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SAZETAK

vvvvv

posebice u Zena. U identifikaciji mikroorganizama koji su njihovi uzro¢nici najcesce se koriste
klasicne medicinsko-mikrobioloske metode. One obuhvacaju postupke uzgoja
mikroorganizama, njihovu identifikaciju i testiranje osjetljivosti na antimikrobne lijekove.
Glavni nedostatak tih metoda jest vrijeme potrebno za sve navedene postupke, stoga se u
klini¢koj praksi najée$¢e zapolinje s antibiotskom terapijom Sirokoga spektra, a tek se
naknadno terapija mijenja u specifi¢nu antimikrobnu terapiju, ako je prema mikrobioloskoj
analizi indicirana. Upravo iz tih razloga kontinuirano se istrazuju mogucnosti brzih i
ucinkovitijih postupaka za odredivanje broja i vrste mikroorganizama te njihove osjetljivosti
na antibiotike, u slucaju bakterijskih infekcija. U ovom doktorskom radu istrazivane su
mogucnosti uporabe masene spektrometrije (MS) i sekvenciranja gena za 16S rRNA u svrhu
identifikacije bakterija iz mokrace. Za identifikaciju mikroorganizama izoliranih iz mokrace
pacijenata sa simptomima cistitisa, kao kontrola koristila se klasi¢na mikrobioloska
dijagnostika uzgoja na hranjivim podlogama nakon koje se na istim uzorcima provodila analiza
mikrobioma i metaproteoma. Analiza mikrobioma obuhvacala je identifikaciju gena za 16S
rRNA specifi¢ne za vrstu i genus, dok se analizom metaproteoma provedenoga na MALDI-
TOF MS/MS (engl. Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time Of Flight tandem Mass
Spectrometry) pokusala postici rezolucija na nivou soja. MALDI-TOF MS/MS je tandemna
masena spektroemetrija kod koje se ionizacija makromolekula postize laserskom desorpcijom
I ionizacijom pomognutom matricom (MALDI), a za identifikaciju makromolekula koristi se
analizator vremena leta (TOF). Uz pomo¢ spektrometrije masa generirani su karakteristi¢ni
spektri te potom i karakteristicni profili peptida (,,otisak prsta®) za mikroorganizme, Koji se
nalaze u mokraci. Pretpostavlja se da iako srodni mikroorganizmi mogu dijeliti pojedina¢no
iste proteine, svaki mikrorganizam ima vise od jedne kombinacije peptida koja ga jednoznac¢no
odreduje, $to vrijedi i u slucaju vrlo srodnih sojeva.

U svrhu ovog istrazivanja prikupljen je reprezentativan uzorak cija je razdioba
uzro¢nika IMS-a uzoraka s >10° CFU/ml slijedila prethodno objavljene literaturne podatke.
Postotak sterilnih urinokultura (UK) bio je znafajno nizi od literaturnih podataka, $to
pripisujemo profilu pacijenata tercijarne zdravstvene zastite. Proces identifikacije
mikroorganizama iz uzorka nativne mokra¢e, MALDI-TOF metodom, znacajno je ovisio o

predanalitickim 1 analitickim procesima poput uvjeta skladiStenja uzoraka, te optimizaciji



postupaka liziranja bakterija, izolacije bakterijske biomase, kao i procis¢avanja, frakcioniranja
i digestiji izoliranih proteina.

Metaproteomska identifikacija uropatogena znacajno se razlikovala od identifikacije na

klini¢ki dostupnim uredajima poput Biotyper-a i Vitek-a, koji koriste iskljucivo ,,otisak prsta“
pojedinoga uzro¢nika pohranjenih u spektralnim bazama podataka. Za razliku od takvoga
pristupa u ovom istrazivanju koristeni su podaci o peptidima iz MS/MS obrade spektara, koji
su prikupljeni pretrazivanjem Mascot preoteinske baze podataka, na temelju kategorizacije
uropatogenih rodova koja je nastala tijekom izrade ovoga doktorskog rada.
Ovakva, izravna proteomska identifikacija koja stvara poveznicu s identificiranim
monobakterijskim uzro¢nikom metodom standardne urinokulture (SUK-a), pruzila je
pouzdanu identifikaciju za rod Klebsiella (3 uzorka), Proteus (4 uzorka), Enterococcus (2
uzorka), Enterobacter (1 uzorak) i Citrobacter (1 uzorak). Sveukupno, 87 % uzoraka kod kojih
je pomoc¢u SUK-a identificirana monobakterijska infekcija, analizirano je ovim jednostavnim
proteomskim pristupom i svi su pokazali dobru korelaciju s objavljenim rezultatima. Usprkos
obecavaju¢im rezultatima, identifikacija uropatogena pomo¢u MALDI-TOF/TOF platforme
tijekom istrazivanja pokazala je i neke slabosti. MALDI-TOF MS identifikacija polimikrobnih
kultura, izravno iz uzoraka mokrace nije dala pouzdane/podudarne rezultate u komparaciji sa
SUK-om. Kako bi se procijenio pravi razmjer poklapanja SUK-a i metaproteomske metode
bazirane na MS-u, u rad je uvedena i treca metoda bazirana na genomici. Sekvenciranjem gena
za 16S rRNA postize se taksonomska kategorizacija uropatogena do razine roda (44 %) i
porodice (56 %), dok identifikacija na razini vrsta uglavnom nije postignuta. Usporedba
rezultata SUK-a i ove metode bila je podudarna u 89 % uzoraka. Uoceno je da genomska
analiza 16S rRNA nije bila informativna na razini roda i/ili vrste za porodicu
Enterobacteriaceae, $to joj je i glavna slabost. Nadalje, pra¢enjem urinarne mikrobiote
pacijenata sa simptomima cistitisa te longitudinalnim pra¢enjem dinamike mokraéne
mikrobiote za vrijeme primjene antibiotske terapije propisane prema analizi osjetljivosti,
ispitan je utjecaj uobicajeno propisane terapije na dinamiku mokra¢ne mikrobiote. Zaklju¢eno
je da su simptomi cistitisa uvelike povezani s disbiozom mikrobiote urinarnoga trakta. Uz
znacajno 1 o¢ekivano povecanje uropatogena koji uzrokuju uroinfekciju, zapazeno je i znac¢ajno
smanjenje potencijalno korisnih bakterijskih rodova.

Odjeljak bakterija Actinobacteria potencijalno ukljucuje nekoliko vrlo korisnih
predstavnika zdrave urinarne mikrobiote. Pra¢enjem mikrobioma pacijentice pod

antimikrobnom terapijom opazene su brze i dinami¢ne promjene sastava urinarne mikrobiote



koje naglasavaju potrebu revidiranja trenutnih smjernica u pogledu vremenskoga trajanja

primjene antibiotske terapije.

Kljuéne rijeci: standardna urinokultura (SUK), identifikacija mikroorganizama, MALDI-TOF,
MS/MS, profil peptida (otisak prsta), sekvenciranje gena za 16S rRNA



SUMMARY

Background: Urinary tract infections are one of the most common bacterial infections,
especially in women. Classic medical-microbiological methods are most commonly used in
identification of microorganisms. They include the methods of cultivation of microorganisms,
their identification and antimicrobial susceptibility testing. The main disadvantage of these
methods is time required for all aforementioned procedures. Therefore, the usual clinical
practice is to start wide spectrum antibiotic therapy, and then subsequently deescalate into
specific antimicrobial therapy. Time and cost-effectivness are the main incentives to
continuously explore new, faster and more sensitive and specific procedures for evaluation of
number and types of microorganisms and their susceptibility to antibiotics, if it is a bacterial
infection. The dissertation explores and evaluates the possible uses of Mass Spectrometry (MS)
and 16S ribosomal RNA (16S rRNA) gene sequencing for clinical purposes, in particular for
the purposes of identification of microorganisms from urine. Genome and proteome analyses
are used for identification of microorganisms from the patients‘ urine. Genome analysis
includes the identification of 16S rRNA genes specific for the type and strain. Proteome
analysis is carried out by MALDI-TOF MS, the MS in which the ionization of macromolecules
is achieved by a Matrix-Assisted Laser Desorption lonization (MALDI), and the Time Of
Flight (TOF) is used for the identification of macromolecules. Mass spectrometry generates
typical spectra and profiles of peptides (,,fingerprint) for each microorganism. Each species
of microorganism have more than one combination of peptides by which it is unambiguously
defined. Even in the case of closely related strains, which share most of the peptides, there are
unique combinations of peptides for a particular microorganism. Specifically developed
computer program and algorithm are used for the analysis of spectra and the profiles of
peptides. These specific program and algorithm find and compare unique combinations of
peptides with those of microorganisms from an adequate and accessible database.

Aim: The main goal of the study was to design and test the MS method for a rapid and reliable
identification of uropatogens which are present in concentration of >10° CFU/ml in urine
samples, proven by Standard Urine ulture method (SUC) method, and to compare it with the
results of genomic analysis of urine microorganisms. Also, the aim of this study was to monitor
changes in the composition of the urinary microbiota caused by cystitis and the dynamics of

their change due to antibiotic therapy.



Participants and methods: As a part of the entire study, 444 samples were collected, of which
40 cultures and 404 urine samples arrived at the Department of Clinical Microbiology and
Hospital Infection, University Hospital Dubrava, Zagreb, Croatia with a referral for urine
culture. The sample was representative, which mean that distribution of the causative agent of
UTI in samples with >10° CFU/mI followed previously published literature data. The
percentage of sterile urine culture was significantly lower than the reference data, which we
attribute to the profile of tertiary patients.

Results: The process of identification of microorganisms from a native urine sample, MALDI-
TOF method, significantly depended on pre-analytical and analytical processes such as sample
storage conditions, and optimization of bacterial lysis, bacterial biomass isolation, and
purification, fractionation and digestion of isolated proteins. Metaproteomic identification of
uropathogens differed significantly from identification on clinically available devices such as
Biotyper and Vitek, which use only the “fingerprint” of a single pathogen stored in spectral
databases. In contrast to this approach, data on peptides from MS/MS spectrum processing
were used in this study, which were collected by searching the Mascot protein database, based
on the categorization of uropathogenic genera that emerged during the preparation of this
doctoral thesis. This direct proteomic identification, compared to SUC results, provided
reliable identification for the genus Klebsiella (3 samples), Proteus (4 samples), Enterococcus
(2 samples), Enterobacter (1 sample) and Citrobacter (1 sample). Overall, 87 % of the samples
in which monobacterial infection was identified by SUC were analyzed by this simple
proteomic approach and all showed a good correlation with SUC results. Despite promising
results, the identification of uropathogens using the MALDI-TOF/TOF platform during the
study also showed some weaknesses. As previously reported by other authors, MALDI-TOF
MS identification of polymicrobial cultures, directly from urine samples did not give
reliable/matching results compared to SUC.

In order to estimate the true match ratio between SUC and the MS-based metaproteomic
method, a third, genomics-based method, was introduced. By sequencing the 16S rRNA gene,
it was achieved taxonomic categorization of uropathogens to the level of genus (44 %) and
family (56 %), while identification at the species level was generally not achieved. Comparison
of the results of the SUC and this method was consistent in 89 % of the samples. It was observed
that the genomic analysis of 16S rRNA was not informative at the genus and/or species level
for the family Enterobacteriaceae, which is its main weakness. Furthermore, by monitoring

the urinary microbiota of patients with symptoms of cystitis and longitudinal monitoring of the



dynamics of the urinary microbiota during the application of antibiotic therapy prescribed by
sensitivity analysis, we examined the impact of commonly prescribed therapy on the dynamics
of the urinary microbiota. We concluded that the symptoms of cystitis are largely related to
dysbiosis of the urinary tract microbiota. In addition to a significant and expected increase in
uropathogens that cause urinary tract infections, we also observed a significant decrease in
potentially beneficial bacterial genera.

Conclusions: Storage time and temperature significantly influenced the results of protein
isolation and the outcome of proteomic identification of uropathogens. Optimization of the
process of purification and isolation of proteins from urine samples is a key step in the
identification of uropathogens by the MALDI-TOF proteomic method. MALDI-TOF MS
bacterial protein identification accurately identifies monomicrobial cultures at the genus level,
whereas in polymicrobial cultures it still does not give reliable results. The standardization of
the mass spectrum reading process significantly facilitates the process of identification and
interpretation of the obtained results. Tandem MS monitors growing databases, which by
processing data through a wide range of bioinformatics tools represents a potential that could
enable polymicrobial identification in the future. Antibiotic therapy has a strong influence on
the dynamics of changes in the composition of the urinary microbiota, and the duration of
therapy is an extremely important therapeutic parameter as well as the initial choice of
antimicrobial drug. By monitoring the microbiome of a patient under antimicrobial therapy, we
observed rapid and dynamic changes in the composition of the urinary microbiota, which
emphasizes the need to revise the current guidelines regarding the duration of antibiotic

therapy.

Key words: standard urine culture, identification of microorganisms, MALDI-TOF, MS/MS,
peptide profile (fingerprint), 16S rRNA sequencing
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1. UvOoD

1.1. Infekcije mokraénoga sustava

-----

narocito u zena (1) te se ubrajaju u najcesca stanja koja zahtijevaju medicinsko lijeenje.
Navedene infekcije drugi su najces¢i uzrok propisivanja antimikrobnih lijekova u primarnoj
zdravstvenoj zastiti, Sto znacajno pridonosi razvoju antimikrobne rezistencije (2). Uobicajena
paradigma cistitisa do nedavno je bila bakterijska kontaminacija mokra¢nog mjehura. Projekt
Human Microbiome nije uklju¢ivao mikrobiom urinarnoga trakta jer se prije desetak godina
smatrao sterilnim u zdrave populacije. Medutim otkricem mikrobiote mokra¢noga mjehura
otvarena su vrata novim spoznajama i istrazivanjima (3). Danas se smatra da promjene u
ravnotezi zdrave mikrobiote mokra¢noga mjehura utjecu na razvoj urinarnih infekcija (4).
Infekcije mokra¢noga sustava pogadaju preko 250 milijuna ljudi Sirom svijeta svake godine
(5). Neadekvatan imunosni odgovor koji nije u mogucnosti sprijeciti prodor patogena prema
gornjem urinarnom traktu (ureteri, bubrezi) rezultira tezim infekcijama kao Sto su pijelonefritis
1 urosepsa. Odredena medicinska stanja, poput ozljeda ledne moZzdine 1 anatomske
nepravilnosti u gradi mokra¢noga sustava, mogu zahtijevati upotrebu urinarnoga katetera koji
omogucava praznjenje mjehura. Medutim, tada je kod kateteriziranih bolesnika rizik za
kolonizacijom bakterijama, a time i IMS mnogo veéi (6). Kod pacijenta Kkoji razviju
simptomatski IMS naj¢esce se, prema vaze¢im preporukama, ukljuuje antimikrobna terapija
(7). Ponekad su antimikrobne terapije neophodne, medutim, opetovani i dugotrajni tretmani
mogu rezultirati promjenom normalne mikrobiote rodnice, urinarnoga i gastrointestinalnoga
trakta te razvojem rezistentih mikroorganizama. Veéina antimikrobne terapije nije selektivna
te djelovanjem i na prirodnu mikrobiotu oslobada niSe koje mogu biti kolonizirane rezistentnim
uropatogenima. Danas, kad se upotreba antimikrobne terapije raci

onalizira, te se sve vi$e inzistira na njenoj opravdanoj uporabi zbog prevenciji razvoja
rezistentnih bakterijskih sojeva, postoji povecana potreba za prouCavanjem alternativnih

tretmana. Promjena paradigme polako mijenja i pristup u lijecenju uroinfekcija (6, 8, 9).
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1.1.1. Etiologija urinarnih infekcija

Na etiologiju IMS-a utjecaj ima zdravstveno stanje domacina o kojem ovisi nastanak
komplikacija same infekcije. IMS se dijele na simptomatske, asimptomatske, akutne (prve ili
pojedinacne), rekurentne, kroni¢ne, komplicirane i nekomplicirane (10, 11). Naj¢es¢e IMS su
bakterijske infekcije koje mogu zahvatiti donji dio (cistitis, prostatitis) ili gornji dio
(pijelonefritis, bubrezni apsces, perinefriticki apsces) mokraénoga sustava. RazluCivanje
kompliciranih od nekompliciranih IMS-a naj¢es¢e se temelji na prisutnosti strukturnih ili
funkcijskih abnormalnosti mokra¢noga sustava koje povecavaju rizik od neuspjeha lijecenja te
razvoja teskih komplikacija (10). Cimbenici koji poveéavaju taj rizik jesu strana tijela,
kamenci, opstrukcija, neurogeni mjehur, transplantacija bubrega, imunosupresija i trudnoca.
Takoder, nepovoljnim komorbiditetima smatraju se dijabetes, imunokompromitiranost, ozljede
ledne mozdine ili kateterizacija (10). Komplicirane IMS imaju znacajno razli¢itu etiologiju od
nekompliciranih IMS te mikroorganizmi koji rijetko uzrokuju bolest kod zdravih pacijenata
mogu izazvati znacajnu bolest kod domacina s anatomskim, metabolickim ili imunoloskim
bolestima u podlozi. Vecina se simptomatskih IMS-a pojavljuje u starijoj zenskoj populaciji
kod koje je najceSce identificiran uzro¢nik Escherichia coli. Medutim i gram-pozitivni
mikroorganizmi Cesti SU uzro¢nici urinarnih infekcija, dok se u tre¢ine infekcija osoba starije
dobi radi o polimikrobnim infekcijama (12).

Razli¢ite studije navode sli¢ne prevalencije uropatogena, medutim sve su suglasne da je
najc¢esc¢i uzro¢nik nekompliciranih kao i kompliciranih IMS-a uropatogena E. coli (UPEC) (¢ak
do 80 %), (13). Uz minimalne razlike u poretku uropatogena medu studijama, kod
nekompliciranih IMS-a, nakon UPEC-a po prevalenciji slijede Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus faecalis, beta hemoliti¢ki streptokok grupe B
(BHSB), Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus i Candida spp.
Kod kompliciranih IMS-a iza UPEC-a kao takoder naj¢e$¢eg uzrocnika slijede Enterococcus
spp., K. pneumoniae, Candida spp., S. aureus, P. mirabilis, P. aeruginosa i BHSB.

Prema radu Vojvodi¢ i Sebedak (14) prevalencija nekompliciranoga cistitisa u Hrvatskoj je
izmedu 2005. 1 2014. godine iznosila 38,2/1000 i 49,7/1000 svih urinarnih infekcija.
Profesorica Skerk i sur. (11) su kroz period od dva mjeseca u 2006. godini proveli studiju
diljem Hrvatske (20 uklju¢enih gradova) s ukupno 3188 epizoda IMS-a (802 muskaraca; 2386
zena). Najcesce IMS u zena bile su: akutni nekomplicirani cistitis (62 %), komplicirane IMS-

a kao sto su cistitis i pijelonefritis (14 %), uretritis (9 %), akutni nekomplicirani pijelonefritis
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(6 %), rekurentni cistitis (5 %), asimptomatska bakteriurija (3 %) i rekurentni pijelonefritis.
Najcesce IMS u muskaraca bile su komplicirane IMS kao cistitis i pijelonefritis (48 %), uretritis
(25 %), prostatitis (24 %) i asimptomatska bakteriurija (3 %). Etioloska dijagnoza postavljena
je u 999 (31 %) epizoda IMS-a prije zapocete antimikrobne terapije, dok su najcesce izolirani
uzrocnici bili E. coli (77 %), E. faecalis (9 %), P. mirabilis (5 %), Klebsiella spp. (3 %),
Streptococcus agalactiae (3 %) i Enterobacter spp. (1 %) (15).

Bakterijska etiologija obicno se moze utvrditi u vecini urinarnih infekcija pa su i najces¢i
bakterijski uzro¢nici dobro definirani u razli¢itim skupinama pacijenata, iako je koji puta

etiologija nejasna (16).

1.1.2. Patogeneza urinarnih infekcija

Specifi¢ni ¢imbenici virulencije uropatogenih mikroorganizama nalaze se na njihovoj
vanjskoj membrani te su odgovorni za bakterijsku otpornost na uobicajene obrambene
mehanizme domacina. Adhezivna svojstva bakterija ¢ine klju¢na svojstva u patogenezi
uroinfekcija, te se smatra da su adhezivnije bakterije i patogenije, dok one koje izazivaju
asimptomatsku bakteriuriju imaju znacajno slabija adhezivna svojstva (17). Kljuéni dogadaj
patogeneze svake urinarne infekcije je prijanjanje patogena (adheriranje). Obi¢no IMS
zapocinje s periuretralnom kontaminacijom uropatogenima iz crijeva, nakon cega slijedi
kolonizacija uretre i naknadna migracija patogena u mjehur uz pomo¢ dodatnih mehanizma
kao $to su flagele i pili. SloZena interakcija imunosnoga odgovora domacina i mehanizama
patogena uzro¢nika, u konacnici, odreduju hoce li uropatogeni biti uspjesni u kolonizaciji
mokraé¢noga mjehura ili ¢e biti eliminirani. Brojni bakterijski adhezini vezuju se na receptore
epitela mokra¢noga mjehura (uroepitela) i posreduju kolonizaciju. Uropatogeni poput UPEC-
a opstaju napadajuci epitel mokraénoga mjehura, sintetiziranjem toksina i proteaze kojima za
sebe oslobadaju hranjive tvari iz stanica domacina, te sintezom siderofora u svrhu osiguravanja
zeljeza (6).

Ucestalost IMS-a znac¢ajno se povecava tijekom adolescencije i kod mladih Zena, u
odnosu na ucestalost u djece. Osim toga, epidemioloske su studije pokazale da 15 % do 20 %
zena u dobi od 65-70 godina ima bakteriuriju, u usporedbi s 20 % do 50 % zena starijh od 80
godina. Unato¢ visokoj ucestalosti bakteriurije u Zena u postmenopauzi, vecina istraZzivanja
IMS-a provedena je u skupinama mladih zena kod kojih su najéesée utvrdeni rizi¢ni faktori
poput ucestalih vaginalnih odnosa, upotrebe spermicida, dijafragme ili kondoma, te prethodne
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anamneze IMS-a (18). Procjena incidencije urinarnih infekcija kod mladih muskaraca u istoj
dobi svodi se na manje od 5-8 infekcija na 10 000 muskaraca. Takoder, oko 10 % bolesnika s
kratkotrajnom kateterizacijom razvijaju IMS (19). IMS-a mogu biti uzrokovane i gram-
negativnim i gram-pozitivnim bakterijama, kao i nekim gljivama. Uropatogeni koji uzrokuju
nekomplicirane IMS, kao npr. UPEC, K. pneumoniae i S. saprophyticus, imaju sposobnost
izravnoga vezivanja na povrsinske epitelne stanice mjehura, intermitentne stanice i bazi¢ne
stanice (20). UPEC i K. pneumoniae vezu se na uroplakin. Uroplakin je glavni protein apikalne
membrane povrsinske stanice i s njom tvori kristaliénu zonu koja §titi mokraéni mjehur
sisavaca od utjecaja Stetnih tvari iz mokrace. Uz uroplakin i a3p1 integrini, koji su eksprimirani
na povrsini uroepitelnih stanica, takoder mogu sluziti kao receptori za UPEC (20). Nasuprot
tome, komplicirane urinarne infekcije zapo€inju prianjanjem bakterija na mokra¢ni kateter,
bubrezni kamenac, kamenac iz mjehura ili uslijed zadrZzavanja u mokra¢nom sustavu zbog
anatomske opstrukcije. Uropatogeni poput P. mirabilis, P. aeruginosa i Enterococcus spp.
pretezno uzrokuju komplicirane urinarne infekcije te Cesto tvore biofilm koji je odgovoran za
kolonizaciju i perzistenciju infekcije.

Kako je ve¢ opisano, mnogi uropatogeni zapoc€inju infekcije urinarnoga trakta koristeci
pile koji omoguéavaju prijanjanje za domacina te tako olaksavaju invaziju u tkivo domacina i
poti¢u medubakterijske interakcije u svrhu stvaranja biofilma.
U E. coli identificirano je 38 razli¢itih regija koje kodiraju za CUP (engl. Chaperone-usher
fimbriae) pile, a samo jedan soj UPEC-a moze kodirati ¢ak vise od 12 razli¢itih CUP pila (21).
Medutim, raspodjela CUP pila nije ujednacena u razli¢itim UPEC izolatima; ve¢ su neki pili
uvijek eksprimirani, dok su drugi prisutni samo u nekoliko vrsta. Ve¢ina CUP pila koji se
nalaze na UPEC-u tipi¢ni su po specifi¢nim adhezinima, te je poznato da posreduju razliite
tropizme u donjem 1 gornjem dijelu mokra¢noga trakta prepoznajuéi receptore sa

stereokemijskim specifi¢nostima, osobito u epitelu mjehura ili bubrega (21).

1.1.3. Antimikrobno lije€enje urinarnih infekcija

Otkri¢e antimikrobnih lijekova bilo je jedno od najvaznijih otkrica moderne medicine.
Razdoblje suvremene antimikrobne kemoterapije zapocelo je 1936. godine primjenom
sulfonamida, te se nastavilo primjenom penicilina i streptomicina od 1940. godine. U narednom
periodu razvijeni su mnogobrojni novi antimikrobni kemoterapeutici, ali nazalost sve se ¢eSc¢e
susre¢emo s rezistencijom mikroorganizama koja je uzrokovana njihovom nekritickom i
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neadekvatnom uporabom. Poznavanje mehanizama njihova djelovanja smatra se klju¢em
ispravne primjene antimikrobnih lijekova. Hrvatske nacionalne smjernice, ,,ISKRA smjernice
antimikrobnog lije¢enja i profilakse infekcija mokra¢nog sustava‘“ izdane su 2007. godine te
su bile u skladu s preporukama European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST). ISKRA smjernice nadopunjene su 2014. godine. Prema tim smjernicama i
njihovim izmjenama i dopunama, za lijecenje IMS-a, preporuca se:

— za akutne nekomplicirane IMS donjega urotrakta Zena kao prvi izbor nitrofurantoin u dozi
2x100 mg p. 0. kroz 7 dana, ili fosfomicin 1x3,0 g p. 0. jednokratno, kao alternativna terapija
amoksicilin/klavulanska kiselina-2x1,0 g p. 0. kroz 7 dana, cefaleksin 2x1,0 g p. 0. kroz 7 dana,
cefuroksim aksetil, ili cefiksim, zatim norfloksacin 2x400 mg p. o. kroz 3 dana,

— za akutni nekomplicirani pijelonefritis prvi izbor je-amoksicilin/klavulanska kiselina-2x1,0 g
p. 0. kroz 10-14 dana, a alternativna terapija su cefalosporini Il ili 111 generacije kroz 10-14
dana, te ciprofloksacin 2x500 mg p. o. kroz 7-10 dana,

— za komplicirane IMS-a zena lijek prvoga izbora je amoksicilin/klavulanska kiselina 2x1,0 g
p. 0. kroz 10-14 dana, a alternativna terapija je ceftibuten, odnosno ciprofloksacin 2x500 mg
p. 0. kroz 7-10 dana,

— za akutne IMS-e muskaraca koji imaju i sustavne simptome, lijek prvoga izbora je
ciprofloksacin 2x500 mg p. 0. kroz 2 tjedna, a alternativna terapija je amoksicilin/klavulanska
kiselina 2x1,0 g p. 0. kroz 14 dana, odnosno ceftibuten 14 dana,

— za IMS muSkaraca koji imaju tegobe koje odgovaraju bakterijskom prostatitisu lijek prvoga
izbora je ciprofloksacin 2x500 mg p. o. kroz 4 tjedna, a alternativna terapija su
trimetoprim/sulfametoksazol ili ceftibuten,

— za IMS trudnica, prema klini¢kom sindromu, trajanju trudnoce i antibiogramu uzro¢nika,
preporuca se terapija 7—14 dana: ceftibuten, amoksicilin/klavulanska kiselina, nitrofurantoin,
amoksicilin ili fosfomicin (7).

Kroz listopad i studeni 2006. godine Skerk i suradnici ispitali su 3188 epizoda IMS-a u
ordinacijama lije¢nika obiteljske medicine diljem Republike Hrvatske, te njihovi rezultati
sugeriraju da je empirijska antimikrobna terapija izdana u svrhu lijeCenja IMS-a propisana od
strane lijeCnika obiteljske prakse u tom periodu bila u skladu s tada vaze¢im nacionalnim
smjernicama (22).

Upravljanje terapijom IMS-a postaje sve izazovnije zbog Sirenja rezistencije na
antimikrobne lijekove. Naime, u Hrvatskoj se u 2/3 bolesnika s IMS-om zapocinje s

empirijskom antimikrobnom terapijom bez nalaza urinokulture. Iz toga razloga postoji stalna
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potreba za pracenjem i prouc¢avanjem antimikrobnog lijecenja (11). U 2014. godini ucestalost
rezistencije E.coli na kinolone bila je ¢ak 17 %. Unato¢ tome, upotreba antimikrobnih sredstava
za IMS u Hrvatskoj karakterizirana je visokim udjelom fluorokinolona (norfloksacin i
ciprofloksacin) u usporedbi sa starijim lijekovima poput nitrofurantoina i fosfomicina, koji su
zadrzali izvrsnu djelotvornost za veéinu gram-negativnih patogena, uzro¢nika IMS-a (14).
Otpornost na fluorokinolonske antibiotike smatra se posebno klini¢ki znacajnim zbog
povezanosti s proizvodnjom enzima beta-laktamaze prosirenog spektra (engl. Extended
Spectrum Beta-Lactamases; ESBL) u gram negativnih patogena. Otpornost na kinolone u
ESBL-u pozitivnih sojeva dosezala je ¢ak do 70 %, te kod kompliciranih IMS-a i do 90 %.
Cefalosporine, kao terapiju kod lijecenja cistitisa i pijelonefritisa Europske uroloske smjernice
(2) ne navode, dok su u ISKRA smjernicama oni drugi izbor. Najéesc¢a upotreba kroz 2014.
godinu bila je upotreba beta-laktamskih antibiotika, te je premasila upotrebu fluorokinolona i
cefuroksima (2).

1.1.4. Izmjena uvrijeZenoga pogleda na infekcije urinarnoga trakta

Prije dvadesetak godina mokra¢a zdravih osoba smatrala se primarno sterilnim
uzorkom, medutim 2012. godine po prvi put je opisana urinarna mikrobiota u zena (23, 24).
Danas se ve¢ spominje zdravi mikrobiom mokra¢noga mjehura. Ipak, jos uvijek nije jasno Sto
sadrzi zdravi mokra¢ni mikrobiom, kako u pogledu specifi¢nih bakterijskih vrsta, tako 1 njthove
sveukupne raznolikosti (24, 25).

Otkri¢em urinarnoga mikrobioma doslo je do znacajnoga pomaka u pogledu na IMS.
Buduc¢i da su bakterije normalno prisutne u mokra¢nom mjehuru, patofiziologija IMS-a sada
se objasnjava disbiozom mokra¢ne mikrobiote, a ne prodorom bakterija u sterilni prostor (24).
Utvrdeno je da postoji velika individualna varijabilnost u sastavu mikrobiote mokracne,
medutim, kod velike vecine Zena radi se o mije$anoj aerobnoj i anaerobnoj flori. Napretkom
tehnologije sekvenciranja omogucena je izravna identifikacija mikroorganizama (26). Urinarni
trakt jedna je od zadnjih tjelesnih niSa u kojoj su otkriveni mikroorganizmi. Mikrobiotom
nastanjenom u zdravom mokra¢nom sustavu dominiraju sporo rastuce vrste kojima su za rast
potrebne sloZene hranjive podloge i posebni uvijeti rasta, pa se ¢esto propustaju identificirati
tijekom postupka standardne urinokulture (SUK) (27).

Moguce je da kroni¢na stanja urotrakta, koja se danas smatraju idiopatskim ili neinfektivnim,

mogu imati svoje specifi¢ne profile mikrobioma. Urinarna mikrobiota, iako dijeli sli¢ne vrste
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bakterija s mikrobiotom crijeva, sadrzi znacajno manju koli¢inu biomase i nizu heterogenost
(28). Najcesce i kod zdrave populacije urinarna mikrobiota nije bogata razli¢itim vrstama
mikroorganizama, te prevladava mali broj mikroba (29, 30). Kad normalnom mikrobiotom
prevladava jedan rod, poput Lactobacillus on se naziva urotipom. Ponekad, u manjoj mjeri
urotipovi su iz roda Gardnerella, Streptococcus ili Corynebacterium, a mnogo rjede rodovi
poput Escherichia, Aerococcus ili Staphylococcus. Ipak, zdrava mikrobiota mokra¢noga
mjehura u Zena raznolikija je od muske i ¢eS¢e nema dominaciju isklju¢ivo jednoga roda.
Mikrobiota mokracnoga mjehura, uretre i periuretralnoga podru¢ja mladih Zena u
premenopauzi pokazuje povecanu prevalenciju Gardnerella i Lactobacillus spp. Starenjem
Zena i sniZzavanjem razine estrogena dolazi do postupnog smanjenja prevalencije Lactobacillus
spp. u mikrobioti rodnice. Kod Zena u postmenopauzi pokazana je povecana prevalencija
Actinomyces, Corynebacterium i Streptococcus (31). U nekim aspektima mikrobiota
mokra¢noga mjehura zena sli¢i vaginalnoj mikrobioti (27). Vaginalna mikrobiota kojom
dominira Lactobacillus smatra se ,,zdravom vaginalnom mikrobiotom* (32). Isto tako, za
Lactobacillus koji je naj¢eséi urotip smatra se da ima zastitnu ulogu od IMS-a (29, 32). S druge
strane zavr$na trecina uretre koja povezuje mjehur i vaginu sadrzi rijetku mijesanu floru o kojoj
imamo spoznaja ve¢ Cetrdesetak godina (17).

Mikroorganizmi te flore takoder su prisutni u uzorcima mokrace do 10* CFU/ml (engl. Colony
Forming Units), upravo iz toga razloga postoji predanaliticki zahtjev prikupljanja srednjega
mlaza mokrace u analizi urinokulture. Razlog je ispiranje flore uretre prvim mlazom. Buduci
da je zavr$ni dio uretre u neposrednom dodiru s vaginom, ne Cudi da dijele sli¢nu
mikrobiolosku floru (31, 33). Na odrzavanje fizioloske flore u donjoj trecini uretre utjecu razni
mehanizi, ukljucujuéi uklanjanje ostecene sluznice i protok mokrace koji ispire slabo vezane
bakterije s povrsine uretre. Normalna flora uretre mijenja se tijekom zivota. Utvrdeno je da se
fizioloska flora zdravih Zena razlikuje u premenarhalnom, reproduktivhom 1
postmenopauzalnom razdoblju Zivota. U Zena koje trenutno imaju prisutnu infekciju
urinarnoga trakta ta flora je kako kvalitativno tako i kvantitativno izmijenjena (12).

Kako se neki mikroorganizmi smatraju zaStitnim, pristup Siroko rasprostranjene
upotrebe antibiotika za iskorjenjivanje bakterija iz mjehura te hipoteza o sterilnoj mokraci
zastarjeli su (27, 34). Klinicari bi se trebali brinuti zbog nepravilne i prekomjerne upotrebe
antibiotika koja ¢esto dovodi do poremecaja normalne ‘zdrave’ vaginalne, gastrointestinalne i
urinare mikrobiote (34). Infekcije mokraénoga sustava neke su od najcescih bakterijskih

infekcija zabiljezenih u primarnoj zdravstvenoj zastiti. 1z toga razloga ¢ine iznimno veliki dio
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ukupne potrosnje u zdravstvu, te bi smanjenje upotrebe antimikrobnih lijekova moglo uciniti
veliku ustedu (5, 35).

1.2. Dijagnostika urinarnih infekcija

Europske smjernice za analizu mokrace objavljene su 2001. godine u dokumentu Kkoji
je izradio ECLM (European Confederation of Laboratory Medicine) u suradnji s ESCMID
(European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases) (36). Ove smjernice
klasificiraju metode mikrobioloske dijagnostike mokrace na Cetiri razine izvedbe, S obzirom
na to¢nost mjerenja (36). Prvu razinu ¢ine brzi postupci (urinske test trake koje se koriste u
svrhu probira negativnih kultura i znacajan rast uglavnom E. coli). Razina 2 ukljucuje
kvantitativne postupke (rutinski postupak urinokulture u kojem se 1 pL urina nasaduje na
CLED ili krvni agar aerobno, nakon ¢ega slijedi 24-satna inkubacija). Razina 3 kvalificira
postupke usporedbe (10 pL urina inokuliranoga pipetom na CLED agar, hematinski agar i krvni
agar, aerobno i potom anaerobno uzgajano u atmosferi s CO; tijekom 48 sati) i kona¢no, 4.
stupanj koji ukljucuje primarne referentne postupke mjerenja, poznate i kao konacne metode
koje za sada jo$ nisu definirane u mikrobiologiji (36).

U svibnju, 2017. godine Hrvatsko druStvo za klinicku mikrobiologiju izdalo je
Smjernice za mikrobiolosku dijagnostiku infekcija mokra¢noga i spolnoga sustava, koje su u
skladu s ESCMID preporukama (37). Prema njima dijagnosticki postupnik ovisi o kategoriji
IMS-a:

- akutni nekomplicirani cistitis u Zena u premenopauzi koje nisu trudne;

- akutni nekomplicirani pijelonefritis;

- komplicirane IMS-a (ukljucujuéi i sve IMS-a u muskaraca);

- asimptomatska bakteriurija i

- rekurentne IMS (nekomplicirane, bez predisponirajuéih ¢imbenika).

Takoder, ovim smjernicama definirane su predanaliticka i postanalittka faza ispitivanja

odnosno izvjestavanje i interpretacija nalaza (37).

1.2.1. Standardna laboratorijska dijagnostika uroinfekcija

U patoloski promijenjenim stanjima mokra¢a predstavlja vaZan potencijal za

dijagnosticka testiranja. Fizikalno-kemijski pregled mokrace i mikroskopski pregled sedimenta
9
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mokrace koriste se u primarnoj procjeni stanja bolesti (38), te mogu biti iznimno dobar putokaz
u postavljanju dijagnoze. SUK koja ukljucuje metode uzgoja mikroorganizama, njihovu
identifikaciju i ispitivanje osjetljivosti na antimikrobna sredstva (39) uobicajeno se indicira kod
sumnje na IMS. Najcescée vrijeme koje je potrebno od zaprimanja uzorka do izdavanja nalaza
je 36-72 h (40). Upravo vrijeme trajanja ovoga testiranja smatra se njegovim glavnim
nedostatkom, ali isto tako prisutan je i niz nedostataka u standardnom protokolu uzgoja
mikroorganizama mokrace koji ograni¢avaju koli¢inu potencijalno vaznih informacija za
klini¢are, kao §to je prikazano u studiji Price-a i sur. (40). Iz tih se razloga kontinuirano
istrazuju brzi i u¢inkovitiji postupci za utvrdivanje broja i vrste mikroorganizama prisutnih u

mokracéi, kao 1 njihova osjetljivost na antimikrobne lijekove.

1.2.1.1. Medicinsko-biokemijska dijagnostika

U medicinsko-biokemijskim laboratorijima pregled slu¢ajnoga uzorka ili srednjega
mlaza prve jutarnje mokrace obuhvaca fizikalno-kemijski, biokemijski i mikroskopski pregled.
Kemijski pregled mokrace rutinski se semikvantitativno provodi test trakom. U svrhu
dijagnostike IMS-a najveca osjetljivost postize se kombiniranjem pozitivnih rezultata nitrita i

leukocitne esteraze. Ipak, za postavljanje dijagnoze bubreznih bolesti i infekcija mokra¢noga

1.2.1.2. Mikrobioloska dijagnostika

Bakterije se iznimno brzo razmnozavaju u mokraci tako da je u prikupljanju ovoga
uzorka predanaliticka faza iznimno vazna. Za mikrobioloSku analizu potrebno je u sterilnu
posudu prikupiti srednji mlaz (prvim mlazom isperemo uretru) uzorka mokracée najmanje 4 sata
nakon zadnjega mokrenja, te nakon dobre toalete okoline us¢a uretre. Uzorak se u najkracem
roku mora nasaditi na hranjive mikrobioloske podloge (unutar 2 sata) ili pohraniti na 2-8 °C ne
dulje od 24 sata. Uzorak mokrace nasaduje se na standardne podloge prema Smjernicama za
mikrobiolosku dijagnostiku, HDKM (37). Nakon inkubacije uzgojene se kolonije izoliraju i
mikroskopski se promatra njihov izgled, te se biokemijskim nizom utvrduju njihova
metabolicka svojstva (41). Glavni problem dijagnostike IMS-a kod SUK-a je relativno visoka
stopa lazno negativnih rezultata. Prije otkri¢a urinarnoga mikrobioma takvi slu¢ajevi negativne
urinokulture, posebno kod pojave zdravih mladih Zena koje imaju simptome IMS-a, smatrali
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su se posljedicom ,,uretralnoga sindroma‘ ili psihosomatikom (42). Danas je poznato da
uretralni sindrom ne postoji kao klini¢ki entitet, a primjenom metoda poput lan¢ane reakcije
polimeraze (PCR) i tehnologije sekvenciranja nove generacije (engl. Next-Generation
Sequencing, NGS), postalo je jasno da ti pacijenti imaju znacajnu bakteriuriju, iako su nalazi
SUK-e bili uredni (42, 43). Mnoge bakterijske vrste koje se ne kultiviraju standardnim
mikrobioloskim postupcima, mogu se uzgojiti primjenom protokola pobolj$anje kvantitativne
urinokulture (engl. Enhanced Quantitative Urine Culture, EQUC) (5), koji je zahtjevan proces
za prosjecan klinicki mikrobioloski laboratorij. Protokol EQUC koristi tri volumena mokrace
(1 pl, 10 pul'1 100 pl) i dodatne uvjete inkubacije. Svaki se uzorak mokrace kvantitativno nasadi
na podlogu, a zatim se plo¢e inkubiraju u 5 % CO2 na 35 °C tijekom 48 sati; BAP i MacConkey
agari inkubiraju se aerobno na 35 °C tijekom 48 sati. Za EQUC, znacajan broj kolonija
izraCunava se u odnosu na inokulirani volumen (17, 43). Godine 2016. Price i sur. u svojim
opseznim istrazivanjima zakljuc¢uju da se EQUC treba preporuciti kao dopunski test kod osoba
sa simptomima IMS-a koje nemaju porast bakterija u standardnoj kultivaciji urinokulture i kod
osoba s trajnim simptomima IMS-a (17).

Standardni mikrobioloski postupak obrade mokrace je sljedeci; identifikacijski proces
nepoznatoga mikroorganizma zapocinje nasadivanjem mokrace na sterilnu podlogu, a nakon
prve inkubacije od 24 sata, slijedi izolacija uzro¢nika iz mijeSane kulture, te ponovna
inkubacija kao Ccista kultura (monokultura) za identifkaciju. U sluéaju Ciste kulture
mikroorganizma u mokra¢i nakon prve inkubacije, sutradan odmah slijedi identifikacija
uzro¢nika. ldentifikacija se izvodi specifi¢nim biokemijskim reakcijama, primjerice trostrukim
Se¢erom (glukoza, laktoza, saharoza); biokemijskim nizom ICULAO (indol, citrat, urea, lizin,
arginin, ornitin); koagulaza testom, DNA-zom, eskulinskim testom, novobiocin, bacitracin ili
optohin diskovima, aglutinacijama s poznatim serumima i drugim slicnim testovima. Prema
vrsti metabolizma pojedinoga mikroorganizma, takvim postupcima zakljucuje se o identitetu
mikroorganizma, koji se svrstava u rod, vrstu, a ponekad ¢ak i biotip ili serotip. U slucaju
nejasnoga rezultata identifikacije, po potrebi izvodi se i mikroskopski pregled (gram preparat)
monokulture ili ponovni uzgoj soja na selektivnim podlogama radi vjerojatno mijeSane kulture.
Slijedi nekoliko primjera identifikacije nekih bakterija. U identifikaciji gram negativnih
bakterija moZe se koristi biokemijski niz ICULAO. Indol test sluzi u svrhu identifikcije
bakterija koje su sposobne katabolizirati triptofan do indola pomoc¢u enzima triptofanaze. U
mediju u kojem je prisutan triptofan bakterije koje posjeduju triptofanazu hidroliziraju ga u

piruvat, indol i amonijak. Pozitivna indol reakcija identificira se promjenom boje Kovac ili
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Ehrlich reagensa, koji se nalazi povrh medija, u roza. Pozitivni citrat test daju neke
Enterobacteriaceae kao i neke druge gram negativne bakterije iz reda Enterobacterales.
Promjenom boje medija iz zelene u plavu utvrduje se prisustvo enzima citraze. Ureaza test
potvrduje prisustvo ureaze, koja je prisutna u Morganella spp., Providentia rettgeri,
Enterobacter cloacae, Citrobacter koseri, K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca itd.
Dekarboksilacijski medij moze sadrzavati jednu od tri aminokiseline; lizin, arginin ili ornitin,
te dokazati prisustvo jednog od tri enzima (lizin-dekarboksilaze, arginin-dekarboksilaze ili
ornitin-dekarboksilaze). Trostruki Secer test dizajniran je u svrhu razlu¢ivanja bakterija koje
fermentiraju glukozu, laktozu ili saharozu, te reduciraju organske ili anorganske spojeve koji
sadrze sumpor (organski-aminokiseline poput cisteina i metionina, anorganski spojevi-
tiosulfati, sulfati i sulfiti). Koagulaza test najces¢e se Koristi za diferenciranje S. aureus od

ostalih vrsta stafilokoka.

1.2.2. Novi dijagnosti¢ki pristupi u identifikaciji uropatogena

Analiza mokrace, osim gore nabrojanih metoda, obuhvaca i druge pristupe poput
proto¢ne citometrije mokrace te proteomske i genomske analize. Medutim, za sada, ne postoje
dostupni op¢i medunarodni standardi za akreditaciju ili validaciju tih novih tehnologija, unato¢
¢injenici da su neke od njih ve¢ u klinickoj i istrazivackoj praksi, poput MALDI-TOF ili metoda
tandemne masene spektrometrije (MS/MS) (36, 44).

1.2.2.1. Spektrometerija masa u identifikaciji mikroorganizama

Primjena MALDI-TOF MS u identifikaciji mikroorganizama datira jos iz 1975. godine,

kada je uo€eno da svaki mikroorganizam ima jedinstven spektar molekulskih masa proteina. U
tim pocetnim fazama ispitavali su se samo biljezi male molekulske mase, kao $to su bakterijski
lipidi (45), medutim osamdesetih godina, razvojem tehnika desorpcije i ionizacije omoguéena
je analiza velikih biomolekula, poput intaktnih proteina. Metoda otiska prsta (engl. Peptide
Mass Fingerprinting, PMF) poznata je po karakteristicnom otisku masenih spektara koji
predstavlja jedinstveni potpis pojedinoga analiziranog mikroorganizama, Sto se pokazalo
odlicnim za to¢nu identifikaciju mikroorganizama na razini roda i vrste. ViSe skupina
istrazivaca proucavalo je MALDI-TOF kao metodu detekcije stani¢nih proteinskih profila (46,
47). Od kasnih 1990-ih uspjeh ove tehnike za brzu identifikaciju bakterija, pokazuje se
12
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eksponencijalnim porastom broja publikacija u vezi identifikacije mikroorganizama MALDI-
TOF metodom. MALDI-TOF MS danas se koristi kako bi se identificirale razlicite vrste
mikroorganizama, ukljucujué¢i bakterije, gljive i viruse (48, 49). Sposobnost MALDI-TOF
metode za brzu identifikaciju mikroorganizama potencijalno pruza mogucnost njene primjene
u vise podrucja, ukljuujué¢i medicinsku dijagnostiku, te mikrobiolosku kontrolu kvalitete
hrane ili identifikaciju okolisnih mikroorganizama. Iz prethodno navedenih razloga danas se
MALDI-TOF MS smatra metodom budu¢nosti koja ¢e biti pogodna za brzu identifikaciju
mikroorganizama uz relativno niske tro§kove, kao alternativa konvencionalnim laboratorijskim
biokemijskim metodama i molekularnoj identifikaciji mikroorganizama (50). Upravo iz tih je
razloga MALDI-TOF MS predlozen kao brz i pouzdan postupak identifikacije
mikroorganizama na temelju proteinskih ili peptidnih profila karakteristicnih za svaki
mikroorganizam.

Nekoliko MS metoda ve¢ je uslo u rutinsku mikrobiolosku uporabu, medutim to je i
dalje novo podrucje za ve¢inu mikrobioloskih laboratorija te postoji iznimno veliki potencijal
za daljnju primjenu u mikrobiolo§kim istraZivanjima kao i njenom daljnjem razvoju (50).
Food and Drug Administration odobrila je uporabu MALDI Biotypera (Bruker) i VITEK MS
(Shimadzu- Biomerieux) uredaja u klinickoj praksi. To su platforme ¢iji je princip rada
MALDI-TOF MS, a u ioniziciju ulaze ukupni stani¢ni izolati proteina mikroorganizma bez
prethodne obrade proteazama. Biotyper ili Vitek MS su dakle platforme koje ne ukljucuju
tretman izolata bakterija proteazama te tocan sastav spektara ostaje nepoznat. Gore navedeni
uredaji koriste metode koje zahtijevaju prethodnu kultivaciju bakterija, gdje se nakon
kultivacije uzimaju Ciste kolonije i tretiraju jakim liziraju¢im agensima, poput 70 % mravlje
kiseline u 50 % acetonitrilu (ACN). Stani¢ni ekstrakti mije$aju se s matriksom i apliciraju na
MALDI plocice. Ovako pripremljen uzorak izlaze se laserskoj zraci, te se u konacnici snima
specifican spektar masa mikroorganizma koji se usporeduje s dostupnom bazom podataka, te
se koristenjem Dbioinformati¢koga alata identificira mikroorganizam. Identifikacija
mikroorganizma zasniva se na najboljoj podudarnosti spektra iz mikrobne baze podataka sa
spektrom analiziranoga uzorka. Za svaku podudarnost analizator daje vrijednost koja oznacava
razinu pouzdanosti ispravne identifikacije. Bodovni score jednak ili ve¢i od 2 smatra se
korektnom identifikacijom. Ove platforme imaju zadanu score kategorizaciju: <1,7 smatra se
nepouzdanom identifikacijom, izmedu 1,7-1,9 vjerojathom identifikacijom, 2,0-2,29
vjerojatno pouzdanom identifikacijom, i 2,3-3,0 vrlo vjerojatno pouzdanom identifikacijom
(49). Unatoc¢ ¢injenici da tehnologija MALDI-TOF postaje nova tehnologija identifikacije
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mikroorganizama uvedena u klini¢ku upotrebu i kod nje se primjecuju odredeni nedostatci.
Naime, ova tehnologija i dalje zahtjeva kultivaciju mikroroganizama, ima relativno malu
specificnost 1 ograni¢enu bazu podataka koja ogranicava identifikaciju, te nije kvantitativna.
Zahtjev za uzgojem mikroorganizama neminovan je jer se detekcija temelji na usporedbi s
bazom podataka spektara monokolonija. Upravo to je razlog zbog kojega Biotyper i VITEK
MS nisu u moguénosti identificirati polimikrobne infekcije (51). Radi ovih ograni¢enja
MALDI-TOF MS-a istrazivacki laboratoriji su krenuli u ispitivanje LC-MS (engl. Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry) metodologije (51).

Pokazano je da MALDI-TOF MS platforma moze biti koriStena za ispitivanje
bakterijske osjetljivosti na antibiotike, uzgojem bakterija u mediju koji sadrzi normalnu i
izotopom obiljezenu aminokiselinu lizin s 1 bez antibiotika. Pomak mnogih MS pikova,
pokazuje sposobnost rasta bakterija u prisustvu antibiotika te to oznacava rezistenciju na
antibiotike (52).

Postoje i drugi masovni oblici peptidne analize otisaka prstiju, kao $to je PMF koji zahtijeva
tretman uzorka proteazama. Eksperimentalno dobiveni spektri masa usporeduju se s teorijskim
spektrima iz baze podataka koje su temeljene na uzorcima digestiranim proteazama umjesto
baze spektara cjelovitih proteina §to omogucuje identifikaciju proteina ili molekula od interesa.
Proteini se prethodno razdvajaju pomocu postupaka kao Sto su gel elektroforeze ili

kromatografija, nakon ¢ega se najceSce tretiraju enzimima, uglavnom tripsinom.

1.2.2.2. Genomika u identifikaciji mikroorganizama

Molekularne metode poput PCR-a, sekvenciranja gena za 16S RNA i shotgun
metagenomike ispituju se kao brze, to¢nije, pristupac¢ne metode visoke klinicke korisnosti u
identifikaciji mikroroganizama (42). PCR metoda pogodna je za ciljanu dijagnostiku,
amplifikacija i sekvenciranje gena za 16S RNA odreduje bakterijske rodove i njihovu brojnost,
ali nije metoda odabira za preciznu analizu vrste, dok shotgun metaproteomika predstavlja novi
nacin analize ukupne DNA. Razvoj i primjena NGS tehnologije omogucuje Ssekvenciranje
genoma pojedinih organizama, te predstavlja najopsezniju metodu (42, 53, 54). Ipak jos
nedostaju randomizirana kontrolirana ispitivanja koja bi procijenila klini¢ku korisnost PCR-a
ili NGS-a u usporedbi sa standardnom dijagnostikom (54). Unato¢ tome, PCR se ve¢ uveliko
primjenjuje u laboratorijima za klini¢ku mikrobiologiju, dok sekvenciranje gena za 16S RNA

I metagenomika polako ulaze i u referentne laboratorije (55, 56).
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Multipleks PCR jos se ne koristi rutinski u dijagnostici IMS-a, ali ¢injenica da se on moze
koristiti izravno na nativnim uzorcima mokrace te na taj nacin skratiti vrijeme trajanja analize,
¢ini ga vrijednom dijagnosti¢kom opcijom (57, 58).

Metoda amplifikacije i sekvenciranja gena za 16S rRNA, koja je dio male ribosomske

podjedinice, danas je u upotrebi. Sekvenciranjem ovih gena utvrdeno je da sadrze kako visoko
konzervirane regije, tako i varijabilna podru¢ja te su upravo iz toga razloga pogodni za
otkrivanje srodstva izmedu vrlo udaljenih vrsta. Konzervirane regije nukleotida cine
funkcionalna mjesta ribosoma, dok varijabilne regije nemaju utjecaj na funkciju ribosoma.
Upravo iz tih razloga sekvenciranje ovih gena najce$¢e se koristi u svrhu klasifikacije i
identifikacije bakterija i arheja (59).
Usporedba sekvenci gena za 16S rRNA Koristi se za uspostavljanje taksonomskih odnosa
izmedu prokariotskih sojeva s 98,65 % podudarnosti koja se trenutno prihvaca kao kriterij za
razgraniCenje vrsta. Usporedbom sekvenci gena za 16S rRNA u izolatima prokariota u
usporedbi sa sekvencama svih prokariotskih vrsta iz baza podataka pruza tocan i rutinski
prihvatljiv nacin klasifikacije i identifikacije prokariota (60). Ova metoda, osim §to je postala
rutinski koristeno sredstvo identifikacije prokariota, koristi se i u utvrdivanju odnosa izmedu
bakterija. Unato¢ velikim o¢ekivanjima i moguénostima metode, ipak postoje i neki prepoznati
nedostaci. Rezolucija koju nudi sekvenciranje gena za 16S rRNA nije dovoljno visoka da bi se
razlikovale srodne vrste. Jedan od primjera su bakterije poput Psychrobacter, poput P.
marincola i P. submarinus, koje dijele 99,9 % podudarnih sekvenci. Nadalje, vecina
raspolozivih sljedova Psychrobacter izvedena je iz istrazivanja bioloske raznolikosti, koja
Cesto generiraju djelomiéne sljedove s neoptimalnim informacijama (60). Uz to, gotovo svi
sojevi Psychrobacter dostupni u zbirci kultura pohranjeni su prije opisa vecine poznatih vrsta
i razvrstani prema fenotipskim podatcima, §to moze dovesti do nepodudarne identifikacije
sekvenciranjem gena za 16S rRNA. Prema iskustvu ste¢enom tijekom izrade ovoga doktorskog
rada, kao i iskustvima drugih znanstvenih grupa, pokazano je da je analiza sljedova gena za
16S rRNA korisna za opisivanje rodova, ali ima ogranicenu vrijednost u identifikaciji vrsta
(59, 61).
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1.3. MALDI-TOF/TOF i sekvenciranje gena za 16S rRNA u identifikaciji

mikroorganizama mokrace

Velika upotreba antibiotika Sirokoga spektra dovodi do sve veée pojave rezistentnih
bakterija. Kako su danaSnje metode identifikacije mikroorganizama prisutne u klini¢koj
upotrebi relativno dugotrajne Cesto se antimikrobna terapija uvodi i prije identifikacije
uzro¢nika bolesti. 1z toga razloga postoji potreba razvoja brzih i robusnijih metoda
identifikacije mikroorganizama, a u svrhu poboljSanja i racionalizacije upotrebe antibiotika
(51). U tom svijetlu Holland i sur. su po prvi puta 1996. godine koristili MALDI-TOF metodu
u svrhu dobivanja spektralnoga otisaka cijele bakterijske stanice (62). Ovaj se pristup od tada
proucava i koristi za identifikaciju bakterija na razini roda i vrste (63 - 69). Danas, komercijalno
dostupni maseni spektrometri poput Biotypera i VITEK-a u osnovi su analizatori koji temeljem
analize MSI1 spektara detektiraju prvenstveno najzastupljenije proteine prisutne u vecini
bakterija (70). Pomoc¢u ovih instrumenata, ¢iji programski paketi omogucuju usporedbu MS
spektara sa spektrima pohranjenim u bazi mikroorganizama (oko 5600 mikroorganizama),
moguca je identifikacija mikroorganizama do razine vrste. Drugi racunalni programi koji
dolaze skupa s masenim spektrometrima takoder omogucuju sli€an nivo identifikacije
mikroorganizama Kkoji u potpunosti ne zadovoljava klinicke kriterije tj. potrebu identifikacije
na razini vrste/soja (70). Ciste kulture daju stabilnije i dosljednije spektre, te iz toga razloga
uzgoj/izolacija Cistoga soja 1 dalje znatno utjeCe na kvalitetu spektra i identifikaciju
mikroorganizama. Medutim, kako postupak zahtijeva proces kultivacije, a koja se zbog
njenoga trajanja zeli izbjeci, istrazuju se metode koje zaobilaze taj korak. Cheng i sur. 2016.
po prvi put uvode LC-MS/MS (engl. Liquid Chromatography with tandem mass spectrometry)
u svrhu identifikacije ciljane skupine specificnih peptida biceva E. coli ¢ime se uspostavlja
temelj identifikacije mikroorganizama metodama MS-a do razine soja (71). Medutim, i njihova
je metodologija ukljucivala dugotrajan proces uzgoja bakterija kojim je postignuta indukcija
biceva. LC-MS/MS metoda koju razvijaju Roux-Dalvai i sur. 2019. godine po prvi put
omogucava identifikaciju patogena iz uzoraka mokrace bez prethodnog uzgoja, medutim uz
ogranicenje identifikacije na 15 naj¢esc¢ih uropatogena (51) zbog ograni¢ene baze referentnih
spektara.

U okviru projekta Hrvatske zaklade za znanost ,Klinicka proteomika
mikroorganizama” razvija se inovativni programski sustav koji omogucava detekciju vrste

mikroorganizma na temelju analize masenih spektara. Za razliku od sustava MS-a koji su danas
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prisutni u klinickoj primjeni, navedeni alat moze se koristiti uz bilo koji tandem maseni
spektrometar (MS/MS) neovisno o proizvodacu. To znaci da se moze primijeniti na vecini
postoje¢ih uredaja koji ne podrazumijevaju odredeni spektrofotometar masa i pripadajuci
programski paket. Drugo bitno svojstvo ovoga sustava jest komunikacija s javno dostupnom
bazom podataka gdje su zastupljeni svi poznati mikroorganizmi, a koja je znatno veca od
Biotyper-ove ili VITEK ove baze. Tre¢a vazna prednost programske aplikacije jest algoritam
koji omoguéava kombiniranje podataka dobivenih MS i MS/MS analizom. Na taj se nacin
mogu utvrdivati proteinski fragmenti mikroorganizama i na temelju toga identificirati vrsta i
soj mikroorganizama s obzirom da svaki mikroorganizam ima vise od jedne kombinacije
peptida koja ga jednoznaéno odreduje. Cak i u sludaju vrlo srodnih vrsta koje dijele ve¢inu
peptida, uvijek postoje jedinstvene kombinacije. Na temelju analize spektara peptida, algoritam
pronalazi i usporeduje jedinstvene kombinacije koje se nazivaju ,,0tiscima prsta“ i mogu se
usporedivati s onima iz baze. Osim toga, napokon ova metodologija trebala bi omoguditi
identifikaciju mirkoorganizama i u uvjetima kad je vise vrsta ili sojeva prisutno u uzorku (72).
Bakterijski izolati pripremljeni za rutinsko MALDI-TOF-MS/MS ispitivanje takoder mogu biti
tretirani proteinazama, nakon ¢ega se dobivena smjesa peptida razdvaja kromatografskim
metodama, te se nanosi na MALDI ploc¢icu. Ovim razdvajanjem uzorka na frakcije koje se
nanose zasebno, smanjuje se sloZzenost te se daljnja fragmentacija odabranih masa prekursora
olaksava, a peptidne sekvence to¢nije identificiraju. Takoder, dok su klasi¢ne mikrobioloske
metode neadekvatne u identifikaciji kada je prisutna velika raznolikost mikrobnih vrsta u
mokraci, genomske metode imaju mogucnost sveobuhvatnijega i kvantitativnoga pristupa u
opisu mikrobioma mokraénoga mjehura, te se ispituju kao brze, tocnije, pristupacne metode
visoke klini¢ke korisnosti i osjetljivosti. PCR je metoda pogodna za ciljanu dijagnostiku,
amplifikacija 16S rDNA gena odreduje bakterijske rodove i njihovu brojnost, ali nije metoda
odabira za preciznu analizu vrste, dok NGS predstavlja novi na¢in metagenomske analize DNA
koja se bazira na shotgun sekvenciranju gena za RNA. (73). Sekvenciranje gena za 16S rRNA
najées$ce obuhvaca V1, V2, V3, V4 i V6 regije gena za 16S rRNA te se dobivene sekvence
usporeduju s odgovaraju¢im bazama podataka. Siddiqui i sur. pokazali su da uobicajeni uzorci
mokraée Zena, koji su prema SUK-u proglaseni negativnima (<10° CFU/ml), pokazuju
bogatstvo bakterijske sekvence 16S rRNA, medu kojima su identificirane i teze uzgojive i
anaerobne bakterije. U ispitivanim uzorcima mokrac¢e pojedinih Zena uocene su znacajne
razlike u profilima bakterija te zajedni¢ki mikrobioloSki potpis nije bio o¢it. Primijecena je
znacajna kolic¢ina sljedova koji pripadaju bakterijama s poznatim patogenim potencijalom.
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Tako se namece zaklju¢ak da su metode genotipizacije, koje se temelje na djelomi¢nom
sekvenciranju gena za 16S rRNA zbog visoke konzerviranosti ove regije bakterijskih vrsta i
obitelji ograniCene preciznosti na nedostatnu razinu roda, a metode sekvenciranja kompletnoga
genoma, iako ne zahtijevaju kultivaciju bakterija, precizne su na razini vrste. Medutim, zbog
visokih troskova i dugotrajnosti metodologije nisu adekvatne za rutinsku upotrebu u

laboratorijima (51).
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2. CILJEVII HIPOTEZA
ISTRAZIVANJA
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2. CILJEVI I HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Danas najzastupljenije metode u identifikaciji mikroorganizama jesu klasi¢ne
medicinsko-mikrobioloske metode. Njihov je glavni nedostatak vrijeme potrebno od
zaprimanja uzoraka do izdavanja nalaza i potreba da se zivi mikroorganizmi, uzroc¢nici bolesti,
uzgajaju na hranjivim podlogama. Potrebe klini¢ara za brzom i u¢inkovitijom identifikacijom
vrste mikroorganizama, njihovom kvantifikacijom te odredivanjem njihove osjetljivosti na
antimikrobne lijekove, glavni su razlog kontinuiranoga i ubrzanoga rada na razvoju novih
metoda.

Svrha ovoga rada bila je ispitati nove metode, poglavito one bazirane na analizi MS/MS
spektara kao alate s potencijalom =za brzu i1 ucinkovitiju metodu identifikacije
mikroorganizama.

Glavni cilj ovoga rada bio je dizajnirati i ispitati metodu MS-a za brzu i pouzdanu
identifikaciju mikroorganizama u uzorku mokrace pacijenata kod kojih je klasi¢nim
mikrobioloskim metodama dokazana prisutnost mikroorganizama >10° CFU/ml te je
usporediti s rezultatima dobivenim genomskom analizom mikroorganizama mokrace. Nadalje,
cilj rada bio je pratiti promjene sastava urinarne mikrobiote izazvane cistitisom i dinamiku
njihove promjene uslijed antibiotske terapije.

Hipoteza ovoga istrazivanja je da je analizom genoma i proteoma mikroorganizama
izoliranih iz mokra¢e moguca njihova identifikacija i pracenje odgovora na antimikrobnu
terapiju. Rezultati identifikacije mikroorganizama klasi¢nim mikrobiolo§kim postupcima
usporedeni su s rezultatima dobivenim MS-om i genomskom analizom te su na taj naéin

evaluirani rezultati dobiveni novo uspostavljenom metodom.
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3.1. Materijali

Istrazivanje je provedeno u sklopu HRZZ projekata ,Klinicka proteomika
mikroorganizama” i ,,MicroEquilibrium, a odobreno je od strane Etickoga povjerenstva KB
Dubrava, etickoga povjerenstva Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu,
te Povjerenstva za eti¢nost eksperimentalnog rada Farmaceutsko-biokemijskoga fakulteta
Sveucilista u Zagrebu. Svaki sudionik ispitivanja bio je upoznat s tijekom studije te je potpisao
informirni pristanak u kojem su mu bile dostupne sve informacije o njoj. Identitet sudionika je
tajan, a svi su uzorci vodeni pod Siframa. PoStovani su svi vazeci propisi u trenutku prikupljanja
uzoraka (74).

Uzorci mokrace ljudskoga porijekla prikupljeni su u Zavodu za klini¢ku mikrobiologiju
i bolni¢ke infekcije KB Dubrava, od pacijenata sa simptomima cistitisa upucenih od strane
lije¢nika obiteljske medicine na pretragu urinokulture ili od bolnickih pacijenata s
uroinfekcijom. Svi uzorci mokrace prikupljeni su prema uputama za uzorkovanje urinokulture
(37). Prikupljanje uzoraka u¢injeno je u Cetiri faze. U prvoj fazi sakupljeno je 279 uzoraka koji
su grupirani u skupine prema kvantitativnom mikrobioloskom nalazu; sterilni, kontaminacija
(viSe vrsta gram pozitivnih bakterija i viSe vrsta gram negativnih bakterija), odredena vrsta
bakterija u koncentraciji od <10* CFU/ml, >10* <10° CFU/ml i >10° CFU/ml. Iz svake od njih
odabran je slucajni uzorak za daljnje testiranje. Uzorci su prikupljani u razdoblju od dva
mjeseca u Zavodu za klinicku mikrobiologiju i bolnicke infekcije KB Dubrava. U sljedece tri
faze ciljano su probrani uzorci mokrace s >10° CFU/ml razli¢itih bakterija. Kona¢na namjera
bila je ciljano izdvojiti $to veéi broj uzoraka urinokultura s razli¢itim mikroorganizmima.

U drugoj fazi, (Tablica 1.) listopad - studeni, 2017. sakupljeno je 43 uzorka mokrace s
>10° CFU/ml s 12 razli¢itih uzro¢nika infekcije urinarnoga trakta.

U tre¢em ciklusu izdvojeno je jo§ 40 uzoraka s 10 razli¢itih mikroorganizama.

Posljednja serija od 34 uzorka prikupljena je u periodu od listopada 2019. do veljace 2020. u
svrhu standardizacije metode. Takoder, u istu svrhu nasumi¢no je odabrano po 10 kultura
bakterija, najces¢ih uzro¢nika urinoinfekcija (E. coli, P. mirabilis, K. pneumoniae i P.
aeruginosa) koji su posluzili kao pozitivna kontrola te kao standardi. Sterilne mokrace filtrirane
kroz filter veliCina pora promjera 0,45 um posluzile su kao negativni kontrolni uzorci.

U svrhu pracenja antibiotske terapije i urinarnoga mikrobioma odabrane su prve
jutarnje mokrace pacijentice na antibiotskoj terapiji. Sakupljeno je osam uzoraka mokrace,
uzorkovanih neposredno prije i za vrijeme terapije. Uzorci su oznac¢eni oznakama LS1-LS8; te
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su analizirani sekvenciranjem gena za 16S rRNA. Pretraga SUK-a ucinjena je za uzorke LS1,
LS4 i LS8. Uzorci su prikupljeni u razdoblju od 30.12. 2015. do 6. 1. 2016. u KB Dubrava.
Dijagram tijeka uzorkovanja svih uzoraka za potrebe ove studije prikazan je na Slici 1.

p

<

N

Identifikaciia uropatogena 34

uzorka mokrace
standardiziranom
MALDI/TOF/TOF metodom |

nithova usporedba sa
rezultatima SUK

J

Slika 1. Dijagram tijeka uzorkovanja

3.2. Kemikalije i oprema

U radu su koriSteni materijali te otopine pripremljene kako je u nastavku opisano.

3.2.1. Otopine

e Amonijev-hidrogenkarbonat, NHsHCOOs3, Sigma-Aldrich, SAD
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3.2.3.

3.24.

Triton X-100, Sigma-Aldrich, SAD

B-PER, Reagens za ekstrakciju bakterijskih proteina, Pierce Chemical Company, SAD
Ditiotreitol (DTT), Sigma-Aldrich, SAD

Natrijev-dodecilsulfat (SDS), Sigma Aldrich, SAD

Aceton p. a., Kemika, Zagreb

a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina (CHCA), Sigma-Aldrich, SAD

Tripsin, Merck, Njemacka

Coomassie Brilliant Blue G, Sigma, SAD

Jodoacetamid (IAA), Sigma, SAD

Mill Q voda

Mravlja kiselina p. a., Kemika, Zagreb

. Hranjive podloge

McConkey agar (Lab M)

Krvni agar (Lab M)

Mueller-Hinton agar (Lab M)

Biokemijski niz: dvostruki secer (Oxoid Ltd), indol, citrat (Oxoid Ltd), urea,

aminokiseline/ lizin, arginin, ornitin/ (HiMedia Laboratories)

Pribor

Multistix test trake 10 SG (Siemens)

SCX kolonice

staklene kuglice za liziranje, glasperlen @ 0,10-0,11 (Sartiorius AG)
staklene kuglice za liziranje, glasperlen @ 0,4-0,6 (Sartiorius AG)

Tehnicka oprema

Analiti¢ka vaga, Mettler Toledo, Svicarska
BioSpec Nano-drop spektrofotometar, Shimadzu Biotech

Centrifuga Centric 400, Tehtnica, Slovenija
24
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e C(Centrifuga 5415 R, Eppendorf, Njemacka

e (Centrifuga MiniSpin, Eppendorf, Njemacka

e Maxwell 16, Promega, SAD

e Mikrovalna peénica, Electrolux

e Termomijesalica Comfort, Eppendorf, Njemacka

e Termostat (35 °C)

e Ultrazvu¢ni homogenizator Mini20, Bandelin, Njemacka

e Vakuum centrifuga Concentrator 5301, Eppendorf, Njemacka

e Vorteks MS 3 basic, IKA, Japan

e Zamrziva¢ Forma 900 (-86 °C), Thermo scientific, Njemacka

e Zamrzivac, Gorenje, Slovenija

e Automatizirani uredaj za prociS¢avanje proteina AssayMAP Bravo Automated Liquid
Handling Platform, Agilent Technologies, SAD

e 4800 MALDI TOF/TOF spektrometar masa, Applied Biosystems, MDS Sciex

e ESISYNAPT G2-Si i nanoACQUITY UPLC-u (Waters, Milford, MA, SAD)

3.2.5. Priprema otopina

Amonijev-hidrogenkarbonat

50 mmol/L amonijev-hidrogenkarbonat pufer pH=7,8

Pufer je pripremljen otapanjem 4 g NH4HCO3 u 900 mL Milli Q vode. Vrijednost pH
otopine je podeSena na 7,8 fosfatnom kiselinom (¢=85 %), te je volumen nadopunjen do
1000 mL Milli Q vodom.
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25 mmol /L amonijev-hidrogenkarbonat pufer pH=7,8

Pufer je pripremljen otapanjem 2 g NHsHCOs u 900 mL Milli Q vode. Vrijednost pH otopine
je podesena na pH=7,8 fosfatnom kiselinom (¢p=85 %) te je volumen nadopunjen do 1000 mL
Milli Q vodom.

Ekvilibracijski pufer

Ekvilibracijski pufer je po sastavu 75 mmol/L Tris-HCI, pH=8,8, 6 mol/L urea, glicerol
(9=0,3), 20 g/L SDS i nemjerljivo mala koli¢ina bromfenol modrila, a priprema se otapanjem
72,1 g uree, 4 g SDS uz dodatak 10 ml 1,5 mol dm-3 Tris-HCI, pH=8,8 pufera, 60 ml glicerola
i proizvoljno male koli¢ine bromfenol modrila (na vrhu nastavka za pipetor) u oko 180 ml Milli
Q vode u odmjernoj tikvici od 200 ml uz mijeSanje na magnetskoj mijesalici. Kad je sve
otopljeno, tikvica je nadopunjena Milli Q vodom na volumen, a ovako pripremljeni

ekvilibracijski pufer alikvotiran je i skladiSten na -20 °C do organolepti¢kih promjena.

Otopina tripsina

Mati¢na otopina tripsina

Mati¢na otopina tripsina pripremljena je dodavanjem 50 puL Milli Q vode u jednu ampulu koja
sadrzi 50 pg liofiliziranoga tripsina. Kona¢na masena koncentracija tripsina u mati¢noj otopini
iznosila je 1 g/dm3. Mati¢na otopina alikvotirana je u obroke od po 10 ul i skladistena na -20

°C do 3 mjeseca.
Radna otopina tripsina
Radna otopina tripsina po sastavu je 10 mg/L tripsin, a pripremljena je mijeSanjem 10 pl

maticne otopine tripsina i 990 pl Milli Q vode neposredno prije upotrebe.

Otopina CHCA matrice

Otopina CHCA matrice po sastavu je 5 g/L a-cijano-4-hidroksi-cimetna kiselina (CHCA) u 9,4
mol/L vodenoj otopini acetonitrila, a pripremljena je otapanjem 5 mg CHCA matrice u 500 pl
Milli Q vode i 500 pl acetonitrila.
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3.2.6. Programi za upravljanje i obradu podataka

e Protein Reader, software razvijen u Kabinetu za Bioinformatiku za spektrometriju

masa, pisan u Javi
e Mascot (version 2.1. Matrix Science, UK)

e Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME 1.9.1)
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3.3. Mjerni postupci

U radu su koriSteni mjerni postupci standardne mikrobioloske analize, testiranja
antimikrobne osjetljivosti uropatogena, proteomska identifikacija uzro¢nika mokraénih
infekcija iz uzoraka uzgojenih kultura najces¢ih uropatogena i uzoraka mokrace, ekstrakcija
DNA iz bakterijske biomase prisutne u mokraci, sekvenciranje gena za 16S rRNA, te analiza

podataka.

3.3.1. Mikrobioloska analiza

Sterilna kalibrirana eza (10 pl) koristena je za uzimanje uzorka mokrace koji je njome
nasaden po cijeloj povrsini hranjive podloge (McConkey agar i krvni agar) i to u tri smjera
("glava” na jednoj tre¢ini podloge, zatim dva puta razrijedenje, ali bez spaljivanja eze izmedu
pojedinih razrjedivanja). Nakon toga plo€e su inkubirane u termostatu u aerobnoj atmosferi na
37 °C tijekom 24 sata. Na drugom i treCem dijelu kultivirane ploc¢e o¢ekuju se pojedinacne i
prema tome Ciste kolonije koje sluze za daljnju identifikaciju i izradu testa osjetljivosti na
antibiotike. Tijekom postupka svi parametri poput debljine i sastava hranjive podloge, pH,

temperature i trajanja inkubacije su bili unutar standardom dopustenih odstupanja.

3.3.2. Test antimikrobne osjetljivosti

Difuzijski su postupci izvedeni na Mueller-Hinton agaru (MH agar) s ili bez dodatka 5
% ov¢je krvi. MH agar s dodatkom krvi koristi se za izolate streptokoka i Aerococcus spp. Za
stafilokoke, enterokoke i gram-negativne bakterije koristen je MH agar bez dodatka ov¢je krvi.
Diskovi natopljeni antibiotikom stavljaju se na povrSinu agara koja je prethodno nasadena
suspenzijom Ciste bakterijske kulture turbiditeta 0,5 McFarlanda. Antibiotik iz diska difundira

u hranjivu podlogu prethodno zasijanu ispitivanom bakterijskom kulturom.

3.3.3. Analiza fizikalno kemijskog pregleda mokraée

U fizikalno kemijskom pregledu mokrace koriStene su Multistix test trake 10 SG,

Siemens (Erlangen, Germany). Test traka ima 10 polja na kojima se semikvantitativno odreduje

28



3. MATERIJALI | METODE

prisustvo proteina, hemoglobina, leukocita, ketonskih spojeva, glukoze, bilirubina,
urobilinogena, nitrita, askorbinske kiseline te pH vrijednosti i specifi¢ne tezine. Provjerom boje
na test traki semikvantitativno se odreduju koncentracije pojedinih analita u uzorcima mokrace.
U svrhu ovoga ispitivanja bilo je znacajno pratiti prisustvo leukocita, eritrocita, nitrita i

proteina.

3.3.4. Proteomska identifikacija uzro¢nika mokraénih infekcija pretragom baze

podataka

3.3.4.1. Postupak izolacije bakterijske biomase iz uzoraka mokrace

Izolacija bakterijskoga taloga uzoraka mokraée koji imaju >10°> CFU/ml zapoceta je
odmrzavanjem uzoraka na sobnoj temperaturi. Otopljeni uzorci mokrace prvo su
homogenizirani a zatim je izuzet volumen od 10 mL. Uzorci su centrifugirani jednu minutu na
1000 g, pri sobnoj temperaturi, u svrhu talozenja stanica humanoga porijekla, gljiva i ostalih
necistoca (npr. kristali). Nakon centrifugiranja talog je odbacen, a supernatant je uzet u daljnju
proceduru. Nakon ponovnoga centrifugiranja, supernatant je odstranjen, a na talog je dodan 1
mL svjeze pripremljenoga pufera, 25 mM NHsHCOs. Uzorci su snazno promijesani, potom
centrifugirani pri 16000 g (4 °C), 5 minuta. Postupak ispiranja taloga ponovljen je, ovisno o
Cisto¢i uzorka, dva do tri puta. Talog dobiven opisanim postupkom smatra se bakterijskom

biomasom.

3.3.4.2. Ekstrakcija proteina

Supernatant je odbacen, a bakterijska biomasa ponovno je suspendirana u puferu (25
mM NH;HCOg, pH 7,8). Talog je homogeniziran mijesanjem te centrifugiranjem na 16000 g,
pri 4 °C tijekom 5 minuta. Ovaj je postupak dizajniran u svrhu ispiranja necisto¢a poput
ljudskih stanica te je ponovljen tri puta. Proteini su ekstrahirani iz bakterijske biomase pomoc¢u
100 uL reagensa za ekstrakciju bakterijskih proteina B-PER (Thermo-Pierce, SAD). Slijedeci
protokol proizvodaca, uzorak je inkubiran na sobnoj temperaturi 15 minuta, a zatim zagrijavan
na 100 °C u vodenoj kupelji 2 minute. Netopljivi stani¢ni ostaci uklonjeni su centrifugiranjem

na 16000 g pri temperaturi od 4 °C tijekom 5 minuta. Ovim je postupkom supernatant obogacen
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otopljenim proteinima sadrzanim u otopini B-PER te pripremljen za sljedeci korak u daljnjoj

pripremi uzorka za proteomsku analizu.

3.3.4.3. Digestija u otopini

Uzorak proteina sadrzan u B-PER (70 uL) pomijesan je s 2 uL otopine tripsina (1
mg/ml, Merck, Njemacka). Digestija u otopini provedena je na 37 ° C uz mijeSanje na termo-

tresilici (500 o/min) tijekom 18 sati (preko no¢i).

3.3.4.4. Frakcioniranje peptida

Nakon digestije proteina provedeno je njihovo frakcioniranje pomoc¢u automatizirane
platforme za rukovanje teku¢im uzorcima Agilent Bravo (Agilent, SAD) (96-kanalna glava
vrha) i filtera Assay MAP SCX prema uputama proizvodaca i protokolu za frakcioniranja
(primjena 5991-3602EN), SCX patrone su nabijene s 400 mM amonijevoga formiata/l %
mravlje kiseline/25 % acetonitrila (ACN), uravnotezene s 1 % mravlje kiseline/25 % ACN,
napunjene uzorcima i eluirane uzastopno pomocu 40 mM amonijevoga formata/25 % ACN
(pH 3,5; 4,0) 40 mM amonijevog acetata/25 % ACN, (pH 4,5; 5; 5,5) i 100 mM amonijevoga
hidroksida/25 % ACN (pH 9,5). 1z svakoga obradenog uzorka, prikupljeno je ukupno Sest
frakcija te je primjenom kromatografije omoguceno njihovo postupno i pojedina¢no eluiranje
metodom moduliranja pH. U pocetku je koriSteno svih Sest frakcija, a naknadno je Sesta frakcija
izostavljena iz analize. Frakcioniranjem peptida povecan je ukupni broj detektiranih peptida, a

time i broj proteina, $to je u konacnici poboljsalo identifikaciju mikroorganizama.

3.3.4.5. Analiza MALDI-TOF / TOF metodom

Uzorci za analizu pripremljeni su dodatkom 1 pl 5 mg/ml otopine matrice a-CHCA (a-
cijano-4-hidroksi cimetne kiseline) pomijeSane S 1 pl svake frakcije uzorka (Sest frakcija po
uzorku). Iz rezultirajuce otopine, 1 pl je nanesen na spot MALDI plocice. Nakon susenja na
sobnoj temperaturi, naneseni uzorci analizirani su pomoc¢u 4800 Plus MALDI-TOF/TOF
masenoga spektrometra (Applied Biosystems Inc., Foster City, SAD) opremljenoga laserom
od 200 Hz, 355 nm Nd: YAG. MS spektri su dobiveni u rasponu mase od 800-4500 m/z.
Fragmentacija peptida izvedena je pri energiji sudara (CID) od 1 kV u nadinu pozitivne
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refleksije iona, koriste¢i dusik kao sudarni plin. Za svaki uzorak odabrano je do 20
najintenzivnijih pikova MS spektara za MS/MS analizu. Otprilike 1000 pojedina¢nih hitaca
akumulirano je iz razli¢itih pozicija po spotu za MS analizu, a za sljede¢e fragmentacijske
ionske spektre koristeno je 2000 hitaca po istom spotu. IzvrSena je unutarnja kalibracija
pomocu fragmenata autolize tripsina. MS i MS/MS spektri dobiveni su pomocu softvera 4.000

Explorer (V 3.5.3, Applied Biosystems, SAD).

3.3.4.6. Obrada programom Mascot

Mascot analiza (verzija 2.1. Matrix Science, UK) provedena je kako bi peptidi bili
identificirani pretrazivanjem podudarnih proteina u NCBI bazi podataka "nr" (20140312) s
filtriranom pretragom na koljeno Proteobacteria (11838333 sekvence), Firmicutes (5487348
sekvence) i Homo sapiens (276468 sekvenci). Parametri pretraZivanja baze podataka MS i
MS/MS bili su postavljeni na toleriranje mase mati¢nih iona od 0,3 Da i toleriranje mase
fragmenata iona od 0,5 Da, cijepanje tripsinom s maksimalno jednom pogreskom po peptidu i
oksidacijom metionina kao varijabilnom modifikacijom. Specifi¢nost tripsina postavljena je na
C-terminalni lizin 1 arginin, osim ako je sljede¢i aminokiselinski ostatak prolin. Kvalitativna
analiza podataka provedena je Mascot analizom koristeci interval pouzdanosti od 95 %, tako
da je prag znacajnosti prilagoden sa stopom laznih rezultata ispod 5 %. U Mascot rezultatima

kori$ten je minimalni zbirni rezultat od 48.
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Slika 2. Algoritam ustroja identifikacije uropatogena iz nativnoga uzorka mokrace; opis
tijeka postupka identifikacije mikrorganizama od pripreme uzorka, frakcioniranja uzorka,

masene spektrometije do analize podataka

3.3.5. Proteomska identifikacija uzro¢nika mokraénih infekcija de novo

sekvenciranjem peptida

3.3.5.1. Postupak izolacije bakterijske biomase iz bakterijskih kultura

Monokolonije bakterija s hranjivin podloga sakupljene su sterilnom ezom i
suspendirane s 400 pl 50 mM NH4HCO3 pufera (Sigma Aldrich, Njemacka). Suspenzije
bakterija centrifugirane su na 8000 g tijekom 10 minuta kako bi se stanice isprale, a supernatant
se baca. Bakterijski talog resuspendiran je u 200 pl lizirajuéeg pufera; 2 % natrijev-dodecil-

sulfat (SDS) (Sigma Aldrich), 100 mM Tris/HCI (Sigma, Aldrich), pH 7,8 i 0,1 M ditiotreitol)
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(Sigma Aldrich). Nakon 10 min inkubacije na sobnoj temperaturi, stanice su homogenizirane
ultrazvuénim homogenizatorom (SONOPULS mini-20, Bandelin, Njemacka). Uzorci su
sonificirani u pet ciklusa po 1 minutu s intervalima hladenja od 30 sekundi izmedu ciklusa i
ultrazvucéne obrade. Nakon toga u uzorcima je inhibirana aktivnost proteaza grijanjem uzoraka
u vodenoj kupelji; 2 minute na 100 °C. Stani¢ni lizat uklonjen je centrifugiranjem na 16000 g;

20 min na 4 °C, a proteinska frakcija sadrzana u supernatantu je koristena za daljnju obradu.

3.3.5.2. Postupak ekstrakcije proteina iz bakterijske biomase

Bakterijska biomasa iz uzoraka mokracée izolirana je postupkom opisanim u poglavlju
3.3.4.1. Na bakterijski talog dodano je 200 pL liziraju¢eg reagensa (2 % SDS) (Sigma Aldrich),
100 mM Tris/HCI (Sigma, Aldrich), pH 7,8 1 0,1 M ditiotreitol (Sigma Aldrich) za ekstrakciju
bakterijskih proteina i dobro homogenizirano automatskom pipetom. Uz povremeno mijesanje
uzorci su ostavljeni 15 min na sobnoj temperaturi. Kako bi uspjesnost postupaka liziranja
stanica bila veéa (posebno gram pozitivnih) provedeno je i razaranje stanica ultrazvu¢nim
homogenizatorom (SONOPULS mini-20, Bandelin, Njemacka). Tijekom pet ciklusa po jednu
minutu (puls = 0,5 s, P =50 %). Da bi se sprijecila nekontrolirana denaturacija proteina nakon
sonifikacije uzorci su inkubirani 2-3 minute u vodenoj kupelji (100 °C). Na kraju su uzorci
centrifugirani u trajanju od 15-20 min (16000 g, 10 °C) pri ¢emu je uzet stani¢ni lizat koji je

odvojen od dobivenoga taloga, te je proteinska frakcija sadrzana u supernatantu dalje obradena.

3.3.5.3. Procis¢avanje proteina i digestija koristenjem FASP filtera

FASP (engl. Filter Assisted Sample Preparation; FASP) ucinkovita je metoda
generiranja tripti¢nih peptida iz slozenih smjesa proteina. FASP filteri kombiniraju uporabu
MWCO membrana (engl. Molecular Weight Cut-Off) na kojima se slozene proteinske smjese
kemijski modificiraju i digestiraju. Protokol pripreme uzorka s pomo¢u FASP filtera preuzet
je od Yu i sur. i proveden s neznatnim izmjenama (38). Microcon-30 kDa, 0,5 ml (Merck,
Njemacka) isprani su s 200 pL ultraciste vode i s 200 puL otopine uree (8 M uree u 100 mM
Tris/HCL puferu). 200 uL otopine uree dodano je na filter i centrifugirano pri 12000 g tijekom
15 minuta na 20 °C. Ovaj je korak bio ponovljen, a filteri su isprani jos dva puta s 200 pL
amonijevog-bikarbonatnoga pufera. U postupku izolacije u nove epruvetice dodano je 70 puL
stani¢noga lizata i 2 pL otopine tripsina (1 pg/ pL).
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3.3.5.4. Derivatizacija CAF/CAF reagensom

Ispareni uzorci nakon procesa digestije proteina bili su rekonstituirani s 30 pL
derivatizacijske otopine (12,5 mM 4-formil-1,3-benzenedisulfonske-dinatrijeve soli (Sigma-
Aldrich) i 95,5 mM natrijevog-cijanoborohidrida (Merck), otopljen u 10 mM kalija-dihidrogen
fosfata, te je pH podesSen na 5. Derivatizacija je provedena pomocéu mikrovalne pecénice za

kuc¢anstvo na 180 W tijekom 8 minuta.

3.3.5.5. Frakcioniranje peptida

Frakcioniranje peptidnih fragmenata provedeno je pomocu sustava za automatsku
pripravu tekucih uzoraka AssayMAP Bravo (Agilent, SAD) (Automated Liquid Handling
Platform) uz unaprijed odredeni softverski protokol za frakcioniranje. Uzorci su pripremljeni
mijeSanjem 60 puL uzorka i 60 pL 1 % HCOOH u jaZicama. Prije nanoSenja peptida kolonice
(SCX) su kondicionirane ekvilibracijskim puferom, a eluacija peptidnih fragmenata provedena
je eluacijskim puferima (pH 3,5; 4; 4,5; 5; 6 1 9,5). Po uzorku je dobiveno 6 frakcija, svaki
volumena 25 L. Postupak frakcioniranja trajao je dva sata. Suhi peptidi su rekonstituirani u 1
% amonijevog-hidroksida (Sigma Aldrich) i bili su podvrgnuti snaznoj izmjeni aniona
koriStenjem stacionarne faze kvaternarnog metil-amina (QMA) koji je dobiven iz Sep-Pak
Accell Plus ulozaka (Waters) te su prebaceni u Agilent mikro patrone za kromatografiju. Prije
nanoSenja peptida na QMA kolonu, ulosci su pripremljeni dodatkom 400 mM amonijevog-
formiata, 1 % amonijevog-hidroksida/25 % acetonitrila i uravnotezen s 1 % amonijevim-
hidroksidom. Sve su frakcije suSene u vakuumskom koncentratoru i resuspendirane u 1 %
mravljoj kiselini. Ulosci su punjeni s 400 mM amonijevog formiata, 1 % octene kiseline/25 %
acetonitril pufera i uravnotezeni s 1 % octenom kiselinom/25 % acetonitrilom. Na kraju, 36

frakcija svakog uzorka ponovno je ispareno u vakuum koncentratoru.

3.3.5.6. Analiza MALDI TOF/TOF metodom

Uzorci za analizu pripremljeni su dodatkom 10 pul matrice CHCA (o-cijano-4-
hidroksicimetna kiselina, Smg/mL, > 98,0 % (Sigma-Aldrich) na osusenu peptidnu smjesu, od
cega je 1 pL te smjese nanesen na spot MALDI plocice. Analiza peptidnih fragmenata

provedena je uz negativnu ionizaciju, pri ¢emu je u MS spektru odabrano 25 najintenzivnijih
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peptidnih prekursora koji su podvrgnuti ponovnoj fragmentaciji za snimanje MS/MS spektara.
MS akvizicija izvrSena je analizatorom MALDI-TOF/TOF; 4800 Plus (200 Hz, 355 nm
neodymium-doped yttrium aluminium garnet Nd: YAGlaser). Parametri instrumenta
postavljeni su pomocu softverske verzije 4.000 Explorer (V 3.5.3, Applied Biosystems, SAD).
Dobiveni su maseni spektri s prosje¢no 1800 laserskih snimaka koji pokrivaju raspon m/z od
1000 do 4000. MS/MS akvizicija je postignuta energijom sudara 1kV, prvo u negativnom a
onda u pozitivnom ionskom nacinu rada bez kolizije plina. Selekcija pikova izvrSena je
automatski kako bi se analizirali MS spektri i prikupili MS/MS podaci odabranih pikova.
Parametri odabira pikova MS/MS bili su sljede¢i:

- minimalni S/N filter = 15,

- minimalna S§irina vrha kromatograma = 3 (koristi se za sprecavanje suviSne analize vrha u
susjednim frakcijama),

- maksimum prekursora po frakciji = 20,

- preteca frakcije do frakcije tolerancija mase =200 ppm.

3.3.5.7. De novo sekvenciranje peptida

Sekvenciranje peptida de novo provedeno je CAF/CAF metodom (CAF-/CAF+
derivatizacija).
Derivatizirani ion prekursor dobiven u MS negativnom ionskom nac¢inu MALDI-TOF/TOF
analize je fragment koji je dalje analiziran u MS/MS negativnom i pozitivnom ionskom nacinu.
MS/MS spektri poravnani su omogucujuci in silico transformaciju b-iona u y-ione, te su samo
y-ioni koriSteni za predvidanje sekvence peptida algoritmom. Peptidni sljedovi su
kategorizirani prema najvi$im intenzitetima, a 10 najboljih sekvenci pretrazivano je prema
NCBI nr bazi podataka blastp. Rezultati pretraZivanja predstavljaju identificirane vrste.
Pomocu rac¢unalnih metoda temeljenih na stablu odluke uéinjena je klasifikacija modela kojim
se odreduje razina pouzdanost (engl. confidence score) identifikacije uropatogena za svaki od
4 izolata uropatogena (E. coli. P. mirabilis, K. pneumoniae i P. aeruginosa) koji su sluzili kao
standardi. Time je ucinjen iskorak u standardizaciji bakterijske identifikacije tandemskom
masenom spektrometrijom. Prema tom modelu ué¢injena je identifikacija 34 uzoraka mokrace,
prethodno podvrgnutih dijagnostickoj identifikacije SUK-om. Broj podudarnih peptida

rangiran je prema razini pouzdanosti u 3 kategorije; 3-visoka razina pouzdanosti ispravne
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identifikacije, 2-srednja razina pouzdanosti ispravne identifikacije i 1-niska razina pouzdanosti
ispravne identifikacije.

= = =
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Slika 3. Slikovni prikaz ustroja proteomske identifikacije uzro¢nika mokrac¢nih infekcija de

novo sekvenciranjem peptida
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3.3.6. Ekstrakcija DNA iz bakterijske biomase

Ekstrakcija DNA provedena je na Maxwell 16 instrumentu (Promega, Madison)
koriStenjem Maxwell 16 Cell DNA i Maxwell 16 Tissue DNA kita (75) iz odabranih uzoraka
mokrace, u Laboratoriju za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura, Zavoda
za biokemijsko inzZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskoga fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
Izolacije 1 procis¢avanje genomske DNA iz biomase prisutne u mokraé¢i ucinjena je
automatiziranom metodom. Procis¢ena DNA spremljena je za daljnje analize bez potrebe za
predobradom (centrifugiranjem, precipitacijom ili rehidracijom) DNA taloga. Obrada uzorka
za gram negativne bakterije nije zahtijevala predobradu. 2 x 10° stanica (talog stanica) dodano
je u jazicu ili u 400 ul hranjive podloge. Uklanjanje RNA uéinjeno je dodatkom RNaze (5ul
RNaze A po mililitru pufera za eluaciju). Obrada uzorka za gram pozitivne bakterije zapocela
je prikupljanjem do 2 x 10° stanica centrifugiranjem i resuspendiranjem stani¢nog taloga u 400
ul TE pufera (20 mL 1M Tris + 4 mL 500 mM EDTA; pohranjeno u zamrzivac¢u). Nako toga
slijedio je korak dodavanja 100 ul lizozima koncentracije 25 mg/ml te inkubacija na 37 °C kroz
dva sata. Poslje inkubacije cijeli uzorak je prenesen u jazicu. Uklanjanje RNA takoder se
provodi dodatkom 5pul RNaze A po mililitru pufera za eluaciju. Daljnja obrada ucinjena je
prema zadanom protokolu za pokretanje Maxwell 16 te izborom programa ovisno o tipu
kompleta za izolaciju. Sam postupak izolacije u Maxwell 16 uredaju trajao je 30 — 45 minuta.
Prije analize uzorci mokrace temperirani su na sobnu temperaturu, te je 2 mL mokrace
prebaceno u sterilne epruvetice, centrifugirano na 12000 okretaja kroz 6 minuta, te je

odstranjeno 1,6 mL supernatante da bi se dobilo potrebnih 400 pl taloga.

3.3.7. Odredivanje koncentracije DNA

Koncentracija izolata DNA izmjerena je BioSpec Nano spektrofotometrom. VVolumen
uzorka iznosio je 2 pl, a kao slijepa proba sluzio je pufer za eluaciju iz Maxwell® 16 kita za
izolaciju. Duljina puta iznosila je 0,7 mm. Dobiveni rezultati mjerenja koncentracije DNA
prikazani su u Rezultatima (Tablica 12.). Omjeri apsorbancije pri 260 nm i 280 nm odnose se
na kvalitetu DNA i RNA. Za DNA omjer 260/280 je od 1,7-1,9, a za RNA vrijedi omjer oko
2,0. Ako je omjer manji to ukazuje na prisutnost proteina, fenola ili drugih prisutnih

kontaminacija. Kao dodatni kriterij koristi se omjer 260/230, a preporucene vrijednosti su u

37



3. MATERIJALI | METODE

rasponu od 2,0 - 2,2. Ako je omjer manji moguca je kontaminacija spojevima kao §to su EDTA,

ugljikohidrati i fenoli.

3.3.8. Sekvenciranje gena za 16S rRNA

Izolirana DNA iz uzoraka mokrace poslana je na sekvenciranje pruzatelju usluga (MR
DNA, Texas, SAD). Kao rezultat sekvenciranja dobiveni su sirovi podatci i protokol koji je
koriSten. V3 i V4 regije gena za 16S rRNA umnozene su u 30 ciklusa PCR-a pomoc¢u pocetnica
specificnih za te regije. Koristio se HotStarTaq Plus Master Mix Kit (Qiagen, SAD) pod
sljede¢im uvjetima: 94 “C kroz 3 minute, zatim 28 ciklusa na 94 °C po 30 sekundi, 53 “C kroz
40 sekundi i 72 "C kroz 1 minutu, te krajnji korak elongacije na 72 "C, 5 minuta. Nakon
amplifikacije provedena je provjera uspjesnosti amplifikacije i intenzitet vrpci na 2 %-om
agaroznom gelu. Vise uzoraka skupljeno je zajedno, u jednakim omjerima, na temelju njihove
molekulske mase i koncentracije DNA. Tako skupljeni uzorci pro¢iséeni su s Ampure XP
kuglicama. Procis¢eni PCR produkti koristeni su za pripremu DNA knjiznice prateci [llumina
TruSeq DNA protokol. Sekvenciranje se provodilo u MR DNA (Shallowater, TX, SAD) na
MiSeq uredaju po uputama proizvodaca. Svakom uzorku dodijeljen je nukleotidni, jedinstveni
barkod $to je omogucilo sekvenciranje vise uzoraka odjednom. U ovom slucaju sekvenciranje
je provedeno za 24 uzorka na jednoj ploc¢i. MR DNA koristila je krace pocetnice (50 pb barkod,
i 20 pb pocetnice). Kasnije tijekom analize sekvence barkoda su uklonjene kako bi se dobila
Cista sekvenca DNA koja se Koristila u daljnjim analizama. Kreirana je knjiznica svakog
produkta u 5°-3" orijentaciji kao §to je uobiéajeno, ali i u 3"-5 orijentaciji.

Sirovi podaci nakon analize dobiveni su u fastq formatu, a MR DNA generira jo$
nekoliko dokumenata u razli¢itim formatima. Fastq podatci 0znaceni su oznakom .fna (Slika
4. a), a QUAL podaci oznakom .qual (Slika 4. b). Dobiveni sirovi podatci u fastq formatu

koristeni su u daljnjoj analizi pomoc¢u QIIME programa.
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qiime @giime-190-virtual-box: ~
giime@qiime-190-virtual-box:~$ head fastgjoin.join.qual
>M@1522:77:000000000-AR1IWK:1:1101:16205:1712
34 34 34 34 34 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38
38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 34 38 38 38 35 37 24 36 2
3 37 30 31 37 37 38
37 34 31 37 37 36 36 38 34 35 22 27 36 36 35 36 32 37 37 35 37 36 27 27 27 27 36
36 34 34 23 37 23 36 27 36 36 38 34 24 34 24 32 37 32 35 37 38 38 37 38 30 27 3
2 24 37 37 37 37 34

32 36 25 22 37 36 38 38 38 37 37 37 37 24 37 35 30 36 37 37 34 31 36 36 38 36 38
36 23 37 37 24 37 22 35 11 32 37 24 25 35 23 31 34 34 19 31 33 20 34 25 36 37 3
7 38 37 38 29 16 29

34 34 34 37 34 25 31 34 34 38 36 35 36 34 37 36 20 33 36 34 37 30 37 34 34 25 34

28 36 38 34 28 28 37 36 36 28 35 36 35 35 38 35 34 18 30 34 33 34 22 20 35 38 2

37 28 36 31 34 28 21 21 34 25 31 25 28 35 23 35 37 32 28 31 28 31 23 32 32 35 2
8 35 23 35 26 35 37
37 35 38 35 31 37 36 30 36 32 11 35 36 37 37 11 23 25 11 32 11 32 33 34 10 25 25
25 37 37 32 37 32 25 34 11 25 35 30 24 37 27 32 24 36 32 37 24 37 37 38 37 37 3
4 36 11 36 27 11 36
37 29 37 37 22 37 38 37 36 37 22 37 36 34 37 36 23 35 34 35 37 36 11 27 36 32 37
34 21 11 37 37 25 27 11 23 35 37 37 31 11 21 11 38 38 37 37 34 23 37 34 36 36 3
7 34 37 37 23 38 38
38 37 38 37 37 34 24 35 38 37 37 31 37 34 38 38 37 38 38 34 34 34 32 24
>M@1522:77:000000000-AR1IWK:1:1101:19309:1740
qiime@qiime-190-virtual-box:~$

6 24 25 31 37 38 30
27 34 24 34 37 37 35 27 31 19 29 31 37 37 37 35 37 37 10 35 37 20 31 32 35 31 38
——

Slika 4a. primjer izgleda FASTA dokumenta

me@qgiime-190- tual-box: ~

giime@qiime-196-virtual-box:~% head fastqjoin.join.fna
>MO1522:77:000000000-AR1WK :1:1101:16205:1712
GAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTG
TTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTGGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCA
GGTGTAGCGGTGAAATCCGTAGATATATCCAAGAACACCAGTCGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGG
CTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCGGGTAGTG
>M@1522:77:000000000-AR1WK:1:1101:19309:1740
ATCGATGACCTACGGGTGGCTGCAGTAGAGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAA
[*CCTGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTA
AAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAATGCAGCGGAAACTGGGAAACT
TGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCCAGTAGTG
>M@1522:77:000000000-AR1WK:1:11©1:14550:1741
TGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTAAAGCCCAGTAAGCCGCCTTCGCCACTGATGTTCCTCCTAATA

[::] TCTACGCATTTCACCGCTACACTAGGAATTCCGCTTACCTCTACTTCACTCAAGAACCACAGTTTCAAATGCAGTTTATG
GGTTAAGCCCATAGTTTTCACATCTGACTTGCGATCCCGCCTACGCTCCCTTTACACCCAGTAATTCCGGACAACGCTCG
CTCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGAGCTTCCTCCTCAGGTACCGTCTTTTTGTTCGTCCCTG
AAGACAGAGGTTTACAATCCTAAAACCTTCTTCCCTCACGCGGCATCGCTGCATCAGAGTTTCCTCCATGGTGAAATATT
CCCCACTGCAGCCCCCCGTAGGTGTTGATG
>M@1522:77:000000000-AR1IWK :1:11©1:21352:1745
GACTACAGGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCG
CCACCGGTATTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCAAC
CAGTTTCAGATGCAATTCCCAAGTTAAGCTCGGGGCTTTCACATCTGACTTAATTGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCC
AGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTA
ACGCTCAATTGATAAGGGTATTAACCTTATCACCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCTAAGGCCTTCTTCATAC
ACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGAAATATTCCCCACTGCTGCCACCCGTAGGTGAGCTGG
>M@1522:77:000000000-AR1WK:1:11©1:18110:1760
CATATTCTCCTACGGGAGGCTGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGAGAGCCTGAACCAGCCAAGTAGCGTGAAGGAT
GAAGGTCCTACGGATTGTAAACTTCTTTTATACGGGAATAAAGTTTCCTACGTGTAGGATTTTGTATGTACCGTATGAAT
AAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCOGCGGTAATACGGAGGATGCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGG
AGCGCAGACGGGAGATTAAGTCAGTTGTGAAAGT TTGCGGCTCAACCGTAAAATTGCAGTCGATACTGGTTTCCTTGAGT
GCAGTTGAGGCAGGCGGAATTCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGATATCACGAAGAAACCCGATTGCGAAGGCAGCTT
GCTAAACTGTAACTGACGTTCATGCTCGAAAGTGTGGGTATCAAACAGGAGTAGATACCCCAGTAGTG
giime@giime-19@0-virtual-box:~-%

Slika 4b. primjer izgleda QUAL dokumenta
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3.3.9. Analiza podataka dobivenih DNA sekvenciranjem- QIIME

QIME (engl. Quantitative Insights Into Microbial Ecology) predstavlja
bioinformaticki alat kojim su analizirani sirovi podatci DNA sekvenciranja, te time dobivene
informacije o urinarnom mikrobiomu. Koraci obrade dijele se u upstream i downstream korake.
Upstream koraci sluze za generiranje operativnih taksonomskih jedinica (engl. Operational
txonomic unit; Otu), dok downstream koraci sluze za analizu i odredivanje alfa i beta

raznolikosti i njihovu vizualizaciju.

3.3.9.1. Pre-procesiranje

Analiza rezultata zapoceta je pre-procesiranjem. Prvi korak jest spajanje sljedova
generiranih [lluminom. Spajanje sljedova je nuzno jer pair-end metoda omogucava dobivanje
duljih sekvenci do 600 pb. Metoda kojom su spajani sljedovi naziva se fastg-join. Kao krajnji
rezultat dobivaju se dvije datoteke — fastgjoin.join.fna (FASTA format) i fastgjoin.join.qual
(QUAL format).

Sljedeci korak ukljucivao je provjeru mapping dokumenta s svim informacijama o uzorku,
pocetnicama i barkodu kako bi on bio kompatibilan s QIIME-om, odnosno kako bi se mogli
poduzeti daljnji koraci u analizi. Zadnji korak pre-procesiranja bio je demultipleksiranje i
filtriranje sekvenci. Ucinjene su analize sekvenci koje zadovoljavaju postavljene zahtjeve
kvalitete i preimenovanje svakoga niza nazivom uzorka ¢ime su formirani podaci za
downstream analizu. Sekvence uzoraka koji se ne nalaze u mapping dokumentu ili sekvence
bez odgovarajuce pocetnice iskljucene su. Postavljeni su zahtjevi za minimalnu i maksimalnu
duljinu sekvence od 200 do 1000 nukleotida. Postavljen je maksimalni broj od 6 nesigurnih

baza, isto kao i maksimalna duzina homopolimera.

3.3.9.2. Analize raznolikosti

Analiza raznolikosti zapoceta je odabirom Otu-a, operativne definicije koja se koristi
za razvrstavanje skupina usko povezanih podjedinaca. QIIME nudi tri protokola za taj odabir:
de novo, closed-reference i open-reference. Odabran je de novo pristup u kojem su sljedovi
grupirani medusobno, bez vanjske referentne skupine sekvenci. Prednost metode je grupiranje

svih sljedova, a mana je dugotrajnost analize (ukoliko ima puno sljedova). Odabir Otu-a sastoji
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se od viSe podkoraka i zapo€inje svrstavanjem svih sekvenci svakog uzorka u Otu-e na temelju
njihove odabrane sekvencijske sli¢nosti. U QIIME-u Otu-i predstavljaju klastere sekvenci, te
odredeni stupanj taksonomske srodnosti. Slijedi odabir reprezentativnog seta sekvenci iz
svakog Otu-a za daljnje analize (taksonomska identifikacija Otu-a 1 filogenetsko
poravnavanje). Rezultat je FASTA dokument seqs rep set.fna koji sadrzi jednu
reprezentativnu sekvencu po Otu-u.

Nakon toga slijedi poravnavanje reprezentativnih sekvenci odabranom metodom PyNAST u
kojoj NAST algoritam poravnava svaku sekvencu s najboljom sekvencom iz ve¢ poravnane

baze podataka referentnih sekvenci.

3.3.9.3. Alfa raznolikost

Alfa raznolikost predstavlja raznolikost unutar uzorka te opisuje bogatstvo vrsta ili
nedostatak istih u jednom uzorku i moze se odrediti pomo¢u QIIME programa. Odredivanje
alfa raznolikosti obuhvaca Cetiri koraka. Prvi ukljucuje stvaranje Otu tablica koje predstavljaju
bazu za odredivanje alfa raznolikosti. Time se ne dobivaju krivulje raznolikosti po broju
sekvenci u uzorku, nego se kreira serija poduzorkovanih Otu tablica slu¢ajnim uzorkovanjem
iz glavne Otu tablice. Svi uzorci koji sadrZze manje sekvenci od trazenog broja izostavljeni su
iz analize. Naredba generira brojne dokumente ¢iji broj ovisi o minimalnom i maksimalnom
broju sekvenci po uzorku. Dokumenti su istog formata kao i ulazna Otu tablica.

Sljede¢i korak odredivanja alfa raznolikosti ukljucuje mjerenje raznolikosti za svaku Otu
tablicu dobivenu u prethodnom koraku. QIIME nudi vise od 20 razli¢itih metrika za mjerenje
raznolikosti, svaku sa svojim prednostima i manama. Naredba ukljucuje Otu tablice iz
prethodnoga koraka, odabrane metrike i filogenetsko stablo. Dobiveni su dokumenti tabli¢no
prikazanoga tekstualnog oblika gdje je u stupcima predstavljena odabrana metrika, a u
redovima uzorci i njihove pripadajuce raznolikosti.

Te su tablice temelj za predzadnji korak — razvrstavanje rezultata alfa raznolikosti. Cilj ove
naredbe je povezivanje brojnih dokumenata u jedan kako bi se mogle generirati krivulje
raznolikosti.

Zadnji korak je generiranje dijagrama za vizualizaciju alfa raznolikosti pomocéu
mapiranja dokumenta i tablica iz prethodnog koraka. Svaka krivulja predstavlja jedan uzorak

te se ovim korakom olaksava usporedba raznolikosti.
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3.3.9.4. Beta raznolikost

Beta raznolikost predstavlja komparaciju mikrobne zajednice, temeljenu na njezinom
sastavu, izmedu svih uzoraka u analizi. Temeljni rezultat odredivanja beta raznolikosti je
kvadratni, Suplji matriks u kojem je izraCunata ,,udaljenost” ili razli¢itost izmedu svakog
uzorka. Dobiveni se podaci mogu vizualizirati analizom glavnih koordinata (engl. Principal
Coordinates Analysis; PCoA). Za izracunavanje beta raznolikosti u QIIME-u koristen je
uobicajen nacin mjerenja; UniFrac (76). Za odredivanje raznolikosti koriStena je naredba koja
istovremeno obavlja sljedece korake:

e single_rarefaction.py, korak koji modificira Otu tablice da bi se uklonila heterogenost
u uzorcima. Ovaj korak sluzi za nasumi¢nu analizu istoga broja sekvenci iz svakoga
uzorka, neovisno o tome koliko je sekvenci u pojedinom uzorku, da bi se postigla
analiza zajednice na jednakom nivou,

e Dbeta diversity.py, koristi se za procjenjivanje beta raznolikosti pomoc¢u weighted
unifrac metode za kvantitativno mjerenje i unweighted unifrac metode za kvalitativno
mjerenje raznolikosti,

e principal_coordinates.py, korak za usporedbu skupina uzoraka na temelju
filogenetskoga stabla ili metrika udaljenosti baziranih na broju Otu-ova i

e make_emperor.py, zadnji korak koji generira emperor dijagrame (interaktivni alat za
analiziranje, vizualizaciju i razumijevanje mikrobnih podataka) koji omogucavaju 3D
vizualizaciju PCoA dijagama (77).

Naredba koja je provedena zahtijevala je Otu tablicu, filogenetsko stablo i mapirani dokument,

te je izraCunata beta raznolikost koja je generirana u 3D PCoA grafove.

3.3.9.5. Skripta core diversity

Skripta core diversity je zavr$na analiza podataka koja se sastojala od objedinjavanja

QIIME analiziranih podataka. Ovom analizom mapirani su dokumenati i filogenetsko stablo.

3.3.10. Statisti¢ki model BEEM

BEEM (engl. Biomass Estimation and model inference with an Expectation
Maximization algorithm) staticki je algoritam koji je koristen u svrhu zakljuc¢ivanja o modelu
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mikrobne zajednice, a temelji se na podatcima sekvenciranje gena za 16S rRNA. BEEM-static
na osnovu R vrijednosti daje informaciju o mikrobnim interakcijama iz presje¢nih podataka
profiliranja mikrobioma na temelju generaliziranoga modela Lotka-Volterra (gLVM).
Prosirujuci osnovnu ideju izvornoga BEEM algoritma za longitudinalne podatke, BEEM-static
izravno radi s relativnom biomasom kako bi objedinio procjenu ukupne biomase eliminirajuci

tako potrebu za eksperimentalnom kvantifikacijom apsolutnih koli¢ina.
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4.1. Razdioba etioloSkih ¢imbenika uroloskih infekcija

U prvoj fazi prikupljeno je 279 uzoraka koji su grupirani u skupine prema

kvantitativnom i kvalitativnom mikrobioloSkom nalazu. Sterilnih uzoraka bilo je 59 (21 %),
uzoraka s > 10° CFU/ml 69 (19 %), s > 10* CFU/mI 107 (38 %), a s < 10* CFU/mI 113 (41%).

Sterilni uzorci koristeni su kao negativna kontrola, a uzorci s < 10* CFU/ml (podijeljeni u

podskupine ovisno o koncentraciji) u svrhu ispitivanja osjetljivosti metode.

Prva serija uzoraka podijeljena je prema:

uputnim dijagnozama
koncentraciji CFU/mi
Ucestalosti prisustva mikroorganizama u uzorcima s >10* CFU/ml

razdiobi znacajnosti prisustva mikroroganizma.
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kamenac bubrega i
uretera 7 %

cistitis i ostale
infektivne bolesti

zloéudne mokracnog trakta 42
novotvorine/ %
mokraénog
trakta 6 %

ostalo 40 %

Slika 5. Razdioba uzoraka prema uputnim dijagnozama

<100 CFU/ml
1%
>10000
<100000
CFU/ml
13%

Slika 6. Razdioba uzoraka prema koncentraciji mikroroganizama u mokraci
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M Escherichia coli 46 % HVVGPB 14 % M Enterococcus species 12 %
= Klebsiella pneumoniae 11 % H Proteus mirabilis 4 % B Streptococcus species 3 %
H Pseudomonas aeruginosa 3 % B Acinetobacter baumannii 1 % B Staphylococcus species 1 %
H Enterobacter species 1 % W Citrobacter koseri 1 % B Morganella morganii 1 %

M Lactobacillus species 1 %  Candida spp. 1 %

Slika 7. Razdioba uzoraka prema udestalosti prisustva mikroorganizama u uzorcima s >10*

H klinicki neznacajne infekcije 63 % = klinicki znacdajne infekcije 37 %

Slika 8. Razdioba zna¢ajnosti prisustva mikroroganizma (klini¢ki neznacajne; <10°® CFU/mL

E. coli i <10* CFU/mL ostalih uropatogena; klini¢ki znacajne; >10% CFU/mL E. coli

i >10* CFU/mL ostalih uropatogena
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4.2. Standardna mikrobioloska analiza uzoraka mokraée/urinokultura

Postupak prikupljanja uzoraka detaljno je opisan u materijalima i metodama. Tablica 1.

I Tablica 2. daju popis uzoraka druge i tre¢e faze prikupljanja.

Tablica 1.

LAB KVALITATIVNI CFU/mL Rezistencija

broj NALAZ

42830 Acinetobacter baumannii > 100000 gentamicin, amikacin, ciprofloksacin

40181 Citrobacter freundii > 100000 ampicilin, amoksicilin + Kklavulanska kiselina,
cefaleksin

41492 Enterobacter cloacae > 100000 ampicilin, amoksicilin + klavulanska kiselina,
cefaleksin

40296 Enterococcus faecalis > 100000 /

42359 Enterococcus faecalis > 100000 /

42567 Enterococcus faecalis > 100000 /

42792 Enterococcus faecalis > 100000 /

43072 Enterococcus faecalis > 100000 /

39057 Enterococcus faecalis > 100000 /

39063 Enterococcus faecalis > 100000 /

39076 Enterococcus faecalis > 100000 /

40225 Escherichia coli > 100000 /

38324 Escherichia coli > 100000 /

38368 Escherichia coli > 100000 /

38369 Escherichia coli > 100000 /

38371 Escherichia coli > 100000 /

38386 Escherichia coli > 100000 /

38530 Escherichia coli > 100000 /

38535 Escherichia coli > 100000 /

38590 Escherichia coli > 100000 ampicilin, gentamicin, ciprofloksacin, norfloksacin,
sulfametoksazol+ trimetoprim

38619 Escherichia coli > 100000 /

39928 Escherichia coli > 100000 ampicilin

41994 Escherichia coli ESBL > 100000 ampicilin,  cefaleksin, cefuroksim, ceftazidim,
cefpodoksim, cefiksim, ciprofloksacin, norfloksacin,

42442 Klebsiella oxytoca > 100000 ampicilin
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42545 Klebsiella pneumoniae > 100000 ampicilin, amoksicilin + klavulanska Kkiselina,
piperacilin + tazobactam, ertapenem, ciprofloksacin,
sulfametoksazol + trimetoprim

41959 Klebsiella pneumoniae > 100000 ampicilin, ciprofloksacin, norfloksacin, levofloksacin,
sulfametoksazol + trimetoprim

42906 Klebsiella pneumoniae > 100000 ampicilin

38373 Klebsiella pneumoniae > 100000 ampicilin

38384 Klebsiella pneumoniae > 100000 ampicilin

39768 Klebsiella pneumoniae > 100000 ampicilin

39692 Klebsiella pneumoniae > 100000 ampicilin, cefuroksim, ceftazidim, ceftriakson,

ESBL cefepim, cefiksim, ciprofloksacin, norfloksacin,
sulfametoksazol + trimetoprim

39817 Morganella morganii > 100000 ampicilin, amoksicilin + klavulanska Kiselina,
cefaleksin, cefiksim, ciprofloksacin, norfloksacin,
sulfametoksazol + trimetoprim

42061 Proteus mirabilis > 100000 /

42626 Proteus mirabilis > 100000 /

41494 Proteus mirabilis > 100000 ampicilin, sulfametoksazol + trimetoprim

42209 Proteus mirabilis > 100000 sulfametoksazol + trimetoprim

42970 Proteus mirabilis > 100000 /

39993 Pseudomonas aeruginosa > 100000 imipenem + cilastatin

41941 Pseudomonas aeruginosa > 100000 /

42236 Pseudomonas aeruginosa > 100000 /

39059 Pseudomonas aeruginosa > 100000 ciprofloksacin, levofloksacin

39801 Pseudomonas aeruginosa > 100000 /

42344 Serratia marcescens > 100000 ampicilin,-amoksicilin+ klavulanska kiselina

42266 Streptococcus agalactiae > 100000 /

(grupa B)
Tablica 2.

LAB. KVALITATIVNI CFU/mI Rezistencija

broj NALAZ

34622 Escherichia coli >100000 ampicilin

34497 Escherichia coli >100000 ampicilin

34506 Escherichia coli >100000 /

34559 Pseudomonas aeruginosa >100000 ceftazidim, cefepim, ciprofloksacin,

levofloksacin
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34578 Klebsiella pneumoniae >100000 ampicilin, ceftazidim, cefuroksim, cefaleksin,
ESBL ceftriakson, cefiksim, gentamicin,
ciprofloksacin, norfloksacin, levofloksacin,
sulfamtoksazol+trimetoprim

34682 Klebsiella oxytoca >100000 ampicilin

34687 Enterococcus faecalis >100000 /

34706 Escherichia coli >100000 /

34729 Escherichia coli >100000 /

34731 Escherichia coli >100000 /

34744 Escherichia coli >100000 /

34747 Escherichiacoli, >100000; ampicilin, sulfametoksazol+trimetoprim

Candida species >1000<10000

34748 Escherichia coli >100000 ampicilin, sulfametoksazol+trimetoprim

34927 Escherichia coli >100000 ampicilin, ciprofloksacin, norfloksacin,
levofloksacin

34933 Escherichia coli >100000 /

34941 Escherichia coli >100000 /

34942 Escherichia coli >100000 ampicilin, gentamicin, ciprofloksacin,
norfloksacin, levofloksacin,
sulfametoksazol+trimetoprim

34950 Klebsiella pneumoniae >100000 ampicilin, ceftazidim, cefuroksim, cefaleksin,

ESBL ceftriakson, cefiksim, cefepim, gentamicin,
ciprofloksacin, norfloksacin, levofloksacin,
sulfamtoksazol+trimetoprim, ceftibuten

34965 Escherichia coli >100000 /

34966 Pseudomonas aeruginosa >100000 /

35086 Escherichia coli >100000 /

35102 Escherichia coli >100000 /

35115 Escherichia coli >100000 /

35120 Escherichia coli >100000 /

35124 Escherichia coli ESBL >100000 ampicilin, cefaleksin, cefuroksim, ceftriakson,
cefepim, ceftibuten, ciprofloksacin,
sulfametoksazol+trimetoprim, norfloksacin,
levofloksacin,

35131 Escherichia coli >100000 /

35137 Escherichia coli >100000 /

35166 Enterococcus faecalis >100000 ciprofloksacin

35167 Escherichia coli >100000 /
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35181 Escherichia coli >100000 /

35261 Escherichia coli >100000 /

35267 Escherichia coli >100000 /

35272 Escherichia coli >100000 sulfametoksazol+trimetoprim
35284 Escherichia coli >100000 /

35300 Escherichia coli >100000 /

40631 Enterococcus faecalis >100000

40727 Enterococcus faecalis >100000 /

40748 Proteus mirabilis >100000 /

41025 Proteus mirabilis >100000 /

4.3. Fizikalno-kemijski pregled mokrace

Tablica 3. Rezultati SUK-a (vrsta i koncentracija mikroorganizama) uz rezultate fizikalno-

kemijske analize mokrace

N.o.

UR1

UR2

UR3

UR4

UR5

URG6

UR7

URS8

UR9

UR10

UR11

Identificirana vrsta

(urinokultura)

Klebsiella pneumoniae ESBL
Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae ESBL
Proteus mirabilis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterobacter cloaceae ESBL
Citrobacter koseri

Proteus mirabilis

Proteus mirabilis
Escherichia coli;

Proteus mirabilis ESBL

CFU/mL

> 100000

> 100000

> 100000

> 100000

> 100000

> 100000

> 100000

> 100000

> 100000

> 100000

>100000;

>100000;

Leukociti

++

++

Nitriti

++

Urobilinogen

Proteini

+++

++

++

++

++

pH

8,5

8,5

8,5

8,5

Hemoglobin

+++

+++

++
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UR12  Proteus mirabilis >100000 ++ - - +++ 7 -
UR13  Enterobacter aerogenes > 100000 ++ - - - 5 -
UR14  Enterobacter cloacae > 100000 ++ ++ - ++ 6,5 +++
UR15  Enterobacter cloacae; 10000; - - - ++ 75  +++
. > 10000
Enterococcus faecalis;
< 100000;
E coli;
100000;
Proteus mirabilis > 100000;
UR16  Escherichia coli; >100000; ++ - - + 6 +
>100000

Klebsiella pneumoniae

Urinske test trake dale su pozitivnu reakciju nitrita u 5/16 (31 %), leukocita u 9/16 (56
%) te proteina u 7/16 (44 %) uzoraka s dokazanom bakteriurijom >10° CFU/ml.
Kombiniranjem pozitivne reakcije na nitrite ili leukocite osjetljivost trake u dijagnostici IMS-

a povecana je na 10/16 (63 %).

4.4. Klasifikacija najéeséih rezistencija uropatogena

Tablica 4. Rezistencija naj¢esc¢ih uropatogena ispitana na 83 uzorka

KVALITATIVNI NALAZ Br. %

Acinetobacter baumannii 1

gentamicin, 1 100

amikacin, 1 100

ciprofloksacin 1 100

Citrobacter freundii 1

ampicilin, 1 100

amoksicilin + klavulanska kiselina, 1 100

cefaleksin 1 100

Enterobacter cloacea 1

ampicilin, 1 100

amoksicilin + klavulanska cefaleksin 1 100
1
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Enterococcus faecalis 8

ciprofloksacin 1 12
Escherichia coli 31

ampicilin, 8 26
gentamicin, 2 6
ciprofloksacin, 4 13
norfloksacin, 5 16
sulfametoksazol + trimetoprim 6 19
cefaleksin, 2 6
cefuroksim, 2 6
ceftazidim, 1 3
cefpodoksim, 1 3
cefiksim, 1 3
levofloksacin 3 9
Klebsiella spp. 11

ampicilin 11 100
amoksicilin + klavulanska 1 9
piperacilin + tazobactam, 1 9
ertapenem, 1 9
ciprofloksacin, 4 36
sulfametoksazol + trimetoprim 5 45
cefepim 1 9
cefuroksim 3 27
ceftazdim 3 27
ceftriakson 2 18
cefiksim 2 18
cefaleksin 2 18
ceftibuten 1 9
gentamicin 1 9
norfloksacin 4 36
Morganella morganii 1

ampicilin, 1 100
amoksicilin + klavulanska 1 100
cefaleksin, 1 100
cefiksim, 1 100
ciprofloksacin, 1 100
norfloksacin, 1 100
sulfametoksazol + trimetoprim 1 100
Proteus mirabilis 7

ampicilin, 1 13
sulfametoksazol + trimetoprim 2 26
Pseudomonas aeruginosa 6
imipenem-+cilastatin 1 17
ciprofloksacin 2 33
levofloksacin 2 33
ceftazidim 1 17
cefepim 1 17

53



4. REZULTATI

Serratia marcescens 1

ampicilin 1 100

amoksicilin + klavulanska 1 100
1

Streptococcus agalactiae (grupa B)

Podatci 83 ispitana izolata mokra¢e pokazuju 19 % E. coli rezistentnih na
kotrimoksazol (sulfametoksazol + trimetoprim), 20 % na ampicilin i 16 % na fluorokinolone
(ciprofloksacin 13 %, norfloksacin 16 %; levofloksacin 9 %), te na cefaleksin 3 % i cefuroksim
3 %. Od ukupno 31 E. coli dvije (6 %) su bile ESBL-producirajuci sojevi. Od 11 Klebsiella
spp. 3 (27 %) su bile ESBL-producirajuci sojevi. 36 % Klebsiella spp. pokazala je rezistenciju
na kotrimoksazol, 36 % na ciprofloksacin i norfloksacin, 9 % na amoksicilin + klavulansku

kiselinu, 9 % na piperacilin+tazobactam, 27 % na cefuroksim i ceftazidim.

4.5. Priprema uzoraka mokraée za proteomsku analizu

4.5.1. Utjecaj skladistenja i temperature na uzorke

U preliminarnoj fazi istrazivanja ispitan je utjecaj pohrane uzoraka na dvije
temperature, -20 °C i -80 °C. Zakljucci 0 optimalnoj temperaturi skladistenja uzoraka
utemeljeni su na vizualnom pregledu koli¢ine taloga nakon centrifugiranja i analizi probnih
uzoraka. U slucaju uzoraka mokraca pohranjenih na -80 °C zabiljeZeni su manji prinosi taloga
bakterijskih stanica, te se pokazalo da dobivena koli¢ina taloga nije bila dovoljna za metodu
pripreme uzoraka s B-PER-om. S druge strane, uzorci pohranjeni na -20 °C nakon pripreme
davali su vidljive koli¢ine biomase, $to je kasnije potvrdeno i proteomskom analizom istih
uzoraka (78).
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UR1

UR2

UR3

UR4

URS

URG

UR7
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URS

UR9

UR10

UR11

UR12

UR13
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Slika 9. Uzorci mokrace: Prikupljeni uzorci mokrace (A), talog dobiven centrifugiranjem
uzoraka mokrace (B), talog u B-PER-u (prije homogenizacije ultrazvu¢nom sondom) (C)

4.5.2. 1zdvajanje bakterijske biomase

U ovom istrazivanju optimizirana je izolacija bakterijske biomase pocetnoga uzorka
mokraée diferencijalnim centrifugiranjem 1 ispiranjem necistoca puferom. Optimalna
provedena metoda izdvajanja i pro¢i§¢avanja opisana je u Materijalima i metodama (3.3.4.1. i
3.35.1).

4.5.3. Frakcioniranje peptida

Tijekom istrazivanja pokazalo se da broj analizom dobivenih peptida po jednom
uzorku, nije bio dovoljan za identifikaciju uropatogena MALDI-TOF/TOF metodom. Prema
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tome bilo je potrebno povecati broj identificiranih peptida. Poslije preliminarnih istraZivanja
problem je rijesen frakcioniranjem uzorka uporabom platforme Agilent Bravo. Platforma se
pokazala vrlo korisnom jer je povecan broj frakcija po jednom uzorku, od 1 na 6. U pocetku je
koristeno svih Sest frakcija, a kasnije je 6. frakcija izostavljena iz daljnjih analiza.
Frakcioniranjem peptida povecan je ukupan broj detektiranih peptida, a time i broj proteina,

Sto je u konacnici poboljsalo identifikaciju mikroorganizama.

' Frekeljal  239% = Frekeija2 34,6 % « Frakolja3  17,6% = Frakcijad  85% = Frekeija5 154 %

Slika 10. Udio proteina pojedine frakcije u ukupnom broju proteina

Kod de novo proteinske identifikacije uropatogena 6 veé opisanih frakcija dodatno je
frakcionirano do ukupno 36 frakcija 2D tekucinskom kromatografijom, takoder uporabom

platforme Agilent Bravo.
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Slika 11. Broj proteina po frakciji za pojedini uzorak

4.6. Ispitivanje osjetljivosti metode

Osjetljivost metode ispitana je koncentracijskim slijedom uzoraka koji su
mikrobioloSkim metodama klasificirani u koncentracijske razrede prema CFU/ml. Za
eksperiment su izdvojena po 3 uzoraka svakog razreda (<1000 CFU/ml, >1000 <10000
CFU/ml, >10000 <100000 CFU/ml i >100000 CFU/ml). Tek je na uzorcima s >100000
CFU/ml izolirana bakterijska biomasa i uspjes$no provedena proteomska analiza. Pokazalo se
da je proteomska analiza limitirana poc¢etnom koncentracijom bakterija u uzorku (CFU/ml),
nemoguc¢no$c¢u potpunog uklanjanja ljudskih proteina iz uzoraka, brojem peptida po frakciji,

te brojem proteina dobivenih analizom potrebnih za identifikaciju.

4.7. Proteomska identifikacija bakterija i Mascot analiza podataka

Kako je ranije navedeno bioinformaticka se analiza oslanja na identifikaciju peptidnih
fragmenata (MS/MS spektara) koji su identificirani racunalnim programom Mascot.

Odredivanje bakterijskih vrsta provedena je prvo pretragom na koljeno Firmicutes, a zatim na
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Proteobacteria. Kod rangiranja dobivenih zbirnih rezultata (engl. > Score) koriStena je

normirana vrijednost zbroja Mascot rezultata (engl. Mascot summa score). Mikroorganizam na

vrhu liste uzet je kao relevantan rezultat i nadalje ga se navodi kao uropatogen identificiran

proteomskom metodom. Identificirani bakterijski proteini poredani po zbirnom rezultatu i po

uzorcima navedeni su u Tablici 5.

Tablica 5. Mascot summa score identifikacija bakterijskih proteina za 16 pojedina¢nih uzoraka

mokrace
UR1 uzorak
Protein X Peptida MW > Bakterija
(Da) Score
1 YP_002920498.1  membranski protein, porin C 4 40008 830 Klebsiella pneumoniae
2 YP_001335792.1  murein lipoprotein 4 8381 483 Klebsiella pneumoniae
3 ACMO07444.1 porin OmpK36 1 39854 274 Klebsiella pneumoniae
4 1006243A mutirani lipoprotein 1 8265 233 Escherichia coli
5 YP_001334652.1 A membranski protein 2 38021 203 Klebsiella pneumoniae
6 WP_004133882.1 membranski protein, porin C 1 40676 198 Klebsiella oxytoca
7 WP_016189672.1 piruvat formijat liaza 1 85234 147 Erwinia tracheiphila
8 YP_001334597.1  formiat acetiltransferaza 1 1 85092 144 Klebsiella pneumoniae
9 2KOL_A Nmr transmembranska 1 23355 141 Klebsiella pneumoniae
domena A membranskog
proteina, lanac A,
10 YP_007872516.1  Membranski protein, porin C 1 40486 13 Raoultella ornithinolytica
3
11 WP_016809062.1 membranski protein, porin C 1 / 102  Klebsiella oxytoca
12 P02938.1 glavni vanjski membranski 1 8234 100 Serratia marcescens
lipoprotein
13 AAD32649.1 ¢imbenik istezanja Tu 1 39423 96  Coxiella burnetii
14  YP_007504946.1 piruvat - formiat liaza 1 85227 93  Morganella morganii
15  WP_006820044.1 membranski protein, porin C 1 / 77  Yokenella regensburgei
16  WP_006707774.1 murein lipoprotein 1 8805 75 Candidatus Regiella insecticola
17  ABS84845.1 ¢imbenik istezanja Tu 1 21970 73  Bacillus subtilis
18  NP_872680.1 ¢imbenik istezanja Tu 1 43400 73 Haemophilus ducreyi
19  NP_299905.1 ¢imbenik istezanja Tu 1 42849 70  Xylella fastidiosa
20  YP_001453698.1  F membranski protein 1 / 67  Citrobacter koseri
21 NP_667815.1 ¢imbenik istezanja Tu 1 / 67  Yersinia pestis
22 P09146.1 A membranski protein 1 37552 67  Klebsiella aerogenes
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23 YP_003755150.1  prekursor translacijskoga 1 / 65  Hyphomicrobium denitrificans
elongacijskoga faktora Tu
24 YP_001334418.1 membranski lipoprotein 1 18851 64  Klebsiella pneumoniae
povezan s peptidoglikanom
25  YP_004393584.1 glavni membranski protein 1 / 64  Aeromonas veronii
OmpAll
26 NP_455305.1 lipoprotein povezan s 1 18853 64  Salmonella enterica
peptidoglikanom
27  NP_669338.1 bifunkcionalna acetaldehid- 1 96527 64  Yersinia pestis
CoA/alkohol dehidrogenaza
28  YP_001335857.1  bifunkcionalna acetaldehid- 1 95834 62  Klebsiella pneumoniae
CoA/alkohol dehidrogenaza
UR2 uzorak
Protein X Peptida MW ) Score Bakteria
(Da)
1 YP_001338507.1 molekularni pratitelj 3 21493 372 Klebsiella pneumoniae
2 YP_001335792.1 murein lipoprotein 2 8381 289 Klebsiella pneumoniae
3 WP_000350438.1  protein toplinskoga 2 21465 253 Escherichia coli
Soka Hsp20
4 1006243A mutirani lipoprotein 1 8265 227 Escherichia coli
5 WP_004103993.1  membranski protein 1 40047 196 Klebsiella oxytoca
porin C
6 EWF64901.1 membranski protein, 1 40621 185 Klebsiella oxytoca
porin CC
7 WP_004133882.1  membranski porin 1 40676 174 Klebsiella oxytoca
8 YP_002920498.1 membranski protein 1 40008 159 Klebsiella pneumoniae
porin C
9 YP_005018909.1 membranski 1 18833 116 Klebsiella oxytoca
lipoprotein povezan s
10 WP_016809062.1  membranski protein 1 41545 110 Klebsiella oxytoca
porin C
11 YP_001334652.1 A membranski protein 1 38021 98 Klebsiella pneumoniae
12 P09146.1 A membranski protein 1 37552 98 Klebsiella aerogenes
13 YP_004393584.1 glavni membranski 1 / 95 Aeromonas veronii
protein OmpAll
14 ABMG66811.1 OmpE36 1 40538 86 Enterobacter aerogenes
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15 WP_006820044.1  membranski protein 40792 81 Yokenella regensburgei
porin C
16 YP_005016763.1 hipotetski protein 15018 76 Klebsiella oxytoca
KOX_03925
17 YP_001175110.1 S6, 30S ribosomski 15096 74 Enterobacter sp.
protein
18 AAL56004.1 GroEL 52000 73 Escherichia coli
19 YP_001453698.1 F membranski protein / 70 Citrobacter koseri
20 YP_004517370.1 tioredoksin 11419 65 Desulfotomaculum
kuznetsovii
21 YP_960652.1 protein toplinskog Soka 21458 62 Marinobacter aquaeolei
Hsp20
22 P02938.1 murein lipoprotein 8234 62 Serratia marcescens
URS3 uzorak
Protein X Peptida MW > Bakteria
(Da)  Score
1 YP_001335857.1  bifunkcionalna acetaldehid- 3 95834 308 Klebsiella pneumoniae
CoA/alkohol dehidrogenaza
2 YP_001335792.1  murein lipoprotein 1 8381 187  Klebsiella pneumoniae
3 1006243A mutirani lipoprotein 1 8265 187  Escherichia coli
4 WP_006777698.1 glavni membranski protein 1 11702 142  Salmonella enterica
5 YP_001177024.1  bifunkcionalna acetaldehid- 1 96203 74  Enterobacter sp.
CoAV/alkohol dehidrogenaza
6 ERE53009.1 djelomicni 30S ribosomski 1 25562 67  Enterococcus gallinarum
protein, S2
7 BAA32342.1 S2, ribosomski protein 1 31289 67  Pseudomonas aeruginosa
8 YP_001334860.1 gliceraldehid-3-fosfat- 1 35449 65  Klebsiella pneumoniae
dehidrogenaza
9 YP_007344897.1 alkohol-dehidrogenaza; klasa 1 95701 64  Serratia marcescens
4
UR4 uzorak
Protein X Peptida MW > Bakteria
(Da) Score
1 WP_004244438.1 membranski lipoprotein 1 19482 263 Proteus mirabilis
povezan s peptidoglikanom
2 YP_002150530.1  porin vanjske membrane 2 40796 18 Proteus mirabilis
5
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YP_002150547.1 A membranski protein 2 38994 146  Proteus mirabilis
4 WP_017827341.1 membranski protein porin C 1 41648 106 Proteus mirabilis
5 YP_001334418.1 membranski lipoprotein 1 18851 89  Klebsiella pneumoniae
povezan s peptidoglikanom
6 NP_455305.1 lipoprotein povezan s 1 18853 89  Salmonella enterica
peptidoglikanom

7 YP_002987255.1  porin Gram-negativni tip 1 39618 71 Dickeya dadantii

8 WP_022633981.1 membranski porin la 1 40140 69 Dickeya

9 WP_004256113.1 membrane protein 1 39141 69  Providencia rettgeri

10 ADO64273.1 porin 1 1 41193 69 Providencia stuartii

UR5 uzorak
Protein X MW > Bakteria
Peptida (Da) Score

1 NP_815088.1 stresni protein 3 7181 267 Enterococcus faecalis
toplinskoga $oka

2 NP_814901.1 50S ribosomski protein 2 10119 240  Enterococcus faecalis
L31

3 NP_814526.1 protein hladnoga $oka 1 7109 136 Enterococcus faecalis

4 NP_814417.1 hipotetski protein 2 6666 132 Enterococcus faecalis
EF0665

5 BAI53110.1 ¢imbenik istezanja Tu 1 28690 91 Carnobacterium

maltaromaticum

6 AAF17305.1 pretpostavljeni 1 27433 91 Enterococcus avium
¢imbenik istezanja Tu

7 ABS84849.1 translacijski ¢imbenik 1 21843 91 Serratia rubidaea
istezanja Tu

8 NP_814237.1 OsmC/Ohr porodica 1 14371 90 Enterococcus faecalis
proteina

9 WP_016173398.1  op¢i protein stresa 1 22194 86 Enterococcus dispar

10 NP_813885.1 gls24 protein 1 20540 86 Enterococcus faecalis

11 NP_267752.1 50S ribosomski protein 1 / 83 Lactococcus lactis
L31

12 EUJ37103.1 protein koji sadrzi 1 7459 74 Brochothrix thermosphacta
domenu koja veze
DNK hladnoga soka

13 WP_010765440.1  hipotetski protein 1 7260 70 Enterococcus moraviensis

14 EUK53620.1 50S ribosomski protein 1 / 68 Staphylococcus aureus

L31,tip B
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15 NP_372644.1 50S ribosomski protein 1 / 68 Staphylococcus aureus
L31
16 NP_815637.1 enolaza 1 46482 67 Enterococcus faecalis
17 NP_816504.1 acil nosa¢ protein 1 8610 67 Enterococcus faecalis
18 NP_816831.1 Dps porodica proteina 1 17877 67 Enterococcus faecalis
19 WP_002568043.1  protein hladnoga $oka 1 7270 66 Clostridium
20 WP_002586010.1  protein hladnoga $oka 1 7305 66 Clostridium
UR6 uzorak
Protein X Peptida MW > Bakteria
(Da) Score
1 NP_814526.1 vezna domena proteina 4 7109 497  Enterococcus faecalis
na DNK hladnoga $oka
2 NP_815088.1 vezna domena proteina 2 7181 142 Enterococcus faecalis
na DNK hladnoga soka
3 AAC80242.1 glavni protein hladnoga 1 4967 88  Enterococcus faecalis
Soka
UR7 uzorak
Protein X MW > Bakteria
Peptida (Da) Score
1 P24016.1 A membranski protein 3 25648 283  Citrobacter freundii
2 YP_00133579  murein lipoprotein 1 8381 208  Klebsiella pneumoniae
2.1
3 1006243A mutirani lipoprotein 1 8265 208  Escherichia coli
4 YP_049963.1  glavni vanjski membranski 1 8396 148  Pectobacterium atrosepticum
lipoprotein
5 AHF77098.1 glavni vanjski membranski 1 8327 148  Sodalis sp.
lipoprotein
6 WP_00766475 prekursor A, membranski 1 38294 113  Cronobacter condimenti
3.1 protein
7 AAA24807.1  djelomi¢ni membranski protein 1 25538 113  Enterobacter aerogenes
Il vanjskog dijela membrane
8 ERE53009.1 djelomic¢ni 30S ribosomski 1 25562 72 Enterococcus gallinarum
protein, S2
9 BAA32342.1 ribosomski protein S2 1 31289 72 Pseudomonas aeruginosa
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URS8 uzorak
Protein X Peptida MW > Bakteria
(Da) Score

1 P24016.1 A membranski protein, , 25648 391 Citrobacter freundii
membranski protein |1

2 YP_001335792.1  murein lipoprotein 8381 290 Klebsiella pneumoniae

3 YP_001452149.1 membranski protein, porin 40804 242 Citrobacter koseri
C

4 1006243A mutirani lipoprotein 8265 204 Escherichia coli

5 YP_001334418.1 membranski lipoprotein 18851 165 Klebsiella pneumoniae
povezan s peptidoglikanom

6 YP_001337990.1  50S ribosomski protein L7 / 12334 163 Klebsiella pneumoniae
L12

7 NP_290617.1 50S ribosomski protein L7 / 12288 163 Escherichia coli
L12

8 WP_002438624.1 50S ribosomski protein L7 / 12334 151 Escherichia hermannii
L12

9 YP_049963.1 glavni vanjski membranski 8396 146 Pectobacterium atrosepticum
lipoprotein

10  AHF77098.1 glavni vanjski membranski 8327 146 Sodalis sp.
lipoprotein

11  WP_002438592.1 fosfoporinski protein E 38178 143 Escherichia hermannii
vanjska membrana

12 WP_023490706.1 50S ribosomski protein 12320 139 Serratia sp.
L7/L12

13 YP_001453952.1 membranski lipoprotein 18655 132 Citrobacter koseri
povezan s peptidoglikanom

14  YP_001570436.1 hipotetski protein 41232 124 Salmonella enterica
SARI_01396

15 NP_456260.1 stresni protein toplinskoga 17671 113 Salmonella enterica
Soka

16  YP_005196338.1 membranski protein F / 112 Pantoea ananatis

17 AAQ96078.1 protein 1l vanjske 17424 108 Hafnia alvei
membrane

18  YP_001455345.1 hipotetski protein 85023 106 Citrobacter koseri
CKO_03833

19 EREA43463.1 podjedinica C alkil- 20509 91  Enterococcus gallinarum

hidroperoksid-reduktaze
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45  ERES50858.1 membranski protein porin C 1 40831 62 Enterococcus gallinarum

46 YP_001336754.1 fosfopiruvat hidrataza 1 45521 62  Klebsiella pneumoniae

47  YP_002932251.1 porin Gram-negativne 1 / 62  Edwardsiella ictaluri
porodice proteina

48  YP_001336083.1 protein pore vanjske 1 / 62  Klebsiella pneumoniae
membrane

UR9 uzorak
Protein Y Peptida MW > Bakteria
(Da)  Score

1 YP_002150354.1  membranski 4 18118 650  Proteus mirabilis
lipoprotein povezan s
peptidoglikanom

2 YP_001334418.1  membranski 2 18851 184  Klebsiella pneumoniae
lipoprotein povezan s
peptidoglikanom

3 AAB86977.1 lipoprotein povezan s 1 6732 76 Allochromatium vinosum
peptidoglikanom

4 YP_003147027.1 lipoprotein povezan s 1 19050 76 Kangiella koreensis
peptidoglikanom

5 WP_017628417.1 protein C, porin 1 41496 74 Proteus mirabilis
vanjske membrane

6 NP_290617.1 50S ribosomski protein 1 12288 60 Escherichia coli
L7/L12

7 WP_017842506.1 lipoprotein povezan s 1 / 60 Methylomicrobium buryatense
peptidoglikanom

8 YP_048349.1 50S ribosomski protein 1 12424 60 Pectobacterium atrosepticum
L7/L12

UR10 uzorak
Protein Y Peptida MW > Bakteria
(Da) Score

1 YP_002151979.1 podjedinica koja veze 2 29682 295 Proteus mirabilis
supstrat za DL-metionin

2 YP_002150354.1  membranski lipoprotein 1 18118 225  Proteus mirabilis
povezan s

peptidoglikanom
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3 YP_001334418.1  membranski lipoprotein 2 18851 161  Klebsiella pneumoniae
povezan s

peptidoglikanom

4 YP_002150599.1  receptor vanjske 2 73933 160  Proteus mirabilis
membrane

5 P09461.1 glavni vanjski 1 8246 119  Proteus mirabilis
membranski lipoprotein

6 NP_455305.1 lipoprotein povezan s 1 18853 104  Salmonella enterica
peptidoglikanom

7 YP_051614.1 podjedinica koja veze 1 29463 73 Pectobacterium atrosepticum
supstrat za DL-metionin

8 YP_001333901.1 podjedinica koja veze 1 29366 72 Klebsiella pneumoniae
supstrat za DL-metionin

9 AAA24507.1 djelomican lipoprotein 1 10781 72 Escherichia coli
28

10  NP_670405.1 podjedinica koja veze 1 / 72 Yersinia pestis

supstrat za DL-metionin

11  AAB86977.1 lipoprotein povezan s 1 6732 57 Allochromatium vinosum
peptidoglikanom

12 YP_003147027.1 lipoprotein povezan s 1 / 56 Kangiella koreensis
peptidoglikanom

UR11 uzorak

Protein_ X MW > Bakteria
Peptida (Da) Score

1 AAA24232.1 djelomic¢an protein 1 26114 164 Escherichia fergusonii
vanjske membrane,

2 NP_287228.1 acil nosac protein 2 8634 134 Escherichia coli

3 ERE53009.1 djelomican 30S 1 25562 82 Enterococcus gallinarum
ribosomski protein S2

4  BAA32342.1 ribosomski protein S2 1 31289 82 Pseudomonas aeruginosa

5  YP_001335792.1 murein lipoprotein 1 8381 68 Klebsiella pneumoniae

6 P02938.1 glavni vanjski 1 8234 68 Serratia marcescens
membranski lipoprotein

7 1BXW_A protein Ompa, lanac A, 1 18864 67 Escherichia coli
transmembranska

domena proteina vanjske

membrane
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8  YP_001336542.1 autonomni kofaktor 1 14234 65 Klebsiella pneumoniae
glicil-radikala GrcA
9 P18953.2 autonomni kofaktor 1 14366 65 Serratia liquefaciens
glicil-radikala
10 CAA57795.1 enolaza 1 46417 63 Escherichia coli
11 YP_001334138.1 adenilat-kinaza 1 23533 61 Klebsiella pneumoniae
12 BAA14303.1 adenilat-kinaza 1 12103 61 Escherichia coli
UR12 uzorak
Protein Y. Peptida MW > Score Bakteria
(Da)
1 YP_002150599.1 receptor vanjske 3 73933 382 Proteus mirabilis
membrane
2 YP_002150354.1 membranski 1 18118 275 Proteus mirabilis
lipoprotein povezan
s peptidoglikanom
3 YP_002152262.1 pratitelj molekule 1 57615 150 Proteus mirabilis
GroEL
4 NP_927927.1 pratitelj molekule 2 68818 142 Photorhabdus luminescens
DnaK
5 WP_021710396.1  proteinski pratitelj 2 69029 142 Vibrio azureus
DnaK
6 YP_002150023.1 fosfoglicerat-kinaza 1 41197 121 Proteus mirabilis
7 YP_858397.1 receptor vanjske 1 71927 72 Aeromonas hydrophila
membrane
8 YP_002152488.1 50S ribosomski 1 17640 72 Proteus mirabilis
protein L10
UR13 uzorak
Protein Y Peptida MW > Bakteria
(Da) Score
1  YP_004593040.1 membranski lipoprotein 1 18865 160 Enterobacter aerogenes
povezan s peptidoglikanom
2 10EL_A lanac A pratiteljske 1 57031 157 Escherichia coli
molekule
3  YP_001337379.1 <¢&imbenik istezanja G 1 77494 98 Klebsiella pneumoniae
4 NP_289887.1 ¢imbenik istezanja G 1 77532 98 Escherichia coli
5 YP_001334507.1 zastitni protein za Dps 1 18697 89 Klebsiella pneumoniae
6 AAB49426.1 PexB, djelomican 1 5584 89 Salmonella enterica
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7  YP_001334652.1 A membranski protein 1 38021 85 Klebsiella pneumoniae

8 P09146.1 protein vanjske membrane 1 37552 85 Klebsiella aerogenes

9  YP_004393584.1 OmpAll, glavni membranski 1 36565 83 Aeromonas veronii

protein
10 WP_021015441. Dps, protein iz porodice 1 / 74 Serratia sp.
1 feritina
UR14 uzorak
Protein Y Peptida MW > Bakteria
(Da)  Score

1 YP_001335792.1  murein lipoprotein 1 8381 188 Klebsiella pneumoniae

2 P02938.1 glavni vanjski membranski 1 8234 188 Serratia marcescens
lipoprotein

3 AAA24807.1 djelomican protein vanjske 2 25538 140 Enterobacter aerogenes
membrane, protein Il

4 YP_049963.1 glavni vanjski membranski 1 8396 139 Pectobacterium
lipoprotein atrosepticum

5 AHF77098.1 glavni vanjski membranski 1 8327 139 Sodalis sp.
lipoprotein

6 P24016.1 protein vanjske membrane 1 25648 77 Citrobacter freundii

UR15 uzorak
Protein X MW > Bakteria
Peptida (Da) Score

1 NP_814526.1 domena stresnog proteina 1 7109 94 Enterococcus faecalis
toplinskog Soka

2 YP_001335792.1 murein lipoprotein 1 8381 90 Klebsiella pneumoniae

3 P02938.1 glavni vanjski membranski 1 8234 90 Serratia marcescens
lipoprotein

4 WP_005297706.1  gliceraldehid-3-fosfat- 1 40057 64 Photobacterium damselae
dehidrogenaza

5  WP_009972002.1 hipotetski protein 1 4391 59 Burkholderia pseudomallei

6  YP_002602369.1 protein FeoB1 1 / 55 Desulfobacterium

autotrophicum
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7 ETTO00120.1 TcdA/TcdB domena proteina 1 / 55 Providencia alcalifaciens
koji formira pore
8  NP_643074.1 PmbA protein 1 / 54 Xanthomonas axonopodis
9  WP_020491921.1  UDP-N-acetil- 1 31795 53 Dehalobacter sp.
enopiruvoglukozamin-
reduktaza
UR16 uzorak
Protein Y Peptida MW > Bakteria
(Da)  Score
1 YP_049963.1 glavni  vanjski  membranski 1 8396 212 Pectobacterium
lipoprotein atrosepticum
2 AHF77098.1 glavni  vanjski  membranski 2 8327 212 Sodalis sp.
lipoprotein
YP_001335792.1 murein lipoprotein 1 8381 161 Klebsiella pneumoniae
4 P02938.1 glavni  vanjski membranski 1 8234 161 Serratia marcescens
lipoprotein
5 YP_001463566.1 membranski protein porin C 1 40070 102 Escherichia coli
6  ABS84845.1 translacijski ¢imbenik istezanja 1 21970 85 Bacillus subtilis
Tu
7 NP_299905.1 ¢imbenik istezanja Tu 1 42849 85 Xylella fastidiosa
8 0803214A ¢imbenik istezanja Tu 59-263 1 22630 85 Escherichia coli
9 NP_667815.1 ¢imbenik istezanja Tu 1 / 84 Yersinia pestis
10 AAQ96088.1 protein Il vanjske membrane 1 17373 62 Klebsiella pneumoniae
11  YP_003929643.1 hipotetski protein 1 / 61 Pantoea vagans
Pvag_pPag10133
12 YP_001337372.1 50S ribosomski protein L4 1 22100 59 Klebsiella pneumoniae
13 NP_289880.1 50S ribosomski protein L4 1 22073 59 Escherichia coli
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Proteini ljudskoga porijekla poredani po zbirnom rezultatu navedeni su u Tablici 6.

Tablica 6. Rezultati bioinformaticke obrade humanih proteina dobiveni pretraznim

programom Mascot

UR1
Protein_ Score > Peptidi
1 BAG59381.1 neimenovani proteinski produkt 140 1
2 CAA34982.1 alfa-1 antitripsin 99 1
3 CAA26677.1 alfa-1-antitripsin (aa 268-394) 70 1
4 NP_000691.1 aneksin Al 67 1
5 740525A lipoprotein Gin | 66 1
6 2A01_A lanac A ljudskoga apolipoproteina A-1 bez lipida 66 1
7 CAA37116.1 neimenovani proteinski produkt 55 1
UR2
Protein_ Score > Peptidi
1 CAA23759.1 neimenovani proteinski produkt 325, 200, 105 3
2 2YRS B lanac B, ljudski hemoglobin D, Los Angeles: 325 1
kristalna struktura
3 AANB4548.1 inacica beta globinskog lanca 283 1
4 1INQP_B Lanac B, Kristalna struktura humanog 239 1
hemoglobina E
5 AAY46275.1 beta globinski lanac 214 1
6 AAY51976.1 hemoglobinski beta lanac 200 1
7 AAA36799.1 uromodulin 170,51 2
8 CAA23749.1 alfa globin 152 1
9 AAA51747.1 proapolipoprotein, djelomican 105, 76 2
10 740525A lipoprotein Gin | 100 1
11 2A01_A lanac A ljudskoga apolipoproteina A-1 bez 100 1
lipida
12 ACF16774.1 beta globin 85 1
13 AAA35597.1 beta-globin 64 1
14 1Y5K B lanac B, dio ljudskoga hemoglobina: Betad99a 64 1
deoksi
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UR3
Protein_ Score > Peptidi
1 AAA36799.1 uromodulin 121,91 2
2 NP_002956.1 protein S100-A9 101, 86 2
3 AAB50880.1 anitubulin 1gG1 kappa VL lanac (N-terminalni), 89 1
protein ljudskoga seruma djelomic¢an peptid 219
aa]
4 1COH_A lanac A, strukturni hemoglobin deoksi stanja 82 1
5 CAA23759.1 neimenovani proteinski produkt 75 1
6 3KR3_L lanac L, kristalna struktura kompleksa antitijela 70 1
Igf-li
7 BAG59381.1 neimenovani proteinski produkt 65 1
8 AAA51747.1 proapolipoprotein, djelomican 55 1
9 740525A lipoprotein Gin | 54 1
UR4
Protein Score > Peptidi
1 NP_002956.1 protein S100-A9 89 1
2 CAA68390.1 neimenovani proteinski produkt 61 1
3 AAH13767.1 VASN protein 58 1
UR5
Protein Score > Peptidi
1 AAA36799.1 uromodulin 148, 74 2
2 CAA23749.1 alfa globin 52 1
UR6
Protein Score > Peptidi
1 AAA51747.1 proapolipoprotein, djelomic¢an 475, 344, 195 3
2 740525A lipoprotein Gin | 354, 234, 195, 4
69
3 AAB59495.1 alfa-1-antitripsin 132,59 2
4 10R3_A lanac A, apolipoprotein E3 (Apoe3) 131 1
5 AAA51547.1 prekursor alfa-1-antitripsina 104 1
6 AAB59372.1 apolipoprotein C-111 91 1
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7 AAB59518.1 apolipoprotein E 71, 60 2
8 CAA23749.1 alfa globin 65 1
9 1506383A apolipoprotein E mutirani E3K 52 1
UR7
Protein Score > Peptidi
1 CAA23749.1 alfa globin 95 1
2 NP_002956.1 protein S100-A9 91 1
3 2CMR_L lanac L, kristalna  struktura  Hiv-1 84 1
neutralizirajuceg antitijela D5 Fab vezanog za
unutarnju jezgru Mimetic 5-Helix
4 CAA23759.1 neimenovani proteinski produkt 70 1
5 3KR3_L lanac L, kristalna struktura kompleksa antitijela 66 1
Igf-li
6 4JFY_A lanac A, strukturni lanac fosfotirozina 77 1
URS
Protein Score > Peptidi
1 AAM13690.1 protein poput delta 2-izopentenil pirofosfat 69 1
transferaze
UR9
Protein Score > Peptidi
1 AAAS51747.1 proapolipoprotein, djelomican 212,87 2
2 CAA34982.1 alfa-1 antitripsin 68 1
3 AAA36799.1 uromodulin 50 1
UR10
Protein Score > Peptidi
1 AAA36799.1 uromodulin 119 1
2 A37927 Ig kappa lanac C regije- ljudski 114 1
3 3KR3_L lanac L, kristalna struktura kompleksa antitijela 1gf- 114 1
li
4 NP_002956.1 protein S100-A9 86 1
5 CAA33438.1 neimenovani proteinski produkt 61 1
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6 CAA40416.1 histone H2A.2 57 1
7 740525A lipoprotein Gin | 56 1
8 CAA68390.1 neimenovani proteinski produkt 44 1
9 CAA37116.1 neimenovani proteinski produkt 42 1
UR11
Protein Score > Peptidi
1 AAA36799.1 uromodulin 119 1
2 AAF00488.1 varijanta beta podjedinice hemoglobina 43 1
UR12
Protein Score > Peptidi
1 1AU8_A lanac A, ljudski katepsin G 71 1
2 AAB57795.1 laktoferin 53 1
3 NP_001148.1 aneksin All izoforma 1 41 1
UR13
Protein Score > Peptidi
1 AAA36799.1 uromodulin 149 1
2 NP_002956.1 protein S100-A9 85 1
UR14
Protein Score > Peptidi
1 CAA23759.1 neimenovani proteinski produkt 104, 69 2
2 CAA23749.1 alfa globin 99, 77 2
UR15
Protein Score > Peptidi
1 CAA23759.1 neimenovani proteinski produkt 244,138, 119 3
2 AAF00488.1 varijanta beta podjedinice hemoglobina 220 1
3 BAA33580.1 anti-HBsAg imunoglobulin, Fab kappa lanac 123 1
4 CAA23749.1 alfa globin 112 1
5 AAY46275.1 beta globin lanac 104 1
6 AAA35597.1 beta globin 104, 71 2
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7 3KR3_L lanac L, kristalna struktura kompleksa antitijela Igf- 103 1
li
8 AAA36799.1 uromodulin 66 1
9 H7BZ55.3 strukturni protein proteinske uzvojnice 39 1
UR16
Protein Score > Peptidi
1 NP_002956.1 protein S100-A9 97, 68 2

Provedbom proteomske identifikacije uzorka UR1 kao rezultat detektiran je uropatogen
K. pneumoniae (Tablica 4.). Za navedeni uzorak detektirano je 35 specifi¢nih bakterijskih
peptida (Tablica 5.) Sto je 83 % od ukupnih petida samoga uzorka. Preostali postotak odnosi se
na identificirane ljudske peptide. Ako se promatra svih 16 uzoraka dolazi se do 12,8 % peptida
svih analiziranih uzoraka. Prema tablicnom prikazu najvisi zbirni rezultat odnosi se na
membranski protein porin C, OmpK36 porin te murein lipoprotein. Sumarno promatrajuci,
detektirano je 28 bakterijskih proteina, od ¢ega K. pneumoniae pripada 13. U uzorku UR2
takoder je identificiran uropatogen K. pneumoniae. Za navedeni uzorak identificirano je 28
bakterijskih peptida, $to ¢ini 61 % peptida samoga uzorka. Zanimljiva je Cinjenica da su za
samu analizu bile najznacajnije prve dvije frakcije. Pregledom liste za 22 proteina vidi se da
najvisi rezultat takoder pripada proteinu lipoproteinu mureinu, proteinu vanjske membrane
porinu C, te molekularnom proteinskom pratitelju (engl. molecular chaperone). Najzastupljniji
proteini pripadaju skupini membranskih proteina. Prema urinokulturi radi se o bakteriji
sugerira 97 % Enterobacteriaceae. Udio analiziranih ljudskih peptida u uzorku bio je nesto
visi, 39 %. Od prisutnih ljudskih proteina poznatiji su alfa i beta globin. Analizom uzorka UR3,
gdje je takoder detektiran uropatogen K. pneumoniae, detektirano je 11 bakterijskih peptida sto
¢ini 50 % ukupnih proteina toga uzorka. Pregledom liste (za 9 proteina) razvidno je da najvisi
rezultat pripada proteinu murein lipoproteinu, a prisutan je i bifunkcionalni enzim acetil-CoA-
alkohol dehidrogenaza. Laboratorijski nalaz urinokulture ranije je pokazao da se radi o bakteriji
K. pneumoniae, sto odgovara i proteomskoj analizi. S druge strane, genomska analiza ukazuje
na Enterobacteriaceae (90 %). Udio ljudskih peptida u analizi bio je visokih 50 %. Od prisutnih
ljudskih proteina znacajniji su uromodulin i proapolipoprotein. Za razliku od prva tri uzorka,

uzorak UR4 kao rezutat ima uropatogen Proteus mirabilis, sto odgovara laboratorijskom
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nalazu urinokulture. Frakcioniranjem uzorka dobiva se 12 bakterijskih peptida (89 %).
Pregledom analiziranih proteina utvrdeno je da je identificirano 10 bakterijskih proteina, a
najvisi zbirni rezultat se odnosi na lipoprotein vanjske membrane i na protein vanjske
membrane porin. Postotak ljudskih peptida u analizi bio je 20 %, od ¢ega se izdvaja protein
S100 - A9. Genomska analiza ukazuje da prevladava Proteus s 97,7 %. Uropatogen P. mirabilis
identificiran je i u uzorcima UR9, UR10 i UR12. Za identifikaciju je bilo dovoljno, redom 8,
12 i 8 proteina, za Sto je analizom dobiveno 12, 15, i 12 peptida. Medu proteinima prevladavaju
peptidoglikani vanjske membrane, a zastupljeni su i ribosomski proteini, te molekularni
proteinski pratitelji. Nesto manji broj ljudskih proteina detektiran je u uzorcima UR9 i UR12,
dok je kod UR10 zabiljezeno 9 proteina. Rezultat proteomske analize za uzorake UR5 i UR6
je uropatogen E. faecalis. Identificirano je 20 bakterijskih proteina za URS uz najvisi zbirni
rezultat od 179 za protein ribosomske podjedinice 50S. Za URG6 identificirana su samo tri
proteina koji spadaju u proteine toplinskoga Soka, odnosno, identificirano je tek 7 bakterijska
peptida (2,6 %). Udio ljudskih peptida za UR5 iznosio je 11%, gdje se izdvaja protein
uromodulin. Nadalje, kod uzorka URG6 broj ljudskih proteina znatno je veci, a radi se o 9
proteina (16 peptida), uglavnom lipoproteina.

Genomska analiza za UR5 ukazuje da prevladavaju Pseudomonas (21,8 %),
Propionibacterium acnes (13,7 %) i Lactobacillus helveticus (11 %). U uzorku URG jasnija je
situaciju; potvrdeni su Enterococcus (51,4% ) i Enterococcaceae (46,5 %). Kod uzorka UR7
proteomskom metodom odreden je uropatogen Citrobacter freundii, a SUK metodom E.
cloacae sto je prvi uzorak kod kojeg su dobiveni razliciti rezultati. Ako se pogleda rezultat
sekvenciranja gena 16S rRNA radi se o rodu Enterobacter. Razvidno je da oba rezultata
ukazuju na prodicu Enterobacteriaceae, ali su im rodovi razli¢iti. Prema tome vjerojatnije je
da se radi o bakteriji E. cloacae. Ako se razmotre podatci o identificiranim proteinima (11
peptida, 9 proteina) vecina ih se odnosi na membranske proteine, dok su za ribosomske proteine
dobiveni niski zbirni rezultati $to je i utjecalo na konacan rezultat. Pokazalo se da uzorak sadrzi
6 ljudskih proteina, gdje dominiraju alfa globulin i protein S100. Rod Enterobacter utvrden je
i uuzorcima UR13 i UR14. Za uzorak UR13 rezultati proteomske analize i SUK-a podudaraju
se na razni vrste, a kod UR14 obje analize detektirale su iste rodove, ali razlicite vrste. Bitno
je napomenuti da je kriterij odabira znatno pomogao u odabiru kod navedenih uzoraka; gdje je
za UZ13 odreden zbirni rezultat 160, a za uzorak UR14 presudni utjecaj imao je broj
identificiranih peptida. Nije potvrdena pretpostavka da ¢e u uzorcima s manjim brojem

identificiranih peptida biti ve¢i udio ljudskih peptida. U uzorku UR13 identificirani su veé
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ranije spomenuti uromdulin i protein S-100, dok je kod UR14 zabiljezen alfa globulin.
Rezultatima genomske analize utvrdeno je da u uzorcima UR13 (74,5 %) i UR14 (95,4 %)
prevladavaju Enterobacteriaceae, dok je u uzorku UR13, u niskom postotku prisutan i rod
Lactobacillus. U posljednjem monobakterijskom uzoraku, URS8 identificiran je uropatogen
Citrobacter koseri sto je i potvrdeno SUK-0om, te je na razini genomike identificiran s 57,5 %.
Proteomskom analizom proizlazi da se radi o Citrobacter freundii, dok se vrsta C. koseri nalazi
kao druga opcija. Za navedeni uzorak proteomskom analizom je detektirano 48 proteina, tj. 53
identificirana peptida. Ako bi se u obzir uzimali samo ribosomski proteini rezultat identifikacije
bila bi bakterija K. pneumoniae ili E. coli. Sli¢an rezultat dobio bi se isklju¢ivim promatranjem
zbirnog rezultata proteina, te bi u tom slucaju bila identificirana K. pneumoniae. 1z ovog se
moze zakljuciti da je za rezultat identifikacije proteomskom analizom klju¢an odabir i
postavljanje kriterija identifikacije.

Najbrojniji proteini ljudskoga porijekla klasificirani su kao podjedinice hemoglobina (alfa

i beta globin), apolipoproteini i uromodulin. Nisu detektirani proteini epitelnih stanica
urogenitalnoga trakta.

Uspjesnost detekcije peptida zasigurno reprezentira postignuti Mascot zbirni rezultat
koji ako zadovoljava osnovne kriterije daje bodovnu listu uspjesnosti detekcije peptida.
Pretpostavlja se da su peptidi s ve¢im zbirnim rezultatom preciznije detektirani i da
predstavljaju vjerodostojniju identifikaciju.

Lista dobivena Mascot programom, a prema bodovnoj vrijednosti poredanih peptida
koji su dodjeljeni odgovarajuc¢im bakterijama, omogucila je identifikaciju bakterija u uzorcima.
Pregledom tabli¢nih podataka najvisi postignuti zbirni rezultat je 328, dok je najnizi postignuti
rezultat 53. Time se dolazi do zanimljivoga podrucja koje predstavlja ukupni broj peptida po
identificiranoj bakteriji. Najveci udio peptida pripadao je bakterijskim proteinima (71 %). lako
se oc¢ekivalo da veéina proteina pripada ribosomima, iz cjelokupne proteinske mase
identificiran je tek njihov neznatan udio od 8%. U ovom ispitivanju najzastupljeniji su bili
membranski proteini, koji obuhvacaju membranski protein, porin C, peptidoglikan povezan s
lipoproteinom i murein lipoprotein. Dobiveni rezultati zasigurno su povezani s upotrebom B-
PER-a kod pripreme uzoraka (79).

U Tablici 7. prikazani su rezultati na razini roda za monobakterijske uzorake, a u Tablici 8. za

polibakterijske kulture.
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Tablica7. Uzorci kod kojih su identificirane monobakterijske kulture

Bakterijska vrsta Oznaka Broj uzorka sa istim uropatogenom
uzorka
Citrobacter koseri URS 1
Klebsiella aerogenes UR13 1
Enterobacter cloaceae UR7, UR14 2
Enterococcus faecalis UR5, UR6 2
Klebsiella oxytoca UR2 1
Klebsiella pneumoniae UR1, UR3 2
Proteus mirabilis UR4, URY, 4
UR10, UR12

Tablica 8. Uzorci kod kojih su identificirane polibakterijske kulture

Bakterijska vrsta Oznaka uzorka Broj uzoraka

Enterococcus faecalis UR15 1

Escherichia coli UR11, UR15, 3
UR16

Klebsiella pneumoniae UR16 1

Proteus mirabilis UR11, UR15 2

Za monobakterijske uzorke, kad se usporede rezultati proteomike sa SUK-om, dolazi
se do podudarnosti u 87 % uzoraka (Tablica 9.). Nadalje, kod polibakterijskih uzoraka (UR11,
UR15 i UR16) situacija je kompleksnija. Naime, identifikacija polimikrobnih kultura MALDI
TOF/TOF metodom ne podudara se s rezultatima identifikacije SUK-om i sekvenciranjem gena
za 16S rRNA (Tablica 9.).
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Tablica 9. Usporedba metoda identifikacije uropatogena

Uzorak

SUK

MALDI TOF/TOF

identifikacija

Identifikacija
sekvenciranjem gena
za 16S rRNA

UR1

Klebsiella

pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

100 % Enterobacteriaceae

UR2

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae

97 % Enterobacteriaceae

UR3

Klebsiella

pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

90 % Enterobacteriaceae
5,1 % Granulicatella

1,1% Anaerococcus

UR4

Proteus mirabilis

Proteus mirabilis

97,7 % Proteus
1 % Enterobacteriaceae

URS

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis

21,8 % Pseudomonas;

13,7 % Propionibacterium acnes
11 % Lactobacillus helvetisus
8,1 % Adhaeribacter

8 % Acinetobacter

5,9 % Staphylococcus

4,9 % Stenotrophomonas

3,8 % Hydrogenophaga

3,6 % Erysipelotrichaceae
3,1 % Corynebacterium

3,1 % Cellulomonas

2,3 % Aerococcus

2 % Acidovorax

1,9 % Lachnospiraceae

1,6 % Sphingobium

URG

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis

51,4 % Enterococcus
46,5 % Enterococcaceae

UR7

Enterobacter cloaceae

Citrobacter freundii

98 % Enterobacter
0,9 % Proteus

URS8

Citrobacter koseri

Citrobacter freundii

57,5 % Citrobacter koseri
4,5 % Bacteroides

3,7 % Dysgonomonas

2,7 % Bacteroides

2,6 % Rikenellaceae

2,3 % Parabacteroides

2 % Desulfovibrionaceae

2 % Lachnospiraceae
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2 % Ruminococcaceae
1,9 % Enterobacteriaceae
1,3 % Ruminococcus

1,3 % Erysipelotrichaceae
1,2 % Enterococcus

1,1 % Clostridiales

UR9 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 96.7 % Proteus
2,4 % Enterobacteriaceae
1,2 % Prevotella
UR10 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 97 % Proteus
1,3 % Enterobacteriaceae
UR11 Escherichia coli; Escherichia fergusonii 93 % Enterobacteriaceae
Proteus mirabilis 3,5 % Proteus
UR12 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 99,2 % Proteus
UR13 Klebsiella aerogenes  Enterobacter aerogenes 75,4 % Enterobacteriaceae
14 % Lactobacillus delbrueckii
4,2 % Kluyvera
4 % Enterobacter
1 % Lactobacillus helveticus
UR14 Enterobacter cloacae  Klebsiella pneumoniae 95,4 % Enterobacteriaceae
1,2 % Clostridium perfringens
1 % Bifidobacterium pseudolongum
UR15 Enterobacter cloacae; Enterococcus faecalis 86,9 % Proteus
Enterococcus 7,2 % Enterobacteriaceae
faecalis; 2,2 % Enterobacter
Escherichia coli; 1 % Rhodospirillaceae
Proteus mirabilis
UR16 Escherichia coli; Pectobacterium 91,2 % Enterobacteriaceae
Klebsiella atrosepticum 8,6 % Klebsiella
pneumoniae
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4.8. Identifikacija mokraénih infekcija de novo sekveniranjem peptida

Pomoc¢u klasifikacijskoga modela baziranoga na stablu odluke (engl. Decision tree
classification model-lowest common ancestor modela) provedena je standardizacija
proteomske identifikacije Cetiri najéeséa uropatogena (E. coli, P. mirabilis, K. pneumoniae i P.
aeruginosa), te je tim procesom odreden stupanj pouzdanosti (engl. confidence score) njihove
identifikacije. Identifikacija uzro¢nika mokra¢nih infekcija direktno iz mokracée evaluirana je
pomocu navedenog klasifikacijskog modela.

Broj eksperimentalno odredenih peptida podudarnih s peptidima baze podataka dobiven
MALDI-TOF/TOF analizom rangiran je prema stupnju pouzdanosti u 3 kategorije; 3-visoka
razina pouzdanosti ispravne identifikacije; 2-srednja razina pouzdanosti ispravne identifikacije

I; 1-niska razina pouzdanosti ispravne identifikacije.
035
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02
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Slika 12. Graficki prikaz podudarnih peptida dobivenih MALDI-TOF/TOF analizom izolata
E. coli

82



4. REZULTATI

03

0.25
0
0.15
0
0.05
0

izom izolata

h MALDI-TOF/TOF anali

iveni

da dobi

i

kaz podudarnih pept

1 pri

Slika 13. Grafick

is

bill

. mira

P

0.2

0.18

0.16

0.14

0.12

0.1

0.08

0.06

0.04

0.02

izom izolata

h MALDI-TOF/TOF anali

iveni

Slika 14. Grafic¢ki prikaz podudarnih peptida dob

. pneumoniae

K

83



4. REZULTATI

0.4

03

0.25

02

0.15

Slika 15. Graficki prikaz podudarnih peptida dobivenih MALDI-TOF/TOF analizom izolata

P. aeruginosa

U svakoj od 4 skupine (sumirani rezultati 10 izolata) uropatogena izvrSena je analiza
pronadenih peptidnih sekvenci koje su u bazi bile podudarne s peptidnim sekvencama
odredenoga uropatogena (Slike 12.-15.). Sva cetiri testirana uropatogena u 10 replikata
identificirani su s visokom vjerojatnosti (100 % razina identifikacije). Takoder, vjerojatnost
to¢ne identifikacije znacajno opada s drugim najboljim pogotkom u bazi podataka Sto

predstavlja nedvojbenu identifikaciju.

Tablica 10. Usporedba rezultata SUK-a i izravne identifikacije tandem masenom
spektrometrijom uz razinu pouzdanosti kojom je identificiran uropatogen. Nepodudarni

rezultati oznaceni SU crvenom bojom.

SUK de novo: broj peptida 2. podudarna broj razina
identifikacija bakterija peptida .
pouzdanosti
bakterije

identifikacije

Escherichia coli Escherichia coli 73 Klebsiella pneumoniae 44 3
Escherichia coli Escherichia coli 26 Klebsiella pneumoniae 15 3
Escherichia coli Escherichia coli 44 Klebsiella pneumoniae 22 3
Escherichia coli Escherichia coli 32 Klebsiella pneumoniae 9 3
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Klebsiella Escherichia coli 46 Klebsiella pneumoniae 40
pneumoniae
Citrobacter Klebsiella 23 Escherichia coli 14
freundii pneumoniae
Escherichia coli Escherichia coli 151 Klebsiella pneumoniae 97
Escherichia coli Escherichia coli 47 Klebsiella pneumoniae 32
Escherichia coli Escherichia coli 98 Klebsiella pneumoniae 65
Proteus mirabilis Proteus mirabilis 32 Proteus vulgaris 20
Escherichia coli Escherichia coli 18 Klebsiella pneumoniae 13
Proteus mirabilis Proteus mirabilis 22 Proteus vulgaris 19
Klebsiella Klebsiella 12 Ostale bakterije 12
aerogenes pneumoniae
Klebsiella Escherichia coli 20 Klebsiella pneumoniae 15
pneumoniae
Klebsiella Klebsiella 10 Acinetobacter baumannii 8
pneumoniae pneumoniae
Proteus mirabilis Proteus mirabilis 6 Morganella morganii 5
Escherichia coli Escherichia coli 8 Klebsiella pneumoniae 7
Pseudomonas Pseudomonas 24 Citrobacter braakii 9
aeruginosa aeruginosa
Enterococcus Enterococcus 28 Escherichia coli 11
faecalis faecalis
Candida albicans  Candida albicans 5 Acinetobacter baumannii 3
Enterococcus Enterococcus 7 / /
faecalis faecalis
Pseudomonas Pseudomonas 35 Pseudomonas putida 14
aeruginosa aeruginosa
Pseudomonas Pseudomonas 24 Escherichia coli 11
aeruginosa aeruginosa
Escherichia coli Escherichia coli 50 Klebsiella pneumoniae 30
Escherichia coli Escherichia coli 14 Enterobacter kobei 7
Escherichia coli Escherichia coli 7 Acinetobacter pittii 5
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Enterococcus Enterococcus 15 Enterococcus faecium 7 2
faecalis faecalis
Escherichia coli Escherichia coli 16 Klebsiella pneumoniae 13 3
Escherichia coli Escherichia coli 64 Klebsiella pneumoniae 44 3
Escherichia coli Escherichia coli 80 Klebsiella pneumoniae 40 3
Stenotrophomonas  Stenotrophomonas 10 Acinetobacter baumannii 6 2
maltophilia maltophilia

Escherichia coli Escherichia coli 71 Klebsiella pneumoniae 50 3

Zakljuc¢no, 88 % uzoraka pravilno je identificirano u odnosu na identifikaciju SUK-om.
4/34 uzorka nisu jednozna¢no identificirani objema metodama, medutim kod 3 od ova 4 uzorka
razina podudarnosti bila je 1.
2/4 uzorka koja su imala nepodudarnu identifikaciju SUK-om, s jedne strane, i tandemskom
analizom masene spektrometrije te de novo sekvenciranjem s druge, pokazali su slaganje

rezultata ovih metoda s rezultatom druge najbolje identifikacije.

4.9. Sekvenciranje gena za 16S rRNA u identifikaciji uropatogena i

mokraé¢noga mikrobioma

Skupina od dvadeset i osam ispitanika (16 Zena, 12 muskaraca) sa simptomima cistitisa,
upucenih na urinokulturu odabrana je za genomsku dijagnostiku. Njihovi uzorci mokrace,
nakon rutinske analize izdvojeni su za daljnu analizu u svrhu ove studije. PoCetna dijagnoza
temeljila se na opisu simptoma pacijenta. Kriterij ukljuc¢ivanja u studiju bila je urinokulturom
dokazana uroinfekcijom s CFU> 10°/ml. Prosje¢na dob pacijenata bila je 66 godina. Uz uzorke
mokrace prikupljene metodom slucajnoga odabira, u istrazivanje je bilo ukljuceno i Sest

pacijenata koji su imali kateter. Karakteristike pacijenata sazete su u Tablici 11.
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Tablica 11. Op¢i podaci o ispitanicima i nacinu prikupljanja uzoraka

Spol Zene 16
Muskarci 12

Nadin uzorkovanja  Srednji mlaz 22
Kateter 6
Prosje¢na dob ispitanika 66

4.9.1. Izolacija DNA

Nakon

spektrofotometrom. Koncentracije izolirane DNA prikazane su u Tablici 12.

izolacije  DNA mjerena

je

njena  koncentracija

BioSpec Nano

Tablica 12. Prikaz izmjerene koncentracije DNA izoliranih iz 28 uzoraka mokrace

OZNAKA SUK CFU/ml  Spol Godiste Uzorak Koncentracija
izolirane DNA
(ng/pL)
U1 Acinetobacter > 100000 V4 1957. S 9,80
baumannii
Streptoccocus
species
u2 Proteus > 100000 M 1950. S 7,89
mirabilis
U3 Citrobacter > 100000 Vi 1939. S 3,54
koseri, vwGPB
U4 Enterococcus > 100000 M 1971. S 32,03
faecalis ,
Escherichia coli
us Pseudomonas > 100000 M 1929. K 5,60
aeruginosa,
vwGPB
U6 Enterococcus > 100000 M 1942, S 28,98
faecium
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Morganella

morganii

u7

Escherichia coli

ESBL,
Klebsiella
pneumoniae
ESBL

> 100000

1937.

13,54

us

Pseudomonas

aeruginosa

> 100000

N

1940.

4,61

U9

Klebsiella
pneumoniae
ESBL

> 100000

1949.

3,15

u10

Klebsiella

oxytoca

> 100000

1954,

9,14

Uil

Klebsiella
pneumoniae
ESBL

> 100000

1952.

6,01

u12

Proteus

mirabilis

> 100000

1964.

6,96

uU13

Enterococcus

faecalis

> 100000

1943.

16,22

ui4

Enterococcus

faecalis

> 100000

N«

1941.

4,93

uU15

Enterobacter

cloaceae ESBL

> 100000

1940.

1,84

uU16

Citrobacter

koseri

> 100000

N<

1967.

15,94

u17

Proteus

mirabilis

> 100000

2014.

0,45

u18

Proteus

mirabilis

> 100000

N«

1946.

3,66

u19

Escherichia
coli;

Proteus

mirabilis ESBL

>100000;

>100000;

N«

1940.

9,39
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U20 Proteus >100000 Z 1951, S 1,73
mirabilis
u21 Enterobacter > 100000 Vs 1945. S 1,08
aerogenes
u22 Escherichia coli > 100000 M 1938. S 20,16
u23 Enterobacter > 100000 Z 1941. K 4,14
cloacae
u24 Enterobacter 10000; V4 1936. S 15,17
cloacae
Enterococcus > 10000
faecalis; <100000;
Escherichia 100000;
coli;
Proteus >100000;
mirabilis
uU25 Escherichia >100000; z 1937. S 15,04
coli;
Klebsiella >100000
pneumoniae
U26 Escherichia coli > 100000 V4 1951, 6,90
u27 Escherichia coli > 100000 M 1958. S 7,23
LS1 Klebsiella > 100000 Z 1979. 12,47
pneumoniae

S-srednji mlaz; K-kateter ; vwGPB - veliki broj gram pozitivnih bakterija

4.9.2. Usporedba metode sekvenciranja gena za 16S rRNA sa identifikacijom

uropatogena SUK-om

Za ukupno 28 pacijenata ukljuenih u ovu studiju, SUK-om je potvrdeno 19

monobakterijskih uroinfekcija pretezno uzrokovanih bakterijama; P. mirabilis (5 pacijenata),

Klebsiella spp. (4 pacijenta), Enterobacter spp. (3 bolesnika), E. coli (3 bolesnika) i E. faecalis

(2 bolesnika). Polimikrobne infekcije dijagnosticirane su kod 9 bolesnika (uzorci U1, U3, U4,

U5, U6, U7, U9, U24 i U25). Rezultati ispitivanja urinokultura svih uzoraka prikazani su u

Tablici 13.
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U svih 28 uzoraka mokraée utvrdeno je 15 razli¢itih vrsta bakterija, od kojih na Proteobacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes i Actinobacteria otpada vise od 99 %. Dominacija jedne porodice
zabiljezena je u 19 uzoraka mokace u kojima su Enterococcaceae, Enterobacteriaceae ili
Pseudomonadaceae sudjelovali s preko 90 %. Sekvenciranje gena za 16S rRNA uspjesno je
identificiralo 63 roda dok rang vrste nedostaje u vecéini uzoraka zbog inherentnih ogranicenja
sekvenciranja 16S rRNA gena stoga su rezultati sekvenciranja gena za 16S rRNA i SUK-a
usporedeni na razini bakterijske porodice (80). Nalaz urinokulture uglavnom je bio u skladu s
metodom sekvenciranja gena za 16S rRNA gena, iako je u uzorcima U1, U3 i U13 uocena
razlika izmedu rezultata te dvije metode (u Tablici 13. oznaceno crvenom bojom). Rezultati

usporedbe za sve uzorke prikazani su u Tablici 13.
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Tablica 13. Usporedni prikaz rezultata identifikacije mikroorganizama urinokulturom i

genomskom analizom 28 uzoraka mokrace

Broj Uzorak SUK sekvenciranje gena za %
protokola 16S RNA
1 Ul Acinetobacter baumannii Actinomycetaceae 18,51
(Moraxellaceae), Aerococcaceae 74,25
Streptoccocus species Lactobacillaceae 1,67
(Streptococcaceae) Veillonellaceae 2,61
ostale bakterije 2,97
2 U2 Proteus mirabilis Porphyromonadaceae 4,06
(Enterobacteriaceae) Prevotellaceae 1,01
Tissierellaceae 15,01
Campylobacteraceae 3,33
Enterobacteriaceae 73,91
ostale bakterije 2,69
3 U3 Citrobacter koseri Actinomycetaceae 2,91
(Enterobacteriaceae), Porphyromonadaceae 1,78
nepoznate gram pozitivne Prevotellaceae 61,47
bakterije Peptococcaceae 1,16
Veillonellaceae 12,93
Tissierellaceae 6.93
Fusobacteriaceae 1,64
Campylobacteraceae 3,66
Moraxellaceae 1,27
Pseudomonadaceae 1,67
ostale bakterije 4,59
4 U4 Enterococcus faecalis Enterococcaceae 97,20
(Enterococcaceae) , ostale bakterije 2,8
Escherichia coli
(Enterobacteriaceae)
5 U5 Pseudomonas aeruginosa Bacteroidaceae 9,09
(Pseudomonadaceae), Porphyromonadaceae 1,79
nepoznate gram pozitivne Enterococcaceae 6,04
bakterije Tissierellaceae 2,34
Pseudomonadaceae 78,89
ostale bakterije 1,85
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6 u6 Enterococcus faecium Enterobacteriaceae 81,66
(Enterococcaceae), Enterococcaceae 15,29
Morganella morganii ostale bakterije 3,04
(Enterobacteriaceae)
7 u7 Escherichia coli
(Enterobacteriaceae), Enterobacteriaceae 72,48
Klebsiella pneumoniae Enterococcaceae 24,62
(Enterobacteriaceae) ostale bakterije 291
8 us Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonadaceae 99,19
(Pseudomonadaceae) ostale bakterije 0,81
9 U9 Klebsiella pneumoniae Enterobacteriaceae 100,00
(Enterobacteriaceae)
10 u10 Klebsiella oxytoca Enterobacteriaceae 97,89
(Enterobacteriaceae) ostale bakterije 2,11
11 U1l Klebsiella pneumoniae Carnobacteriaceae 4,35
(Enterobacteriaceae) Tissierellaceae 1,50
Enterobacteriaceae 91,80
ostale bakterije 2,35
12 uU12 Proteus mirabilis Enterobacteriaceae 99,32
(Enterobacteriaceae) ostale bakterije 0,65
13 u13 Enterococcus faecalis Cellulomonadaceae 1,56
(Enterococcaceae) Corynebacteriaceae 3,04
Microbacteriaceae 1,22
Propionibacteriaceae 13,45
Cytophagaceae 7,99
Staphylococcaceae 6,16
Aerococcaceae 2,34
Lactobacillaceae 11,89
Clostridiales* 2,08
Lachnospiraceae 2,26
Peptostreptococcaceae 1,04
Erysipelotrichaceae 3,21
Sphingomonadaceae 1,56
Alcaligenaceae 1,22
Comamonadaceae 6,51
Moraxellaceae 8,33
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Pseudomonadaceae 20,05
Xanthomonadaceae 4,60
ostale bakterije 1,48
14 U14 Enterococcus faecalis Enterococcaceae 99,65
(Enterococcaceae) ostale bakterije 0,35
15 u15 Enterobacter cloaceae Enterobacteriaceae 99,24
(Enterobacteriaceae) ostale bakterije 0,76
16 U16 Citrobacter koseri Bacteroidales* 1,97
(Enterobacteriaceae) Bacteroidaceae 3,66
Porphyromonadaceae 8,01
Rikenellaceae 2,40
Christensenellaceae 1,71
Lachnospiraceae 2,86
Ruminococcaceae 2,65
Erysipelotrichaceae 1,03
Desulfovibrionaceae 1,62
Enterobacteriaceae 67,04
ostale bakterije 7.06
17 u1l7 Proteus mirabilis Enterobacteriaceae 98,24
(Enterobacteriaceae) ostale bakterije 1,76
18 u18 Proteus mirabilis Enterobacteriaceae 99,16
(Enterobacteriaceae) ostale bakterije 0,84
19 u19 Escherichia coli Enterobacteriaceae 97,02
(Enterobacteriaceae), Proteus ostale bakterije 2,98
mirabilis ESBL

(Enterobacteriaceae)
20 u20 Proteus mirabilis Enterobacteriaceae 99,65
(Enterobacteriaceae) ostale bakterije 0,35
21 u21 Klebsiella aerogenes Lactobacillaceae 19,40
(Enterobacteriaceae) Enterobacteriaceae 80,03
ostale bakterije 0,57
22 u22 Escherichia coli Enterobacteriaceae 99,25
(Enterobacteriaceae) ostale bakterije 0,75
23 u23 Enterobacter cloacae Enterobacteriaceae 95,99
(Enterobacteriaceae) ostale bakterije 4,01

93



. REZULTATI

24 uz24 Enterobacter cloacae Enterococcaceae 1,02
(Enterobacteriaceae); Enterobacteriaceae 96,92
Enterococcus faecalis ostale bakterije 3,08
(Enterococcaceae),
Escherichia coli
(Enterobacteriaceae), Proteus
mirabilis (Enterobacteriaceae)
25 u25 Escherichia coli Enterobacteriaceae 99,72
(Enterobacteriaceae), ostale bakterije 0,28
Klebsiella pneumoniae
(Enterobacteriaceae)
26 u26 Escherichia coli Enterobacteriaceae 97,34
(Enterobacteriaceae) ostale bakterije 2,66
27 uz27 Escherichia coli Enterobacteriaceae 99,19
(Enterobacteriaceae) ostale bakterije 0,81
28 LS Klebsiella pneumoniae Enterobacteriaceae 95,41
(Enterobacteriaceae) ostale bakterije 4,59
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4.9.3. Dinamika urinarne mikrobiote u pacijenata s urinarnom infekcijom
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Slika 16. Grafi¢ki prikaz zastupljenosti bakterijskih obitelji u 27 uzoraka mokrace

Sekvenciranjem V3 i V4 regije gena za 16S rRNA gena iz DNA izolirane iz 28 uzoraka
mokrace utvrdena je taksonomska zastupljenost bakterija na razini klase. Razredi
Gammaproteobacteria i Bacilli dominiraju u svim uzorcima, dok se sekvence koje pripadaju
skupini ozna¢enoj kao ostale bakterije ne podudaraju ni s jednom sekvencom u bazi podataka.

Ulazna datoteka za BEEM-static bila je Otu tablica koja je sadrzavala broj sekvenci
koje se promatraju pojedinacno za svaku taksonomsku jedinicu, u svakom uzorku. U ovom
istrazivanju pronadeno je 249 razli¢itih taksonomskih jedinica na razini soja. Grupirani su na
klasnoj taksonomskoj razini, stvaraju¢i 35 razlic¢itih klasnih taksonomskih jedinica. Otu
vrijednosti su filtrirane, uklanjanjem Otu vrijednosti koje nisu pronadene u vecini uzoraka. U
svrhu izrauna upotrijebljen je BEEM-static model na podacima iz Tablice 14. kojom su
prikazane Otu vrijednosti (filtrirani rezultati visoke prevalencije). Ukupno je ostavljeno 7

najzastupljenijih Otu-a koji su transformirani iz brojéane u
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relativne koli¢ine te normalizirane za svih 28 uzoraka, stvarajuéi ulaznu datoteku za

BEEM-static.

Mreza mikrobnih

interakcija na temelju datoteke mapiranja za 7

najzastupljenijih klasa prikazana je na Slici 17. Klase koje se ne pojavljuju u mrezi, iako su

obilne (Otul61l i Otul84), smatraju se neutralnima po modelu.

Tablica 14. Prema podatcima o prevalenciji filtrirana tablica Otu vrijednosti

TAXID Kingdom Phylum Class

Otu0007 k__Bacteria p__Actinobacteria ¢__Actinobacteria

Otu0058 k__Bacteria p__Bacteroidetes c__Bacteroidia

Otu0093 k__Bacteria p__Firmicutes c__ Bacilli

Otu0146 k__Bacteria p__Firmicutes ¢__ Clostridia

Otu0161 k__Bacteria p__Firmicutes ¢__ Erysipelotrichi

Otu0184 k__Bacteria p__Proteobacteria c__Betaproteobacteria

Otu0212 k__Bacteria p__Proteobacteria ¢__Gammaproteobacteria
Type

@) @m Fooss RelativeAbundance

otuaes3 O 0.2
O 0.4
O o6

OTu0140

Slika 17. Mreza mikrobnih interakcija temeljena na isptivanju mikrobnoga profila 28 uzoraka

mokrace ispitanika sa simptomima cistitisa

BEEM-static objedinjava gLVM pojedinacne modele dobivene iz profiliranja

mikrobioma mokrace. Grafikonom na Slici 17. prikazani su pojmovi razli¢iti od nule. Crvene

linije predstavljaju negativne interakcije. U ovom modelu nisu otkrivene pozitivne interakcije.

Sirine strelica proporcionalne su jacini interakcije, a veli¢ine ¢vorova proporcionalne su
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logaritamskoj transformaciji srednje vrijednosti relativne zastupljenosti odgovarajuce klase.
Kruznice oznacavaju taksonomsku razinu klase kako je opisano u Tablici 14. Determinacijski
koeficijent (R?) za svaku odabranu klasu prikazan je grafi¢ki na Slici 17. Determinacijski
koeficijent udio je varijance u zavisnoj varijabli koji je predvidljiv iz neovisnih varijabli. Prema
vrijednostima R? model prikazan na Slici 18. dobro prikazuje varijancu podataka (R? > 0,75
vrijedi za sve klase uklju¢ene u model), naime visoka vrijednost R2 (blizu 1) ukazuje na to da
model dobro prikazuje varijaciju podataka.

Interakcije prikazane ovim modelom, unato¢ Cinjenici da je zadrzano tek oko 52 %
(28,6 % + 23,5 %) ukupnih podataka, uglavnom su uskladene s prethodno napravljenim PCA
biplotom. Utvrdeno je da je klasa Gammaproteobacteria (Otu0212) bila smjestena u srzi
modela kao zajednicki nazivnik svojti u svim ispitivanim uzorcima. Zapazeno je da su bakterije
klase Actinobacteria (Otu0007) negativno utjecale na Gammaproteobacteria klasu (kojima
pripada vecina uropatogena). Utvrdena je negativna interakcija koja je jaca od interakcije
izmedu klase Bacilla (Otu0093), klase Bacteroidia (Otu0058) i klase Gammaproteobacteria,
Sto je impliciralo da je relativna brojnost Actinobacteria bila negativno korelirana s razinom
Gammaproteobacteria u ispitanih pojedinaca u kojh je SUK-om dokazana bakteriurija >10°
CFU/ml. Koeficijent determinacije (R2 ) udio je varijance u zavisnoj varijabli koja je
predvidljiva iz neovisnih varijabli (81, 82). Budu¢i da u modelu predstavljenom u ovom radu
nije bilo neovisnih varijabli, iz ¢ega proizlazi da relativno visok R2 (blizu 1) upucuje da su
razlike podataka dobro objasnjene modelom. Prema vrijednostima R2, svih sedam razreda koji

su ukljuceni, mogli su biti opisani modelom.

Vrste

Otud212 ¢ .
Otuo212

Otu0184 ¢ e0Otull84

(o]

tu0l61

L J
Otu0146

Otu0093 4 Otu0093e

L]
Otu0058
Otu0007
L]

2

R

Slika 18. Determinacijski koeficijenti za svaku pojedina¢no odabranu klasu

97



4. REZULTATI

4.10. Usporedba metoda identifikacije mikroorganizama

U Tablici 9. prikazani su i usporedeni rezultati triju razli¢itih metoda identifikacije
bakterija prisutnih u mokraéi; SUK, rezultat sekvenciranja gena za 16S rRNA i MALDI
TOF/TOF analize. U Tablici 12. prikazani su rezultati SUK-a, DNA koncentracije i rezultat
sekvenciranja gena zal6S rRNA. Taksonomska identifikacija putem sekvenciranja gena za 16S
rRNA bakterije su identificirane na razini roda (44 %) i obitelji (56 %), dok je identifikacija na

razini vrsta izostala.

4.11. Praéenje dinamike promjene urinarne mikrobiote djelovanjem

antibiotika metodom sekvenciranja gena za 16S rRNA

38-godisnja ispitanica sa simptomima akutnog nekompliciranoga cistitisa odabrana je
za longitudinalno ispitivanje tijekom primjene antibiotske terapije. Metodom srednjega mlaza
prve jutarnje mokrac¢e svakodnevno su prikupljeni uzorci tijekom 7 dana antibiotske terapije
(uzorci oznafeni prema vremenskom redu prikupljanja od LS1 do LS8). Pacijentici je
propisana oralna terapija cefaleksinom, 1g/dnevno. Od osam prikupljenih uzoraka, prvi je
prikupljen neposredno prije pocetka antibiotske terapije, a ostali su uzeti svakih 24 sata nakon
zapocete terapije cefaleksinom. SUK je ucinjena u tri uzorka (prvom, ¢etvrtom i posljednjem;
LS1,LS4 i LS8). Genomska analiza koja je obuhvatila sekvenciranje gena za 16S rRNA
provedena je za svih osam uzoraka. Uz SUK gore navedena tri uzorka, svi uzorci (LS1; LS2,
LS3, LS4, LS5, LS6, LS7 i LS8) podvrgnuti su sekvenciranju gena zal6S rRNA. Cilj
longitudinalne studije bio je istraZiti utjecaj uobicajeno propisane antimikrobne terapije na
mikrobiotu mokrace, s posebnim naglaskom na dinamiku promjene njenoga sastava tijekom

terapijskoga razdoblja.
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Tablica 15. Prikaz izmjerene koncentracije DNA izolirane iz kontinuirano prikupljanih

uzoraka mokrac¢e prije 1 za vrijeme antibiotske terapije pacijentice s dijagnosticiranim

cistitisom
OZNAKA SUK CFU/mI Spol Godiste Uzorak Koncentracija
izolirane
DNA (ng/pL)
LS1 Klebsiella >100000; 7z 1979. S 12,47
pneumoniae ESBL
LS2 - z 1979. S 5,08
LS3 - Z 1979. S 6,25
LS4 sterilno Z 1979. S 12,74
LS5 - z 1979. S 12,61
LS6 - z 1979. S 14,53
LS7 - z 1979. S 12,80
LS8 Candida albicans >1000 7z 1979. S 11,11

<100000

Nakon §to su uzorci sakupljeni, provedena je izolacija DNA, te je ucinjeno
sekvenciranje kako je opisano u Materijalima i metodama (3.3.8). Dobiveni su sirovi podaci
koje je bilo potrebno obraditi kako bi dosli do kona¢nih rezultata i podataka. Obrada podataka
izvrSena je u QIIME programu za obradu. Serijom naredbi odredene su Otu vrijednosti, te
potom alfa i beta raznolikost. Pomocu alfa raznolikosti uocene su razlike u bakterijskoj
populaciji unutar svakoga uzorka, dok je beta raznolikost dala uvid u raznolikost izmedu svih

osam uzoraka mokrace pracene pacijentice.

4.11.1. Odredivanje taksonomije

Pomoc¢u QIIME programa odredene su taksonomske jedinice, odnosno odredeno je
koje su bakterije prisutne u uzorku, sve do taksonomske jedinice roda. Ovi rezultati ne
obuhvacaju podatke o gljivama i Archeama jer su pri sekvenciranju koriStene pocetnice

iskljucivo za bakterijski gen za 16S rRNA.
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4.11.2. Mikrobiota mokraée pod utjecajem antibiotske terapije

Mikrobiota mokra¢e pod utjecajem antibiotske terapije mijenja se svakodnevno.
Taksonomska raspodjela mikrobiote u mokraci ispitanice koja je primala antibiotsku terapiju
tijekom 7 dana prikazana je na Slici 19.

U prvom uzorku LS1, ¢ak 97,69 % prisutnih bakterija pripada koljenu Proteobacteria, uz 1,14
% Firmicutes bakterija, od cega su bakterije vrste Lactobacillus bile prisutne sa 0,3 %. Ostatak
¢ine Chloroflexi (0,19 %), Actinobacteria (0,13 %) i 0,44 % bakterija koje su nepoznate
odnosno nije im dodijeljeno koljeno. Prvi uzorak uzorkovan je neposredno prije primjene
cefaleksina, te je utvrdena dominacija bakterija neodrede vrste iz porodice Enterobacteriaceae
s 92,40 % cime je potvrdena prethodna mikrobioloski identificirana infekcija K. pneumoniae.
Uzorak LS2 sadrzi znatno manje Proteobacteria (26,95 %), a znatno vise Firmicutes (61,51
%), od kojih Lactobacillus vrste ¢ine 36,50 %. Naime, Enterobacteriaceae koje su ¢inile preko
95 % svih bakterija otkrivenih prvog dana, pale su na samo 1,28 %. Ostatak ¢ine Proteobacteria
(26,95 %), Bacteroides (5,02 %), Actinobacteria (3,83 %), Cyanobacteria (1,99 %), a
nepoznatih vrsta je 0,60 %. Tre¢i uzorak LS3 sadrzi slican udio Proteobacteria i Firmicutes
kao i uzorak LS2; 15,76 % i 82,32 %. Osim njih pojavljuju se Bacteroidetes i Actinobacteria
sa sli¢énim udjelom od 0,40 % i 0,44 %. LS4 uzorak, takoder, sli¢an je prethodnom. Raznolikost
mikrobiote bila je niza 3. i 4. dana s prekomjernom zastupljenos¢u roda Lactobacillus, koji je
obuhvacao 85,5 % mikrobiote 3. dana i 91,9 % 4. dana. Smanjio se udio Proteobacteria na
6,19 %, a udio Firmicutes se povecao na 91,32 %. U petom uzorku doslo je do smanjenja udjela
Firmicutes bakterija s 91,32 % na 65,50 %, a porastao je broj Proteobacteria s 6,19 % na 30,49
%. Udio Planctomycetes ostao je skoro isti (0,23 %), kao i Chloroflexi (0,39 %) te
Bacteroidetes (0,85 %). Udio Actinobacteria porastao je na 1,89 %. Nepoznatih je 0,55 %. Peti
dan terapije, odnosno Sesti uzorak LS6 opet je u najvecoj mjeri sadrzavao Proteobacteria i
Firmicutes 38,73 % i 52,31 %. Udio Planctomycetes se i dalje nije znacajnije mijenjao te je
iznosio 1,00 %. Udjeli Chloroflexi i Bacteroidetes bili su vrlo sli¢ni 2,58 % i 2,53 %. Firmicutes
bakterije prevladavaju u uzorku LS7 sa visokih 97,75 %. Udio Proteobacteria pao je na 1,08
%. Osim ta dva koljena, u sedmom uzorku nisu prisutne bakterije ranije spomenutih koljena.
Taj uzorak sadrzi tek 0,69 % nepoznatih bakterija. Osmi uzorak ne prati trend svih prethodnih
uzoraka. Kod njega se uocava veliki iznenadni porast Proteobacteria na 92,39 %, od ¢ega na
Pseudomonadaceae otpada 74,6 1 %. U tom se razdoblju odnos gram-pozitivnih i gram-

negativnih bakterija u uzorcima mokra¢e dramati¢no promijenio.
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Na nivou vrste udio Lactobacillus raste u prva cetiri uzorka i to od 0,30 % u prvom

uzorku, do 36,50 % u LS2, 80,00 % u LS3 i 88,30 % u tre¢em danu terapije (LS4). Nakon toga
udio im se smanjuje na 55,30 % u petom uzorku i 45,00 % u uzorku LS6. Maksimalni udio
Lactobacillus bakterija bio je u uzorku LS7, Sesti dan terapije i iznosio je ¢ak 95,60 %. Zadnji
dan Lactobacillus vrste zastupljene su samo sa 0,10 %.
U ukupnoj bakterijskoj masi porodica Pseudomonadaceae zastupljena je s 16,50 %, od ¢ega
16,40 % cine bakterije vrste Pseudomonas. Porodica Enterobacteriaceae neodredene vrste
najzstupljenije su, kako je ve¢ spomenuto u prvom uzorku. Nakon toga njihov broj pada i iznosi
stalno oko 1,00 %, sve do Sestog uzorka u kojem se penje na 2,40 %. U uzorku LS7 skoro niti
nema tih bakterija (0,10 %), a u zadnjem uzorku udio raste na 2,90 %. Bakterija vrste
Pseudomonas ¢ine mali udio bakterija u prvom uzorku od samo 0,40 %. Nakon toga udio im
raste na 18,90 % u uzorku LS2 i 13,00 % u uzorku LS3. Zatim naglo pada u ¢etvrtom uzroku
na 4,20 % da bi se opet povisio Cetvrtog dana terapije (LS5) na 23,00 %. LS6 uzorak sadrzi
19,20 % tih bakterija, a predzadnji uzorak ima sli¢ni udio kao i prvi 0,60%. Zadnji uzorak
pokazuje maksimalni udio Pseudomonas bakterija i on iznosi 51,60 %

Brojnost gram-negativnih bakterija postupno se smanjuje od prvog do Cetvrtoga dana,
ali se opet povecava, kao $to se vidi 5. i 6. dana. Lactobacillus spp., koja je gram-pozitivna
bakterija, dominira profilom mikrobiote 7. dana, dok je 8. dan, vise od 90 % bakterija pripadalo

gram-negativnim vrstama zbog prekomjernog prisustva Pseudomonadaceae.
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Slika 19.

a) Relativna zastupljenost bakterijskih porodica identificiranih sekvenciranjem 16S rRNA gena
U uzorcima mokrace pacijentice tijekom sedmodnevne antibiotske terapije cefaleksinom.

b) Graficki prikaz promjene odnosa gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija (omjer)
tijekom sedmodnevne antibiotske terapije cefaleksinom.
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4.11.2.1. Alfa raznolikost

QIIME program nudi uporabu raznih mjernih alata za odredivanje alfa
raznolikosti, a tri najcesce koriStene su; PD whole tree; chaol i observed otus. Serijom
naredbi u QIIME-u generirani su grafovi krivulja koje sluze za vizualizaciju samih rezultata i
utvrdivanje to¢nosti karakterizacije bakterijskih zajednica. Krivulje se stvaraju tako da se
svaka zajednica nasumi¢no poduzorkuje bez zamjene u razli¢itim intervalima, te se za svaki
interval odredi prosjecan broju Otu-a te prikazuje u odnosu na veli¢inu poduzorka. Toc¢ka u
kojoj se broj Otu-a ne povecava s daljnjim uzorkovanjem je tocka u kojoj je uzeto dovoljno
uzoraka za preciznu karakterizaciju zajednice.

Koriste¢i observed otus mjernu metodu ocitava se da je najveca alfa raznolikost
prisutna u uzorku LS2 koji predstavlja uzorak prvog dana terapije antibiotikom cefaleksinom.
Nakon toga, slijedi uzorak LS6 s malo manjom raznoliko$¢u, te LS5 koji sadrzi jo§ manje
bakterijskih vrsta od prethodnih uzoraka. Raznolikost uzoraka smanjuje se redom — LS4,

LS8, LS3 i LS1. Najmanju raznolikost, odnosno najmanji broj bakterijskih vrsta ima uzorak
LS7. Krivulje zavrsavaju s 12 000 sekvenci po uzorku (maksimalni broj sekvenci u svih osam
uzoraka). Krivulje nisu postigle izgled hiperbole, odnosno nisu se ustalile §to moze upudivati
na to da rezultati broja vrsta nisu maksimalni, odnosno da bi veci broj sekvenci po uzorku
dao 1 pouzdanije podatke, odnosno ve¢i broj vrsta u svakom uzorku.

Zakljucke dobivene observed otus metrikom ve¢inom podupiru i rezultati odredivanja alfa
raznolikosti provedeni s druge dvije koriStene metrike; — chaol i PD whole tree. Njihovi
graficki prikazi pokazani su na Slici 20. a i 20. b. Na njima je razvidno da se kod metrike chaol
pojavljuju mala odstupanja u odnosu na observed otus metriku. Ipak, razlike u raznolikosti
uzoraka jednake su kao i u prethodnoj metrici, s iznimkom da najmanju raznolikost u ovom
sluaju sadrzi uzorak LS1, a ne uzorak LS7 kao Sto je prethodno zakljuceno, iako je razlika
medu njima u ovom sluc¢aju minimalna. Ostali Se rezultati slazu s prethodnim zaklju¢cima.
Treca koristena metrika — PD whole tree takoder ima manja odstupanja u odnosu na observed
otus, i poneka slaganja s chaol metrikom. U ovom slucaju najveéa raznolikost vrsta pridodaje
se uzorku LS6, a ne LS2 kao do sada. Kod redoslijeda uzoraka LS4 i LS5 nema promjene, dok
se u ovom slucaju uzorak LS3 nasao na petom mjestu po raznolikosti. Uzroci LS7 1 LS8 imaju
gotovo identican broj vrsta, a najmanju raznolikost u ovom slu¢aju pokazuje uzorak LS1, kao
i kod analize chaol metrikom. Unato¢ malim odstupanjima u rezultatima raznolikosti

koriStenjem tri razli¢ite metrike rezultati se mogu smatrati pouzdanima i moze se zaklju¢no
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re¢i da je uzorak najvece raznolikosti uzorak LS2, a najmanje uzorak LS1. To je u skladu s
ocekivanjima jer je uzorak LS1 uzorak mokrace prije terapije u kojem prevladava vec¢inom
uropatogen Koji izaziva bolest, dok je uzorak LS2 uzorak mokrace uzet 24 h nakon pocetka
terapije cefaleksinom, te je i o¢ekivana znatna promjena u broju i vrstama bakterija. Terapija
antibiotikom je naglo unistila veliki broj patogenih bakterija prisutnih prvoga dana, koje su se
zamijenile s dijelom bakterija inace prisutnih u mokraci uz ostatak patogenih koje su jos uvijek

prisutne.
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Slika 20. a) prikaz krivulja razrjedenja chaol metrikom i b) PD whole tree metrikom
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4.11.2.2. Beta raznolikost

Beta raznolikost predstavlja medusobnu usporedbu uzoraka (mjeru udaljenosti ili
razli¢itosti izmedu uzoraka). KoriStene su dvije mjerne metode za odredivanje beta raznolikosti
dostupne programom QIIME; Weighted UniFrac i Un-Weighted UniFrac. UniFrac izratunava
udaljenost izmedu parova uzoraka tako da pozicionira sve taksonomske jedinice prisutne u
jednom ili oba uzorka na filogenetsko stablo. Grana stabla koja vodi do taksonomske jedinica
zajednicke za oba uzorka oznacava se kao dijeljena dok ona koja vodi do taksonomske jedinice
prisutne u samo jednom uzorku kao nedijeljena. Udaljenost izmedu uzoraka izracunava se kao
omjer duzine nedijeljenih grana i ukupne duzine grana (dijeljene + nedijeljene). Razlika izmedu
Weighted i Un-Weighted UniFrac metrike je u tome da Weighted UniFrac kod izracunavanja
udaljenosti izmedu uzoraka uzima u obzir i zastupljenost pojedinih taksonomskih jedinica, a
ne samo njihovu prisutnost. PCoA je metoda koriStena za istrazivanje sli¢nosti i razli¢itosti
podataka beta raznolikosti.

Weighted UniFrac program prilagoden je za otkrivanje razlika zastupljenosti
mikroorganizama, ¢ak i kada skupine organizama prisutne u svakom uzorku ostaju iste. PCoA
analiza pokazuje da je beta raznolikost uzoraka LS2, LS6 i LSS5 sli¢na, kao i uzoraka LS3, LS4
i LS7 (Slika 21.). Uzorci LS8 i LS1 svojom se raznoliko$¢u medusobno razlikuju, te odudaraju
od ostalih uzoraka. Ove rezultate potvrduje i Slika 16. iz koje je razvidno da uzorci LS1 i LS8
imaju najmanje zajedniCkih bakterijskih vrsta u odnosu na ostale uzorke a razlikuju se i
medusobno. Takoder, uocljivo je da uzorci LS2, LS5 i LS6 dijele veliki broj istih bakterijskih
vrsta, kao 1 ostala tri uzorka (LS3, LS4 1 LS7). Logi¢no je da uzorak LS1 odudara od ostalih
jer je to uzorak uzet prije koriStenja antibiotika, a ostalih sedam uzoraka predstavljaju uzorke
uzete za vrijeme terapije, te se vrste drasticno mijenjaju koristenjem cefaleksina. Uzorak LS8
odskace od ostalih uzoraka. Ostali uzorci grupirani su u dvije skupine raznolikosti. Uzorci LS6
1 LS7 vrlo su sli¢ni bakterijskim sastavom §to je 1 logi¢no jer su to dva uzastopna uzorka, kao

i uzorci LS3 i LS4 iz druge skupine.
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Slika 21. PCoA prikaz beta raznolikosti koristec¢i ,,Weighted UniFrac*

Un-Weighted UniFrac program prilagoden je za detektiranje razlike u prisutnosti ili
odsutnosti vrsta bakterija u razli¢itim uzorcima. Rezultati se, ocekivano, razlikuju od rezultata
dobivenih Weighted programom (Slika 21.). U ovom su slu¢aju grupiranja drugacija nego u
prethodnom slucaju. Najvecu slicnost pokazuju uzorci LS2, LS3 1 LS7, zatim uzorci LS5 1 LS6
§to znaci da je njihova beta raznolikost mala. Logi¢na je povezanost uzoraka LS5 i LS6 jer su
to uzorci uzeti dva dana za redom. To se odnosi i ha uzorke LS2 i LS3. Uz njih imamo i uzorak
LS7. Uzorak LS4 u ovom mjerenju odudara svojom raznoliko$¢u od ostalih, §to u prethodnom
mjerenju nije bio sluc¢aj No, ako se promatra po osi PC1 i dalje svi uzorci osim prvog i
posljednjega pokazuju veliku sliénost $to se slaze s prije opazenim rezultatima. Sto se tice
uzoraka LS1 1 LS8 oni i dalje ostaju daleko od ostalih uzoraka, a nemaju velike sli¢nosti ni
medusobno, odnosno imaju veliku beta raznolikost. Budu¢i da su odredeni uzorci grupirani u
slu¢aju koristenja Weighted metode, a nisu u sluéaju Un-Weighted metode, tada je veca ili
manja brojnost nekoliko Otu-a glavni razlog grupiranja u prvom slucaju. No, kada se u Un-
Weighted metodi u obzir uzmu svi Otu-i , te razlike se gube i grupiranje vise nije jednako (Slika
22.).
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PCA1 (26.41 %)

Slika 22. PCoA prikaz beta raznolikosti koriste¢i Un-Weighted UniFrac metriku

4.11.2.3. Pracenje promjene dinamike rodova uzrokovane primjenom antibiotske terapije

Tablica 16. Filtrirana tablica Otu vrijednosti

TAXID Kingdom Phylum Class

Otu0007 k__Bacteria p__Actinobacteria c__Actinobacteria
Otu0058 k__Bacteria p__Bacteroidetes c__Bacteroidia

Otu0093 k__Bacteria p__Firmicutes c_ Bacilli

Otu0146 k__Bacteria p__Firmicutes c__ Clostridia

Otu0161 k__Bacteria p__Firmicutes c__Erysipelotrichi
Otu0184 k__Bacteria p__Proteobacteria c__Betaproteobacteria
Otu0212 k__Bacteria p__Proteobacteria c__Gammaproteobacteria

108



4. REZULTATI

RelativeAbundance

Owoas8

0O o2
QF.I-:I-:H! O 04
() os
Type
-+
[}
Otud0a7?
Vrste
|
M I OtLID:!]..‘Z
|
M I Otud093e
I [
Dtud058 4 .
|
|
Qtud0o7 4 I D.tuDDﬂ}'
l T
- 0.6 08

a2
Slika 23. Graficki prikaz profiliranja mikrobioma uzoraka mokra¢e pomo¢u BEEM programa

U grafickom prikazu crvene linije predstavljaju negativne interakcije, a plave pozitivne.
Sirine strelica proporcionalne su ja¢ini interakcije, a veli¢ine &vorova proporcionalne su
logaritamskoj transformaciji srednje vrijednosti relativne zastupljenosti odgovarajuce klase.
Cvorovi ozna¢avaju taksonomsku razinu klase kako je opisano u Tablici 16.

U Otu tablici upisan je broj sekvenci koje se promatraju za svaku taksonomsku vrstu
svakoga pojedinog uzorka. U svrhu modeliranja promjena mikrobiote tijekom terapije
antibiotikom koji se primjenjuje svakih 24 sata koriSten je izvorni BEEM algoritam za
longitudinalne podatke. Ulazni podaci za BEEM (83) sastojali su se od dvije datoteke: Otu
tablice koja sadrzi broj sekvenci koje su se promatrale za svaku taksonomsku jedinicu u
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svakom uzorku i metapodataka mjerenja ovisnih o vremenu. Razlicite su taksonomske jedinice
grupirane u 35 razli¢itih klasa. Samo najbrojniji Otu-i (koji su se pojavljivali u >50% uzoraka
mokraca) uvrsteni su u model. U ovom su sluéaju bila 4 Otu-a normalizirana u relativne
koli¢ine u svih 8 uzoraka, sluze¢i kao ulazni podaci za BEEM model. Mreza mikrobnih
interakcija temeljena na tim Otu-ima prikazana je na Slici 23.

Za razliku od prethodnog modela koji je ispitan na razli¢itim pacijentima bez terapije
antibioticima, ovaj model stavlja klasu Bacilli (Otu0093) u samo srediste modela, te pokazuje
da na nju negativno utjece klasa Gammaproteobacteria (Otu0212), koja je najrasprostranjenija.
Ovaj model isto tako ukazuje na razliku u odnosu izmedu dvije pozitivne interakcije; slabija
interakcija utvrdena je izmedu klase Bacteroidia (Otu0058) i Bacilli (Otu0093), a jaca izmedu
Actinobacteria (Otu0007) i Bacilli (Otu0093) klase. To ukazuje da su kod ove ispitanice
Actinobacteria podrzavale klasu Bacilli kojoj pripada Lactobacillus, dok su se bakterije iz klase

Gammaproteobacteria aktivno natjecale protiv njega za vrijeme antibiotskog lijecenja.
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5.1. Razdioba uzoraka

IMS se dijele na nekomplicirane i komplicirane. Nekompliciranim infekcijama
smatraju se infekcije kod kojih nisu prisutne anatomske anomalije mokra¢noga sustava,
bubezna ostecenja kao ni popratne bolesti i Stanja koja bi promovirala IMS. Komplicirane IMS-
a se povezuju sa svim stanjima koja povecavaju rizik od neuspjeha lijeCenja. U ovom radu
ucinjena je razdioba uzoraka prema uputnoj dijagnozi, koncentraciji patogena, njihovoj
klini¢koj znacajnosti te prema uzro¢niku.

Brojne studije navode iznimno visok postotak sterilnih urinokultura u klini¢koj praksi,
te dok jedne navode ¢ak 70-80 % njihove zastupljenosti (84, 85), druge biljeze znatno nize
vrijednosti izmedu 40 i 60 % (86, 87). Danas, u doba izmjene paradigme sterilne mokrace vise
se ne govori o nalazu sterilne mokrace ve¢ 0 nalazu fizioloske flore mokrace ili nalazu mokrace
u kojoj nisu identificirani mikroorganizmi. Od 279 prikupljenih uzoraka mokrace 24 % uzoraka
oznaceni su kao sterilni, $to se znacajno razlikuje od rezultata prethodnih studija. Medutim,
ovakav rezultat moze se objasniti profilom pacijenata KB Dubrava, te ¢injenicom da je
laboratorij bio smjesten u sklopu objekta tercijarne zdravstvene zastite. 1z rezultata je vidljivo
da su uputne dijagnoze zbog kojih je zatrazena pretraga urinokulture raznolike. Uz 45 %
urinokultura upucenih zbog sumnje na cistitis i ostale infektivne bolesti bilo je 6 % kamenaca
bubrega i uretre, 4 % benignih hiperplazija prostate, 5 % zlo¢udnih novotvorina mokra¢noga
trakte te 40 % ostalih uputnih dijagnoza. U skladu s uputnim dijagnozama ocekivan je veci
udio kompliciranih IMS-a, te u skladu s tim i manji udio sterilnih urinokultura. Ipak, primjenom
preporuka Europskih smjernica za prihvatljive pragove E. coli <10?> CFU/ml, te ostale
uropatogene <10* CFU/ml (36) dobiveno je 63 % uzoraka mokraée s koncentracijom
uropatogena nizom od navedenoga praga, te su dobiveni rezultati u korelaciji s prethodno
navedenim studijama. Literaturni podatci E. coli (UPEC) navode kao vode¢i uropatogen, koji
uzrokuje ¢ak do 80 % IMS-a, (13). Kod nekompliciranih IMS-a, nakon UPEC-a po prevalenciji
slijede K. pneumoniae, S. saprophyticus, E. faecalis, streptokok grupe B (BHSB), P. mirabilis,
P. aeruginosa, S. aureus i Candida spp., dok kod kompliciranih IMS-a iza UPEC-a kao
najéeS¢eg uzrocnika slijede Enterococcus spp., K. pneumoniae, Candida spp., S. aureus, P.
mirabilis i P. aeruginosa.

Razdioba uzro¢nika IMS-a u analiziranim uzorcima s >10° CFU/ml je sljedeéa: E. coli 48 %;

vvGPB 17 %; Enterococcus spp. 6 %; K. pneumoniae 6 %, Lactobacillus spp. 5 %; E. geraviae
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4 %, P. mirabilis 4 %, P. aeruginosa 4 % M. morgani 3 %, Candida spp. 3 %, Streptoccocus

species 3 %; C. coseri 1 % te je pratila literaturne podatke (36).

5.2. Fizikalno-kemijski pregled mokraée

Uobicajeni probirni test mokraée provodi se test trakom (za odredivanje leukocita i/ili
nitrita). Ovaj test karakterizira niska specifi¢nost i osjetljivost. Leukociti u mokraci najvecim
su dijelom neutrofilni granulociti pa se i dokazivanje u mokraci zasniva na reakciji esteraze iz
te vrste leukocita. Prisutnost leukocita u mokraéi povezana je s infekcijama mokraénoga trakta,
ali i neinfektivnim bolestima bubrega. Nitrati se izlucuju u mokracu, te se u prisustvu bakterija
reduciraju u nitrite. Prisutnost nitrita u mokraci jedan je od najvaznijih znakova bakterijske
infekcije mokra¢noga sustava. Test traka ¢e detektirati nitrite ukoliko se u mokraénom traktu
nalaze bakterije koje sadrze enzim nitrat-reduktaze. Takve bakterije su gram negativne E. coli,
Proteus spp., Klebsiela spp. te Pseudomonas spp. Iz toga razloga, negativan rezultat ne
iskljucuje infekciju zbog moguce prisutnosti bakterija koje ne reduciraju nitrate u nitrite, poput
Enterococcus spp. i Staphylococcus spp. (88).

Test trakama ispitano je 16 uzoraka s >10° CFU/ml, a rezultati su dali pozitivnu reakciju
nitrita u 5/16 (31 %) i leukocitne esteraze u 9/16 (56 %), te proteina u 7/16 (44 %) uzoraka.
Kombiniranjem rezultata pozitivne reakcije nitrita i/ili leukocita osjetljivost trake u dijagnostici
IMS povecana je na 9/16 (56 %), te dodavanjem proteina na ¢ak 13/16 (82 %). U rutinskoj
upotrebi patoloska urinska test traka ili normalna test traka zamucéenoga uzorka mokrace uvijek
se nadopunjuje pregledom sedimenta. Literaturni podatci navode osjetljivost leukocitne
esteraze od 48-86 %, te je vidljivo da su prikazani rezultati u skladu s tim podatcima.
Osjetljivost nitrita varira od 45 do 60 % te je utvrdena osjetljivost od 31 % niza od literaturno
dostupnih podataka. S obzirom na mali broj uzoraka kod kojih je uc¢injen fizikalno-kemijski

pregled mokrace razlike u vrijednostima nisu statisticki evaluirane (89).

5.3. Antimikrobna osjetljivost

IMS druga su najcesc¢a indikacija za primjenu antibiotske terapije. Klju¢ upravljanja
terapijskim moguénostima podrazumijeva poznavanje uobiCajenih patogena, i njihove

antimikrobne osjetljivosti, te empirijski odabir lije€enja. MikrobioloSka provjera antimikrobne
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osjetljivosti provodi se najceS¢e kod neuspjeha empirijske ili pocetne tereapije ili u
kompliciranim infekcijama. Kako je rezistencija bakterija na antibiotike jedan od vodec¢ih
problema dana$nje medicine, medunarodne smjernice u lije¢enju nekompliciranih mokraénih
infekcija inzistiraju na strategiji koja ukljucuje procjenu djelotvornosti (eradikaciju patogena)
terapije kao i minimalizaciju rizika nastanka antibiotske rezistencije neracionalnom uporabom
antimikrobnih lijekova. Odbor za pracenje rezistencije bakterija na antibiotike u Republici
Hrvatskoj, na godiSnjoj razini prati i izvjeStava o osjetljivosti i rezistenciji bakterija na
antibiotike (90). Antimikrobne rezistencije pracene u sklopu ovog istrazivanjima prate
objavljene literaturne podatke (91). Takoder, usporedbom ovih rezultata iz 2017. godine s
rezultatima autora Vojvodi¢ i Daus Sebedak moglo bi se zaklju¢iti da u periodu od 3 godine

nije doslo do znacajnog porasta rezistencije E. coli na fluorokinolone (14)

5.4. Proteomska identifikacija uropatogena

5.4.1. Utjecaj skladiStenja i temperature

Jedan od postupaka liziranja suspenzije stanica temelji se na postupku izmjena
temperatura. S obzirom da voda mijenja volumen promjenom temperature dolazi do izmjena
volumena stani¢noga sadrzaja te u konac¢nici pucanja stani¢nih membrana (92). Pretpostavka
je da dugotrajno smrzavanje uzoraka uzrokuje vecu krhkost bakterija, $to dovodi do veceg
gubitka taloga tijekom centrifugiranja, te je zakljuc¢eno da dugotrajno skladistenje, vise od 3
mjeseca, na -80 °C, pridonosi gubitku bakterijske biomase.

S druge strane, uzorci pohranjeni na -20 °C pokazali su obilnu biomasu, medutim uz
bakterijsku, znatno je poveéan sadrzaj i ljudske biomase te Se pojavio izazov ispiranja takvih
taloga. Razlog tome najvjerojatnije je bila agregacija humanih stanica, pogotovo jer je u nekim
uzorcima bilo dokazano prisustvo krvnih stanica. Nadalje, dobro odvajanje bakterijske stanice
od drugih elemenata potencijalno prisutnih u mokraci kao §to su gljive, epitelne stanice,
leukociti, eritrociti, sluz, mokraéni kristali i cilindri ovisi o brzini centrifugiranja (92, 93).
Naime, pri velikim brzinama centrifugiranja talog ¢e vjerojatno biti bogat ljudskim stani¢nim
ostatcima. Ostecene stanice ¢e se isprati tijekom postupka pripreme uzorka. Volumen taloga
identificiran je kao vazan element koji je utjecao na uspjeh pozitivne identifikacije proteina.

Mikrobna biomasa je nakon pranja morala biti vidljiva golim okom (Slika 1.). U ovom
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istrazivanju, kratkotrajno skladiStenje mokrace, do 4 tjedna na - 20 °C pokazalo se dobrim
izborom za oCuvanje bakterija u prikupljenim uzorcima.

Prethodne studije razmatrale su utjecaj ultrazvuka na mikroorganizme radi poboljSane
pripreme uzoraka (93 - 96), koji je koriSten u ovoj studiji u izolaciji bakterijske biomase iz
bakterijskih kultura. Prema provedenom istrazivanju ekstrakcija proteina iz bakterijske
biomase iz uzoraka mokrace pomocu ne-ionskog detergenta, B-PER-a, i SDS liziraju¢eg pufera
bila je uspjes$na i za gram-negativne i gram-pozitivne bakterije, pa nije bilo potrebe za dodatnim

mehanic¢kim metodama za destrukciju stanica.

5.4.2. Frakcioniranje i pro¢i§éavanje peptida

Tijekom preliminarne studije kompletna smjesa peptida nakapana je na MALDI plo¢icu
te je utvrdeno da njihovo razluc¢ivanje nije dovoljno za identifikaciju bakterijskih vrsta. 1z tog
razloga izolirani talog mokracée tretiran je tripsinom te je izvrSeno frakcionacije dobivenih
peptida automatskom platformom Agilent Bravo (96-kanalna). Koriste¢i platformu Agilent
Bravo, smjesa peptida razdvojena je na 6 frakcija od kojih je 5 koristeno za daljnje analize, s
obzirom da Sesta frakcija nije sadrzavala dostatan broj peptida. Frakcioniranjem peptida
povecan je ukupan broj detektiranih peptida, a time i broj proteina, $to je u konacnici
omogucilo/poboljsalo identifikaciju mikroorganizama. Frakcioniranje smjese peptida u 36
frakcija (opisano u poglavlju 3.3.5.5) dodatno je poboljsalo razluc¢ivost peptida te omoguéilo
pouzdano de novo sekvenciranje vecega broja peptida. Filter za proteomsku predobradu uzorka
(FASP) koristen je u svrhu daljnjega poboljsanja proteomske obrade. FASP je fiterski sustav
za ultrafiltraciju pri ¢emu su pore membrane dovoljno male da omogucuju prolazak
kontaminiraju¢ih detergenata, dok su proteini preveliki 1 zadrzavaju se i1 koncentriraju na
povrsini filtra. Ova metoda pripreme uzoraka i digestije proteina univerzalno je primjenjiva i
jednostavna za rutinsku upotrebu. Protokol koristen u ovom radu, uz prethodno opisane
korekcije, preuzet je od Yu i sur. (87) te je potvrdena njegova uéinkovitost.

Ovim dodatnim postupcima uklju¢enim u predpripremu i izolaciju proteina iz nativnih
uzoraka mokracée postize se bolja topljivost kako mikrobnih tako i ljudskih proteina, generira
se enzimska smjesa peptida, te optimizira postupak odsoljavanja kako bi se osigurala frakcija

peptida za osjetljiviju i sveobuhvatniju MS/MS analizu.
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5.4.3. Proteomska identifikacija uropatogena

Rezultati ovoga rada ukazuju da se, na relativno malom broju identificiranih

bakterijskih proteina po uzorku, to¢no identificiraju patogene vrste na razini roda. lako rezultati
ukazuju na to da je identifikacija bakterija temeljena na proteomskoj analizi s malim brojem
proteina izvediva, ipak viSe spektara i dostupnost vecih frakcija proteoma povoljniji su i
pouzdaniji kad se radi o identifikaciji mikroorganizama (97). U istrazivanju polimikrobnih
kultura (UR11, UR15 i UR16) usporedeni su rezultati dobiveni SUK-om, sekvenciranjam gena
za 16S rRNA i proteomskom analizom (Tablica 8.).
Prethodno iskustvo s MALDI-TOF/TOF masenom spektrometrijom pokazalo je da koristenje
ove platforme za proteomiku u svrhu identifikacije bakterija u polimikrobnim uzorcima
mokraée ima svoja ogranicenja. Kao $to su prethodno izvijestili drugi autori, MALDI-TOF MS
identifikacija polimikrobnih kultura izravno iz uzoraka mokraée nije davala pouzdane
rezultate, te ta ogranicenja, kako je razvidno iz ovoga doktorskog istrazivanja, nisu nadvladana
(94, 98). Proteomska identifikacija bakterija na razini soja i dalje se smatra izazovom. Temeljni
¢imbenici koji ugrozavaju osjetljivost ove metode u identifikaciji bakterija su: prisutnost tj.
onecic¢enje uzorka proteinima ljudskoga porijekla, mala zastupljenost bakterijskih proteina u
uzorku (99), nedovoljna pokrivenost urinarnih bakterijskin vrsta u bazama podataka,
zajednicke sekvence peptida medu proteinima razli¢itih mikroorganizama (100) kao i
mogucénost stvaranja nedovoljne razine podataka pojedina¢nom injekcijom MS po uzorku
(101). Tandem MS popracena je sa sve ve¢im bazama podataka i obradom podataka kroz Sirok
spektar alata za bioinformatiku te to predstavlja potencijal koji bi u budu¢nosti mogao
omoguciti polimikrobnu identifikaciju (102, 103), iako je to danas jo$ uvijek u podrucju
eksperimentalnih istraZivanja i daleko od klinicke prakse.

Uobicéajena ljudska mokraca zdrave osobe sadrzi preko 2000 proteina (104, 105), dok
se ¢ak preko 5000 proteina moze naci u uzorku mokrace za vrijeme uroinfekcije (38). U ovom
istrazivanju uoceno je da je u ukupnim proteinima dobivenim obradom mokraée prosje¢no
prisutno oko 29 % ljudskih proteina. U Tablici 5. i Tablici 6. prikazan je kvantitativni pregled
bakterijskih i ljudskih proteina svakoga uzorka. Glavnim ograni¢enjem proteomske metode
identifikacije urinarnih mikroorganizama smatra se mali broj identificiranih proteina po
uzorku. Vecina studija koje su provodile analizu proteoma u svrhu identifikacije bakterija bile
su ogranicene na monomikrobne uzorke s visokom koncentracijom CFU/ml. Pokusaji
nadilazenja ovoga problema obuhvatili su povecanje broja proteina i njihovih peptidnih
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fragmenata metodom dvostrukoga frakcioniranja i uvodenjem FASP protokola. Unato¢ tome,
proteomskom analizom, bilo pretragom baze podataka ili de novo sekvenciranjem peptida, nije

bilo moguca identifikacija na razini soja.

5.4.4. Mascot program koji se koristi za analizu MS i MS/MS spektralnih podataka

Mascot je robustan pretrazivacki programski paket koji se koristi za analizu MS i
MS/MS spektralnih podataka, odnosno identifikaciju proteina pomocu baze podataka
primarnih sekvencija proteina. Mascot program moze koristiti podatke producirane iz razlicitih
spektrometara masa.

Tri su najcesce kategorije njegovoga nacina rada:

- pretrazivanje pomocu otiska prsta,

- pretrazivanje pomoc¢u aminokiselinskih sekvencije kao upita (engl. Sequence Query)

i

- MS/MS pretraZivanje iona.

Metodom pretrazivanja pomocu otiska prsta, mase peptida odredene spektrometrijom
masa (MS analizom) dobivenih prethodnom enzimskom digestijom ¢ine ulazne podatke za
pretragu baza podataka primarnih aminokiselinskih sekvencija proteina. Moguce je definirati
Zeljenu proteinsku bazu podataka pomocu koje ¢e se vrSiti pretraga (npr. SwissProt ili NCBInr).
S obzirom na ¢injenicu da je enzimska digestija specificna (najceSée se koristi enzim tripsin
koji kida proteine iza arginina i lizina ako se prije ne nalazi prolin), ovim jednostavnim
pristupom moguce je na temelju MS informacija pronac¢i odgovarajuci peptid pretragom baza
podataka. Ako se protein ne nalazi u bazi podataka ili ako se iz MS informacija ne moze doci
do jedinstvenoga identifikacijskog odgovora, tada se pomo¢u homolognih proteina pronalaze
dobivenih dodatnim kidanjem svih peptida u spektrometru masa kod kojih metoda otiska prsta
nije dala jednoznacan rezultat.

Parametri analize koji otezavaju kona¢nu identifikaciju proteina su: izmjesteno kidanje
(engl. Missed Cleavage Site); peptidi mase manje od 500 Da i autoliza proteoliti¢kog enzima.
Izmjesteno kidanje proizlazi iz nesavrSenosti djelovanja proteolitickih enzima. Ako
proteoliticki enzim ne pokida protein na to¢no odredenom mjestu pojavljuje se peptid koji
veli¢inom prelazi ofekivanu veli¢inu u bazi podataka. Izmjesteno kidanje valja uzeti u obzir

prije same bioinformaticke analize identifikacije proteina, a definira se brojem ocekivanih
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izmjestenih kKidanja po peptidu (npr. manje od jednog, dva, tri ili vi$e). Nakon defininiranja
broja izmjeStenih Kkidanja, pretrazni program uzet ¢e u obzir modificirani algoritam, koji
cjelokupnu proteinsku bazu prilagodava zadanim vrijednostima. PoZeljan je broj izmjestenih
kidanja manji od dva, jer inace broj kombinacija mogucih peptida postaje prevelik te pretrazna
analiza moze trajati predugo. Preporuke za peptide mase <500 Da su da se peptidi, duzine, od
najéeSc¢e tri ili Cetiri aminokiseline, niti ne pokuSavaju identificirati, a algoritmom ih sa
uobicajenim postavkama zanemaruje. Treca stavka o kojoj valja voditi racuna je autoliza
proteolitickoga enzima. Autoliza proteolitickoga enzima producira peptide koji mogu
interferirati s identifikacijom ciljanih proteina i valja je definirati prije pocetka pretrage.
Algoritam za pretraZzivanje ve¢ ima definirane mase fragmenata peptida viSe vrsta
proteoliti¢kih enzima (npr. tripticki fragmenti proteina svinjskoga ili govedega tripsina), te ih
ne uzima u obzir prilikom pretrage. Razliciti spektrometri masa mjere mase fragmenata
proteina s razli¢itom to¢noscu, te je zato neophodno definirati ocekivane vrijednosti pogreske
mjerenja masa koje su vezane uz upotrebu razli¢itih analizatora u spektrometriji masa (106).
Algoritmu za pretrazivanje moguce je zadati toleranciju mase ili postotak mase koji se moze
razlikovati od prave vrijednosti analiziranih fragmenata peptida.

Rezultati opisani pod tockom 4.7. pokazuju identifikaciju uzoraka pripremljnih izravno
iz uzoraka mokraca, prema protokolu koji je uspostavljen u svrhu ovoga istrazivanja. Rezultati
pokazuju znacajan udio humanih peptida, $to je bilo ocekivano. Medutim, prema literaturnim
podatcima nije bilo o¢ekivano da ¢e analiza ra¢unalnim programom Mascot, gdje je koriStema
pretraga na razini koljena, omoguciti identifikaciju uropatogena do razine vrste. S obzirom na
relativno niski broj izoliranih bakterijskih peptida, ova proteomska metoda za monobakterijske
uzorke pokazala se obecavajuca. Nadalje, kod polimikrobnih uzoraka LC-MS/MS analiza
imala bi viSe smisla, jer bi se time rijeSio problem maloga broja proteina u identifikaciji. Kako
je ranije navedeno, osim Mascot programa koriStena je i jednostavna statistika u svrhu

rangiranja proteine prema zbirnom rezultatu sto se pokazalo uspjesnim.

5.5. Urinarna mikrobiota u pacijenata s bakteriurijom

Rezultati ovoga istrazivanja pokazuju dominantnu zastupljenost vrsta Proteobacteria,
Firmicutes i Bacteroidetes u uzorcima mokrace ispitanika sa simptomima cistitisa, kao i

relativno mali broj rodova po pojedinaénom uzorku, $to je u skladu s prethodnim istrazivanjima
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koja su se bavila cistitisom (107). Bioloski znacaj prevladavanja bilo kojega odredenog
organizma (urotipa) ili nedostatak pretezitog mikroba jo$ nije poznat, medutim, dobiveni
rezultati ukazuju da razred bakterija Gammaproteobacteria dominira u uzorcima bolesnika sa
simptomima cistitisa. Upravo su uropatogeni iz toga razreda SUK-om definirani kao uzro¢nici
cistitisa u ovoj studiji. lako je urinarna mikrobiota relativno jednostavna u usporedbi s drugim
tjelesnim niSama (108), prekomjerna zastupljenost Otu-a koji pripadaju jednoj klasi mogla bi
ukazivati na to da bi ,,Otu -ravnoteza* mokra¢ne mikrobiote mogla biti jos jedan iznimno vazan
faktor koji doprinosi zdravlju urinarnoga trakta. Podatci sekvenciranja prikupljeni od 28
pacijenata pokazuju da klasa Bacilli s Lactobacillus kao dominantnim rodom aktivno inhibira

prekomjerni rast patogena koji pripadaju klasi Gammaproteobacteria.

5.6. Praéenje dinamike urinarne mikrobite uz antibiotsku terapiju

Longitudinalnom studijom odabrana je pacijentica (trudnica) koja je pracena kroz 3
mjeseca. SUK-om identificiran je Lactobacillus spp >10° CFU/mI. Urinarna mikrobiota kojom
dominiraju bakterije Lactobacillus roda korelira sa zdravom uro-vaginalnom mikrobiotom te
se dominacija Lactobacillus roda u mokraénoj mikrobioti obi¢no smatra zaStitnom protiv IMS-
a (29, 32). Dva mjeseca nakon ovoga nalaza pacijentica je imala vaginalni porod bez
komplikacija. Ubrzo nakon poroda, kod ispitanice se javljaju simptomi cistitisa te je SUK-om
u njenom uzorku mokrace identificiran uropatogen, K. pneumoniae. Prema vazeéim
smjernicama za terapiju cistitsa i prema testu osjetljivosti ispitanici je uvedena terapija
cefaleksinom, 1g/24 h. Primjenom terapije uropatogen je ubrzo znacajno eradiciran. Ova je
studija pokazala da je K. pneumoniae bila iznimno osjetljiva na ovu terapiju te je njen udio u
mokraé¢i nakon dva dana smanjen sa 94,1 % na 1,04 %. Medutim, i udio Lactobacillus spp.,
kojim su uzorci obilovali prije pocetka terapije, takoder se drasti¢no smanjio posljednjega dana
se zakljuciti da je znacajni pad Lactobacillus spp. uzrokovan sedmodnevnom terapijom
pridonio razvoju infekcije Candida spp., koja je bila potonji uzrok ponavljajucega cistitisa u
ove pacijentice. Modeli su razradeni pomocu generaliziranoga Lotka-Volterra modela (82,
109) koji se zasniva na QIIME mikrobiomskoj analizi sirove DNA. Model ove longitudinalne
studije isti¢e ulogu patogena klase Gammaproteobacteria. Utvrden je negativan utjecaj klase

Gammaproteobacteria na klasu Bacilli.
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Ovim modelom definiran je vazan doprinos Klase Actinobacteria ravnotezi mikrobiote
urinarnoga trakta kao klasi koja aktivno suzbija prekomjerni rast patogena te ima zaStitni
utjecaj na Lactobacillus tijekom lijeenja. Izrazena razlika u obrnutim pozitivno-negativnim
interakcijama izmedu klasa Bacilli i Gammaproteobacteria u gLVM modelima moze biti
pripisana uvodenju antibiotika. Sveukupno, rezultati pokazuju da je ovaj antibiotik bio izvrstan
izbor za brzo uklanjanje uropatogena kod pacijentice, medutim, nastavak terapije nakon 3 dana
u ovom konkretnom slucaju imao je dramati¢ni utjecaj na mokra¢ni mikrobiom domacina i
omogucio oportunistickim patogenima iz klase Pseudomonadaceae i u konacnici C. albicans
da zauzmu svoje niSe u mokra¢nom sustavu te na kraju uzrokuju recidiv simptoma cistitisa. To
snazno sugerira da je i vrijeme pod terapijom jednako vazan terapijski parametar kao i pocetni
izbor antimikrobnoga lijeka. Ovo istrazivanje sugerira da uvodenje metoda zasnovanih na
genomici, uz tradicionalni SUK, moze biti izvrsna pomo¢ u procjeni optimalnoga trajanja
terapije. UnatoC ograni¢enja predstavljenoga istrazivanja u pogledu pracenja promjene
mikrobioma u mokra¢i tijekom terapije antibioticima u jedne pacijentice, tim se otvara novo
podrudje istrazivanja koje u buducnosti treba pratiti 1 nadzirati viSe pacijenata s razli¢itim
trajanjem razlicitih antibiotskih terapija koje bi bilo pozeljno provoditi u duljim razdobljima i

nakon zavrSetka antibiotske terapije.

5.7. Usporedba osjetljivosti ispitanih metoda

Limitiraju¢im korakom niske osjetljivosti proteomske analize smatra se izolacija
bakterijske biomase, te nemoguénost potpunog otklanjanja ljudskih proteina iz uzoraka.
Biomasa ljudskoga porijekla, u materijalima s niskom bakterijskom koncentracijom prekriva
spektre bakterijskih peptida, te oteZava ili onemoguéuje njihovu identifikaciju. Unato¢ tome,
rezultati ovoga istrazivaja pokazali su da je osjetljivosti metode bila u skladu s drugim
istrazivanjima (110-112). U sklopu prikazanoga istraZivanja nije ispitivana osjetljivost metode
identifikacije uropatogena sekvenciranjem gena za 16S rRNA , medutim literaturni podatci
ukazuju na iznimno visoku osjetljivosti (29, 32, 107). Naime, ovom metodom identificiran je
znatno veéi broj bakterija u pojedinim uzorcima, na razini roda, nego SUK-om ili proteomskom
analizom.

Wojno i sur. su u svojoj studiji usporedivali identifikaciju uroinfekata multiplex PCR-om na
nativnim uzorcima mokrace s rezultatima SUK-a. Njihovo je istrazivanje provedeno na 582

uzoraka mokrace pacijenata za koje se sumnjalo da imaju IMS, prema procijeni urologa.
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Znacajna bakteriurija u skladu s IMS-om otkrivena je u 56 % (326/582) uzoraka kad se koristio
PCR, dok je SUK-om otkrivena bakteriurija u samo 37 % (217/582) uzoraka (57).
Metode PCR-a i SUK-a imale su jednoznacne rezultate u 74 %, s oba pozitivna nalaza u 34 %
(196/582), i s oba negativna nalaza u 40 % (282/582). U 22 % uzoraka PCR je bio pozitivan
dok je urinokultura bila negativna, a u 4 % (21/582) urinokultura uzoraka bila je pozitivna dok
je PCR bio negativan. Postavlja se pitanje otkriva li visoka osjetljivost PCR-a uropatogene koji
iz bilo kojeg razloga ne rastu u kulturi ili otkriva bakterijsku kontaminaciju (42). Odgovor na
ovo pitanje pokusali su dati Haytens i sur. analiziranjem uzoraka mokrace simptomatskih i
asimptomatskih zena. Ova skupina autora utvrdila je da je 95,9 % bolesnika u simptomatskoj
skupini bilo gPCR pozitivno na E. coli (43). Istovremeno urinokulturom je dijagnosticirana E.
coli ili druge uropatogene bakterije u 80,9 % ispitanih simptomatskih Zena. U asimptomatskoj
skupini bilo je 10,5 % pozitivnih uzoraka utvrdenih urinokulturom i 11,6 % PCR-om (43).
Autori su dosli do zakljucka da bi veéi udio pozitivnih rezultata dobivenih kao rezultat
bakterijske kontaminacije u simptomatskoj skupini Zena, bio jednako ocekivan i kod
asimptomatske skupine (42, 43). Stoga rezultati ove studije sugeriraju da je vjerojatnije da PCR
detektira patogene, a ne kontaminaciju ili zanemariv rezultat uzrokovan vecom osjetljivoscu
PCR-a (42, 43). Svakako, PCR metode nadmasuju metode uzgoja kao i proteomske metode u
identifikaciji polimikrobnih kultura, iako u vecini slu¢ajeva ostavljaju otvoreno pitanje koja je
identificirana vrsta najzastupljenija. U tom kontekstu, visoka osjetljivost PCR metoda zna¢ajno
smanjuje njihovu specifi¢nost za identifikaciju uzro¢nika IMS-a. Unato¢ tome, PCR metode
imaju prednost u pregledu urinarne mikrobiote. Otkricem mikrobioma u mokraéi doslo je do
znacajnoga pomaka u paradigmi IMS-a. Patofiziologija IMS-a sada se objasnjava u smislu
disbioze mikrobioma mokrace, a ne prodorom bakterija u sterilni prostor (54, 113). Moguce je
da kroni¢na stanja mokraénoga sustava, koja su se do sad smatrala idiopatskim il
neinfektivnim, imaju svoje specificne mikrobiomske profile (54, 114).

Osim vece osjetljivosti u otkrivanju patogena, molekularne metode imaju i nedostatke.
Jedna od znacajnih je nemoguénost informiranja klinicara o fenotipskom profilu antimikrobne
osjetljivosti relevantnih patogena i njegovom razlikovanju od rezidencijalne flore (54) (42)
(56). Uz to, prisutnost gena koji uvjetuju osjetljivost na antibiotike ne korelira dobro s
fenotipskom osjetljivoscu (42, 54, 56, 114), stoga je standardno ispitivanje osjetljivosti na
antibiotike temeljeno na uzgoju jos uvijek zlatni standard. Postoje ambiciozni planovi za razvoj

metode utemeljene na NGS-u koja ne samo da bi trebala moci to¢no predvidjeti fenotip
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rezistencije, ve¢ bi trebala dati i minimalnu inhibitornu koncentraciju za antibiotik od interesa
(56).

5.8. Usporedba ispitanih metoda

Tablica 9. prikazuje identifikaciju uropatogena s tri razliite metode. Razlikovanje
Klebsiella spp. (UR1-UR3) i Enterobacter spp. (UR13-UR14) bilo je neadekvatno zbog
razli¢itih razina taksonomije dodijeljene dostupnim metodama (115), dok medu ostalim
rezultatima postoji znacajna pozitivna korelacija proteomske metode sa SUK-om i genomickim
metodama. Genomska analiza 16S rRNA nije bila informativna na razini roda i/ili vrste
porodice Enterobacteriaceae (115). Postojala je iznenadujuca razlika izmedu SUK-a i rezultata
genomske analize u uzorku UR 5. SUK-om je identificiran E. faecalis kao jedini uropatogen u
ovom uzorku, dok 16S rRNA ukazuje na polimikrobnost bez navedenog roda Enterococcus.
Dva su moguca objasnjenja ove nepodudarnosti; jedno koje ukazuje na kontaminaciju uzorka
prilikom prikupljanja mokrace (116) koje, zbog visoke osjetljivosti metode moze uzrokovati
pogresku u rezultatima genomske analize, a drugo moze biti lazno pozitivan nalaz E. faecalis
u nalazu SUK-om.

Uspostavljen postupak za analizu uropatogena uporabom MALDI-TOF/TOF masene
spektrometrije pretragom baze podataka pokazao se u¢inkovitim u identifikaciji bakterija iz
nativnoga uzorka mokrace, bez prethodnoga uzgoja. Rezultati ovoga istrazivanja jasno
pokazuju da masena spektrometrija moze ucinkovito identificirati razli¢ite uropatogene iz
svjezih ili kratkotrajno pohranjenih (na -20 °C) uzoraka ljudskih mokraca, bez prethodnoga
uzgoja. Izravni pristup uspio je pruZiti pouzdanu identifikaciju bakterija na razini roda u
monobakterijskim uzorcima, unato¢ inherentnim ograni¢enjima koristene platforme masene
spektrometrije. U slu€aju uzoraka s prisustvom polimikrobnih uropatogena izravni pristup
koriStenjem ovdje opisanih metoda nije omogucio jednoznac¢nu identifikaciju. Unatoc
znacajnom napretku genomike i proteomike i prethodno navedenim nedostacima standardne
metode temeljene na uzgoju, ona je i dalje zlatni standard u dijagnostici IMS-a, te se i dalje
smatra klini¢ki najznacajnijom i najinformativnijom metodom.

Ipak, vazno je biti svjestan ograni¢enja i nedostataka ove metode te po potrebi
razmotriti dodatne protokole. Visoki troskovi, dugo vrijeme obrade i veliki postotak negativnih
urinokultura u simptomatskih bolesnika razlozi su za poboljsanje postoje¢ih protokola i

primjenu novih, laksih i brzih metoda. Uvodenje primarnoga probira metodom protocne
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citometrije moze znacajno pridonijeti ustedi i brzem izdavanju negativnih urinokultura.
Medutim, u simptomatskih bolesnika, kod kojih su urinokulture viSe puta sterilne, treba
razmotriti obradu dodatnim EQUC protokolom. Ovaj protokol se koristi sporadi¢no, ovisno o
prezentaciji klinicke slike, medutim, u veéini laboratorija za klinicku mikrobiologiju rutinski
nije dostupan. U kontekstu IMS-a i znacajne bakteriurije koja nije utvrdena SUK-om,
genomske, proteomske i metaproteomske metode pruzaju nam dublje znanje o vrstama
patogena i upalnom odgovoru koji ti patogeni izazivaju. U bolesnika s IMS-om danas se
inzistira na identifikaciji stvarnoga uzro¢nika. Medutim, u buduénosti je moguce da ¢e se U
odredenim klinickim sluajevima morati napustiti sadasnju paradigmu jednoga
konvencionalnog uropatogena kao dominantnoga uzro¢nika. Metode koje se Kkoriste u
identifikaciji uropatogena imaju svrhu kliniCarima dati odgovarajuce, relevantne i
pravovremene mikrobioloske rezultate. Neadekvatnost rezultata ¢esto dovodi do uvodenja
neodgovarajuée terapije, a to je glavni pokreta¢ bakterijske rezistencije i smanjenoga
zadovoljstva pacijenta. Stoga se sve ¢eS¢e SUK-i dodaju proteomske metode, PCR i NGS kako
bi se to¢no identificirao potencijalni mikrobni uzrok infekcije. Prag od 10° CFU/ml u
razlikovanju klinicke znacajnosti bakteriurija, prema SUK-u svakako se vise ne smatra
adekvatnim, sto je ve¢ i potvrdeno u studijama koje koriste osjetljivije dijagnosticke metode
kao Sto su EQUC, PCR 1 NGS. Novi pragovi implementirani su i u smjernicama prihva¢enim
u klini¢koj mikrobioloskoj praksi (37). S druge strane, otkrivanje i identificiranje
mikroorganizama u mokraéi ne ¢ine ih sigurnim krivcem, $to znaci da osjetljivije metode ne
daju uvijek i klinicki korisne informacije. Ako se definira zdrava urinska mikrobiota i ako se
karakteristicni mikrobni obrasci povezu S pojavom odredenih stanja mokra¢noga sustava,
genomika bi mogla postati atraktivan dijagnosticki alat u klini¢koj praksi. Uz to, kad
upravljanje mnostvom informacija generiranih genomskim i proteomskim metodama bude
olakSano i pojednostavljeno, te metode bi mogle poceti igrati znacajnu ulogu u donoSenju
klinickih odluka, posebno za najsloZenije sluCajeve poput ponavljaju¢ih IMS-a s vise
uzastopnih sterilnih nalaza urinokultura, preaktivnim mokra¢nim mjehurom, urinarnom
inkontinencijom, intersticijskim cistitisom/sindrom bolnog mjehura ili kod pacijenata s
transpalntiranim bubregom. Kod 25-30 % pacijenata s klini¢kim simptomima IMS-a nalaz
SUK-a je uredan. Smatra se da je to posljedica uroinfekcije izazvane bakterijskim populacijama
koje su ogranicene na biofilm, te je njihov uzgoj u kulturi neadekvatan (42, 43, 54). Druga
mogucnost je da su, u nekim slu¢ajevima, anaerobi i1 druge bakterije glavni uzro¢nici IMS-a, a

one ne mogu rasti u uvjetima pod kojima se provodi SUK (42). Isto tako interpretacija
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polimikrobnih nalaza predstavlja izazov. Kod polimikrobnih uzoraka uvijek se postavlja
pitanje klini¢koga znac¢aja ukupnoga rezultata i jednoga patogena, jer ¢ak i kvantificiranjem
bakterija, nije uvijek jasno jesu li najbrojnije bakterijske vrste otkrivene PCR-om ili NGS-om

metoda u otkrivanju bakteriurije (54, 56).

5.9. Standardizacija MS/MS proteomske metode u identifikaciji

uropatogena

Programi za identifikaciju mikroorganizama na temelju MS i MS/MS spektara
pretrazivanjem interne baze podataka (koja se sastoji od tripti¢nih peptida proteina preuzetih
iz NCBI nr baze podataka) mogu identificirati mikroorganizme. Identifikacija se temelji na
preklapaju podataka iz dostupnih baza podataka s dobivenim rezultatima. Baza podataka
Matching Protein Reader odgovara pikovima iz MS/MS spektara zajedno s MS-podacima iz
NCBI nr baze podataka za identifikaciju peptida/proteina. Ako se proteini ne nalaze u bazi
podataka tad se pomocu homolognih proteina pronalaze najsli¢niji proteini. ldentifikacija
uropatogena pomocu Protein Reader programa standardizirana je na Cetiri najce$ca
uropatogena (E. coli, P. mirabilis, K. pneumoniae i P. aeruginosa ) u sklopu ovoga istrazivanja.
Standardizacija metode provedena je prikupljanjem po deset kultura svake od ¢etiri najéesca
uropatogena. Ti su uzorci pripremljeni te je u¢injena njihova obrada. U¢injena je analiza
spektara te su graficki prikazani rezultati podudarnosti peptidne identifikacije. Prema jasno
postavljenim Kkriterijima odredeni su rangovi prema stupnju pouzdanosti u tri kategorije. Ovaj
postupak standardizacije omoguéio je procjenu tocnosti i pogreske prilikom koriStenja
algoritma, te dao jasan uvid u pozeljne i potrebne podudarnosti, kao i mikroorganizme sa
slicnim peptidima s kojima identifikacija najlak$e moze biti zamijenjena. Ovakvom pretragom

dobiva se rezultat izmedu 0 i 1 koji odgovara vjerojatnosti to¢ne identifikacije uropatogena.
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Razdioba uzro¢nika IMS-a u analiziranim uzorcima s >10° CFU/ml slijedila je
literaturne podatke.

Vrijeme i temperatura skladiStenja uzoraka mokrac¢e znaCajno utjeCu na rezultate
izolacije proteina te na ishod same proteomske identifikacije uropatogena.
Optimizacija procesa procis¢avanja i izolacije proteina iz uzoraka mokrace kljucni je
korak u identifikaciji uropatogena tandem masenom spektrometrijom.

Identifikacija bakterijskih proteina pomo¢u MALDI-TOF/TOF MS-a to¢no identificira
monomikrobne kulture na razini roda, dok kod polimikrobnih kultura ne daje pouzdane
rezultate.

Tandem MS prate sve vece baze podataka Sto obradom podataka kroz Sirok spektar
alata za bioinformatiku predstavlja potencijal koji bi mogao omoguciti polimikrobnu
identifikaciju.

Proteomska identifikacija na razini soja nije ostvarena.

Identifikacija bakterijskih vrsta sekvenciranjem gena za 16S rRNA nije bila moguca,
te je postignuta identifikacija na razini roda i porodice.

Sekvenciranjem gena za 16S rRNA nije omogucena identifikacija na razini porodice za
Klebsiella spp. i Enterobacter spp., ve¢ samo na razini roda.

Analiza gena za 16S rRNA nije bila informativna na razini roda i/ili vrste u porodici
Enterobacteriaceae.

Lactobacillus kao dominantni rod klase Bacilla aktivno inhibira prekomjerni rast
patogena koji pripadaju klasi Gammaproteobacteria.

Antibiotska terapija ima snazan utjecaj na dinamiku promjena sastava urinarne
mikrobiote, te je trajanje terapije iznimno vazan terapijski parametar kao i pocetni izbor
antimikrobnoga lijeka.

Standardizacija procesa ocitanja masenih spektara pridonosi olakSavanju procesa

identifikacijske, te lakSoj interepretaciji dobivenih rezultata.
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Kratica Engleski naziv Hrvatski naziv / prijevod
ACN | Acetonitrile Acetonitril
BEEM | Biomass estimation and model Procjena biomase i zaklju¢ivanje o
inference with an expectation modelu s maksimalizacijom
maximization ocekivanja
BHSB | - Beta hemoliticki streptokok grupe
B
B-PER | Bacterial Protein Extraction Reagens za ekstrakciju bakterijskih
Reagent proteina
CAF | Chemically Activated Kemijski aktivni fragment
Fragmentation; Chemically
Assisted Fragmentation
CFU | colony-forming unit Jedinka koja formira kolonije
CHCA | a-cyano-4- hydroxycinnamic acid a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina
CID | Collision-induced dissociation Disocijacija izazvana sudarom
CUP | Chaperone-usher fimbriae -
DNA | Deoxyribonucleic acid Deoksiribonukleinska kiselina
EQUC | Enhanced Quantitative Urine Poboljsana kvantitativna
Culture urinokultura/ protokol
modificiranih uvjeta
ESBL | Extended Spectrum Beta- Beta-laktamaze proSirenog spektra
Lactamases
ESCMID | European Society of Clinical Europsko drustvo za klini¢ku
Microbiology and Infectious mikrobiologiju i zarazne bolesti
Diseases
EUCAST | European Committee on Europski odbor za ispitivanje
Antimicrobial Susceptibility osjetljivosti na antimikrobne bolesti
Testing
FASP | Filter aided sample preparation Filter za proteomsku predobradu
uzorka
HDKM | Croatian society of Clinical Hrvatsko drustvo za klini¢ku

Microbiology

mikrobiologiju
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IAA

ICULAO

ISKRA

IMS/UTI

LC-MS

LC-MS/MS

MH agar

MALDI

MWCO

MS

MS/MS
NCBI

NGS

OoTu

PCA

PCoA

PCR

PMF

RNA

iodoacetamide

indole, citrate, urea, lysine,

arginine, ornithine

Urinary tract infections

Liquid chromatography—mass

spectrometry

liquid chromatography/tandem

mass spectrometry

Mueller-Hinton agar

matrix assisted laser desorption

ionization

molecular weight cut-off

Mass spectrometry

Tandem mass spectrometry,

National Center for Biotechnology

Information

next-generation sequencing

Operatinal Taxonomic Unit

Principal Component Analysis

Principal Coordinates Analysis

Polymerase chain reaction

Peptide mass fingerprinting

Ribonucleic acid

Jodoacetamid

Indol, citrat, urea, lizin, arginin,
ornitin

Interdisciplinarna sekcija za
kontrolu rezistencije

Infekcije mokraénoga sustava
Tekuéinska kromatografija
spregnuta s masenom
spektrometrijom

Tekuéinska kromatografija
spregnuta s tandenom masenom

spektrometrijom

Mueller-Hinton agar

Matricom potpomognuta ionizacija
uz desorpciju laserskim zraéenjem
Grani¢na vrijednost molekularne
tezine

Spektrometrija masa

Tandemna spektrometrija masa

Sekcenciranje novih generacija

Operativnih taksonomskih jedinica

Analiza glavnih komponenti

Analiza glavnih kordinata

Lancana reakcija polimeraze

Metoda otiska prsta mase peptida

Ribonukleinska kiselina
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QIIME

QMA

gPCR

SUK/SUC

TOF

UPEC

vwGPB

Quantitative Insights Into Microbial

Ecology

quaternary metil-amin
Quantitative Polymerase chain
reaction

standard urine culture

time-of-flight

Uropathogenic Escherichia coli

Kvaternarni metil-amin
Kvantitativna lan¢ana reakcija
polimeraze

Standardna urinokultura

Analiza koja mjeri vrijeme leta

Uropatogena Escherichia coli

Vise vrsta gram pozitivnih bakterija
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Marina Ceprnja rodena je 31. 7. 1979. godine u Beogradu. Osnovnu $kolu , Murterski
$koji“ pohadala je u Murteru, a matemati¢ku gimnaziju ,,Antun Vranéi¢“ u Sibeniku. Godine
1998. upisala je studij medicinske biokemije na Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveucilista
u Zagrebu, a 2002 i studij farmacije na istom fakultetu. Tijekom studiranja dobila je Rektorovu
nagrada za rad pod nazivom “Proteini toplinskog Soka HSP70”, te CEPUS stipendiju za
boravak na Odjelu za klini¢ku biokemiju Farmaceutskog fakulteta u Ljubljani. Diplomirala je
2004. godine stekavsi zvanje diplomiranoga inZzenjera medicinske biokemije, te 2007. zvanje
magistre farmacije. Pripravnicki staz iz podrucja medicinske biokemije u periodu od ozujka
2004. do ozujka 2005. godine obavila je u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku,
Klinicke bolnice Rijeka, a iz podruc¢ja farmacije 2007. godine u Ljekarni KaStel Farm,
Benkovac. 2008. godine zaposlila se u Klinickoj bolnici Dubrava kao specijalizant, te
specijalisticki ispit iz medicinske biokemije polozila 2012. godine stekavsi zvanje specijalista
medicinske biokemije. Od 2016. godine do danas radi u medicinsko biokemijskom laboratoriju
Specijalne bolnice Agram.

Clan je Hrvatske komore medicinskih biokemi¢ara (HKMB) i Hrvatskoga drustva za
medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu (HDMBLM). Takoder, ¢lan je europskoga
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A decade ago, when the Human Microbiome Project was starting, urinary tract (UT) was
not included because the bladder and urine were considered to be sterile. Today, we are
presented with evidence that healthy UT possesses native microbiota and any major event
disrupting its “equilibrium” can impact the host also. This dysbiosis often leads to cystitis
symptoms, which is the most frequent lower UT complaint, especially among women.
Cystitis is one of the most common causes of antimicrobial drugs prescriptions in primary
and secondary care and an important contributor to the problem of antimicrobial
resistance. Despite this fact, we still have trouble distinguishing whether the primary
cause of majority of cystitis cases is a single pathogen overgrowth, or a systemic disorder
affecting entire UT microbiota. There are relatively few studies monitoring changes and
dynamics of UT microbiota in cystitis patients, making this field of research still an
unknown. In this study variations to the UT microbiota of cystitis patients were
identified and microbial dynamics has been modeled. The microbial genetic profile of
urine samples from 28 patients was analyzed by 16S rDNA lllumina sequencing and
bioinformatics analysis. One patient with bacterial cystitis symptoms was prescribed
therapy based on national guideline recommendations on antibacterial treatment of
urinary tract infections (UTl) and UT microbiota change was monitored by 16S rDNA
sequencing on 24 h basis during the entire therapy duration. The results of sequencing
implied that a particular class of bacteria is associated with majority of cystitis cases in this
study. The contributing role of this class of bacteria — Gammaproteobacteria, was further
predicted by generalized Lotka-Volterra modeling (gLVM). Longitudinal microbiota insight
obtained from a single patient under prescribed antimicrobial therapy revealed rapid and
extensive changes in microbial composition and emphasized the need for current
guidelines revision in regards to therapy duration. Models based on gLVM indicated
protective role of two taxonomic classes of bacteria, Actinobacteria and Bacteroidia class,
which appear to actively suppress pathogen overgrowth.

Keywords: urinary tract infection, microbiome, 16S rRNA sequencing, microbial interaction modeling, antibiotics,
therapy duration
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INTRODUCTION

Human microbiome is a fairly new concept, fueled by the
advances in sequencing technology which allowed identification
of microorganisms directly from the environment (Oulas et al,
2015). Combined with advances in computational tools and
databases it allowed for identification of microorganisms living
in and on our body - microbiota, as well as reading out the
collective genome encoded in those microorganisms -
microbiome (Qin et al., 2010). UT is one of the last body
niches discovered to be inhabited by microorganisms.
Microbiota inhabiting a healthy UT is dominated by slow-
growing species, which require complex nutrients for growth
and are often missed during standard urine culture (SUC)
procedure (Brubaker and Wolfe, 2016). Reason for that is the
long prevailing dogma about sterility of the UT, recently
overturned thanks to advances in sequencing methods and
enhanced urine culture methods (Whiteside et al., 2015;
Thomas-White et al., 2016). Discovery of urinary microbiome
(Nelson et al., 2010; Wolfe et al., 2012; Lewis et al., 2013; Hilt
et al., 2014; Brubaker and Wolfe, 2015) shifts our perception
about treating UTI as it acknowledges normal presence of
microorganisms not causing inflammation symptoms. Whether
composition of “normal” urinary microbiota has a protective,
detrimental or neutral role in it is still in focus of research. UTI
being one of the most commonly diagnosed infections in the
world, especially among women present great burden to health
systems and to quality of life of affected individuals, especially in
case of recurring infections. Urinary microbiota, unlike
microbiota at other body niches, has low-biomass and fairly
low species richness, usually dominated by one or two species.
Some studies are suggesting that majority of organisms identified
in healthy humans are common to men and women and that
male urinary microbiota is just a subset of female one (Gottschick
et al.,, 2017). Others suggest male and female urinary microbiota
can be distinguished based on abundance of specific genera, with
higher abundance of Lactobacillus and Prevotella genera being
characteristic for female and higher abundance of genus
Corynebacterium for healthy male urinary microbiota (Fouts
et al, 2012). By sequencing and culture techniques, most
commonly found microbes in healthy females at a genus level
are Lactobacillus, followed by Gardnerella, Corynebacterium,
Streptococcus, and Staphylococcus species (Wolfe et al., 2012;
Mueller et al., 2017; Neugent et al., 2020). Due to the fact that
male and female lower UT are structured differently, it is
challenging to distinguish from healthy male and female
urinary microbiota. Current SUC results have shown urinary
microbiota during an UTI is dominated by standard urinary
pathogens such as uropathogenic Escherichia coli, Klebsiella,
Pseudomonas, and Enterobacter species, but have also
identified novel bacteria associated with infection such as
Acidovorax, Rhodanobacter, and Oligella species (Flores-
Mireles et al.,, 2015; Moustafa et al., 2018). However, innate
limitations of SUC, which relate to culturing conditions and
differences in growth media, differences in interpretation
dependent on clinical condition and time to completion of

findings have to be considered when interpreting these studies
results. UTI-related urinary microbiota’s metagenome showed a
number of antimicrobial resistance genes present, questioning
efficacy and wisdom of prescribing antibiotic treatment without
determining antibiotic sensitivity (Hasman et al., 2014; Mulder
et al,, 2019). Applying oral antibiotics for UTI treatment has led
to decrease in the diversity of urinary microbiota and impacted
“equilibrium” of microorganisms present, with unexpected
increase in abundance of Lactobacillus species (Siddiqui et al.,
2012). However, there are a few studies exploring the link
between urinary microbiota, UTIs and antibiotic use
(Gottschick et al.,, 2017; Mulder et al., 2019). Excessive and
irrational use of antibiotics results in over-treatment of cystitis
and promotes growth of antibiotic resistant strains (Frost et al.,
2019; Malik and Bhattacharyya, 2019). In order to change this
negative trend, two major therapy parameters have to be
reassessed. Although the first parameter, antimicrobial
susceptibility is satisfactory, being performed routinely, the
second one - therapy duration is much more difficult to assess.
Despite good evidence that shorter duration of antibiotics
therapy have led to less adverse effects (Jancel and Dudas,
2002; Milo et al.,, 2005), optimal duration is still largely
unrecognized by medical community. Unfortunately, this leads
to rather arbitrary duration of treatment (“magic” numbers such
as 7, 10, and 14 days), being prescribed to patients in practice
(Pezzani et al., 2020). The main reason for this is mainly
historical; due to the fact that antibiotics research is neglected
by modern pharma (Harbarth et al., 2015) we rely on outdated
studies. Beside this issue, a rather slow take-up of new
technologies coming from genomics and proteomics in
medical practice is causing a gap between cutting edge research
in fields such as precision medicine on one side and primary care
on the other (Ho et al., 2020). The fact that highly
interdisciplinary teams are conducting research while primary
care physicians usually work alone is probably the main reason
why this gap will not be closing any time soon.

In this work, we present the results of 16S rRNA sequencing
of urinary microbiota from 28 patients with suspected cystitis.
Moreover, we have investigated a daily change in urine
microbiota content in a patient receiving prescribed antibiotic
treatment based on current national guidelines. Illumina
sequencing and bioinformatics estimated relative abundances
of taxa comprising patients urinary microbiota were used to
build generalized Lotka-Volterra models (gLVM), which
indicated a common taxonomic denominator in all analyzed
urine samples. Furthermore, gLVM suggested that interactions
between major taxonomy classes or UT microbiota
modeled according to simple predator-prey dynamics indicate
protective role of bacteria belonging to Actinobacteria and
Bacilli classes in case of bacterial cystitis associated with
Gammaproteobacteria class pathogen. Monitoring of one
patient microbiota for the entire duration of prescribed
antimicrobial therapy on 24 h basis, suggested that current
national guidelines on antimicrobial treatment and prophylaxis
of urinary tract infections should be revised when it comes to
therapy duration.
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MATERIALS AND METHODS

Sample Collection and Urinary Culture

The Ethics Committee of University Hospital Dubrava approved
the study protocol. Thirty-five urine samples were collected from
28 patients in Department for Clinical Microbiology and
Hospital Infections of the University Hospital Dubrava in
Zagreb, Croatia. Samples were collected in the period from
January to December 2016. All patients were volunteers and
gave the informative consent to donate their urine samples for
research purposes. There were 16 females and 12 male
participants and the average age was 66. In addition to urine
samples collected by clean catch method where each patient
provided first voided morning urine, six hospitalized catheter
patients were included in the study; patient demographics can be
seen in Supplementary Figure 1.

The initial cystitis diagnosis was based on SUC test, as
described previously (Oros et al., 2020). Inclusion criteria was
bacterial infection with >10> CFU/ml before introducing any
antibiotic therapy. No antibiotic therapy was started until SUC
result returned >10° CFU/ml result. Longitudinal study of
antibiotic influence on urobiome was monitored on 38-year-
old female patient with acute cystitis symptoms. Urine samples
were collected from the same female patient in form of first-void
specimen for 8 consecutive days during which this female patient
was taking 1 g daily monodose of Cephalexin (beta-lactam
antibiotic which belongs to class of first-generation
cephalosporins) oral therapy, as prescribed. From the eight
samples taken, first sample was collected after antimicrobial
susceptibility test and before starting the antibiotic therapy,
and the other 7 were taken successively after starting antibiotic
therapy in 24 h interval. Routine hospital microbiology SUC was
repeated on three samples (1%, 4™, and the last one). All urine
samples were stored at minus 20°C prior to further processing.

Sequencing of 16S rRNA Genes and

Subsequent Bioinformatics Analysis

Frozen samples were thawed at room temperature and
homogenized volume of 1.5 ml urine sample was centrifuged
at 10,000 x g for 5 min at 4°C, and supernatant was removed.
DNA was isolated from the urine pellet using a Maxwell 16 Cell
DNA Purification Kit on the Maxwell 16 research instrument
(Promega, Madison), according to the manufacturer’s protocol.
DNA concentrations were measured using a BioSpec-nano
spectrophotometer (Shimadzu Biotech), and samples were
stored at —80°C. Extracted DNA from all 35 urine samples was
used to sequence regions V3 and V4 of the gene coding for 16S
rRNA using the Illumina MiSeq platform following paired-end
sequencing protocol. Quantitative Insights into Microbial
Ecology 2 - QIIME2 (Bolyen et al., 2019) was used to perform
the analysis of sequenced reads. Raw data, obtained from
[lumina’s BaseSpace as fastq files, was demultiplexed and
quality filtered using q2-demux plugin and subsequently
denoised using DADA2 (Callahan et al., 2016). Taxonomy was
assigned to amplicon sequence variants (ASV) using the naive
Bayes taxonomy classifier, as implemented in QIIME2, against

the Greengenes 13_8 99% OTUs as reference taxonomic
sequences (McDonald et al., 2012). A total number of features
at the taxonomic level family (Level 5) were 468,817 with an
average number of features per sample being 17,363. The
microbial diversity and sample completeness were assessed
using rarefaction curve of alpha diversity, estimated using the
q2-diversity plugin with samples rarefied to 1130 sequences per
sample. The rarefaction curve of observed OTU-s dependent on
sequencing depth is shown in Supplementary Figure 2, showing
that all samples except LS2 reached saturation. In urine samples
U1-U27 the average number of OTUs at the maximum
sequencing depth is 24.7, minimal observed depth being 3 and
maximal 107. The average number of OTUs in urine samples
where the antibiotic effect was monitored (LS1-LS8) was 54.1.
Initial number of OTUs before the first Cephalexin dose was
administered was 30 (LS0), while the highest number of OTUs
(123) was observed on second day of antibiotic therapy (LS2) and
the lowest number of OTUs of 21 was observed on day 7 (LS7).
The data can be found in Supplementary Dataset 1.

Learning Directed Microbial Interactions
From Cross-Sectional Microbiome
Profiling Data Based on the Generalized
Lotka-Volterra Model

In order to learn directed microbial interaction from cross-
sectional microbiome profiling data BEEM-static R package
(Li, 2020a) was utilized. BEEM-Static is based on generalized
Lotka-Volterra model (Metz et al., 1996; Hofbauer and Sigmund,
1998) designed for cross-sectional datasets in order to learn and
model the directed microbial interactions (Li, 2020a). BEEM-
static in an extension of the original BEEM algorithm that
enables a precise ecological modeling based on the microbiome
sequencing longitudinal data (Li et al., 2019). Working directly
with the relative abundances, the experimental measurement of
the absolute abundances is unnecessary and therefore suitable for
microbiome datasets where the equilibrium status is unknown.
The input file for BEEM-static was an OTU table containing the
number of sequences that were observed in each taxonomic unit
in each sample, provided by QIIME. In this study, 249 different
taxonomic units were found on strain level. The model was built
on all taxonomy levels and the coefficient of determination,
denoted R, was the highest on the class level (Steel et al,
1960; Glantz et al., 2016). Because the coefficient of
determination provides a measure of how well observed
outcomes are replicated by the model, class level was chosen as
a baseline. Therefore, all OTUs were grouped on a class
taxonomic level, creating 35 different class taxonomic units. To
remove the OTUs not detectable in the majority of samples and
reduce the number of OTUs for a model, the original OTU table
was filtered to keep only top OTUs based on prevalence (OTU is
found in at least half of the samples), which was later transformed
into relative abundance. Usually, the default criteria are to
keep the OTUs that are found in at least 25% of the overall
samples. However, when these default criteria were used, only
one more OTU was retained in the model calculation. Due to
our restricted number of samples and the fact that BEEM-static
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has been tested on >4,000 microbiome data points, we decided to
use 50% prevalence as a more stringent criteria. In both 25% and
50% prevalence, the same OTUs are still significant and because
overall they are the most abundant, any pruning variant in-
between these criteria would lead to the same outcome.
Microbiomes, which were not in equilibrium states, were
detected by BEEM-static and automatically removed from
the further analysis. In the pooled dataset originating from
a cohort consisting of 28 volunteers, seven classes were found
in at least 50% of samples and were kept. All seven were
in equilibrium state and were used to build the model. In
the second dataset, obtained from single patient receiving
an antibiotic therapy for 7 days, out of 11 classes present in
at least 50% of samples, seven classes were not in equilibrium
and were thus removed. Remaining four classes were used to build
the model. The package was obtained from GitHub (Li, 2020b)
and installed in RStudio (version 1.3.959) under R-4.0.2 on
Windows 10 computer. Both the input data and dedicated R
scripts used in this study can be accessed at https://github.com/
enmelvan/Dynamics-of-urinary-microbiota-associated-
with-cystitis.

RESULTS
Study Design

A gender-balanced cohort consisting of 28 volunteers (16 female,
12 male) referred to SUC test for cystitis symptoms was involved
in the study after signing the informative consent. The initial
diagnosis was based on patient’s symptom description and further
confirmed by standard urine culture test. Culture test inclusion
criteria were associated with bacterial infection characterized by
> 10° colony-forming units per ml (CFU/ml). The average age of
patients was 66 years. In addition to urine samples collected by
clean catch method, small number of catheterized patients was
included in the study. One patient with uncomplicated cystitis
symptoms caused by common urinary pathogen was singled out
and included in longitudinal study in order to monitor dynamics
of UT microbiota under prescribed treatment. Beside SUC tests, all
samples were subjected to Illumina 16S rRNA sequencing. The
goal of the study was to compare SUC tests with genomics based
tests and to assess the link between urinary microbiome and
cystitis. The goal of the longitudinal study monitoring urinary
microbiome dynamics under prescribed antimicrobial therapy was
to investigate the impact of the commonly prescribed
antimicrobial therapy on the urinary microbiota and to assess
the possibility of recommending optimal duration of the
antimicrobial therapy.

SUC Reveals Infections Caused by
Common Uropathogens

Out of total 28 subjects, SUC indicated 19 monobacterial infections
related to Proteus mirabilis (five patients), Klebsiella spp. (four
patients), Enterobacter spp. (three patients), Escherichia coli (three
patients), Enterococcus faecalis (two patients), and Pseudomonas
aeruginosa (two patients). Polymicrobial infections were associated

with seven patients (samples U1, U4, U6, U7, U19, U24, and U25).
Urine culture test results of all samples are displayed in
Supplementary Table 1.

The influence of antibiotic therapy on urinary microbiome
was investigated on a patient whose cystitis symptoms were
linked to common bacterial pathogen by SUC displaying > 10°
CFU/ml of K. pneumoniae. Based on recommendations of
clinical practice guidelines in Croatia (Skerk et al., 2009), an
antibiogram was used to prescribe standard antibiotic therapy in
optimal duration of seven days. Antimicrobial susceptibility test
indicated that infection caused by K. pneumonia strain was
resistant to Ampicillin thus the patient was prescribed
Cephalexin (Cefalexin). As part of the study, SUC monitoring
was performed on the third and final, seventh day of prescribed
antibiotic therapy. On the third day of antibiotic therapy SUC
revealed no pathogen and urine was proclaimed sterile. After
completing the antibiotic therapy course for the entire 7 days,
SUC test indicated Candida albicans infection in concentration
>10° and <10 CFU/ml.

Taxonomic Profiling of UT Microbiota

There were 15 distinct phyla shared by all 28 urine samples
collected from all study included patients, out of which
Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, and Actinobacteria
accounted for more than 99% of detected taxa. Classes
Gammaproteobacteria and Bacilli dominated across all samples
(Figure 1). Single-family dominance was observed in 19 urine
samples in which Enterococcaceae, Enterobacteriaceae, or
Pseudomonadaceae contributed with over 90% of total bacterial
abundance. The more diverse spectrum of bacteria was observed
in samples U1, U2, U3, U5, U13, and U16 in which more than
four bacterial families were identified. 16S rRNA sequencing
successfully identified 123 different genera (Supplementary
Dataset 1), while the species rank was missing in majority of
samples due to inherent limitations of 16S rRNA sequencing
(Poretsky et al.,, 2014), therefore the results of 16S rRNA
sequencing were compared with SUC at the family taxonomic
level. SUC results were largely in accordance with 16S rRNA
sequencing, although a discrepancy between two methods was
observed in samples Ul, U3, and U13 (Supplementary Table 1).

Dynamics of Urinary Microbiota

During Cystitis

We have used BEEM-static (Biomass Estimation and model
inference with an Expectation Maximization) to infer a model
based on 16S rRNA sequencing data for microbial community
dynamics (Li et al., 2019). This expectation-maximization algorithm
is based on generalized Lotka-Volterra (gLVM) ecological model
that can provide useful insights into microbial interactions and
dynamics (Venturelli et al, 2018). Before using BEEM-Static,
principal-component analysis (PCA) based on patient gender and
most abundant operational taxonomic units (OTUs), was used to
assess heterogeneity of urinary microbiome. PCA biplot indicated
that male and female samples cannot be clearly separated and
therefore we modeled them together and not separately
(Figure 2D).
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FIGURE 1 | 16S rRNA sequencing of urine samples from patients diagnosed with UTI: Taxonomic representation of bacterial classes as identified by sequencing of
V3 and V4 region of 16S rRNA gene. The most abundant classes were marked in bold and sequences belonging to group marked as “Other” were not matched to
any sequence in Greengenes database.
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FIGURE 2 | Microbial interaction network based on microbiome profiling of 28 urine samples from patients displaying cystitis symptoms. (A) Seven most abundant
classes used for modeling. (B) Coefficient of determination R? for each class input. (C) Network graph representing nonzero interaction terms in gLVM models learnt
individually from urine microbiome profiling using BEEM-static. Graph edges in red represent negative interactions. Edge widths are proportional to the interaction
strength, and node sizes are proportional to the log-transformed mean relative abundance of the corresponding class. Nodes are labeled with the class level
taxonomic annotations. (D) PCA biplot displaying microbiome variation between male and female patients.
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The input file for BEEM-Static was an OTU table containing
the number of sequences that are observed in each taxonomic
unit in each sample. In this study, 249 different taxonomic units
were found on taxonomic levels ranging from kingdom to
species (Supplementary Dataset 1). They were grouped on a
class taxonomic level, creating 35 different class taxonomic units.
To reduce the number of OTUs in order to use BEEM-Static
model, seldom appearing OTUs were removed. The original
OTU table was filtered based on the prevalence of OTUs,
retaining only those found in > 50% of the samples. In this
manner, seven most abundant OTUs (Figure 2A) were
transformed from counts into relative abundances across all 28
samples, creating an input file for BEEM-static (Supplementary
Dataset 2). Microbial interaction network based on mapping file
for seven most abundant classes is shown below (Figures 2B, C).
Classes which do not appear in the network, despite being
abundant (Otul6l and Otul84) are considered to be neutral
by model. Regarding the interactions depicted by the model, the
model was generally aligned with PCA biplot made previously,
despite the fact that Dimensions 1 and 2 retained about 52%
(28.6% + 23.5%) of the total information contained in the
data set.

Gammaproteobacteria class (Otu0212), which was positioned
at the core of the model appears to be a common denominator
taxa in all tested urine samples. There was one notable negative
interaction between Actinobacteria class (Otu0007) negatively
impacting Gammaproteobacteria, which most of the UT
pathogens belong to. This negative interaction was predicted to
be stronger than interaction between both Bacilli (Otu0093) and
Bacteroidia (Otu0058) classes and Gammaproteobacteria class,
which implied that Actinobacteria relative abundancy was
negatively correlated with the level of Gammaproteobacteria in
affected individuals. The coefficient of determination (R?) is the
proportion of the variance in the dependent variable that is
predictable from the independent variable(s) (Steel et al., 1960;
Glantz et al., 2016). Since in our case, there were no independent
variables, we argue that relatively high R* (close to 1) indicated
that the variation in the data was well explained by the model.
According to R? values (Figure 2B), all seven classes which were
included, could be described by the model.

The Urinary Microbiota Under the
Influence of Antibiotic Therapy

The taxonomic distribution of urinary microbiota for the
single patient receiving an antibiotic therapy for 7 days is
shown in Figure 3. Before administration of Cephalexin,
Gammaproteobacteria were identified as a predominant class,
further confirming previous SUC indicated Klebsiella
pneumoniae infection. In a sample taken 24 h after taking the
first antibiotic monodose, Enterobacteriaceae, which constituted
over 95% of all bacteria detected 24 h before starting therapy,
were reduced to 1.28%. Concurrently, heterogeneity of overall
microbiota deepened, accompanied by rise in families
Lactobacillaceae and Pseudomonadaceae. Diversity of
microbiota was lower on days 3-4 with over representation of
genus Lactobacillus, which comprised 85.5% of microbiota on

day 3 and 91.9% on day 4, based on QIIME results. While an
increase of diversity is shown on days 5 and 6, Lactobacillus spp.
was relatively most abundant on day 7. On day 8, the last day of 1 g
monodosis oral Cephalexin therapy, family Pseudomonadaceae
had dominated microbiota with relative abundance of 74.61%
(Figure 3A).

In this period, ratio of Gram-positive to Gram-negative
bacteria in urine samples altered dramatically. Gram-negative
bacteria relative abundance has been gradually decreasing from
day one to day 4, followed by its increase on days 5 and 6
(Figure 3B).

Dynamics of Urinary Microbiota Under
Antibiotic Influence

In order to model the change of the microbiota during antibiotic
therapy on 24 h basis, the original BEEM algorithm for
longitudinal data was used. The input data for BEEM (Li et al,,
2019) consisted of an OTU table containing the number of
sequences that were observed in each taxonomic unit in each
sample and metadata containg time measurements
(Supplementary Dataset 3). Different taxonomic units were
grouped on a class taxonomic level, creating 35 different
classes. Only the most abundant OTUs (appearing in > 50% of
urine samples) were used to construct the model (Figure 4A). In
this case, four OTUs were normalized from counts into relative
abundances across all eight samples, serving as input data for
BEEM model. Microbial interaction network based on those
OTUs is displayed in Figure 4B.

Unlike in the previous model, which was based on different
patients with no antibiotic therapy, this model puts Bacilli
class (Otu0093) at the core of the model, and this class appears
to be negatively impacted by the Gammaproteobacteria class
(Otu0212), which is the most abundant one. This model revealed
one more difference regarding two positive interactions, weaker
one between Bacteroidia class (Otu0058) and Bacilli (Otu0093)
and stronger one between Actinobacteria (Otu0007) and Bacilli
(Otu0093) classes. We argue that in this patient receiving
antibiotic therapy Actinobacteria class appears to be postively
correlated with Bacilli class Lactobacillus genus belongs to, while
the Gammaproteobacteria class appears to be negatively correlated
with Bacilli, which favors the hypothesis of Lactobacillus protective
role. Having said this, the question remains whether the choice of
gLVM is really appropriate? Since no method is perfect, BEEM
estimations of gLVM parameters are not error free. Therefore, we
performed a simple correlation analysis, which included taxa used
by our models in order to further asses inferred interactions
between them (Figure 5).

DISCUSSION

Opverall, our research indicates that major phyla Proteobacteria,
Firmicutes, and Bacteroidetes, which were detected in urine
samples of subjects with cystitis symptoms, as well as relatively
low number of genera per sample, are in accordance with
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previous research dealing with cystitis patients (Siddiqui et al.,
2012). The biological significance of predominance by any
specific organism or the lack of a predominant microbe is not
yet known. However, our results indicate overabundance of one
class of bacteria in the urine of patients with cystitis symptoms—
Gammaproteobacteria, was the main causative agents of cystitis
in our study. Although urinary microbiota is low complexity in
comparison with other bodily niches (Karstens et al., 2018),
overrepresentation of an OTU belonging to a single class might
indicate that OTU “equilibrium” in urine microbiota could be
another equally important contributing factor.

In our longitudinal study, we had selected a single female
patient. This patient was selected because of clear clinical
presentation, having a last documented SUC finding of 10°
CFU/ml Lactobacillus species and no cystitis symptoms for at

least 1 year, based on patient’s recollection and medical exams in
this period. Because this patient was pregnant, we were able to
establish sufficiently strict monitoring in order to rule out
antibiotics usage and unreported cystitis episodes. Shortly after
delivery, a common pathogen, K. pneumoniae was detected in this
patient’s urine after sudden onset of acute cystitis. This pathogen
was quickly eradicated with oral Cephalexin therapy, taken in
form of monodose 1 g per day. Our study has shown that
K. pneumoniae was extremely sensitive to this antibiotic since its
relative abundance in urine plummeted from 94.1% to marginal
1.04% after just 2 days under therapy. However, Lactobacillus sp.,
although initially abundant were also depleted by the last day of
therapy, making the urinary tract significantly more susceptible to
reinfection. We believe that the significant decline in Lactobacillus
sp. caused by 7-day therapy contributed to the development of
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Candida infection, which was the latter cause of recurring cystitis
in this patient. Generalized Lotka-Volterra model based on QIIME
microbiome analysis of raw DNA sequencing data collected from
28 patients predicted Bacilli class with Lactobacillus as dominant
genus negatively impact on overgrowth of pathogens belonging to
Gammaproteobacteria class. The second model based on
longitudinal study data has further highlighted the role of
Gammaproteobacteria class pathogens related to cystitis
symptoms. However, this model is markedly different. This
second model predicted Gammaproteobacteria class negative
impact on the Bacilli class. Both models indicated members of
Actinobacteria class as an important contributor to UT microbiota
“equilibrium” both actively suppressing pathogen overgrowth and
having a protective influence on Lactobacillus during treatment.

The marked difference in reversed positive-negative interactions
between Bacilli and Gammaproteobacteria classes in these two
gLVM models could arguably be attributed to the introduction
of antibiotic.

Overall, our results indicate this antibiotic was an excellent
choice for rapid removal of pathogen from the patient’s UT,
however, continuation of therapy after 3 days in this particular
case has dramatically impacted host’s urinary microbiome, and
enabled opportunistic pathogens from class Pseudomonadaceae
and ultimately C. albicans to occupy their niches in UT and in the
end cause cystitis symptoms to relapse. This strongly suggests that
time under therapy is an equally important therapy parameter as
the initial choice of antimicrobial drug. Our study suggests that
introduction of genomics based methods, alongside traditional

First gLVM model based on pooled dataset originating from a cohort consisting of twenty-eight volunteers

Class 1 Class 2 PPMCC
0tu0093 Otu0212 -0.32718
0tu0058 Otu0212 -0.14561
0tu0007 0tu0212 -0.29684
Second gLVM model based data obtained from single patient receiving an antibiotic therapy for 7 days
Class 1 Class 2 PPMCC
Otu0058 Otu0093 -0.24439
0tu0007 0tu0093 -0.26527
Otu0212 0tu0093 -0.693

FIGURE 5 | Table displaying calculated Pearson Product Moment correlation coefficients for all model inferred interactions for both pooled patient dataset and
single patient dataset. In the table, column marked Class 1 corresponds to model’s interaction network outlier classes, while Class 2 denotes the class centered at
the core of model. Third column contains calculated Pearson Product Moment correlation coefficients (PPMCC). This is a measure of linear correlation between two
sets of data, and although the results obtained can be correlated with those obtained by the gLVM model based on pooled patient dataset, direct comparison is
nontrivial because PPMCC ignores many other types of relationship or correlation.
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culture-based ones, can be a great aid in assessing this second
parameter. We are fully aware that our study was limited in a
sense that we monitored urinary microbiome change during
antibiotic therapy in a single patient. In future, more patients
with different therapy durations should be monitored and
monitoring should be performed in prolonged periods after
completing antibiotic therapy.

CONCLUSIONS

In the present study, dysbiosis of UT microbiota associated with
cystitis was characterized. Briefly, the results revealed increases in
the abundances of bacteria associated with UT infections, decrease
in the abundances of potential beneficial bacteria, and changes in
the interactions of the constituent taxa making up microbiota in
patients with cystitis. The two gLVM models based on 16S rDNA
sequencing suggested that Actinobacteria phylum bacteria are
interacting with both pathogen and beneficial representatives of
UT microbiota. This highly diverse bacterial phylum characterized
by extraordinary metabolic versatility and ability to produce most
of the clinically used antibiotics and a plethora of other
natural products is not sufficiently explored in regards to human
UT and from this study it appears to harbor some highly beneficial
representatives of healthy UT microbiota. Moreover, longitudinal
microbiota insight obtained from a single patient under prescribed
antimicrobial therapy revealed rapid and extensive changes in
microbial composition of UT and emphasized the need for current
guidelines revision in regards to Cephalexin therapy duration,
although further studies are needed to explore this for other
commonly prescribed antibiotics.
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Abstract

Background: Reliable high-throughput microbial pathogen identification in human urine samples is crucial for
patients with cystitis symptoms. Currently employed methods are time-consuming and could lead to unnecessary or
inadequate antibiotic treatment. Purpose of this study was to assess the potential of mass spectrometry for uropatho-
gen identification from a native urine sample.

Methods: In total, 16 urine samples having more than 10° CFU/mL were collected from clinical outpatients. These
samples were analysed using standard urine culture methods, followed by 165 rRNA gene sequencing serving as
control and here described culture-independent MALDI-TOF/TOF MS method being tested.

Results: Here we present advantages and disadvantages of bottom-up proteomics, using MALDI-TOF/TOF tandem
mass spectrometry, for culture-independent identification of uropathogens (e.g. directly from urine samples). The
direct approach provided reliable identification of bacteria at the genus level in monobacterial samples. Taxonomic
identifications obtained by proteomics were compared both to standard urine culture test used in clinics and
genomic test based on 16S rRNA sequencing.

Conclusions: Our findings indicate that mass spectrometry has great potential as a reliable high-throughput tool for
microbial pathogen identification in human urine samples. In this case, the MALDI-TOF/TOF, was used as an analytical
tool for the determination of bacteria in urine samples, and the results obtained emphasize high importance of stor-
age conditions and sample preparation method impacting reliability of MS2 data analysis. The proposed method is
simple enough to be utilized in existing clinical settings and is highly suitable for suspected single organism infectious
etiologies. Further research is required in order to identify pathogens in polymicrobial urine samples.

Keywords: Urine, Sample preparation, Pathogen identification, Proteomics, MALDI-TOF/TOF, 16S rRNA sequencing

Background

Urinary tract infections (UTIs) are the most common
form of bacterial infections both in the general popu-
lation and in hospital patients, attributing to nearly
25% of all infections [1]. UTIs are much more common
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in females than males. It is estimated that 40-50% of
women will develop a UTI during their lives, and
approximately 33% of women will have recurrent acute
uncomplicated UTI [2]. Common primary bacterial
uropathogens are Escherichia coli, Staphylococcus sap-
rophyticus, Enterococcus spp., Proteus mirabilis, and
Klebsiella pneumoniae. While most common secondary
uropathogens are Staphylococcus aureus, Klebsiella oxy-
toca, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus agalactiae
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and fungal pathogen Candida spp. [3—6]. Approximately
60—80% of all uncomplicated bacterial UTIs are caused
by E. coli. Researchers have recognized that urine is not
sterile and confirmed the importance of resident bacte-
rial flora (urinary microbiota) in the lower urinary tract.
Resident urinary microbiota is mostly composed of Lac-
tobacillus gasseri, Corynebacterium coyleae, Actinobacu-
lum schaalii, Aerococcus urinae, Gardnerella vaginalis,
Streptococcus anginosus, Streptococcus epidermis, Actino-
myces neuii and Bifidobacterium spp. [7, 8].

In order to identify microorganisms in clinical micro-
biology laboratories, most used methods are microbio-
logical techniques which are still based on cultivation on
different culture media [9]. Despite advances in genomics
and proteomics, urine culture method is still the golden
standard for the diagnosis of UTIs. Urine samples con-
taining more than 10° CFU/mL of a single microbial spe-
cies usually indicate clinical relevance. However, there
are significant shortcomings to these cultivation-oriented
methods. The first limitation is the time required for the
cultivation of microorganisms and subsequent identi-
fication [10]. Standard incubation times range from 12
to 24 h in order to enable reliable detection of the pres-
ence of uropathogens [11]. The second limitation is the
requirement for fresh urine samples. Some of these limi-
tations may result in overall negative urine cultures in up
to 80% of cases, in many microbiology laboratories [12].
Unfortunately, a wide variety of sampling methods and
inappropriate specimen transport are major cause of pre-
analytical errors [13].

Various methods have been used for detection of
microorganisms in clinical microbiology [14—16]. For fast
screening of urine samples, flow cytometry (such as Sys-
mex analyser) has been used. However, urine flow cytom-
eter is not able to provide bacteria identification [17, 18].
Genomic methods relying on DNA analysis, such as Sep-
tiFast, FilmArray or GeneXpert, are being used, however
they are still not approved by the FDA for UTI identifica-
tion [14]. Usage of real-time PCR methods in the identi-
fication of uropathogens has been proven as feasible [19],
however it is limited in its scope. Techniques using DNA
sequencing regularly show more sensitivity compared
to standard urine culture test. For this reason, bacterial
identification relying on sequencing of the 16S rRNA
genes is becoming a method of choice for detection of
uropathogens in urine samples [20, 21].

Field of proteomics also offers methods for microbial
identification, mass spectrometry (MS) being the most
prominent one. MS platforms used include matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight
mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) based analy-
sis producing characteristic spectrum called peptide
mass fingerprint (PMF), or less frequently used liquid
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chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/
MS) based peptide sequencing. LC-MS/MS depends on
initial isolation of bacterial colonies from urine and their
subsequent cultivation [22, 23], while MS based analysers
claim ability to directly process samples or swabs. Today,
MS-based analysers are in routine use, such as the Bruker
BioTyper (Bruker Daltonics) and VITEK MS Plus (bioMé-
rieux), both detecting MS1 spectra fingerprint consist-
ing of most abundant proteins present in a wide array of
microorganisms [24—26]. The US Food and Drug Admin-
istration (FDA) has issued regulatory approval for using
MALDI-TOF mass spectrometry-based platform for rou-
tine identification of pathogenic microbes from human
specimens in clinical microbiology laboratories [23, 27].
This instrument is coupled with dedicated software and
database so it can perform a comparison of the recorded
MS1 spectra with the mass spectra of known microor-
ganisms stored in the database. However, MALDI-TOF
MS has its limitations and does not allow identification
of microorganisms at the species level, nor it performs
well when more than one species or strain is present in
the sample [28—30]. Furthermore, in order to obtain reli-
able results, samples have to be cultured on selective agar
and a single microbial colony is then used to identify an
organism. To bypass time-consuming and selective cul-
tivation stage, culture-independent methods have been
developed [17, 31-34]. More recently, there has been
growing interest in mass spectrometry based proteomic
analyses directly from urine samples, thus skipping the
cultivation stage [35, 36]. Ideally, the metaproteomic
analysis should be able to provide sufficient numbers of
strain-specific peptides useful for microbial identification
at the genus, species and even strain-level, and it could
also be applied to urine samples containing more than
one species, including even potential biomarkers used for
non-invasive monitoring of human diseases [37-40].

Methods

Urine samples collection and storage

Urine specimens were collected from the Centre for
Clinical Microbiology and Hospital Infections, Univer-
sity Hospital Dubrava with only exclusion criteria being
antimicrobial therapy. Through the period from Octo-
ber to December 2016 total of 2993 urine specimens
were received from patients for whom a urinary culture
analysis was requested (Additional file 2: Table S1). The
samples were collected from patients according to the
instructions for collecting the urine by midstream clean-
catch technique [41].

Urine culture test
The microorganisms were identified by routine microbi-
ology methods [42]. Aliquots made from urine specimens
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were inoculated onto McConkey agar and blood agar
plates using a 1 pl calibrated loop and incubated aerobi-
cally at 37 °C from 18 to 48 h, according to the standard
operating procedure at the Centre for Clinical Micro-
biology and Hospital Infections, University Hospital
Dubrava. Single colonies were counted to determine the
bacterial concentration. Clinically significant infections
were considered those with more than 10° CFU/mL.

Samples for genomics and proteomics analysis

From samples that tested positive (total of 1571) on urine
culture test, 16 samples were randomly selected, match-
ing the following criteria: a.) more than 10° CFU/mL and
b.) more than 30 ml of urine. All sixteen urine samples
(associated with corresponding laboratory reports) were
stored at — 20 °C and used for further genomic and prot-
eomic analyses.

Genomic analysis

DNA extraction

Frozen samples were thawed at room temperature and
homogenised. Bacterial genomic DNA was extracted
using the Maxwell 16 Cell DNA Purification Kit on the
Maxwell 16 research instrument (Promega, Madison)
according to the manufacturer’s instructions. The con-
centration of DNA was determined using a Nano-Drop
spectrophotometer (Shimadzu Biotech).

16S rRNA sequencing and bioinformatics analysis
Extracted DNA was sent to Next Generation Sequenc-
ing Service Provider (MR DNA, Texas, USA). Sequenc-
ing was performed on an Illumina MiSeq platform
using paired-end sequencing protocol. Amplicons of the
16S rRNA gene were generated using primers target-
ing V3 and V4 variable regions of the ribosomal RNA.
A 30-cycle PCR reaction was performed using the Hot-
StarTaq Plus Master Mix Kit (Qiagen, USA). Microbiome
bioinformatic analysis was performed using QIIME 2
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology) software
package version 2018.4 [43]. Paired-end raw sequences
were demultiplexed and quality filtered using the
q2-demux plugin followed by de-noising with DADA2
[44]. First 7 bases of forward and reverse reads were
trimmed, forward reads were truncated to 290 bases,
and reverse reads to 240 bases. Taxonomy was assigned
to obtained amplicon sequence variants using the q2-fea-
ture-classifier [45] which relies on classify-sklearn naive
Bayes taxonomy classifier and Greengenes v. 13_8 from
which 99% OTUs reference sequences were trimmed to
variable regions 3 and 4 [46]. Amplicons were analysed
using the QIIME 2 (version 2017.4).
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Proteomics

Sample preparation

For each sample, a homogenized aliquot of 10 ml urine
sample was centrifuged at 1000 g at room temperature
for 1 min (Additional file 1: Figure S1). Insoluble sedi-
ment was discarded, and supernatant was transferred to
a new tube and centrifuged at 16,000 g at 4 °C for 5 min.
The supernatant was discarded, and the bacterial pel-
let was re-suspended in a buffer (25 mM NH,HCO,, pH
7.8). The pellet was homogenized on vortex and centri-
fuged at 16,000 g, at 4 °C for 5 min. This procedure was
designed to “wash out” mainly excess human cells and
it was repeated three times. Proteins were extracted
from the bacterial pellet using 100 pL of bacterial pro-
tein extraction reagent B-PER (Thermo-Pierce, USA).
Following the manufacturer’s protocol, sample was
incubated at room temperature for 15 min and sub-
sequently heated at 100 °C in a water bath for 2 min.
Insoluble cellular debris was removed by centrifugation
at 16,000 g at 4 °C for 5 min. Finally, supernatant with
soluble proteins contained in B-PER solution was ready
for the next step in proteomics sample preparation.

In solution digestion

Protein sample contained in B-PER (70 pL) was mixed
with 2 uL of trypsin solution (1 mg/mL, Merck, Ger-
many). The in-solution digestion was carried out at
37 °C on a thermoshaker (500 rpm) for 18 h (overnight).

Peptide fractionation

After 18 h of trypsin in-solution digestion, fractiona-
tion was performed using the Agilent Bravo automated
liquid handling platform (96-channel tip head) and
AssayMAP SCX cartridges according to the manu-
facturer’s instructions, and fractionation protocol
(application note 5991-3602EN), SCX cartridges were
primed with 400 mM ammonium formate/1% formic
acid/25% acetonitrile (ACN), equilibrated with 1% for-
mic acid/25% ACN, loaded with samples, and eluted
sequentially using a 40 mM ammonium formate/25%
ACN (pH 3.5; 4.0) 40 mM ammonium acetate/25%
ACN, (pH 4.5; 5; 5.5) and 100 mM ammonium hydrox-
ide/25% ACN (pH 9.5). From each processed sample, a
total of six fractions were collected by chromatography
using a pH modulated stepwise elution method.

MALDI-TOF/TOF mass spectrometry analysis

For sample analysis, 1 pl of 5-mg/mL o-CHCA
(a-cyano-4-hydroxycinnamic acid) matrix solution was
mixed with 1 pl of each sample fraction (six fractions
per sample). From the resulting solution, 1 ul was spot-
ted onto the Opti-TOF MALDI 384 target plate (AB
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Sciex). After drying at room temperature, spotted sam-
ples were analysed using a 4800 Plus MALDI-TOF/TOF
mass spectrometer (Applied Biosystems Inc., Foster
City, USA) equipped with a 200 Hz, 355 nm Nd: YAG
laser. MS spectra were acquired over a mass range of
800-4500 m/z. Peptide fragmentation was performed
at collision energy (CID) of 1 kV in positive ion reflec-
tion mode, using nitrogen as collision gas. For each
sample up to 20 most intense peaks of MS spectra
were selected for MS/MS spectra analysis. Approxi-
mately 1000 single shots were accumulated from differ-
ent positions for MS analysis, and 2000 shots spectra
were recorded for the subsequent fragment ion spectra.
Internal calibration using trypsin autolysis fragments
was performed. MS and MS/MS spectra were acquired
using the 4000 Series Explorer software v 3.5.3 (AB
Sciex).

Analysis of proteomics data

Mascot (version 2.1. Matrix Science, UK) analy-
sis was carried out to identify peptides and to search
for matching proteins in the NCBI “nr” database
(20140312) with taxonomy filter set for Proteobacteria
(11838333 sequences), Firmicutes (5487348 sequences)
and Homo sapiens (276468 sequences). Search param-
eters for MS and MS/MS database were as follows: par-
ent ion mass tolerances of 0.3 Da and 0.5 Da fragment
ion mass tolerance, trypsin digestion with a maximum
of one miscleavage per peptide and methionine oxida-
tion as variable modification. Trypsin specificity was
set at C-terminal lysine and arginine unless next resi-
due is proline. Qualitative data analysis was performed
with MASCOT using a 95% confidence interval, so the
significance threshold was adjusted with the false dis-
covery rate below 5%. In Mascot reports a minimum
score of 48 was used.

Results and discussion

Urine culture test

All samples, which have undergone proteomics and
genomics analyses, were benchmarked against stand-
ard urine culture test that accompanied all the samples
(Additional file 2: Table S2). Among the 16 clinical sam-
ples analysed, 13 were classified as monobacterial infec-
tions and 3 were classified as polymicrobial (at least
two identified uropathogens). Thirteen samples showed
presence of Gram-negative and only three to Gram-pos-
itive bacteria. Regarding taxonomic diversity of the sam-
ples analysed, according to standard tests, there were 7

Page 4 of 9

different bacterial species in total, belonging to 4 respec-
tive genera (Additional file 2: Table S3).

Effect of storage time and temperature on bacteria in urine
samples

Guidelines for the collection and storage of urine speci-
mens differ for different diagnostic purposes. This
is something we should be aware of. Urine samples
should be collected and stored having in mind exact
diagnostic procedures to be carried out. In our study,
short-term storage (up to 4 weeks) of urines at — 20 °C
showed to be a good choice for the preservation of bac-
teria in collected samples. Long-term storage (for more
than 3 months) at —80 °C led to biomass loss, most
likely due to prolonged freezing which caused greater
bacterial cell fragility, thus leading to greater extent
of cell disruption during centrifugation (unpublished
observations).

Identification of microorganisms using genomics
16S rRNA sequencing results

Identification of bacterial taxa is shown in Table 1.
Lowest obtainable taxonomic level for which assign-
ment was possible is being shown as a result of genomic
identification. Table 1 provides following information:
sample number, conventional urine culture result, DNA
concentration and 16S rRNA gene sequencing result.

What stands out in this table is a disparity in taxo-
nomic identification obtained through 16S rRNA gene
sequencing—in the majority of cases bacteria were
identified on genus level (44%) and family level (56%),
while the identification on species level is usually
lacking.

It is apparent that Klebsiella spp. (UR1-UR3), and
Enterobacter spp. (UR13-UR14) identifications are dif-
ficult to compare due to different levels of taxonomy
assignment by the method [47], while there is a sig-
nificant positive correlation amongst other results for
both conventional and genomics methods. A possible
explanation for this difficulty might be related to bac-
terial nomenclature, taxonomy and very high sequence
identity. Furthermore, genomic based 16S rRNA anal-
ysis was not informative at the genus and/or species
level in the family Enterobacteriaceae [48]. There was a
surprising difference between standard test and genom-
ics results in sample UR 5. Standard urine culture test
indicated Enterococcus faecalis as a single uropathogen
in this sample, while 16S rRNA indicated polymicrobial
mixture without Enterococcus genus listed. There are
two possible explanations for this disparity, one indicat-
ing a urine collection sample contamination [49] which
would likely cause a genomics test error, and the other
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Table 1 Identification results based on conventional urine culture and 16S rRNA gene sequencing

N.o. Urine culture identification DNA 16S rRNA sequencing results
concentration
(ng/pL)

UR1  Klebsiella pneumoniae ESBL 3.15 100% Enterobacteriaceae

UR2  Klebsiella oxytoca 9.14 97% Enterobacteriaceae

UR3  Klebsiella pneumoniae ESBL 6.01 90% Enterobacteriaceae; 5.1% Granulicatella; 1.1% Anaerococcus

UR4  Proteus mirabilis 6.96 97.7% Proteus; 1% Enterobacteriaceae

UR5  Enterococcus faecalis 16.22 21.8% Pseudomonas; 13.7% Propionibacterium acnes; 11% Lactobacillus helveticus; 8.1%
Adhaeribacter; 8% Acinetobacter; 5.9% Staphylococcus; 4.9% Stenotrophomonas; 3.8%
Hydrogenophaga; 3.6% Erysipelotrichaceae; 3.1% Corynebacterium; 3.1% Cellulomonas;
2.3% Aerococcus; 2% Acidovorax; 1.9% Lachnospiraceae; 1.6% Sphingobium

UR6  Enterococcus faecalis 493 51.4% Enterococcus; 46.5% Enterococcaceae

UR7  Enterobacter cloaceae ESBL 1.84 98% Enterobacter; 0.9% Proteus

UR8  Citrobacter koseri 15.94 57.5% Citrobacter koseri; 4.5% Bacteroides; 3.7% Dysgonomonas; 2.7% Bacteroides; 2.6%
Rikenellaceae; 2.3% Parabacteroides; 2% Desulfovibrionaceae; 2% Lachnospiraceae;
2% Ruminococcaceae; 1.9% Enterobacteriaceae; 1.3% Ruminococcus; 1.3% Erysipel-
otrichaceae; 1.2% Enterococcus; 1.1% Clostridiales

UR9  Proteus mirabilis 0.45 96.7% Proteus; 2.4% Enterobacteriaceae; 1.2% Prevotella

UR10  Proteus mirabilis 3.66 97% Proteus; 1.3% Enterobacteriaceae

UR11  Escherichia coli; Proteus mirabilis ESBL 939 93% Enterobacteriaceae; 3.5% Proteus

UR12  Proteus mirabilis 1.73 99.2% Proteus

UR13  Enterobacter aerogenes 1.08 75.4% Enterobacteriaceae; 14% Lactobacillus delbrueckii; 4.2% Kluyvera; 4% Enterobac-
ter; 1% Lactobacillus helveticus

UR14  Enterobacter cloacae 4.14 95.4% Enterobacteriaceae; 1.2% Clostridium perfringens; 1% Bifidobacterium pseudo-
longum

UR15  Enterobacter cloacae; Enterococcus 1517 86.9% Proteus; 7.2% Enterobacteriaceae; 2..2% Enterobacter; 1% Rhodospirillaceae

faecalis; E coli; Proteus mirabilis
UR16  Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae 15..04

91.2% Enterobacteriaceae; 8.6% Klebsiella

being false-positive result of standard culture-based
urine test giving a false positive Enterococcus result.

Method for proteomics-based identification

of uropathogens

The present study was undertaken to assess the potential
of bottom-up proteomics for identification of pathogens
directly from the urine samples of patients with UTIs by
benchmarking the results obtained against the reference
ones (standard urine tests) and using the 16S rRNA gene
sequencing—genomics for arbitration in cases where
proteomics gives results which differ from the standard
urine test.

Sample preparation

For the proteomic analysis, a minimum concentration of
10° CFU/mL and a volume of 5 mL of fresh urine sam-
ple or urine stored in the refrigerator up to 4 weeks were
used. In this preliminary study, we investigated and com-
pared the preparation of samples stored at —20 °C and
—80 °C. We based our decision on the optimal storage
temperature of samples on visual inspection of pellets
during centrifugation. In the case of urine samples stored
at — 80 °C bacterial cells were lost, and the pellet was

deemed insufficient for further downstream analysis. On
the other hand, samples stored at — 20 °C showed abun-
dant biomass, however, this proved to be a challenge to
wash. Reason for this could be cell aggregation, prob-
able auto-aggregation, especially since blood was present
in tested samples [32]. Furthermore, good separation of
bacterial cells from other materials such as yeast cells,
epithelial cells, leukocytes, erythrocytes, mucus, urinary
casts, and different types of crystals that can be present
in urine depends on centrifugation speed [32, 49]. More-
over, at high-speed the pellet will likely be abundant with
cell debris. Consequently, damaged cells will be washed
off during the sample preparation process. Pellet volume
was identified as an important element that influenced
the success of positive protein identification. Microbial
biomass had to be visible to the naked eye after washing
steps. The obtained pellet biomass can be seen in Addi-
tional file 1: Figure S2.

Previous studies had considered the impact of ultra-
sonication on microorganisms to improve sample
preparation [32, 50, 51]. In our research protein extrac-
tion using B-PER worked for both gram-negative and
gram-positive bacteria, so there was no need for addi-
tional mechanical methods of cell rupture. In reviewed
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literature, no data was found on the efficiency of protein
digestion in the presence of B-PER. We believe that no
other group has reported the use of trypsin in the B-PER
solution.

Peptide fractionation

During a preliminary study, we found that the amount
of data we could get from one sample spot was insuffi-
cient. Thus, to overcome this obstacle we used peptide
fractionation. We hypothesised that peptide fractionation
would help to enrich the low-abundance peptides (Addi-
tional file 1: Figure S4).

MALDI-TOF/TOF mass spectrometry results

Protein identifications and data analysis

While BioTyper and Vitek use reference databases to
identify and classify the microorganisms according to
their mass spectra fingerprint, we relied on peptide ion
fragments from MS/MS scans and MASCOT protein
search results which were translated into MASCOT
based uropathogen identification ranks. For this purpose,
we have combined MASCOT score with a peptide count
and made a simple Python script that ranks organisms
suspected to be in the sample based on probability of
their proteins being detected. First step was protein iden-
tification of tryptic peptides conducted using MASCOT
search engine [52]. This provided us with both score
and number of queries matched for proteins belonging
to one or more organisms. The Mascot Score is a sta-
tistical score for how well the spectra generated match
the database protein sequence [52, 53]. Plainly, a higher
score indicates a more confident protein match while
the number of queries matched indicates the number of
spectra that were matched to this protein. Although it is
not unusual for a portion of peptides to be scanned mul-
tiple times, overall, the greater the score and greater the
number of queries matched—greater the probability of a
true positive match. Therefore, we have combined these
two measures into a “summa score’; simply by summing
up all individual peptide scores for a given protein match.
Proteins and respective taxa were ordered based on this
“summa score” in descending order and highest scoring
taxa was taken as most likely uropathogen identifica-
tion. Table 2 compares the results of this analysis with the
standard urine culture test. Summarized report on MAS-
COT identified bacterial proteins is listed in Additional
file 2: Table S4.

The proteins ordered by summa score were listed in
Additional file 3: Table S1. Significant minimum MAS-
COT summa score obtained for all samples was 53,
while maximum reported score was 830. A total number
of 382 peptides were reported for all 16 samples. Most
of these peptides belong to bacterial proteins (71%).
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Table 2 MALDI-TOF/TOF analysis with MASCOT

identification of uropathogens

N.o. Urine culture identification Mascot identification

URT  Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
UR2  Klebsiella oxytoca Klebsiella pneumoniae
UR3  Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
UR4  Proteus mirabilis Proteus mirabilis

UR5  Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
UR6  Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
UR7  Enterobacter cloaceae Citrobacter freundii
UR8  Citrobacter koseri Citrobacter freundii

UR9  Proteus mirabilis Proteus mirabilis

UR10  Proteus mirabilis Proteus mirabilis

UR11  Escherichia coli; Proteus mirabilis
ESBL

UR12  Proteus mirabilis

Escherichia fergusonii

Proteus mirabilis

UR13  Enterobacter aerogenes Enterobacter aerogenes

UR14  Enterobacter cloacae Klebsiella pneumoniae

UR15  Enterobacter cloacae; Enterococcus Enterococcus faecalis

faecalis; E. coli; Proteus mirabilis

UR16  Escherichia coli;
Klebsiella pneumoniae

Pectobacterium atrosepticum

Although we expected the majority of proteins belong-
ing to ribosomes, we identified a rather small percentage
of ribosomal proteins (8%). In our case proteins with the
highest scores, were membrane proteins including outer
membrane porin protein C, peptidoglycan-associated
lipoprotein (PAL) and murein lipoprotein (MLP). This
interesting result might be associated with the usage of
the B-PER [54]. Considering all monobacterial samples,
direct identifications provided reliable identification for
genus Klebsiella (3 samples), Proteus (4 samples), Ente-
rococcus (2 samples), Enterobacter (1 sample) and Cit-
robacter (1 sample). Overall, 87% of correlation with
standard urine test was obtained with this simple prot-
eomics approach for monobacterial samples.

These results are very encouraging since pathogenic
species were correctly identified at the genus level using
a relatively small number of identified bacterial pro-
teins per sample, and in the absence of unique peptides.
Although our results indicate that proteomics-based
identification with a small number of proteins is feasi-
ble, high-throughput setup yielding more spectra and
retrieving larger fractions of proteomes would be more
favourable.

Microbial identification in polymicrobial cultures

To investigate polymicrobial cultures (UR11, UR15 and
UR16), we compared the results obtained from the con-
ventional urine culture, 16S rRNA gene sequencing and
proteomics (Additional file 2: Table S5). Our previous
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experience with MALDI-TOF/TOF mass spectrom-
eter indicated that bacterial identification in polymicro-
bial urine samples using this platform for proteomics
has some limitations. As reported previously by other
authors, MALDI-TOF MS identification of polymicrobial
cultures directly from urine samples did not provide reli-
able results [17, 49]. Therefore, bacterial identification at
the strain-level is still regarded as a challenge. Some of
the underlying factors that compromise this method sen-
sitivity in bacterial identification are: sample impurity
substances (human proteins), low abundance of bacte-
rial proteins in the sample [55], insufficient coverage of
urinary bacterial species in the databases, shared pep-
tide sequences among proteins from different taxa [38]
as well as possibility of generating insufficient level of
data by single MS injection per sample [39]. Bottom-up
tandem MS accompanied with ever-growing proteom-
ics and genomics databases and data processing through
wide range of bioinformatics tools has made polymicro-
bial identification feasible [30, 36] but it still remains in
domain of experimental research and far from clinical
practice.

Human proteins versus contamination

Normal human urine of a healthy individual contains
over 2000 proteins [56, 57], while over 5000 proteins can
be found when the urinary tract is under inflammation
[33]. Due to low protein concentration, urine is a difficult
proteomic sample to work with [58].

We recorded 29% of human proteins in our samples, of
which 33% were found to be repetitive (Additional file 2:
Table S6). The most abundant of these repeated human
proteins were classified as haemoglobin subunits (alpha
and beta-globin), apolipoprotein and uromodulin. We
did not find any evidence of epithelial cells from the uri-
nary or vaginal tract, or any biomarkers.

As can be seen from Additional file 1: Figure S3, first
two fractions cover more than 50% of the total number
of proteins. Furthermore, Additional file 1: Figure S4
shows a quantitative overview of bacterial and human
proteins of each sample. In terms of future work, it would
be interesting to consider two-dimensional fractionation
to increase bacterial proteome coverage and enhance the
ratio of bacterial vs human proteins.

Limitations and future direction

With regard to the research method, the major limita-
tion identified by this study is a small number of iden-
tified proteins per sample. Many proteomic analyses
for bacterial identification were limited to monomi-
crobial specimens with high CFU/mL concentration
based on our need to compare results with those of
standard urine culture tests, which have own inherent
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drawbacks. This study lays the groundwork for future
research. In the future, a possible direction could be
dealing with lower abundant proteins to enhance effec-
tiveness in proteome identification. Switching to a
high-throughput platform such as ESI could solve this
issue. Furthermore, to increase the number of proteins,
a possible solution could be usage of peptide double
fractionation or FASP (filter-aided sample prepara-
tion) method. To improve bacterial identification, we
are developing bioinformatics software based on natu-
ral language processing. Urine is clinically underuti-
lized and has a much greater potential in development
of non-invasive tests and techniques. Proteomics
approach and direct sample analysis have potential to
provide us with a broader clinical picture that could
bring us closer to precision medicine.

Conclusion

The main goal of the current study was to establish a
procedure for analysis of uropathogens by proteomics,
the procedure was tested using MALDI-TOF/TOF mass
spectrometry directly from urine specimens. This study
has shown that identification of bacteria from a native
urine sample, without prior culturing step, depends on
storage conditions, sample preparation method, as well
as data analysis. Overall, the results of this study dem-
onstrate that mass spectrometry based proteomics can
effectively identify different uropathogens from fresh
or cold stored, human urine samples directly, without
cultivation step. The direct approach was able to pro-
vide reliable identification of bacteria at the genus-level
in monobacterial samples, despite inherent limitations
of mass spectrometry platform used. In case of pol-
ymicrobial urine samples, direct approach using the
methods here described did not allow for unambiguous
identification.
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microbiological procedures. The biggest downside of these approaches is that they take a long time to complete.
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