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KRATICE

BCC — Burkholderia cepacia kompleks

CF — cisti¢na fibroza

MLST - eng. Multilocus sequence typing, multigenska tipizacija

ST — eng. sequence type, genotip

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

rRNA — ribosomska ribonukleinska kiselina

PCR — eng. Polymerase chain reaction, lan¢ana reakcija polimerazom

EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina

TBE-pufer — pufer Tris-a, borne kiseline i EDTA

lepA — eng. Leader peptidase A, elongacijski faktor 4

atpD — eng. ATP synthase subunit beta gene, gen za podjedinicu beta ATP-sintaze
gyrB —eng. DNA gyrase subunit B gene, gen za DNA-girazu

gltB — eng. Glutamate synthase gene, gen za glutamat-sintazu

phaC — eng. Polyhydrokyalkanoate (PHA) synthase gene, gen za polihidroksialkanoat-sintazu
recA — eng. Recombinase A gene, gen za rekombinazu A

trpB — eng. Tryptophan synthase beta chain gene, gen za triptofan-sintazu
blarem— geni koji kodiraju za enzim B-laktamazu

ESBL — eng. Extended spectrum beta-lactamases, enzimi 3-laktamaze prosirenog spektra



1. UVOD

1.1. Burkholderia cepacia kompleks

Burkholderia cepacia (prvotno nazvana Pseudomonas cepacia) nekada se smatrala jednom
bakterijskom vrstom, no danas je poznat cijeli kompleks ovih bakterija nazvan Burkholderia
cepacia kompleks (BCC) koji trenutno &ine 24 bakterijske vrste (Tavares i sur. 2020). Clanove
Burkholderia cepacia kompleksa prvi je put opisao Walter H. Burkholder 1950. godine kao biljne
patogene koji uzrokuju trulez lukovice luka, a prirodno koloniziraju tlo. Burkholderia cepacia
kompleks skupina je Gram-negativnih, nefermentiraju¢ih proteobakterija koje su poznate kao
autohtone bakterije u prirodnom okoliSu. Rije¢ je o veoma varijabilnim organizmima koji
zauzimaju iznenadujuce Sirok spektar ekoloskih nisa (Coenye i Vandamme 2003) Sto se pripisuje
njihovoj genotipskoj i fenotipskoj plasti¢nosti, sposobnosti brzog mutiranja i prilagodbe na
razlicite okoliSne uvjete (Tavares i sur. 2020). Zbog svoje metaboli¢ke raznolikosti i sposobnosti
uspostavljanja uzajamnih i simbiotskih interakcija s biljkama, bakterije Burkholderia cepacia
kompleksa koriste se za biolosku kontrolu, poticanje rasta biljaka i bioremedijaciju, ali njihov
patogeni potencijal sve je viSe zabrinjavaju¢ (Compant i sur. 2008). lako prirodno borave u tlu,
rizosferi (zoni tla uz korijen biljaka) i vodi (ukljucujuéi i morsku vodu) (Miller i sur. 2002, Coenye
i Vandamme 2003), bakterije ovog kompleksa sve su CeS¢e izolirane iz diSnog sustava
imunokompromitiranih bolesnika, posebice u iskasljaju bolesnika oboljelih od cisti¢ne fibroze
(CF) (Abram i sur. 2007).

Primarni izvor zaraze ovim bakterijama jest prirodni okoli§, no odlaganje ljudskog i Zivotinjskog
otpada u okoli§ pogoduje Sirenju klinicki znacajnih sojeva bakterija Burkholderia cepacia
kompleksa. Pro¢is¢avanje bolnickih i gradskih otpadnih voda, zabrana ilegalnog odlaganja ¢vrstog
otpada 1 bakterioloSka kontrola stajskog gnoja koji se koristi u poljoprivredi preporuca se za
sprjeCavanje Sirenja zaraze. Bakterije Burkholderia cepacia kompleksa izazivaju sve vecu javno-
zdravstvenu zabrinutost koja se moze kontrolirati jedino ranom identifikacijom i karakterizacijom
vrsta ovog kompleksa, kao 1 prou¢avanjem mehanizama njihove rezistencije, promjenjivosti i

prilagodljivosti.



1.2. Bakterije Burkholderia cepacia kompleksa kod pacijenata s cisticnom

fibrozom

Cisti¢na fibroza (CF) nasljedna je bolest egzokrinih zlijezda opasna po zivot. Buduéi da Zlijezde s
egzokrinim izlu¢ivanjem nisu u potpunosti funkcionalne, dolazi do redovitog nakupljanja gustog,
ljepljivog sekreta na svim mjestima gdje ima zlijezda s vanjskim izlu¢ivanjem, a obi¢no se radi o
disnom sustavu, probavnom sustavu, reproduktivnom sustavu i Zlijezdama znojnicama.
Nakupljanje sluzi i sekreta pridonosi kroni¢noj kolonizaciji i ponavljaju¢im infekcijama odredenim
patogenima medu kojima su jedni od najces¢ih bakterije Burkholderia cepacia kompleksa.
Ostecenje respiratornog sustava uslijed kroni¢nih bakterijskih infekcija glavni je uzrok smrtnosti

pacijenata oboljelih od CF (Vasiljevi¢ i sur. 2016).

Bakterije Burkholderia cepacia kompleksa pojavile su se kao problemati¢ni patogeni kod
pacijenata oboljelih od cisti¢ne fibroze ranih 1970-tih godina (Henry i sur. 2001). Prvo znacajno
izvjesce 0 infekciji bakterijom Pseudomonas cepacia zabiljezili su Isles i sur. (1984), a za godinu
dana Tablan i sur. (1985), potvrdivsi da su infekcije tim bakterijama predstavljali velik problem u
lijeCenju cisti¢ne fibroze. Bakterije Burkholderia cepacia kompleksa uspjesno se prilagodavaju
stresnim uvjetima koji karakteriziraju pluéno okruzenje pacijenata s cisti¢nom fibrozom, $to ih ¢ini
gotovo nemogucima za iskorijenjivanje, a to dovodi do nepredvidljivih ishoda, u rasponu od
asimptomatskog Sirenja zaraze do neocekivanog pogorSanja pacijentovog stanja koje moZze
kuliminirati smrtonosom nekrotiziraju¢om upalom pluca, otkazivanjem diSnog sustava i
bakteremijom §to je poznato kao “Cepacia sindrom” (Mahenthiralingam 1 sur. 2005). Unato¢ tome,
Hauser 1 Orsini (2015) zabiljezili su slucajeve “Cepacia sindroma” i kod pacijenata koji ne boluju

od cisti¢ne fibroze.

Vasiljevi¢ i sur. (2016) opisali su bakterije Burkholderia cepacia kompleksa kao vazne
oportunisticke patogene medu bolesnicima s CF zbog urodenih i SteCenih otpornosti na vise
lijekova, velike sklonosti Sirenju izmedu pacijenata unutar i izvan bolnice te nepredvidivog
klini¢kog ponasanja s brzim klini¢kim pogorsanjem kod nekih bolesnika. Sirenje klini¢kih sojeva
kod pacijenata s CF posljedica je izlaganja izvoru oneciS¢enja ili prijenosa s pacijenta na pacijenta.
Najcesce kulture pronadene u izolatima bakterija Burkholderia cepacia kompleksa kod pacijenata
s CF jesu B. multivorans i B. cenocepacia pri ¢emu je najvise smrtnih ishoda od “Cepacia

sindroma” zabiljezeno infekcijom B. cenocepacia (Jones i sur. 2004).



1.3. Multigenska tipizacija (MLST)

Multigenska tipizacija (MLST, eng. multilocus sequence typing) metoda je karakterizacije izolata
bakterijskih vrsta gdje se analiziraju sekvence fragmenata najéeS¢e sedam konstitutivnih
(housekeeping) gena. Koristenje MLST-a kao metode genotipizacije unaprijedila je razumijevanje
evolucije bakterija i pruzila uvid u epidemiologiju bakterijskih bolesti. Prvotno, molekularna
dijagnostika temeljila se isklju¢ivo na analizama 16S rRNA gena, no, iako se radi o vrlo
konzerviranom genu, filogenetske analize ovog gena nisu dostatne za definiranje podskupina i
razlikovanje sojeva unutar podskupina. 1z tog se razloga poc¢inju koristiti manje konzervirani geni
koji omogucuju preciznije razlikovanje blisko srodnih sojeva. Upotreba metode multigenske
tipizacije prvi je put predlozena 1998. godine (Maiden i sur. 1998). Metoda se naj¢esce izvodi na
konstitutivnim genima iz razloga $to sporije evoluiraju i tako pouzdanije pokazuju srodstvene
odnose. No, u epidemioloske svrhe, metoda se najcesée izvodi spajanjem konstitutivnih i

varijabilnih gena jer se tako dobije bolja klini¢ka slika.

1.4. Genom bakterija Burkholderia cepacia kompleksa

Otkrice bakterija Burkholderia cepacia kao glavnih uzro¢nika infekcija kod pacijenata s cisticnom
fibrozom potaknulo je niz molekularnih istrazivanja ove problemati¢ne bakterijske vrste. Nova
taksonomska istrazivanja pokazala su da je Burkholderia cepacia zapravo skup do sad otkrivene
24 genomski usko povezane bakterijske vrste koje su slicne fenotipski, a razlicite filogenetski te su
nazvane Burkholderia cepacia kompleks. Sve vrste ovog kompleksa sposobne su izazvati ozbiljne
infekcije kod pacijenata sa CF kao i kod drugih imunokompromitiranih osoba, stoga je vazno
identificirati i naposlijetku razlikovati sojeve ovih bakterija (Henry i sur. 2001). Sredinom 1990-
tih identifirani su sojevi: B. cepacia (soj 1), B. multivorans (soj Il), B. cenocepacia (soj IlI), B.
stabilis (soj 1V), B. vietnamiensis (soj V) no nakon toga je utvrdena velika heterogenost medu BCC
bakterijama, $to je dovelo do toga da je ovom kompleksu dodano jos vrsta, poput B. ambifaria i B.
pyrrocinia (Jin i sur. 2020). Prema Zhou i sur. (2020), mnogi geni ovih bakterija podlozni su
visokoj razini rekombinacije i pozitivnoj selekciji, a radi se uglavnhom o genima koji sudjeluju u
sintezi proteina i metabolizmu. Visoka razina rekombinacije izmedu BCC vrsta zamagljuje njihove
taksonomske granice, §to dovodi do toga da ih je tesko ili gotovo nemoguce razlikovati fenotipski

i genotipski. Bakterije Burkholderia cepacia kompleksa imaju velik genom koji se sastoji od vise
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kruznih kromosomskih replikona koji sadrze dvostruko vise genetickog materijala od bakterije E.
coli, veli¢ine od 6,2 do 11,5 Mbp (Mannweiler i sur. 2021). Vrste ovog kompleksa ¢esto kodiraju
multifunkcionalne gene $to ih ¢ini prilagodljivima na Sirok spektar okolisnih uvjeta, virulentnima
i otpornima na lijekove (Zhou i sur. 2020). Sadrze primarni kromosom (C1) koji kodira gene za
osnovne stani¢ne funkcije, poput replikacije DNA, diobe stanice i transkripcije gena i sekundarni
kromosom (C2) koji nosi manje konzervirane gene koji kao takvi igraju vaznu ulogu u prilagodbi
ovih bakterija na nove ekoloske niSe. Osim toga, ¢lanovi ovog kompleksa sadrze vrlo varijabilne

dodatne replikone koji im pruzaju jedinstvene metabolicke moguénosti.

Prvotno, smatralo se da ¢lanovi Burkholderia cepacia kompleksa imaju tri kKromosoma, no daljna
istrazivanja pokazala su da je tre¢i kromosom ustvari megaplazmid (pC3) koji ovim bakterijama

pruza neka posebna svojstva, primjerice otpornost na neke toksine (Mannweiler i sur. 2021).

1.5. Rezistencija bakterija Burkholderia cepacia kompleksa

Prva linija obrane protiv antimikrobnih sredstava u vrstama Burkholderia cepacia kompleksa jest
stani¢na membrana. Kao Gram-negativne bakterije, zbog tankog sloja peptidoglikana (mureina) u
stani€noj stijenci, sadrZze vanjsku ovojnicu od lipopolisaharida, lipoproteina i1 fosfolipida.
Lipopolisaharidi u toj ovojnici ¢ine ove bakterije otpornima na polimiksin, a proteini porini
zasluzni su za slabije prodiranje lijekova kroz stanicnu membranu (Rhodes i Schweizer 2016).
Osim toga, svi mikroorganizmi, pa tako i bakterije Burkholderia cepacia kompleksa sadrze “pumpe
za ispustanje” (eng. efflux pumps), kojima ¢iste stanicu od prodora antibiotika kroz stani¢nu

membranu.

Opcenito, tri vrste mehanizama omogucuju otpornost mikroorganizama na antibiotike. Prvi
mehanizam jest intrinzi¢na rezistencija, uzrokovana fizikalno-kemijskim svojstvima bakterija koje
na izloZenost antibioticima ne odgovaraju genetickim promjenama. Primjer su spomenuti
lipopolisaharidi i porini kod Gram-negativnih bakterija. Drugi mehanizam jest steCena otpornost
koja se javlja mutacijom kromosoma, prijenosom gena za rezistenciju putem plazmida,
transdukcijom (bakteriofagima) ili transformacijom, a takoder i mutacijom nekog regulatornog
elementa, poput enzima ili pumpe za ispustanje. Tre¢i mehanizam kojim bakterije mogu postati

rezistentne na antimikrobne lijekove jesu bakterijske prilagodbe na uvjete Zivota, primjerice



planktonski rast umjesto stvaranja biofilma, unutarstani¢na anaerobioza ili spontano stvaranje

stanica.

Iako je opée poznato da bakterije Burkholderia cepacia kompleksa kao ne-entero bakterije imaju
tanju stani¢nu stijenku od entero bakterija poput E. coli, temeljni mehanizmi rezistencije ovih
bakterija joS§ nisu posve objas$njeni. Kao odrednice otpornosti ovih bakterija smatraju se promjene
u membranskoj permeabilnosti i strukturi, primjerice, atipi¢na lipopolisaharidna struktura (LPS)
igra presudnu ulogu u unutarnjoj rezistenciji ovih bakterijskih vrsta na kationske peptide, osobito
polimiksin B (Rhodes i Schweizer 2016). Osim toga, proteini porini u kombinaciji s enzimima
odgovornima za rezistenciju i ekspresijom ispusSnih pumpi takoder sudjeluju u rezistenciji ovih
bakterija. Istrazivanjem provedenom na nekoliko tisuca klinickih izolata izoliranih kod bolesnika
s CF utvrdena je rezistencija na mnoge standardne antibiotike koji se koriste u lijeCenju, pa je tako
vise od 50 % izolata pokazalo otpornost na kloramfenikol, kotrimoksazol, ciprofloksacin,
tetraciklin, rifampin, avibaktam i ko-amoksiklav (Zhou i sur. 2007), stoga se za lijecenje infekcija
uzrokovanih bakterijama Burkholderia cepacia kompleksa zasniva ponajvise na primjeni
ceftazidima i drugih cefalosporina proSirenog spektra djelovanja koji pripadaju skupini (-
laktamskih antibiotika. No, neuspjeh u lijeenju primjenom ceftazidima javlja se u priblizno 11-17
% klini¢kih slucajeva. Rezistencija na B-laktamate povezana je s ekspresijom gena blatem koji
kodiraju za enzim B-laktamazu prosirenog spektra na plazmidu bakterija. 3-laktamaze grupirane su
u Cetiri razli¢ite klase na temelju sli¢nosti u strukturi (klasa A, B, C i D). B-laktamaze klase A, C i
D Koriste serin kao nukleofil, dok su p-laktamaze klase B metaloenzimi, koriste¢i Zn?* ione za
kataliticke reakcije (Becka i sur. 2018). Za rezistenciju na ceftazidim odgovorna je B-laktamaza
klase A kodirana genom penA smjestenom na kromosomu 2 (C2) (Rhodes i Schweizer 2016).
Nedavno istrazivanje otkrilo je mutacije enzima za sintezu peptidoglikana, AmpD uzrokovane
ceftazidimom $to je pretpostavljeni uzrok pojacane regulacije PenB (klase B) i AmpC (klase C) B-
laktamaze (Hwang i Kim 2015).

Daljna istrazivanja mehanizama rezistencije bakterija Burkholderia cepacia kompleksa neophodna
su za poboljSanje lijeCenja infekcija ovim bakterijama kod pacijenata s CF te drugih bolesnika s
oslabljenim imunitetom. ViSestruka otpornost na antibiotike, nedovoljno razjaSnjeni mehanizmi
otpornosti te brzo Sirenje bakterija ovog kompleksa predstavljaju sve ozbiljniji javno zdravstveni

problem.



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Budu¢i da do sada u Hrvatskoj nema podataka o vrstama Burkholderia cepacia kompleksa, cilj
ovog diplomskog rada bila je identifikacija i multigenska tipizacija okolisnih i jednog klinickog
izolata bakterija ovog kompleksa, kako bih ukazala na moguce Sirenje klinickih sojeva ovih
bakterijskih vrsta u okoli$u (uslijed odlaganja ljudskog i Zivotinjskog otpada), kao rezultat njihove
prilagodljivosti, varijabilnosti i otpornosti te dokazati njihov mogu¢i mehanizam rezistencije na f3-

laktamske antibiotike analizom fragmenta gena blatem.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Bakterijski izolati

Od ukupno osam izolata bakterija Burkholderia cepacia kompleksa koje sam Kkoristila za
molekularnu analizu, sedam izolata prethodno je izdvojeno u sklopu projekta Hrvatske zaklade za
znanost br. IP-2014-09-5656 ,,Natural habitat of clinically important Acinetobacter baumannii* i
pohranjeno na —80 °C u Bakterioloskom laboratoriju Zavoda za mikrobiologiju Bioloskog odsjeka
PMF-a. Izolati su izdvojeni iz sljedecih uzoraka pod utjecajem otpada diljem Hrvatske: uzorak
povrsinskog tla na ilegalnom odlagali$tu otpada Loborika 2 u Istri koji je sadrzavao ¢vrsti otpad
nepoznatog podrijetla (Hrenovi¢ i sur. 2019a); uzorak poljoprivrednog tla gnojenog svinjskim
gnojem na dubini od 0 do 30 cm (Medimurje 1) i 30 do 60 cm (Medimurje 2) (Hrenovi¢ i sur.
2019a); uzorak poljoprivrednog tla tretiranog gnojem peradi na dubini od 30 do 60 cm (Medimurje
4) (Hrenovi¢ i sur. 2019a); uzorak sedimenta potoka nizvodno grada Zaboka u koji se ulijevaju
neprociscene gradske otpadne vode (Hrenovic i sur. 2019b); uzorak vode rijeke Krapine nizvodno
od ispustanja neprocis¢enih bolnickih otpadnih voda Opce bolnice Zabok (Hrenovi¢ i sur. 2019b)

(Tablica 1).

Jedan klini¢ki izolat bakterija Burkholderia cepacia kompleksa koriSten za analizu dobiven je
brisom rane (celulitis) 67-godisnjeg muskog pacijenta oboljelog od plazmocitoma na kirurSkom

bolni¢kom odjelu Opce bolnice Karlovac.

Svih sedam okolisnih i jedan klinicki BCC izolat identificirani su prethodno pomo¢u MALDI-TOF
MS (Microflex LT maseni spektrometar i MALDI Biotyper 3.0 softver, Bruker Daltonics,

Njemacka) kao potencijalni pripadnici Burkholderia spp. (Hrenovi¢ i sur. 2021).



Tablica 1. Datum i mjesto prikupljanja uzoraka iz kojih su izdvojeni izolati bakterija

Burkholderia cepacia kompleksa

Oznaka izolata Datum prikupljanja Mjesto prikupljanja

2/3 29.10.2016. Tlo na odlagali$tu otpada, Loborika, Istra

2/4 29.10.2016. Tlo na odlagalistu otpada, Loborika, Istra

9/5 7.4.2017. Sediment potoka, nizvodno grada Zaboka

9/6 7.4.2017. Voda iz rijeke Krapine, nizvodno Opce bolnice Zabok
17 5.7.2017. Poljoprivredno tlo gnojeno svinjskim gnojem, 30 cm
2/2 5.7.2017. Poljoprivredno tlo gnojeno svinjskim gnojem, 60 cm
4/4 5.7.2017. Poljoprivredno tlo gnojeno gnojem peradi

5964* 31.3.2020. Bris rane, Op¢a bolnica Karlovac

*klinicki izolat

3.1.2. Mediji

Izolati bakterija Burkholderia cepacia kompleksa selektirani su na selektivnoj kromogenoj
hranjivoj podlozi CHROM agar Acinetobacter s dodatkom CR102 (CHROM agar) nakon
inkubacije na temperaturi od 42 °C kroz 48 sati (Slika 1). Svaki od izolata kultiviran je naknadno
na hranjivom mediju (Tryptic soy agar, Biolife) kao ¢ista kultura pri 37 °C/24h kako kromogene

komponente ne bi smetale prilikom molekularno bioloskih analiza (Slika 2).

Slika 1. Klini¢ki BCC izolat (5964) Slika 2. Okolisni BCC izolat (9/5)
na CHROM agar Acinetobacter na hranjivom mediju



3.1.3. Komercijalni kompleti

Za izolaciju plazmidne DNA Koristila sam PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA, SAD).

3.1.4. Pocetnice

Za identifikaciju izolata analizom gena 16S rRNA PCR amplifikacijom koristila sam pocetnice

opisane od strane Vasiljevic i sur. (2016):

Tablica 2. Slijed nukleotida pocetnica za umnazanje genske regije 16S rRNA bakterijskih izolata

Pocetnica Slijed nukleotida pocetnice
P1 5-GAG AGT TTG ATC CTG GC-3
P2 5-AGG AGG TGA TCC AGC CG-¥

Nadalje, genotipove izolata (sequence type, ST) odredila sam kombinacijom genotipova sedam

alela sluze¢i se pocetnicama danim od strane Spilker i sur. (2009).



Tablica 3. Slijed nukleotida pocetnica za multigensku tipizaciju sedam lokusa vrsta Burkholderia

Gen Slijed nukleotida pocetnica

5’-CTSATCATCGAYTCSTGGTTCGC-3’

oA 5’-GRTATTCCTTGAACTCGTARTCC-3’
5’-ATGAGTACTRCTGCTTTGGTAGAA-3’
D 5’-GGCGTGAAACGGTAGATGTTGTCG-3’
5’-ACCGGTCTGCAYCACCTCGTYT-3
e 5’-CGTTGWARCTGTCGTTCCACTGC-3’
5’-CTGCATCATGATGCGCAAGTG-3’
e 5’-CTTGCCGCGGAARTCGTTGG-3’
5’-GCACSAGYATYTGCCAGCGC-3’
phaC
5’-CATSTCSGTRCCRATGTAGCC-3’
5’-AGGACGATTCATGGAAGAWAGC-3’
rech 5’-GACGCACYGAYGMRTAGAACTT-3’
- 5’-CGCGYTTCGGVATGGARTG-3’
rp

5’-ACSGTRTGCATGTCCTTGTCG-3’

Neke od pocetnica koristene pri umnazanju fragmenata gena blarem opisane su od strane Arlet i

sur. (1995):

Tablica 4. Slijed nukleotida pocetnica za umnazanje fragmenata gena blarem bakterijskih izolata

Pocetnica Slijed nukleotida pocetnice
OoT3 5’-ATGAGTATTCAACATTTCCG-3’

OT4 5’-CCAATGCTTAATCAGTGAGG-3’

10



3.1.5. Pribor i uredaji

Prilikom izrade ovog diplomskog rada sluzila sam se sljede¢im priborom i uredajima:

= mikropipete: Biohit, Finska
Eppendorf, Njemacka
CAPP, Danska
= mikroepruvete i nastavci: Eppendorf, Njemacka
= vaga: Precisa 62 A (Precisa Instruments AG, Svicarska)
= centrifuge: Centrifuge 5804 R (Eppendorf, Njemacka)
= vrtlozne mijesalice (vorteksi): EV-100 (Tehtnica Zelezniki, Slovenija) Bio Vortex VI
(Kisker-Biotech, Njemacka)
= spektrofotometar: Nanodrop 2000 (Thermo scientific, SAD)
= PCR uredaji: SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD)
= kadice za elektroforezu: Mini-Sub® Cell GT (Bio-Rad, SAD)
» uredaj za napajanje za elektroforezu: Power Pac 300 (Bio-Rad, SAD)
= sustav za dokumentaciju gelova: DigiGenius (Syngene Ltd., UK)

= digitalni fotoaparat: Panasonic DMC-FZ8 (Panasonic, Japan)

3.1.6. Puferi i otopine
= TE-pufer, pH 7,6
= GoTaq® Colorless Master Mix, 2X (400 uM dATP; 400 uM dGTP; 400 uM dCTP; 400
uM dTTP; 3 mM MgCl,) (Promega, SAD)
= 0,5X TBE-pufer za elektroforezu (0,9 M Tris-Borate, 2 mmol EDTA)
» Fluoresciraju¢a boja SYBR™ Safe DNA Gel Stain (ThermoFisher Scientific, SAD)
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3.2. METODE

3.2.1. Lanc¢ana reakcija polimerazom (PCR)

Lancana reakcija polimerazom ili PCR (eng. polymerase chain reaction) metoda je kojom se
relativno kratki dio molekule DNA umnozava u veliki broj identi¢nih kopija. Godine 1983. Kary
Mullis otkrio je i opisao metodu kojom se in vitro umnozava molekula DNA bez kloniranja i to iz
malih koli¢ina DNA. Ova vrlo jednostavna metoda pokrenula je pravu revoluciju u molekularnoj
biologiji, a danas se koristi u razvoju dijagnostickih testova u mikrobiologiji, virologiji, dijagnostici
nasljednih i malignih bolesti, izboru “pametnih” lijekova, u pracenju terapija i odgovora na terapiju,

te u forenzickim i identifikacijskim dokazivanjima.

Ono na ¢emu se ova metoda zasniva jest da se mali, ciljni dio molekule DNA koji se Zeli umnoziti
odreduje kratkim oligonukleotidnim sekvencama — pocetnicama (eng. primers) Kkoji su
komplementarni krajevima dijela DNA od interesa. Pocetnice sluze kao pocetak lanca za sintezu
novih, identi¢nih lanaca molekule DNA lancima koje Zelimo umnoziti, a koji sluze kao kalup.
Sinteza na pocetnicama zapoc€inje dodatkom enzima DNA polimeraze, a veli¢inu sintetiziranog

dijela DNA molekule odgovara duzini koju omeduju primeri.

PCR reakcija sastoji se od 30-tak identi¢nih ciklusa pri ¢emu je na kraju svakog ciklusa
umnozavanja broj molekula DNA udvostru¢en u odnosu na prethodni ciklus (eksponencijalno
umnozavanje). Svaki se ciklus sastoji od tri uzastopna koraka koji se ciklicki ponavljaju i definirani
su odredenom temperaturom i duljinom trajanja. Prvi je korak denaturacija komplementarnih
lanaca DNA kalupa pri ¢emu je temperatura oko 95 °C. Drugi korak jest prijanjanje
oligonukleotidnih pocetnica na DNA kalup (svaka se pocetnica veze na samo jedan lanac DNA
kalupa) pri ¢emu se temperature spusta na 50-60 °C i tre¢i korak je sinteza novih, komplementarnih
lanaca DNA polimerazom pri temperature oko 72 °C. Nakon sinteze ponovno zapocinje

denaturacija i proces se ponavlja Zeljeni broj ciklusa (Pavlica i sur. 2013).

3.2.1.1. UmnaZanje fragmenata bakterijskog gena za 16S rRNA

Svih sedam okolisnih i jedan klinicki izolat identificirani su prethodno pomo¢u MALDI-TOF MS
(Microflex LT maseni spektrometar i MALDI Biotyper 3.0 softver, Bruker Daltonics, Njemacka)
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kao potencijalni pripadnici Burkholderia spp. (Hrenovi¢ i sur. 2021). Kako bih preciznije odredila
vrste kojima prikupljeni izolati pripadaju, podvrgnula sam ih molekularnoj identifikaciji pri ¢emu
je prvi korak lanc¢ana reakcija polimerazom kako bih umnozila fragmente gena za 16S rRNA
navedenih izolata. Prvotno, kolonije svih uzoraka suspendirala sam u 1 mL vode te inkubirala 10
min pri 98 °C od ¢ega sam volumen od 2 uL koristila kao kalup za PCR. Specifi¢énim umnaZanjem
bakterijskog gena za 16S rRNA PCR metodom, dokazala sam prisutnost bakterija Burkholderia
cepacia kompleksa u odabranim uzorcima, te sekvenciranjem odredila vrste unutar ovog

kompleksa kojima prikupljeni izolati pripadaju.

Tablica 5. Reakcijska smjesa po uzorku za lan¢anu reakciju polimeraze kori$tena za umnazanje
gena za 16S rRNA.

Reagens VVolumen za PCR / pLL

Sterilna dH20 9,5

Mati¢na smjesa 2x (0,4 mM
dATP; 0,4 mM dGTP; 0,4

) 12,5
mM dCTP; 0,4 mM dTTP i 3
mM MgCly)
Kalup 1
P1 (5 uM) 1
P2 (5 uM) 1

Uvjeti umnazanja u PCR-u bili su: pocetna denaturacija pri 96 °C na 5 minuta (1 ciklus);
denaturacija pri 96 °C, 30 sekundi (30 ciklusa); prijanjanje pocetnica na kalup pri 55 °C, 30 sekundi
(30 ciklusa); sinteza komplementarnih lanaca DNA produljivanje pri 72 °C, 30 sekundi (30 ciklusa)

te zavrS$no produljivanje lanaca DNA pri 72 °C, 5 minuta (1 ciklus).
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Kao pozitivne kontrole u lan¢anim reakcijama polimerazom koristila sam DNA reprezentativnih

uzoraka, a kao negativnu kontrolu vodu.

Metodu lanéanu reakciju polimerazom izvela sam sluzeéi se uredajem ProFlex™ 96 Well PCR

System, Applied Biosystems, USA.

3.2.1.2.  UmnazZanje fragmenata bakterijskih gena u svrhu multigenske tipizacije

Uz identifikaciju izolata analizom konzerviranog gena za 16S rRNA, napravila sam analizu sedam
konstitutivnih gena svih izolata kako bih razlikovala sojeve vrsta. Analizirala sam gene lepA, atpD,

gyrB, gltB, phaC, recA i trpB kako bih odredila genotipove (sequence type) svakog pojedinog soja.

Tablica 6. Reakcijska smjesa po uzorku za lan¢anu reakciju polimeraze kori$tena za umnazanje

fragmenata gena u svrhu multigenske tipizacije

Reagens VVolumen za PCR / pLL

Sterilna dH»0 95

Mati¢na smjesa 2x (0,4 mM
dATP; 0,4 mM dGTP; 0,4

) 12,5
mM dCTP; 0,4 mM dTTP i 3
mM MgCl.)
Kalup 1
Pocetnica f (5 uM) 1
Pocetnica r (5uM) 1

Uvjeti umnazanja za fragmente bakterijskih gena u svrhu multigenske tipizacije u PCR-u bili su:
pocetna denaturacija pri 95 °C, 2 minute (1 ciklus); denaturacija pri 94 °C, 30 sekundi (30 ciklusa);

prianjanje pocetnica na kalup pri odgovarajucoj temperaturi prema Tablici 6, 30 sekundi (30
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ciklusa); sinteza komplementarnih lanaca DNA produljivanje pri 72 °C, 1 minuta (30 ciklusa) te

zavr$no produljivanje lanaca DNA pri 72 °C, 5 minuta (1 ciklus).

Tablica 7. Temperatura prijanjanja za amplifikaciju i sekvenciranje sedam MLST lokusa

bakterija Burkholderia cepacia kompleksa

Temperatura prijanjanja u

Gen PCR-u/°C
atpD 56
gltB 58
gyrB 60
lepA 55
phaC 58
recA 58
trpB 58

3.2.2. Elektroforeza u agaroznom gelu

Za provjeru uspjesnosti umnazanja molekula DNA nakon lanc¢ane reakcije polimerazom, napravila
sam elektroforezu u 1 %-tnom agaroznom gelu. Priredila sam 1 %-tni gel agaroze dodatkom 35
mL 0,5x TBE pufera (Tris-Borat EDTA) u 350 mg agaroze. Otapanje agaroze pospjesila sam
zagrijavanjem navedene smjese tri puta do vrenja u staklenoj tikvici u mikrovalnoj pe¢nici. Nakon
hladenja tikvice pod vodom na sobnu temperaturu, u smjesu sam dodala 0,7 pL SYBR™ Safe

DNA Gel Stain boje. Obojani gel potom sam izlila u prethodno pripremljen kalup za gel i ostavila
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da polimerizira tijekom dvadesetak minuta. Zatim, kalup s gelom premjestila sam u kadicu za
elektroforezu ,,Wide Mini-Sub® Cell GT (Bio-Rad, SAD)* i prelila kadicu do vrha s TBE puferom.
U jazice gela nanijela sam po 5 pL PCR-produkta pomijesanog s 1 puL obojenog pufera za
nanoSenje laganim uvlacenjem 1 ispustanjem cijelog sadrzaja na parafilmu, a u prvu jaZicu gela
nanijela sam 8§ pL 1kb molekularnog markera pomijeSanog s 1 pL obojenog pufera, radi kontrole
duljine amplikona. Elektroforeza se provodila 20 min pri konstantnom naponu od 150 V
(,,Powerpac 300, Bio-Rad, SAD).

Dobivene rezultate promatrala sam na UV-transiluminatoru, fotografirala i dokumentirala
sustavom za dokumentaciju DigiGenius (Syngen, Ltd., UK) te obradila programom GIMP 2 (The
GIMP Development Team, 2019. GIMP, https://www.gimp.org) za obradu fotografija.

Slika 3. Elektroforeza u 1 %-tnom agaroznom gelu
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3.2.3. lzolacija plazmidne DNA

Za odredivanje lokacije gena blatem PCR metodom izolirala sam i umnozila i genomsku i
plazmidnu DNA kako bih otkrila koja DNA nosi odgovornost mehanizma rezistencije na

antibiotike izolata bakterija Burkholderia cepacia kompleksa.

Izolaciju plazmidne DNA radila sam koriste¢i PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA, SAD) dok sam kao kalup za genomsku DNA Koristila
bakterijsku suspenziju inkubiranu na 98 °C, kako je prethodno opisano. lzolacijom plazmida
Miniprep-metodom moze se izolirati visoko kvalitetna plazmidna DNA (i do 30 pg), a sam
postupak traje 30-45 minuta. U ovom dijelu koristila sam postupak izolacije plazmidne DNA
centrifugiranjem. Prvotno sam 2,5 plL svih osam uzoraka (ukljucujué¢i i vodu) podvrgnula
centrifugiranju 10 minuta na 6000 rpm (rotacija/okretaja po minuti) kako bi se stanice istalozile,
potom sam uklonila supernatant. Dodala sam zatim 250 pL pufera s RNAzom A za resuspenziju i
resuspendirala talog dok ne postane homogen nakon ¢ega sam dodala 250 pL pufera za lizu stanica
i promijesala sadrzaj okretanjem epice vise puta polako za 180°. Inkubirala sam uzorke na sobnoj
temperature pet minuta, a potom dodala 350 pL taloZznog pufera i ponovno okretala epice do
homogenizacije. Dobiveni sadrzaj centrifugirala sam 10 minuta na 12 000 rpm a dobiveni
supernatant sam prebacila u nove epice. Dobivenom supernatantu dodala sam 500 pL pufera za
ispiranje s etanolom i inkubirala uzorke jednu minutu na sobnoj temperature te centrifugirala
uzorke jednu minutu na 12 000 rpm. Zatim sam odlila supernatant i potom dodala 700 pL pufera
za ispiranje s etanolom, ponovno centrifugirala jednu minutu na 12 000 rpm potom bacila
supernatant. Talogu sam dodala 75 uL TE pufera i inkubirala uzorke jednu minutu na sobnoj
temperaturi. Centrifugirala sam uzorke dvije minute na 12 000 rpm i pohranila uzorke s

procis¢enom plazmidnom DNA na —20 °C.

3.2.3.1. Umnazanje gena blatem

Umnazanje fragmenta gena blatem ponavljala sam u viSe navrata koriste¢i razli¢ite pocetnice i

DNA polimerazu kako bih dobila $to referentnije rezultate.

Uvjeti PCR-a prema Arlet i sur. (1995) bili su: po¢etna denaturacija pri 94 °C, 1 minuta (4 minute

za prvi ciklus), temperatura prijanjanja pocetnica na kalup pri 55 °C, 1 minuta, sinteza
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komplementarnih lanaca DNA produljivanje pri 72 °C, 1 minuta te zavr$no produljivanje lanaca

pri 72 °C, 7 minuta.

Tablica 8. Reakcijska smjesa po uzorku za lan¢anu reakciju polimeraze koriStena za umnazanje

fragmenata gena blaTem

Reagens Volumen za PCR / pLL

Sterilna dH20 9,5

Mati¢na smjesa 2x (0,4 mM
dATP; 0,4 mM dGTP; 0,4

) 12,5
mM dCTP; 0,4 MM dTTP i 3
mM MgCl.)
Kalup 1
OT3 (5 uM) 1
OT4 (5 uM) 1

3.2.4. Sekvenciranje i analiza nukleotidnih slijedova

Svi fragmenti gena za 16S rRNA umnozeni lan¢anom reakcijom polimerazom, sedam
konstitutivnih MLST-gena te gena blatem poslani su na odredivanje primarne strukture DNA u
komercijalni servis Genewiz (Leipzig, Republika Njemacka) ¢ime sam dobila neobradene

sekvence koje sam potom uredila.

3.24.1.  Uredivanje nukleotidnih slijedova dobivenih sekvenciranjem

Za uredivanje 1 sastavljanje sekvenci koristila sam racunalni program Geneious Prime 2021

(https://www.geneious.com). Za svaki fragment sekvencirana su oba lanca te je stoga potrebno od

dvije sekvence sastaviti konsenzus sekvencu. U program sam unijela i oznacila dobivene sekvence

18


https://www.geneious.com/

i referentnu sekvencu te odabrala opciju Map to reference kako bi se sekvence poslozile. Zatim
sam sekvence po potrebi ru¢no uredila i kopirala u program Microsoft Word kako bih napravila

dokument sa sekvencama u format FASTA.

U analizi gena za 16S rRNA i blatem gena Koristila sam i on-line alat Nucleotide BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) u svrhu pretrazivanja i

odabiranja srodnih sekvenci koje ¢e biti koriStene za filogenetske analize.

3.2.4.2.  Filogenetska analiza

Uredene nukleotidne sekvence treba sravniti kako bi se omogucéilo pronalazenje mutacija unutar
sekvenci i pripremio set podataka za daljnje filogenetske analize gena za 16S rRNA. Za sravnivanje
sekvenci koristila sam program ClustalX (Larkin i sur. 2007). Dokument.nex sam u programu
MEGA X (Kumar i sur. 2018) pretvorila u format MEGA (document.meg). Filogenetske
analize.napravila sam koristenjem metode susjednog sparivanja (Neighbor-joining), modela No. of

differences te statisticke metode Bootstrap s 500 ponavljanja.

3.2.4.3. Multigenska analiza (Multilocus sequence typing; MLST)

Nakon sekvenciranja i1 uredivanja sekvenci sedam gena svih odabranih izolata, za multigensku
analizu (MLST) koristila sam on-line bazu PubMLST

(https://pubmlst.org/organisms/burkholderia-cepacia-complex) koja je sluzbena baza s podacima o

svim do sada poznatim i tipiziranim izolatima.

Sekvencu svakog pojedninog gena iz FASTA formata kopirala sam i u bazi odabrala opciju Query
a sequence — Single sequence — ime gena (primjerice atpD) nakon ¢ega sam dobila podatak o
najslicnijem ili ve¢ poznatom alelu traZenog gena, odnosno genotipa s pridruzenim brojem i
oznakom. U slucaju pronalaska novog i do sada nepoznatog alela (genotipa), administrator baze
nakon provjere poslanih rezultata sekvenciranja odobrava novi alel (genotip) 1 pridruzuje mu broj.
Za odredivanje kombinacije alela (genotipova) koji ¢ine profil ST (sequence type, ST) odabrala
sam opciju Search for allelic profiles — By MLST allelic profile gdje sam upisala dobivene alele i
kao rezultat dobila konac¢ni profil ST. Referentne sam sekvence pronasla u navedenoj bazi pod

opcijom Typing — Find alleles — By locus.
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4. REZULTATI

4.1. Molekularna identifikacija analizom fragmenta gena za 16S rRNA

Prikupljenih sedam okolis$nih i jedan klinicki izolat prethodno su identificirani koriStenjem metode
MALDI-TOF MS (Microflex LT maseni spektrometar i MALDI Biotyper 3.0 softver, Bruker
Daltonics, Njemacka) kao potencijalni pripadnici Burkholderia spp. (Hrenovi¢ i sur. 2021).
MALDI-TOF MS bio je koristan u identifikaciji navedenih izolata, no metoda molekularne

identifikacije omogucuje precizniju identifikaciju i analizu prikupljenih sojeva.

4.1.2. UmnaZanje fragmenta gena za 16S rRNA

1z svih uzoraka uspjesno sam umnozila fragment gena za 16S rRNA veli¢ine 1400 pb metodom

PCR koriStenjem univerzalnog para pocetnica P1/P2, a reprezentativni prikaz nalazi se na slici 4.

1500 pb
1000 pb

500 pb

Slika 4. Reprezentativni prikaz rezultata elektroforeze umnozene regije bakterijskog gena 16S
rRNA koristenjem P1/P2 pocetnica. Oznakom M oznacen je 1 kb molekularni marker, 0znakama
11 2 oznaceni su fragmenti gena uzoraka (2/2 i 5964) za 16S rRNA, a oznakom W oznacena je

negativna kontrola, voda.
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4.1.3. Filogenetska analiza gena za 16S rRNA

Filogenetska analiza fragmenata gena za 16S rRNA iz osam uzoraka bakterija Burkholderia
cepacia kompleksa analiziranih u ovom radu pokazala je grupiranje u Cetiri razli¢ite filogenetske
grane s referentnim sekvencama iz baze GenBank (Slika 5). Za tri uzorka utvrdila sam da pripadaju
vrsti B. cenocepacia pri ¢emu postoji varijabilnost unutar vrste te je klini¢ki uzorak 5964 pokazao
identi¢nu sekvencu kao 1 klinicki izolat iz pacijenta u Kanadi (pristupni broj CP019678), dok su se
sekvence okolisnih uzoraka 9/5 i 9/6 izoliranih iz potoka i vode rijeke Krapine kod Zaboka
grupirale sa sekvencom uzorka iz korjena kukuruza, takoder iz Kanade. Za uzorke izolata 2/2, 4/4

i 1/7 potvrdila sam pripadnost vrsti B. ambifaria dok uzorci 2/3 i 2/4 pripadaju vrsti B. multivorans.

2/2
*| Burkholderia ambifaria KF475832
92
4/4
17
]
Burkholderia cenocepacia CP017238
9/6
9/5

5964

Burkholderia cenocepacia CP019678

2/3

— 2/4

100

Burkholderia multivorans CP050894

Pseudomonas aeruginosa CP034908

Slika 5. Ukorijenjeno filogenetsko stablo napravljeno na temelju nukleotidnih sljedova gena za
16S rRNA. Sekvenca gena za 16S rRNA vrste Pseudomonas aeruginosa koristena je za
ukorjenjivanje stabla. Pristupni brojevi iz baze GenBank nalaze se pored oznake sekvenca
referentnih sojeva. Brojevi pored ¢vorova grana oznacavaju podrzanost grananja u postocima.
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Molekularnom identifikacijom potvrdila sam prisutnost sojeva bakterija Burkholderia cepacia

kompleksa i odredila o kojim se vrstama radi. Identificirane vrste navedene su u Tablici 9.

Tablica 9. Identifikacija izolata Burkholderia cepacia kompleksa pomocu servisa MALDI-TOF
MS te 16S rRNA amplifikacije

Izolat MALDI-TOF MS vrsta 16S rRNA vrsta
2/3 B. multivorans B. multivorans
2/4 B. multivorans B. multivorans
9/5 B. cenocepacia B. cenocepacia
9/6 B. cepacia B. cenocepacia
1/7 B. ambifaria B. ambifaria
212 B. ambifaria B. ambifaria
4/4 B. ambifaria B. ambifaria

5964* B. cenocepacia B. cenocepacia

*klinicki izolat

Razlika se ocituje u identifikaciji uzorka 9/6 kojeg je MALDI-TOF MS identificirao kao vrstu B.

cepacia, dok sam molekularnom identifikacijom utvrdila da se radi o vrsti B. cenocepacia.

4.2. Analiza fragmenata MLST gena

4.2.1. Analiza umnoZenih fragmenata gena elektroforezom

Fragmente gena lepA, atpD, gyrB, gltB, phaC, recA i trpB svih uzoraka uspje$no sam umnozila
metodom PCR koristeé¢i pocetnice navedene u poglavlju 3.1.4. u Tablici 3. Reprezentativni prikazi

nalaze se na slikama 6 — 12.
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Slika 6. Reprezentativni prikaz rezultata elektroforeze na gelu agaroze bakterijskog gena lepA
metodom PCR-a. Oznakom M oznacen je marker. Oznakama 1-7 oznaceni su uzorci 2/3, 2/4,

9/5, 9/6, 1/7, 4/4 15964, a oznakom W oznacena je negativna kontrola, voda.

Slika 7. Reprezentativni prikaz rezultata elektroforeze na gelu agaroze bakterijskog gena atpD
metodom PCR-a. Oznakom M oznacen je marker. Oznakama 1-6 oznaceni su uzorci 2/3, 2/4,

9/6, 1/7, 4/4 1 5964, a oznakom W oznacena je negativna kontrola, voda.
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Slika 8. Reprezentativni prikaz rezultata elektroforeze na gelu agaroze bakterijskog gena gyrB
metodom PCR-a. Oznakom M oznacen je marker. Oznakama 1-7 oznaceni su uzorci 2/3, 2/4,

9/5, 9/6, 1/7, 4/4 1 5964, a oznakom W oznacena je negativna kontrola, voda.

Slika 9. Reprezentativni prikaz rezultata elektroforeze na gelu agaroze bakterijskog gena gltB
metodom PCR-a. Oznakom M oznacen je marker. Oznakama 1-7 oznaceni su uzorci 2/3, 2/4,

9/5, 9/6, 1/7, 4/4 1 5964, a oznakom W oznacena je negativna kontrola, voda.
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Slika 10. Reprezentativni prikaz rezultata elektroforeze na gelu agaroze bakterijskog gena phaC
metodom PCR-a. Oznakom M oznacen je marker. Oznakama 1-6 oznaceni su uzorci 2/3, 2/4,

9/5, 9/6, 1/7 i 4/4, a oznakom W oznacena je negativna kontrola, voda.

Slika 11. Reprezentativni prikaz rezultata elektroforeze na gelu agaroze bakterijskog gena recA
metodom PCR-a. Oznakom M oznacen je marker. Oznakama 1-6 oznaceni su uzorci 2/3, 2/4,

9/5, 9/6, 1/7 i 4/4, a oznakom W oznacena je negativna kontrola, voda.
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Slika 12. Reprezentativni prikaz rezultata elektroforeze na gelu agaroze bakterijskog gena trpB
metodom PCR-a. Oznakom M oznacen je marker. Oznakama 1-5 oznaceni su uzorci 9/5, 9/6,

1/7, 4/4 15964, a oznakom W oznacena je negativna kontrola, voda.

4.2.2. Rezultati multigenske tipizacije

Nakon sekvenciranja i uredivanja sekvenci, metodom multigenske tipizacije za sve uzorke odredila
sam tipove alela, odnosno genotipove, a nakon toga i profile ST (eng. sequence type; ST) koji se
dobivaju kombinacijom svih sedam alela okarakteriziranih izolata prema protokolu opisanom u

poglavlju 3.2.1.2.

Provedena metoda pokazala je da oba izolata bakterije B. multivorans (2/3 i 2/4) pripadaju profilu
ST19, dva izolata bakterije B. ambifaria (1/7 i 4/4) pokazuju profil ST927, dok je kod izolata iste
vrste (2/2) uocena pojava novih alela za gene gyrB i gltB, pa je identificiran novi profil ST1877.
Nadalje, kod sva tri izolata vrste B. cenocepacia otkriveni su novi genotipovi: izolati 9/5 i 9/6
pokazali su prisutnost novog alela za gen gyrB stoga su okarakterizirani novim genotipovima
ST1878 i ST1879, dok je jedini klini¢ki izolat analiziran u ovom radu takoder okarakteriziran

novim genotipom ST1876 (Tablica 10).
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gyrB 1209 454 Ouery

species: Other BCC [n=2]

Slika 13. Reprezentativni prikaz rezultata pretrazivanja baze PubMLST za novi alel gena gyrB

dobiven multigenskom tipizacijom kod dva izolata bakterije B. cenocepacia

Izolat

2/3

2/4

9/5

9/6

1/7

212

4/4

5964***

*pbrojevi navedeni uz genske lokuse predstavljaju identifikacijski broj pojedinog alela

**projevi navedeni uz profil ST (sequence type, ST) predstavljaju identifikacijski broj

dobiven kombinacijom svih alela

Vrsta

B. multivorans
B. multivorans
B. cenocepacia
B. cenocepacia
B. ambifaria
B. ambifaria
B. ambifaria

B. cenocepacia

***Kklinic¢ki izolat

lepA

7

7

113

113

130

51

130

11

Genski lokusi*

12 118 6
12 118 6
106 1209 130
106 1209 130
36 151 418
39 1210 835
36 151 418
130 489 11

atpD gyrB gltB phaC

100

100

111

144

114

608

114

6

recA

9

9

59

59

84

707

84

143

Tablica 10. Rezultati multigenske tipizacije identificiranih izolata

trpB  ST**
6 19
6 19

114 1878

114 1879
26 927
49 1877
26 927
79 1876
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4.3. Analiza fragmenata gena blaTtem
Kako bih pokazala moguénost mehanizma rezistencije ovih izolata putem prisustva gena koji

kodiraju f-laktamaze, provela sam analizu gena blarem i iz genomske i iz plazmidne DNA.

M 1 20 87 47 S50 A OV

L)

\.‘
e

e

- .

Slika 14. Reprezentativni prikaz rezultata elektroforeze fragmenata gena blatem umnozenih iz
izolirane plazmidne DNA. Oznakom M oznacen je marker. Oznakama 1-8 oznaceni su uzorci
2/3, 214, 9/5, 9/6, 1/7, 2/2, 4/4 1 5964. Oznakom W oznacena je negativna kontrola, voda.

Fragmente gena blatem uspjes$no sam amplificirala kod svih izolata bakterija Burkholderia cepacia
kompleksa i iz genomske DNA kao i iz izolirane plazmidne DNA (Slika 14), no amplificirani
fragment pojavljivao se i kod negativne kontrole (voda) i nakon promjene DNA polimeraze i uvjeta

reakcije.

Sekvenciranjem fragmenata gena blarem i pretrazivanjem baze s ve¢ karakteriziranim sekvencama,
identificirala sam prisutnost gena blatem-2 kod dvaju okoli$nih izolata (2/4 i 2/2), blatem-1 kod
jednog izolata (1/7), dok je gen blarem-13s utvrden samo kod jedinog klinickog izolata (5964)
(Tablica 11).

Sve identificirane sekvence pokazale su 100 %-tno podudaranje sa sekvencama gena identificiranih
u bakterijama BCC kompleksa kao i kod nekih drugih bakterija, primjerice bakterije Kleibsella

pneumonia, Neisseria gonorrhoeae i Pseudomonas aeruginosa.
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Prisustvo gena blatem-116 utvrdeno je kod Cetiri izolata (2/3, 9/5, 9/6 i 4/4) kao i u fragmentu
sekvenciranom iz negativne kontrole (voda). Ove sekvence pokazale su 100 % identiteta s vec
poznatim sekvencama u bazi podataka NCBI koje su porijeklom iz bakterijskih izolata, no ve¢inom
su identificirane iz plazmidnih vektora koji se koriste u molekularnoj biologiji i genetiCkom

inZenjerstvu.

Tablica 11. Prisutnost pojedinih blatem gena kod izolata Burkholderia cepacia kompleksa

Izolat Vrsta ST* blaTem
2/3 B. multivorans 19 116***
2/4 B. multivorans 19 2
9/5 B. cenocepacia 1878 116***
9/6 B. cenocepacia 1879 116***
17 B. ambifaria 927 1
2/2 B. ambifaria 1877 2
4/4 B. ambifaria 927 116***

5964** B. cenocepacia 1876 135

*profil ST (sequence type, ST)
**KklinicKi izolat

***moguca kontaminacija
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5. RASPRAVA

Bakterije Burkholderia cepacia kompleksa prisutne su u okoli$u, ali i kao patogeni u ljudskom
organizmu. Budu¢i da bakterije ovog kompleksa nisu dio ljudskog mikrobioma, smatra se da je
okoli§ prirodni izvor zaraze ovih patogena. Unato¢ tome, klinicki relevantni sojevi bakterija
Burkholderia cepacia kompleksa mogu dospjeti u okoli§ neprimjerenim ispustanjem ljudskog i
zivotinjskog, krutog ili tekuceg otpada $to rezultira porastom brojnosti patogenih sojeva u

prirodnom okoliSu i infekcija koje ovi patogeni mogu uzrokovati (Hrenovi¢ i sur. 2021).

Sposobnost metaboli¢kih promjena i biokemijskog profila bakterija ovog kompleksa otezava
njihovo fenotipsko razlikovanje, no to nije jedini problemi koji se javlja pri identifikaciji ovih usko

povezanih bakterijskih vrsta (Mahenthiralingam i sur. 2008).

Molekularne dijagnosticke probe temeljene na PCR-u omogucéuju brzu i visoko pouzdanu
identifikaciju mikroba (Mahenthiralingam i sur. 2000), dok se upotrebom drugih metoda Cesto
dobivaju dvojaki rezultati, stoga je metoda molekularne identifikacije iznimno vazna kod bakterija

Burkholderia cepacia kompleksa.

Molekularna analiza provedena u ovom radu dodatno je potvrdila da je rijec o geneticki iznimno

raznolikim vrstama koje je fenotipski teSko razlikovati.

Rezultati molekularne identifikacije i multigenske tipizacije pokazali su da dva izolata vrste
Burkholderia multivorans prikupljeni na ilegalnom odlagalistu otpada pripadaju profilu ST19. U
PubMLST bazi podataka ovaj je genotip opisan samo kao klini¢ki, pronaden kod pacijenata
oboljelih od cisti¢ne fibroze, ali 1 kod pacijenata kojima nije dijagnosticirana CF. Iz toga se moze
zakljuciti da postoji mogucénost da su ovi izolati B. multivorans u tlo na odlagalistu otpada gdje su

pronadeni dospjeli iz krutog ljudskog otpada nepoznatog podrijetla.

Dvama izolatima vrste Burkholderia ambifaria pronadenima na poljoprivrednom tlu tretiranom
svinjskim gnojem ili gnojem peradi pripisan je profil ST927, dok je analiza treceg izolata ove vrste
pronadenog na poljoprivrednom tlu oplemenjeno svinjskim gnojem, rezultirala otkri¢em novog
profila, ST1877. U PUbMLST bazi zabiljezena su samo dva slucaja genotipa ST927: jedan klinicki
izolat pacijenta koji ne boluje od CF u Belgiji te jedan okoli$ni izolat iz rizosfere kukuruza u Italiji.
Prema tim podacima, smatra se da je B. ambifaria prisutna prirodno u tlu ili je tamo dospjela iz

svinjskog gnojiva ili gnojiva peradi, no ova nagadanja potrebno je bolje istraziti. Vazno je naglasiti
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da B. ambifaria pronadena u oplemenjenom tlu predstavlja opasnost za ljude koji dodu u kontakt s
takvim tlom zbog njene utvrdene rezistencije na veéinu terapijski koristenih antibiotika (Hrenovi¢

i sur. 2021).

Nadalje, kod sva tri izolata vrste Burkholderia cenocepacia, od ¢ega su dva okoli$na pronadena u
talogu potoka i vodi iz rijeke Krapine, te jedan klinicki izolat uzet iz brisa rane, identificirani su
novi genotipovi. Visoka razina detekcije novih genotipova predstavlja zabrinjavajuéa otkrica o
Sirenju i varijabilnosti bakterija B. cepacia kompleksa, kao i nedostatak istrazivanja ovih bakterija
u Hrvatskoj, kako okoli$nih, tako i klini¢kih sojeva. Zanimljivo je da nijedan izolat vrste B.
cenocepacia analiziranih u ovom radu ne pripada genotipu ST856, koji je prema Vasiljevi¢ i sur.
(2016) prevladavaju¢i soj u susjednoj Srbiji $to upucuje na cirkulaciju drugacijih sojeva u

Hrvatskoj za razliku na ostatak balkanske regije.

Prisutstvo pojedine bakterijske vrste Burkholderia cepacia kompleksa i njezin genotip mogu biti
povezani s mjestom pronalaska pojedinog izolata. Tako B. multivorans obitava u tlu na odlagalistu
otpada, B. ambifaria u poljoprivrednom tlu, dok je B. cenocepacia vezana uz vodena stanista

(sediment potoka i voda iz rijeke) i poznata kao klini¢ki primjerak.

Unato¢ tome, svaki izolat pokazao je zasebnu sliku u osjetljivosti/rezistenciji na antibiotike i

prisutnosti gena blatem iz ¢ega proizlaze i mehanizmi rezistencije.

Prema Hrenovi¢ i sur. (2021) izolati s blatem genima koji kodiraju za enzime f3-laktamaze pokazali
su odredenu osjetljivost ili rezistenciju na ceftazidime i1 cefepime. Testirana je osjetljivost na
ceftazidime, cefepim, imipenem, meropenem, minociklin, trimetoprim/sulfametaksazol i
kloramfenikol. Svi izolati pokazali su neosjetljivost na imipenem S§to ukazuje na intrinzi¢nu
rezistenciju ovih bakterija. Neosjetljivost klinickog izolata na ceftazidim, cefepim, meropenem i
minociklin pronadena je u ve¢oj mjeri 1 kod okoli$nih izolata, stoga prema Hrenovi€ i sur. (2021)
uocena visoka neosjetljivost na antibiotike ovih izolata sugerira na znacajnu rasprostranjenost
klinickih sojeva pronadenih u okolisu. Jedino izolati 2/4 i 4/4 pokazali su pozitivan test na
produkciju B-laktamaza proSirenog spektra (ESBL) od ¢ega je izolat 2/4 pokazao pozitivan test i

na produkciju karbapenemaza (Hrenovi¢ i sur. 2021).

Maravi¢ i sur. (2012) smatraju da visestruka rezistencija bakterija Burkholderia cepacia kompleksa

proizlazi iz izvanredne prilagodljivosti ovih bakterija na pritisak izazvan antibioticima za §to je
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zasluzna slabo propusna vanjska membrana i konstitutivna ekspresija ispusnih pumpi za Sirok

spektar supstrata te prirodno prisutne p-laktamaze klase A.

Kod bakterija Burkholderia cepacia kompleksa utvrdena je raznolikost blatem gena koji kodiraju
za enzime B-laktamaze Sirokog spektra (TEM-1,2) ili prosirenog spektra (TEM-135). Uocena
prisutnost TEM-116 B-laktamaze nije znacajka vrsta Burkholderia cepacia kompleksa (Maravi¢ i
sur. 2012) budu¢i da je najvjerojatnije rezultat kontaminacije DNA-polimerazom o ¢emu veé
postoje zabiljezeni slucajevi (Koncan i sur. 2007). Svi uoceni blarem geni kod istrazenih izolata

porijeklom su iz plazmida, $to je prema do sada poznatim mehanizmima i naj¢es¢i slucaj.

Kod bakterija viSestruko otpornih na antibiotike postavljaju se pitanja o ucinkovitim
mehanizmima rezistencije od kojih je otkriven sustav ispusnih pumpi koji je odgovoran za
eliminaciju antibiotika i drugih stranih tvari, a osim toga i vanjska membrana koja usporava

difuziju B-laktama i vezanje za penicilin-vezujuéi protein.

Mogu¢i mehanizmi rezistencije nisu dovoljno istraZeni, a stopa visestruko otpornih izolata BCC
bakterija u okolisu rapidno raste. Iz tog razloga, potrebna su daljnja detaljna istrazivanja o genima
koji kodiraju za P-laktamaze proSirenog spektra, kao i o ostalim mogu¢im mehanizmima
rezistencije, kako bi se dobila §ira i potpunija slika o rezistenciji na antibiotike ovih oportunistickih

organizama.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata, izvedeni su sljedeci zakljudci:

1. Svih sedam izolata pronadenih u okoliSu i jedan klini¢ki izolat uspjesno su identificirani kao

vrste Burkholderia cepacia kompleksa molekularnom analizom gena za 16S rRNA.

2. Filogenetska analiza bakterijskog gena za 16S rRNA potvrdila je rezultate molekularne

identifikacije i pripadnost analiziranih izolata vrstama Burkholderia cepacia kompleksa.

3. Metodom multigenske tipizacije uspjesno su dobiveni genotipovi izolata kombinacijom njihovih

sedam alela, od ¢ega su ukupno opisana Cetiri nova genotipa, odnosno profila ST.

4. Mehanizam rezistencije uzrokovan prisutnoséu blatem gena u plazmidu dokazan je kod ukupno

éetirl izolata.
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8. ZIVOTOPIS

Rodena sam 27. listopada 1997. u Zagrebu gdje sam zavrS$ila osnovnu $kolu i opéi smjer Gimnazije
Sesvete. Prirodoslovno-matematicki fakultet Sveucilista u Zagrebu upisala sam 2016. godine.
Tijekom studija sudjelovala sam u radionicama na manifestacijama “Otvoreni dani kemije” te “Dan
i no¢ na PMF-u”. Koautorica sam znanstvenog rada objavljenog u ¢asopisu International Journal

of Environmental Health Research.

38



