VILNIAUS UNIVERSITETAS
BIOCHEMIJOS INSTITUTAS

Andrius Buivydas

ANTIBIOTIKUS ISMETANCIU POMPU VEIKLOS
ESCHERICHIA COLI IR PSEUDOMONAS AERUGINOSA
LASTELESE TIESIOGINIS VERTINIMAS

Daktaro disertacijos santrauka
Fiziniai mokslai, biochemija (04 P)

Vilnius, 2010



Disertacija rengta 2005-2010 metais Vilniaus universiteto Gamtos moksly fakulteto
Biochemijos ir biofizikos katedroje ir Helsinkio universiteto Biologijos moksly
katedroje.

Mokslinis vadovas:
prof. dr. Rimantas Daugelavi¢ius (Vilniaus universitetas, fiziniai mokslai, biochemija —
04 P)

Mokslinis konsultantas:
prof. dr. Dennis Bamford (Helsinkio universitetas, biomedicinos mokslai, biologija — 01
B)

Disertacija ginama Vilniaus universiteto Biochemijos mokslo krypties taryboje:

Pirmininkas:
prof. dr. Donaldas Citavicius (Vilniaus universitetas, biomedicinos mokslai, biologija
—01 B)

Nariai:
prof. habil. dr. Vida Mildaziené (Vytauto Didziojo universitetas, fiziniai mokslai,
biochemija — 04 P)

prof. dr. Edita Suziedéliené (Vilniaus universitetas, fiziniai mokslai, biochemija —
04P)

dr. Lida Bagdoniené¢ (Vilniaus universitetas, fiziniai mokslai, biochemija — 04 P)

doc. dr. Saulius Satkauskas (Vytauto DidZiojo universitetas, biomedicinos mokslai,
biofizika — 02 B)

Oponentai:
prof. dr. Alvydas Pavilonis (Kauno medicinos universitetas, biomedicinos mokslai,
medicina — 07 B)

dr. Rolandas Meskys (Biochemijos institutas, fiziniai mokslai, biochemija — 04 P)

Disertacija bus ginama vieSame Biochemijos mokslo krypties tarybos posédyje 2010 m.
birzelio 11 d. 15 wval. Vilniaus universiteto Gamtos moksly fakulteto Didziojoje
auditorijoje

Adresas: M. K.Ciurlionio 21/27, LT-03101, Vilnius

Disertacijos santrauka i$siuntinéta 2010 geguzés mén. 11 d.
Disertacija galima perzitiréti Vilniaus universiteto ir Biochemijos instituto bibliotekose



VILNIUS UNIVERSITY
INSTITUTE OF BIOCHEMISTRY

Andrius Buivydas

REAL-TIME ASSESSMENT OF THE ACTIVITY OF
ANTIBIOTIC EFFLUX PUMPS IN ESCHERICHIA COLI
AND PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Summary of doctoral dissertation
Physical sciences, Biochemistry (04 P)

Vilnius, 2010



This dissertation was prepared at the Department of Biochemistry and Biophysics,
Faculty of Natural Sciences, Vilnius University and Department of Biological Sciences
and Institute of Biotechnology, University of Helsinki

Scientific supervisor:
prof. dr. Rimantas Daugelavi¢ius (Vilnius University, physical sciences, biochemistry —
04 P)

Scientific advisor:
prof. dr. Dennis Bamford (University of Helsinki, biomedical sciences, biology — 01 B)

The defense of the dissertation will be held at Vilnius University Council of
Biochemistry:

Chairman: )
prof. dr. Donaldas Citavi¢ius (Vilnius University, biomedical sciences, biology — 01
B)

Members:
prof. habil. dr. Vida Mildazien¢ (Vytautas Magnus University, physical sciences,
biochemistry — 04 P)

prof. dr. Edita Suziedé¢liené (Vilnius University, physical sciences, biochemistry —
04P)

dr. Lida Bagdoniené¢ (Vilnius University, physical sciences, biochemistry — 04 P)

doc. dr. Saulius Satkauskas (Vytautas Magnus University, biomedical sciences,
biophysics — 02 B).

Opponents:
prof. dr. Alvydas Pavilonis (Kaunas University of Medicine, biomedical sciences,
medicine — 07 B)

dr. Rolandas Meskys (Institute of Biochemistry, physical sciences, biochemistry — 04
P)

The disertation will be defended at the public session of the Council of Biochemistry at
15:00 on June 11, 2010 in the auditorium 214 at the Faculty of Natural Sciences, Vilnius
Univeristy

Address: M. K.Ciurlionio 21/27, LT-03101, Vilnius, Lithuania

Posting date: May 11, 2010
The dissertation is available at the Libraries of Vilnius University and Institute of
Biochemistry



IVADAS

Antibiotiky atradimas buvo vienas i§ didZiausiy mokslo pasiekimy. Taciau
pradé¢jus placiai taikyti penicilinag, Zmonija susidiir¢ su bakterijy atsparumu
prieSmikrobinéms medziagoms (Fernandes, 2006). Laiko bégyje mikroorganizmai
1Svysté atsparuma visiems patvirtintiems antibiotikams. Infekciju gydymas tapo
sudétingas dél iSsivysCiusio dauginio atsparumo antibiotikams (DAA). Atsparuma
antibiotikams lemiantys veiksniai nebéra ribotas ligoniniy reiSkinys (Smith &
Romesberg, 2007). Nenuosaikus antibiotiky naudojimas visuomengje bei maisto
pramongje zenkliai paspartino atspariy bakteriju gauséjima. Nuo 2006-ju mety pradzios
Europos sajungoje buvo uZdrausta antibiotikus naudoti kaip augimo aktyvatorius
(COD/2002/0073:22/09/2003 - Final legislative act). Tokiu biidu siekiama bent i§ dalies
sumazinti atsparumo antibiotikams plitima (Levy & Marshall, 2004; Livermore, 2004).

Mikroorganizmai naudoja keleta atsparumo strategiju, kuriy déka tampa atsparis
[vairiems vaistams ir antiseptikams. Bakterijose yra aptinkami S§ie atsparumo
mechanizmai: taikinio pakeitimas, antibiotikus ardantys fermentai, mazas lastelés
apvalkalélio laidumas bei aktyvus kenksmingy medziagy iSmetimas i lastelés. Pastarojo
mechanizmo indélis yra pats didZiausias bakterijuy DAA (Wright, 2007).
Mikroorganizmy atsparumo antibiotikams did¢jima lemia pagrindinés evoliucijos
varomosios jégos — mutacijos ir horizontalus geny perdavimas. Be to, kartu su atsparumo
genais, virulentiSkuma lemiantys veiksniai gali biiti perduodami i§ vieny bakteriju
kitoms. Tokiu budu, jprastai aplinkoje aptinkamos bakterijos gali virsti patogeninémis
(Smith & Romesberg, 2007).

Pseudomonas  aeruginosa yra lengvai prie aplinkos prisitaikancios
gramneigiamosios bakterijos, todél yra aptinkamos daugelyje ekologiniy niSy. Be to, tai
yra oportunistinés patogeninés bakterijos, sukelianCios pacientams su silpna imunine
sistema sunkiai jveikiamas infekcijas (Wilson & Dowling, 1998). P. aeruginosa sukelty
infekciju gydymo sunkumus lemia daugiavaisti atsparuma (DVA) wuztikrinancios
pompos, priklausancios RND (atsparumo-pumpuravimosi-lastelés dalijimosi, is angl. k.
,resistance-nodulation-cell division) didSeimei (Kumar & Schweizer, 2005). Svarbus

faktas yra tai, kad egzistuoja visiems specifiniams P. aeruginosa sukelty infekciju



gydymui naudojamiems antibiotikams atspariis klinikiniai izoliatai (Bonomo & Szabo,
20006).

Dauginj atsparuma vaistams lemianciy pompuy veikimo mechanizmy atskleidimas
ir gebéjimas greitai jvertinti Siy pompuy veiklos efektyvuma jvertinimas yra prioritetinés
svarbos uzdaviniai, nes tik tada gydytojai galéty pritaikyti efektyvius infekciju, kurias
sukelia antibiotikams atsparios bakterijos, iveikimo biidus. DV A lemiancios pompos yra
vienas i§ labiausiai tyrinéjamy atsparuma antibiotikams lemianc¢iy veiksniy (Pages &
Amaral, 2009). Pompu identifikavimui yra naudojami keli metodai (Mesaros et al.,
2007; Vedel, 2005; Zhu et al, 2007). Pompy aktyvumo ivertinimui daZniausiai
naudojami fluorescuojantys molekuliniai zondai: etidZio bromidas (Babayan & Nikaido,
2004), pironinas Y (Pannek et al., 2006) ir akriflavinas (Li ef al., 2004). Be paminéty
fluorescuojanciy junginiy, DVA pompuy tyrimuose dar yra naudojami radioaktyviais
1zotopais Zymeéti antibiotikai (Aires & Nikaido, 2005; Li ef al., 2004), tetrafenilfosfonio
jonai (Rotem & Schuldiner, 2004) arba kiti lipofiliniai junginiai. Tiek
spektrofluorimetriniy, tiek ir radioizotopiniy metodu procediros (lasteliu
centrifugavimas arba filtravimas, inkubavimas uZzdaruose laboratoriniuose induose)
neigiamai paveikia bakterijy energeting biisena, kuri jgalina pompu veikla. Labai triiksta
tiesioginiy pompy tiesioginio veiklos vertinimo metody, kurie suteikty galimybg
nepertraukiamai sekti ir detaliai nagrinéti DVA pompu veikla ir palengvinty Siu pompy
slopikliy paieska.



Darbo tikslas:
sukurti metoda antibiotikus iSmetan¢iy pompu veiklos tiesioginiam vertinimui

gramneigiamosiose bakterijose.

UZdaviniai:
 jvertinti tetracikling iSmetanc¢ios pompos TetA(B) veikla E. coli lastelése;
» parinkti optimalias eksperimentines salygas tiesioginiams RND pompuy veiklos
tyrimams P. aeruginosa lastelése;

+ vertinti RND pompy veikla klinikiniuose P. aeruginosa izoliatuose.

Mokslinis naujumas

Siame darbe buvo sukurtas tiesioginis daugiavaistj lemianéiy pompy veiklos
tiesioginio vertinimo metodas. Tuo tikslu buvo panaudoti tetrafenilfosfonio jonai (TPP")
ir jiems atrankiis elektrodai. Sio metodo didelis privalumas yra tai, kad jame
nenaudojami nei radioaktyviis, nei kenksmingi junginiai (pavyzdziui, etidzio bromidas).
Svarbus metodo privalumas yra ir tai, jog tyrimo metu yra kontroliuojama méginio
temperatiira ir aeracija. Be to, nereikia nutraukti eksperimento eigos, norint | bakteriju
suspensijos meégini idéti tirlamy medziagy priedus ar paimti bakteriju suspensijos
meéginius kitiems tyrimams.

Buvo parodyta, kad temperatiira, terpés sudétis ir aeracija turi didele jtaka TPP"
kaupimuisi P. aeruginosa lastelése. Kontroliuojant paminétus faktorius, Siuo metodu
galima gauti patikimus ir atsikartojancius rezultatus. Buvo parodyta, kad DVA pompy
veikla skirtingose P. aeruginosa augimo stadijose gali skirtis dél kintancios terpés
sudéties. Be to, buvo parodyta, kad E. coli pompa TetA(B) yra gimingesné TPP" nei
tetraciklinui.

Sio darbo metu gauti duomenys leidZia giliau pazvelgti { lasteliy fiziologijos jtaka
DVA pompy veiklai bei atskleidzia eksperimenty salygy standartizavimo svarba, norint

gauti kiekybiSkai palyginamus duomenis.



MEDZIAGOS IR METODAI

Bakterijy padermés. E. coli MC4100 (FaraD 139 lacAU169 thi reld rpsL mot)
(Casadaban, 1976); 1Q86 (MC4100 zdh::Tn10) (Shiba et al., 1984); P. aeruginosa PAO1
(laukinio tipo); PT629 (PAO1 nalB, padidéjusi mexAB-oprM raiSka) (Kohler et al.,
1997b); EryR (PAO1 nfxB, padidéjusi mexCD-oprJ raiska) (Hamzehpour et al., 1995);
PAO7H (PAO1 nfxC, padidéjusi mexEF-oprN raiSka) (Kohler et al., 1997a); MutGR1
(PAO1 mexZ, padidéjusi mexXY raiSka) (Vogne et al., 2004); PAOdeltaBex (PAOI
AmexB) padermé buvo gauta i§ prof. Patrick Plésiat (CHU Minjoz, Besancon);
klinikiniai izoliatai iSvardinti 12 paveiksle.

Terpés ir auginimo salygos. E. coli lastelés buvo augintos Luria-Bertani (LB) terpéje
(Sambrook & Russell, 2001), savo sudétyje turincioje 0,9% NaCl. P. aeruginosa lastelés
augintos LB terpéje turin¢ioje 0,5% NaCl. Sokolado ir elektrolity stokojanéio cisteino-
laktozes (CLED) agarizuotos terpés buvo naudojamos P. aeruginosa klinikiniy izoliaty
1§skyrimui.

Lasteliy suspensijos ruoSimas. RuoSiant Iasteliy suspensija, lastelés auginamos iki
ODsy 1 (E. coli atveju) arba ODssy 1 (P. aeuginosa atveju, jeigu nenurodyta kitaip),
nusodinamos  centrifuguojant 6000 g, 15 minuéiy 4°C temperatiiroje ir
resuspenduojamos buferiniame tirpale (100 mM Tris-HCI (pH 8) E. coli atveju, 100 mM
natrio fosfato buferiniame tirpale (pH 8) P. aeruginosa atveju), 1/100 pradinio terpés
tirio. Tyrimo metu koncentruota lasteliy suspensija laikoma lede, ne ilgiau kaip 4
valandas.

Minimalios slopinancios koncentracijos (MSK) nustatymas. MSK buvo
nustatin¢jama P. aeruginosa PAO1, PT629 ir PAOdeltaBex lasteléms. MSK nustatymas
buvo atliktas naudojant dvigubo mikroskiedimo metoda, 96 Sulinéliy plokstelése, LB
terpéje. Pradiné lasteliy koncentracija buvo 5%10° last./ml. Fenilalanll-arginil-B-naftilamido
(PABN) galutiné koncentracija buvo 60 pg/ml. MSK buvo nustatinéjamos ampicilinui,
chloramfenikoliui, streptomicinui, triklozanui, tetraciklinui ir tetrafenilfosfoniui.

E. coli gyvybingumo jvertinimas. [ mégintuvélius su 5 ml skystos LB terpés pridedama
lasteliy suspensijos iki ODsg4o 0,9. Mégintuvéliai (kontrol¢ ir bandinys) inkubuojami 10
min 37°C purtykléje, po to pridedamas reikiamas tetraciklino priedas; kontrolé ir
bandinys inkubuojami papildomai 20 min 37°C purtykléje. Méginiai skiedziami 0,9%
NaCl ir i§s¢jami Petri IekStelése su agarizuota LB terpe. Lekstelés inkubuojamos 37°C
temperatiiroje. Po 14-16 valandy skaiciuojamos uzaugusios kolonijos.

tetA indukcija tetraciklinu. E. coli kultiiros optiniam tankiui pasiekus 0,8, 1 auginimo
terpg pridedamas reikiamas tetraciklino kiekis ir 15 minuciy papildomai inkubuojama
purtykléje, 37°C temperatiiroje. Po to lastelés laidinamos EDTA, kaip apraSyta toliau.

E. coli laidinimas EDTA. Lastelés auginamos iki ODsq, 1, nusodinamos centrifuguojant
6000 g, 15 minuciy 4°C temperatiiroje ir resuspenduojamos 100 mM Tris-HCI (pH 8)
buferyje 1/10 pradinio terpés tiirio. I gauta suspensija pridedama 2 mM EDTA ir
inkubuojama 10 min 37°C purtykl¢je. Po inkubacijos lastelés nusodinamos



centrifuguojant ir resuspenduojamos 100 mM Tris-HCI (pH 8) buferyje, 1/100 pradinio
auginimo terpées tirio. Tyrimo metu suspensija laikoma lede, ne ilgiau kaip 4 valandas.

pavirSiniy odos (koju, pédu ir praguly) zaizdy. Méginiai buvo surinkti 2007 metais i§ 11
Helsinkio ligoniniy ir 18 sveikatos centry. Méginiai buvo paimami steriliu vatos
pagaliuku ir patalpinti i sterlius mégintuvelius. Tolesnéje eigoje méginiai buvo iSséjami
ant Sokolado ir elektrolity stokojancio cisteino-laktozés (CLED) agarizuoty terpiy Petri
1eksteliy. Lékstelés buvo inkubuojamos 18 val. 35°C.

P. aeruginosa padermiy atsparumas antibiotikams

Atsparumas antibiotikams (ciprofloksacinui, ceftazidimui, meropenemui, piperacillin ir
tazobaktamo miSiniui, tobramicinui ir amikacinui) buvo patikrintas su visomis, darbe
naudotomis P. aeruginosa padermémis, iSskyrus PAOdeltaBex. Tyrimai buvo atlikti
naudojant difuziniy disky metoda. Atsparumas tirtiems antibiotikams jvertintas
vadovaujantis CLSI rekomendacijomis (www.clsi.org).

P. aeruginosa klinikiniy izoliaty grupavimas pagal DVA pompy veikla

P. aeruginosa klinikiniai izoliatai buvo sugrupuoti pagal ju saveika su TPP" ir tyrime
naudotais junginiais. Izoliaty grupavimui buvo panaudota programa MVSP ver2.5,
pasirenkant ,,Minimal variance* (maziausio variantiSkumo, dar Zinomas kaip Ward‘o
metodas) algoritma. Vertinant pradinj TPP" sugérima, skaitiné verté ,,1* buvo suteikiama
tokiais atvejais kai TPP sumaZ¢jimas matavimo terpeje buvo nestebimas. Skaitinés
reik§més ,.2” ir ,,3” buvo suteikiamos, kai TPP" koncentracija terpéje sumazédavo
atitinkamai iki 1 arba daugiau nei 1 uM. Vertinant tolesnius P. aeruginosa saveikos su
TPP" etapus, priklausomai nuo atsako, buvo panaudotos reik§més nuo ,,1” iki ,,5”. ,,1%
buvo priskiriamas tuo atveju, kai atsakas i prieda buidavo priesingas (EDTA lemdavo ne
papildoma TPP" sugérima, bet istekéjima i$ lasteliy, zr. 11 pav.). ,,2“ buvo priskiriamas
tokiu atveju, kai priedas nelemdavo jokio lasteliy atsako. ReikSmeés ,,3, ,4“ ir ,,5%
atitinkamai biidavo priskiriamos, kuomet TPP" koncentracija matavimo terpéje
pakisdavo <0,5 uM, 0,5-1 uM ir >1 uM. Gautos dendogramos ilgis buvo apribotas iki
30% viso ilgio, nes tolesniame grupavime persidengia skirtingos izoliaty savybés.

Potenciometriniai matavimai

TPP" jony koncentracija buvo registruojama potenciometriskai, naudojant TPP" jonams
atrankius elektrodai (Daugelavicius et al., 1997; Daugelavicius et al., 2007) . Kiekvieno
eksperimento salygos nurodytos prie atitinkamy paveiksly. Eksperimentai buvo pakartoti
3 kartus, pateiktos tipinés kreives.


http://www.clsi.org/

REZULTATAI

1. Tetracikling iSmetancios pompos TetA(B) veiklos vertinimas

Tetraciklino jtaka E. coli gyvybingumui

Transpozone Tn/0 koduojamos TetA(B) pompos veiklos ivertinimui buvo
pasirinktos E. coli izogeninés padermés — MC4100 (tévine paderme) ir 1Q86. Buvo
[vertintas S§iy bakteriju padermiy gyvybingumas esant skirtingoms tetraciklino
koncentracijoms terpéje. MC4100 padermés gyvybingumas sieké tik ~5%, kai
tetraciklino koncentracija buvo 200 pg/ml. IQ86 gyvybingumas buvo daug didesnis —
gyvybingos lastelés buvo aptinkamos net panaudojus 600 pg/ml tetraciklino

koncentracija (1 pav.).

100
80 A

60 A

Gyvybingumas (%)
5

0 100 200 300 400 500 600
Tetraciklino koncentracija (ug/ml)

1 pav. E. coli 1Q86 (punktyriné¢ linija) ir MC4100 (vientisa linija) gyvybingumas, esant
skirtingoms tetraciklino koncentracijoms. Eksperimentai kartoti tris kartus, pateikti rezultaty
vidurkiai, strypeliai — standartin¢ paklaida.
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TetA(B) pompos aktyvumas neindukuotose 1astelése
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2 pav. IQ86 (A) ir MC4100 (B) lasteliy saveika su tetraciklinu. Eksperimentai buvo atlikti 100
mM Tris-HCl (pH 8) buferiniame tirpale, 37°C temperatiiroje. Tris-EDTA doroty lasteliy
suspensija ineSama i matavimo kiuvete iki ODsso 2. Tetraciklino galutinés koncentracijos
(ug/ml) yra nurodytos prie kiekvienos kreivés. Polimksino B (PMB) galutiné koncentracija —
100 pg/ml.

MC4100 lasteliy pradinis TPP" sugérimas buvo nedaug didesnis palyginus su
1Q86 (2 pav.). Skirtumai tarp lasteliy sugerto TPP' kiekio buvo pastebéti naudojant
tetraciklino 50 ir 100 pg/ml galutinés koncentracijos. Taciau skirtumai tarp lasteliy
pranyko, kai buvo panaudotos 200 pg/ml tetraciklino koncentracijos. Esant pastarajai
tetraciklino koncentracijai MC4100 atveju buvo stebima Iasteliy depoliarizacijos pradzia
(2 pav., B). IQ86 atveju, lasteliy nezymi depoliarizacija buvo stebima tik pridéjus
tetraciklino iki 400 pg/ml. Sie duomenys, kartu su auks$¢iau apraSytais gyvybingumo
eksperimentais rodo, kad IQ86 lastelés yra maziau jautrios didesnéms tetraciklino

koncentracijoms nei MC4100.
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TetA(B) pompos aktyvumas tetraciklinu indukuotose Igstelése

Lastelés
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3 pav. Tetraciklinu indukuoty MC4100 (kreivé 1) ir 1Q86 (kreivé 2) lasteliy saveika su
tetraciklinu. Eksperimentai atlikti, kaip aprasyta 2 pav. Tetraciklino priedy galutinés
koncentracijos 400 pg/ml. 3 kreivé yra pateikiama i§ 2 pav. (A).

Tetraciklinu indukuoty MC4100 lasteliu (3 pav., 1-a kreive) pradinis ir po
tetraciklino priedo sugerti TPP" kiekiai buvo nedideli. Tetraciklinu indukuoty 1Q86 (3
pav., 2-a kreivé) pradinis TPP" sugérimas labai skyrési, lyginant su neindukuotomis (3
pav., 3-a kreive) lastelémis. Tetraciklinu neindukuotos 1Q86 lastelés sukaupé ~1.9 karto
daugiau TPP’, lyginant su indukuotomis. Po tetraciklino pridéjimo buvo stebimas
zenklus TPP™ koncentracijos sumazéjimas matavimo terpéje. Tetraciklinu indukuotos
1Q86 lastelés TPP" sugéré ~1.7 karto daugiau, lyginant su indukuotomis. TetA(B) yra
apibiidinama kaip tetraciklinui atranki pompa, ta¢iau didziausia lasteliy TPP" sugertis
buvo pasiekta tik su 300 karty didesne (400 pg/ml) tetraciklino koncentracija nei TPP"
(esant dar didesnéms tetraciklino koncentracijoms buvo stebima lasteliy depoliarizacija).
Tai rodo, kad TPP" i§metimas i terpe néra lygiavertiskai slopinamas net daug didesnémis

tetraciklino koncentracijomis.
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2. RND didSeimés pompuy tyrimai P. aeruginosa lastelése

MexAB-OprM pompos jtaka P. aeruginosa gyvybingumui

2 lentelé. Skirtingy antibiotiky ir antibakteriniy medziagy MSK P. aeruginosa paderméms su
skirtinga MexAB-OprM pompos raiska. Visy tirty junginiy koncentracijos nurodytos pg/ml.
Galutiné PABN koncentracija — 60 pg/ml. Sutrumpinimai: AP — ampicilinas, TET -
tetraciklinas, CM — chloramfenikolis, STR — streptomicinas, TRI — triklozanas, TPP-Cl —

tetrafenilfosfonio chloridas)

P. aeruginosa padermeés
PAO1 PT629 PAOAmexB
Antibakteriné AP 1024 1024 1024
medZiaga TET 16 64 16
CM 16 128 16
STR 16 16 32
TRI >1024 >1024 >1024
TPP-C1 >g8192 >8192 >8192
Antimikrobiné AP 64 256 128
medZiaga TET 4 8 4
CM 0,5 1 0,5
+ PABN STR 32 32 32
TRI 64 128 64
TPP-Cl 512 1024 1024

MexAB-OprM pompos itakos lasteliy jautrumo antimikrobinéms medZiagoms
pvertintinumui buvo pasirinktos skirtinga Sios pompos geny raiSka pasizymincios P.
aeruginosa padermés. Zenkliy skirtumy tarp MSK nustatyty kiekvienai padermei nebuvo
pastebéta, iSskyrus tetraciklino ir chloramfenikolio atvejus, kuomet MSK PT629
lasteléms buvo iSskirtinai didesnés (1 lentel¢). Naudojant PABN (RND didSeimés pompy
slopiklj) kartu su antimikrobine medZiaga, buvo stebimas zenklus visy tirty junginiy,
i8skyrus streptomicing, MSK. Tokiu biidu buvo jsitikinta, jog didZioji dauguma tirty
junginiy yra RND pompu substratai. Maziausia TPP-CI MSK reik§mé buvo stebima
PAOI lasteléms — 512 pg/ml (1,36 mM). Sie duomenys parodo, kad potenciometriniuose

bandymuose naudojama TPP" koncentracija (3 pM) neturi jtakos lasteliy gyvybingumui.

Terpés parinkimas P. aeruginosa lasteliy tyrimams

Ribota gramneigiamujy bakteriju TPP" sugérima gali salygoti Sie veiksniai: i)

mazas Ay; 11) nepralaidi iSoriné membrana; iii) intensyvi DVA pompy veikla. Labai
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svarbu panaikinti arba jvertinti iSorinés membranos barjera, nes tiek iSoriné membrana,
tiek aktyvios iSmetimo pompos trukdo nuo Ay priklausomam TPP" kaupimuisi lastelése.
Todél reikia nustatyti eksperimento salygas, kuriomis biity uztikrinamas pakankamai
didelis ir nekintantis iSorinés membranos laidumas. Be to, tokios salygos neturi daryti
itakos pompy veiklai. Pagrindiniai enterobakterijy lasteliy iSorinés membranos laidinimo
biidai yra Sie: Iasteliy laidinimas Tris/EDTA (Daugelavicius ef al., 1997) arba pridedant
EDTA bandymo metu i Tris buferyje suspenduotas lasteles (Daugelavicius et al., 2000).
Tris/EDTA poveikyje 1§ enterobakteriju lasteliu 1 terpe atsiskiria dideli kiekiai
lipopolisaharidy (LPS) (Alakomi ef al., 2003; Babayan & Nikaido, 2004). Manoma, jog
LPS praradima kompensuoja glicerofosfolipidai, sudarydami lipofiliniams junginiams

laidZias lipidinio dvisluoksnio saleles lasteliy iSorin¢je membranoje. (Vaara, 1992).
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4 pav. TrissEDTA poveikis P. aeruginosa lasteléms. Eksperimentai buvo atlickami Sml
Tris/HCI (pH 8) buferiniame tirpale, 37°C temperattroje. Koncentruota PAO1 suspensija buvo
dedama iki ODssyo 1. EDTA buvo pridéta iki galutinés 0,4 mM koncentracijos, GD ir PMB
galutinés koncentracijos buvo atitinkamai 4 pg/ml ir 60 pg/ml. ODssp matavimams buvo imami
70 pl méginiai (intarpas).

P. aeruginosa lasteliy iSoriné membrana buvo laidinama, veikiant Sias Tris
buferiniame tirpale suspenduotas bakterijas EDTA. 0,4 mM EDTA priedas { 100 mM
Tris buferiniame tirpale esan¢ia PAOI lasteliy suspensija 1émé visiska sugerto TPP"
1Stekéjima 18 lasteliu. (4 pav., 100mM). Kai eksperimentai buvo atlieckami 50 mM Tris
buferyje, PAO1 lastelés sukaupé tik nedideli TPP' kieki po EDTA priedo, tadiau
tolesniuose etapuose buvo stebimas greitas TPP" istekéjimas i terpe (4 pav., 50 mM).

Sukaupto TPP" staigus istekéjimas i terpe bei suspensijos optinio tankio mazéjimas (4
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pav., idétinis pav.) parod¢, kad EDTA priedas suardo PAOI Iasteles. Todéel P.
aeruginosa lasteliy dorojimas Tris/EDTA néra tinkamas metodas $iu lasteliy iSorinei

membranai laidinti.
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5 pav. Skirtingy natrio fosfato buferinio tirpalo koncentracijy itaka P. aeruginosa pompy
veiklai. natrio fosfato koncentracijos nurodytos paveiksle, visais atvejais tirpalo pH buvo 8,
nebent nurodyta kitaip. Eksperimentai atlikti analogiskai, kaip apraSyta 4 pav. Galutin¢ PABN
koncentracija — 60 pg/ml.

PrieSingai nei enterobakterijoms, EDTA gali laidinti Pseudomonas syringae
1Soring membrana fosfato buferiniame tirpale (Daugelavicius et al., 2005). Negalédami
pritaikyti Tris’/EDTA P. aeruginosa iSorinés membranos laidinimui, mes panaudojome
natrio fosfato buferini tirpala ir EDTA. Jonin¢ terpés jéga gali itakoti iSorinés
membranos laiduma, Ay ir DVA pompy veikla. Atsizvelgiant { tai, P. aeruginosa
saveika su TPP' buvo tiriama skirtingy natrio fosfato koncentracijy tirpaluose (5 pav.).
EDTA laidinantis poveikis buvo stebimas visose tirtose natrio fosfato buferinio tirpalo
koncentracijose, iSskyrus 400 mM. Lasteliy optinio tankio mazéjimas buvo stebimas tik
naudojant 50 mM natrio fosfato buferini tirpala. PABN priedas visais atvejais lémé
staigy TPP" istekéjima i§ terpés, tatiau neturéjo jtakos suspensijos optiniam tankiui (5
pav., intarpas). Kanalus membranose formuojantis antibiotikas gramicidinas D (GD)
lemdavo papildoma TPP" istekéjima i terpe, taGiau ryskus lasteliy suspensijos optinio

tankio sumaZz¢jimas buvo stebimas tik po polikatijoninio antibiotiko polimiksino B
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priedo. Sie duomenys rodo, kad PABN sukeltas staigus TPP' istekéjimas i terpe yra
plazminés membranos depoliarizacijos pasekmé. Biitina paminéti, kad Sie rezultatai yra
gaunami tik atliekant eksperimentus natrio fosfato buferiniame tirpale, be mitybiniy
medziagy. Lasteliy saveika su TPP" buvo stabiliausia naudojant 200 mM (pH 8) natrio
fosfato buferini tirpala.

Mitybiniy priedy jtaka DVA pompy veiklai

PABN
»L ep  PMB
Lastelées  EDTA T ¢

s 3 . P suresy

=7

D,

D 2 LB, pH 7

E’ =B, pH 8
b = 200 mM NaP+LB
o 200 mM NaP+LB
o (Neveiklios lastelés)
E 14 4 <TPP

0 10 20 30
Laikas, min

6 pav. Mitybiniy terpés komponenty jtaka DVA pompuy veiklai. Eksperimentai buvo
atlickami LB arba LB sumaiSytoje santykiu 1:1 su 400 mM (pH 8) natrio fosfato
buferiniu tirpalu. Zalia kreivé buvo gauta atlickant eksperimentus su neveikliomis, 15
minuciy 70°C temperatiiroje kaitintomis, lastelémis.

Jeigu RND dideimés pompos iSmeta TPP, tuomet i terpe pridéjus pompy
slopiklio PABN turéty biti stebimas papildomas TPP" sugérimas. DVA pompy
aktyvumo suzadinimui dazniausiai kaip mitybinis priedas yra naudojama gliukoze
(Lomovskaya et al., 2001; Martins et al., 2009; Pannek et al., 2006). Taciau stebint P.
aeruginosa pompy veikla fosfato buferiniame tirpale, po gliukozés priedy, nebuvo jokiy
TPP" sugerties poky¢iu (duomenys nepateikiami). Todél kaip mitybinj prieda buvo
nuspresta panaudoti LB terpe. Kaip matome 1§ 6 pav., grynoje LB terpéje PAOI1 lasteliy
pradiné TPP" sugertis buvo nedidelé, tadiau PAPN priedas 1émé zymy TPP" kiekio
sumaz¢jima terpéje. Taip rodo, kad P. aeruginosa RND didSeimés pompos, iSmetancios

i$ lasteliy TPP", yra veiklios. Gramicidinas neturéjo pastebimo poveikio TPP' sugeréiai
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LB terpéje. Lastelése sukaupto TPP' visiskas istekéjimas j terpe buvo stebimas tik
pridéjus polimiksino B. Tai parodé, kad TPP" susiri§imas su lastelémis buvo salygotas
Ay (6 pav.).

Skirtumai tarp pradiniy TPP" sugerciy natrio fosfato tirpale ir LB terpéje parode,
kad LB komponentai turi didel¢ itaka DVA pompoms ir/arba PAOI lasteliy iSorinés
membranos laidumui. Lasteliy geba kaupti TPP" taip pat buvo priklausoma nuo pH
(palyg. 5 pav. rozing ir raudong kreives; 6 pav. mélyna ir raudona kreives). Siekiant
padidinti LB terpés buferinj talpuma, LB terpé buvo sumaisyta su 400 mM natrio fosfato
buferiniu tirpalu (pH 8), santykiu 1:1. Pradinis TPP" kaupimasis lastelése ir nedidelis
laidinantis EDTA efektyvumas (lyginant su eksperimentais natrio fosfato buferiniame
tirpale) buvo stebimas visais atvejais (zr. toliau), kai eksperimenty su lasteliy
suspensijomis terpéje biidavo LB terpés priedas. PAPN poveikis (papildoma TPP’
sugertis) visais atvejais buvo didelis, GD priedas nelemdavo dideliy TPP" koncentracijos
pasiskirstymy tarp terpés ir lasteliy, o PMB lemdavo TPP™ istekéjima i terpe.
Eksperimentu su neveikliomis Iastelémis buvo parodyta, kad PABN neturi itakos
naudojamiems elektrodams (6 pav., zalia kreivé). Reziumuojant, TPP" kiekiy skirtumas
terpéje prie§ ir po PABN priedo gali buti traktuojamas, kaip Siam slopikliui jautriy

1Smetimo pompy aktyvumo matas.
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Skirtingy PABN koncentracijy poveikis P. aeruginosa PAO1 lasteléms

PABN poveikiui P. aeruginosa PAOI1 lasteléms detaliau iStirti buvo atlikti

eksperimentai, laipsniskai didinant §io slopiklio koncentracija terpéje (7 pav.).
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7 pav. PABN poveikis P. aeruginosa PAO]1 lasteléms. Eksperimentai buvo atlikti 200 mM
(pH8) natrio fosfato buferiniame tirpale (A ir C) ir LB sumaiSytoje santykiu 1:1 su 400 mM (pH
8) natrio fosfato buferiniu tirpalu (B ir D). PABN koncentracijos (pg/ml) nurodytos virs kreiviu.
Koncentruota Iasteliy suspensija buvo dedama | matavimo terpe iki ODsso 1. EDTA, GD ir PM
priedai buvo prideti iki atitinkamy galutiniy koncentracijy 0,4 mM, 4 pg/ml ir 60 pg/ml.

Tyrimuose naudojant tik natrio fosfato buferini tirpala (7 pav. A ir C), didinant
PABN koncentracija buvo stebimas bakteriju sukaupto TPP" atsipalaidavimas i terpe.
EDTA priedas titravimo slopikliu pabaigoje nesukélé papildomo TPP" kaupimosi
lastelése, o GD ir PMB priedai nelémé papildomo TPP" koncentracijos padidéjimo
terpéje. Tai rodo, kad PABN depoliarizavo PAOI1 lasteles. EDTA, GD ir PMB poveikiai
skyresi, kai tyrimui buvo naudojama LB terpé, sumaiSyta su 400 mM (pH 8) natrio

fosfato buferiniu tirpalu. Jeigu lastelés matavimo terpéje nebuvo laidinamos EDTA,
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tuomet PAPBN poveikis nebuvo stebimas iki 30 pg/ml Sio slopiklio koncentracijos (7 pav.
D). Toliau didinant PABN koncentracija iki 120 pg/ml, TPP" kiekis terpéje laipsniskai
mazejo, bet tokio titravimo pabaigoje 1 tiriamaja suspensija pridéjus EDTA buvo
stebimas papildomas TPP" kaupimasis lastelése. Tai parodo, kad PABN efektyviai néra
iSorinés membranos laidintojas. PABN efektyvumas pastebimai sustipréja, kai pries Sio
slopiklio priedus lastelés buvo pralaidinamos EDTA pries Sio slopiklio priedus (7 pav.,
B). TPP" kaupimosi lastelése padidéjimas stebimas esant maZiausiai tirtai PABN
koncentracijai (7,5 pg/ml). Esant didZiausiai tirtai PABN koncentracijai (120 pg/ml),

buvo stebima silpna lasteliy plazminés membranos depoliarizacija.

Skirtingy augimo stadijy P. aeruginosa saveika su TPP*
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8 pav. Skirtingy augimo stadijy lasteliy saveika su TPP". PAO1 (A), PAOdeltaBex (B) and
PT629 (C) lastelées buvo auginamos LB terpéje, aeruojant 37°C temperatiiroje iki ODssg
nurodyty paveiksle. Reikiamo optinio tankio lasteliy kultira buvo maiSoma su 400 mM (pH 8)
natrio fosfato buferiniu tirpalu. (D) dalyje PAO1 skirtingy augimo stadiju kultiiros buvo
praskiedziamos LB terpe iki ODssy 0,45 ir sumaiSomos su 400 mM (pH 8) natrio fosfato
buferiniu tirpalu, santykiu 1:1. EDTA, PABN ir GD priedai buvo pridéti iki atitinkamu galutiniy
koncentracijy 0,4 mM, 60 pg/ml ir 4 pg/ml. PMB buvo pridéta iki koncentraciju (pg/ml),
nurodyty paveiksle.
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Koncentruota lasteliy suspensija yra naudinga, kai tiriami veiksniai turintys itakos
DVA pompy veiklai. Be to, galima atlikti keleta palyginamyju eksperimenty su tomis
pacCiomis lastelémis, kuriy koncentruota suspensija laikoma lede. Taciau lasteliy
energetinei biisenai gali turéti jtakos tokie eksperimento etapai kaip centrifugavimas,
resuspendavimas mazuose tliriuose ir laikymas lede. Norint i§vengti minétyjy etapu, 2,5
ml méginiai buvo tiesiogiai imami i§ augancios lasteliy kulttiros ir sumaiSomi su vienodu
tiiriu 400 mM (pH 8) natrio fosfato buferinio tirpalo mazose matavimo kiuvetése.

EDTA poveikis PAOI lasteléms 1§ skirtingy augimo stadiju buvo skirtingas.
PAOLI lastelems 1§ ankstyviausios augimo stadijos (ODssg 0,55) EDTA poveikis buvo
nedidelis, taciau sustipréjo vélyvesniy augimo stadijy lasteléms (8 pav., A). PABN Iémé
dideli TPP' koncentracijos sumazéjima terpéje visais tirtais atvejais. Gramicidino
poveikis lasteliy saveikai su TPP' nebuvo stebimas. MaZesniy optiniy tankiy (ODssg 0,55
- 1) lasteliy suspensijos buvo jautresnés polimiksino B priedams, lyginant su vélyvesnio
augimo lastelémis.

MexB yra plazminés membranos baltymas — atsakinga uz substrato suriS§ima ir
energijos panaudojima MexAB-OprM pompos dalis (Guan & Nakae, 2001; Middlemiss
& Poole, 2004; Sennhauser et al., 2009). Pastaroji pompa iSmeta i$ lastelés antibiotikus
ir daugel; kenksmingy medZiagy, panaudodama protony elektrocheminj gradienta (Li et
al., 1995; Li et al., 2003; Tikhonova et al., 2002). Mes palyginome, kaip skirtinga
minétosios pompos raiSka pasizymincios bakterijy padermés (PAO1 (8 pav., A),
PAOdeltaBex (8 pav., B) ir PT629 (8 pav., C) saveikauja su TPP". EDTA laidinimas
nebuvo didelis, naudojant ankstyviausios augimo stadijos lasteles (ODsso 0,55). PABN
priedas lémé didelius TPP" koncentracijos poky¢ius terpéje, tatiau pastarieji nebuvo
stabiliis — buvo stebimas negreitas TPP" koncentracijos didéjimas terpéje. EDTA
laidinantis poveikis buvo skirtingas, tiriant vélesniy augimy stadiju (ODssy 1,0 — 1,45)
lasteles. MexAB-OprM padidéjusia raiSka pasiZzymincios padermés PT629 lasteles
sugéré pastebimai mazesnj TPP" kiekj, lyginant su PAOdeltaBex ir PAO1 padermémis.
Sis skirtumas i$nyko, kai buvo tiriamos vélyviausios augimo stadijos (ODssy 1,9)
lastelés. Verta pastebéti, kad PT629 padermés lasteliy atsakai i priedus buvo pastebimai

greitesni lyginant su kitomis dvejomis padermémis.
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Lasteliy augimo stadija arba kiekis gali jtakoti TPP" sugert] ir lasteliy jautruma
PMB. [ tai buvo atsizvelgta tiriant vienoda skirtingy augimo stadijy PAO1 lasteliy kieki.
Skritingy augimo stadijy lastelés buvo skiedZziamos LB terpe iki ODssq 0,5 ir
sumaiSomos su natrio fosfato buferiniu tirpalu 1:1. Tokiy PAOI1 lasteliy suspensiju
atsakai 1 priedus buvo panasis (8 pav., D). Tokiu budu buvo parodyta, kad DVA pompu

veikla priklauso nuo Iasteliy augimo stadijos ir terpés sudéties.

Temperatiiros jtaka DVA pompy veiklai
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9 pav. Temperatiiros jtaka P. aeruginosa PAO1 DVA pompuy veiklai.. Eksperimente
naudotos temperattros yra nurodytos paveiksle. EDTA, PABN ir GD priedy koncentracijos
atitinkamai buvo 0,4 mM, 60 pg/ml ir 4 ng/ml. PMB galutinés koncentracijos (pg/ml) nurodytos
paveiksle.

DVA pompy veikla dazniausiai yra tiriama kambario arba 37°C temperatiiroje.
Norint jvertinti temperatiiros jtaka DVA pompu veiklai, buvo tiriamos per nakty
uzaugintos PAO1 lastelés (9 pav.). Iprastai biologiniy membrany laidumas lipofiliniams
junginiams did¢ja kartu su temperatiira (Bhatti et al., 1999; Rahmati-Bahram et al.,
1995). Taciau PAOI lastelés 17°C temperatiiroje iskirtinai greitai prisikaupé TPP".
EDTA neturéjo jtakos lasteliy laidumui — po priedo nebuvo stebimas greitesnis TPP"
koncentracijos mazéjimas terpéje (9 pav., raudona kreive). Sioje temperatiiroje PABN

poveikio nebuvo, ta¢iau GD priedas lémé dideli TPP" koncentracijos padidéjima terpéje.
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Esant 27°C ir 37°C temperatiiroms, dideliy skirtumy tarp atsaky nebuvo (9 pav. juoda ir
mélyna kreivés). Sie rezultatai rodo, kad nedideli GD poveikiai 27°C ir 37°C
temperatirose gali biiti salygoti DVA pompy veiklos, kuri trukdo Siam antibiotikui

pasiekti plazming membrana.

Aeracijos jtaka DVA pompy veiklai
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10 pav. Aeracijos jtaka PAO]1 lasteliy saveikai su TPP'. Eksperimentai buvo atliekami
su iki ODsso 1 (A, B) arba per naktj augintomis lastelémis (C, D), 37°C temperatiiroje. A ir C
atvejais buvo naudojama koncentruota lasteliy suspensija, TPP" koncentracijos poky&iai buvo
registruojami LB terpéje sumaiSytoje su natrio fosfato buferiniu tirpalu (pH 8), santykiu 1:1. B
ir D atvejais méginiai buvo imami tiesiogiai i§ augancios bakteriju kultiros ir sumaiSomi su
natrio fosfato buferiniu tirpalu (pH 8), santykiu 1:1. Aeracijos intensyvumas buvo
kontroliuojamas magnetine maisykle, intensyvumas zymimas ,,+“. EDTA, PABN ir GD priedy
galutinés koncentracijos buvo atitinkamai 0,4 mM, 60 pg/ml ir 4 pug/ml. PMB priedy galutinés
koncentracijos nurodytos paveiksle (pg/ml).

Meéginio aeracija yra dar vienas DVA tyrimuose kintantis veiksnys. Norédami
tvertinti aeracijos itaka P. aeruginosa DVA pompu veiklai, naudojome 30 ml
termostatuojamas kiuvetes. Aeracijos lygis buvo kei¢iamas magnetinés maiSyklés

pagalba (Daugelavicius et al., 2007).
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Koncentruota bakteriju suspensija, gauta i§ iki ODssy 1 uzauginty PAOI lasteliy,
buvo jautri aeracijos pokyciams (10 pav., A). EDTA poveikis nebuvo didelis, PABN
nulemtas TPP" koncentracijos sumazéjimas buvo griztamas procesas, priklausantis nuo
aeracijos intensyvumo. Maza PMB koncentracija 1émé PAO1 depoliarizacija tik esant
intensyviausiai aeracijai, kitais atvejais — mazos PMB koncentracijos lemdavo
papildoma TPP" sugérima. GD priedas eksperimento pabaigoje sukeldavo visiska
lasteliy depoliarizacija. PrieSingas polimiksino B poveikis buvo stebimas tiriant mégini,
tiesiogiai paimtg 1§ augancios kultiros — PMB mazose koncentracijose depoliarizavo tik
tas lasteles, kurios buvo maziausiai aeruojamos (10 pav., B).

Analogiski tyrimai buvo atlikti su per naktj augintomis PAO1 lastelémis (10 pav.,
C ir D). EDTA laidinantis poveikis nebuvo stebimas, kai buvo tiriama koncentruota
lasteliy suspensija. Lasteliy atsakai i priedus buvo maZziau priklausomi nuo aeracijos,
lyginant su logaritminés augimo fazes lastelémis (palyg. 10 pav. A ir B su C ir D). Esant
maziausiai aeracijai, PABN poveikis buvo maziausias, kai tyrimai buvo atlickami su
tiesioginiais méginiais 1§ per naktj augintos bakterijy kultiiros (10 pav., D).

Gautieji rezultatai rodo, kad aeracijos intensyvumas ir bakteriju suspensijos tipas
(koncentruota centrifuguojant ar tiesioginé 1§ augancios kulttros) turi reikSmingos itakos
DVA pompuy veiklos tyrimams. Be to, pateikti rezultatai rodo, kad mitybinés terpés
poky¢iai gali biiti pagrindin¢ skirtingos DVA pompuy veiklos skirtingose bakterijy

augimo stadijose priezastis.

Klinikiniy P. aeruginosa izoliaty tyrimai

Visy klinikiniy izoliaty (63) ir kontroliniy padermiy (PAOI1, EryR, MutGR1,
PAO7H ir PT629) pompy veiklos skirtumai buvo ivertinti visose augimo stadijose, kaip
apraSyta auksciau 8 pav. aprase (A-C). Sugrupavus visus klinikinius izoliatus pagal DVA
pompuy atsakus ] registravimo metu naudotus priedus (kaip apraSyta metoduose) buvo

gautos 4 izoliaty grupés (11pav.).
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12 pav. Skirtingy klinikiniy P. aeruginosa izoliaty grupiy tipiniai atstovai. Eksperimentai atlikti

kaip aprasyta 8 pav. (A-C).
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Kiekvienos grupés tipinio izoliato pompu registravimo rezultatai pateikti 12
paveiksle. Grupavimui naudotoje programoje MVSP ver2.5, buvo pasirinktas ,,Minimal
variance® (maziausio variantiSkumo) algoritmas, nes jo pagalba programa lygina vieno
izoliato visas savybes su kitu. Kity algoritmy atlickami grupavimai yra paremti atskiry
savybiy lyginimu. Dendogramose, gautose panaudojant kitus algoritmus (,,tolimiausio
kaimyno* ir ,,vidurkio®), panasia saveika su TPP" pasizymintys izoliatai bidavo
patalpinami { skirtingas grupes.

Tolesniuose grupiy analizés etapuose buvo ieskota sasajos su izoliaty atsparumu
antibiotikams ir kilme i§ to paties paciento. I-oje grupéje buvo santykinai daugiausia
atspariy izoliaty (6 1§ 8). Il-oje (18 izoliaty) ir IlI-oje grupése (14 izoliaty )atspariy
izoliaty skaiCius buvo atitinkamai 5 ir 4. IV-oje, didZiausioje grup¢je (28 izoliatai) buvo
maziausiai antibiotikams atspariy izoliaty. Izoliatai i8skirti 1§ ty paciy pacienty, pagal
savo DVA pompy veiklos vertinima buvo priskirti toms pacioms grupéms, iSskyrus du
izoliatus — MX2069 (II grupé) ir MX1987 (IV grupé) (12 pav.).

Kontrolinés P. aeruginosa padermés pasiskirsté dvejose grupése. PAO1, MutGR1
ir PT629 1I grupei, o EryR ir PAO7H — III grupei. Tai rodo, kad pritaikant apibiidinta
DVA pompuy veiklos tyrimo metoda galima taikyti, charakterizuojant klinikinius

izoliatus.

REZULTATU APTARIMAS

TPP" yra pla¢iai naudojami Ay tyrimuose, taip pat $is junginys yra universalus
DVA pompy substratas. Siame darbe pateikti tiesioginio DVA pompu vertinimo
rezultatai, kurie buvo gauti naudojant neradioaktyvy TPP" ir §iam lipofiliniam katijonui
atrankius elektrodus. Tiriant DVA pompas, méginys yra aeruojamas ir palaikoma stabili
pasirinkta temperatira. Be to, i tirlama lasteliy suspensija gali biitt dedami jvairis
priedai bei imami méginiai tolimesniems tyrimams, nepertraukiant eksperimento eigos.

[Soriné lastelés membrana turi itakos DVA pompu substraty pasiskirstymui tarp
aplinkos ir lastelés vidaus. Turin¢iy kriivi substraty pasiskirstyma papildomai veikia ir
Ay. TPP' turi keleta privalumy DVA pompy veiklos tyrimams: i) TPP" saveika su

bakterijy apvalkaléliu bei citozoliu yra nuodugniai iSnagrinéta (Flewelling & Hubbell,
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1986; Hockings & Rogers, 1996; Lolkema et al., 1983); ii) Sis lipofilinis katijonas
maziau veikia lastelés funkcijas, lyginant su tokiais junginiais kaip etidZio bromidas, o
eksperimentuose naudojamos koncentracijos neturi jtakos lasteliy gyvybingumui (1
lentelé); iii) naudojant TPP" galima pastebéti plazminés membranos depoliarizacija,
kurig gali sukelti kiti DVA pompy substratai ir/arba slopikliai (pvz., GD ir PABN); 1v)
pakankamai nesudétinga TPP" struktiira leidZia $io junginio chemines modifikacijas
(Murphy, 2008). Pastaroji savybé gali buti naudinga tiriant tam tikras DVA pompas.

Tn10 koduojama tetraciklinui atranki pompos TetA(B) biosintezé yra
indukuojama tetraciklinu. Tagiau TPP" koncentracijos kitimo skirtumai su tetraciklinu
neidukuotomis E. coli izogeninémis padermémis leidZia daryti prielaida, kad TetA(B)
pompos sintezé yra kosntitutyvi 1Q86 paderme¢je. TetA(B) veikla iSrySkéja tiriant
tetraciklinu indukuoty E. coli saveika su TPP" (3 pav.). MC4100 gyvybingumas bei
nedidelé saveika su TPP" po indukcijos tetraciklinu rodo, kad IQ86 lasteliy
gyvybingumui ir TPP" kaupimo skirtumams (palyginus su neindukuotomis lastelémis)
daugiausia jtakos turi fetA geno raiska. Taip pat tai patvirtina akivaizdas TPP"
kaupimosi skirtumai tetraciklinu indukuotose ir neindukuotose lastelése. Sie rezultatai
parodo, kad panaudojus TPP" jonus ir jiems skirtus elektrodus tiesiogiai galima vertinti
ne tik antibiotikus iSmetan¢iy pompy substraty konkurencija, bet ir fiziologinius lasteliy
skirtumus nulemtus skirtinga pompas koduojanciy geny raiska.

Vienas i§ pagrindiniy veiksniy, lemian¢iy TPP' pasiskirstyma tarp terpés ir
gramneigiamyjy bakterijy — iSorinés membranos laidumas lipofiliniams junginiams. Mes
pritaikéme natrio fosfato buferinj tirpala ir EDTA P. aeruginosa iSorinés membranos
laidinimui, nes iprastinis Tris/EDTA dorojimas suardo PAOI1 Iasteles (4 pav.).
Lipofiliniai vandenyje tirplis jonai (pvz., TPP") i lastele gali patekti pro lipidinj
dvisluoksni arba pro lastelés apvalkalélyje esanius porinus. Nepaisant mazos
molekulinés masés (339 Da), TPP" jveikia enterobakterijy iSorinés membranos barjera
tik tada, kai suardomas LPS (Daugelavicius et al., 1997; Daugelavicius et al., 2000).
Lasteliy padidéjes TPP" kaupimas po EDTA priedo rodo, kad &is lipofilinis katijonas
tveikia P. aeruginosa iSoring membrang per lipidini bisluoksni. Taciau negalima teigti,
jog tai yra vienintelis TPP" patekimo i lastele kelias. Palyginimui, E. coli porinais gali
keliauti hidrofiliniai junginiai, kuriy masé nevirSija 600 Da, tuo tarpu pagrindiniu P.

aeruginosa porinu OprF gali pereiti 2,000-3,000 Da masés polisacharidai (Hancock &
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Brinkman, 2002; Nikaido, 2003). Taip pat, reikia atsizvelgti i tai, jog hidrofobiniai
junginiai gali iveikti iSorinés membranos LPS barjera pasinaudodami kitais baltyminiais
kanalais (Hearn et al., 2009).

DVA pompy veikla jmanoma nuslopinti panaudojant savituosius slopiklius, pvz.
PABN atrankiai slopinantt RND pompu veikla. Mes pastebéjome, kad natrio fosfato
buferiniame tirpale PABN depoliarizuoja P. aeruginosa plazming membrana, ko
pasekmé yra lasteliy sukaupto TPP" istekéjimas { terpe (5 pav.). Svarbu paminéti tai, kad
naudojant neigiama kriivi turinius pompy substratus, PABN lemiama depoliarizacija
nebiity pastebima, nes tiek slopiklio poveikis, tiek plazminés membranos depoliarizacija
nulemty indikatoriniy jonuy papildoma kaupimasi lastelése. Plazming membrang
depoliarizuojantis PABN poveikis iSnyksta pridéjus 1 terpg mitybiniy medziagy (LB) (6
pav.).

Anksciau buvo parodyta, kad PABN veikimas yra pagristas tiesiogine saveika su
pompomis, o ne plazminés membranos depoliarizacija (Lomovskaya ef al., 2001; Yu et
al., 2003). Tod¢l negalima atmesti fakto, kad PABN nulemta depoliarizacija natrio
fosfato buferiniame tirpale yra dél intensyvaus, Ay sekinancio, PABN iSmetinéjimo 18
lasteliy arba Sio slopiklio salygoto trumpo membranos potencialo sujungimo. Antra
vertus, rezultatai gauti fosfato buferiniame tirpale sumaiSytame su LB parodo mitybiniy
priedu svarbg terpé¢je. Koch (1986) parodé, kad aktyvios bakterijy protony pompos gali
padidinti protony koncentracija iSorin¢je plazminés membranos dalyje apie 100 karty.
Sis faktas galéty paaiskinti, kodél reikalinga gliukozé norint suaktyvinti DVA pompas
enterobakterijose (Lomovskaya et al., 2001; Martins et al., 2009; Pannek et al., 2006)
bei protono ir substrato susiriSima su iSskirtomis DVA pompomis (Aires & Nikaido,
2005; Schuldiner, 2009).

Daugelis DVA tyrimy skystoje terpéje yra atlickami mikroskiedimy plokstelése
arba mazuose meégintuvéliuose, kur aeracija yra nekontroliuojama. Miisy tyrimai parodé,
kad aeracija yra labai svarbi vertinant pompy veikla (10 pav.). Tiriant koncentruotas
lasteliy suspensijas ir tiesiai 1§ auginimo terpés paimtus logaritminés augimo fazés
bakteriju méginius (10 pav., A, B, C), po TPP" sugérimo buvo stebimi griztamieji
procesai — TPP" koncentracijos didéjimas terpéje. Lastelése sukaupto TPP istekéjimas |

terpg nebuvo stebimas esant maZziausiai aeracijai. Tai leidzia manyti, kad esant
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optimalioms augimui salygoms — turtingai terpei ir intensyviai aeracijai — P. aeruginosa
gali atkurti iSorinés membranos barjera, kuris yra kliiitis tiriant DVA pompy veikla
lipofiliniais junginiais. Minéti griZztamieji procesai iSnyko, kai buvo tiriami per nakti
auginty bakterijy tiesiai i§ auginimo terpés paimti meéginiai. Tai rodo, kad ne tik aeracija,
bet ir mitybiniy komponenty gausa terpéje yra svarbiis veiksniai DVA pompu veiklos
registravime.

Visy lastelés DVA pompuy veikla yra nepastovi bei gali buti nepilnai jvertinta
esant palankioms augimo salygoms. Siame darbe buvo parodyta, kad P. aeruginosa
iSmetimo pompy veikla priklauso ne tik nuo Ay, bet ir nuo terpés sudéties (6 pav., 10
pav.), lasteliy augimo stadijos (8 pav., 10 pav.), aeracijos (10 pav.) bei temperatiiros (9
pav.). Taip pat buvo parodyta, kad, atsizvelgiant i visus apibiidintus eksperimenty
veiksnius, TPP" jonai gali biiti naudojami efektyviam tiesioginiam DVA pompy
aktyvumo vertinimui.

Publikuoty duomeny, kur bity pateikiamas klinikiniy bakterijy izoliaty
grupavimas, pagristas fiziologiniais parametrais, kurie buvo tiriami Siame darbe, rasti
nepavyko. Tiesioginis klinikiniy izoliaty DVA pompuy registravimas igalina
nuodugnesng klinikiniy izoliaty analize. Taikant §§ metoda galima jvertinti bakterijy tam
tikrus fiziologinius pozymius. Sio metodo taikymas gali padéti ne tik tiriant klinikose
1zoliuoty padermiy panaSumus ir skirtumus, bet ir jvertinti, kaip kinta ilgalaike infekcija

sukélusiy bakterijy fiziologija laiko bégyje.
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ISVADOS

Indikatoriniai tetrafenilfosfonio jonai yra tinkami E. coli TetA(B) ir P. aeruginosa
antibiotikus iSmetanc¢iy pompuy tiesioginiams aktyvumo tyrimams;

TetA(B) selektyvumas TPP" yra didesnis nei tetraciklinui;
RND didSeimés pompuy slopiklio PAPBN poveikis P. aeruginosa lasteléms
priklauso nuo inkubacijos terpés sudéties. PABN depoliarizuoja P. aeruginosa

plazming membrana terpéje be mitybiniy prieduy;

Zemesné nei kambario temperatiira nuslopina pompu veikla P. aeruginosa
lastelése;

Esant palankioms augimo salygoms, P. aeruginosa lastelés atkuria lastelés
apvalkalélio barjera, trukdanti vertinti pompuy veikla;

Sukurtas metodas gali biiti pritaikytas vertinant DVA pompuy veikla P. aeruginosa
klinikiniuose izoliatuose.
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SUMMARY

Multidrug resistance (MDR) pumps are one of the major causes of resistance in
opportunistic pathogens, such as Pseudomonas aeruginosa. Consequently, fast and
reliable methods are needed to assay the efficiency of MDR pumps in these bacteria.
However, direct efflux pump functions’ real-time assessment methods are missing. Such
assays would improve the evaluation of MDR efflux pump activities and the search for
potential inhibitors.

The assay for monitoring of MDR efflux pumps, employing voltage (Ay)
indicator tetraphenylphosphonium (TPP") and TPP -selective electrodes was developed.
The assay was applied to evaluate the activity of tetracycline specific efflux pump
TetA(B) in E. coli. Competitive inhibition of TetA(B) activity was demonstrated.
Moreover, it was shown that tetracycline-specific efflux pump TetA(B) has higher
selectivity for TPP" than tetracycline.

The designed method can be used for real-time monitoring of MDR efflux pumps
in P. aeruginosa. The main factors influencing the activities of MDR efflux pumps were
addressed: outer membrane permeability, Ay, aeration, temperature and cell growth
stage. It was also shown that TPP" in combination with the pump inhibitor phenylalanyl-
arginyl-B-naphtylamide (PABN) can be used to monitor the activity of RND-type efflux
pumps in P. aeruginosa. By controlling the outer membrane permeability and Ay, the
real-time measurements of the RND pump activity were performed. It was shown that
PABN depolarizes plasma membrane of the cell in the medium without any nutrients.
However, under optimal growth conditions P. aeruginosa cells are able to recreate the
outer membrane barrier covering the activities of MDR efflux pumps. Furthermore, it
was shown that the activities of P. aeruginosa MDR efflux pumps diminish in lower
than room temperature.

Altogether, it was demonstrated that the activity of RND-type efflux pumps in P.
aeruginosa 1s highly sensitive to incubation conditions such as the presence of nutrients,
incubation medium, the level of aeration and temperature. Thus, it is of great importance

to standardize the experimental conditions to obtain quantitative and comparative results.
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