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Antibioottivastustuskykyisten Klebsiella pneumoniae -bakteerikantojen aiheuttamat
infektiot ovat globaalisti kasvava ongelma, silli ne saattavat olla resistenttejd
kaikille kliinisessd kdytossd oleville antibiooteille. Infektioiden hoitoon voidaan
vaihtoehtoisesti hyodyntdd bakteereja tappavia viruksia, bakteriofageja, joita
kdytetddan infektioiden hoidoissa sellaisenaan tai niiden tuottamien lyyttisten
entsyymien kautta. Tamén tutkimuksen tavoitteena on ymmartdd kahden K.
pneumoniae -kannan (EKP3 ja EKP8) ja Nendinniemen jdtevedenpuhdistamosta
eristettyjen faagien vdlistd vuorovaikutusta, sekd 1oytdd uusia ndkokulmia
faagiterapian kehittamiseksi. EKP3 ja EKPS8 villityyppikantojen lisdksi molemmista
kannoista tutkittavana oli kaksi mutanttia isolaattia, jotka olivat kehittyneet
resistenteiksi kahdeksalle ennestdin eristetyille faageille. Kannat erosivat toisistaan
geneettisesti siten, ettd ainoastaan toisella kannoista (EKP3:11a) on CRISPR-lokuksia.
Tutkimuksen aikana suoritetut faagialtistukset paljastivat EKP3-kannan reagoivan
faageihin geneettiselld tasolla, toisin kuin EKPS8, joka reagoi voimakkaasti
muokkaamalla geenisddtelyd. Uusien, faagiterapian kannalta, potentiaalisten
faagien eristiminen jdtevedestd onnistui hyvin. Erityisen kiinnostavaa on EKP8P6-
faagin kyky infektoida EKP3-kantaa vain silloin, kun se ensin oli kehittanyt
resistenssin EKP8P3-faagia vastaan. Vastaavia resistenttejd muotoja infektoivia
faageja altistuksiin lisdamadlld voidaan mahdollisesti parantaa faagiterapian
onnistumistodenndkoisyyttd  ja  hoidon  tehokkuutta  tulevaisuudessa.
Faagialtistuskokeet eivdt laboratorio-oloissa aktivoineet isdnndn CRISPR-

jarjestelmdd, mitd voidaan pitdd myos lupaavana faagiterapian kannalta.
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Antibiotics have been used for decades to treat bacterial infections, such as ones
caused by Klebsiella pneumoniae, a well-known multi-drug resistant pathogen. The
efficacy of antibiotics in the treatment of bacterial infections has, however, been
weakened by the growing prevalence of antibiotic resistance genes in the bacterial
population. Bacteriophages, or phages for short, are viruses which specifically infect
bacteria and therefore could act as an alternative for antibiotic treatments in the
form of phage therapy. The purpose of this study was to examine the responses of
two K. pneumoniae strains (EKP3 and EKPS8) to isolated phages to further improve
our knowledge on phage therapy. Both strains had two mutant isolates that were
previously treated with eight phages and had developed resistances against them.
These strains differed from each other genetically by CRISPR-loci that only EKP3
possessed, though it wasn’t activated during any of the experiments. Results
showed how EKP3 altered its genome to adapt to environmental changes and phage
pressure, unlike EKP8, which altered its gene expression instead. We were able to
isolate promising novel phages from sewage water, especially EKP8P6, which was
able to infect EKP3 only when the bacterium had developed resistance against
another phage isolated from sewage previously. This study shows new insights into
how we could insert phages like EKP8P6 that cannot infect wild-type bacteria but
rather mutated ones, into phage cocktails to improve phage therapy treatments

against pathogenic bacteria like K. pneumoniae.
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1 JOHDANTO

Vuodesta 1928 ldhtien, Alexander Flemingin penisilliiniloydoksen jidlkeen
antibiootteja on hyodynnetty muun muassa ihmisten bakteeri-infektioiden
hoitamiseen, sekd maataloudessa ja kalankasvatuksessa (Fleming 1929, Davies
2006). Taméan liikakdyton tuloksena niiden tehokkuus on laskenut bakteerien
antibioottiresistenssimekanismien kehittyessd ja yleistyessd. Monet bakteerilajit
ovat kehittyneet mutaatioiden ja geneettisen materiaalin vaihtumisen tuloksena
multiresistenteiksi (MR), minkd vuoksi ne sietdvit eri antibiootteja ja ovat 16ytdneet
keinoja vilttddkseen niiden vaikutuksen (Normark ja Normark 2002). Téaten
multiresistentit ja patogeeniset bakteerit, kuten Enterobacteriaceae-perheeseen
kuuluva Klebsiella pneumoniae, ovat hengenvaarallisia taudinaiheuttajia.
Mahdollisena hoitokeinoina antibioottien sijaan voidaan hyodyntda bakteriofageja,
eli faageja, jotka spesifisesti kykenevit infektoimaan isdntdbakteerin ja tuhoamaan

sen.

1.1 Antibioottien kiytto ja antibioottiresistenssin yleistyminen

Mikroskooppisista  pienelidistd, = bakteereista  ja  sienistd,  eristettyjd
antibioottimolekyylejd on hyodynnetty vuosikymmenid lddketeollisuudessa, kuten
my0s synteettisesti tuotettuja antibiootteja (Clardy ym. 2009). Namd molekyylit
aiheuttavat mikrobeissa fysiologisia tai biokemiallisia muutoksia, jotka heikentavit
bakteerien kasvua tai vaurioittavat niiden soluja hajoamispisteeseen asti (Sengupta
ym.  2013).  Bakteerit = syntetisoivat  antibiootteja = kontrolloidakseen
mikrobipopulaatioita  kilpaillessaan  eliympéristonsd  resursseista.  Téaten
antibiooteilla on merkittdvd tehtdvd luonnossa selviytymisen kannalta.
Antibioottien luonnollinen esiintyvyys sekéd erityisesti kliinisissd toimenpiteissa
hyddynnetyt antibiootit ovat aiheuttaneet antibioottiresistenttien (AR) kantojen
kehittymisen. AR kantojen nopea levidminen puolestaan on aiheuttanut

maailmanlaajuisen ongelman (Sengupta ym. 2013). Bakteerien



resistenssimekanismien kehittyminen tapahtuu kromosomaalisessa genomissa tai
liikkkuvissa DNA-elementeissd, kuten plasmideissa ja transposoneissa, jotka
horisontaalisen geeninsiirron vilitykselld siirtyvdt bakteerista toiseen (Stokes ja

Gillings 2011).

Bakteeriyhteisoja 10ytyy kaikista ekosysteemeistd niin maaperdstd, vedestd, kuin
ihmisten kehittdamistd urbaaniympéristdistakin (Davies 2006). Antibiootteja on
kaytetty herkdsti bakteeri-infektioiden hoitamiseen, kuten myds Kkarjan- ja
kalanjalostuksessa infektioiden ennaltaehkdisemiseen sekd kasvun nopeuttamiseen
(WHO/EMC/ZOO/97.4). Jalostamon pinta-ala ja eldinten mddrd vaikuttaa
antibioottien kadyttomadraan, sillda esimerkiksi suuri karjan koko sekd pieni
kasvatustila altistaa eldimet herkemmin infektioille, jolloin antibiootteja joudutaan
usein kdyttimddn runsaammin (WHO/EMC/ZOO/97.4). Antibioottihoidetun
karjan lihan mukana kulkeutuvat bakteerit voivat titen olla AR kantoja, jotka
mahdollisesti vaikuttavat ihmisen normaaliflooran muuntumiseen resistentiksi
horisontaalisen geeninsiirron kautta. Maa-alueittain antibioottien kaytto vaihtelee,
mutta myds ihmisten tietdmé&ttomyys tai véalinpitiméattomyys lisdd antibioottien
vapautumista luontoon. Erindisten vaivojen, kuten flunssanoireiden, ilmetessa
potilaat saattavat herkasti vaatia ladkéreilta antibioottikuuria
(WHO/EMC/ZOO/97.4). Ndin antibiootit saattavat vuorovaikuttaa paikallisten
bakteerien  kanssa, jotka puolestaan voivat kehittyd antibiooteille

vastustuskykyisiksi.

AR bakteerien levidminen on osittain myos jatkuvan matkustamisen, ldhikontaktin
ja huonon hygienian summa. Esimerkiksi suolistossa kehittyvit resistentit bakteerit
vapautuvat ulosteen mukana, minka takia jateveden késittely ja hyva hygienia ovat
merkittdvdssd asemassa AR:n levidmisen kannalta (Aslam ym. 2018). Koska
antibiootteja  kdytetddn erityisen paljon sairaalaympdristdissd, esiintyy
multiresistenttien  bakteerikantojen aiheuttamia infektioita huomattavasti
enemman esimerkiksi kirurgisten toimenpiteiden yhteydessa (Dennesen ym. 1998).
Tamd on vaikuttanut AR-kantojen runsastumiseen sekd kehittymiseen MR-

bakteerikannoiksi, mikd heikentdd infektioiden hoitomahdollisuuksia ja aiheuttaa



kuolleisuuden kasvua (Aslam ym. 2018). Maailman terveysjdrjests, WHO (engl.
World  Health  Organization), julkaiseman maailmanlaajuisen = AR:n
valvontaraportin mukaan MR-bakteerien aiheuttamien tautien kuolleisuuden
ilmoitettiin olevan Afrikassa ja Kaakkois-Aasiassa 45 % vuonna 2014 (WHO 2014).
Esimerkiksi kolmannen sukupolven p-laktaamille, kefalosporiinille, resistentti K.
pneumoniae on havaittu enimmékseen Euroopassa (82 %) sekd Kaakkois-Aasiassa
(81 %), mutta merkittavasti myos Afrikassa (77 %) ja Amerikassa (71 %) (WHO
2014). Jo ndistd lukemista voidaan pddtelld, kuinka yhden bakteerilajin AR on
maailmanlaajuisesti havaittavissa ja ongelman kasvuun ei ole vield 1oytynyt

hidastavia tekijoitd (WHO 2017).

1.2 K. pneumoniae taudinaiheuttajana

Klebsiella-sukuun kuuluva K. pneumoniae on gram-negatiivinen, patogeeninen ja MR
bakteerilaji, joka aiheuttaa etenkin sairaaloissa esimerkiksi keuhkokuumetta,
aivokalvontulehdusta ja virtsatieinfektiota (Tsai ym. 2008, Doorduijn ym. 2016). K.
pneumoniae eroaa muista enterobakteereista paksun polysakkaridikuoren eli
kapselin osalta, joka toimii myos merkittavana virulenssitekijand. Kapselin omaava
bakteeri vélttyy opsonisaatiolta, jossa elimistoon kulkeutuneet vieraat mikrobit tai
molekyylit tunnistetaan erilaisten vasta-aineiden sitoutumisen myotd. Syojasolut,
eli fagosyytit, tunnistavat sitoutuneet vasta-aineet ja voivat fagosytoida
tunnistamansa bakteerisolun. K. pneumoniae voi kuitenkin paeta fagosytoosilta.
Esimerkiksi makrofagien syodyksi jouduttuaan, se kykenee tuhoamaan fagosomin
ja vapautumaan siitd (Domenico ym. 1994, Cano ym. 2015). Kapselin luoman
fyysisen esteen lisdksi K. pneumoniae -bakteerin pintarakenteissa olevat
lipopolysakkaridit (LPS) estdvit suuren pituutensa vuoksi vasta-ainemolekyylien
aikaansaaman immuunipuolustuksen etenemistd (Merino ym. 1992). Myos K.
pneumoniae -bakteerin solunulkoisten proteiinien on havaittu olevan toksisia (Straus

1987).

K. pneumoniae on laajalle levinnyt bakteerilaji. Luonnostaan sitd on havaittu muun

muassa maaperdssd, vesistoissd, eldimien ja ihmisten limakalvoissa, etenkin



suolistossa, mutta myos iholla (Bagley 1985). Esimerkiksi Podschun ym. (2001)
tutkimustulosten mukaan eri vesistotyyppien pintavesikerroksista kerétyt
vesindytteet sisdlsivdt runsaasti Klebsiella-suvun kantoja, joista suurin osa oli K.
pneumoniae -lajia. Luonnossa esiintyvit K. pneumoniae -kannat ovat usein kliinisten
kantojen kaltaisia, vaikka niiden virulenssi onkin luonnonpopulaatioissa
alhaisempi (Podschun ym. 2001). Tilastojen mukaan noin 75-86 % kliinisista
Klebsiella -suvun infektioista ovat K. pneumoniae -bakteerin aiheuttamia (Hansen ym.
2005). Bakteerilajin joutuessa vieraaseen kudostyyppiin, se voi aiheuttaa vaarallisia
infektio-oireita, etenkin = heikomman  immuunipuolustuksen = omaavilla

vastasyntyneilld sekd ikdihmisilld (Doorduijn ym. 2016).

Useiden tutkimusten mukaan jotkin K. pneumoniae -kannat kykenevit
puolustautumaan monilta eri antibiooteilta kehittyneiden AR-mekanismien avulla.
K. pneumoniae -lajilla on todettu useita eri resistenssimekanismeja, joista osa

perustuu bakteerin solunulkoisiin tekijoihin, kun taas osa solunsisdisiin (Kuva 1).
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Kuva 1. K. pneumoniae -bakteerin antibioottiresistenssimekanismit. Kuvassa on
esitettynd K. pneumoniae  -lajin  yleisimmdt  ulkoiset ja  sisdiset
antibioottiresistenssimekanismit, joista suurin osa on plasmideissa olevien geenien
ekspression tulosta. Punaisella esitetty antibiootti ei kulkeudu soluun (1.)
polysakkaridisen kapselin vaikutuksesta. (2.) Bakteerisolun uloimmalla kalvolla
olevien lipopolysakkaridien (LPS) muuntuminen estda antibioottien sitoutumista.
(3.) Poriinien tuottuessa vdhemmsdn, myo6s antibioottien sisddn kulkeutuminen
hidastuu. (4) Solun sisddan kulkeutuneet antibiootit kulkeutuvat kanavapumppujen
kautta pois solusta. (5.) Antibiootin kohteen, esimerkiksi ribosomin alayksikoiden,
muuntuminen voi estdd antibiootin aikaansaaman vasteen kehittymistd. Erilaisen
entsyymit, kuten (6.) hajottavat ja (7.) muokkaavat entsyymit, saavat antibiootin
toimintakyvyttomaéksi. (8) Periplasmaan kulkeutuneita antibiootteja katalysoidaan
myos entsymaattisesti. Kuva on mallinnettu artikkeleista Paczosa ja Mecsas 2016
sekd Aslam ym. 2018.

Ulkoisiin resistenssimekanismeihin kuuluu K. pneumoniae -bakteerille ominainen
solua ymparoiva kapseli, joka koostuu spesifisistd polysakkarideista ja toimii
antibioottien vastaisena vahvana fyysisend esteend (Schembri ym. 2005). LPS:t ovat
ulkoisessa solukalvossa esiintyvid negatiivisesti varautuneita kalvoa stabiloivia
rakenteita, joiden uloimmassa pddssd on O-antigeeni. Namd O-antigeenit
kiinnittyvat polysakkaridiytimen sekd lipidi-Amn  vdlitykselld solukalvoon
(Doorduijn ym. 2016). O-antigeenid sekd lipidi-A:ta esiintyy erilaisissa
konformaatioissa, mikd vaikeuttaa antibioottien, kuten hermosto- ja
munuaistoksiini kolistiinin, sitoutumista (Spapen ym. 2011, Llobet ym. 2015,
Doorduijn ym. 2016). Solukalvojen proteiinikanavat, kuten poriinit ja
kanavapumput, tehostavat antibioottien kulkeutumista soluun. Poriinien m&aran
alentuessa antibioottien pddsy soluun heikentyy (Hawkey ja Finch 2006).

Vaihtoehtoisesti kanavapumppujen ekspression koheneminen edesauttaa




antibioottien ulospumppausta, ja toimiikin tehokkaana resistenssiominaisuutena
(Pakzad ym. 2013). K. pneumoniease muodostaa myds biofilmejd, tiiviitd
mikrobipopulaatioita, ulkoisen molekyylivilitteisen kanssakdymisen avulla.
Biofilmit tunnetusti toimivat antibioottien sisddnottoa vdhentdvand tekijand
(Anderl ym. 2000; Balestrino ym. 2005). L&dkeainemolekyylit eivdt pddse
diffundoitumaan biofilmin ldvitse, minkd vuoksi sisemmait bakteerit suojautuvat
niiden vaikutukselta, toisin kuin biofilmin pinnalla olevat bakteerit, jotka altistuvat

molekyyleille.

K. pneumoniae -lajilla on havaittu myds entsyymeihin perustuvia
resistenssimekanismeja sekd sisdistd puolustautumista. Sisdiseen puolustukseen
kuuluu muun muassa joidenkin antibioottien, kuten aminoglykosidien, kohteena
olevien ribosomien alayksikéiden muuntuminen (Almaghrabi ym. 2014). K.
pneumoniae -bakteereilla on tehokas entsyymipuolustus, mutta myos solun
toiminnan kannalta tédrkeisiin synteesireaktioihin, kuten esimerkiksi DNA:n
replikaatioon sekd muokkaukseen tarvittavia korjaavia entsyymeja (Chmelnitsky
ym. 2012). Ennen kaikkea K. pneumoniae tuottaa tehokkaasti useita entsyymejd,
kuten antibioottivastustuskykyyn liittyvid p-laktamaaseja. Tamdn vuoksi osa
kannoista omaa ESBL-ominaisuuden (engl. Extended Spectrum Beta-Lactamase,
ESBL; Paczosa ja Mercsas, 2016). Naméd entsyymit kulkeutuvat sytosolista
solukavojen vdliseen periplasmaan, jossa ne voivat hydrolysoida sinne
kulkeutuneiden p-laktaamien rengasrakenteen tehden antibiootin toimimattomaksi
(Bush ja Jacoby 2010, Papp-Wallace ym. 2011). -laktamaasit jaetaan A-D-luokkiin
niiden rakenteiden perusteella (Papp-Wallace ym. 2011). A-luokkaan kuuluvat
karbapenemaasit, kuten KPC ja GES, ovat yleistyvid entsyymejd. Metallo-p-
laktamaasit, kuten VIM, IMP ja NDM puolestaan kuuluvat B-luokkaan. C-luokkaan
kuuluvat heikommat karbapenemaasit, kuten CMY-10 ja PDC, jotka toimivat hyvin
bakteerisoluissa, joissa on my0s muita resistenssimekanismeja. D-luokan
karbapenemaasit, OXA:t, ovat yleistyvid ja vasta muutamia vuosia sitten havaittuja

entsyymejd (Bush ja Jacoby 2010, Papp-Wallace ym. 2011).



K. pneumoniae -bakteerilajin geneettiset mutaatiot ja geenien tehokas sddtely ovat
luoneet voimakkaan vastarinnan antibiootteja vastaan. Osan K. pneumoniae -
kannoista on havaittu olevan kaikille antibiooteille resistenttejd, minka vuoksi
patogeenisten bakteerien kasvu ja levidminen on suuri globaali uhka (Elemam ym.
2009). Ndiden patogeenisten ja MR:n omaavien K. pneumoniae -kantojen torjumiseen
tarvitaan vaihtoehtoisia hoitomenetelmid. WHO:n (2017) julkaiseman tiedotteen
mukaan kehotetaankin tarkastelemaan AR bakteerien vastaista lddkekehitysta

esimerkiksi faagien isdntédspesifisen infektion kautta.

1.3 Bakteriofagit multiresistenttien bakteerien vastarintana

Mikrobien ekosysteemin tasapainon sdilyttamisen kannalta lajien vélinen kilpailu
on tdrkedssd asemassa. Bakteeripopulaation kasvun rajoittavana tekijand toimivat
faagit ovat vastuussa noin 50 % bakteerisolujen kuolemista (Fuhrman ja Noble
1995). Jo vuonna 1896 Ernest Hankin teki havaintoja suodatetuissa vesindytteissa
olevasta antimikrobisesta aktiivisuudesta, joka toimi kolerabakteerin, Vibrio
cholerae, kasvua heikentdvand tekijand. Myohemmin tehtiin samankaltaisia
havaintoja, mutta vuonna 1915 Frederick Twort teki ensimmdiset havainnot
bakteerivirusten olemassaolosta, minkd jdlkeen vuonna 1917 Felix d’Herelle
virallisti niiden esiintymisen ja antoi niille nimeksi “bakteriofagi” (Sulakvelidze ym.
2001). Antibioottien tehokkuus bakteeri-infektioita vastaan loi kuitenkin
suuremman kiinnostuskohteen faagien sijaan, mutta Itd-Euroopan maissa, kuten

yleistymisen rinnalla (Sulakvelidze ym. 2001).

Faagitutkimukset ovat osoittaneet, kuinka faageja esiintyy muihin lajeihin
verrattuna runsaimmin koko maailmassa, etenkin vesistdissd ja maaperdn
pintakerroksessa, mutta myos haastavilla elinalueilla (Ackermann 2011). On
arvioitu, ettd faageja esiintyy luonnossa yli 103 kappaletta, mika osittain johtuu
isdntdbakteerien levinneisyydestd ja jatkuvasta muuntumisesta (Ackermann 2011).
Bakteerien ja faagien koevoluution tuloksena  bakteerit kehittyvit

vastustuskykyisiksi faageja vastaan, jolloin alkuperdisestd bakteerilajista kehittyy



uusia isolaatteja eli muuntuneita bakteerikantoja. Vastaavasti faagien mutaatioiden
tuloksena niiden infektiokyky voi monipuolistua, jolloin faagit voivat infektoida eri
bakteereja kuin aikaisemmin, tai mutatoitunut bakteeri-isolaatti voi sopia

isantdbakteeriksi (Ferris ym. 2007).

1.3.1 Bakteriofagien luokittelu

Virustaksonomian jarjesto ICTV (engl. International Committee on Taxonomy of
Viruses) luokittelee l6ydettyja viruksia, kuten faageja, taksonomisesti niiden
ominaisuuksien pohjalta. Luokittelun kriteereind kéaytetddn morfologiaa,
tysiokemiallisia ominaisuuksia, genomia sekd isdntdsolutyyppid (Ackermann
2011). Macfarlane Burnet (1933) havaitsi faagien fysiokemiallisissa ominaisuuksissa
ja ko'oissa eroja (Karthik ym. 2014). Elektronimikroskooppitekniikoiden
kehittymisen myotd virusten luokittelussa keskityttiin morfologisten rakenteiden
symmetriaan (Karthik ym. 2014). Virusten negatiivivdrjayksen avulla voitiin
visualisoida  virusten muoto ja rakenteet tarkemmin, mikd edisti
luokittelukriteerien kehittymistd (Almeida 1963). Faagien moniosainen rakenne
kiinnitti heti erityisesti huomiota muista viruksista poikkeavan ”pdd-hantd”

rakenteen vuoksi.

Vuonna 1956 puhdistettujen viruskristallien rontgendiffraktiolla tehtyjen
analyysien avulla saatiin selville, kuinka virusten proteiinikuori eli kapsidi ympéaroi
faagigenomia (Crick ja Watson 1956, Almeida 1963). Kapsidien alayksikoistd,
kapsomeereistd, koostuva kuutiorakenne toimii nyky&ddn osana faagien
morfologista luokittelua (Almeida 1963). Pienelld osalla faageista ei kapsidia esiinny
ollenkaan, vaan se on korvattu lipidirakenteella. Osalla taasen esiintyy kapsidin
liséksi lipidikerros, joka voi olla kapsidin ulko- tai sisdpuolella (Madntynen ym.
2019). David Bradley loi vuonna 1967 pohjan ICTV:n luokittelujédrjestelmalle, jossa
faagit jaettiin morfologiansa perusteella kuuteen eri ryhmééan. Han jakoi hannalliset
faagit supistuviin ja supistumattomiin, jotka jaettiin vield lyhyisiin ja pitkiin hannén
pituuden mukaan. Hannattomat faagit jaettiin kapsomeerien koon mukaan pieniin

ja isoihin, sekd paattomit faagit joustaviin filamenttifaageihin (Bradley 1967).



Hannélliset faagit kuuluvat Caudovirales-lahkoon, joille on ominaista kapsidin ja
helikaalisen hintdrakenteen binddrinen symmetria (Lwoff ym. 1962). Symmetrian
perusteella voidaan luokitella faageja myo6s polyhedraalisiin, helikaalisiin,

tilamenttisiin sekd pleomorfisiin (Ackermann 2011).

Faageja jaetaan myo6s nukleiinihappojen perusteella DNA- ja RNA-faageihin.
Tarkempi luokittelu sisdltdd myos jaottelun yksi- ja kaksijuosteisiin (engl. single
stranded, ss; double stranded, ds) DNA- ja RNA-faageihin (Bradley 1967).
Menetelmien kehittymisen myo6td myos ICTVin luokittelukriteerit ovat
kaikki ominaisuudet on tarkoin madritetty (Rohwer ja Edwards 2002). N&in ollen
faageja luokitellaan nykydan geenien samankaltaisuuksien mukaisesti, kuten myos
genomin rakenteen mukaan (sirkulaariset ja lineaariset) (Ackermann 2000).
Baltimore (1971) kehitti lisdksi genomin tyypin ldhetti-RNA:han (engl. messenger
RNA, mRNA) perustuvan luokittelun, joka jakaa virukset genomin transkription
vaiheiden = perusteella ryhmiin ~ I-VIL Virusgenomille ominainen
transkriptiomekanismi voi tapahtua dsRNA:n ja dsDNA:n tapauksessa joko
suoraan koodaavan juosteen (+) mukaisesti tai mallijuosteen (—) valityksella.
Jalkimmadisessd tapauksessa —-juoste kddnnetddn ensin +-juosteeksi ennen
varsinaista transkriptiota. Useat luokittelutavat tekevat faagien lajituksesta
monimutkaista: vaikka 96 % faageista ovat hanndllisid ja loput hdnn&ttomisd, on
ndiden asettaminen tietyn lahkon, heimon, suvun tai lajin alle monivaiheinen
prosessi (Ackermann 1996). Yleiskuvansa perusteella faagit voidaan jakaa taulukon

1 mukaisesti lahkoihin ja heimoihin.
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Taulukko 1. Luokittelujarjestelman 10 eri bakteriofagiheimoa. Taulukko on

mallinnettu Ackermann 2011 julkaisusta.

Morfologia Heimo Rakenneominaisuus Genomi
Q‘:J Myoviridae Supistuva hanti dsDNA (L)
<:>:' Siphoviridae Supistumaton pitkd hanta dsDNA (L)
C>: Podoviridae Supistumaton lyhyt hanta dsDNA (L)
Q Microviridae 12 kapsomeeria ssDNA (S)
Corticoviridae  Lipidikalvo kompleksisen kapsidin vilissa =~ dsDNA (S)
© Tectiviridae Kapsidi ja sisdinen lipidikalvo dsDNA (L)
O Leviviridae Kapsiditon ssRNA (L)
© Cystoviridae ~ Kapsidi ja ulkoinen lipidikalvo dsRNA (L)
= [noviridae Filamenttinen ssDNA (S)
@ Plasmaviridae  Lipidikalvo, ei kapsidia dsDNA (S)

S=sirkulaarinen, L=lineaarinen

1.3.2 Bakteriofagien elinkierto

Bakteerit ja faagit eldvit koevoluutiosuhteessa, jossa faagit hyodyntavit bakteerien
aineenvaihduntaa luoden uusia faagipartikkeleita, kun taas bakteerit pyrkivit
kehittdm&dan puolustusmekanismeja faageja vastaan. Faageilla ei ole omaa
aineenvaihduntaa, minkd vuoksi ne tarvitsevat bakteerien metaboliaa
monistuakseen. Tdten faagien tulee injektoida oma genominsa isdntdsolun
solulimaan, minkd jdlkeen faagi muuttaa isdntdbakteerin metaboliaa faagin
monistumisen kannalta suotuisaksi (Weinbauer 2004). Faagien ulkorakenteessa
eli “"hdnndssd” esiintyy isdntdsolun reseptoriin kiinnittyvid proteiineja (engl.
receptor-binding protein, RBP), joiden avulla faagi tunnistaa spesifisesti isantdsolun
ja kykenee injektoimaan genominsa isdntddn (Casey ym. 2015). Injektointi
isantdsolun soluseindn lavitse tapahtuu faagin hantarakenteen entsyymien tai sen

kapsidin avulla (Weinbauer 2004). Tamaén jdlkeen faagi siirtyy joko lyyttiseen tai
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lysogeeniseen elinkiertoon, riippuen genomin sijoittumisesta sekd sen
aktiivisuudesta isdntdsolussa (Kuva 2; Weinbauer 2004). Lyyttisessd elinkierrossa
isantdsolu muuttuu virustehtaaksi, joka tuottaa faagin genomin mukaisesti uusia
viruspartikkeleita, jotka lopulta vapautuvat bakteerisolusta hajottaen sen samalla
(Weinbauer 2004). Lysogeenisessd elinkierrossa faagin inaktiivinen genomi
integroituu isdnndn omaan kromosomaaliseen genomiin tai jdd erilliseksi

plasmidiksi (Weinbauer 2004).

Lyyttinen

ysogeeninen

Kuva 2. Bakteriofagin elinkierto. Bakteriofageilla on kaksi elinkierron vaihetta:
lyyttinen ja lysogeeninen. Solun ylempi puolisko kuvastaa lyyttistd elinkiertoa,
jossa faagin injektoima genomi valtaa isdntdbakteerin metaboliakoneiston
tuottaakseen lisdd faagipartikkeleita. Lopputuloksena isdntdbakteeri hajoaa uusien
faagien vapautuessa. Solun alempi puolisko kuvastaa lysogeenisti elinkiertoa, jossa
faagigenomi (1.) integroituu osaksi isdntdbakteerin genomiin tai (2.) jad itsendiseksi
plasmidiksi sytosoliin. Bakteerisolun replikoituessa my0s integroitunut genomi
monistuu jakautumisen yhteydessa. Faagi voi siirtyd myos lysogeenisestd vaiheesta
aktiiviseen lyyttiseen vaiheeseen olosuhteiden aktivoidessa faagin entsyymin
toimintaa. Kuva on mallinnettu Weinbauer 2004 -artikkelista.

Faagiterapialla tarkoitetaan bakteeri-infektioiden hoitoa joko faageilla tai niiden
tuottamilla lyyttisilld proteiineilla. Faagiterapian avulla AR bakteerien

aiheuttamien  infektioiden  hoitomahdollisuudet ovat monipuolistuneet
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(Lin ym. 2017). Toisin kuin antibiootit, faagit voivat kilpailla mutaatioiden
tuloksena bakteerien resistenssimekanismeja, kuten RBP:n muokkautumista seka
adaptiivista puolustusta eli CRISPR-Cas-systeemid (engl. Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats, CRISPR; CRISPR-associated, CAS), vastaan
(Abedon 2012, Koskella ja Brockhurst 2014). Taten jatkuvasti erilaistuvat faagit

voivat toimia MR:n bakteeri-infektioiden hoitokeinona.

1.3.3 Bakteriofagien eristaminen

Faagiterapian edellytyksend on loytdd sopivia faageja, joita monistetaan ja
eristetddn isdntdbakteereista. Faagien runsas esiintyvyys mahdollistaa niiden
eristdmisen muun muassa maaperdstd, erilaisista vesistoistd ja ilmasta (Magare ym.
2017, Hyman 2019). Maaperdssd ja vesistdissd esiintyvit faagit ovat yksinkertaisen
eristysmenetelménsd vuoksi olleet suurempana tutkimuskohteena, toisin kuin
ilmakehdssd  kulkevat faagit, joiden eristimisessda kdytetddn  usein
vakuumisuodatusmenetelmdda (Magare ym. 2017). Taudinaiheuttajabakteerien
levinneisyydestd riippuen voidaan niitd infektoivia faageja 16ytdd samaisesta
ympadristostd (Hyman 2019). Taten faagiterapian kannalta hyoddyllisia faageja
16ydetddan usein luonnonvesistoistd, mutta my0s jatevesistd ja maaperastd (Hyman

2019, Yerushalmy ym. 2020).

Felix d"Hereller kehitti alkuperdinen faagieristysmenetelmén, joka perustuu
faagien rikastamiseen sopivissa isdntdbakteereissa. Tamd toimii yha
perusmenetelmdnd nykyisissd faagitutkimuksissa. Vesi- tai maaperdndyte
kasitelldan isdntdbakteereilla sopivassa kasvatusliuoksessa. Faagien annetaan
monistua noin vuorokauden verran, minkd jidlkeen seos sentrifugoidaan, jotta
kiinted aines ja suurin osa bakteereista jadvit astian pohjalle (Hyman 2019).
Supernatantti suodatetaan sopivaa suodatinta kadyttden, minka tuloksena faagit
saadaan eroteltua bakteereista sekd muista yliméaardisistda hiukkasista. Eristetyn
faagin infektiivisyyttd voidaan ndin ollen analysoida lisddmalld pisara faagilysaattia
eri bakteerimaljoille. Jos faagi infektoi bakteeria, muodostuu lisdtyn pisaran

kohdalle kirkas alue eli plakki, josta bakteerit ovat kuolleet faagin vaikutuksesta
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(Hyman 2019). Infektiokokeiden tuloksena voidaan suunnitella faagiyhdistelmis,
joiden sopivuutta faagiterapiassa tarkastellaan jatkokokeilla. Nadiden kokeiden
tarkoituksena on  selvittdd faagiyhdistelmien tehokkuutta spesifisen
bakteerikannan eliminoimiseen ja vaikutusta normaaliflooraan. Lopulta sopivien
faagiyhdistelmien muodostamisen tuloksena voidaan niitd hyodyntdd tarkasti
bakteeri-infektioiden hoitamisessa (Hyman 2019). Potentiaalisten faagien
Ioytdiminen ja karakterisointi on avain faagiterapian ylldpitimiselle ja
kehittdmiselle. Faageista muodostetaan erilaisia kokoelmia, joita voidaan

tapauskohtaisesti rikastaa nopeasti (Yerushalmy ym. 2020).

1.4 Bakteerien faagiresistenssimekanismit

Bakteerien muuntumiskykyinen metabolia voi nopeasti sopeutua ympdriston
stressitekijoiden, kuten antibioottien ja faagien, vaikutukseen. Tama erikoiskyky on
aiheuttanut ongelmia bakteeri-infektioiden hoitojen suunnittelussa. Koevoluution
tuloksena bakteerit ovat kehittdneet resistenssimekanismeja faageja vastaan, jotka
voivat olla antibioottiresistenssimekanismien tapaan solunulkoisia tai -sisdisid
(Kuva 3). Namé puolustusmekanismit ovat joko kehittyneet geenimutaatioiden
kautta tai vaihtoehtoisesti geeniekspression sddtelyn aikaansaamia (Maciejewska

ym. 2018).



Kiinnittymisen
estyminen

}

Entsymaattinen 8. CRISPR/Cas

restriktio ja 6
muokkaus

] #
Ak

Keskeytetty Onnistunut
infektio infektio

Kuva 3. Bakteerin faagiresistenssimekanismit. Kuvassa on esitettynd bakteerin
mahdolliset faagiresistenssimekanismit, joiden avulla bakteeri suojautuu faagin
lyyttiseltd vaikutukselta. Bakteerin kapseli voi estdd faagia vuorovaikuttamasta
solukalvolla olevien reseptorien kanssa. Bakteeri voi (1.) muuttaa reseptorin
konformaatiota sopimattomaksi, (2.) peittdd reseptorin, (3.) tuottaa reseptoriin
kiinnittyvan inhibiittorin tai (4.) rakentaa makromolekyyleistd biofilmin. (5.) Gram-
negatiiviset bakteerit voivat muodostaa uloimmasta solukalvosta kuroutuvia
vesikkeleitd, joilla kuljetetaan faagin tunnistamat reseptorit pois bakteerin
lahettyviltd. Infektion edetessd sytosoliin, (6.) bakteeri voi puolustautua restriktio-
ja muokkauskoneistolla tai (7.) CRISPR-Cas-systeemilld. (8.) Bakteerien toksinen
Abi-systeemi voi kemiallisesti hdiritd faagin lyyttistd elinkiertoa. Kuva on
mallinnettu Eriksonin 2015 v&itdskirjasta.

Bakteerien solunulkoisen puolustuksen tarkoituksena on estdd faagin
kiinnittyminen ja siten infektion eteneminen. Osalla bakteereista, kuten K.
pneumoniae -lajilla, esiintyy ulkoinen kapseli, joka estdd faageja kulkeutumasta
ldhelle solukalvon reseptoreita (Tomas ym. 1986). Kapselin ldpi kulkeutuneiden

faagien RBP:n kiinnittyminen voi estyd bakteerin reseptorin konformaation
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muutoksen tuloksena tai sen peittdimisen vaikutuksesta (Koskella ym. 2014).
Faagiresistenssi voi vaikuttaa bakteerin ravinteiden saantiin, koska faagit voivat
hyodyntédad esimerkiksi reseptorivilitteisen endosytoosiin osallistuvia reseptoreita.
Tédten reseptorien ekspression vahentyessd tai loppuessa, ravinteiden saanti voi
heikentyd samalla kun faagi menettdd kyvyn tunnistaa isdntdbakteerin pinnan
(Weinbauer 2004). Bakteerit kykenevét tuottamaan kilpailevia inhibiittoreita, jotka
voivat sitoutua reseptoreihin estden faagien RBP:n sitoutumisen (Weinbauer 2004).
Reseptorit voivat myos peittyd bakteerin erittdimien makromolekyylien, kuten
esimerkiksi proteiinien, lipidien tai polysakkaridien, avulla. Polysakkaridit
muodostavat reseptorin ympdrille suojaavan biofilmikoostumuksen (Erikson 2015).
Varsinaiset bakteerien biofilmit eivdt aina rajoita faagien kulkeutumista
bakteerimassan ldvitse, koska osalla faageista on havaittu olevan bakteerien
polysakkaridikoostumusta hajottavia depolymeraaseja (Hughes ym. 1998). Gram-
negatiivisten bakteerien uloin solukalvo voi my6s kuroutua ja muodostaa
vesikkeleitd, joihin faagien tunnistamat reseptorit eristetidn (Manning ja Kuehn
2011). T4ten faagit voivat bakteerin sijaan kiinnittyd vesikkelin reseptoriin, jolloin

varsinainen bakteeri sddstyy infektiolta.

Faagin infektion edetessd bakteerin solunulkoisesta puolustuksesta huolimatta,
solunsisdiset mekanismit voivat estdd sen lyyttisen vaikutuksen. Vieraan genomin
kulkeutuminen bakteerisoluun kdynnistdd restriktio- ja muokkauskoneiston (engl.
restriction-modification system, RM), joiden avulla genomi hajotetaan ja
muokataan vaarattomaksi (Tock ja Dryden 2005). RM-systeemi koostuu
restriktioendonukleaasista (REaasi) ja metyylitransferaasista (MTaasi). REaasit
tunnistavat metyloimattoman faagigenomin ja kykenee pilkkomaan DNA-juosteen
palasiksi, kun taas MTaasit metyloivat pilkkoutuneet DNA-juosteet. Bakteeri itse

suojautuu RM-systeemiltd metyloituneen genominsa vuoksi (Tock ja Dryden 2005).

Noin 50 % sekvensoiduista bakteereista omaavat CRISPR-Cas-systeemin, joka
kykenee adaptoitumaan faagi-infektioihin tallentamalla palan faagigenomia
CRISPR-lokukseen (Shariat ja Dudley 2014). Tamé& lokus koostuu lyhyistd

palindromitoistojaksoista sekd niiden véliin liitetyistd lyhyistd faagisekvensseista
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(engl. spacer), jotka ovat perdisin bakteeriin elinaikana injektoituneista faageista.
Liséksi erilaiset Cas-proteiinien geenit sijaitsevat CRISPR-lokuksessa, kuten myos
muut mekanismin toimintaan vaaditut geenit (Samson ym. 2013). Bakteerisoluun
injektoitunut faagigenomi hajotetaan ja liitetddn osaksi CRISPR-lokusta.
Toistojaksot ja liitetty faagisekvenssi muutetaan transkription vilitykselld CRISPR-
RNA:ksi (crRNA), joka toimii tunnistavan tekijand uusia faagi-infektioita vastaan
(Samson ym. 2013). Yhdessd Cas-nukleaasi ja crRNA muodostavat kompleksin,
jossa crRNA tunnistaa sekvenssinsd vdlitykselld samankaltaisen sekvenssin
omaavien faagien genomin, joka kiinnittyy emdspariperiaatteen mukaisesti
kompleksiin ja pilkkoutuu Cas-nukleaasin vaikutuksesta palasiksi (Sorek ym.
2008). CRISPR-Cas-systeemi on vasta viime vuosikymmenen aikana havaittu
resistenssimekanismi, joka on myos avartanut biolddketiedettd geenien

muokkausmenetelmidn kannalta (Heidari ym. 2017).

Osa bakteereista voivat kdynnistdd faagi-infektion tuloksena haitallisen Abi-
puolustusmekanismin (engl. Abortive infection), joka perustuu toksisten
molekyylien vaikutukseen (Chopi ym. 2005). Erilaisia Abi-jarjestelmid on loydetty,
jotka voivat estdd faagin DNA:n replikoitumista, transkriptiota tai estda
faagiproteiinien synteesid (Emond ym. 1998, Chopi ym. 2005). Tam&d mekanismi
pohjautuu plasmideissa oleviin Abi-sekvensseihin, jotka aktivoituvat spesifisten
faagigenomien ldsnd ollessa. Abi-proteiinien ekspressoituminen aiheuttaa toksisia
vaikutuksia itse bakteerille, mikd lopulta aiheuttaa solukuoleman (Chopi ym. 2005).
Ndin bakteeri turvaa populaationsa tuhoutumalla itse, estien samalla faagien
replikaation. Liséksi bakteereilla on havaittu ”toksiini-antitoksiini” (TA) lokus, joka
aktivoituu bakteereille stressaavissa olosuhteessa. Talloin toksiini muuttaa
bakteerin sytosolin olosuhteet sopimattomaksi homeostaasin kannalta, kuten myos
tfaagin lyyttiselle elinkierrolle, jolloin antitoksiini on bakteerin ainoa keino selviytyéa
(Pandey ja Gerdes 2005). Antitoksiinit ovat usein herkempid molekyylejd, joiden
epdstabiloituminen ajaa bakteerin ohjelmoituun solukuolemaan (Pandey ja Gerdes
2005). Bakteerin mahdollisen solukuoleman tuloksena faagin levidminen

bakteeripopulaatiossa estyy.
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1.5 Tutkielman tavoitteet

Bakteriofageja voidaan kayttdd antibioottiresistenttien bakteerien hoitamiseen,
mutta ongelmana hoidoissa on osittain bakteereissa nopeasti kehittyva
vastutuskyky faagille. Tdssd tutkimuksessa tutkittiin patogeenisen K. pneumoniae -
lajin faagiresistenssin kehittymismekanismeja, sekd resistenssin mahdollista
katoamista alhaisessa ravinnepitoisuudessa, kun faagit eivit endd ole bakteerin
kanssa samassa ymadpadristossd. Tutkimuksessa tarkasteltiin K. pneumoniae -
bakteerin kahta eri kantaa, EKP3 ja EKPS8, sekd niiden faagiresistenttejd
fenotyyppejd. Namad fenotyypit olivat kahdeksan faagin perdkkdisaltistuksen (engl.
Serial exposed; s.e) tai yhdistelmdaltistuksen (engl. Phage cocktail; p.c) tuloksena
kehittyneet resistenteiksi kahdeksalle faagille. Namé& aiemmin eristetyt faagit olivat
EKP3P1, EKP3P2, EKP3P4, EKP3P5, EKP8P1, EKP8P2, EKP8P3 ja EKP8P4. EKP3-
alkuisten faagien isdntdbakteeri oli EKP3-kanta ja EKP8-alkuisten vastaavasti
EKP8-kanta. Lisdksi tutkielmassa pyrittiin eristim&an uusia faageja kdyttden niin

faagiresistenttejd fenotyyppi-isolaatteja kuin villityypin kantoja.

Ravinnepitoisuuden tédrkeyttd faagiresistenssin ylldpitamisessd tarkasteltiin
laajamittaisella  infektiokokeella, kasvukdyrdanalyyseilld ja mutaatioiden
paikantamisen avulla. EKP3 ja EKP8 eroavat toisistaan geneettisesti ldhinna
EKP3:ssa olevien CRISPR-lokusten osalta. Tamdn CRISPR-alueen muutoksia
analysoitiin faagialtistuskokeiden vilitykselld. Tutkimuksen tavoitteena oli
ymmartda erilaisten K. pneumoniae -kantojen vastetta, kun ne altistetaan samoille
faageille ja siten kartoittaa mahdollisuuksia tehostaa faagien kayttamista bakteeri-

infektioiden hoitamisessa.
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2 AINEISTO JA MENETELMAT

Tutkimuksessa kaytettiin K. pneumoniae -bakteerikantoja EKP3 ja EKPS8, sekad
faagiresistenttejd fenotyyppeja EKP3 s.e, EKP3 p.c, EKP8 s.e ja EKP8 p.c, jotka on
alun perin eristetty Yhdysvalloissa sairaalahoidossa olleista potilaista ja saatu
Christian Gisken tutkimusryhmaltd Ruotsista Karoliinisesta instituutista (Kitchel
ym. 2009, Koskinen ym. 2021). EKP3-ja EKP8-kannan seké& niiden faagiresistenttien
isolaattien genomit olivat ennestddn sekvensoitu, joten tutkimuksen aikana
suoritettujen DNA-skvensointien tuloksia verrattiin alkuperdisiin sekvensseihin
(ks. Liite 1). Bakteerit kasvatettiin eri tyovaiheissa 100 % Luria-Bertani (LB)
kasvatusliuoksessa (Sambrook ym. 1989), ellei toisin mainita. Koemenetelmissd,
joissa ravinnepitoisuutta alennettiin 10 %:in, kasvatusliuos valmistettiin
laimentamalla 100 %  LB-liuosta ionivaihdetulla vedelld. Bakteerien
alkukasvatukset tehtiin LB-maljoille, jotka sisdlsivat 1 % agaria (Biokar diagnostics)
sekd 50 pg/upl kefalotiinia resistenttiplasmidien ylldpitdmiseksi. Bakteerien
kasvuolosuhteet olivat maljoilla yon yli (engl. over night; o/n) +37 °C lampétilassa.
Nestekasvatukset tehtiin o/n +37 °C ravistelussa 210 kierrosta minuutissa (engl.
rounds per minute, rpm), ellei toisin ole mainittu. Faagialtistuskokeissa kdytettiin

LB-pehmytagaria, jossa agarin pitoisuus oli 0,7 %.

2.1 Faagiliuosten tuoreistaminen

Aiemmin valmistettuja faagiliuoksia, EKP3P1, EKP3P2, EKP3P4, EKP3P5, EKP8P1,
EKP8P2, EKP8P3 ja EKP8P4, tuoreistettiin laimentamalla faagilysaattia tiitterin
mukaan siten, ettd saataisiin semikonfluentteja maljoja, joissa noin 50 %
petrimaljalla olevasta bakteerimatosta oli faagi-infektion seurauksena kirkasta.
Faagilaimennosta ja isdntdbakteeria lisdttiin 100 ul yhdessda sulaneen LB-
pehmytagarin kanssa LB-maljalle. Vuorokauden kuluttua semikonfluenteilta
maljoilta kaavittiin pehmytagarkerros 50 ml:n putkiin lisdten 5 ml LB:td maljaa
kohden. Seosta inkuboitiin ravistelijalla 210 rpm +37 °C neljd tuntia, minka jalkeen

putket sentrifugoitiin 5000 rpm 10 minuuttia huoneenldmmossd (engl. Room
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temperature; RT). Supernatantit suodatettiin 0,2 pm suodattimesta (Filtropur S plus
2.0, SARSTEDT, Ref#83.18.26.102) kayttden 20 mln ruiskua (BD Plastipak™,
Ref#300629). Tastd suodoksesta tehtiin laimennossarja tiitterin médritysta varten
(Kaava 1). Tiitterin arvo kertoo liuoksen plakkeja mudostavien virusten maaran

(engl. plaque froming unit, PFU) ml:ssa.

Tiitteri = Plakkien maara = PFU/ml (1)

Laimennoskerroin XLaimennostilavuus

Tuoreistettujen ~ faagiliuosten  infektiokykyd  tarkasteltin =~ maljaamalla
bakteerikannat (EKP3 ja EKP8) LB-pehmytagarin kanssa LB-maljoille, minka
jdlkeen lisdttiin kutakin faagiliuosta tippoina pédélle. Maljoja kasvatettiin o/n, jonka

jilkeen faagien infektiokykyd arvioitiin silmémaéaraisesti.

2.2 Uusien faagien eristys ja isintdspesifisyys

Jyvaskyldan Nendinniemen jatevedenpuhdistamosta haettiin jatevesindytteitd, joita
rikastettiin EKP3-ja EKP8-kannoilla, sekd niiden faagiresistenteilld mutanteilla
(EKP3 s.e, EKP3 p.c, EKPS8 s.e ja EKP8 p.c). 30 ml jatevettd sentrifugoitiin 5000 rpm
10 minuutin ajan RT. Supernatantti suodatettiin 0,2 pm ruiskursuodatuksella. 20 ml
suodatettua supernatanttia siirrettiin 50 ml:n putkiin lisdten niihin 20 ml LB:td seka
100 pl o/n bakteerin nestekasvatusta. Rikastusta kasvatettiin ravistelijalla o/n. 1 ml
rikastusta sentrifugoitiin eppendorf-putkissa maksiminopeudella (13 300 rpm)
10 minuuttia RT. Supernatanttia levitettiin silmukkasauvalla LB-maljoille ja
isdntdbakteeria liséttiin 100 pul 3 ml:n LB-pehmytagarin kanssa. Maljojen annettiin
kasvaa o/n, minkd jalkeen maljalta poimittiin plakkeja eppendorf-putkiin, joissa oli
500 pl LB:td. Putkia vorteksoitiin ja levitettiin faagiliuosta silmukkasauvalla LB-
maljalle, kuten aikaisemmin. Plakit poimittiin maljoilta ja niistd tehtiin
laimennossarjat. Kukin faagilaimennos maljattiin isdntdbakteerinsa kanssa maljalle
ja semikonfluenteilta maljoilta kerittiin bakteriofagit jatkotutkimusia varten (ks.
2.1). EKP3-ja EKPS8-kannoille sekd niiden mutanteille tehtiin infektiotestit
eristettyjen faagien (EKP3P6, EKP3P7, EKP3P8, EKP8P5, EKP8P6 ja EKP8PS)
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suodoksilla, kuten aikaisemmin (ks. 2.1). Infektiotestit toistettiin kaksi kertaa

tulosten luotettavuuden parantamiseksi.

221 Uusien faagien TEM-kuvantaminen

Uudet faagilysaatit puhdistettiin TEM-kuvausta varten lisdten faagiliuoksia 5 ml
15 ml:n LB:n kanssa pyo6redpohjaisiin putkiin. Putket sentrifugoitiin (RC5C Sorvall
Instruments) 25 000 x g (14 940 rpm) +4 °C kaksi tuntia. Supernatantit poistettiin
varovasti ja pelletit resuspensoitiin 10 ml:1ld 0,2 pm:ld suodatettuun 0,1 M
ammoniumasetaattiin (pH 7,08, 11.09.2017 BT). Putket sentrifugoitiin, kuten
aikaisemmin. Supernatantit poistettiin, pelletti resuspensoitiin ja lopulta
sentrifugoitiin, kuten edelld. Supernatantin poistamisen jalkeen lisattiin 70 pl 0,2 pm
suodatettua 0,02 M kaliumfosfaattia. Puhdistetut faagilysaatit siirrettiin eppendorf-

putkiin ja niitd sdilytettiin +4 °C:ssa TEM-vérjdystd varten.

Puhdistettua faagilysaattia lisdttiin kuparihilalle (Cu 200 mesh + 0,8 % Butwar) 5 pl,
ja annettiin sen kiinnittyd yhden minuutin ajan. Hila kuivattiin suodatinpaperilla ja
lisattiin sithen 0,2 pm suodatettua 1 % fosfovolframihappoa (pH 6,5) (engl.
phosphotungstic acid, PTA) 10 pl 30 sekuntin ajaksi. Hila kuivattiin uudelleen ja
asetettiin se hilakotelossa eksikaattoriin. Hilat kuvattiin
lapdisyelektronimiksroskoopilla (engl. Transmission Electron Microscope, TEM;
JEOL JEM-1400 Electron Microscope) kdyttden Radius 1.4 -ohjelmaa sekd TEM:n

kameraa (Quemesa Olympus Soft Imaging Solution).

2.2.2 EKP8P6-faagin genomin eristys ja sekvensointi

EKP8P6-faagin DNA eristettiin eristyskitin (Norgen Biotek corporation,
tuote#46800) protokollan mukaisesti. Lysaatin esikésittelyssad suoritettiin DNaasi-
kasittely, jossa 1 yksikkod/pl (engl. unit/pl) DNaasi I:std (Norgen’s RNase-Free
DNase I) lisdttiin protokollan mukaisesti. Lisdyksen jdlkeen lysaattia inkuboitiin 30
minuuttia +37 °C:ssa, minkd jdlkeen jatkettiin protokollan ohjeiden mukaisesti
DNaasin inaktivoinnilla. Lyysauspuskurin B jdlkeen lisittiin vaihtoehtoisen

vidlivaiheen mukaisesti 20 pg/ml proteinaasi K:ta (Thermo Scientific, Ref#EO0491),
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mink3 jdlkeen inkuboitiin lysaattia poikkeuksellisesti vain 15 minuuttia. Jatkettiin
protokollan ohjeiden mukaisesti DNA: eluutiovaiheeseen asti, jolloin kaytettiin
1,5 ml:n DNA LoBind -putkia ja eluutioliuoksena PCR-vettd, jota lisdttiin kahdessa
osassa 50 pl:n fraktioina. Eristettyja DNA-fraktioita sdilytettiin +4 °C, kunnes niiden
pitoisuudet mitattiin fluoresenssiin perustuvalla Qubit-mittauksella (Qubit® 2.0
Fluorometer, Life Technologies) kayttden valmistajan mittausprotokollaa
(Molecular probes, Life technologies, Qubit® dsDNA HS Assay Kits Online
Specials). Toinen DNA-nédytteistd lahetettiin sekvensoitavaksi
sekvensointipalveluun, kuten myo6s bakteerindyteet (ks. 2.3 ja 2.4). Naytteistd
valmistettiin Nexters Flex -kirjasto ja ne sekvensoitiin Illumina MiSeq PE300 -
teknologiaa kéyttden. Sekvensseja késiteltiin Qiagenin CLC Genomics Workbench
12 -ohjelmalla. Sekvenssidatojen laatu tarkistettiin QC-tyokalulla (engl. Quality
control). QC:n muodostamasta graafisesta raportista tarkistettiin keskimddrdisen
PHRED-tuloksen avulla sekvenssin laatu, jonka perusteella sekvenssit trimmattiin.
Sekvenssidatojen trimmauksessa kéytettiin laadun tarkastelun raja-arvoa 0,005 ja
poistettiin DN A-juosteiden 5°-ja 3"-pdistd 5 emésparia (engl. base pair, bp), ja alle 50
bp:n sekd yli 1200 bp:n pituiset DNA-juosteet jdtettiin pois laadun parantamiseksi.
Referenssisekvenssind kéytettiin aikaisempaa EKP8-kannan sekvenssid, jonka
avulla poistettiin isdntdkantaan sopivat sekvenssit ja jdljelle jadneistd sekvensseistd
koottiin yhtendinen EKP8P6-faagigenomi. Microsoft® Excel® -ohjelmalla (versio
2012) tarkasteltiin Excel-tiedostoon koottua sekvenssidataa ja tarkasteltiin faagin
genomikoostumusta. Faagisekvenssin  Fasta-tiedostoa analysoitiin RAST-
palvelimella (Rapid Annotation using Subsystem Technology, versio 2.0), josta
genomin samankaltaisuuksia olemassaoleviin sekvensseihin selvitettiin The SEED
Viewer -palvelimella (versio 2.0). Lopuksi suoritettiin BLAST-analyysi
(https:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), jossa RAST-tulosten yhtaldisyytta
verrattiin NCBI-geenikirjastoon (engl. National Center for Biotechnology

Information).


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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2.2.3 EKP8P6-faagi faagikoktailissa ja eri olosuhteissa

EKP3-kanta altistettiin faagikoktailille (EKP3P1, EKP3P2, EKP3P4, EKP3P5,
EKP8P1, EKP8P2, EKP8P3, EKP8P4 ja EKP8P6) kolmessa eri olosuhteessa: 1. +37 °C
ja 210 rpm, 2. +37 °C ilman ravistelua, ja 3. RT ilman ravistelua. 20 ml:n putkiin
siirrettiin 6 ml LB:td sekd EKP3-nestekasvatusta 1:100-suhteessa, koska sen
pesédkkeitd muodostavien yksikdiden mddra (engl. Colony Forming Unit, CFU) oli
108. Tamd faagialtistuskoe suoritettiin  kolmessa osassa siten, ettd
isantdbakteereiden suhde infektoiviin faageihin (engl. Multiplicity of Infection,
MOI) oli 1 (0,125/faagi), 10 (1,25/faagi) ja 100 (12,5/faagi). Vertailukohteena toimi
tfaagikoktaili, johon ei lisdtty EKP8P6-faagia. Kutakin nestekasvatusta oli kaikissa
kolmessa kasvatusolosuhteessa kahdeksan samanlaista, joiden annettiin kasvaa
o/n. Kaikki nestekasvatukset tuoreistettiin LB-liuokseen 1:5-suhteessa ja annettiin
niiden kasvaa o/n samoissa olosuhteissa. Jokaisesta nestekasvatuksesta tehtiin
puhdasviljelm&t LB-maljoille, joista lopulta kdynnistettiin tuoreet nestekasvatukset.
Kun nestekasvatukset olivat kasvaneet o/n, suoritettiin infektiotesti kdyttden
kaikkia faagikoktailissa olevia faageja erillisind tippoina, kuten aikaisemmin (ks.
2.1). EKP3-kannan selviytymistd faagikoktailalitsuksesta tarkasteltiin kokeen
jdlkeen suoritetuista puhdasviljelmistd. Jos maljoilla havaittiin bakteeripesdkkeitd,
oli EKP3 selvinnyt faagialtistuskokeesta. Taten voitiin laskea bakteerille

selviytymisprosentit eri olosuhteissa ja eri MOI-késittelyssa.

2.3 Ravinnepitoisuuden vaikutus resistenssiin, kasvuun ja genomiin

Tassd kokeessa kasiteltiin EKP3-ja EKP8-kantoja, sekd niiden faagiresistenttien
fenotyyppien isolaatteja. Kaikkia kantoja kasvatettiin 10 % LB-liuoksessa kolmen
kuukauden ajan siten, ettd nestekasvatuksia siirrostettiin tuoreeseen LB-liuokseen
kolme kertaa viikossa sadnnollisin vélein. Tuoreistukset tehtiin 10 % LB:seen 1:10-
suhteessa. Kerran viikossa suoritettiin myos faagien EKP3P1, EKP3P2, EKP3P4,
EKP3P5, EKP8P1, EKP8P2, EKP8P3 ja EKP8P4 infektiotesti maljaamalla bakteerit
LB-kasvatusmaljalle ja lisiten jokaista faagiliuosta tippoina pddlle, kuten

aikaisemmin (ks. 2.1.).
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Kokeen aikana sdilottiin  ndytteet alkukasvatuksista, resistenssimuutosten
ilmetessd, sekd kokeen pditepisteistd pakastamalla 1 ml nestekasvatusta, johon
sekoitettiin 300 pl glyserolia (99,5 %; Fisher Bioreagents™). Pakkasndytteet
sdilytettiin -80 °C:n lampotilassa. Taulukossa 2 on esitettynd kokeen vaiheet, joista

ndytteet otettiin.

Taulukko 2. Bakteerikantojen/-isolaattien néytteet.

Bakteerikanta/-isolaatti Siirrostusvaihe (#)

EKP3 0
EKP3 s.e 0
EKP3 p.c 0

EKPS8 0
EKPS8 s.e 0
EKP8 p.c 0
EKP8 s.e 8
EKP8 p.c 23
EKPS s.e 26
EKPS8 s.e 29
EKPS8 p.c 29
EKPS8 s.e 32
EKPS p.c 32

EKP3 39
EKP3 s.e 39
EKP3 p.c 39

EKP8 39
EKP8 s.e 39
EKP8 p.c 39

Kasvukéyradanalyysid varten tehtiin taulukon 2 bakteerindytteista puhdasviljelmait,
joista aloitettiin o/n nestekasvatukset. Nestekasvatukset tuoreistettiin eppendorf-

putkiin 1:10-suhteessa 10 % LB-liuokseen. Laimennetut kasvatukset lisdttiin 96-
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kuoppalevylle (Sarstedt, Ref# 83.3924) siten, ettd kutakin rinnakkaisndytteitd oli
kolme, kuten myos negatiivikontrollina toimivaa 10 % LB-kasvatusliuosta. Levyn
reunimmaisiin kuoppiin lisdttiin vettd nédytteiden haihtumisen estdmiseksi.
Naytteet ajettiin fotometrilld (Thermo Scientific, Multiskan FC) kdyttden ohjelmaa
Skanlt RE 4.1 (Thermo Scientific 2015). Nadytteiden absorbanssi 595 nm
aallonpituudella mitattiin +37 °Cissa 5 minuutin vélein 20 tunnin ajan.
Mittaustuloksena saatiin bakteerien optiset tiheydet (engl. Optical density, OD),
joiden keskiarvot ja keskihajonnat laskettiin tulosten visualisoimiseen. Tulosten
késittelyssa kaytettiin Excel-ohjelmaa. Analyysi suoritettiin my6s 100 % LB-liuosta

kayttden tuoreistusvaiheesta ldhtien.

Taulukossa 2 mainitut bakteerindytteet, alkukasvatuksia lukuun ottamatta,
analysoitiin lisdksi genomitasolla. Bakteerien DNA:n eristimiseen kaytettiin
DNeasy® Blood & Tissue -eristyskittida (QIAGEN, Ref#69505) sekd valmistajan
eristysprotokollaa (DNeasy Blood & Tissue -késikirja 07/2006). Protokollan ohjeista
poiketen ndytteet eluoitiin kédyttden PCR-vettd. Eristetyn DNA:n pitoisuudet
mitattiin aikaisempaan tapaan Qubit -fluorometrilla (ks. 2.2.2). Naytteet
sekvensoitiin ja analysoitiin kuten EKP8P6-faagin DNA-ndyte (ks. 2.2.2).
Sekvanssidatan kasittely aloitettiin aikaisempaan tapaan QC-raportin tarkastelulla.
Trimmauksessa kdytettiin raja-arvoa 0,01, mutta DNA-juosteiden 5’-pddstd
poistettiin 5 bp ja 3"-pddstd 10 bp. Alle 30:n bp:n pituiset sekvenssit jdtettiin pois
laadun parantamisen vuoksi. Referenssisekvenssind kaytettiin jdlleen olemassa
olevaa EKP8-kannan sekvenssid. InDels and Structural Variants -tyokalun avulla
selvitettiin geenimutaatioiden tyypit. Tdassd P-arvon raja-arvoksi asetettiin 0,001 ja
yhteensopimattomien bp:n maksimiarvoksi 3 bp. Néadiden mutaatiotyyppien
tarkastelusta suodatettiin myos epdspesifiset, alle 20 bp:n pituiset, sekvenssit
tarkkuuden parantamiseksi. Qiagenin CLC -ohjelmasta siirrettiin maéaritetyt
mutaatiot Excel-ohjelmaan. Kunkin mutaation mutaatiotyyppi, hetero-
/homogeenisyys ja kohdegeeni oli esitettynd tapauskohtaisesti. Tdten voitiin laskea
homogeenisten = mutaatioiden osuudet vertaamalla niitd mutaatioiden

kokonaismaardan.
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2.4 EKP3-kannan mutaatioiden tarkastelu faagialtistusten seurauksena

EKP3-kanta altistettiin EKP3P5-faagille 10 % LB-kasvatusliuoksessa, ja se
tuoreistettiin neljan vuorokauden vélein, yhteensd kolme kertaa 12 vuorokauden
aikana. Namd neljan vuorokauden kasvatusjaksot kuvataan jatkossa vaiheina 1-3.
Viimeinen tuoreistus (vaihe 3.) tuoreistettiin 10 % LB:n liséksi myds 100 % LB:ssa.
Altistuskokeessa lisittiin 6,5 ml:aan 10 % LB-liuokseen 5 pul EKP3:n o/n kasvatettua
nestekasvatusta ja EKP3P5-faagistokkia 10> PFU/ml. Seoksen annettiin kasvaa
ravistelussa nelja vuorokautta, jonka jdlkeen suoritettiin DNA:n eristys ja
infektiotesti aikaisempaan tapaan (ks. 2.1 ja 2.3). Osa kasvatuksesta siirrettiin
tuoreeseen LB-liuokseen 1:10-suhteessa lisdten myos EKP3P5-faagia 102 PFU/ml.
Faagi-bakteeri-seosta kasvatettiin jdlleen nelja vuorokautta, minkd jdlkeen
toistettiin DNA:n eristys ja infektiotestit. Kasvatusliuos tuoreistettiin kuten

aikaisemmin ja toistettiin samat késittelyvaiheet neljan vuorokauden kuluttua.

EKP3-kanta altistettiin faagikoktailille (sis. EKP3P1, EKP3P2, EKP3P4, EKP3P5,
EKP8P1, EKP8P2, EKP8P3 ja EKP8P4), minki jdlkeen kannan faagiresistenttiytta
tutkittiin infektiokokeiden avulla. 4 ml:n LB-liuokseen lisittiin 1 ml EKP3-kannan
o/n kasvanutta nestekasvatusta sekd 5 pl kutakin edelld mainittua faagilstokkia,
tiitterien arvoista riippumatta. Kantaa kasvatettiin o/n ravistelijalla, minka jalkeen
100 pl kasvatusta siirrettiin 5 ml:44n tuoretta LB-liuosta. Vuorokauden kuluttua
nestekasvatuksista tehtiin puhdasviljelmit, joille tehtiin myshemmin infektiot,

kuten aiemmin.

3 TULOKSET

Geneettisesti eroavien EKP3-ja EKP8-kantojen ja niiden faagiresistenttien
fenotyyppien, tarkastelun tarkoituksena oli ymmartdda bakteerikantojen
ominaisuuksia sekd faagiresistenssin kehittymisen mekanismeja ja vaikutuksia
bakteeriin. Aikaisemmassa tutkimuksessa kaksi faagiresistenttia fenotyyppi-

isolaattia oli muodostunut perittdisaltistuksessa (s.e) tai yhdistelmdaltistuksessa
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(p.c) kahdeksalle faagille (EKP3P1, EKP3P2, EKP3P4, EKP3P5, EKP8P1, EKP8P2,
EKP8P3 ja EKP8P4). Tdten faagiresistentin omaavat isolaatit olivat nimetty
altistustavan mukaisesti EKP3 s.e, EKP3 p.c, EKP8 s.e ja EKP8 p.c. Kasittelyssd
olleiden bakteerien kasvussa havaittiin eroavaisuuksia, silld alkuperdisten EKP3-ja
EKP8-kannan puhdasviljemissd muodostama pesdkkeet olivat selkedsti suuremmat
kuin niiden resistenttien isolaattien (Kuva 4). Bakteerien pesdkekoot erosivat
toisistaan resistenssiominaisuuksien mukaisesti, silld faageille perattdisaltistetut
kannat olivat pesdkekooltaan pienempid kuin yhdistelmdaltistettujen kantojen
pesdkkeet (Kuva 4). My0s bakteerien nestekasvatusten liuossameudet erosivat
toisistaan, erityisesti 10 % LB-kasvatusliuoksessa. Bakteereja pyrittiin kuitenkin

siirrostamaan aina sama méaéara.

Kuva 4 BakteerlkantOJen puhdasvﬂ]elmat EKP3-]a EKP8- kanto]en seka niiden
mutanttien isolaattien puhdasviljelmadt LB-kasvatusmaljoilla eroavat toisistaan
pesdkokojen osalta. Maljoilla bakteerikannat seuraavasti: (A) EKP3, (B) EKP3 s.e,
(C) EKP3 p.c, (D) EKPS, (E) EKPS s.e, (F) EKP8 p.c.

Villityypin bakteerikantojen genomit olivat jo ennestddn sekvensoitu (Liite 1).
Alkuperdisten mutanttien geenimutaatioiden maarat vaihtelivat faagialtistuksista

johtuen (Liite 1). EKP3 s.e:n ja EKP3 p.c:n mutaatioita oli huomattavasti enemman
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kuin EKP8:n resistenteilld fenotyypeilld. Mutaatiot olivat yhden nukleotidin
muutoksia (engl. Single nuclotide variation; SNV) eli pistemutaatioita, ja deleetioita,
jotka vaikuttivat etenkin EKP3:n mutanteissa kahden tai kolmen proteiinin
aminohappokoostumukseen (Liite 1). Nditd sekvensseji hyoddynnettiin uusien

mutaatioiden selvittdmisessd (ks. 3.4.3 ja 3.5).

3.1 Faagilysaattien tiitterit

Tuoreistettujen faagiliuosten tiitterit laskettiin kdyttamalld kaavaa 1. Taulukossa 3

on listattu kdytettyjen faagistokkien tiitterit.

Taulukko 3. Faagiliuosten isantdbakteerit ja tiitterit.

Faagilysaatti Isantdbakteeri Tiitteri (PFU/ml)
EKP3P1 EKP3 1,9 x 101
EKP3P2 EKP3 6,1 x 1010
EKP3P4 EKP3 2,6 x 109
EKP3P5 EKP3 1,4 x 1010
EKP8P1 EKPS8 2,1 x107
EKP8P2 EKP8 1,7 x 107
EKP8P3 EKPS8 8,5 x 107
EKP8P4 EKPS8 7,9 x 107

Faagien infektiokyky tarkistettiin ennen faagialtisuskokeita, jotta voitiin seurata
faagiresistenssissd tapahtuvia muutoksia. Infektiokokeen tuloksista ndhd&an,
kuinka tuoreistetut faagit infektoivat EKP3- ja EKP8-kantoja, mutta faagiresistentin
omaavat EKP3 s.emn ja EKP8 s.e:n olivat alttiita ainoastaan EKP3P1-faagille (Kuva
5). EKP3 p.c ja EKP8 p.c isolaatit olivat yha ndille kahdeksalle faagille resistentteja
(Kuva 5). Testissd havaittuja plakkeja ympéaroi noin 4-10 mm leveit renkaat (ns.

halot).
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Faagit
EKP3P5 |EKP8P1

Bakteerit

EKP3P2 |EKP3P4 EKP8P2 |EKP8P3 |EKP8P4

EKP3 s.e

EKP8 s.e
EKPS p.c
Kuva 5. Faagien infektiokyky bakteerikannoissa. Kuvassa harmaalla on esitettyna
faagi-infektiokyky bakteerikantoja vastaan. Tuoreistettujen faagiliuosten
infektiokykyé tarkasteltaessa huomataan, kuinka vain EKP3 p.c ja EKP8 p.c olivat
resistenttejd jokaiselle faagille, toisin kuin EKP3 ja EKP8. Ainoastaan EKP3P1-faagi
kykeni infektoimaan EKP3 s.e:n ja EKP8 s.e:n.

3.2 Uusien faagien karakterisointi

Jokaiselle EKP3-ja EKP8-kannalle eristettiin jatevedestd infektoivia faageja, joiden
morfologiaa ja infektiokykya bakteereissa tutkittiin. Faagien isdntdbakteerit, tiitteri
sekd kapsidien koot ovat esitettynd taulukossa 4. EKP3P8ja EKP8P8 faagilysaattien
TEM-kuvista havaittiin eri kokoisia faageja. Tietyn kokoiset faagit kuvastavat
profaageja, jotka ovat monistuneet isdntdbakteereissa jatevedestd eristetyn faagin
rikastamisen yhteydessd. Vain yhden kokoiset faagit ovat ndin ollen perdisin
jatevedestd ja muut poikkeavat faagit ovat isdntdbakteerin omia profaageja. EKP3P8
oli labiili faagi, joka oli herkka normaalille késittelylle, ja aiheutti ongelmia tiitterin
madrittdmisessd. Kun faagistokkia ei sekoitettu vorteksoimalla saatiin lopulta
faagilysaatille tiitteri mddriteltyd, mikad oli huomattavasti pienempi kuin muiden

faagien.
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Taulukko 4. Uusien faagien profiili.

Faagilysaatti  Isdntibakteeri  Tiitteri (PFU/ml) Kapsidin koko (nm)

EKP3P6 EKP3 p.c 4,4 x10° 60,1
EKP3P7 EKP3 s.e 1,5 x 1010 49,3
EKP3P8* EKP3 5x 104 50,0; 59,1; 80,3
EKP8P6 EKP8 p.c 5,4 x 1010 56,1
EKP8P7 EKP8 51x108 58,1
EKP8P8* EKP8 s.e 7,2 x 1010 32,6; 52,5

*Useampi faagi

Faagit varjattiin PTA-negatiivivdriaineella, joka vdarjdsi faagien taustan tummaksi.
TEM-kuvantamisessa elektronien ldpivirtaus faagindytteistd saa aikaan yhdessd
PTA:n avulla massatiheyseroja. Taméa néhtiin kontrastieroina, joiden vuoksi faagit
erottuivat vaaleina rakenteina (Kuva 6). Kuvien avulla mitattiin faagikapsidien
halkaisijat ja tarkasteltiin faagilysaatissa olleiden eri faagien esiintyvyyttd. Faagit
osoittautuivat morfologiansa perusteella Siphoviridae-heimon kaltaisiksi. EKP3P8:n
yhteydessa havaittiin myds morfologisesti eroava mahdollinen Myoviridae-heimon

kaltainen faagi (Kuva 6C).
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100 nm & 4001 4 100 nm

18

Kuva 6. Faagien morfologinen karakterisointi. Uudet eristetyt faagit karakterisoitiin
TEM-kuvien perusteella kapsidin koon ja ulkomuodon avulla. (A) EKP3P6, 60 nm;
(B) EKP3P7, 49 nm; (C1-2) EKP3P8 profaagi, 80 nm; (D) EKP3P8, 50 nm ja 59 nmy;
(E) EKP8P6, 56 nm; (F) EKP8P7, 58 nm; (G) EKP8PS, 33 nm ja 53 nm. Eristetyt faagit
osoittivat yhtdldisyyttd Siphoviridae-heimoon ja C1-C2 kuvien faagit puolestaan
Myoviridae-heimon kanssa.

Faagien kykyd infektoida eri kantoja tutkittiin maljaamalla faageja yhdessd
bakteeri-isolaattien kanssa. Tulokset osoittivat, kuinka eristetyt faagit kykenivit
infektoimaan isantdbakteerinsa lisdksi toista K. pneumoniae -kantaa (Kuva 7). Myos
EKP3-ja EKPS8-kannan faagiresistenttejd isolaatteja infektoivia faageja esiintyi
uusien faagien joukossa (Kuva 7). EKP8P6-faagi kykeni infektoimaan kaikkia
késittelyssd olleita bakteereita, paitsi EKP3:a ja EKP3 s.e:td. Faagin kyky infektoida
EKP3 p.c:itd johtuu mahdollisesti bakteerin mutaatioista, joita ei ole villityypin
EKP3:ssa tai edes EKP3 s.e mutantissa. EKP8P6-faagia tutkittiin tarkemmin, jotta

voitiin ymmart&a, mistd infektioerot voisivat johtua (ks. 3.2.1 ja 3.3).
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Bakteerikannat/- Faagit
isolaatit | EKP3P6 | EKP3P7 | EKP3P8 | EKPSP6 | EKPSP7 | EKPSP8
EKP3
EKP3 s.e
EKP3 p.c
EKP8
EKDPS s.e
EKPS p.c
Kuva 7. Uusien faagien infektiokyvyn maddritys. Eristettyjen faagien isantdkirjo
madritettiin tippatestilld. Tuloksista havaittiin, kuinka faagit infektoivat (kuvattu
harmaalla) useampaa isantamuotoa. EKP3P7-faagi erottui muista, silld se kykenee
infektoimaan vain resistenttejd mutantteja (s.e ja p.c).

3.2.1 EKP8P6:n genomiset ominaisuudet

Erityisen mielenkiintoiseksi osoittautunut EKP8P6-faagi sekvensoitiin, jotta voitiin
tarkastella sen geneettistd koostumusta ja samankaltaisuuksia aiemmin
sekvensoituihin faageihin. Faagigenomin eristyksen vaatimuksena oli, ettd
eristettdvan faagilysaatin tiitteri olisi 106-101° PFU /ml, joten EKP8P6:n 1010 PFU/ml
tiitteri sopi juuri tarkasteluvélille. Eristysprotokollan perusteella genomi oli
dsDNA:ta, ja Qubit-mittauksen tuloksena sen pitoisuudeksi saatiin 22,4 ng/ ul.
Koodaavien geenien osalta EKP8P6 oli 46,6 % samankaltainen enterobakteerifaagin
Tl ja sen kaltaisen luokittelemattoman TLS-faagin kanssa. Kolmanneksi
samankaltaisin faagi oli myos T1-faagin kaltainen RTP-faagi, joka puolestaan oli
geenien perusteella 39,7 % yhtenevd. RAST-analyysin perusteella ndma
prosenttiosuudet, kuten my6s samankaltaisten faagien sekvenssien koko, saatiin
maédritettyd (Taulukko 5). Vertailun vuoksi suoritettu BLAST-analyysi puolestaan
osoitti, kuinka EKP8P6-faagin genomi oli samankaltainen monen muun Klebsiella-
faagin kanssa. Prosentuaalisesti sekvennsisamankalisuuudet olivat yli 95 % 17:lla
eri Klebisella-faagilla, mikd on selkedsti suurempi kuin RAST-geenikirjaston

faageilla.
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Taulukko 5. EKP8P6-faagin ja genomiltaan samankaltaisten faagien profiili.

Luokittelematon T1:n Luokittelematon T1:n
EKP8P6 T kaltainen, TLS kaltainen, RTP

Heimo Siphoviridae Siphoviridae Siphoviridae Siphoviridae

Genomi dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA
Sekvenssin 47 769 48 836 49 902 46 219
koko (bp)
GC:n osuus

(0/0) 5111 - - -

Koodaa-vula 73 78 87 75

geeneji

EKP8P6-faagin ennustetuista geeneistd 58 % koodaavat hypoteettisia proteiineja ja

23 % muita faagin proteiineja (Kuva 8).

Kapsidi
3%

DNA synteesi
5% S

Hypoteettiset

0
Hantarakenteet__ / 58%
11%

Muut__—
23%

Kuva 8. EKP8P6-faagin koodaavien geenien osuus ja funktio. Téassd kuvassa on
esitettynd sektorikaavio, jossa kukin viri kuvastaa faagin koodaavien geenien
kategoriaa. Hypoteettisia proteiineja koodaavia geeneja oli eniten (58 %), toisin kuin
muita (23 %), hantdrakenteen (11 %), DNA synteesin (5 %) ja kapsidin proteiineja (3
%) koodaavia oli huomattavasti vahemman.

3.3 EKP8P6-faagin infektiokyky faagikoktailissa

EKP3-kanta késiteltiin kahdella eri faagikoktaililla, jotka sisdlsivit faagit EKP3P1,
EKP3P2, EKP3P4, EKP3P5, EKP8P1, EKP8P2, EKP8P3 ja EKP8P4. Toiseen koktailiin
oli lisdtty myos EKP8P6-faagi (*). Kokeessa bakteerit altistettiin faageille eri
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olosuhteissa (A=+37 °C, 210 rpm; B= +37 °C ja C=RT). Altistuskokeista maljattiin
ndytteitd, jotta voitiin replikaattien avulla laskea eldvien bakteerien osuudet.
Kaikissa olosuhteissa MOI:n kasvaessa bakteerien selviytymisprosentti parani
huomattavasti (Taulukko 6). Vain RT:ssd kasvatetut EKP3:n kasvatukset selvisivat

MOlI:sta riippumatta (Taulukko 6).

Taulukko 6. EKP3:n selviytyminen faagikoktail altistuksessa eri olosuhteissa.

Selviytymisprosentti (%)
MOI A A+ B B+ C C+
1 50 37,5 37,5 37,5 100 100
10 100 62,5 87,5 100 100 100
100 100 100 100 100 100 100

A=faagikoktail, +37 °C, 210 rpm  A+= faagikoktail + EKP8P6, +37 °C, 210 rpm
B= faagikoktail, +37 °C B+= faagikoktail + EKP8P6, +37 °C
C= faagikoktail, RT C+= faagikoktail + EKP8P6, RT

Faagikoktailikasittelystd selvinneet bakteerit altistettiin maljalla eri viruksille
yksitellen, jotta voitiin tarkastella faagiresistenssien kehittymista eri olosuhteissa
(Kuva 9). Faagien infektiivisyyttd tarkasteltiin muodostuneiden plakkien avulla.
Plakkien prosentuaaliset esiintyvyydet A-, B-ja C- olosuhteissa mééritettiin kunkin
kasvuolosuhteen ndhden erikseen laskemalla infektoitujen maljojen osuudet
maljojen kokonaismddrdstd (Kuva 9). EKP3Pl-faagin infektiokyky oli muihin
faageihin verrattuna runsaampaa plakkien esiintyvyyksid vertailtaessa.
Olosuhteista ja faagikoktailkoostumuksesta huolimatta EKP3P1 infektoi
tehokkaasti. Faagikoktailkasittelyn jialkeen EKP3-bakteerit herkistyivdat EKP8P6-
faagille.
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MOIL D Faagit Plakkien esiintyvyys:
EKP3P1 | EKP3P2 | EKP3P4 | EKP3P5 | EKP8P1 | EKP8P2 | EKP8P3 | EKP8P4 | EKP8P6
1 A
10 A
100 A
10 A+ 40-50%
100 A+ 30-40%
1 B 20-30%
10 B 10-20%
100 B 0-10%
1 B+
10 B+
100 B+
1 C
10 C
1 C+
10 C+
w | [ H:
A = faagikoktail, +37 °C, 210 rpm A+ = faagikoktail + EKP8P6, +37 °C, 210 rpm
B = faagikoktail, +37 °C B+ = faagikoktail + EKP8P6, +37 °C
C =faagikoktail, RT C+ = faagikoktail + EKP8P6, RT

Kuva 9. Infektiotestien plakkiesiintymat. Faagikoktailaltistuksen jdlkeen suoritetun
infektiotestin tulokset ovat esitettynd lampokartan avulla. Kokeen olosuhteet ovat
esitettynd kirjaimin A-C ja faagikoktailiin lisdtty EKP8P6-faagi +-merkilld. Plakkien
prosentuaalinen mddrd eri MOl:ssa on kuvattuna varipalkeilla infektiotestimaljojen
mddrdan suhteen. Ennen koetta EKP3 oli resistentti vain EKP8P6-faagille, mutta
faagien infektiivisyys muuttui faagikoktailin vaikutuksesta.

Faagien infektiivisyydessd tapahtuvia muutoksia tarkasteltiin tarkemmin EKP8P6-
faagin kannalta. Yksittdisten faagien altistuskokeen tuloksena selvisi, kuinka
EKP8P6 muuttui infektoivaksi faagiksi, kun EKP3 oli kehittynyt resistentiksi
EKP8P3:a vastaan (Kuva A, Liite 2). Vastaavasti EKP8P6:n ollessa infektiokyvyton,
muut faagikoktailin faagit olivat vaihtelevasti infektoivia, mukaan lukien EKP8P3

(Kuva B, Liite 2).

3.4 Faagiresistentin fenotyypin muutokset alhaisessa ravinnepitoisuudessa

Bakteerien sopeutumista alhaisempaan ravinnepitoisuuteen tarkasteltiin
koeasetelmalla, jossa bakteerit kasvatettiin 100 % LB:n sijaan 10 % LB:ssd. Tulosten
perusteella EKP3-ja EKPS8-kannat eroavat toisistaan sopeutumisnopeuden ja
faagiresistensseissd tapahtuvien muutosten osalta, kuten myds genomitason

mukautumisen suhteen.
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3.4.1 Faagiresistenssimuutokset alhaisessa ravinnepitoisuudessa

Ravinnepitoisuuden ollessa 10 % huomattiin, kuinka kolmen kuukauden aikana
viikoittain suoritetuissa infektiokokeissa bakteerikannat menettivit paikoin
resistenssiominaisuuksiaan (Kuva 10). EKP3:n, EKP3 s.emn ja EKP3 p.cn
resistensseissd ei ilmennyt selkeitd muutoksia, mutta EKP3 s.e:n loppuvaiheessa
havaittiin pienid muutoksia (Kuva 10). Sen sijaan EKP3-bakteerien kasvu heikkeni
ajan mittaan huomattavasti. EKP8-kannan resistenteilld fenotyypeilld EKP8 s.e ja
EKP8 p.c havaittiin jo kokeen alkuvaiheessa faagiresistentin katoamista tiettyjd
faageja vastaan, minkd jalkeen resistenttikyky heikkeni viikoittain lisdd (Kuva 10).
Ndiden kahden mutantin resistensseissd oli myos jatkuvaa vaihtelua, silld eri
aikapisteissd niiden havaittiin joko menettdneen tai saaneen resistenssin tiettya
faagia vastaan (Kuva 10). EKP8 s.e mutantti reagoi #29 siirrostusvaiheen jilkeen

EKP3P2-faagiliuokseen muodostaen tiheimméan biofilmin lisdtyn faagilysaatin

kohdalla.
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Faagit
EKP3P1 [ EKP3P2 | EKP3P4 | EKP3P5 | EKP8P1 | EKP8P2 | EKPSP3 | EKP8P4

Bakteerit | Siirrostusvaihe

Alkukasvatus
Loppukasvatus

EKP3

Alkukasvatus
Loppukasvatus

EKP3 s.e

Alkukasvatus
Loppukasvatus

EKP3 p.c

Alkukasvatus
Loppukasvatus

EKP8

Alkukasvatus
#8

#26

#29

#32
Loppukasvatus

EKPS s.e

Alkukasvatus
#23

EKPS8 p.c | #29

#32
Loppukasvatus

Kuva 10. Faagiresistenssin muuntuminen alhaisessa ravinnepitoisuudessa.
Kuvassa on esitettynd, kuinka tarkastelussa olevat EKP3-ja EKP8-kannat ja niiden
isolaatit menettiviat vaihtelevasti faagiresistenssin kolmen kuukauden aikana
tietyilld siirrostusvaiheissa. Harmaalla vérilld on esitettynd infektiotestissd havaitut
kirkkaat plakit, keltaisella varilla haaleat plakit, joissa oli vdhdista
bakteerikasvustoa. Siniselld varilld on kuvattuna bakteerin runsastunut kasvu
faagiliuoksen vaikutuksesta.

3.4.2 Kasvukdyrdanalyysit eri ravinnepitoisuuksissa

Ravinnepitoisuuksien vaikutusta bakteerien kasvutiheyteen tarkasteltiin kolmen
kuukauden kestdneen kokeen eri vaiheiden bakteerikasvatuksia 10 % LB-liuoksessa
sekd 100 % LB-liuoksessa. Bakteerit kasvavat selvasti hitaammin 10 % LB:ssd kuin
100 % LB:ssd (Kuva 11). Kuvasta 11 ndhd&dan, kuinka EKP3:n ja EKP3 p.c:n kasvu
hidastui 10 % LB:ssd, kun taas muut bakteerit sopeutuivat ravinteiden alenemiseen
tehokkaasti. EKP8 s.e:n ja EKP8 p.c:n faagiresistenssien menettamisen tuloksena
bakteerien kasvussa on havaittavissa pientd vaihtelua, joka n&ahddan

kasvunopeudessa niin 10 % kuin 100 % LB:ssd (Kuva 11).
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Kuva 11. Ravinnepitoisuuden vaikutus bakteerikasvuun. Kuvaajat esittavit
bakteerien keskiméaardista tiheytta 10 % ravinnepitoisuuskokeen eri vaiheissa (A)
10 % LB-liuoksessa ja (B) 100 % LB-liuoksessa. A-kuvasta ndhd&an, kuinka 10 %
LB:ssd kasvatettujen bakteerien kasvutihedet pysyivit erittdin alhaisina 10 % LB-
mittauksessa. B-kuvassa ilmenee, kuinka 10 % LB:ssd kasvatetut bakteerit
tehostavat biomassan muodostamista ravinnepitoisuuden ollessa 100 %. Kukin
bakteeri on kuvattuna eri virein suhteessa optiseen tiheyteen (OD), joka mitattiin
aallonpituudessa 565 nm. Keskihajonnan avulla lasketut virhearvot on asetettu
virhepalkkeihin, joiden avulla ndhddan kolmen replikaatin vélinen vaihtelun
suuruus.

3.4.3 Genotyyppimuutokset alhaisessa ravinnepitoisuudessa

Bakteerien genomin mukautuminen alhaiseen ravinnepitoisuuteen analysoitiin
vertailemalla kokeen bakteerikasvatusten DNA-sekvenssejd alkuperdisten EKP3- ja
EKP8-kantojen, sekd niiden mutanttien sekvensseihin. Eristetyt DNA-ndytteet

sekvensoitiin, joiden avulla tarkasteltiin bakteerien genotyyppimuutoksia
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faagittomassa ja niukkaravinteisessa ymparistossda (Taulukko 7, Liite 3). Alhainen
ravinnepitoisuus lisdsi mutaatioiden maarada etenkin EKP3:ssa ja sen mutanteissa
verrattuna bakteerien alkuperdisiin sekvensseihin (Taulukko 7). Suurin osa
mutaatioista olivat SNV:std ja useamman nukleotidin muutoksista (engl. Multiple
nucleotide variation; MNV) johtuvia. Huomiota heréttdva muutos kohdistui EKP8
s.e:n, jossa koko bakteeripopulaatiolla ilmenevit eli homogeeniset mutaatiot olivat
runsaita kokeen alkuvaiheesta ldhtien, mutta loppuvaiheen DNA-sekvenssissd
mutaatioita ei ollut havaittavissa (Taulukko 7). Laajemmat mutaatiot, kuten
insertiot, deleetiot ja genomin pienalueiden korvautumiset, olivat maéarallisesti
vdhdisempid, mutta vaikutukseltaan suurempia syntetisoituvan proteiinin
koostumuksen kannalta (Taulukko 7). Suurin osa mutaatioista kohdistui rRNA:ta
koodaaviin geeneihin, mutta my6s metaboliaan vaikuttavissa ja stressivasteen
geeneissd esiintyi lukuisia muutoksia (Liite 3). EKP8 p.c:n loppuvaiheen DNA
sekvenssejd ei saatu tarkasteltavaksi liian suuren ndytemddrdn vuoksi. EKP3:n

CRISPR-lokuksissa ei havaittu muutoksia.

Taulukko 7. Bakteerindytteiden DNA:n pitoisuudet ja mutaatioiden esiintyminen
faagittomassa ja niukkaravinteisessa ympaéristossa.

Mutaatioiden mairit (homogeeniset)

Bak-teerlkar'lta/- Siirrostusvaihe 'DNA- Mutaatiotyypit Homotsygoottien
isolaatti pitoisuus osuus (%)
(ng/ul) SNV MNV Insertio Deleetio Korvike

EKP3 Loppu 28 69 (5) 99 8 (1) 11 (5) 7 (4) 21
EKP3 s.e Loppu 31 47 (9) 11 (7) 14 (1) 16 (6) 8 (8) 32
EKP3 p.c Loppu 18 56 (31) 25 (19) 16 (3) 22(13) 18(16) 60
EKPS8 Loppu 33,2 6 (0) 6(2) 2 (0) 6(2) 1(0) 19
EKPS8 s.e #8 33,2 4 (4) 4 (4) 5(2) 33) 5 (4) 81
#26 25 8 (6) 10 (10) 9 (6) 4 (4) 5(5) 86
#29 20,1 7 (4) 8(7) 9 4) 4 (3) 5(5) 70
#32 211 11 (9) 12 (11) 10 (4) 33) 6 (5) 76
Loppu 15,6 0 0 0 0 0 0
EKPS8 p.c #23 19 6(1) 4 (4) 3 (0) 2(1) 0 40
#29 30,2 7(2) 5 (3) 5(2) 1() 1(0) 42
#32 25 9(2) 6(2) 5 (0) 1(0) 3(0) 17
Loppu* 34,3 - - - - - -

SNV: yhden nukleotidin muutos
MNV: useamman nukleotidin muutos
*: Sekvenssidata puuttuu
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3.5 EKP3-kannan faagiresistenssin kartoitus

Faagiresistenssin muodostumista EKP3-kannassa analysoitiin kahdella eri
koeasetelmalla: EKP3P5-faagialtistuksen ja faagikoktailaltistuksen (EKP3P1,
EKP3P2, EKP3P4, EKP3P5, EKP8P1, EKP8P2, EKP8P3 ja EKP8P4) avulla. EKP3P5:n
altistuskokeet olivat vaiheittaisia. Kukin vaihe koostui neljan vuorokauden
faagialtistusjaksosta, minkéd jdlkeen osa nestekasvatuksesta siirrettiin tuoreeseen
10 %  LB-liuokseen  ja  altistettiin  tuoreelle = EKP3P5-faagilysaatille.
Faagikoktailaltistuksen tarkoituksena oli kehittda faagiresistentti EKP3 p.c isolaatti.
Faagiresistenssin kehittymistd tarkasteltiin yksittdisten faagien altistuskokeiden ja

sekvensoinnin avulla.

EKP3P5-faagin altistuskokeessa ensimmadisen vaiheen kasvatus kehittyi
resistentiksi EKP3P2-, EKP3P5- ja EKP8P3-faageille, mikd saattaa johtua ndiden
faagien samankaltaisuuksista (Kuva 12). Ensimmadisen vaiheen kasvatus sopeutui
kasvamaan EKP3P5 ja EKP8P3 lysaattien joukossa kasvaen niissd tehokkaammin,
mikd havaittiin runsaampana biomassana (Kuva 12). Ensimmadisen tuoreistuksen
jilkeen toisen vaiheen kasvatus oli kehittynyt resistentiksi EKP8P1-faagille ja
heikensi EKP3P4:n infektiokykyd (Kuva 12). Kolmannen vaiheen tuoreistukset
tehtiin 10 % ja 100 % LB-liuokseen. EKP3 kasvoi kummassakin kasvatusliuoksessa
samalla tavalla, mutta EKP3P4:n muodostamia plakkeja ei havaittu ollenkaan 100 %
LB-kasvatuksesta. EKP3P5-lysaatti ei myosk&an tehostanut bakteerin kasvua 100 %
LB:ss4, toisin kuin alhaisessa ravinnepitoisuudessa (Kuva 12). Kolmannen vaiheen
muutokset olivat paikoin yhtenevid, silla EKP3P2-lysaatin kohdalla EKP3 kasvoi
runsaammin ja EKP8P2-faagin infektiokyky oli palautunut. (Kuva 12).

EKP3-kannan kehittdiminen alkuperdisen EKP3 p.c:n kaltaiseksi ei toteutunut
odotusten mukaisesti. Faagikoktailialtistuksen jdlkeen suoritetun infektiotestin
perusteella mutantti ei kyennyt kehittdméaédn resistenssida EKP3P1-faagia vastaan

(Kuva 12).
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Faagit
EKP3P1 |EKP3P2 |EKP3P4 |EKP3P5 |EKP8P1 |EKP8P2 |EKP8P3 |EKP8P4

Bakteerit

1. vaiheen EKP3

2. vaiheen EKP3

3. vaiheen EKP3, 10%
3. vaiheenEKP3, 100%
Uusi EKP3 p.c

Kuva 12. EKP3-kannan faagiresistenssin kehitys faagialtistuskokeiden jdlkeen.
EKP3-kannan kaksi eri koeasetelmaa kuvastavat, kuinka EKP3P5-faagi ja
faagikoktaili vaikuttavat bakteerin faagiresistenssin kehittymiseen. Kuvassa
harmaat palkit osoittavat faagi-infektiota, keltainen heikkoa infektioita ja sininen
runsaampaa bakteerikasvustoa faagilysaatista johtuen. Vaiheittaisen kokeen eri
kasvatukset kehittyivdt hyvin faagiresistenteiksi EKP3P5 altistuksen tuloksena,
paitsi faageille EKP3P1, EKP8P2 ja EKP8P4. Uusi EKP3 p.c mutantti ei kyennyt
mukautumaan kaikille faagikoktailin faageille, joten se ei ollut alkuperdisen EKP3
p.c:n kaltainen.

Kasiteltyja EKP3-kasvatuksia tarkasteltiin myds eristettyjen DNA-ndytteiden
avulla, jotka sekvensoitiin mutaatioiden selvittimiseksi (Taulukko 8, Liite 4).
Vaiheittaisessa kokeessa bakteeripopulaatioissa esiintyvien homogeenisten
mutaatioiden osuudet olivat 28 %, kun taas uudessa EKP3 p.c:n mutantissa osuus
oli 52 % (Taulukko 8). Molemmissa kokeissa SNV-mutaatioita olivat yleisimmiyit,

kun taas deleetioita ja korvautumisia oli maarallisesti vahiten (Taulukko 8).

Taulukko 8. EKP3-kannan mutaatioiden maarat faagialtistusten tuloksena.

Bakteeriniyte DNA:n Mutaatioden méirit (homogeeniset) Homotsygoottien
pitoisuus Mutaatiotyypit osuus (%)
(ng/pl) SNV MNV Insertio Deleetio Korvike
1. vaiheen EKP3 23,6 68 (15) 6(3) 8(2) 7 (4) 3(2) 28
3. vaiheen EKP3 23,2 11 (2) 3(1) 5 (0) 1(1) 5(3) 28
Uusi EKP3 p.c 24,6 45 (19) 25 (16) 12 (7) 14 (7) 10 (6) 52

SNV: yhden nukleotidin muutos
MNYV: useamman nukleotidin muutos

Koodaaviin geeneihin kohdistuneet mutaatiot olivat runsaimmat EKP3:n vaiheen
1. kasvatuksessa ja vdhdisimmat vaiheen 3. kasvatuksessa (Liite 4). Uuden EKP3
p.c:n geenimutaatioita ilmeni myos huomattavasti vahemmén, kuin EKP3P5-faagin
altistuskokeen 1. vaiheessa, vaikka faagipaine oli runsaampi (Liite 4). Osa
mutaatioista sijoittui geeneihin, jotka koodaavat kolaanihapon biosynteesin UDP-

glukoosilipidikantajan  transferaasia, NAD(P)H-flavinioksidoreduktaasia ja
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rRNA:ta (Liite 4). Alkuperdisessd EKP3 s.e mutantissa esiintyi myds samanlaisia
mutaatioita kolaanihapon biosynteesin UDP-glukoosilipidikantajan transferaasin
geenissd. Hypoteettisia proteiineja koodaavat geenit mutatoituvat vain vaiheen 1.
kasvatuksessa (Liite 4). Faagialtistuskokeilla ei ollut vaikutusta EKP3:n CRISPR-

lokuksiin.

4 TULOSTEN TARKASTELU

Antibioottiresistenttien bakteeri-infektioiden hoitamiseen kéytettyjen faagien
karakterisointi ja infektiokyvyn mddrittdminen eri bakteerikannoissa ovat oleellisia
osia faagiterapian toimivuuden kannalta. Tamdn tutkimuksen tarkoituksena oli
selvittdd késittelyssd olleiden K. pneumoniae -bakteerilajin kahden kannan
faagiresistenssin kehittymismekanismia eri olosuhteissa. Kokeiden avulla voitiin
muodostaa yleiskuva EKP3- ja EKP8-kannan faagialttiudesta sekd faagiresistenssin
kehittymisen = tehokkuudesta, ettd sen menettdmisestdi. Nendinniemen
jatevesipuhdistamon jdtevedestd aikaisemmin eristetyt sekd uudet, vasta rikastetut,
faagit muodostavat faagikirjaston ndille K. pneumoniae -kannoille. Ndiden faagien
avulla  voitiin  tarkastella muun muassa uuden faagikoktailseoksen

infektiotehokkuutta ja resistenssin muodostumista.

4.1 Bakteerikantojen ja isolaattien erot

Bakteerien normaalikasvu edellyttdd muun muassa sopivien ravinteiden saantia
tietyssd pH:issa ja oikean kasvuldmpdétilan (Ratkowsky ja Ross 1995).
Laboratoriokokeissa kasvuolosuhteita voidaan sdddelld sopiviksi bakteerien
kasvuvaatimusten mukaisesti ja niiden 4ddrirajojen selvittdmiseksi yhdessd
ulkopuolisten hdiridtekijoiden, kuten faagien, kanssa. Tarkastelussa olleiden K.
pneumoniae -bakteerilajin eri kantojen ja niiden resistenttien isolaattien
bakteerikasvustot erosivat toisistaan morfologisesti sekd genomin perusteella

(Kuva 4, Liite 1). Villityypin EKP3- ja EKP8-kantojen pesédkkeet olivat kostean
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limaisia ja kooltaan huomattavasti suurempia ja runsaampia, kuin niiden mutantit
isolaatit (Kuva 4). Erot ilmenivit faagiresistenssin kehittdneissa mutanteissa, joiden
vdhdisempi kasvu oli oletettavasti kustannus resistenssiominaisuuksien
kehittymisestd. Mutanttien isolaattien pesdkekoot olivat myos erilaiset, silld
faageille  peridttdisaltistetut  isolaatit olivat hiukan suurempia kuin
yhdistelméaaltistetut mutantit (Kuva 4, B-C ja E-F). Namé& morfologiset kasvuerot
johtunevat resistenssin kehittymisasteesta, joka korreloituu pesidkkeiden kokoon ja

koostumukseen (Demerec ja Fano 1944).

Resistenssiominaisuudet ovat kustannukseltaan merkittavit, silld bakteerien kasvu
hidastuu niiden seurauksena, aiheuttaen haasteita esimerkiksi ravinteiden
sisddnotossa (Tan ym. 2019). Faagikoktailille resistenteiksi kehittyneet EKP3 p.c ja
EKP8 p.c oli altistettu ennestddn kahdeksalle faagille samanaikaisesti. Tama aiheutti
suurempia muutoksia bakteerien metaboliaan verrattuna EKP3 s.e -ja EKP8 s.e -
bakteereihin. EKP3 s.e ja EKP8 s.e puolestaan olivat faageille perdkkdisaltistettuja,
minkd vuoksi metaboliset muutokset eivit olleet yhtd merkittdvid vaiheittaisen
faagipaineen vuoksi. Bakteerien erot kasvuominaisuuksissa ilmenivit yhtd lailla
nestekasvatuksissa, jotka erosivat liuossamuksien perusteella. 10 % LB-
kasvatuksissa késiteltiin nestekasvatuksia eri tilavuuksina, jotta bakteerien méaarat
eivdt alentuneet liikaa. Ndiden erojen selvittimiseksi oli jo ennestddn suoritettu
bakteerien genomisekvenssien analysointi, joita vertailtiin vield tarkemmin
toisiinsa (Liite 1). EKP3 s.emn, EKP3 p.c:n, EKP8 s.emn ja EKP8 p.c:n sekvenssejd
verrattiin villityypin EKP3:n tai EKP8:n genomiin. Tdten voitiin havainnollistaa
tarkemmin faagialtistusten vaikutusta mutanttien genomiin (Liite 1). DNA-
sekvenssit osoittivat, kuinka EKP3:n isolaatit eivdt hyodyntdneet CRISPR-
lokustaan, vaan mutatoituivat padosin SNV:1l4 tai deleetioilla (Taulukko B, Liite 1).
Homogeenisten mutaatioiden osuus oli EKP3 s.e:ssd suuri (100 %), mikd kuvastaa,
kuinka bakteeripopulaation genomissa tapahtuneet mutaatiot esiintyivit jokaisessa
ndytteen bakteereissa (Taulukko B, Liite 1). EKP3 p.c:ssd esiintyi vain 17 %
homogeenisid mutaatioita, mikd puolestaan kuvastaa mutaatioiden tapahtuvan
suurimmaksi osaksi vain tietyissda EKP3 p.c:n bakteereissa (Taulukko B, Liite 1).

EKP8:ssa ilmeni mutaatioita vain vdhan. EKP8 p.c:ssd havaittiin vain yksi SNV, joka
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ei ollut homotsygoottinen mutaatio (Taulukko B, Liite 1). Geneettisten
mutaatioiden vahdisyys voi titen johtua EKP8-kannan geeniekspression sddtelystd,
jonka avulla bakteeri mukautuu vaihteleviin olosuhteisiin. Villityypin bakteereihin
verratessa, resistenteissd fenotyypeissd havaittiin enemmin geenimutaatioita
koodaavissa geeneissa (Taulukko B, Liite 1). Taten my6s ekspressoituvan
funktionaalisen proteiinin rakenne tai toiminta voi muuttua. Naditd
geenimutaatioita kdytettiin vertailukohteena tdssd tutkimuksessa, jotta voitiin
seurata uusien mutaatioiden muodostumista, kuten my6s vanhojen mutaatioiden

merkittavyyttd (ks. 4.4 ja 4.5).

4.2 Faagilysaattien infektiokyky

Faagiliuoksille voidaan laskea faagipartikkelien konsentraatio titrausmenetelman
avulla. Faagitiitterin méaaritysmenetelmd perustuu isdntdbakteerikasvatuksen ja
faagien maljaamiseen pehmytagarin kanssa kasvatusmaljalle (Anderson ym. 2011).
Myohemmin bakteerimassan seasta voidaan havaita yksittdisten lyyttisten faagien
tuottamia kirkkaita plakkeja. Ndin ollen kvantitatiivisen faagitiitterin avulla
voidaan arvioida faagin infektiotehokkuus, joka poikkeaa eri isdntdbakteerien
vélillda (Anderson ym. 2011). Tassd tutkimuksessa késiteltiin ennestddn eristettyja
faageja ja uusia, jdatevedestd vastaeristettyja faageja, joiden tiitterit erosivat
toisistaan huomattavasti (Taulukko 3, Taulukko 4). Aikaisemmin EKP3-kannalla
rikastetut faagit olivat tiitterien perusteella tehokkaampia kuin EKPS8-kannalla
rikastetut (Taulukko 3). Tamad voidaan perustella isdntdbakteerin paremmasta
sopivuudesta EKP3P1:n, EKP3P2:n, EKP3P4:n ja EKP3P5:n tapauksessa. Ndista
EKP3P1 oli kaikin puolin tehokkain faagi, silld se kykeni yhé infektoimaan EKP3 s.e
ja EKP8 s.e -mutantteja, jotka ldhtokohtaisesti olivat resistenttejd kaikille
aikaisemmille faageille (Kuva 5). Muut faagit eivdt muodostaneet plakkeja
mutanteissa isolaateissa. Villityypin bakteerikannat, EKP3 ja EKPS, altistuivat
herkasti jokaiselle faagille (Kuva 5). Infektiotestissa havaitut plakit olivat noin 4-10
mm paksuisten halojen ympdroimida. Osa faageista muodosti suuria,
monikerroksisia haloja, osa puolestaan kaksikerroksisia haloja ja osa yhden erittdin

ohuen halon. Halot kuvastavat aktiivisten faagientsyymien, kuten polysakkaridien
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depolymeraasien, toimintaa, joiden vaikutuksesta bakteerien solunulkoiset
polysakkaridit hajoavat ja kasaantuvat solun pinnalle (Hughes ym. 1998). Faagien
halot eivdt aina olleet samankokoisia, mikd voi johtua eri bakteerien
polysakkaridikoostumuksen eroista. Faagiterapian nédkokulmasta katsottuna
faagientsyymien  potenttiaalista  tehokkuutta  patogeenisten  bakteerien
kukistamiseen tulisi vield tutkia tarkemmin. Téssa tutkimuksessa faagi-infektioiden
yhteydessd havaitut halomuodostelmat voivat kuvastaa faagien monipuolisia
ominaisuuksia heikentdd bakteerien kasvua my6s varsinaisen bakteerisolun faagi-
infektion ulkopuolella. Faagien esiintyvyys eri haloissa eroaa toisistaan, silld halon
ollessa kauempana plakista, sitd vdahemmadn faagia niissd esiintyy (Vukotic ym.
2020). Halokerrokset voivatkin johtua faagientsyymien tehokkuudesta tai
entsyymien  pienrakenteista, jolloin ne diffuntoituvat tehokkaammin

kasvuymparistoonsa.

Uusia faageja saatiin eristettyd késittelyssd olleille bakteereille heti ensimmadisellad
yritykselld, mikd on lupaava saavutus faagiterapian ndkokulmasta katsottuna.
Faagien rikastaminen onnistui hyvin ja tuotti korkean tiitterin omaavia lysaatteja
(Taulukko 4). Tiitterit olivat valiltd 108-101° PFU/ml, pois lukien EKP3P8:n, jonka
104 PFU/ml:n faagiliuos oli heikoin (Taulukko 4). Alhainen tiitteri johtui
todenndkoisesti faagin herkkyydestd tdrindlle, silld se ei kestdnyt samanlaista
késittelyd kuin muut faagit. EKP3P8-faagia ei sentrifugoitu tai sekoitettu ollenkaan,
minkd vuoksi tiitterin médrittaminen epdonnistui useamman kerran, kunnes se
saatiin lopulta mddriteltyd. Tuoreet faagit kuvattiin TEM:114, joka mahdollisti niiden
morfologisten rakenteiden tarkastelun ja heimojen sekd kapsidien halkaisijoiden
maéadrittaimisen (Kuva 6). Faagit erottuivat selkedsti vaaleina rakenteina PTA-
vdriaineen muodostamasta taustasta. Kuvantamisen yhteydessd faagien koot
maédritettiin mittaamalla useamman kapsidin halkaisija ja laskemalla niille
keskiarvot (Taulukko 4). Faagit olivat kooltaan 32,6-80,3 nm:n valiltd, mutta suurin
osa oli noin 50-60 nm kokoisia (Taulukko 4). Mittaamisen yhteydessd huomattiin,
kuinka kahdessa faagilysaatissa esiintyi kooltaan ja morfologialtaan eroavia faageja
(Taulukko 4, Kuva 6). EKP3P8:n sisélsi kolme eri faagia, jotka olivat kooltaan

50,0 nm, 59,1 nm ja 80,3 nm. Kaksi ndistd faageista olivat todenndkoisesti profaageja,
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jotka ovat aktivoituneet faagien rikastamisvaiheessa. EKP8P8:n yhteydessd
havaittiin kaksi eri kokoista faagia (32,6 nm ja 52,5 nm), joista toinen on profaagi.
Kaikki uudet faagit olivat morfologialtaan Siphoviridaen kaltaisia, paitsi EKP3P8:n
yhteydessd havaittu kookas faagi, joka oli Myoviridaen kaltainen (Kuva 6).
Siphoviridae ja Myoviridae heimojen faagit ovat osoittautuneet tehokkaiksi K.
pneumoniae -bakteerin infektioita vastaan in vivo- ja in vitro- koetulosten perusteella
(Wintachai ym. 2020; Shi ym. 2021). Faagiterapia on riippuvainen toimivista
faageista, joten uusien faagien loytaminen faagiresistenteillekin bakteereille on

olennaista terapialle.

Muista faageista erottuva, Myoviridaen kaltainen faagi saatiin kuvattua sekd ennen
genomin injektoitumista ettd sen jdlkeen (Kuva 6, C1-C2). Ndistd kuvista voidaan
selkedsti ndhdd, kuinka faagin hédntdrakenne supistuu injektoinnin tuloksena.
Vaikka kahdessa faagilysaatissa havaittiin erilaisia faageja, ei niitd voida TEM-
kuvien perusteella rajata profaageiksi. Faagirikastusten aikana poimittiin yksittdisid
plakkeja tarkasti, minka takia yksi faagi on perdisin jatevedestd, ja muut poikkeavat
faagit ovat profaageja. Jotta profaagit saataisiin madriteltyd, faagien genomit tulisi
sekvensoida. Naméa sekvenssit tulisi asettaa isdntdbakteerin genomin kanssa
rinnakkain, jotta profaagit saataisiin geenipdillekkdisyyksien avulla selvitettyd

(Volozhantsev ym. 2017).

Uusien faagien isdntdspesifisyyttd selvitettiin infektiotestien avulla. Tulokset
osoittivat, kuinka faagit kykenivat infektoimaan isdntdbakteerinsa lisdksi myos
toista K. pneumoniae -kantaa ja vaihtelevasti mutantteja isolaatteja (Kuva 7). Faagien
laajakirjoisuus isdntdbakteerien suhteen toimii suurena etuna faagiterapian
kannalta, silld faageja voidaan hyodyntaa bakteerin eri kantoja ja niiden mutantteja
isolaatteja vastaan. Lahes kaikki uudet faagit olivat EKP8-kannan bakteereita ja
mutantteja infektoivia (Kuva 7). EKP3P6 oli ainoa faagi, joka ei kyennyt
infektoimaan EKDPS8 s.e:td tai EKP8 p.c:td. Villityypin EKP8 kykeni vélttymédn vain
EKP3P7:ta, joka infektoi EKP8 s.e:n ja EKP8 p.cin lisiksi myos EKP3 s.e:ta.
Kuudesta uudesta faagista nelja infektoi EKP3:sta ja EKP3 s.e:td. EKP3 p.c sen sijaan

altistui vain kahdelle faagille (Kuva 7). EKP3P7-faagi infektoi vain mutantteja
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isolaatteja, kun taas EKP8P8-faagi infektoi kaikkia késittelyssd olleita bakteereita,
pois lukien EKP3 p.c:td (Kuva 7). Mielenkiintoiseksi uudeksi faagiksi osoittautui
myds EKP8P6, joka ei infektoinut villityypin EKP3:sta eikd EKP3 s.e:td, mutta
infektoi EKP3 p.c:td (Kuva 7). Bakteereissa tapahtuvien solunulkoisten rakenteiden
muutosten tuloksena aikaisemmin infektiokyvyttomédt faagit voivat muuttua
infektoiviksi, mutta yhtd lailla iséntdbakteeri voi muuttua faagille sopimattomaksi
(Bohannan ja Lenski 2000). Taten EKP3-kannasta mutatoitunut EKP3 p.c on
faagialtistusten tuloksena muuttunut EKP8P6:lle sopivaksi. Vaikka EKP3 s.e oli
kehittynyt samaisesta villityypistd, ei peréttdiset faagialtistukset saaneet aikaiseksi
faagin kannalta hyodyllisia muutoksia. Nama infektiotestin tulokset loivat
ymmadrrystd bakteerien samankaltaisuuksista ja faagiresistenssin kehittdneiden
mutanttien eroavaisuuksista. Eristettyjen faagien lisddminen terapiakoktaileihin voi
avata uusia mahdollisuuksia kliinisten hoitojen suunnitteluissa, koska uudet faagit

voivat infektoida resistenttejd bakteereita tehokkaasti.

Eristyisen mielenkiintoiseksi osoittautunutta EKP8P6-faagia tutkittiin tarkemmin
genomitasolla. Lisdksi faagin kayttdytymistd faagikoktailissa tarkasteltiin EKP3-
kannan avulla (ks. 4.3). Kédytetty DNA:n eristysprotokolla paljasti faagin genomin
olevan dsDNA:ta. EKP8P6-faagista saatua DNA-sekvenssid rinnastettiin sen
isantdbakteerin genomisekvenssiin, jonka perusteella saatiin profaageihin viittaavia
osumia. Sekvenssit osoittivat, kuinka EKP8-kannalla oli ennestdin kolmen
profaagin genomi integroituneena. Tama tarkoittaa sitd, ettd villityypin EKP8 on
aikaisemmin altistunut samankaltaisille faageille, joiden genomi on yha
integroituneena bakteerin omaan genomiin. RAST:n avulla voitiin vertailla
EKP8P6:n ominaisuuksia ja selvittdd, mitkd faageista olivat koodaavien geenien
perusteella samankaltaisia (Taulukko 5). Kaikki 73 koodaavaa geenid kasiteltiin
yksitellen, ja niistd voitiin laskea eri faagien prosentuaalinen samankaltaisuus
EKP8P6:en ndhden. Enterobakteerien T1-faagija sen kaltainen luokittelematon TLS-
faagi olivat samankaltaisia 46,6 %:sti, kun taas kolmanneksi samankaltaisin faagi oli
myos luokittelematon, T1:n kaltainen, RTP-faagi, samankaltaisuudeltaan 39,7 %.
Faagien prosentuaaliset samankaltaisuudet ovat suhteellisen pienet, mikd voi

osittain johtua faagien eri geenimddristd (Taulukko 5). Nditd faageja vertailemalla
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huomattiinkin, kuinka kaikki olivat Siphoviridae heimoon kuuluvia ja dsDNA:n
omaavia (Taulukko 5). Sekvenssit olivat kooltaan suhteellisen ldhelld toisiaan, silld
EKP8P6:n genomi oli 47 769 bp, kun taas samankaltaisten faagien genomit olivat 46
219-49 902 bp (Taulukko 5). EKP8P6:n GC-nukleotidien osuus koko genomista oli
51,1 %, mutta muiden faagien GC-osuudet eivit olleet méddriteltyind. T1-faagi ja sen
kaltaiset muut faagit (kuten tdssa TLS ja RTP) tunnetusti infektoivat Escherichia coli
bakteereita (Bayer 1968). Ndiden kaltaisia faageja on havaittu lukuisia, mutta kaikki
faagigenomit eivit esiinny RAST-tietokannassa. EKP8P6:n ollessa K. pneumoniae -
kannassa rikastettu faagi, olisi sen luontevaa olla samankaltaisen muiden K.
pneumoniae -faagien kanssa. NCBI:n BLAST-toiminnon avulla saatiin EKP8P6:n
DNA-sekvenssin perusteella selville, kuinka monet K. pneumoniae -faageista olivat
yli 95 %:sti samanlaisia. Taten RAST-tietokannan faagigenomit eivét tdysin

soveltuneet EKP8P6-faagin samankaltaisuuksien analysoimiseen.

Tarkemmin analysoitaessa EKP8P6-faagin genomia huomattiin, kuinka suurin osa
(58 %) geeneistd oli hypoteettisia proteiineja koodaavia. Muita proteiineja
koodaavia geenejd oli 23 %, hdntdrakenteen proteiineja 11 %, DNA-synteesiin
osallistuvia proteiineja 5 % ja kapsidin proteiineja 3 % (Kuva 8). Hypoteettisia
proteiineja koodaavien geenien suuri mddrd ja muiden proteiinien pieni osuus
kuvastaa, kuinka faagigeenejd ei tunneta vield tarpeeksi. Lisdksi proteiinien funktiot

ovat heikosti madriteltyind, mikad heikentdd faagien kvalitatiivista karakterisointia.

4.3 EKP8P6-faagin vaikutus faagikoktailissa

Faagikoktailin aikaansaamia muutoksia villityypin EKP3-kannassa seurattiin
kahden eri koktailin altistuksen seurauksena. Toinen faagikoktaileista sisalsi
ainoastaan aikaisemmin eristettyjd faageja EKP3P1, EKP3P2, EKP3P4, EKP3P5,
EKP8P1, EKP8P2, EKP8P3 ja EKP8P4, kun taas toiseen koekoktailiin lisdttiin ndiden
faagien lisdksi myos EKP8P6-faagia. Faagipaineiden aikaansaamia muutoksia
EKP3-kannassa tarkasteltiin aina kokeen loppuvaiheessa faagien yksittdisten
altistuskokeiden  perusteella.  Tavoitteena oli seurata = EKP8P6-faagin

infektiokyvyssd tapahtuvia muutoksia, silld ldhtokohtaisesti EKP8P6 ei kyennyt
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infektoimaan villityypin EKP3:sta, mutta infektoi EKP3 p.c -mutanttia (Kuva 7).
Tarkoituksena oli selvittdd, mika tekija ajaa EKP8P6:n infektiokyvyn kehittymiseen.
Koe toteutettiin kolmessa eri olosuhteessa (A: +37 °C, 210 rpm; B: +37 °C ja C: RT)
kayttden eri faagikoktailipitoisuuksia (MOI 1, 10 ja 100). Bakteerikasvatuksia
késiteltiin koktaililla vuorokauden ajan, minka jdlkeen 1 ml bakteerisuspensiota
siirrettiin sellaisenaan tuoreeseen LB-liuokseen. Ndin my0s osa faageista siirtyivat
tuoreistuksen myo6td uuteen kasvatukseen. Tulokset olivat mielenkiintoiset, silld
MOILn kasvaessa bakteerien selviytymisprosentti kasvoi (Taulukko 6). Kokeiden
selviytymisprosentit on laskettu bakteerikasvatuksista tehtyjen maljausten
mukaan. MOIL:n ollessa yksi, EKP3 selviytyi heikosti faagikoktailin aiheuttamasta
paineesta, miké voi selittyd silld, ettd isdntien suhde faagiin oli tehokas tuhoamaan
bakteeripopulaation. RT:ssd ja ilman ravistelua kasvatetut bakteerit selviytyivit
aina elossa faagialtistusten jdlkeen, mikd sen sijaan voi johtua faageille ja
bakteereille sopimattomasta lampdétilasta tai bakteerien hidastuneesta metaboliasta
(Taulukko 6). Eniten bakteerien kuolleisuutta havaittiin +37 °C:n ja ravistelun
(210 rpm) yhteisvaikutuksen tuloksena, mikad olikin faagien kannalta sopivin
koeolosuhde ldmpdtilan ja ravistelun luoman liikehdinndn vuoksi (Taulukko 6).
Bakteerikasvatukset sdilyivdat elossa MOLn kasvaessa, kunnes MOIl:ssa 100
selviytymisen todenndkoisyys oli kaikissa 100 %. Tama tulos oli hammastyttava,
silla faagien mdadrdn ollessa suurempi, tulisi niiden infektoida bakteereita
nopeammin heikentden samalla niiden kasvua (Ryan ym. 2011). Tulosten
luotettavuutta kuitenkin parantaa se, ettd jokaisessa olosuhteessa kasvatetuista
bakteereista oli kahdeksan rinnakkaiskasvatusta. Faagien infektiivisyys voi
heikentyd suuresta faagimassasta johtuen, mikd hdiritsee faagien RBP:td
tunnistamasta isdntdbakteeria pitkien héantdrakenteiden sotkeutuessa toisiinsa.
MOIn 1 ja 10 selviytymisprosenteista voitiin osittain ndhdd EKP8P6:n vaikutus
EKP3-bakteeriin, kun kaisittely toteutettiin +37 °C:ssa ja ravistelussa. EKP3:n
selviytyminen oli ndissd huomattavan alhainen, toisin kuin muissa (Taulukko 6).
Kokonaisuudessa faagikoktailien erot eivit kuitenkaan merkittavésti vaikuttaneet

selviytymiseen. Esimerkiksi MOI:n ollessa 10, +37 °C:n kasvuolosuhteessa
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bakteerien selviytyminen oli 100 % EKP8P6:n ollessa faagikoktailissa, kun taas

ilman kyseistd faagia bakteerikasvatukset selviytyivat 87,5 %:sti (Taulukko 6).

Faagikoktailikasittelyistd selvinneiden bakteerien pesdkkeitd siirrettiin LB-
liuokseen infektiotestid varten. Viljelmissd havaitut pienet ja isot pesdkkeet
kéasiteltiin  pddosin  erikseen, jotta  voitiin  tarkastella homogeenisten
bakteeripopulaatioiden faagiresistenssin eroja saman kasvatuksen sisilld.
Infektiotestien tuloksista laskettiin eri olosuhteissa kasiteltyjen bakteerien
infektiomaljoilla havaittujen faagiplakkien prosentuaaliset mddrdt (Kuva 9).
Tuloksista voitiin selkedsti ndhdd, kuinka EKP3P1 kykeni jopa késittelyn jdlkeen
tehokkaasti infektoimaan EKP3:n. Bakteeripopulaatiot eivdt siten kerenneet
muodostamaan vuorokauden aikana resistenssid EKP3P1:td vastaan (Kuva 9).
EKP3P1:n plakkeja havaittiin neljadssa eri koeasetelmassa 90-100 % maljoista, mikéa
oli muihin faageihin verrattuna suuri maara (Kuva 9). Ilmeni kuitenkin tilanteita,
joissa plakkien esiintyvyys oli vain 10-20 % tai 30-40 %, mutta nditd tapauksia oli
huomattavasti vihemman kuin muilla faageilla (Kuva 9). EKP8P4 oli my0s tehokas
infektoimaan EKP3:sta, vaikka plakkiesiintymadt olivatkin vaihtelevasti valiltd 10-
90 % (Kuva 9). Verratessa faagiplakkien esiintyvyyksid voidaan havaita, kuinka
EKP3P2 oli heikoin infektoimaan EKP3:sta késittelyn jalkeen. Tama on pdételtdvissa
siitd, kuinka heikosti plakkeja esiintyi infektiotesteissd kokonaisuudessaan. Vain
MOIn ollessa 1 ja +37 °C:n koeolosuhteen vallitessa, plakkeja esiintyi hyvin (90-
100 %), mutta kahdeksassa eri koeasetelmassa ei plakkeja muodostunut lainkaan
(Kuva 9). EKP3P1:d lukuun ottamatta, EKP8-kannassa rikastetut faagit olivat
huomattavasti tehokkaampia infektoimaan EKP3:a faagikoktailaltistuksen jdlkeen,
erityisesti +37 °C ja RT koeolosuhteissa (Taulukko 3, Kuva 9). Tama oli
mielenkiintoinen havainto, mikd voi kuvastaa, kuinka EKP3:ssa tapahtuvat
mutaatiot muokkaavat bakteeria EKP8:n kaltaiseksi tai EKP3 suojautuu
ensisijaisesti vahvemmin infektoivilta faageilta. Jalkimmadisessd tapauksessa
EKP3:ssa rikastettuja faageja vastaan kehittyvit resistenssimekanismit ensin, minka

tuloksena EKP8:n faagit voivat vahvemmin infektoida.
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Plakkiesiintymisid  tarkasteltaessa  havaittiin, kuinka  EKP8P6  kykeni
faagikoktailaltistuksesta huolimatta infektoimaan EKP3:sta kasittelyn jdlkeen
(Kuva 9). Kokeen aloitusvaiheessa EKP3 oli resistentti EKP8P6:ta vastaan, mutta
kéasittelyn aikana se alkoi herkistyméddn faagin infektiolle. EKP8P6 muodosti
heikoimmin plakkeja RT:ssd (0-20 %), mika voi johtua epdsopivasta lampdotilasta ja
jatkuvan ravistelun puutteesta. +37 °C ja ravistelu puolestaan edisti EKP8P6-faagin
infektiokykya MOIl:sta huolimatta (10-40 %), kun taas ilman ravistelua +37 °C:ssa
infektioissa esiintyi enemman vaiheltua (0-70 %; Kuva 9). Tulokset osoittivat,
kuinka EKP8P6:n infektoidessa bakteeri oli kehittynyt resistentiksi EKP8P3:a
vastaan (Kuva A, Liite 3). Tama voi johtua EKP8P3:n faagipaineen aikaansaamista
mutaatioista, jolloin EKP3:n muutokset tekevdt kannasta herkdn EKP8P6:n
infektiolle. Mutaatiot ovat voineet tapahtua EKP3:n kalvoproteiineissa, jotka
EKP8P6:n RBP:t kykenevit tunnistamaan. Muut faagit puolestaan muodostivat
plakkeja vaihtelevasti EKP8P6:n infektoidessa (Kuva A, Liite 3). Tastd infektiotestin
yhteenvedosta voidaan myos ndhdd, kuinka EKP8P1 ja EKP8P2 menettivit
infektiokyvyn suurimmassa osassa altistuskokeita, silloin kun EKP8P6 oli osana
faagikoktailia (Kuva A, Liite 3). Faagien infektiokyvyt olivat huomattavasti
heikompia RT:ssd, toisin kuin +37 °C ja ravistelu, mikd toimi sopivana
koeolosuhteena isdntdbakteerin infektoimiseen (Kuva A, Liite 3). Kahdessa eri
+37 °C:n koekavatuksessa EKP8P6 ei kyennyt muodostamaan ollenkaan plakkeja
syistd, joiden taustaa ei pystytty maddrittdmaan, koska muutokset olivat
mahdollisesti satunnaisia (Kuva A, Liite 3). Kun EKP8P6 ei infektoinut isdntdd,
muut faagit sdilyttivdt infektiokykynsd paremmin (Kuva B, Liite 3). Erityisesti
EKP8-kannassa rikastettujen faagien dominointi infektiotesteissa korostui yhdessa
EKP3Pl:n kanssa (Taulukko 3; KuvaB, Liite 3). EKP3P2:n ja EKP3P5:n
plakkiesiintymét olivat testeissd ldhes identtiset toisiinsa ndhden, mikad voisi
kuvastaa faagien toiminnallista samankaltaisuutta (Liite 3). +37 °C koeolosuhteessa
ja MOILn ollessa 10 kasvatetut bakteerit kehittivat tehokkaimmin faagiresistenssin
(Kuva 9, Liite 3). Tama voi johtua sekoittumisen puutteesta, jolloin faagien on
epdtodenndkoistd 10ytdd soveltuva isdntdbakteeri, ja bakteerit kykenevit

sopeutumaan faagipaineeseen nopeammin. Faagi-infektioiden toteutuminen ja
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mahdollisten resistenssiin ajavien mutaatiotyyppien ennustaminen on haastavaa
ndiden tulosten perusteella. Voidaan kuitenkin todeta, ettd EKP3 kykenee
muuntumaan EKP8P3:lle sopimattomaksi ja EKP8P6:1le kelvolliseksi, mutta tietyt
mutaatiot voivat aiheuttaa resistenssin molempia faageja vastaan. Tama oli paikoin
havaittavissa tdssd koeasetelmassa, kuten myods EKP3 s.e:n faagi-infektiotesteistd
(Kuva 5; Kuva 7; Kuva B, Liite 3). Faagiterapian kannalta ndméa tulokset ovat
merkittdavid, silld faagiyhdistelmdn aiheuttama paine muuntaa bakteerin
ominaisuuksia, jolloin osa faageista menettdd infektiokykynsd mutantin bakteerin
kehittyessa. Ndin ollen faagiterapiassa tulisi huomioida kohdebakteerin
mahdolliset mutaatiot ja sisdllyttdd mutantteja bakteereita infektoivia faageja
faagiyhdistelmédhoitoihin. Monipuolisen faagikoktailin avulla varmistetaan
kohdebakteerin populaation tuhoutuminen, joten EKP8P6:n kaltaisia potentiaalisia

faageja tarvitaan lisdd.

4.4 Bakteerien faagiresistenssin heikentyminen 10 % ravinnepitoisuudessa

Kasvatusolosuhteita muuttamalla voidaan tarkastella bakteerien stressivasteen
muodostumista. Niukkaravinteinen ymparisto heikentdd tunnetusti bakteerien
kasvua, mikd voi vaikuttaa ajan mittaan myo6s faagiresistenssimekanismien
heikentymiseen niin kutsutun fitness-cost periaatteen mukaisesti (Nystrom ym.
1992). Esimerkiksi kalvoreseptorien ekspression viahentymiseen tai loppumiseen
perustuvan resistenssimekanismin menetys voi perustua siihen, ettd reseptorien
syntetisointi tehostuu alhaisessa ravinnepitoisuudessa ylldpitimaddn bakteerin

omaa metaboliaa (Weinbauer 2004).

Ravinteiden tdrkeys tuli vahvasti esille noin kolme kuukautta kestaneessd kokeessa,
jossa 10 % LB-liuos rajoitti bakteerien metaboliaa hidastaen niiden jakaantumista,
mutta my0s herkisti resistentit bakteerit jdlleen faageille (Kuva 10). Taméan kokeen
aikana tarkistettiin faagiresistenssin sdilyvyyttd, bakteerien kasvumuutoksia ja
geenimutaatioita. Havaitessa muutoksia infektiotestien tuloksena, otettiin testissa
kaytettyd bakteerikasvatusta talteen kasvuominaisuuksien analysointia ja DNA:n

sekvensointia varten (Taulukko 2, Kuva 10). Villityypin bakteereissa (EKP3 ja EKP8)
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ei tapahtunut resistenssin kannalta juurikaan muutoksia, mutta EKP3:n solutiheys
oli vahdisempi kokeen edetessd. EKP8:n, kuten myts EKP8 s.e:nja EKP8 p.c:n tiheys
sdilyi pitkddan suhteellisen samanlaisena nestekasvatuksissa, kunnes loppua kohden
solumadarat laskivat huomattavasti. 10 % kasvatusliuos vaikutti EKP3 s.e:n ja EKP3
p.cn kasvuun samalla tavalla kuin EKP3:n, minkd vuoksi bakteereita lisdttiin
infektiotesteihin kaksinkertaisesti normaaliin nédhden. Alhaisen
ravinnepitoisuuden vaikutusta faagiresistenssiin oli ndhtédvissd padosin EKP8 s.e-ja
EKP8 p.c-mutanteissa, mutta myos EKP3 s.emn loppuvaiheessa (Kuva 10). EKP8
s.e:ssd ensimmdiset mutaatiot havaittiin jo kahdeksannen siirrostusvaiheen
yhteydessd, jolloin EKP3P4, EKP8P1 ja EKP8P4 muodostivat haaleita plakkeja
infektiotestin tuloksena (Kuva 10). Seuraavat muutokset EKPS8 s.e:ssd ilmenivét
siirrostuksessa #26, kun EKP3P1, EKP3P4 ja EKP3P5 havaittiin kirkkaina plakkeina
sekda EKP8P1 ja EKP8P4 haaleina plakkeina (Kuva 10.). Seuraavan EKP8 s.e:n
muutoksessa, siirostusvaiheessa #29, EKP3P2-faagilysaatin kohdalla bakteerimassa
oli runsaampaa, mutta #32 siirrostuksessa faagi muodostikin kirkkaan plakin
infektiotestissd. Bakteerimassan runsastuminen faagin vaikutuksesta voi johtua
infektion yhteydessda vapautuneista polymeerisistd substraateista, kuten
solunulkoisesta DN A:sta, proteiineista tai entsyymeistd, jotka tehostavat bakteerien
biofilmin muodostumista (Godeke ym. 2010). EKP8 p.cissd faagiresistenssin
muutokset ilmenivdt vasta siirrostuksesta #23 ldhtien, minkd jdlkeen faagi-
infektioiden esiintyminen voimistui (Kuva 10). Ensimmdiset faagien
plakkiesiintymaét olivat EKP3P1:n, EKP3P4:n, EKP8P1:n ja EKP8P2:n aikaansaamia,
mutta myohemmin EKP3P5 ja EKP8P4 kykenivit infektoimaan EKP8 p.c:td (Kuva
10). Tuloksista voidaan kokonaisuudessa havaita, kuinka EKP3P2:n ja EKP8P3:n
infektiivisyydessd tapahtui vahiten muutoksia, silld bakteerit sdilyivat niille
resistentteind (Kuva 10). Poikkeuksena oli kuitenkin EKPS8 s.e:n siirrostusvaihe #32,
jolloin bakteeri herkistyi EKP3P2-faagille, mutta loppukasvatuksessa bakteerissa
tapahtuneet muutokset olivat jédlleen kehittdneet resistenssin faagia vastaan (Kuva
10). Kokeen aikana faagiresistenssin menettdneet EKP8 s.e ja EKP8 p.c altistuivat
herkemmin EKP3-kannassa rikastetuille faageille. Tamad voi johtua faagin ja

isantdbakteerin isdntdspesifisyydestd, minkd takia EKP8:n mutanttien on helpompi
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sdilyttdd resistenssid faageja EKP8P1, EKP8P2, EKP8P3 ja EKP8P4 vastaan yhteisen
koevoluution vuoksi. Ndissd mutanteissa ilmeni vaihtelevasti faagiresistenssid ja
sen menettdmistd, mikd voi johtua alhaisen ravinnepitoisuuden aikaansaamista
metaboliamuutoksista. EKP3, EKP3 p.c ja EKP8 eiviat muuttuneet faagi-infektioiden
ndkokulmasta lainkaan (Kuva 10). Erityisesti EKP3 p.c pysyi vahvasti resistenttind
koko tarkastelun aikana. EKPS8-kannassa tapahtui pieni ylldttavda muutos

loppuvaiheessa, kun EKP8P3:n infektiokyky oli syysta tai toisesta heikentynyt.

Kasvukdyrdanalyysien avulla voitiin tarkemmin selvittdd, kuinka alhainen
ravinnepitoisuus vaikutti bakteerien kasvuun ja faagiresistenssimuutoksiin.
Kokeen alkukasvatuksia ja loppukasvatuksia, kuten my6s havaittujen
resistenssimuutosten nestekasvatuksia analysoitiin sekd 10 % LB:ssd ettd 100 %
LB:ssd kasvuerojen selvittdmiseksi (Taulukko 2, Kuva 11). Fotometriset
mittaustulokset ovat esitettyind keskimddrdisten OD-arvojen avulla, jotka
kuvastavat bakteerikasvatuksen tiheytta. Sopeutumista alhaisen
ravinnepitoisuuden aiheuttamiin paineisiin voitiin tarkastella bakteerien
keskimddrdisen biomassan vaihtelevuuden avulla. OD-arvot olivat 100 % LB:ssd
noin 20-kertaiset verrattuna 10 % LB:ssd suoritettuun mittaukseen (Kuva 11).
Mittauksista tehtiin aina kolmea rinnakkaisndytettd, joiden vélinen hajonta on
esitetty virhepalkkien avulla (Kuva 11). 100 % LB:ssd suoritetun mittauksen avulla
seurattiin, kuinka 10 % LB:ssd kasvatetut bakteerit ovat kykenevdiisid sopeutumaan

uudelleen optimaaliseen ravinnepitoisuuteen.

10 % kasvatusliuoksessa EKP3:n ja EKP3 p.c:n kasvu hidastui kokeen aikana, kun
taas EKP3 s.e ja EKP8 sopeutuivat kasvuolosuhteisiin kasvaen paremmin
loppuvaiheessa verrattuna alkuvaiheeseen (Kuva 11A). EKP8 s.emn ja EKP8 p.c:n
keskimddrdinen kasvu vaihteli kokeen aikana, mikd voi johtua tapahtuneista
metabolisista muutoksista, jotka vaikuttivat kasvun lisdksi faagiresistenssin
heikkenemiseen (Kuva 10, Kuva 11A). OD-arvojen perusteella EKP8 s.e sopeutui
alkuun hyvin 10 % ravinnepitoisuuteen, kunnes loppuvaiheessa kasvu hidastui
jalleen (Kuva 11A). Tamdn mutantin tuloksissa esiintyi myos eniten vaihtelua,

mink& vuoksi se erosi muista bakteereista huomattavasti kasvutiheydensa puolesta



54

(Kuva11A). EKP8 p.c:n kasvu hidastui ja kasvoi eri vaiheissa samalla kun
faagiresistenssissa esiintyi muutoksia (Kuva 10, Kuva 11A). 100 % LB:ssd bakteerien
kasvu maddrallisesti runsaampi, mutta muutossuunnaltaan samankaltainen kuin
10 % LB:ssd (Kuva 11). Ndistd poiketen, EKP3:n kasvu osoittautui samansuuruiseksi
verratessa sen alku- ja loppuvaiheen keskivertaista mddrdd (Kuva 11B). Suurin
muutos ilmeni EKP3 s.e:n kasvatuksessa, jossa alkukasvatus oli muihin verrattuna
alhaisin, vaikka toistojen vililld olikin huomattavasti vaihtelua. Loppuvaiheen
kasvatuksessa EKP3 s.e oli jdlleen sopeutunut runsaampaan ravinnepitoisuuteen ja
olikin OD-arvoltaan EKP3:n kanssa ldhes identtisissd lukemissa (Kuva 11B).
EKP3 p.c hyodynsi hyvin tarjolla olevia ravinteita heti alkuvaiheesta ldhtien,
kunnes koeasetelmassa ollut niukkaravinteinen LB-liuos aiheutti metabolisia
mutaatioita, joista johtuen loppuvaiheen kasvu oli heikompaa (Kuva 11B, Liite 3).
EKP8:n kasvu oli 100 % LB:ssé my6s huomattavasti runsaampaa, etenkin
loppuvaiheen kasvatuksessa, jossa bakteerin adaptoituminen oli ndhtavissa OD-
arvon ollessa suurempi kuin sen alkuvaiheen kasvatuksella (Kuva 11). EKP8 s.e:std
ja EKP8 pc:std oli useampi analysoitava ndyte, mikd johtuikin kokeen aikana
havaituista faagiresistenssin muutoksista (Kuva 10, Kuva 11). EKP8 s.emn #8-
vaiheen kasvatus oli 10 % LB:ssd suoritetun mittauksen tapaan OD-arvoltaan
hiukan suurempi kuin alkuvaiheessa (Kuva 11B). Tamd voi johtua samaisista
metaboliamuutoksista,  joiden  seurauksena  faagiresistenssikyky  alkoi
heikentymédan (Kuva 10, Kuva 11). EKPS8 p.c:n #26, #29 ja #32 kasvatusten valilld oli
vain pienid eroja. Ndiden kolmen bakteerindytteen faagiresistenssit olivat ldhes
samanlaiset, kuten my6s niiden periméssa olevien mutaatioiden lukumaara (Kuva
A, Liite 3). EKP8 s.e adaptoitui 10 % LB:seen ja kasvukdyrdanalyysissd kdytettyyn
100 % LB:seen tehokkaasti (Kuva11). EKP8 pc:ssd ilmeni puolestaan jatkuvia
muutoksia, mikd voidaan myo6s havaita infektiotestin tuloksista, joissa bakteerin
alttius faageille vaihteli (Kuva 10, Kuva 11). EKP8 p.c:n #32-vaiheessa faagien
muodostamat plakit olivat tdysin kirkkaita, jolloin bakteerin kasvu oli mys runsain
OD-arvojen perusteella (Kuva 10, Kuva 11). Tassd mutantissa isolaatissa ilmeni
lisdksi 10 % kasvukédyrdanalyysiin verratessa selked muutos, joka voidaan havaita

#23-vaiheen kasvatuksesta (Kuva 11). Tdméa ndyte sopeutui 10 % LB-kasvatusten
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jalkeen heikoiten 100 % LB:en, mikd voi johtua geeniekspression muutoksista,
joiden yhteydessd ilmeni faagiresistenssimuutoksia (Kuva 10, Kuva 11).
Kasvukdyrdanalyysin osalta voidaankin pddtelld, kuinka EKP3 ja EKP3 p.c
sopeutuvat heikoimmin ravinnepitoisuuden muutoksiin, kun taas EKP3 s.e ja EKP8
adaptoituvat tehokkaasti (Kuva 11). EKP8 s.e ja EKP8 p.c muuttuivat jatkuvan
geenisddtelyn seurauksena, minkd vuoksi niiden keskivertaisessa kasvussa sekd

faagiresistenssissé oli eniten vaihtelua (Kuva 10, Kuva 11).

441 Geneettinen sopeutuminen alhaiseen ravinnepitoisuuteen

Alhainen ravinnepitoisuus vaikeuttaa bakteerien kasvua, minkd wvuoksi ne
kykenevidt sopeutumaan haastaviin olosuhteisiin muuttamalla metaboliaa
geenimutaatioiden tai geeniekspressiomuutosten avulla (Tollerson ja Ibba 2020,
Ochman ja Moran 2001). Kédytossa olleiden bakteerien genomit olivat jo ennestdan
sekvensoitu, ja ne toimivat tdmdn kokeen alkusekvensseind (Liite 1). Naditd
sekvenssejd hyodynnettiin uusien geenimutaatioiden selvittimisessi. DNA:n
eristyksessd heikoimman pitoisuuden (15,6 ng/ul) omaava bakteerindyte kuului
loppuvaiheen EKP8 s.e:lle, jonka DNA-sekvenssit eivit sisédltdneet yhtdan
mutaatiota, kun taas kaikissa muissa esiintyi mutaatioita (Taulukko 7). Tama tulos
on voinut johtua DNA:n pienestd pitoisuudesta, minka takia sekvensointi ei ole
tuottanut tuloksia. EKP8 pc:n loppuvaiheen sekvenssidata jdi sekvensoimatta

suuresta ndytemaddréastd johtuen.

Mutaatiomédrid vertailemalla huomattiin, kuinka EKP3:n, EKP3 s.emn ja EKP3 p.c:n
loppuvaiheissa esiintyi paljon mutaatioita verrattuna EKP8:n loppuvaiheeseen,
sekd EKP8 s.e:n ja EKP8 p.c:in eri vaiheisiin (Taulukko 7). Tamd osoittaa, kuinka
villityypin EKP3 sopeutuu alhaisen ravinnepitoisuuden aikaansaamaan stressiin
mutaatioilla muokaten sen metaboliaa sopivaksi, toisin kuin EKPS8, jossa ei
mutaatioita ilmennyt maéédrdllisesti ldheskddn yhtd paljon (Taulukko 7).
Homotsygoottisten mutaatioiden mééarad vaihteli eri bakteerien vililld, mutta EKP3
p.c:ssd ja EKP8 s.eissdé homotsygoottien osuudet olivat 60-86 % (Taulukko 7).

EKP3:n loppuvaiheen DNA-sekvenssissd havaittuja homotsygoottisia mutaatioita
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oli 21 %, kun taas EKP3 s.em 32 % ja EKP8:n 19 % (Taulukko 7). EKP8 p.c:ssd
homotsygoottisten mutaatioiden osuus oli 17-42 %, mikd on vé&hdisten
mutaatiomddrien suhteen korkea (Taulukko 7). EKP8s.em ja EKP8 p.cn eri
siirrostusvaiheista voidaan huomata, kuinka homotsygoottisten mutaatioiden
osuudet olivat ensimmadisissd analysoiduissa siirrostusvaiheissa korkeat
(Taulukko 7). Mutaatiotyypeistd yleisimmat olivat pienmutaatiot eli SNV ja MNV
(Taulukko 7). Suuremmat mutaatiot, kuten DNA-sekvenssin deleetioita tai niiden
korvautuminen uusilla eméssekvensseilld olivat selkedsti harvinaisempia tdssd
koeasetelmassa, mikd voi johtua niiden aikaansaamien muutosten laajuudesta
(Taulukko 7; Gordo ym. 2011). Kun koodaavan geenin sekvenssi muuttuu
useamman nukleotidin osalta, voi syntetisoidun proteiinin aminohappokoostumus
poiketa alkuperdisetd proteiinista, minkd vuoksi my06s proteiinien toiminnalliset
alueet voivat olla erilaiset (Gordo ym. 2011). EKP3 p.c:n loppuvaiheen mutaatioissa
insertioita oli méadrdallisesti vahiten, mikd voi johtua niiden aikaansaamista suurista

metaboliamuutoksista (Taulukko 7).

Mutaatioiden mddran lisdksi selvitettiin, mihin geeneihin mutaatiot kohdistuivat
(Kuva A, Liite 3). Nama geenimutaatiot ovat kategorisoitu RAST:n luokittelun
mukaisesti. Tuloksista huomattiin, kuinka EKP3:ssa, EKP3 s.e:ssd ja EKP3 p.c:ssd
esiintyi useita geenimutaatioita, joiden avulla bakteerit kykenivdt muokkaamaan
metaboliaansa ja sopeutumaan alhaiseen ravinnepitoisuuteen (Kuva 1, Liite 3).
Geenimutaatiot ovat tdten muuttaneet ekspressoituvien proteiinien funktiota
olosuhteisiin ndhden sopivammaksi. EKP8:ssa, EKP8 s.e:ssd ja EKP8 p.c:ssd
geenimutaatioiden maééra oli alhainen, verrattuna EKP3 villityypin kantaan tai sen
faagiresistentteihin isolaatteihin. Tamd voisi johtua EKP8:n poikkeavasta
adaptoitumisesta, joka perustuu geeniekspression sddtelyyn. EKP8:n ja sen
isolaateissa voitiin ndhdd korkeintaan kolme geenimutaatiota, jotka kuuluivat
seuraaviin kategorioihin: ”faagit, liikkuvat elementit, plasmidit”, “proteiinin
metabolia” ja “tuntematon” (Kuva A, Liite 3). EKP3:n ja sen mutanttien
geenimutaatiot sijoittautuivat 14:aan eri kategoriaan, joten mutaatioita esiintyi
laajalti useammassa metaboliareitissda (Kuva A, Liite 3). Suurin osa ndistd

mutaatioista kohdistuivat EKP8:n ja sen mutanttien isolaattien tavoin samoihin
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kategorioihin, mutta lisdksi ”kofaktori ja vitamiinit”, “metalliyhdisteiden kuljetus
ja metabolia” sekd “RNA:n metabolia” olivat mutaatioille alttiita (Kuva A, Liite 3).
Mutaatioita tarkasteltaessa huomattiin, kuinka osa EKP3 s.en ja EKP3 p.cn
loppuvaiheen geenimutaatioista esiintyiviat myos alkuperéisissd isolaateissa. Nama
mutaatiot olivat sdilyneet hyvin kokeen aikana ja voivatkin olla tadrkeitd
faagiresistenssin kannalta, silld mutaatiot kuuluivat kategorioihin, joiden tehtdvana
on syntetisoida bakteerin ulkoisia rakenteita, tehostaa biofilmin biosynteesid tai
kdynnistdd stressivaste (Kuva A, Liite 3). Esimerkiksi kolaanihapon synteesiin
osallistuvan transferaasin (WcaJ) on todettu olevan téarkea tekija spesifisten faagien
infektiokykyyn (Tan ym. 2020). Metalliyhdisteiden kuljetusreitilld esiintyvan
reseptorin (FhuA) ja sideroforien sitoutumisproteiinin (TonB) geenimutaatioista
toinen havaittiin EKP3 s.e:ssd ja toinen EKP3 p.c:ssd, jotka tunnetusti toimivat
faagien reseptoreina (Mangalea ja Duerkop 2020). Proteiinien metaboliaan
kohdistuvia geenimutaatioita ilmeni jokaisessa tarkastelun kohteena olleessa
bakteerissa runsaasti, erityisesti rRNA:ssa (Kuva A, Liite 3). Mutaatiot TRNA:ssa
voivatkin vaikuttaa proteiinisynteesin kulkuun heikentden tai tehostaen sitd

riippuen mutaation sijainnista ja laajuudesta (Qin ym. 2007).

Osa mutaatioista kohdistui hypoteettisiin proteiineihin, joista yksi (FIG00731921)
muuntui eri bakteereissa: EKP3 s.e:n ja EKP8 p.c:n loppuvaiheissa, mutta myos
EKP8 p.c:n #23 siirrostuksen yhteydessd (Kuva A, Liite 3). On mahdollista, ettd
kyseiselld proteiinilla on merkittdvd funktio bakteerin sopeutumiseen alhaiseen
ravinnepitoisuuteen, vaikka geenimutaatioiden md&drd ja sijainnit kyseisessd
geenissd poikkesivat bakteerien vililld. Namd tulokset osoittavat myos, kuinka
alhainen ravinnepitoisuus ei vaikuta EKP3:n CRISPR-lokusten geeneihin, silld

niissd ei havaittu mutaatioita ollenkaan.

4.5 EKP3-kannan faagiresistenssin kehittymisen seuranta

Koska EKP3-kannan havaittiin reagoivan EKP8-kantaa voimakkaammin
mutatoimalla genomiaan, ilmi6td tarkasteltiin tarkemmin altistamalla EKP3

erilaisille faagiyhdistelmille ja yksittdisille faageille. Geneettisesti sopeutuvan
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EKP3-kannan jatkokdsittelyn tarkoituksena oli selvittdd, kuinka kyseinen
bakteerikanta kehittdd resistenssimekanisminsa yksittdiselle faagille (EKP3P5), seka
faagikoktailille (EKP3P1, EKP3P2, EKP3P4, EKP3P5, EKP8P1, EKP8P2, EKP8P3 ja
EKP8P4). Kahden eri koeasetelman tuloksena tavoiteltiin laajempaa kuvaa
faagiresistenssin ~ muodostumisesta sekd = CRISPR-lokuksen  toiminnasta.
Faagikoktailaltistuksen yhteydessd pyrittiin myos kehittimdan uusi EKP3 p.c

mutantti altistamalla EKP3 samaiselle faagikoktailille.

Vaiheittaisen kokeen aikana suoritetut infektiotestit epdonnistuivat useamman
kerran. Nestekasvatusten joukossa ollut EKP3P5-faagi vaikeutti tasaisen
bakteerikasvuston muodostumista ja sai aikaan isoja plakkeja tai laikuittaista
kasvua hankaloittaen tulosten analysointia. Tdten tippatestejd toistettiin
puhdasviljelmien avulla, joita tehtiin tuoreistamisen yhteydessa. Tulokset laadittiin
selkeimpien infektiotestien perusteella. Vaiheittaisen kokeen ensimmadisessd
faagikoktailaltistuksessa ~ EKP3  kykeni  kehittamddan  faagiresistenssin
kasvatusliuoksessa olleen EKP3P5:n lisdksi EKP3P2- ja EKP8P2-faageille (Kuva 12).
Ndiden faagien infektiokyvyissd tapahtuneet muutokset johtuvat todenndkdisesti
EKP3:n mutaatioista, jotka ovat 10 % ravinnepitoisuuden ja EKP3P5:n
aikaansaamia. Havaittujen muutosten lisiksi huomatiin, kuinka EKP3 kasvoi
EKP3P5- ja EKP8P3-lysaattien vaikutuksesta jopa paremmin muihin verrattuna
(Kuva 12). Vaiheen 2. kasvatuksessa EKP3 oli jdlleen mutatoitunut ja muuttunut
resistentiksi EKP8P1-faagia, sekd osittain myds EKP3P4-faagia vastaan (Kuva 12).
Viimeisessd vaiheessa nestekasvatus tuoreistettiin 10 % ja 100 % LB-liuokseen, jotta
voitiin tarkastella ravinnepitoisuuden kasvun vaikutusta resistenssimuutoksiin.
Tulokset kuitenkin osoittautuivat ldhes samanlaisiksi, mikd voi johtua siitd, ettd
edeltaviat kahdeksan vuorokauden késittelyt olivat muokanneet EKP3-bakteeria jo
huomattavasti. Pienid eroavaisuuksia ilmeni paikoittain mahdollisesti
ravinnepitoisuuksien vuoksi: EKP3P4 ei muodostanut plakkeja 100 % LB:ssd
kasvaneessa kasvatuksessa, toisin kuin 10 % LB:n kasvatuksessa (Kuva 12). Tdamédn
lissksi 10 %  kasvatuksessa havaittiin EKP3P5-lysaatissa  runsaampi
bakteerikasvusto, jota ei 100 % kasvatuksessa ilmennyt, mutta molemmissa

havaittiin runsaampaa kasvua EKP3P2-lysaatin ldsnd ollessa (Kuva 12). Bakteeri
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tavoittelee mahdollista tasapainoa muokkaamalla puolustuskoneistoa ja kasvuaan,
vaikka herkistyikin EKP8P1-faagille jdlleen 10 % kasvatuksen tapaan (Kuva 12).
Tulokset osoittautuivat mielenkiintoisiksi, koska bakteeri kehitti
resistenssimekanismeja faageja vastaan, joihin se ei edes ollut kontaktissa vasta kuin
infektiotestin aikana. Taméd kuvastaa, kuinka faagit hyodyntavit isdantdbakteerin
samaisia kohdereseptoreita. Bakteerin kehittdimé&t mutaatiot vaikuttavat suoraan
EKP3P5:n lisdksi myos EKP3P2, EKP3P4, EKP8P1 ja EKP8P3 faagien
infektiokykyyn. Tdten voidaan todeta, kuinka bakteerin ~muuntuvat
resistenssimekanismit toimivat tehokkaasti kohteena olevan faagin lisdksi myos
muita faageja vastaan, mikd voi heikentdd faagiterapian tehokkuutta

hoitondkokulmasta katsottuna.

Uuden EKP3 p.c:n kehittdminen villityypin EKP3-kannasta epdonnistui useamman
kerran. Kuudesta altistuskokeesta vain puolet selvisivdt faagikoktailkésittelysta.
Selvinneistd bakteereista vain yhtd tarkasteltiin vield tarkemmin. Noin 13 tuntia
kestanyt faagikoktailaltistus saa aikaan bakteerissa huomattavia muutoksia.
Bakteerikasvatukset  tuoreistettiin ennen varsinaista analysointia, jotta
mutatoituneiden bakteerien médrd saatiin optimaaliseksi analyysejd varten.
Infektiotestit osoittivat, kuinka tavoiteltu “uusi” EKP3 p.c mutantti ei ollut tdysin
resistentti kaikille faageille, sillda EKP3P1 kykeni yha tehokkaasti infektoimaan sitd
(Kuva 12). Faagiterapian ndkokulmasta katsottuna EKP3:n selviytyminen
faagikoktailaltistuksesta on huolestuttavaa. Bakteeri ei kuitenkaan kyennyt
kehittim&an resistenssid EKP3P1-faagia vastaan, joten faagiterapian kannalta tulisi

loytada EKP3P1:n kaltaisia, sinnikkddsti infektoivia, faageja.

Faagiresistenssimekanismien kehittymista tarkasteltiin sekvensoimalla vaiheiden 1.
ja 3. kasvatuksia, jotka olivat kasvaneet 10 % LB:ssd kokeen aikana. Lisdksi myos
uuden EKP3 p.c mutantin homogeeninen nestekasvatus analysoitiin DNA-
sekvensoinnin avulla tarkemmin. Sekvenssejd vertailtiin villityypin EKP3-kannan
genomiin, minkd avulla tarkasteltiin faagiekasittelyjen aikaansaamia mutaatioita
(Liite 1, Liite 4). Mutaatioiden maarid tarkasteltaessa voitiin huomata, kuinka SNV:t

olivat jokaisessa bakteerindytteessd yleisimpida mutaatioita (Taulukko 8).
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Vaiheittaisen kokeen ensimmdinen bakteerikasvatus sisdlsi kvantitatiivisesti
enemman mutaatioita kuin kolmannen vaiheen kasvatus, erityisesti SNV:n suhteen
(Taulukko 8). Tamd on voinut johtua EKP3:n stressivasteesta, jonka tuloksena
bakteeri on EKP3P5-faagin vaikutuksesta ja alhaisen ravinnepitoisuuden vuoksi
joutunut sopeutumaan sddtelemadlld geeniekspressiota ja tuottamalla genomisia
mutaatioita. Suurempien mutaatioiden, kuten UNV:n, insertioiden, deleetioiden
sekd korvautumisen, kokonaismddrdt olivat huomattavasti pienemmdt DNA-
sekvenssejd, mutta uuden EKP3 p.c-mutantin kehittymisen yhteydessd ndiden
mutaatioiden esiintyminen oli huomattavasti runsaampaa (Taulukko 8).
Vaiheittaisessa kokeessa homotsygoottisten mutaatioiden osuudet (28 %) pysyivat
yhtdldising, vaikka tarkastelun kohteena olivat toisistaan eroavat heterogeeniset
nestekasvatukset (Taulukko 8). Uuden EKP3 p.c-ckannan homogeenisestd
bakteeripopulaatiossa tapahtuneista geneettisistd mutaatioista 52 % ilmeni
homotsygoottina, mikd kuvastaa bakteerien suurta vaihtelua yhden

bakteeripesidkkeen sisdlld (Taulukko 8).

Geenimutaatioita tarkasteltaessa voitiin havaita, kuinka EKP3P5-faagi aiheutti
vaiheittaisen = koeasetelman tuloksena suuria muutoksia 1. vaiheen
bakteerikasvatuksessa (Liite 4). Tuoreistamisen seurauksena koodaavissa geeneissa
tapahtuneita mutaatioita ei ilmennyt Ildheskddn yhtenevasti 3. vaiheen
bakteerikasvatuksessa, mikd oli ylldttdavad samaisessa faagipaineessa (Liite 4).
Bakteerien kyky palautua faagien vaikutuksesta on tuloksista suoraan néhtévissa.
Koodaavissa geeneissd tapahtuneiden mutaatioiden vé&hdisyys 3. vaiheen
bakteerikasvustossa tarkoittaakin sitd, ettd bakteerit muuntavat aikaisemmin
mutatoituneet  geenit takaisin  villityypin = EKP3-bakteerin  kaltaisiksi.
Faagialtistuskokeiden tulokset erosivat toisistaan funktionaalisten
geenimutaatioiden médran suhteen. EKP3P5-faagilla késitelty EKP3 mutatoitui
runsaammin koodaavista geeneistd, mutta palautui késittelyjen yhteydessa
tehokkaasti, toisin  kuin faagikoktailaltistuskokeessa, jossa  kyseisten
geenimutaatioiden maéra oli alhaisempi (Liite 4). Faagikoktailaltistus vaikutti vain
viiden eri kohdeproteiinin geenisekvensseihin, mitkd voivatkin olla osallisena

faagiresistenssin kehittymiselle (Taulukko 8, Liite 4). EKP3P5-faagi-infektion
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tuloksena kehittyneet mutaatiot voivatkin alhaisen homotsygoottisuudensa vuoksi
olla useamman bakteerin kehittdmid mutaatioita (Taulukko 8, Liite 4). Erilaisia
mutaatioita kehittdneet bakteerit kykenevat omalla tavallaan puolustautumaan
faageilta, luoden samalla “faagivapaan” ympdriston mutatoitumattomille
bakteereille. Ei voida tarkasti sanoa, millaisia spesifisia muutoksia EKP3P5
aiheuttaa EKP3-bakteerille vaihtelevien mutaatioiden vuoksi.
Homotsygoottisuuden ollessa korkeampi, voidaan muodostaa selkedmpid
johtopddtoksid. Kun tarkastellaan kategorioita, joihin geenimutaatiot ovat
kohdistuneet, huomataan, kuinka suurin osa mutaatioista ilmenevit samoissa
kategorioissa tai jopa samoissa geeneissd (Liite 4). Bakteerisolun ulkorakenne,
kuljetusjdrjestelmd, kofaktorit ja proteiinin metabolia muuntuivat faagipaineiden
vaikutuksesta runsaiten (Liite 4). Edelld mainitussa koeasetelmassa (ks. 4.4.1)
ilmennyt kolaanihapon biosynteesiin osallistuvan Wca]J-transferaasin, NAD(P)H-
flavinioksidoreduktaasin ja rRNA:n, geenisekvensseissd ilmeni runsaimmin
mutaatioita molemmissa faagialtistuskokeissa (Liite 4). Alkuperdisessda EKP3 s.e-
mutantissa esiintynyt WcaJ mutaatio voisi hyvin kuvastaa, kuinka kyseisessd
geenissd tapahtuva muutos on yleinen K. pneumoniae -bakteerin faagiresistenssin
kannalta (Liite 4, Tan ym. 2020). Yll4ttavintd ndissa faagialtistuskokeissa oli EKP3:n
muuntumattomat CRISPR-lokukset. EKP3 ei hyodyntdanyt CRISPR-mekanismia
ndissd in vitro -kokeissa suojautuakseen faageilta, mikd puolestaan vahvistaa
faagiterapian ndkokulmasta katsottuna faagihoitojen tehoamista EKP3:n

infektioiden hoidossa.

4.6 Johtopddtokset

Tama tutkimus toi uutta ndkemystd EKP3-ja EKP8-bakteerin vilisistd eroista seka
parempaa ymmarrystd faagiresistenssin vaikutuksista ja sen muodostumisesta.
Villityypin bakteerit kasvoivat mutantteja isolaatteja paremmin nestekasvatuksissa,
kuten myods LB-maljoilla, mikd nédhtiin bakteeripesidkkeiden kokoeroissa.
Faagiresistenssin aiheuttama kustannus kelpoisuuteen voitiin tdten havaita, silld
tehokkaamman faagiresistenssin omaavat bakteerit kasvoivat heikoiten.

Aikaisemmista resistenssiominaisuuksista huolimatta, jokaiselle késittelyssa olleille
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K. pneumoniae bakteereille saatiin jatevedestd eristettyd potentiaalisia faageja, joilla
voi olla tdrked merkitys faagiterapian edistimiseen. Faagien kyky infektoida
isantdbakteerin lisdksi my6s muita samankaltaisia bakteereita mahdollistaa faagien
monipuolista kdyttod taatusti tulevaisuudessa. Tutkimus osoittikin, kuinka jopa
labiilin faagin eristiminen onnistuu, kun kisittelytapaa muutetaan faagille
suotuisaksi. Herkkien faagien jatkokdsittely saattaa olla haastavaa, mutta tarkalla
tyoskentelylld niistdkin voi saada hyodyllisid tuloksia kerdttyd. Uusien faagien
menestyksekkddn eristimisen vuoksi voidaankin todeta, kuinka faagiterapian
kehittaminen kliiniseen kdyttoon on hyvinkin mahdollista, kun faagikirjoa saadaan
runsaammaksi ja sopivia faagikoktaileja kehitettyd. Faagien karakterisoinnin
yhteydessd havaittiin eri kokoisia faageja, joista osa olivat profaageja, mutta niiden
tarkempi mddritys voidaan suorittaa faagin ja bakteerin genomeja vertailemalla
toisiinsa. Jos faagin sekvenssi 16ytyy bakteerin genomista, on kyse profaagista.
Uudet faagit infektoivat tehokkaammin EKP8-kantaa ja sen mutantteja isolaatteja,
mikd voi johtua siitd, ettd kyseinen bakteerikanta puolustautuu faageilta
sddtelemalld geenien ekspressiota tai sitten yksinkertaisesti jokin bakteerin
ulkoisesta rakenteesta soveltuu paremmin faagin infektiojarjestelmaille. EKP3:n
resistenssimekanismi on tehokkaampi faageja vastaan, silld geenimutaatiot ovat
vakaampia vaikeissa olosuhteissa. Geenimutaatioiden kehittyminen ylldpitdd myos
jo kehittyneitd resistenssimekanismeja paremmin, mikd voitiin todeta kokeessa,
jossa ravinnepitoisuus alennettiin 10 %:n. Faagialtistuskokeet osoittivat, kuinka
kolmen  CRISPR-lokuksen = omaava  EKP3-kanta ei itse  CRISPR-
resistenssimekanismia hyodyntdnyt vaikeista kasvuolosuhteista riippumatta.
CRISPR-systeemilld ei tdten ndytd olevan suoraa yhteyttd siihen, kuinka bakteeri
reagoi faageihin laboratorio-olosuhteissa. Taméd 16ydos vaikuttaa lupaavalta
faagiterapian kannalta, silld se ei sulje pois sellaisten kantojen hoitoa, joilla on
adaptiivinen puolustusmekanismi viruksia vastaan. Jatkotutkimusten avulla tulisi
kuitenkin selvittdd, kuinka esimerkiksi tdssd tyossd tutkittu CRISPR-systeemin
omaava EKP3-kanta kehittdd faagiresistenssinsd luonnollisen mikrobiyhteison

lasnadollessa.
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Laajemman faagialtistuskokeen tuloksena voidaan myos osoittaa, kuinka
faagikoktailin MOI:n tulee olla tarpeeksi matala, jotta faagit loytavat
kohdebakteerin ja kykenevit infektoimaan sen. MOI:n kasvaessa liian suureksi,
bakteerien selviytymisprosentti paranee. Faagikoktailkoostumukseen tulee myos
kiinnittdd huomiota, silld faagien aiheuttama stressitila saa aikaan spesifisid
muutoksia muun muassa bakteerin ulkoiseen koostumukseen, jolloin aikaisemmin
infektoimattomat faagit saattavat muuttua infektoiviksi. Tamd voitiin osoittaa tassa
tutkimuksessa, silli EKP8P3:n muuttuessa infektoimattomaksi, kykeni EKP8P6
infektoimaan muuntunutta EKP3-bakteeria. Vastaavia resistenttejd muotoja
infektoivia faageja altistuksiin lisdéamaéllda voidaan mahdollisesti parantaa
faagiterapian onnistumistodenndkoisyyttd ja hoidon tehokkuutta tulevaisuudessa.
Tastd syystd onkin erityisen tdrkedd tuntea tarkemmin isdntdbakteerien vaste

kaytossd olevia faageja kohtaan.
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LIITE 1. Alkuperdisten bakteerikantojen ja -isolaattien genomidata

Taulukko A. Bakteerikantojen esitiedot. Taulukko on mallinnettu Koskinen ym.

2021 julkaisusta.
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Taulukko B. Alkuperdisten bakteeri-isolaattien mutaatioiden maarit.
.. Mutaatioden mairit (homotsygootit) Homotsygoottien
Bakteerindyte Mutaatiotyypit osuus (%)
SNV MNV Insertio Deleetio Korvike
EKP3 s.e 2(2) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 100
EKP3 p.c 9() 0 (0) 0 (0) 3 (1) 0 (0) 17
EKPS8 s.e 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0
EKPS p.c 1 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0

SNV: yhden nukleotidin mutaatio
MNV: useamman nukleotidin mutaatio
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Virulenssi ja puolustus

*Alkuperiisessd EKP3 s.e:ssd esiintyvid mutaatio
**Alkuperiisessi EKP3 p.c:ssi esiintyvid mutaatio

Kuva A. Ravinnepitoisuuden vaikutus bakteerien geenimutaatioihin. Kuvassa on
esitettynd 10 % ravinnepitoisuuden vaikutus bakteerikantojen ja niiden isolaattien
genomiin. Sekvensoitujen ndytteiden (loppuvaihe ja numeroidut vélivaiheet)
mutaatioiden kohteina olleiden geenien kategoriat ja funktiot on kirjattuna laidoilla.
Harmaalla  vdrjatyt ruudut kuvastavat  bakteerikasvustossa  havaitut
geenimutaatiot. Yleisin geenimutaatio kohdistui useampaan rRNA-geeniin, mutta
myds integroituneiden faagigenomien mutaatiot olivat yleisid. Alkuperdisessd
EKP3 s.e:ssd ja EKP3 p.c:ssd esiintyvidt mutaatiot ovat *-merkeilld kuvattuna (vasen
alalaita).




LIITE 3. Faagien infektiokyvyn muutokset EKP3-kannassa eri

olosuhteissa
Faagit
MOI 1D
EKP3P1 EKP3P4 | EKP3P5 EKP8P2 | EKP8P3 | EKP8P4 | EKP8P6
1 A
10 A
100 A
1 A+
10 A+
100 A+
1 B
10 B
100 B
1 B+
10 B+
100 B+
1 C
10 C
100 C
10 C+
100 C+
A = faagikoktaili, +37 °C, 210 rpm A+ = faagikoktaili + EKP8P6, +37 °C, 210 rpm
B = faagikoktaili, +37 °C B+ = faagikoktaili + EKP8P6, +37 °C
C =faagikoktaili, RT C+ = faagikoktaili + EKP8P6, RT

Kuva A. Faagien infektiivisyyden muutokset EKP8P6-faagin infektoidessa. Eri
olosuhteissa (A-C) ja eri faagikoktailpitoisuudella (MOI 1, 10 ja 100) késitellyt EKP3-
kannat kehittivit faagiresistenssin useita faageija vastaan. EKP8P6-faagin lisédys
faagikoktailiin on kuvattu +-merkilld ja faagin infektiokyky harmaalla vérilla.
Kuvassa on esitettynd koosteena useiden infektiotestien keskivertoiset tulokset, kun
EKP8P6-faagi kykeni infektoimaan EKP3:n Kkaisittelyn jdlkeen. EKP8P6:n
infektoidessa bakteeri oli kehittanyt jokaisessa tapauksessa resistentiksi EKP8P3-
faagia vastaan. Eri olosuhteita tarkasteltaessa ndhdadn, kuinka C ja C+-kasvatukset
olivat kehittyneet tehokkainten resistenteiksi, kun EKP8P6 kykeni infektoimaan.
Faagikoktailien erot eivét tuottaneet eroavaisuuksia.




Faagit
Mot D EKP3P1 | EKP3P2 | EKP3P4 | EKP3P5 | EKP8P1 | EKP8P2 | EKP8P3 | EKP8P4 | EKP8P6
1 A
10 A
100 A
1 A+
10 A+
100 A+
1 B
10 B
100 B
1 B+
10 B+
100 B+
1 C
10 C
100 C
1 C+
10 C+
100 C+
A = faagikoktaili, +37 °C, 210 rpm A+ = faagikoktaili + EKP8P6, +37 °C, 210 rpm
B = faagikoktaili, +37 °C B+ = faagikoktaili + EKP8P6, +37 °C
C =faagikoktaili, RT C+ = faagikoktaili + EKP8P6, RT

Kuva B. Faagien infektiivisyyden muutokset EKP8P6-faagin ollessa infektoimaton.
Kuvassa on esitettynd, kuinka EKP3-kanta kehittyi eri olosuhteissa (A-C) ja
faagikoktailpitoisuudessa (MOI 1, 10 ja 100) resistentiksi faagikoktailin faageille
EKP8P6-faagin ollessa infektoimaton. EKP8P6:n lisdys faagikoktailiin on kuvattu +-
merkilld ja faagi-infektiot harmailla palkeilla. Faagien infektiotestien
keskivertoisten tulosten perusteella ndhdddan, kuinka EKP8P6:n ollessa
infektoimaton, kykenee EKP8P3 infektoimaan Ildhes kaikissa olosuhteissa.
Faagikoktailien erot ja niiden MOI:it, kuten myos kasvatusolosuhteet, eivit
aiheuttaneet merkittavia poikkeavuuksia faagi-infektioissa.




LIITE 4. EKP3-kannan faagiresistenssin kartoitus geenimutaatioilla
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*Alkuperiisessi EKP3 s.e:ssi esiintyvi mutaatio

Kuva A. EKP3-kannan faagikoktailikdsittelyn aikaansaamat geenimutaatiot.
Kuvassa on esitettynd kahden eri kokeen tulokset: eri vaiheissa suoritetun
faagikoktailaltistuskokeen ja uuden EKP3 p.c-mutantin kehityskokeen.
Mutatoituneen geenin kategorian ja funktion viliin jadva alue kuvastaa, missd
bakteerikasvatuksessa kyseinen mutaatio on ilmennyt (harmaalla vari). Kuvasta
ndhdddn, kuinka kolme eri geenimutaatiota esiintyi kaikissa bakteerikasvatuksissa.
Nadistd yksi esiintyi myos alkuperdisessd EKP3 s.e-mutantissa (*-merkitty).




