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Faagihoito on terapiamuoto, jossa kaytetdan bakteriofageja eli bakteereita infektoivia
viruksia tappamaan patogeenisia bakteereita. Menetelma perustuu bakteriofagien
luontaiseen kykyyn infektoida spesifisesti tiettyja bakteerikantoja jattden potilaan
omat solut rauhaan. Faagihoitoa on tutkittu jo sata vuotta ja antibioottiresistenttien
bakteerikantojen yleistyessa hoitomuodosta ollaan entistékin kiinnostuneempia. Faa-
gihoidoissa onkin paljon positiivisia puolia, joiden takia siitd ollaan niin kilnnostuneita.
Faagihoidon yleistymiseen tarvitaan kuitenkin lisaa luotettavia tutkimuksia ja kliinista
dataa.

Opinnaytetyo tehtiin Helsingin yliopiston ihmisen mikrobiomit-yksikdssa, faagihoito-
ryhmassa. Tarkoituksena oli etsia kahdeksalle sioista eristetyille enterotoksigeenisille
Escherichia coli (ETEC)-kannoille niité infektoivia bakteriofageja. Bakteriofagit tulisi-
vat porsaiden tartuntaperaisen ripulin hoitamiseen. Usein eméasta vieroittaessa por-
saat saavat ETEC-tartunnan. Tama voi johtua ravinnon muutoksen, stressin ja emon
vasta-aineiden loppumisen aikaansaamasta vastustuskyvyn heikkenemisesta. Ripuli
johtaa kasvun hidastumiseen, joka vaikuttaa lihan tuotantoon. Porsaiden sairastu-
mista on aikaisemmin yritetty hoitaa antibiooteilla ja sinkkioksidilla, nAmé& hoitomuo-
dot on kuitenkin kielletty Suomessa, mutta niille yritetdan loytaa korvaavaa hoitoa.

Faageja eristettiin erilaisista vesinaytteistd, ulostenaytteista ja ymparistonaytteista.
Loytyneet faagit tulevat mahdollisesti hoitokayttéon, kun niiden genomit on sekven-
soitu ja niille on tehty is&ntéakirjomaaritys. Projektin aikana 103 eri faagieristysnaytetta
ja 26 kokoelmista I6ytynytta bakteriofagia testattiin 8:aa ETEC-kantaa vastaan.
ETEC-kantoja infektoivia bakteriofageja |0ytyi faagieristysnaytteista 3 ja olemassa
olevista faageista 0.

Avainsanat: Escherichia coli, bakteriofagi, faagihoito, faagi, faagieristys
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Phage therapy uses phages, the bacteria’s natural killers to fight against infections.
Bacteriophages are viruses that only infect certain bacterial strains leaving the pa-
tients microbiota uninfected. This therapy has a lot of positive sides to it and so far,
not a lot of negative sides have been found. Still, more quality studies and clinical
data are needed for phage therapy to become used as a therapy form.

This thesis work was carried out at Helsinki University human microbiome phage
therapy group. The purpose of this thesis study was to find phages for 8 enterotoxi-
genic Escherichia coli (ETEC) strains extracted from swine. ETEC strains often
cause diarrhea in piglets after being weaned from their mother. This might occur be-
cause stress, change in diet, and lack of antigens from their mother, cause their im-
mune system to suffer. Diarrhea slows growth of the piglets, which affects production
of meat. Before this problem was treated with antibiotics and zinc oxide, but now
these have been forbidden in Finland. Hence, a new cure is needed.

The phage isolation samples were sewage waters, stool samples and environmental
samples. During this project, 103 different phage isolation samples and 26 phages
found in the group’s collections were tested against the 8 ETEC strains. Three bacte-
riophages that infected the target strains were found from isolation samples. From
the group’s collection, 0 bacteriophages infected the 8 ETEC strains.

Keywords: Bacteria, bacteriophage, phage, Escherichia coli
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Lyhenteet

LB: Lysogeny broth

OD: optical density

EDTA: etyleenidiamiinitetraetikkahappo
TAE: tris-asetaatti-EDTA-puskuri

E. coli: Escherichia coli

ETEC: enterotoksigeeninen Escherichia coli



1 Johdanto

Antibioottiresistentit bakteerikannat ovat aiheuttaneet maailmanlaajuisen ter-
veysuhan viime vuosikymmenien aikana. Kannat aiheuttavat ongelmia inmisten
lisdksi myos ihmisten kasvattamalle lihakarjalle. Resistenttien bakteerien aiheut-
tamia infektioita vastaan on yritetty keksia monenlaisia ratkaisuja, joista yksi on
faagihoidot. Tata hoitomuotoa on tutkittu jo noin 100 vuotta eli kauemmin kuin
penisilliini on ollut kaytdssa. Faagihoidot kehittyvat jatkuvasti ja sen hoitomene-

telmia pyritddn saamaan yleisempaan kayttéon maailmanlaajuisesti.

Tama opinnaytetyo tehtiin Helsingin yliopiston, ihmisen mikrobiomit yksikdssa,
faagihoitoryhmassa. Tarkoituksena oli eristd& bakteriofageja kahdeksalle sioista
eristetyille enterotoksigeenisille Escherichia coli (ETEC) kannalle. ETEC-tartun-
nat ovat iso ongelma emistaan juuri vieroitetuille porsaille. Tartunta aiheuttaa
vetista ripulia 1-2 viikoksi. Tamé& saattaa johtaa porsaan nestehukkaan, laihtu-
miseen ja mahdolliseen kuolemaan [1]. Faageja eristettiin ETEC-kannoille erilai-
sista jatevesi-, luonnonvesi- ja ymparistonaytteista. Loytyvat bakteriofagit tulisi-

vat mahdollisesti hoitokayttoon ja laajentamaan ryhman faagikokoelmaa.

2 Bakteriofagit

Bakteriofagit (faagit) ovat ryhma viruksia, jotka infektoivat bakteereita. Siitd kuka
I0ysi faagit ensimmaisena, on ollut kiistaa. Felix d’'Herelle (1917) ehti kuitenkin
ensimmaiseksi nimeta bakteriofaagin, joka tarkoittaa “bakteerien sy6jaa” [2].
Han vei myos faagitutkimusta eteenpain ja suoritti kokeita muun muassa ihmis-

ten k&rsiman punataudin ja kanojen lavantaudin parissa [3].

Evolutionaarisesti bakteriofageja tavataan siella missa bakteerejakin [4] ja nii-
den arvioidaankin olevan yhta vanhoja [5]. Pelkastaan vedessa on jo 108 faa-

gia/ml ja kaiken kaikkiaan maapallolla on 103! faagia [3]. Faagit ovat iso osa



maailman ekosysteemid, ne vaikuttavat esimerkiksi merien syanobakteerikan-
toihin, jotka taas vaikuttavat suuresti globaaliin hiilikiertoon. Jos faagit eivat ha-
joittaisi isoa méaaraad syanobakteereista joka paiva, syanobakteerit sitoisivat it-
seensa merkittavan osan ilmakehan hiilesta ja painuisivat merenpohjaan. Tal-
I6in ilman hiilidioksidivarannot kuihtuisivat niin merkittavasti, ettd kasvihuoneil-

mi6 heikkenisi ja maapallo olisi vaarassa jaatya [3].

Bakteriofagien morfologia on hyvin kirjavaa ja kaikilla niilla ei ole samoja perus-
rakenteita. 95 % faageista on kuitenkin hannallisia ja niilla on sama perusra-
kenne (kuva 1): paa, joka on muodostunut proteiinista ja sisaltdd DNA:n seka

hant&, jonka avulla faagi kiinnittyy bakteeriin ja kuljettaa periméan solun sisélle

[6].
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Kuva 1 Esimerkiksi T4, Escherichia virus. Hannéllisen bakteriofagin rakenteet

[7]. Kuva on tehty BioRender.com.



Bakteriofagit kuten muutkaan virukset eivat kykene replikoitumaan itsekseen,
vaan ne vaativat lisdantydkseen bakteerin [8]. Faagit ovat tosin todella valikoivia
isannastaan ja ne usein infektoivat vain tietyn bakteerin tiettya kantaa [9]. Faagi
tunnistaa sopivan bakteerisolun reseptorit hantansa proteiinien avulla, jonka jal-
keen se kiinnittyy solun pintaan ja injektoi perimansa solun sytoplasmaan. Ta-

man jalkeen faagista riippuen seuraa lyyttinen tai lysogeeninen sykli [10].

Periméan injektion seurauksena faagi ottaa vallan solusta ja kayttaa bakteerin
proteiinisynteesikoneistoa syntetisoidakseen proteiineja. Faagi kayttaa valtaa-
maansa solua syntetisoidakseen rakenneproteiineja ja genomeja uusien faa-
gien rakentamiseksi (kuva 2) [11]. Osat rakentuvat genomin ymparille, mink&
jalkeen prosessissa erittynyt entsyymi heikentaa bakteerin solukalvoa. Taméa

johtaa bakteerisolun hajoamiseen, jolloin 50—-200 uutta faagia paasee vapaaksi.
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Jotkin lauhkeat faagit pystyvat valitsemaan lyyttisen ja lysogeenisen syklin va-
liltd. Tah&n vaikuttavat esimerkiksi resurssien ja infektoitavien bakteerien riitta-
vyys. Lysogeenisessa syklissa faagin infektoinnin seurauksena faagin perima

littyy profaagiksi isdntdsolun genomiin tai on vapaana solussa [13]. Faagin pe-
rima on talléin inaktiivista ja bakteerisolu jakautuu ilman virustuotantoa. Faagin
perima voi aktivoitua spontaanisti tai ulkoisen stimuloinnin seurauksena. Tasta

alkaa tyypillinen lyyttinen sykli, jossa faagi ottaa vallan isdntéasolusta [14].

Bakteerien ja faagien alituisen kanssakaymisen seurauksena faageilla on ollut
vaikutusta bakteerien evoluutioon. Esimerkiksi lysogeeninen konversio on ti-
lanne, jossa isdntédsolu saa uuden piirteen lysogeenista johtuneen geenieks-
pression seurauksena. Nama piirteet voivat olla bakteerisolun puolustautumi-

sen, hyokkayksen tai yleisen selviytymisen kannalta kehittavia [13].

3 Escherichia coli

Escherichia coli eli E. coli on bakteeri, jonka kantoja esiintyy harmittomina tasa-
lampaisten eldinten ja ihmisten suolistossa. Kolonisaatio saadaan usein jo tun-
teja syntyman jalkeen, mutta se ei kuitenkaan ole valttamaton suoliston kehityk-
sen tai toiminnan kannalta. Kaikki E. coli -kannat eivét tosin ole harmittomia,

useat niista aiheuttavat tulehduksia niin ihmisille kuin elaimillekin [15].

E. coli on yksi yleisimmista tartunnan aiheuttajista ihmisissa ja elaimissa. Se voi
aiheuttaa ripulia, oksentelua, virtatientulehduksia tai jopa verenmyrkytyksen
[16]. Patogeeniset E. coli -kannat omaavat tartuntakarvoja (fimbria), jotka autta-
vat bakteeria leviamaan sille normaalisti epasuotuisille alueille, kuten virtsatei-
hin [17]. E. coli levida ulosteella saastuneen veden ja ruoan valityksella. Tartun-
tojen maaraan voidaan vaikuttaa puhtaalla vedella, hyvilla ruoan kasittelyta-

voilla, hygieenisyyden lisdamisella ja rokotuksilla.



Tassé projektissa kohdekantoina oli kahdeksan eri enterotoksigeenista E. coli-
kantaa. Enterotoksiinit aiheuttavat vetista ripulia, joka kestdé keskimaarin 1-5
paivaa. Emostaan vasta vieroitetut porsaat ovat erityisen alttiita ETEC-tartun-
nalle, silla lisd&ntynyt stressi ja ravinnon muutos laskevat vastustuskykya. Tar-

tunta voi johtaa porsaan kasvun hidastumiseen tai jopa kuolemaan [1].

Antibioottien lisdantyneen kayton ja vaarinkayton seurauksena E. colin antibi-
oottiresistenssi on yleistynyt, mika vaikeuttaa tartuntojen hoitoa. Resistenttiytta

esiintyy myos elaimissa, joista resistentit bakteerit voivat siirtyd ihmisiin [16].

4 Faagihoito

Bakteriofagit ovat bakteerien luonnollisia tappajia, niitd on valjastettu ihmisten
kayttdéon jo noin sata vuotta. Félix d’'Herelle huomasi faagien potentiaalin ja
kaytti niitd onnistuneesti hoitaessaan Salmonella gallinarum-infektiota kanoissa.
Onnistumisen myo6ta suoritettiin ensimmainen ihmiskoe faageilla vuonna 1921.
Tama johti useampiin kliinisiin tutkimuksiin myés ihmisilla ja vaikka alku naytti
lupaavalta, tulevat kokeet antoivat ristiriitaisia tuloksia. Penisilliinin 16yto ja mas-
satuotanto 1940-luvulla jatti kuitenkin faagihoidon taka-alalle. Neuvostoliitossa,
nykyisella Vengjalla ja Georgiassa, faagihoitoja on tasté huolimatta koko ajan
hyodynnetty.

Nyky&éan antibioottiresistenssin aiheuttaessa hatdd myos lansimaat ovat alka-
neet kiinnostua faagihoidoista [18]. Jopa 50 % antibioottiresistenteista E. coli-
kannoista on resistentteja kolmannen sukupolven kefalosporiini (3GC) antibioot-
teja vastaan. 3GC on ryhma antibiootteja, joka pystyy tappamaan laajasti erilai-
sia bakteereita. Ne pystyvat tappamaan seka grampositiivisia, etta gramnegatii-
visia bakteereita. Resistentin kannan tartunnan aiheuttama kuolleisuus onkin
jopa 50 % korkeampi kuin herkan kannan. Resistenttien kantojen aiheuttamat
hoitokulut ovat Euroopassa 1,5 miljardia euroa ja kuolemia on n. 25 000 vuosit-
tain [19].



Faagihoito perustuu faagien kykyyn infektoida spesifisesti tiettyja kantoja, jat-
tden potilaan oman mikrobiston rauhaan [18]. Tall6in potilaan mikrobiota aiheut-
taa kilpailua patogeeniselle kannalle, eika patogeenin ole yhta helppoa levita
[19]. Faagi tuottaa itsedan lisaéa hajottaessaan bakteerisoluja, mika vahentaa
annostuskertoja [18]. Faagihoitojen uskotaan olevan turvallisia tutkimusten ja
elainkokeiden perusteella, eikd faagien ole raportoitu vaikuttavan toksisesti ih-
missoluihin. Elainkokeissa on my6s huomattu maksan ja pernan poistavan faa-

geja kehosta, joten ne eivat jaa potilaan kehoon [19].

Faagihoidot aloitetaan maarittamalla, mika bakteerikanta on tartunnan takana ja
mitka faagit infektoivat sita. Vasta taman jalkeen voidaan kehittaa faagihoidon
hoitomenetelma. Tama tekee faagihoitojen yleistymisesta haastavaa, silla hoi-
dot tehd&an henkilokohtaisesti jokaiselle potilaalle eika tuotteita ole helppo
tehda hyllylta ostettavaksi. Tama aiheuttaa vaikeuksia myods ladkelainsdadan-
non kanssa [20], eika faagihoidoille viela olekaan hyvaksyttyja sdannoksia.
Jotta turvallisuus, tehokkuus ja tuotannon laatu voidaan taata, tarvitaan lisaa

korkealaatuisia tutkimuksia ja kliinista dataa [18].

Bakteerit pystyvat kehittamaan resistenttiyttd antibioottien lisaksi myos faageja
kohtaan. Tata voidaan valttaa kayttamalla useasta faagista tehtyd seosta. Mikali
bakteeri kuitenkin kehittaa faagiresistenttiyden, se vaikuttaa myods bakteeriin ne-
gatiivisesti. Resistentin kannan taudinaiheuttamiskyky usein heikkenee, jolloin
ihmisen oma immuunijarjestelma saa mahdollisuuden tuhota patogeenit [19].
Faageista voisi olla myds hyotya antibioottien kanssa kaytettyna, silla toisin kuin
antibiootit faagit pystyvat tuhoamaan bakteerien tuottamaa biofilmia [19]. Ta-

man jalkeen antibiootit paasisivat vaikuttamaan tehokkaammin.

Tulevaisuudessa faagihoitoja voitaisiin hyddyntdd myds matalan- ja keskitulota-
son maissa. Faagit voisivat olla avuksi ruoan, veden, antibioottiresistentteyden

ja huonon hygienian aiheuttamiin bakteeriinfektioihin [20]. On kuitenkin tarke&a
pitéda huolta, ettei faagihoidon terapiamuotoja kayteta vaarin, jotta voidaan valt-

tya samoilta virheiltd, mita antibioottien kanssa on tehty [19].



5 Materiaalit ja menetelmat
5.1 Materiaalit
5.1.1 Faagieristysnaytteet

Bakteriofagien etsiminen aloitettiin sellaisista sikaloista saaduista uloste- ja ym-
paristonaytteista, joissa oli todettu ETEC-kolonisaatiota. Kaypien bakteriofagien
I6ytaminen sieltd mista itse isdntdkantaa esiintyy, on kaikkein todennakdisinta,
joten tama oli hyva paikka aloittaa. Faagihoitoryhmalla oli jo valmiiksi myos
11.6.2021 sikalasta kerattyja naytteita, jotka oli toimittanut Claudio Oliviero Hel-
singin yliopiston elainlaaketieteellisesta tiedekunnasta. Saimme myds kaksi uu-
dempaa sian ulostenaytetta, jotka oli keratty 6.4.2022. Tuore jatevesinayte saa-
tiin Joensuusta, Kuhasalon jatevedenpuhdistamolta. Loput naytteet otettiin labo-
ratorion varastoista, niistd suurin osa oli erilaisia jatevesinaytteitd. Naytteiden
joukossa oli myds luonnosta keréttyja vesinaytteita ja elainten ulostenaytteita.

Liitteessa 1 on tarkempi listaus eristysnaytteista.

5.1.2 E. coli kannat ja bakteriofagit

E. coli-kannat (taulukko 1), joille pyrittiin eristdmaan bakteriofageja, olivat suo-
malaisista sioista eristettyja. Tyon eri vaiheissa kaytettiin kantoja myos faagiryh-

man omasta bakteerikokoelmasta.

Taulukko 1. Taulukossa on listaus projektissa kaytetyistd Escherichia coli-kan-
noista ja niiden tunnisteista.

Ruokaviraston anta-| Helsingin yliopis-
mat tunnisteet kan- | tossa kaytettavat
noille tunnisteet

FIXT 647 #7135
FIXT 648 #7136
FIXT 649 #7137
FIXT 650 #7138
FIXT 780 #7206
FIXT 781 #7207
FIXT 782 #7208
FIXT 783 #7209




Toimitettuja bakteerikantoja vastaan testattiin eristysnaytteiden (liite 1) lisaksi

myos faagihoitoryhman faagikokoelman E. coli-faageja.

5.2 Menetelmat
5.2.1 Bakteerien nestekasvatukset
A) kahden tunnin nestekasvatus

2 ml:n mikrosentrifuugiputkeen pipetoitiin 1,3 ml huoneenlampoéista lysogeny
brothia (LB). Bakteeria siirrostettiin putkeen silmukalla ja se vorteksoitiin.
Seosta inkuboitiin sekoittaen, 37 °C, 2 h. Jotkin kannat kasvavat nopeammin ja
toiset hitaammin, pyrittiin saamaan OD:ksi (optical density eli sameus) 0,25—
0,99. Kaikista ihanteellisin OD olisi 0,5-0,75 (5.2.2).

B) Yon yli nestekasvatus

15 ml putkeen mitattiin 5 ml LB:ta. Bakteerikantaa siirrostettiin sauvalla ja vor-

teksoitiin. Seosta inkuboitiin yon yli sekoituksessa 37 °C:ssa.

5.2.2 OD:n mittaus ja bakteerin tarpeen laskeminen

Bakteerinaytteen sameus mitattiin Laxco MicroSpek DSM Micro Cell Density
Meter-laitteella [21]. Laitteeseen pipetoitiin 20 pl ndytetta, jonka jalkeen mittaus
suoritettiin. Kaksoiskerrostitrauksessa tarvittava bakteerimaara laskettiin saa-
dusta tuloksesta (5.2.3, kohta A)

45/A600 = x ul isantaa [3]



5.2.3 Titraus

Titrausta kaytettiin maarittdmaan bakteriofagin tiitteri, eli kuinka paljon nayte si-
saltaa faageja PFU/mI (plague forming unit/ml) [22]. Titrausmenetelmi& on
kaksi: kaksoiskerros- ja pisaratitraus. Kaksoiskerrostitraus antaa tiitterin, pisara-
titrauksella saa méaaritettyd arvion tiitteristd. Menetelmat perustuvat siihen, mi-
ten bakteriofagit hajottavat bakteerisoluja. Lyysauksesta syntyy bakteerimattoon

kirkas "syoty” alue, jota kutsutaan plakiksi [23].
A. Kaksoiskerrostitraus

Ennen kaksoiskerrostitrausta kaytettavalle bakteerikannalle tehtiin kahden tun-
nin nestekasvatus (5.2.1, kohta A) ja siita maaritettiin OD:n perusteella (5.2.2)

kantaa pipetoitava maara.

Faaginaytteesta tehtiin laimennossarja LB:hen (Kuva 3). Yleensa aloitettiin
titraamalla laimennokset 10°— 107. Jos ndista laimennoksista ei saatu luettavaa

tulosta, tehtiin isompia tai pienempié laimennoksia.

100 pl 100 pl 100 pl

D

V=1ml

Kuva 3 Esimerkki laimennossarjasta titrausta varten. Kuva on tehty BioRen-
der.com.



10

Isanta ja faagi maljattiin LB pehmytagarissa (sis. 0,4 % agar): faagia pipetoitiin
50 ul pehmytagariin (temperoitu 55 °C:een) ja isantaa absorbanssin avulla las-
kettu maara. Seos vorteksoitiin ja kaadettiin maljalle. Maljaa kallisteltiin, jotta
seos levittyi maljalle tasaisesti. Titrausmaljojen lisdksi tehtiin myos kontrolli-
malja, jossa faagi on korvattu LB:lI4, jota kaytettiin laimennoksia tehdessa.
Kontrollin avulla varmistetaan, ettei LB ole kontaminoitunut ja vaarista tuloksia.

Maljoja inkuboitiin 37 °C:ssa, yon yli.

Seuraavana aamuna maljoilta laskettiin plakkien maara ja tiitteri maaritettiin las-

kukaavan avulla.

Plakkien maara = Laimennos * 20" = x PFU /ml

*riippuu faagia pipetoitavasta maarasta, tassa tapauksessa 50 pl.

B. Pisaratitraus

Ennen pisaratitrausta kaytettavalle bakteerikannalle tehtiin kahden tunnin neste-
kasvatus (5.2.1, A) ja siita maaritettiin OD:n perusteella (5.2.2) kantaa pipetoi-
tava maara. Tassa menetelmassa jokaiselle laimennokselle ei tarvita omaa

malja, vaan saman isannan faagit voi pipetoida samalle maljalle.

Softagariin pipetoitiin absorbanssin avulla laskettu maara isantaa ja se vortek-
soitiin seka levitettiin maljalle tasaiseksi kerrokseksi. Taman annettiin jahmettya
30 min huoneenlammdssé. Faagilaimennoksista (Kohta A) pipetoitiin 5 pl pisa-
roita niille merkityille kohdille maljalla. Kontrolliksi pipetoitiin 5 pl LB:ta. Pisaroi-
den annettiin imeytyd 30 min ennen inkubaatioon siirtdmista. Maljat inkuboitiin
37 °C yon yli. Seuraavana aamuna maljalta voitiin arvioida faagitiitteri ja se,

oliko siina ylipaataan faagia.
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5.2.4 Bakteriofagilysaatti

Bakteriofagilysaatti on isompi méara nestemaista faagia, jota pystyy kaytta-
maan sellaisenaan eri testeihin kuten titraukseen (5.2.3) tai DNA eristykseen
(5.2.9).

A. Nesteessa

Lysaatin tuottoa varten valmistettiin yon yli nestekasvatus (5.2.1, kohta B). 50
ml putkeen pipetoitiin 10 ml LB:t&, 400 pl yon yli nestekasvatusta ja 20 pul tuotet-
tavaa bakteriofagia. Inkuboitiin 37°C:ssa, sekoituksessa, kunnes bakteerisolut
lyysautuivat (3—6 h). Lyysauksen pystyi havaitsemaan nesteen samentumisen
(bakteerien kasvun) jalkeen tapahtuvana nesteen kirkastumisena. Nestetuotot
sentrifugoitiin (5000 rpm, 10 min) putken pohjaan ja supernatantti suodatettiin
0,22 um:n filtterilla. Lysaattiin lisattiin 40 % sakkaroosia, niin etta sita oli 8 % liu-
oksesta [24].

B. Maljalla

Tuottoa varten valmistettiin kaksoiskerrostitraus (5.2.3, kohta A) tuotettavalla
bakteriofagilla ja sen isdnnalla. Usein maljatuotossa samalle faagille tehtiin use-
ampi kaksoiskerrostitraus, jotta lysaattia saatiin enemman. Titraus pyrittiin teke-
maan sellaisilla laimennoksilla, etté faagi pystyi tuhoamaan bakteerimaton mah-
dollisimman hyvin ilman bakteerin muodostamaa resistenssia. Naille maljoille
pipetoitiin 3 ml SMG-puskuria (100 mM NaCl, 10 mM MgSOg4, 50 Mm Tris-HCI,
pH 7,5, 0,01 % gelatiinia), ja inkuboitiin huoneenlammaosséa 1-2 h. L-sauvalla
kaavittiin maljan pinnalle muodostunut bakteeri/faagimatto yhteen reunaan ja
siité pipetoitiin kaikki neste 15 ml:n putkeen. Tassa vaiheessa kaikki maljat yh-
distettiin samaan putkeen. Putkea kaanneltiin huoneenlammadssa 15-20 min.
Putki sentrifugoitiin 5000 rpm, 10 min ja supernatantti suodatettiin 0,22 pm:n
ruiskusuodattimella. Lysaattiin lisattiin 40 %:sta sakkaroosia, niin etta sita oli 8
% liuoksesta [24].
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5.2.5 Isantéakirjomaaritys

Isantakirjomaaritys suoritettiin OCelloScope (BioSence Solutions ApS, Den-

mark) kuoppalevyn lukijalla.

Isantédkantaa inkuboitiin 1,3 ml:ssé LB:t& (10 g/l Tryptone, 5 g/l hiiva ekstrakti,
10 g/ NaCl) n.1 h, 37 °C. Kasvatus standardisoitiin 0,35 A (0,35/ 0D =x ml
isantaa ja loput LB:ta niin, etta yhteistilavuus oli 1 ml). Standardisoitua bakteeri-
seosta laimennettiin viela 1:200. Faageista valmistettiin 108 PFU/ml laimennok-
set [25].

Bakteerilaimennosta pipetoitiin 96-kuoppalevylle pipetointisuunnitelman mukai-
sesti (kuva 4). Naytekuoppiin pipetoitiin 200 pl bakteerilaimennosta ja 10 pl faa-
gia. Naytteiden liséksi tehtiin negatiivi- (LB) ja positiivikontrollit (tunnettu kanta ja
sita tuhoava faagi). Kaikille tehtiin kolme rinnakkaista ja levyn paéalle asetettiin

gPCR-kalvo (4titude) ennen ajoa.

Tulokset analysoitiin Origin 2021b ohjelmalla.

2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12

#7138

#7138 #7138 fHe-Eco02 | fHe-Eco02 | fHe-Eco02 | fTu-Eco01 | fTu-Eco01 | fTu-EcoO1l | fOu-Eco0l1l | fOu-Eco01 | fOu-Eco01

fHy-Eco03

pEInt- pEInt- pEInt- pEPyo- pEPyo- pPEPyo-

fHy-Eco03 | fHy-Eco03 | fFi-Eco01 fFi-Eco01 fFi-Eco01
Eco01 Eco01 Eco01 Eco02 Eco02 Eco02

pMgPio-
Eco01

pMgPio- pMgPio- fEInt- fEInt- fEInt-
PK1A wt PK1A wt PK1Awt | FBC-Eco01 | FBC-Eco01 | FBC-Eco01

Eco01 Eco01 Eco01b Eco01b Eco01b

e

Kuva 4 Pipetointisuunnitelma 96-kuoppalevya varten. Eri bakteriofagit on mer-
kitty karttaan eri vareilla pipetoinnin helpottamiseksi.
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5.2.6 Faagieristysnaytteen esikasittely

Nestemaisen naytteen (esimerkiksi jateveden) esikasittely aloitettiin suodatuk-
sella (0,22 um suodatin). Suodatettuun naytteeseen lisattiin 40 % sakkaroosia,
niin etta sita oli 8 % liuoksesta. Jos nayte oli kiintea sita, liuotettiin SMG-pusku-
rissa heilutuksessa, yon yli, 4 °C:ssa. Taman jalkeen nayte sentrifugoitiin, sekéa
suodatettiin 0,45 um:n ja 0,22 pum:n suodattimilla. Sakkaroosia lisattiin niin, etta

sitd oli 8 % liuoksesta.

5.2.7 Faagieristysnaytteen rikastus

Faagieristysnayte rikastetaan ennen kuin sen titrataan kohdekantoja vastaan.
Nain mahdolliset kantoja infektoivat faagit paasevat lisddntymaan naytteessa ja

ne on helpompi eristaé ja puhdistaa [27].

Rikastus aloitettiin suorittamalla kahden tunnin nestekasvatus (5.2.1, kohta A)
bakteerikannalle, jota vastaan etsittiin faagia. Laskettu maara (5.2.2) bakteeri-
seosta pipetoitiin 15 ml:n putkeen. Samaan putkeen pipetoitiin myés 1,5 ml esi-
kasiteltya (5.2.6) faagieristysnaytetta ja 4,5 ml LB:ta. Seosta inkuboitiin yon yli
37°C:ssa, sekoituksessa, 200 rpm. Seuraavana aamuna putki sentrifugoitiin
5000 rpm, 4°C, 10 min ja supernatantti suodatettiin 0,22 um:n ruiskusuodatti-
mella. Suodatettuun seokseen lisattiin 40 %:sta sakkaroosia niin, etta liuok-

sessa oli 8 % sakkaroosia. Rikastettu bakteriofagi sailytettiin jAdkaapissa [24].

Rikastettu nayte pisaratitrattiin rikastukseen kaytetylla isannalla (5.2.3, kohta B).
Titrauksessa kaytettiin pienia laimennoksia 10°, 10, 102. Mikali seuraavana
aamuna maljalla oli plakkeja, naytteesta oli 16ytynyt bakteriofagi kaytetylle bak-
teerikannalle. Loytyneet plakit kaavittiin mikrosentrifugiputkeen, johon lisattiin
500 pl SMG-puskuria. Putki laitettiin ravistukseen kahdeksi tunniksi huoneen-
lampoon, jonka jalkeen nayte sentrifugoitiin 13 000 rpm, 3 min. Supernatantti pi-

petoitiin uuteen putkeen odottamaan plakkipuhdistusta.
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5.2.8 Plakkipuhdistus

Plakkipuhdistus suoritettiin rikastuksessa l6ytyneelle faagille, jotta voitaisiin var-
mistua, ettd |I0ydoksessa on vain yhta faagia. Tekniikassa kiinnitetddn huomiota
faagien muodostamien plakkien morfologiaan. Normaalisti faagi muodostaa
kooltaan ja ulkonadltaan suhteellisen samannakoisia plakkeja. Mikali plakkipuh-
distuksen aikana maljoille ilmestyy erinakoéisia plakkeja, on syysta epailla sa-
massa naytteessa olevan useampaa faagia. Tall6in erindkoisista plakeista ote-
taan naytteet ja niilla jatketaan puhdistusta erikseen. On tosin mahdollista, etta
yksi faagi tekee morfologialtaan erilaisia plakkeja ja lopullinen varmuus saa-

daankin vasta sekvensoinnista.

Puhdistusta varten nayte titrattiin kaksoiskerrosmenetelmalla (5.2.3, kohta A).
Pyrittiin [0ytam&&n laimennos, missa plakkeja oli maljalla noin 5-20. Seuraa-
vana paivana vain yksi plakki poimitaan 500 pl:aan SMG-puskuria. Putki vortek-
soitiin, jonka jalkeen sen annettiin inkuboitua kaantelyssa huoneenlammassa
tunnin tai yon yli 4 °C:ssa. Plakkipuhdistus suoritettiin ainakin kolme kertaa,
kayttden lahtomateriaalina aina edellisesta puhdistuksesta syntynytta plakkia.
Jos plakkien morfologia vaihteli maljalla viela kolmannella puhdistuskerralla,

puhdistusta jatkettiin viela muutaman kerran.

5.2.9 DNA-eristys

Tassa projektissa DNA:n eristdmiseen kaytettiin automatisoitua DNA:n eristys-
laitetta Promegalta, "Maxwell RSC”. Laitteen kansaa kaytettiin sille suunniteltua
kittia “Maxwell RSC Viral Total Nucleic Acid Purification Kit”. Kaytdssa oli val-
miiksi ohjelmoidut metodit ja valmiiksi puhdistusreagensseilla ja paramagneetti-

silla hiukkasilla taytetyt patruunat [27].

Ennen kuin naytteet voitiin pipetoida laitteen eristettavaksi, ne oli esikasiteltava.
Faagilysaattia pipetoitiin 400 pl 1,5 ml:n mikrosentrifuugiputkeen, johon lisattiin
1,3 ul DNAse | (1U/ul, New England BioLabs in.) ja 4 pul RNAse A (1 mg/ml). Ta-
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man jalkeen naytteita inkuboitiin +37°C, 30 min. Inkuboinnin jalkeen putkeen li-
sattiin 16 pl EDTA (0.5 M), 1,2 pl proteaasi K (20 mg/ml) ja 20 pl 10 % SDS. Lo-

puksi viela inkuboitiin +56°C:ssa, 60 min.

Esikasittelyn jalkeen naytteet ajettiin Maxwell-laitteella. Ajoon kaytettiin jo val-
miiksi asennettua ohjelmaa, joka on tarkoitettu virus DNA:n eristamiseen. DNA
eluoitui 50 pl:aan Tris-Hcl:laa (10 mM, pH 7,5-8). Ajon jalkeen eluutioputkien
ymparille pyoritettiin parafilmia, jotta nayte ei paassyt haihtumaan. Nayte asetet-

tiin +4°C:seen odottamaan seuraavan paivan DNA-konsentraation maaritysta.

5.2.10 DNA-konsentraation maarittaminen

DNA-eristyksen onnistuneisuus tarkistettiin ensimmaiseksi mittaamalla DNA-
konsentraatio naytteesta. Tassa projektissa maarityksessa kaytettiin Qubit 4
Fluorometria (ThermoFisher Scientific). Laitteen kanssa kaytettiin 1X dsDNA

BR Assay-kittig, joka on optimoitu kaytettavaksi kyseisen laitteen kanssa [28].

Mittausta varten naytteet esikasiteltiin ja valmistettiin standardit. Jokaista nay-
tettd ja standardia varten valmistettiin 200 pl k&yttoliuosta ja otettiin huomioon
200 pl:n pipetointivara (kayttoliuos ja naytteet, jotka sisaltavat sita oli suojattava
valolta). Kayttéliuoksen valmistus: Qubit dsDNA BR-reagenttia pipetoitiin 1 pl +
199 pl Qubit dsDNA BR-puskuria (per nayte). 500 ul putkiin (life technologies,
gubit assay tubes) pipetoitiin standardit ja naytteet. Standardiputkiin pipetoitiin
10 pl standardia ja 190 pl kayttoliuosta. Nayteputkiin pipetoitiin 2 pl naytetta ja
198 ul kayttoliuosta. Putkien annettiin inkuboitua huoneenlammadssa ainakin 2

minuuttia.

Naytteet mitattiin ja tulokset kirjattiin ylds, toivottu konsentraatio oli yli 10 ng/pl.
Jos konsentraatio olisi ollut alle 10 ng/ul, DNA-eristys olisi suoritettu uudelleen

ennen geelielektroforeesia [29].
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5.2.11 Geelielektroforeesi

Ennen sekvensointiin [ahettamista DNA:n puhtaus ja eheys maaritettiin gee-
lielektroforeesilla. Tama on tekniikka, jossa DNA, RNA ja proteiinimolekyyleja

erotetaan toisistaan koon ja varauksen perusteella [30].

Geelielektroforeesi ajoa varten valmistettiin ensimmaisena geeli sulattamalla
0,8 g SeaKemLE-agaroosia 100 ml:aan1X TAE -puskuria ( 24,2 g/l Tris, 2 ml/I
0.5 M EDTA, pH 8, 1,142 ml/l jaéetikkaa). Seoksen annettiin jaahtya noin 60 °C
asteiseksi. Jaahdytyksen aikana valmisteltiin kelkka teippaamalla sen paadyt
kiinni niin, ettei geeli paassyt vuotamaan. Kun seos oli jaahtynyt tarpeeksi, sii-
hen lisattiin 5 pl Midori green -vériainetta (NIPPON Genetics EUROPE). Seu-
raavaksi geeliseos kaadettiin kelkkaan ja kampa, joka muodostaa kaivot, ase-
tettiin paikoilleen valttaen ilmakuplia. Geelin annettiin jahmetty4, jota odottaessa
valmistettiin naytteet. 1,5 ml:n mikrosentrifuugiputkeen pipetoitiin 150-200 ng
faagi-DNA:ta, 1,5 pl 6X DNA -latauspuskuria ja tilavuus sééadettiin 10 pl:aan
Baxter-vedella. Jos DNA-naytteet olivat laimeita voitiin tilavuus saataa 15

pl:aan, jolloin 6X DNA -latauspuskuria liséttiin 2,5 pl.

Geelin jahmetyttyd kelkan paista poistettiin teipit ja kampa vedettiin geelista va-
rovaisesti pois. Kelkka geeleineen asetettiin altaaseen kaivot negatiivisen navan
puolella. Varmistettiin, etta altaassa oli tarpeeksi 1X TAE -puskuria peittdmaan
geeli. DNA-kokomarkkeria pipetoitiin 2 pl, joko vasemmalle tai oikealle puolelle
naytteita. Viereisiin kaivoihin pipetoitiin naytteet (10 pl) valttaen ilmakuplia ja
naytteen karkaamista kaivosta. Altaan paalle asetettiin kansi, jonka johdot kiin-
nitettiin virtalahteeseen. Jannitteeksi asetettiin 50—60 V, sdhkdvirraksi 60 mA ja
ajaksi 1-2 h. Ajon valmistumisen jalkeen geeli siirrettiin kelkasta kuvannuslait-
teen (Gel Doc Gel imager) mustalle tarjottimelle ja kuvausmetodiksi valittiin mi-

dori green -vériaineelle sopiva ohjelma [29].



17

5.2.12 Bakteriofagin nimeaminen

Uusi bakteriofagi oli nimettava ja tahan on eri laboratorioilla omat s&&annok-

sensa. Helsingin yliopiston faagihoitoryhmé&ssé metodi perustuu naytteen alku-
perapaikkaan ja isantaan, jota kaytettiin eristyksessa esim. fHe-Eco01 (f=faagi,
He=Helsinki, Eco= E. coli. Jos kirjastossa on saman nimisia faageja, ne erote-

taan toisistaan numeron perusteella) [24].

5.2.13 Pakastus

Uudet bakteriofagit pakastettiin faagikokoelmaan. 500 ul:n kierrekorkkisia pa-
kasteputkia varten tulostettiin tarrat, joissa luki faagin nimi, tiitteri, missa ai-
neessa se oli sailotty ja milloin se oli sailotty. Jokaista faagia varten tehtiin
kolme 20 %:sta glyseroliputkea ja kolme 8 %:sta DMSO putkea. Glyseroliseosta
varten 540 pl faagilysaattia ja 160 pl glyserolia (86—88 %) sekoitettiin 1,5 ml:n
mikrosentrifuugiputkessa. DMSO-seosta varten 700 pl faagilysaattia ja 60 pl di-
metyylisulfoksidia (DMSO) sekoitettiin 1,5 ml:n mikrosentrifuugiputkessa. Kum-
matkin seokset jaettiin kolmeen 500 pl:n putkeen ja ne sdilytettiin -70-asteiseen

pakastimeen [24].

6 Tulokset

6.1 Olemassa olevien faagien elinkyvyn testaus ja tuotto

Projekti aloitettiin testaamalla faagikokoelman E. coli-faagien kunto valmiista
lysaateista. Faageja oli tarkoitus testata kohdekantoja vastaan, joten oli varmis-

tettava, etta faagien tiitterit eivat olleet laskeneet sailytyksessa alle 1,0%108.

Faagien tiitterit selvitettiin kaksoiskerrostitrauksella (5.2.3, kohta A). Toivottu tiit-
teri oli vahintaan 1,0¥108, joten kaytettiin laimennoksia 10°, 10° ja 10”". Nama
laimennokset valittiin, koska niilla 1,0*108 tiitterin plakkien maara pitaisi olla hel-

posti laskettavissa.

Faagit, joiden tiitteri oli alle 108, oli tuotettava uudestaan. Ensin kokeiltiin neste-

tuottoa, koska se vaatii vahiten resursseja ja on nopein suorittaa (5.2.4, kohta
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A). Ne faagit, jotka eivat tuottuneet nesteessa, yritettiin tuottaa maljalla. Kaikki
faagit eivat useista yrityksista huolimatta tuottuneet ja ne oli jatettava jatkotes-

tauksista, silla aikaa oli rajallisesti (taulukko 2).

Taulukko 2 Taulukko siséltéaa faagihoitoryhman E. coleja infektoivat faagit, nii-
den tiitterit ja niiden isdnnat. Taulukkoon on vareilld ilmaistu niiden testausten
tulokset.

fHe-Eco02 1,30*10° #5506
fTu-Eco01 8,80*10° #5507
fOu-Eco01 2,0%10° #5507
fHy-Eco03 4,00*%10° #5509
fFi-Eco01 3,20*108 #5521
fFi-Eco06 1,26*10"! #5521
fHo-Eco02 4,0%10° #5521
pElnt-Eco01 7,2*108 #6508
pEPyo-Eco02 4,6*108 #6508
pMgPio-Eco01 1,6%108 #6508
fEInt-Eco01b 7,70*10° #6731
friEc09 A gssi7 |
PK1A wt 2,40*10° #6150
PK1A2 mut 2,2*¥10% #6151
fBC-Eco01 1,10*10° #5629
fTa-Eco01 3,30*10° #5506
a-Eco03 6,0*%108 #5506
fPo-Eco01 3,00*10%° #5521
fFi-Eco02 1,00*10%?
friEcc03 A gssal |
fKu-Eco01 4,80*10° #5506
EC2P1 5,20*10° #6307
EC9P1 1,80*101° #6314
EC4P2 4,60*10° #6309
EC16P2 1,00*10"? #6321

Faagilysaatti on ollut vahintdan 108, eika sitd ole
tarvinnut tuottaa uudestaan.

Bakteriofagi tuotettiin uudestaan alhaisen tiitterin
vuoksi ja tuotto oli onnistunut.

Bakteriofagi tuotettiin uudestaan alahaisen tiitte-
rin vuoksi, mutta tuotto ei onnistunut.
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6.2 Isantakirjon testaus

Laboratorion kokoelmasta l16ytyneet bakteriofagit, joiden tiitterit oli varmistettu,
testattiin kohdekantoja vastaan. Eli kokeiltiin, infektoiko mikdan kokoelman E.
coli-faageista kohdekantoja. TAhén kaytettiin oCelloscope -nimista laitetta, joka
ottaa kuvia soluista ja laskee kuvien perusteella bakteerien kasvukayran. Tes-
tissa meneteltiin metodin 5.2.5 mukaan. Kaikkia bakteriofageja ei ehditty tes-

tata, silla laite joutui huoltoon. Taulukossa 3 nakyy testattujen faagien tulokset.

Taulukko 1 Taulukossa nakyy faagihoitoryhman E. coleja infektoivien faagien
testaustulokset kohdekantoja vastaan.

#7135 #7136 #7137 #7138 #7206 #7207 #7208 #7209

fHe-Eco02

fTu-Eco01

fOu-Eco01

fHy-Eco03

fFi-Eco01

fFi-Eco06

fHo-Eco02

pElnt-Eco01

pEPyo-Eco02

pMgPio-Eco01

fEInt-Eco01b

fFi-Eco09

PK1A wt

PK1A2 mut

fBC-Eco01

fTa-Eco01

fTa-Eco03

fPo-Eco01

fFi-Eco02

fFi-Eco03

fKu-Eco01

EC2P1

EC9P1
EC4P2 Ei testattu laite rikon takia
EC16P2 Ei infektoinut

floEco03 Infektoi

Mikaan testatuista bakteriofageista ei tappanut kohdekantoja. Kaikkien ajojen
tulokset nayttivat samoilta, vain positiivikontrolli (kuoppa, jossa on istantdkantaa
#6321 ja sité tiedettavasti infektoivaa faagia EC16P2) infektoitui (kuva 5).
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#7137
fHe-Eco02
fTu-Eco01
fOu-Eco01
fHy-Eco03
fFi-Eco01
pElInt-Eco01
pEPyo-Eco02
pMgPio-Eco01
fEInt-Eco01b
PK1A wt
FBC-Eco01
fTa-Eco01
fPo-Eco01
fKu-Eco01
EC2P1
EC9P1
EC4P2
EC16P2

LB

#6321

Pos. kontrolli

030 1 1:30 2 230 3 330 4 430 5
Aika (h)

1

Kuva 5 oCelloscope tulokset. Kohdekantaa #7137 testattiin listassa olevia faa-
geja vastaan. #6321 ja sita tiedetysti infektoivaa faagia EC16P2 kaytettiin posi-
tiivisena kontrollina.

OCelloscope ottaa kuvia tehdessaan mittauksia. Kuvassa 6 nakyy kuinka bak-

teeri, joka ei infektoidu kasvaa valtoimenaan. Kuvan 5 kaaviossa kaikki paitsi

LB ja positiivisen kontrollin kayréat vastaavat tata tilannetta. Kuva 7 vastaa posi-

tilvisen kontrollin kayréé (kuva 5), jossa bakteeri on aluksi lahtenyt kasvuun,

mutta bakteriofagit ovat lopulta infektoineet ja tuhonneet bakteerisolut. Tama ti-

lanne vastaisi myds, jos jokin kokoelman faageista olisi infektoinut kohdekan-

toja.
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Kuva 6 oCelloscopen ottamia kuvia mittauksen eri ajankohdilta. E. coli -kanta
#7138 kun faagi ei infektoi sita.

Kuva 7 oCelloscopen ottamia kuvia mittauksen eri ajankohdilta. E. coli-kanta
#6321 infektoituu faagilla EC16p2. Tata paria kaytettiin positiivisena kontrollina.

Koska mikaan laboratorion kokoelmasta |6ytyneisté faageista ei infektoinut si-

oista eristettyja E. coli-kantoja, bakteriofageja alettiin etsia muualta.
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6.3 TyoOssa eristetyt faagit

Projektin seuraavassa vaiheessa kohdekantoja infektoivia bakteriofageja etsit-
tiin erilaisista vesi-, luonto- ja ulostenaytteista (Lista naytteista liitteessa 1).
Naytteiden paljouden takia osa niista yhdistettiin ajan ja resurssien sédasta-

miseksi.

Rikastus (5.2.7) suoritettiin jokaiselle naytteelle/poolille, jokaisella kohdekan-
nalla. Tassa tapauksessa kantoja oli 8 ja naytteita/pooleja oli yhteensa 27 ja ri-
kastuksia tehtiin siis 216. Rikastetut naytteet titrattiin pisaramenetelmalla
(5.2.3, kohta B) kayttden samaa kantaa kuin rikastuksessa oli kaytetty. Kol-

mesta eri naytteesta 16ytyi kohdekantaa infektoiva bakteriofagi (taulukko 4).

Taulukko 4. Loydetyt faagit, mitéd isantaa ne infektoivat ja niiden alkupera.

Loydetyn faagin valiai- Isantakanta Mista naytteesta faagi
kainen nimi on loytynyt
Faagi 1 #7136 Emakon uloste
Faagi 2 #7136 Pooli 17
Faagi 3 #7206 Pooli 11

Syntyneet plakit (kuva 8) poimittiin mikrosentrifuugiputkiin ja niille suoritettiin

viisi plakkipuhdistus syklia.
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Kuva 8 Kuvassa kolme maljaa, joilta faagit [6ytyivat. Plakit on ympyrdity punai-
silla ympyrailla.

6.4 Plakkipuhdistus ja uusien faagien tuotto

Jotta voitiin varmistua, etta rikastusten pisaratitrauksista kaavituista plakkirykel-

missa oli vain yhta faagia, suoritettiin plakkipuhdistus (5.2.8).

Ensimmaista puhdistusta (5.2.8) suoritettaessa huomattiin, etta kaksi [6yty-
neistéa faageista (kannalle #7136 I6ytyneet Faagi 1 ja Faagi 2) muodostivat to-
della pienia plakkeja. Tasta voitiin arvioida, etta kyseisia faageja saattaisi olla
vaikeaa kasitella jatkossa, joten plakkien kokoa kasvatettiin onnistuneesti muok-
kaamalla maljausolosuhteita. Isantakantaa laimentamalla bakteerit pysyvat pi-
dempéaan eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa, jolloin faagit ehtivat kasvaa

kauemmin.

Maljalla 1 (kuva 9) faagi on titrattu normaalisti ilman plakkikoon manipuloimista,
ja siitéa syntyneet plakit ovat niin pienia, etteivat ne ndy kuvassa. Maljalla 2
(kuva 9) plakkien kokoa on manipuloitu. Plakkien koko on huomattavasti isompi,

ja ne nakyvat jopa kuvassa.
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Kuva 9. Maljalla 1 on ilman plakkikoon manipulointia suoritettu plakkipuhdistus-
titraus (0 laimennos). Maljalla 2 on plakkipuhdistustitraus, jossa plakkien kokoa on
manipuloitu (laimennos 0). Kummallakin maljalla on iséntéa #7136 ja I6ydetty faagi
“Faagi 1B”.

Puhdistussyklien yhteydessa huomattiin, etta Faagi 1:n joka infektoi kantaa
#7136, plakeissa nakyi morfologialtaan kahta erilaista plakkia. Maljalta otettiin
pieni ja iso plakki erikseen omille puhdistussykleille. Useamman puhdistuskier-
roksenkaan jalkeen ei morfologian perusteella osattu sanoa, ovatko plakit sa-
maa faagia vai eivat, joten niita kohdeltiin eri faageina (Faagi 1A ja Faagi 1B).

Sekvensoinnissa selviaa, ovatko ne eri faageja.

Loydetyista bakteriofageista tuotettiin faagilysaatit nestemenetelmalla (5.2.4).
Tuotossa faagina kaytettiin viimeisimmasta plakkipuhdistussyklista kerattya
plakkia. Tuotettu faagi pisaratitrattiin (5.2.3, kohta B) tuoton onnistuneisuuden
maarittamiseksi. Kaikki faagit antoivat vahvat plakit laimennoksella 10, Koska
tuotot olivat onnistuneita, ne kaksoiskerrostitrattiin (5.2.3, kohta A) tiitterin maa-
rittAmiseksi. Kaksoiskerrostitrausten tulokset (Taulukko 5) olivat suurimmaksi

osaksi hyvia (toivottu tiitteri vahintaan 108).
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Taulukko 5. Loydettyjen faagien tiitterit.

Bakteriofagi Tiitteri (PFU/mI)
Faagi 1A 6,8E+9

Faagi 1B 4,4E+9

Faagi 2 1,2E+10

Faagi 3 Epastabiili

Faagi 3 oli pisaratitrauksen jalkeen heikentynyt huomattavasti vain muutaman
paivan aikana. Faagi titrattiin udelleen, jotta voitiin varmistua, ettei titrauksessa
ollut tapahtunut virhettéa. Tulokset olivat toisen titrauksen jalkeen kuitenkin sa-
mat, joten todettiin tamé&n faagin olleen epé&stabiili. Tama faagi ei jatkanut pro-
jektin seuraavaan vaiheeseen, silla epastabiilit bakteriofagit eivat ole hoitokay-

tossa kayttokelpoisia. Kaikki muut faagit jatkoivat DNA-eristykseen.

6.5 DNA-eristys ja geelielektroforeesi

DNA -eristyksessa (5.2.9) kaytettiin Promegan automatisoitua DNA:n eristyslai-
tetta "Maxwell RSC”. Sen kanssa kaytettiin kittia “Maxwell RSC Viral Total Nu-
cleic Acid Purification Kit”. Seuraavana paivana selvitettiin DNA:n konsentraatio
(5.2.10).

DNA-eristys oli onnistunut (taulukko 6) ja kaikkien naytteiden konsentraatio oli
yli 10 ng/ul. Seuraavaksi kaikille naytteille suoritettiin geelielektroforeesi

puhtauden ja eheyden maarittdmiseksi.
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Taulukko 6. Loydettyjen bakteriofagien eristysvaiheen DNA-konsentraatiot.

Nayte DNA:n konsentraatio (ng/ul)
Faagi 1A 15,4

Faagi 1B 13,5

Faagi 2 29,9

Kuvassa 10 nakyy geelielektroforeesin tulokset. DNA oli yhtena juovana, eiké&

se ollut hajonnut. Tulosten perusteella naytteet vaikuttivat tarpeeksi laadukkailta

sekvensointiin. Naytteet lahetettiin sekvensoitavaksi ulkopuoliselle laboratori-

olle, joten niiden tulokset eivéat ehdi tdhan opinnaytetython.

Kuva 10 Geelista otettu kuva. Faagi 1A DNA:ta on pipetoitu 150,4 ng, Faagia
1B 130,5 ng ja Faagia 2 290,9 ng. Ajo suoritettiin yhdessa tunnissa 60V ja

60mA. 1 kb:n kokomarkkeri on Thermo Scientific:in valmistama.



6.6 Bakteriofagien nimeaminen ja pakastus

Sekvensointia ja pakastusta ennen |oytyneet bakteriofagit oli nimettava (5.2.12

(taulukko 7)).

Taulukko 7. Loydettyjen bakteriofagien nimeamistapa.

. Monesko
Mita isan- ) :
) o I _ | saman ni- | Lopulli-
Nayte Mik& virus | Alkupera | taafaagi _ o
) i minen nen nimi
infektoi )
faagi
Faagi 1A Faagi= f Sian E. coli= 01 fPf-Eco01
uloste= Pf Eco
Faagi 1B Faagi=f Sian E. coli= 02 fPf-Eco02
uloste= Pf Eco
Faagi 2 Faagi= f Benin= Ben E. coli= 01 fBen-Eco01
Eco

Naytteiden nimeamisen jalkeen loput DNA-eristyksesta jadneestda materiaalista
l&hetettiin sekvensoitavaksi ja faagilysaatti pakastettiin ryhman faagikokoel-

maan.
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7 Pohdinta

Faagihoitojen kehittamiseksi on tarkeda laajentaa bakteriofagikokoelmia, jotta

mahdollisimman monia bakteerikantoja tappavia viruksia olisi nopeasti hyodyn-
nettavissa. Taman opinnaytetyon aiheena oli etsia uusia faageja tietyille sioista
eristetyille ETEC-kannoille. Toiveena oli Ioytada hoitokeino porsaiden ETEC-tar-
tunnasta johtuvaan ripuliin. Léydetyilla kolmella lupaavalla faagilla on mahdolli-
sesti faagihoitoon lupaavia ominaisuuksia, mutta varmuus asiasta selviaa vasta
sekvensoinnissa. Valitettavasti sekvensoinnin tulokset eivat ehdi tAméan opin-

naytetyon tuloksiin.

Bakteriofageja voi l0ytaa paikoista, joissa esiintyy bakteereja, kuten luonnosta,
elaimista ja vesistoista [31]. Tassa projektissa lahdettiin liikkeelle sian uloste ja
sikalan karsinoista keratyista naytteista. Tama oli luonnollinen paikka alkaa etsi-
maan bakteriofageja sioista eristetyille bakteerikannoille. Silla siella missa tiet-
tya bakteerikantaa esiintyy, on iso mahdollisuus |6ytaa sita infektoivaa faagia.
fPf-Eco01- ja fPf-Eco02 -faagit eristettiin emakon ulostenaytteesta. Kummankin
faagin nestekasvatuksesta tuotettuna tiitteri oli 10°, mika on faagihoitojen kan-
nalta hyva, ja mikéli sekvensoinnista selviaa faagien olevan lyyttisia, ne ovat

faagihoitoon kelpaavia.

Bakteriofagit lisaantyvat ylenmaaraisesti, jotta niilla on olisi mahdollisimman hy-
vat mahdollisuudet levita ja I0ytaa sopivia bakteerisoluja infektoitavaksi [32]. T&-
man takia sikakantoja infektoivia bakteriofageja voidaan etsia myos paikoista,
joissa on mahdollisia sikakontakteja, esimerkiksi sellaisten alueiden jatevesista,
joissa ihmiset ovat kontaktissa sikojen kanssa. Tasta johtuen sikalanaytteiden
liséksi faageja etsittiin myos luonnonvesi-, jatevesi- ja ymparistonaytteista.
fBen-Eco01 oli beninilaisesta sairaalajatevedesta 16ytynyt faagi. Tama faagi oli
helposti tuottuva ja siitd oli helppo eristad DNA:ta. Faagi vaikuttaa helpolta kasi-
telld, mika on iso etu faagihoidossa. Beninissé inmiset elavat lahempana koti-
elaimidan eika hygienia ole samalla tasolla kuin lansimaissa. Faagi on mahdolli-
sesti paatynyt beninildisen sairaalan jateveteen ihmisen kautta (beninildisilla on
mahdollisesti erilaiset suolistobakteerit kuin esim. pohjoismaissa) tai sian ulos-

teen kanssa kontaktissa olleen potilaan kautta.
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Helsinkilaisista jatevesista ei ollut todennakoistéa l0ytad sikakantaa infektoivaa
faagia, silla helsinkildiset ovat harvoin kontaktissa sikojen kanssa, mutta “Faagi
3” kuitenkin [6ytyi. Kyseisen faagin tiitteri laski muutamassa paivassa rajusti, ei-
vatka epastabiilit faagit ole hyddyllisia faagihoidoissa. Tasta syysta tama faagi

jatettiin pois jatkotutkimuksista.

Jatkossa lisaa kyseisia kantoja infektoivia bakteriofageja olisi etsittava sellai-
sista naytteista, joissa on mahdollisia sikakontakteja, esimerkiksi sellaisen kylan

tai kaupungin jatevesista, joissa on sikaloita.

Opinnaytetytn aikana kaytettiin jo valmiiksi pystytettyja menetelmia ja tuloksia
voidaan pitdé luotettavina. Loydettyjen faagien tutkimusta jatketaan ryhmassa
my6hemmin. Mikéali mydhemmin tehtavassa sekvensoinnissa selviaa loydetty-
jen bakteriofagien olevan faagihoitoihin kelvollisia, naita kolmea loydetya faagia

voidaan kayttaa niiden isantakantojen (ETEC-kantojen) hoitoon sikatiloilla.
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Faagieristysnaytteet

Liite 1

Taulukko 1 Taulukko siséltaa listauksen faagieristysnaytteista. Keltaisella on ko-
rostettu niitd naytteitd, joista on loytynyt kohdekantoja infektoivia bakteriofageja.

Ndytteen
Nayte otto pv.
Ei poolatut Joensuu, Kuhasalon jatevedenpuhdistamo 31.3.2022
naytteet Possun uloste, Huone 1 11.6.2021
Emakon uloste 11.6.2021
Possun uloste, huone 2 11.6.2021
Ymparistonayte, Huone 1 11.6.2021
Ymparistonayte, Huone 2 11.6.2021
Sian uloste 6.4.2022
Sian uloste 6.4.2022
Pool 1 Sairaalan viemarivesindyte A, syopatautien klinikka 15.4.2016
Sairaalan viemarivesinayte, Peijas 14.4.2016
Sairaalan viemarivesindyte, Lohjan sairaala 13.4.2016
Pool 2 Meilahden jatevesi N/A
Meilahti, kolmiosairaala, jatevesi 12.1.2022
Sairaala jatevesi, Peijas 13.1.2022
Pool 3 Sairaalan viemarivesi, Porvoon sairaala 13.4.2016
Jatevesinayte, Peijas 11.6.2019
Jorvin sairaalan jatevesinayte 4.6.2019
Jorvin jatevesinayte 17.1.2022
Pool 1A Mutaista sadevettd, hiekkatieltd, lammikosta. Viikki 13.9.2021
Pitkaan seissytta vetta ojasta. Viikki 13.9.2021
Pieni sadevesi puro. Viikki 13.9.2021
Mutaista vettda mutaisesta ojasta. Viikki 13.9.2021
Pool 1B Hevosen lanta, Leppdvaara 21.5.2021
Janiksen jatos, Leppdvaara 21.5.2021
Hevosen lanta pellolla, Leppavaara 30.5.2021
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Pool 6 FH1 Kolmiosairaalan paaviemari 20.1.2020
FH2 Meilahden sairaalan paaviemari 20.1.2020
FH3 Uusi lasten sairaala paaviemari 20.1.2020
FH4 Keski-Suomen keskusairaalan paaviemari 20.1.2020
FH5 Keski-Suomen keskussairaalan syopataudit/hematolo-
Pool 7 gia/leukakirurgian poliklinikka 20.1.2020
FH6 Keski-Suomen keskussairaalan Paivystys/Paivasairaala 20.1.2020
FH7 Turun yliopistollisen keskussairaalan paaviemari 23.1.2020
Pool 8 FH8 Turun yliopistollisen keskussairaalan paaviemari 23.1.2020
FH9 Lapin keskussairaala, H-osa viemaria 28.1.2020
FH10 Lapin keskussairaala, G-osa viemaria 28.1.2020
Pool 9 Libyalainen jatevesi 1 3.5.2018
Libyalainen jatevesi 2 3.5.2018
Jatevesi Oulu kesdkuu.17
Mtkvari, Thilisi, Georgia, joki vesi 12.2.2021
Pool 10 Jatevesi, Turku kesakuu.17
Jatevesi, Helsinki kesakuu.17
Jateveden puhdistamolta otettu nayte, Helsinki 17.8.2017
Pool 11 Jatevesi, Helsinki 17.8.2017
Jatevesi, Helsinki 17.8.2017
Jatevesi, Helsinki 17.8.2017
Pool 12 Luonnonvesindyte 1 24.8.2015
Luonnonvesindyte 2 24.8.2015
Luonnonvesinayte 3 24.8.2015
Pool 13 Vesindyte 1, Tuomarinkyla 21.9.2015
Vesindyte 2, Pukinmaki 21.9.2015
Sairaalajatevesi mix 26.7.2016
Hevosenlantanayte 21.9.2015
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Pool 14 Jatevesi mix 23.5.2018
Sairaalavesi mix 23.5.2018
Luonnonvesi pool 18.10.2016
Ho-vesindyte pool 18.10.2016
Pool 15 Benin, Hospital 25..2019
Benin, Hospital 25.11.2019
Benin, E61 6.12.2019
Benin, BSE94 6.12.2019
Benin, BSE 100 9.12.2019
Benin, E44 5.12.2019
Benin, E59 6.12.2019
Benin, E60 6.12.2019
Benin, E79 6.12.2019
Benin, BH63 12.12.2019
Pool 16 Benin, E89 6.12.2019
Benin, E74 6.12.2019
Benin, BCE8 12.12.2019
Benin BSE N/A
Benin, BH52 9.12.2019
Benin, BH58 11.12.2019
Benin, BH59 11.12.2019
Benin, BH60 12.12.2019
Benin, BH61 12.12.2019
Benin, BH62 12.12.2019
Pool 17 Benin, BH44 9.12.2019
Benin, BH45 9.12.2019
Benin, BH46 9.12.2019
Benin, BH47 9.12.2019
Benin, BH48 31.12.2019
Benin, BH49 9.12.2019
Benin, BH50 10.12.2019
Benin, BH33 29.11.2019
Benin, BH34 29.11.2019
Benin, BH35 30.11.2019
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Pool 18 Benin, BH36 30.11.2019
Benin, BH37 30.11.2019
Benin, BH38 30.11.2019
Benin, BH39 30.11.2019
Benin, BH11 28.11.2019
Benin, BH12 28.11.2019
Benin, BH27 29.11.2019
Benin, BH28 29.11.2019
Benin, BHO5 28.11.2019
Benin, BH29 29.11.2019

Pool 19 Benin, BCE1 12.12.2019
Benin, E88 6.12.2019
Benin, BH30 29.11.2019
Benin, BH31 29.11.2019
Benin, BHO1 28.11.2019
Benin, BHO1 27.11.2019
Benin, BHO3 28.11.2019
Benin, BHO6 28.11.2019
Benin, BHO7 28.11.2019
Benin, BHO9 28.11.2019




	1 Johdanto
	2 Bakteriofagit
	3 Escherichia coli
	4 Faagihoito
	5 Materiaalit ja menetelmät
	5.1 Materiaalit
	5.1.1 Faagieristysnäytteet
	5.1.2 E. coli kannat ja bakteriofagit

	5.2 Menetelmät
	5.2.1 Bakteerien nestekasvatukset
	5.2.2  OD:n mittaus ja bakteerin tarpeen laskeminen
	5.2.3 Titraus
	5.2.4 Bakteriofagilysaatti
	5.2.5 Isäntäkirjomääritys
	5.2.6 Faagieristysnäytteen esikäsittely
	5.2.7 Faagieristysnäytteen rikastus
	5.2.8 Plakkipuhdistus
	5.2.9 DNA-eristys
	5.2.10 DNA-konsentraation määrittäminen
	5.2.11 Geelielektroforeesi
	5.2.12 Bakteriofagin nimeäminen
	5.2.13 Pakastus


	6 Tulokset
	6.1 Olemassa olevien faagien elinkyvyn testaus ja tuotto
	6.2 Isäntäkirjon testaus
	6.3 Työssä eristetyt faagit
	6.4 Plakkipuhdistus ja uusien faagien tuotto
	6.5 DNA-eristys ja geelielektroforeesi
	6.6 Bakteriofagien nimeäminen ja pakastus

	7 Pohdinta
	8 Kiitokset
	Lähteet

