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Uusia antibiootteja jatteista, TWIN-A
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Tutkimuksen tavoite

Tutkimme teollista kompostia ja jatevedenpuhdistusprosessia mahdollisuuksina loytaa ja
tunnistaa biofilmeja muodostavien stafylokokki- ja pseudomonas-bakteerien seka niiden
vastustuskykyisten kantojen vastaisia uusia antibiootteja. Tyossa kaytamme tehokkaita

bakteeribiofilmien tutkimusmenetelmia ja mikrosysteemiteknologioita.

Tutkimuksen tulokset

Antibiooteille vastustuskykyisten Staphylococcus aureus ja Pseudomonas aeruginosa -
bakteerien esiintymista kartoitettiin viidessa jateveden puhdistusprosessissa, neljalla
biokaasulaitoksella ja viidessa kompostointiprosessissa detektoiden nucA, mecA, ectXja gyrB
geeneja reaaliaika-PCR:lla. Molempia bakteereita havaittiin alhaisia maaria jateveden
puhdistusprosesseissa biokaasun tuottoon saakka ja muissa prosesseissa erityisesti
alkuvaiheessa. Vaikka geenitasot olivat alhaisia, havaittujen geenien kokonaismaara on
huomattava suurien jatemaarien takia. S. aureuksen biofilmien poly-N-asetyyliglukosamiinia
(PNAG) pilkkovia geeneja loytyi 135 genomista, kahdeksan geenia kaikista genomeista ja
yhdeksan osasta genomeja. Geenin fylogeniapuihin muodostui useita haaroja, mika osoittaa
PNAG:ia pilkkovien entsyymien geenien suuren monimuotoisuuden. Geenien
ilmentymisvaiheiden kartoitukseen biofilmin elinkaaren eri vaiheissa kdytamme parhaillaan

MRNA:n sekvensointia.

Kaytamme myos toisiaan taydentavia menetelmia, kun tutkimme jatetta uusien
antimikrobiaineiden lahteena, bakteeribiofilmien tunnistamista ja niiden hajottamista. Tata
tarkoitusta varten kehitettavien biosensorien suunnitteluun tarvitaan raataloityja
pintamateriaaleja, joilla biofilmien kasvu on suotuisaa, taattua ja turvallista. Nama
ominaisuudet voivat parantaa valmistettavien biosensorin herkkyytta. Olemme onnistuneet

tunnistamaan ja kuvaamaan useita materiaaleja biofilmien kasvattamiseksi seka
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optimoimaan erilaisia mikrobiologisia maaritys- ja tunnistusmenetelmia stafylokokkien ja
pseudomonas-bakteerien muodostamien biofilmien koostumuksen perusteelliseen
tutkimiseen. Nama materiaalit nayttavat edistavan biofilmia muodostavien bakteerien
kiinnittymista niista valmistettuihin pintoihin ja edistavan biofilmimassan tuottoa seka
helpottavan biofilmia hajottavien aineiden tunnistamista biosensorien avulla.
Kunnianhimoisena aikomuksenamme on yhdistaa nama materiaalit biosensoreihin ja siirtya
tutkimaan aitoja jatevesinaytteita uusien tauteja aiheuttavien bakteerien vastaisten aineiden

[oytamiseksi.

Antimikrobisia yhdisteita tuottavien pienelididen tunnistamiseksi hankkeessa on kehitetty
mikrosirumittakaavan kuoppalevy, jonka avulla pyritaan eristamaan yksittaisia mikrobeja
jateveden puhdistusprosessin eri vaiheista keratyista naytteista. Koska naita mikrobeja ei
valttamatta pystyta viljelemaan laboratorio-olosuhteissa, on mikrosiru kehitetty kestamaan
jatevesilietteen olosuhteita, jotta mikrobeja voidaan eristamisen jalkeen viljella aidossa
ymparistossa. Hankkeessa kehitetty mikrosiru koostuu ruostumattomasta teraksesta
valmistetusta kehyksesta ja polymeeripohjaisesta kuoppalevysta, jonka kuopat taytetaan
mikrobeja sisaltavalla agarilla ja eristetaan puolilapaisevalla, huokoisella kalvolla. Kalvon
tarkoituksena on eristaa mikrobeja karkaamasta kuopista lietteeseen ja toisaalta
mahdollistaa keskeisten ravinteiden paasy lietteesta bakteeriviljelyyn. Konsepti perustuu
aiemmin julkaistuun tyohon, jota tassa hankkeessa on kehitetty edelleen. Erityista huomiota
on kiinnitetty materiaalien valintaan mm. bioyhteensopivuuden ja tiiviyden nakokulmasta,
mikrobien eristamisen tehokkuuteen seka eristettyjen mikrobien optisen tarkastelun
tehostamiseen optisten mikrolinssien avulla. Mikrosirua kaytetaan jateveden

puhdistusprosessista kerattyjen aitojen naytteiden tutkimiseen.

Lisaksi olemme kehittaneet taipuisia, painettavia biofilmisensoreita biofilmeja hajottavien
yhdisteiden l6ytamiseksi jatteenkasittelylaitoksissa. Olemme kehittaneet kolmea
erityyppista sensoria: kemoresistiivinen sensori (KRS), elektrokemiallinen
impedanssispektroskooppinen sensori (EISS) ja optinen sensori (OS). Kaikki nama sensorit
voidaan valmistaa kierratettaville selluloosapohijaisille alustoille, ja ne mahdollistavat
reaaliaikaisen (KRS ja EISS) ja epasuoran (OS) biofilmien aktiivisuuden seurannan. Parhaat

tulokset saavutettiin EISS-sensoreilla. Nailla sensoreilla pystyttiin sesuraamaan biofilmien
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kasvua, ja mika tarkeinta, myos erottamaan kuolleet biofilmit elavista antibioottikasittelyn
jalkeen. Seuraava vaihe on jatkaa naiden lupaavimpien EISS-systeemien kehitysta ja
optimointia seka testata sensorien toimivuutta monimutkaisemmilla naytteilla, kuten

jatevesinaytteilla.
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