ym. (1987) huomasiaagien estdvan sairauksia jo
siten, ettd niitd suihkutetaan aerosolina ympd&iistii jopa vain siirtamalla hoitamatonta
karjaa huoneeseen, jossa aiemmin olleiden nautojartuntoja oli hoidettu
bakteeriviruksilla.

Jo yksindan soluviljelylaboratorioissa olisi tarventibioottiresistenttien
bakteerikantojen havittamiseen. Resistenttien leailki@ntojen pilaamasta viljelmasta voi
olla hyvinkin hankala valita vain halutut bakteeritvarsinkin, jos resistentit bakteerit
pystyvat siirtdmaan haluttuihin bakteereihin eithtaja ominaisuuksia. Tydssa tutkittu
PRD1-virus vahentaisi huomattavan helposti resiéan bakteerien maaraa. Virukselle
vastustuskykyiset bakteerit eivat kykene konjugemtj kuten ylla huomattiin
vastustuskykyisid kantoja tutkittaessa, joten kentviruksella olisi mahdollista poistaa
ainakin antibioottiresistenssin leviaminen horisatisen kahdentumisen valityksella.

Tyossa tarkoituksena olikin selvittdd, kuinka kysei faagi vaikuttaa
antibioottiresistentissa bakteeripopulaatiossa, viataisiinko virusta jatkossa kayttaa
taistelussa antibioottivastustuskykya vastaan. Tam&ntista tarkeampaa, koska jatkuva
antibioottien kayttdé on suorittanut valintaa ymptiissad, ja yhdysvaltalainen Centers for
Disease Control and Prevention onkin esittanytbaoitiresistenttiyden lisdantymisen
suurimmaksi uhaksi ihmisten terveytta kohtaan (Nash 2010).
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2. Materiaalit ja menetelmat

2.1. Bakteerikannat ja plasmidit seka virus

Kaytetyt bakteerikannat ovat lueteltuna Taulukdsseuten myds kaytossa olleet plasmidit.
Tutkimuksessa kaytettava PRD1-viruskanta elvytettianhasta viruskannasta, jonka

virustiheys oli 4,4 * 18 virusta millilitrassa.

Taulukko 1. Kaytetyt bakteerikannat ja plasmidit.

Bakteeri Kanta
Escherichia coli K12 HMS174
Escherichia coli K12 JE2571
Salmonella enterica DS88

serovar Typhimurium

Serratia marcescens DB11

Plasmidi Inc-ryhma (Lahde)

RN3 IncN (Datta N. ja Hedges R. W. 1971. Compatibility groups among fi-
R-factors. Nature. 234: 222-223)

RP4 IncP (Datta, N., R. W. Hedges, E. J. Shaw, R. B. Sykes ja M. H.

Richmond. 1971. Properties of an R factor from Pseudomonas
aeruginosa. J Bacteriol. 108: 1244-1249)

pLM2 IncP (Mindich, L., J. Cohen ja M. Weisburd. 1976. Isolation of
nonsense suppressor mutants in Pseudomonas. J Bacteriol. 126:
177-182)

2.2. Viruskannan elvytys

Viruskanta elvytettiin saildtysta viruskannasta jamalla ravinnemaljoille 10Ql:a eri
viruslaimennoksia (kaytettiin laimennoksia 10108 10° 10°° 10'% seka 200ul:a
isantabakteerin (tdssa DS88(pLM2)) yli yon -kasstwtuja 3 ml:a Luria Bertani —

ravinneliuosta (LB), joka sisalsi 0,8 %:a agariaoft®gar) (Sambrook ym., 1989).
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Villelmaa kasvatettiin +37 °C:ssa yon yli. Jokatsesaimennoksesta maljattiin kaksi

rinnakkaista viljelmaa.

Puoliksisyotyjen maljojen soft-agar-kerros siiriiattkasvatuspulloon ja lisattin 5 ml:a
ravinneliuosta maljaa kohden. Naita virus-baktekeimia kasvatettiin kolme tuntia
+37 °C:ssa, jonka jalkeen bakteerit tiivistettiistian pohjalle liuoksesta sentrifugoimalla
(Sorvall SS34 -roottorilla 9000 rpm 15 min +4 °@gssSorvall Instruments, RC5C).

Virukset sisaltdva nestefaasi otettiin talteen.

Virusliuoksen tarttuvien virusten maarad mitattiinalppamalla 100pl:a virusliuosta
laimennoksilla 16, 10° ja 10" seka 20Qu:a DS88(pLM2):n yli yon -kasvatusta ja 3 ml:a
LB-soft-agarliuosta. Virusten aiheuttamien plakkiedara laskettiin maljoilta ja tuloksista

paateltiin virusliuoksen virusten lukumaéaraksi 5*1@grusta millilitrassa.

Viruskanta suodatettin PALL Acrodisc 32 mm -suadaella (0,8/0,2 um Supor-
membraani, lot 08-1148) bakteerien poistamiseksiiodgdtuksen jalkeen virusten
lukumaara tarkistettiin, kuten ylla. Viruskantaailgéttin +4 °C:ssa. Liuoksen
bakteerittomuus tarkistettiin tasaisin véaliajoin [Jmamalla 100 pl virusliuosta LB-agar-

maljalle.

2.3. Evoluutiokokeet

Evoluutiokokeessa 1 kanamysiinille (km) vastusthsisia bakteereja Salmonella
TyphimuriumDS88(pLM2) jaEscherichia. coliK12 JE2571(RP4)) kasvatettiin 5 ml:ssa
LB-liuosta ja yon jalkeen kasvatuksesta siirroste pl:a uuteen LB-liuokseen. Koetta
jatkettin kymmenen paivan ajan. Kokeen aikana at@ilp viitend paivana kasvatuksia
seka tavalliselle LB-agarmaljalle ettd antibioottssaltavalle LB-maljalle. Maljojen
antibioottipitoisuudet olivat 25pug/ml (km) tai 20fadg (tetrasykliini, tc). Kontrollina
kaytettiin edella mainittuja kasvatuksia ja bakéesta tehtiin viisi rinnakkaiskasvatusta.
Kokeen viiteen rinnakkaiskasvatukseen lisattiin imnsdisena paivana hl:a PRD1-
virusta. Kasvatuksia pidettiin ravistelussa (22t)yp/on yli +37 °C:ssa. Maljat jatettiin

vuorokaudeksi +37 °C:een.
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E. coli HMS174(RN3) on vastustuskykyinen tetrasykliinillimten vastaavat kokeet
kyseisen bakteerin kanssa tehtiin kayttaen antiti@otetrasykliinia.
Kontrollin  antibioottivastustuskyky testattiin  rawiemaljoilla  kasvaneista

peséakkeista vetamalla niista viiva antibioottimiédjgks. 2.4.).

Evoluutiokoe 2 oli vastaava koe kuin evoluutiokqeriutta viruslisdys tapahtuu paivittain

kymmenen paivan ajan. Kaytettiin viitta rinnakkaigbntrollia ja viittd maljauspaivaa.

Kolmannessa evoluutiokokeessa kaytettin  kahta alkaista bakteerikasvatusta
(DS88(pLM2) seka JE2571(RP4)). Antibioottiresisténkasvatusta liséttiin 5 pul 5 ml:aan
LB-liuosta, joka sisalsi 25 pg/ml kanamysiinia. Kek kymmenena paivana liuoksesta
siirrostettiin 5 pl uuteen LB-liemeen, jonka antibitipitoisuus oli 25 pg/ml (km). Naméa
toimivat kokeessa kontrolleina ja varsinaisiin méigiin lisattin myds PRD1-virusta

paivittdin 5 pl:a. Maljattiin vain syklin 10 kasweéiset LBniviocorragarmaljalle.

2.4. Antibioottivastustuskyvyn tarkistaminen

Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittaa, vaikuttaakruksen lasnéolo bakteeripopulaation
antibioottivastustuskykyyn. Taté tutkittiin vertaalta sek& nayte- etta kontrollikasvatusten
bakteeripesakkeiden lukumaaraa, kun kasvatustaattialj sekéd LB-agarmaljalle etta
LBantiviootragarmaljalle. Kontrollissa laimennosta muutettiarvemmin, koska kasvu oli
tasaista, mutta virusta sisaltavien naytteiden dainokset arvioitiin valistuneella
arvauksella ja naytteestd maljattiin useampia lamo&sia. Viljelmia kasvatettiin yon yli
+37 °C:ssa. Seuraavana paivana bakteeripesakkkiemaara laskettiin, jolloin saatiin
maaritettyd alkuperaisen kasvatuksen bakteeritin@ligitrassa. Kontrollin testaamisessa
kaytettiin kahdenlaista menetelm&&. Kaikissa kaeeigoissa mitattiin seka kertalisaysta
etta paivittaista lisdysté, kontrollin LB-agarm#ijakasvaneista pesakkeista vedettiin viiva
LBantibioottragarmaljalle. Serratia marcescens sekd E. coli JE2571(pLM2):n kohdalla

samasta laimennoksesta pipetoitiin saman verratebdakiljelmaéa molemmille maljoille.
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2.5. Viivakokeet

Tutkimuksessa kaytettiin  kahdenlaisia viivakokeit&nsiksi viivakokeella mitattiin
viruksen tartuntakykya bakteeriin. Talléin ravinredjalle vedettin ensin PRD1-
virusliemeen Kkastetulla siirrostussauvalla viivaam@an jalkeen bakteeripesdkkeesta
vedettiin poikittain viiva viruksen viivan yli, j@in virus sai mahdollisuuden tarttua
bakteeriin, jolloin bakteeri ei kasvaisi viruksesikutuksesta virusviivan kohdalla. Yon yli
kasvattamisen jalkeen (+37 °C) tarkistettiin tarakyky. Talla tavalla testattiin jokainen

bakteeri, jotta ne ovat varmasti viruksen isantgsol

Toisessa Vviivakokeessa tarkistettin bakteerin ustaskyky antibiootille vetamalla
bakteeripesakkeesta viiva antibioottimaljalle. Ardottiresistentti bakteeri aiheuttaisi

bakteerikasvuston viivan kohdalle, mutta muuterviama ei tulisi lainkaan.

2.6. PCR-koe

Polymeraasiketjureaktiolla (engl. polymerase chagaction, PCR) haluttiin testata,
muuttuuko plasmidien lasnéolo bakteeripopulaatioks&eessa kaytettiin JE2571(RP4):n
evoluutiokoe 1:n kymmenennen paivan maljoja, jatieo sisélsivat tai eivat sisaltdneet
kanamysiinia, sekda DS88(pLM2):n ja JE2571(RP4)imeisen tutkimuspaivan maljoja
evoluutiokokeesta 3. Naytteind tutkittin maljojgRksittaisia pesakkeita, jotka siirrettiin
yoksi nestekasvatukseen (+37 °C, ravistelu 220 rpKyntrollina oli lisaksi yksi
JE2571(RP4):n tai DS88(pLM2):n normaali yon yli skatus antibioottia sisaltavassa (25
pg/ml) ravintoliuoksessa, jotta varmistettiin bakien olevan vastustuskykyisia. 24-
kuoppalevyyn pipetoitin 10 pl/kuoppa reaktiosepgtika sisalsi 50 % (v/v) Phusion
Master Mix Flash -reagenssia (2x, lot 7), 10 % )&@kéa eteenpdin-aluketta etta takaperin-
aluketta ja 30 % steriilia vettd. Reaktioseoksemsattiin nayte- ja kontrolliliemesta

steriililla siirrostussauvalla tutkittavaa bakteeri

Alukkeina kaytettin  primaasientsyymi-, trbE- ja kanamysiiniresistenssigeeniin

suunniteltuja alukkeita (Biomers.net). (Taulukko 2)
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Taulukko 2. PCR-kokeessa kaytetyt alukkeet sekesnsen.

Aluke Sekvenss

primaasi eteenpdin-aluke 5’-gca tcc ttc ctt gcgatet-3’
primaasi taaksepain-aluke 5’-tgc acg acg agg acadag-3’

trbE eteenpain 5’-cct gga cgc ctt cct tgg tagdgaee3’
trbE taaksepéain 5’-gtt cag gcc cat gcg gcg gta-&agg
kanamysiini eteenpain 5’-cgg tct atc ggc tgc atagtc-3’
kanamysiini taaksepain 5’-caa gcc tct cct gaa gopgitg-3’

PCR suoritettiin Finnzymes Piko Thermal Cyclertt&glla. PCR-ohjelmassa juosteiden
erottaminen tapahtui 98 °C:ssa, jonka jalkeen ntesisaktiota toistettiin 35 kertaa siten,
ettd reaktiota pidettiin, 15 s 60 °C:ssa, 20 sG2%a, 10 s 98 °C:ssa.

Ajettiin PCR-tuotteet 1 % agaroosigeelielektrof@ite (AGE): 120 V 40 min. DNA-
juosteiden pituus arvioitiin vertaamalla vyohykkeiFermentas GeneRuler 1 kb Plus
DNAladderin vythykkeisiin (lot 00033159).

2.7. Kasvukayrat

Bakteerikasvustoista mitattiin myos kasvukayrétéaila HY-Growthcurves, Bioscreen C-
MBR. Bakteerien yon yli —kasvatuksista pipetoitiipul 5 ml:aan LB-liuosta kolmeen
putkeen. Yhteen putkista lisattiin 5 pl virustayjateen seka virusta etta antibioottia 25
pg/ml (km)/20 pg/ml (tc). Naytteitd pipetoitin kppamaljalle 200 pl. Laite ravisteli
jatkuvasti naytteitd ja mittasi absorbanssia \&ldl05-600 nm viiden minuutin valein
(kymmenen rinnakkaisnaytetta).

Samalla tavalla mitattin my6s HMS174(RN3):n kasdyrat, mutta tata bakteeria
testattiin useammassa ymparistossa eli myos kitlaihteessa plasmidittomien bakteerien
kanssa, jolloin molempia bakteereja lisattin 5 fIml:aan LB-liuosta ja seoksesta
pipetoitiin kuoppamaljalle 200 pul:a.
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3. Tulokset

Viruksen vaikutusta soluihin  testattiin, jotta sasin selville, laskeeko

antibioottiresistenttien bakteerien joukko bakteepulaatiossa. Antibioottiresistenssi laski
kaikissa tutkituissa bakteerikannoissa. Kontradlissstustuskyky sdilyi lahella 100 %:a.
Sen sijaan riippumatta siita, lisattiinkd virustartan vai paivittdin, vastustuskykyisten

bakteerien maara romahti jo kolmantena péaivanatdgalen maara laski kymmenenteen

paivaan asti.
Evoluutiokoe DS88(pLM2)
1,2
g
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c
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g 0
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< 0,0080,00551
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O DS88 B DS88+PRD1, yksi lisdys O DS88+PRD1, paivittiinen liséays

Kuva 2. PRD1-viruksen vaikutusSalmonella enterica DS88(pLM2) -bakteeriin.

Salmonella enterica joka sisalsi pLM2-plasmidin, reagoi PRD1-viruksen
lasnaoloon siten, etta resistenttiys oli lopultangisend mittauspaivana vain 0,551 %:a

(Kuva 2). Talldinhén vain noin kuusi bakteeria tmhasta kykeni kasvamaan antibiootin
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lasna ollessa. Vastustuskykyisia bakteereja popatda oli vajaa puolet heti ensimmaisen

paivan jalkeen verrattuna kontrolliin.

Evoluutiokoe JE2571(RP4)
1,2
= 1 0,993 0,994
=} 1
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O JE2571(RP4) B JE2571(RP4)+PRD1 O JE2571(RP4)+PRD1, paivittainen viruslisdys

Kuva 3. E. coli K12:n (JE2571(RP4)) reaktio viruksen (PRD1) lasndoon kahden eri kokeen aikana.

Erojakin 16ytyi bakteerien ja plasmidien valillaleénsa vastustuskyky tippui heti
ensimmaisen paivan jalkeen, mutBerratia marcescenk® (Kuva 6) ensimmaisessa
mittauksessa ei viruksella nayttaisi olevan mitgdikutusta.E. coli JE2571(RP4) reagoi
virukseen siten, etta populaation vastustuskykyewuélghden paivan aikana 58,8 %:iin ja
kymmenentena mittauspaivana 16,8 %:iin, kun virugdidisatty ensimmaisena paivana
(Kuva 3). Vastaavasti paivittéisen viruslisayksdmneydessa vastustuskyky laski paivassa
71,5 %:iin ja lopulta viimeisend mittauspaivana S5iifo pLM2-plasmidin sisaltanyt
JE2571 ei kyennyt pitdm&an antibioottiresisteng&rst kiinni, koska resistenttien
bakteerien maara tippui kymmenen paivan jalkeea [mf %:iin ja jo yhden paivan aikana
vastustuskyky vajoaa 9,3 %:iin. Tosin kontrollinkiastustuskyky vaihteli voimakkaasti
(Kuva 4).
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Evoluutiokoe JE2571(pLM2)

antibioottiresistenttien
bakteerien osuus

1 3 10

Paiva

@ JE2571(pLM2) m JE2571(pLM2)+PRD1 paivittain

Kuva 4. E. colin kantaa JE2571 tutkittiin viruksen kanssa my6s, ka bakteeri sisélsi pLM2-plasmidin.

Virus vaikuttaa myo&. coliHMS174(RN3) -bakteeriin (Kuva 5). Jo ensimmaisen
paivan jalkeen resistenttiys putoaa 12-35 %:iinkgdmantena péivana resistenttiys on
tippunut kymmenennen péaivan lukemiin. Vastustusigteyn maara on hyvin lahella

toisiaan riippumatta siita, lisattiink® virusta kam vai joka paiva (4 %:a verrattuna 1 %:a).

Evoluutiokoe HMS174(RN3)
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Kuva 5. PRD1:n vaikutusE. coli K12:n HMS174(RN3)-kantaan.
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Kolmannessa evoluutiokokeessa kasvatettin  bakeeer®S88(pLM2) ja
JE2571(RP4) seka PRD1:n ettd kanamysiinin seur&ssvatuksia jatkettiin kymmenen
paivaa, joista seitsemantena kasvatuksista mitatkidasvukayrd, ja kymmenentena
siirrostettiin soluja LBy-agarmaljoille. Maljoilta laskettiin pesékkeiderklumaara, jonka
perusteella arvioitiin laimennossuhteen mukaan deleén maara millilitrassa (Taulukko
3). Salmonella enterica-bakteerien maara oli lahes viisi miljardia mitliissa

bakteeriviljelm&&, kun taa€. colin populaatiokooksi arvioitiin reilu yksi miljardi

millilitrassa.
Evoluutiokoe DB11(pLM2)
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Kuva 6. Serratia marcescens DB11 -bakteerin reakti®RD1-virukseen.

PCR-kokeiden avulla selvitettiin plasmidin sailytdisolussa PRD1:n vaikutuksen
jalkeen kolmen eri plasmidigeenin avull&rbE (osallistuu paritteluun, ks. JohdantopC
(primaasi) ja aphA (kanamysiiniresistenssi). Ensimmaisesta PCR-kokedKuva 7)
nahdaan selvasti PRD1:n vaikutus - kun testatiilujga, jotka kasvoivat kanamysiinia
sisaltavilla maljoilla, saatiin tulokseksi, ettéildd solut olivat kanamysiiniresistentteja,
kun taas tavallisella ravinnemaljalla kasvavat tokivat olleet vastustuskykyisia
antibiootille. Kuvasta 8 voidaan tulkita plasmidai sen geenien lasnéoloa virukselle ja
antibiootille altistetuissa soluissa. Kun soluwati kasvaneet kymmenen paivaa PRD1:n ja

kanamysiinin kanssa, JE2571(RP4)-pesakkeitd kasaoamysiinimaljoilla, mutta PCR
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antoi negatiivisia tuloksia: primaasigeenia ei olkwin kontrollissa,trbE esiintyi vain
ensimmaisessa naytteessa, mutta kanamysiiniretsigtim antava geeni oli neljassa
naytteessa kuudesta. DS88(pLM2):n kohdalla koritjéllvat Iahes tyhjiksi.

Taulukko 3. Pesékkeiden lukumaérasta antibioottimalalla méaéritettiin bakteerien maara millilitrassa,
kun bakteereja oli kasvatettu kymmenen paivaa antimotin ja viruksen kanssa seka vertailuna ilman
kumpaakaan valintaa.

Bakteeri Bakteerien lukumaira | Bakteerien lukumaara
millilitrassa (cfu/ml) (virus- ja | millilitrassa (cfu/ml) (ilman
antibioottivalinta) valintaa)

DS88(pLM2) 4,8%10° 4,5%10°

JE2571(RP4) 1,2*10° 1,2*10°

"
1

Kuva 7. AGE-kuva PCR-reaktioista. Kaivoissa 1, 10 § 18 1kb
mittaseos erikokoisista DNA-pétkista kokovertailuks, kaivoissa 2-9
pesdkkeet JE2571(RP4)+PRD1 -naytteiden LB-maljalta, kaivossa
11 kontrolli, kaivoissa 13-26 pesakkeet JE2571(RP4PRD1:n LB-
maljoilta.

PCR-naytteiden tuloksia voidaan viela verrata geersijoittumiseen plasmidissa
(Kuva 1). Tutkittavista geeneisteraC ja aphA sijaitsevat hyvin lahekkain toisiaan, kun

taastrbE sijoittuu hieman kauemmaksi.
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Kuva 8. AGE-kuva PCR-reaktiosta. Molemmilla bakteeeilla
tehdyistd naytteistda (+PRD1+KM) kanamysiinimaljalta
ylimpédnd on testattu primaasia, keskelld trbE-geenid ja
alimpana kanamysiinigeenia.

Viruksen populaatiovaikutusta selvitettiin baktearkasvukayran avulla (Kuvat 9-
11). DS88(pLM2):n kuvaajasta nékyy (Kuva 9), kuifkBRD1 hidasti populaation kasvua
ja antibiootti myohastytti kasvuun lahtéa vieldrhan lisdd. Kayradssd huomataan selva
piikki, eli populaatio romahtaa ensimmaisen kasiyksen jalkeen. Kuitenkin lopulta
kasvu ulottuu normaalipopulaation  ylapuolelle ja udattaa aika hyvin
normaalipopulaation kasvukdyrdn muotoa (mm. Zwiegerym., 1990), jossa on
eksponentiaalista kasvua, jonka jalkeen bakteemé@ra alkaa pudota. Kanamysiinin
vaikutus nakyy selvemmin vasta lopussa, jossa aktebrien maarassa on jo huomattava,
kun vertaa molempia viruksen kanssa kasvaneidenlgajoiden kasvukayraa. Kuvasta
nahdaan myods se kummallisuus, ettd antibiootinaijaliruksen kanssa kasvaneet

populaatiot saavuttivat suuremman kasvuhuipun kommaalipopulaatio.
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Kasvukayra DS88(pLM2)
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Kuva 9. Salmonella enterican (DS88(pLM2)) kasvukayrat viruksen (PRD1) ja antibbotin
(kanamysiini, km) lasna ollessa.

Verrattaessa DS88(pLM2):n kasvukayria JE2571(RPRxsvukayriin (Kuva 10)
havaitaan samankaltaisuutta kuvaajissa. MyBs colin virus vaikutti siten, etta
eksponentiaalinen kasvu alkoi kontrollia my6hemrnankéyrassa esiintyi alussa piikki.
Liséksi tassakin huomataan antibiootin merkitysviille, koska antibioottia sisaltdneessa
naytteessa kasvu oli lahes koko ajan heikompaaiti@uksen loppupisteesséa ero oli jo
huomattava. Tosin bakteerien valilla oli erojakinvirusta siséltaneet naytteet eivat

kasvaneet paremmin kuin kontrollikasvatus.
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Kasvukayra JE2571(RP4)
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Kuva 20. E coli JE2571(RP4) -bakteerin kasvukayrateri kasvuympéaristdissd. PRD1-viruksen ja
antibiootin (kanamysiini, km) vaikutus populaatioon.

Kayramorfologioihin saatiin suurempia eroja testassa, kuinka populaation kasvuun
vaikuttaa esim. kilpailutilanne (Kuva 11). IncN-phaidin RN3 sisdltavan HMS174:n
toimiessa verrokkina pienempid eroja sen kuvaajsaatiin kaytettdessad puhdasta
Kilpailutustilannetta eli HMS174+HMS174(RN3) taisdittdessa seokseen vielda PRD1.
Nopeimmin kasvamaan lahti HMS174+HMS174(RN3)-pogtita ja heti perassa tuli
populaatio, jossa vaikutti ndiden lisaksi vieldusgir Kuitenkin kaikkein suurimpaan
kasvuun ylsi kontrolli - tosin ero viruksettomaanp&ilutilanteeseen oli hyvin pieni.
Valtava muutos kasvussa tapahtuu, kun lisdtaan staru ei-kilpailevaan
bakteeripopulaatioon ja varsinkin, jos samaistakpaksekoitetaan viela tetrasykliinilla.
Muihin kasvukayriin verrattaessa ilman antibiootkasvaneet virukselliset populaatiot
vastaavat toisiaan siina, ettéd kasvun aloitus hidasmutta saavuttaa kuitenkin lopulta
miltei normaalin lakipisteen. Loppupisteesséa tosiruksellinen nayte sisaltaa jalleen
suuremman populaation myods virukselliseen kilpd#oteeseen verrattuna. Odotettua sen
sijaan oli, ettd heikoiten kasvaneen populaatikana oli nayte, joka sisalsi plasmidillisen
bakteerin lisdksi sekéa virusta etté antibioottien 8saksi, etta kasvaminen viivastyi, se oli



32

myoOs selkeasti hidasta kasvukayran muistuttaenmétie tasaisesti kasvavaa kuin

eksponentiaalisesti kasvavaa. Lakipiste jai reilpuoleen véliin tarkastellessa sen eroja

muihin kasvukayriin.

Kasvukayra HMS174(RN3)
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Kuva 11. E coli K12 HMS174(RN3) kasvukayrat virukse (PRD1) ja antibiootin (tetrasykliini, tc)

vaikuttaessa.
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4. Tulosten tarkastelu

4.1. Evoluutiokokeet

TyOssa tarkoituksena oli tutkia viruksen evolusiai vaikutusta bakteereihin, jotka
kantavat antibiooteille vastustuskyvyn antavaarplda. Tassa kaytettin PRD1-virusta,
joka kayttdd soluun tunkeutuessaan hyvakseen plasmiuodostamaa pilusta, jonka
valityksella plasmidi siirtda kopiotaan toisiin siblin. Viruksen vaikutus tulosten pohjalta
kaikkiin tutkittaviin bakteereihin on kiistaton. Ydaankin sanoa PRD1:n muuttavan
bakteerien DNA-sisaltdd vaikuttaen populaation wstsiskykyyn. PCR-kokeilla
ilmennettiin muutoksia plasmidigeeneissa (Kuvata), joten lisatutkimusta kaivataan,
tapahtuvatko muutokset rekombinaatiolla vai mutaatiaikutuksesta. Koska resistenttiys
ei havinnyt kokonaan, ovat populaation resistesuiut sek& antibiootille ettd virukselle
vastustuskykyisia. Olisikin tarpeellista selvittd&uinka kyseiset solut parjaisivat
kilpailutilanteessa, koska se kertoisi, onko t&lsia muutoksesta, jossa bakteeri on
resistentti myos virusta vastaan, haittaa kasvimddta.

TarkastellessaSalmonell&kannan DS88(pLM2) tuloksia sen kasvettua PRD1:n
kanssa huomataan, ettd vastustuskyky antibiookefgaan pienenee huomattavasti jo
ensimmaisen péaivan jalkeen (Kuva 2). Luonnollisestkteerimaarassa on jonkin verran
heittelyd, mika nakyy esimerkiksi ensimmaisen pdivajalkeen mitatusta
antibioottiresistenttiydesta. Kuvasta 2 nakyy, kainensimmaisen paivan jalkeen
vastustuskyvyssa on viiden prosenttiyksikon erodieahkokeen valilla, vaikka talléin
virusta on molemmissa kokeissa lisatty vain kerran.

Vaikka vastustuskyky heikkenikin hieman enemmaigaisella viruslisayksella,
ainoastaan ensimmaisena paivana virusta lisatthesséereista kuolee antibioottimaljalla
99,2 %:a kymmenen paivan kuluttua. Paivittdin vinégrad kasvatettaessa
antibioottiresistenttiys pienenee lopulta vain ©in. Se, johtuuko resistenttiys sitten
rekombinaatiosta bakteerin genomiin vai jostakirusta, onkin eri kysymys ja vaatii lisaa
tutkimusta. Joka tapauksessahan bakteerien onaoltsistenttejd, koska ne kasvoivat
antibiootin lasna ollessa, joten vastustuskyvymeatgeeni ei ole soluista havinnyt. Koska
PRD1 kayttdd samaa kompleksia soluun tunkeutunagiskes® plasmidi horisontaaliseen

lisdantymiseen, ei ole yllattavaa, etta populaatiastustuskyky pienenee lahelle 0 %:a.
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Tilastollisesti ero kertalisayksen ja paivittaisaruslisayksen valilla ei ole merkittava el
virus menestyi bakteeripopulaatiossa niin hyvinta euusien virusten lisdéaminen
populaation joukkoon ei tehostanut resistenttiygeistamista. Kun PRD1-virus kerran
vapautettiin bakteeripopulaatioon, vaikutus oli mattava eli suurin osa soluista paasi
eroon plasmideista ja taten eivat olleet vastugtigkia kanamysiinille, mutta vajaa
prosentti bakteereista pystyi vastustamaan seki#sen etta antibiootin vaikutusta.

Vastaavasti Escherichia coli —kannoilla JE2571 ja HMS174 tapahtui
antibioottiresistenttien solujen vdheneminen (Ku8at4 ja 5). Tosin HMS174(RN3):n
kohdalla ensimmaisend mittauspéaivana ero kertddgsiy ja paivittaisen lisdyksen valilla
oli reilun 20 prosenttiyksikon ero, mikd osoittaans ettéa ollaan tekemisissa elavien
olentojen kanssa. Ei voida olettaa, vaikka baktesamanlaisia ovatkin, etta jokainen
kasvatus kayttaytyy tdsmalleen samalla tavallaibdotttiresistenttiyden pieneneminen on
kuitenkin  selva myo6s néilla kannoilla. HMS174(RNB): kohdalla viruksen
lisdamiskertojen maaralla ei ole paljoa vaikutustatibioottiresistenttiyteen, koska
kertalisdyksen ja paivittaisen lisayksen aiheuttagna on tilastollisesti pieni (kolme
prosenttiyksikkda). JE2571(RP4)-kannalla ero obrattavampi, kun vertasi kertalisaysta
ja paivittaista: eroa kymmenentena kasvatuspaiedinahes 12 prosenttiyksikkda. Mutta
jos vertaa kokeiden ensimmaiseen paivaan, jolloima eoli 13 prosenttiyksikkda, ei
tuotakaan eroa voi pitaa tilastollisesti merkitt@@aTilastollisesti varmaksi voi sanoa vain
sen, ettd PRD1:n vaikutus on ilmeinen, koska rexsigen bakteerien osuus populaatiosta
vajoaa alle 17 %:iin.

lImeisesti RP4-plasmidi onnistuu vaikeuttamaan ksan tarttumista pLM2-
plasmidia enemmark. colissa, koska verrattaessa JE2571(RP4):n ja JE257HphM
kuvaajia (Kuvat 3 ja 4) on néhtavissa selked eldVZplasmidin sisaltava JE2571
menettdd antibioottiresistenttiyttddn ensimmais@stéasta lahtien huomattavan paljon
nopeammin ja kymmenen paivan jalkeen eroa on 4hgepittiyksikkod. Tosin kontrollin
kohdalla tapahtui JE2571(pLM2):n kohdalla jotakirmeisen péivan osalta. Vaikea sanoa
miksi, mutta tulosten mukaan kontrollistakin olipienentynyt antibioottiresistenttiys
64 %:iin kymmenen paivan jalkeen. Tama todennettiiela erikseen viivakokeilla
pakkaseen sailotyista kyseisistd naytteista. Regisgs tippui aivan kuin kontrollin sekaan
olisi paassyt virusta, mutta vaikka inhimillinenebdys on aina mahdollinen, téllainen

virhe on epauskottava tarkkojen laboratoriotoimemgen vuoksi. Toisaalta
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pipetointivirhe voisi aiheuttaa myds eron, jos éliss maljalle on erehdyksessa pipetoitu
enemman. Joka tapauksessa bakteerit eivat luovamlaistaan, vaikka alkuperdinen
antibiootti- tai muu selektio ymparistosta havigdahlberg ja Chao, 2003).

Eron pLM2- ja RP4-plasmidin valilla voi tulkitarteittavan myos sitd, ettd solun
on paljon helpompi p&asta eroon pLM2-plasmidistan KRP4:sta. Plasmidien pLM2 ja
RP4 ero resistenttiyden tippumisessa on hankaliftésel koska plasmidien pitaisi olla
kaytdnndssa samoja - plasmidit eroavat ainoastaniaottiresistenttiydessaan siten, etta
pLM2 ei ole vastustuskykyinen ampisilliinille jattasykliinille (Mindich ym., 1976).
Kanamysiiniselektiossa talla ei olettaisi olevanaan merkitysta.

PCR-kokeilla viela varmistettiin evoluutiokokeistauutos RP4-plasmidin kohdalla
(Kuva 7). PCR-kokeissa tutkittin kolmen geenin ndsloa: pri koodittaa proteiinia
primaasi, jonka on todettu vaikuttavan plasmidirkaigeen ja jota kaytetaan siirrossa
vastaanottavaan soluun, koska vastaanottava sgttaédprimaasia tehdakseen siirretysta
yksijuosteisesta DNA:sta kaksijuosteista (LankaBgrth, 1981);trbE toimii piluksen
rakenteessa ATPaasina (ks. yleiskatsaus de laygmy2010);aphAantaa vastustuskyvyn
kanamysiinille.  Selkedsti ndhdaan, etta (kBgarmaljalla kasvavat vain
antibioottiresistentit bakteerit, jotka sisaltavgilasmidin kanamysiinigeenin. Jos
satunnaisesti valittin LB-agarmaljoilta pesakkgat testattiin naitd kanamysiinigeenin
osalta, saadaan jokaisesta pesakkeestd negatiivindos. PRD1:n vaikutus
bakteeripopulaatioon on selked: populaatiossa tibiaottiresistentteja bakteereja, mutta
my0s paljon bakteereja, jotka eivat enaa sisallamlidin antibioottigeenid, jolloin bakteeri
on todennakoisesti paassyt eroon koko plasmidistB&@R-kokeissa vain positiivisesta
tuloksesta voi paatelld, ettd todennakoisesti hallNA-patkd on monistunut, koska
negatiivinen tulos voi johtua jostakin virheestakioseoksessa tai pipetoinnissa yleensa.
Tassa kuitenkin kontrolli toimi ja odotetusti amtibttia sisaltavalla ravintomaljalla olevat
pesakkeet antoivat positiivisen tuloksen antibigetnin osalta. Negatiiviset tulokset
antoivat vain pesakkeet, jotka kasvoivat ilmantaatttiselektiota.

Koska viljeIméat tehtiin samoista kasvatuksistadlsisluonnollisesti LB-agarmalja
myds antibioottiresistentteja bakteereja, muttairssdisesti pesakkeité valittaessa ei 14
pesdkkeesta yksikaan sisaltanyt PCR-kokeen mukaatustuskyvyn antavaa geenia,
jolloin johtopaattksena voidaan sanoa PCR-koketd&avan evoluutiokokeiden tuloksia

antibioottiresistenssin vahenemisesta bakteeripapiolssa.
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Serratia marcescengrosi muista bakteereista siten, ettd ensimmajsEnran
jalkeen DB11(pLM2):n resistenttiydelle ei vaikusiatapahtuneen juuri mitdén. Lasku on
huomattavan paljon pienempi kusalmonelldla ja E. colila. Virusta lisattdessa paivittain
huomataan resistenttiyden kuitenkin pienenevanojulta kymmenen paivan jalkeen
paatyvan 2,5 %:n antibioottiresistenttiyteen. \kusibakteeri kyeta hidastamaan joko
viruksen siirtymista soluun tai solun lisdantymis&eston valjastamista viruksen kayttéon
paremmin kuin muut bakteerit? Jollain tavalla kysei bakteeri vastustaa viruksen
vaikutusta pitempaan kuin muut. Pilusrakenne, jokias tarttuu, on joka tapauksessa
lahtdisin  plasmidigeeneistda. Kuitenkin  my0s bakteemaikuttaa piluksiin, kuten
johdannossa todettinE coli muodostaa 20 pilusrakennetta verrattuBalmonella
typhimuriunin 50:een pilukseen.

Molempien bakteerien, joiden reaktioita tutkittvain jatkuvaan viruslisdykseen,
kontrollin testaus tehtiin maljaamalla samaa kdhtréaimennosta seka LB-agarmaljalle,
ettd LB-agarmaljalle, mink&a vuoksi antibioottiresistenssinousi yli 100 %:iin. Kyseiset
bakteerit olivat siis DB11(pLM2) seka JE2571(pLM®Bipetoimalla ei kuitenkaan voi
saada tasmalleen samaa maardd bakteereja molemmailjeille, vaikka hyvin lahelle
samaa paastaisiinkin. Viivakokeet koettiinkin Iutagammiksi, koska kaikki LB-
agarmaljalla kasvaneet pesakkeet testattiin vetamiibta viiva LBnibiootragarmaljoille.
Tama oli tydlaampaa ja vaati hyvin tarkkaa ennati@irkuinka paljon resistenttiys ol
tippunut, jotta pystyttiin tekemaan oikeanlainemiannos. Aikaa kului myds enemman,
koska varmuuden vuoksi maljattin useampi laimenndgnkayttd koettiin kuitenkin
tarpeelliseksi tulosten uskottavuuden kannalta. @lngksi antibioottiresistenssin
tutkimisen maljaamalla koettiin nimenomaan tuloksgtissa resistenttiys nousi Vyli
100 %:n, koska taméan ei pitdisi olla milld&dn muutivalla mahdollista kuin, ettad
antibioottimaljalle on pipetoitu enemman bakteelkiaska kuitenkin molemmille maljoille
pipetoitiin automaattipipeteilla sama maara samaa@dnnosta, isoja eroja ei pitaisi olla.
Jotta voitaisiin testata jokaisen bakteerin resisies, siirryttiinkin

antibioottivastustuskyvyn tutkimisessa viivakokiisi
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4.2. Kasvukayrat

Jokaista kaytettya plasmidia tutkittin myos pladimi siséltavan bakteerin kasvukayran
avulla. Salmonella enteric®S88(pLM2) jaEscherichia coliJE2571(RP4) kasvoivat joko
yksindan, viruksen kanssa tai viruksen ja antildodéisna ollessa. llman virusta ja
kanamysiinia kasvanut DS88(pLM2) noudatti totutldidta eksponentiaalista
kasvukayrad, jossa bakteerien maara kasvaa emsigsiasti, minka jalkeen maara alkaa
pudota, kun ravinteiden ja tilan maara pienene@algysiinin lisdédmisen samanaikaisesti
viruksen kanssa olisi olettanut vaikuttavan bakégermaaraan merkittavasti. Vain
viruksen kanssa seka antibiootin ja viruksen kamhsddeereja kasvatettaessa kasvukayrat
ovat lahes identtiset; eroja on hieman ensimmajgiéin jyrkkyydessa ja enemman
mittauksen loppupuolella. Ero kasvukayrassa lisgga viruksen liséksi myds antibioottia
on yllattavan pieni (absorbanssierona 0,2391; jsékaaton numeerinen data) 72 h:n
jalkeen.

Erona normaaliin kasvukayraan on myos piikki n.:i7 kohdalla. Vaikuttaisi, etta
virus olisi ensiksi tappanut suuren osan bakteeemmika nakyy alun hitaana kasvuna,
mink& jalkeinen piikki johtuisi mahdollisesti viragn monistumisesta bakteerin sisalla
ennen kuin se tappaa taas uudemman kerran bakiebkagpttaessaan isadntasolunsa.
Antibiootin lisddminen virusta sisaltavaan baktesmmieen vaikuttaisi lopulta bakteerien
selviamiseen heikentavasti, vaikka ero ei tosidarsaouri. Erikoinen piirre kuvaajassa on
myd0s se, kuinka viruksellisten naytteiden kayratsevat korkeammalle kuin ilman virusta
kasvaneiden bakteerindytteiden kayrd ja jaavat mkdskeammalle. Tapahtuuko
bakteereille jokin mutaatio virus- ja antibioottediolla, mikd saa aikaan paremman
kasvun? Pelkan viruksen kanssa kasvatettaessaebate ehk& onnistunut padsemaan
eroon plasmidista, mika saattaisi antaa pienen uakwn plasmidilliseen bakteeriin
verrattuna. Mutaatio, joka on sailyttdnyt bakteesstustuskyvyn antibiootille ilman, etta
bakteeri on enda PRD1:lle altis, onkin vaikeamnodennettavissa eika ollut tdman
tutkimuksen rajoissa mahdollista selvittaa.

Jos miettitaan, ettda PRD1-vastustuskykyiset korjiviget bakteerit ovat
kykenemattémia plasmidin horisontaaliseen siirtg@mahn ym., 1997), voidaan pohtia,
onko tutkittavissa plasmideissa tapahtunut mutagoitoin bakteeri ei ole endd kyennyt

muodostamaan parittelukompleksia (mpf) ja on t&&enut suojan myds virusta vastaan.
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Mpf on voinut muokkaantua sellaiseksi, ettei sedetwdimi viruksen reseptorina. Tama ei
tosin selitd, miksi seka virukselle ettd antibitbetvastustuskykyinen bakteeripopulaatio
kasvoi lopulta paremmin kuin kontrolli, minké& voispekuloida johtuvan plasmidin
poistamisesta johtuvasta kasvuedusta.

JE2571(RP4) reagoi odotetummin virukseen ja aditiin — viruksettomien
naytteiden kasvukayra kiipedd korkeammalle ja mikisan lopulla jadkin korkeimmalle.
Salmonella kasvukayréan lailla tamé&s. coli—kannan kuvaajassa on ndhtavissa ensin pieni
piikki, kunnes kasvukdyra nousee normaalin mallisesnyds virus- ja
antibioottikasvatuksissa. JE2571(RP4)+PRD1+kanamysasvatuksen kasvukayra jaa
kuitenkin talla kertaa alemmalle kuin muut, jotespplaatiossa tapahtunut muutos ei ole
taysin kumonnut viruksen vaikutusta.

PCR-kokeiden olettaisi talloin antavan tulokseletta kaikki sisaltaisivat ainakin
antibiootille vastustuskyvyn antavan geenin. Kuiiankyseinen PCR antoi negatiivisen
tuloksen kahden naytteen kohdalle, miké oli odo#tamta. Tosin on aiheellista kysya,
onko kyseessa oikea negatiivinen vai virhe. Kolitrahtoivat hyvin selkean positiivisen
kaikista testatuista markkereista. Ensimmainenenéitainoa, joka antoi kaksi positiivista
eli trbE-geenistd seka kanamysiinista. Kuitenkin kuvasiiménee, ettd nama eivat ole
niin vierekkain kuin pri ja trbE, joten olisi yllattavaa, jos primaasi olisi hawmn
esimerkiksi rekombinaation vuoksi. Tosin Merryweaathym. (1986) selvittivat, etta
primaasin puute ei vaikuttanut kahdeéncoli —kannan véliseen siirtoon niin voimakkaasti
kuin, jos vastaanottajana dialmonella Mutaatio primaasissa heikerisi colien vélista
plasmidisiirtoa, mutta ei kuitenkaan lopettanuéi sibkonaan. Taman vuoksi plasmidin
luopuminen primaasista ei ole mahdotonta, koskai sde taysin valttamaton plasmidin
horisontaaliseen siirtoon. Ladhes varmaksi voi PCiglosten puolesta todeta, etta ainakin
suurin osa kanamysiinille vastustuskykyisista plksta sisalsi
kanamysiiniresistenttiyden antavan geenin.

Salmonella ja E. colin kasvatuksista virus- ja kanamysiiniymparistosskettiin
my0Os bakteerien lukumaara (Taulukko 3). Maljallehdigsta viljelmista laskettiin
pesakkeiden lukuméaéard ja todettiin, ettd kaksoismah jalkeen pesékkeitd kasvoi
normaalin populaation verran. Tulos on yhdenmukaik@svukayrien kanssa, koska

populaatiot kasvoivat viiveen jalkeen lahes santaNalla kuin kontrolli.
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E. coliHMS174(RN3):n kuvaaja poikkeaa muista, koska kyselsakteerin kanssa
tutkittin - myods kilpailutilannetta. HMS174(RN3)-btderia kasvatettiin viruksen seké
viruksen ja antibiootin kanssa, kuten aiempiakioikReuksena oli kilpailutilanne, jossa
bakteeria kasvatettiin plasmidittomien bakteerieandsa. HMS174(RN3)+HMS174-
seoksen kasvukayra nousi tdsmalleen samalla tavallakuin
HMS174(RN3)+HMS174+PRD1:n kuvaaja. Tama voi johtséta, ettd viruksen
vaikutuksesta antibioottiresistenssia ei siirtyngtasmidittomille bakteereille, jotka
kasvoivat normaalisti, ja mahdollisesti osa soligiystyi vapautumaan plasmidista
virusselektion vuoksi. Huomattavaa on, ettd puls@adsipailutilanteessa kasvukayra jaa
kontrollia merkittavan paljon korkeammalle kokeepuksi 48 h:n jalkeen. Jollain tavalla
plasmidin ldsndolo on auttanut populaation koon vkassessa, mutta lisdksi
plasmidittomat bakteerit ovat vaikuttaneet kasvuttMS174(RN3)+HMS174+PRD1-
seoksen kasvu paatyy lopulta lahes samaan pistedse#rollikuvaajan kanssa. Virus
nayttaisi aiheuttavan eksponentiaalisen kasvun ueg@p hieman aiemmin, ja nousun
jalkeen kayrassa tapahtuu pieni notkahdus alaspain.

PRD1 ei saanut samanlaista erillistéa piikkia aikss HMS174(RN3):n kanssa
kuin mita sai DS88:n ja JE2571:n yhteydessd, mutii@astytti bakteerikasvua
huomattavan pitkddn — kasvu alkoi vasta 10 h:nefgik kun kyseessa olivat
HMS174(RN3)+PRD1 ja HMS174(RN3)+PRD1+TC. HMS174(RN3RD1:n kuvaaja
herattaa mielenkiinnon, koska kun kuvaaja viivasgykjalkeen alkaa nousta, se noudattaa
hyvin paljon kontrollikuvaajaa. PRD1:n kanssa ka®et bakteerit olivat
antibioottiresistenttejd, koska ne oli valittu &ntbttiselektiolla kasvattamalla niita yon yli
antibiootin kanssa. Tama mielessa pitden kuvaallm an hyvinkin johdonmukainen,
koska virus tuhoaa bakteereja koko ajan eikd kgsddse vauhtiin. Kuitenkin jotakin
tapahtuu 10 h:n jalkeen, mika antaa bakteereillddoblisuuden kasvuun. Plasmidien
poistaminen soluista ei ole tutkimuksissa onnistks. yleiskatsaus de la Cruz ym., 2010;
Dahlberg ja Chao, 2003), joten on kiinnostavaankaibakteeri onnistui joko luopumaan
plasmidista poistaen viruksen reitin soluun tai ttamaan pilusrakennettaan siten, ettei
virus kykene enaa bakteeria infektoimaaNeisseria Gonorrhoeae on todistettu
vapauttavan DNA:ta solun ulkopuolelle kayttden mydssmidien hyddyntamaa T4SS-
proteiinikompleksia (ks. yleiskatsaus Hamilton y2006; ks. yleiskatsaus de la Cruz ym.,

2010). Voisiko saman kompleksin sisdltama bakteértad sisadltamaansd DNA:ta eli
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plasmidin my®s solun ulkopuolelle, jos ymparistaing sitd edellyttdd? Varsinkin, kun
kyseinen kompleksi on plasmidin geenien varasshdiéolun tulee kuitenkin selviytya
myods plasmidin mahdollisesta tuhoamiskoneistostdla j plasmidi pyrkii estamaan
plasmidittomien solujen hengissa sailymisen.

Koska antibioottivastustuskyky on suuri ongelma, sam levidmisen estaminen
tarkeda. Tassa tyossa esitetddn yksi tapa, jollokkaasti voidaan vahentdd
antibioottiresistenttien bakteerien maarda popudssd. Koska konjugatiiviset bakteerit
voivat lisatd tehokkaasti myds muiden bakteeriki@ntoresistenttiyttd, on plasmidin
horisontaalisen kahdentumisen estaminen merkittdw@utos rinnakkain elaviin
bakteeripopulaatioihin. Konjugaation ehkaisyyn d@ydetty myds muita tapoja, kuten
DeNapin ym. (2004) selvittama plasmidin poistaminpopulaatiosta kemiallisella
yhdisteella. He huomasivat apramysiinin sitoutuptasmidi-RNA:han, jolloin plasmidin
kopioituminen estyi. Williams ja Hergenrother (kdeiskatsaus, 2008) kokosivat listaa,
kuinka poistaa antibioottiresistenttiys bakteerist&¥/astustuskykyisten bakteerien
plasmidien havittamisessa on kaytetty plasmidinaomiekanismeja. Kuten johdannossa
esiteltiin, plasmidi varmistaa sailymisensa popiidssa tappamalla plasmidittomat
bakteerit solujakautumisessa. Tam& menetelma tetjiis plasmidia vastaan joko
estamalla vastamolekyylin  vaikutusta solun tappajekyylin  ehkaisemalla
vastamolekyylin  muodostumista solussa tai puuttlanalvastamolekyylin ja
tappajamolekyylin véliseen vuorovaikutukseen sitetta tappajamolekyylin toiminta ei
estynyt. Molemmat tavat johtavat solukuolemaantalia 16ytyi myds menetelmd, jossa
resistenssin levidmiseen populaatiossa vaikutetsit@malla relaksaasin toimintaa (Lujan
ym., 2007). Relaksaasin ollessa valttamaton plasnsdrrossa vastaanottavaan soluun
vahensi sen toiminnan blokkaaminen antibioottitesissin valittymista muihin soluihin.
Tosin metodin huomattiin my0ds tappavan osan plaisnsidéaltavista soluista.

Erilaisia. menetelmid on siis muutamia, ja naistdeimmat mahdollisesti
kaytettdvissa rinnakkain, jotta vaikutus antibioeslistenssiin olisi mahdollisimman
tehokas. Varsinkin kokonaiskuvaa ajatellessa oitast® huomioon, etta antibiootti- ja
virusresistentit bakteerit, jotka eivat kykene es@d@maan vastustuskyvyn antavaa geenia,
saattavat havitd taistelun populaatiossa plasroidit  bakteereja  vastaan.
Eksponentiaalisesti kasvaessaan pienikin etu, jgt&smidittomuus voi antaa, vaikuttaa

nopeasti populaatiossa. Dahlbergin ja Chaon (20@8)mukset antoivat liséksi viitteen,
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etta antibioottiresistenttien bakteerien leviamisit&oida estaa vahentamalla antibioottien
kayttoa. Plasmidi ei katoa populaatiosta, vaannwaln havitessa erilaiset mutaatiot
kompensoivat plasmidin aiheuttamaa kasvuhaittaa sétta plasmidittomat bakteerit eivat
ehdi kilpailutilanteessa hyddyntamaan etuaan. Omtla tutkimuksessa saaduilla seka
antibiootille ettd virukselle vastustuskykyisilléarknoilla sama tilanne kompensaation
kanssa? Kysymys vaatii lisdtutkimusta. Tarkeintdsiokuitenkin saada pidennettya
antibioottien kayttoikaa, koska antibioottiresigtss ilmenee nopeasti uusien antibioottien
I6ytymisen jalkeen (ks. yleiskatsaus Clatworthy y2@07).

Vaikka saadut tulokset ovatkin lupaavia, ja PRD#&hentdd populaation
antibioottiresistenttiyden jopa alle prosenttiim Rriittisyys pidettava mielessa. Faagien
kaytdssa saattaa piilla riski. Johdannossa esiteltrusten kayttéa ihmisten ja eldinten
sairauksien hoidossa. Virukset eivat nayttaisi atevaitaksi bakteerien isédnnélle, mutta
luonnon jatkuvan kilpavarustelun seurauksia on eailennustaa. Jos bakteeriviruksia
aletaan kayttda laajemmassa mittakaavassa, on bitawvai esim. virusten kyky
transduktioon eli geneettisen materiaalin siirtasantasolujen valilla. Chen ja Novick
(2009) raportoivat faagin valittdavan haitallisiaegeja bakteerista toiseef. (aureuga L.
monocytogengs

Koska tassakin tutkimuksessa havaittiin bakteesistustuskyky virusta kohtaan, ei
voida varmaksi sanoa, kuinka pitkaan virukset teiuat kaytettdessa laakkeena mikrobeja
vastaan. Joka tapauksessa ainakin ylla oleviensteio pohjalta voidaan sanoa
resistenttiyden faageja kohtaan koskevan murto-qsgaulaation soluista. Verrattuna
konjugaation vdlityksella nopeasti koko populaatiosiirtyvaan antibioottiresistenssiin

virusresistenttiys vaikuttaa pieneltd ongelmalta.
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