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1. UvVOD



Mikroorganizmi obitavaju u svim staniStima u prirodi, ali i u, i na ljudskom
organizmu. Upravo zbog njihove prisutnosti u organizmu doslo je do potrebe za definiranjem
pojmova mikrobiom i mikrobiota. Iako se ta dva pojma Cesto mijesaju i koriste kao sinonimi,
postoji bitna razlika medu njima i potrebno ju je istaknuti. Mikrobiota ljudskog organizma
predstavlja 10-100 milijardi mikrobnih stanica u simbiozi sa ljudskim organizmom,
prvenstveno bakterija u crijevima, ali i drugdje. Humani mikrobiom predstavlja cjelokupni
genom prisutnih mikroorganizama (1), a pojam je 2004. godine uveo Joshua Lederberg (2).
Pokrenuti su brojni projekti istrazivanja ljudskog mikrobioma na ¢elu sa Projektom ljudskog
mikrobioma pokrenutim 2008. godine, sa ciljem razumijevanja uloge simbioze
mikroorganizama i ljudi, te njihovog utjecaja na ljudsko zdravlje (3). Suvremena medicina
sve se vise okre¢e personaliziranoj medicini, a istrazivanja na temu mikrobioma znatno
pomazu tom razvoju i razumijevanju razli¢itih bolesti jer se mikrobiom medu ljudima moze

razlikovati ¢ak za 80-90% (4).

Smanjenje cijene sekvencioniranja tokom vremena dovelo do njegovog ceSceg
koriStenja u identifikaciji mikroorganizama nadenih u ili na ljudskom organizmu koji se ne
mogu uzgajati u laboratorijskim uvjetima. Time je omoguéeno generiranje milijuna sekvenci
po uzorku kako bi se odredila razlika u mikrobnim zajednicama izmedu razli¢itih mjesta na
tijelu i izmedu razli¢itih pojedinaca. U ovom radu sekvencioniranje 16S rRNA se provodilo
na Illumina platformi koja spada u Next-generation sequencing (NGS) metode
sekvencioniranja. Upravo ta pove¢ana mo¢ sekvencioniranja dovela je do razvoja racunalnih
alata za obradu te ogromne koli¢ine dobivenih podataka (5). Jedan od tih alata je i QIIME,
koji je 1 koriSten u ovom radu. Njegova prednost u odnosu na druge alate je ta Sto ima
sposobnost koristenja metapodataka uzoraka (set podataka koji daju informaciju o drugim

podacima), kao Sto su klinicki podaci o subjektu, za vizualizaciju dobivenih rezultata.

Svrha ovog rada bila je istraziti promjenu urinarnog mikrobioma tijekom terapije
antibioticima kod pacijentice s urinarnom infekcijom. Nakon velikog broja istrazivanja
mikrobioma pet razli¢itih lokacija na ljudskom tijelu (usta, nos, koza, vagina i crijeva) u
sklopu Projekta humanog mikrobioma, na red je doSao i urinarni mikrobiom za kojeg se dugo
krivo smatralo da je sterilan (6). Otkri¢em mikroorganizama u urinu zdravih osoba doslo je do
potrebe za istrazivanjem urinarnog mikrobioma i kod bolesnih osoba jer se veé prije
ustanovilo da postoje razlike u mikrobiomu obzirom na zdravstveno stanje ispitanika,
neovisno o lokaciji u ili na organizmu. Provedena su brojna istrazivanja na tu temu, a u ovom

radu pokusalo se odgovoriti na pitanje kako se mijenja urinarni mikrobiom tokom bolesti,
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odnosno terapije antibiotikom i razlikuje li se on od normalnog mikrobioma urinarnog trakta.
Primjenom QIIME programa za analizu podataka identificirali su se prisutni mikroorganizami
u urinu tokom osam dana — jedan dan prije terapije antibiotikom i tokom sedam dana terapije,
odredila se raznolikost mikroorganizama medu uzorcima i u svakom pojedinacnom uzorku, te
su se ti rezultati usporedili sa poznatim podacima o urinarnom mikrobiomu zdravih osoba da

bi se uocile razlike u mikrobiomu izazvane infekcijom i koristenjem antibiotika.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. BIORAZNOLIKOST I METODE ODREDIVANJA BIORAZNOLIKOSTI

Pojam bioloske raznolikosti prvi je upotrijebio E.O. Wilson 1985. godine i definirao ju
je kao raznolikost i varijabilnost zivih organizama i ekoloSkih kompleksa u kojima oni
obitavaju (7). Drugim rijeC¢ima, bioloska raznolikost je sveukupna raznolikost zivota na
Zemlji. Prihvacena je podjela na tri vrste bioloske raznolikosti — (i) genetska raznolikost, (ii)
raznolikost vrsta i (iii) raznolikost ekosustava (8). Genetska raznolikost opisuje varijacije u
broju i tipovima gena prisutnim u razli¢itim vrstama. Ona se povecava spontano, mutacijama
ili rekombinacijom genetskog materijala tijekom mejoticke diobe stanica. Igra vaznu ulogu u
specijaciji ili evoluciji novih vrsta, bitna je pri prilagodbama na promjene okolisnih uvjeta i u
agrikulturi. Raznolikost vrsta opisuje raznolikost u broju i bogatstvu vrsta na nekom podrucju,
te je izrazito ovisna o klimatskim uvjetima. Ukoliko se neka vrsta nalazi samo na odredenom
podrudju, tada se ona naziva endemska vrsta. Zdravim ekosustavom smatra se onaj u kojem
postoji velika raznolikost vrsta i njihovih stani$ta. Raznolikost vrsta u nekom staniStu naziva
se a-raznolikost, dok se raznolikost vrsta izmedu viSe staniSta naziva -raznolikost. Postoji i

y-raznolikost koja se odnosi na raznolikost stanista na nekom zemljopisnom podrucju (9).

Do sada je otkriveno preko 2,3 miliona vrsta za koje se smatra da predstavljaju samo
20% ukupnog broja vrsta. Nedavno objavljeno drvo zivota (10) ukazuje na dominaciju
bakterija u bioloskoj raznolikosti Zemlje. Veliku zapreku otkrivanju novih bakterijskih vrsta
predstavljaju rodovi za ¢iju identifikaciju ne postoje laboratorijske metode uzgoja, nego se
moramo pouzdati u sekvencioniranje njihova genoma. Cesto te vrste obitavaju u ekstremnim
staniStima kao $to su izvori vruée vode sa iznimno visokim temperaturama, stanista s visokom
koncentracijom soli, izrazito niskim ili visokim pH vrijednostima, te zaledena mjesta
Antarktika ili kilometrima iznad Zemljine povrSine (11). Takoder, zapreku kultivaciji
predstavlja njihov spori rast, ovisnost rasta o drugim vrstama ili veliki utjecaj okoliSnih
faktora. Takve bakterije koje se ne mogu kultivirati nisu rijetke, bas suprotno, smatra se da
predstavljaju ¢ak tre¢inu ukupne bioraznolikosti Zemlje. Skupa sa bakterijama koje se mogu
uzgajati u laboratorijskim uvjetima ¢ine dvije trecine vrsta, §to bakterije stavlja na sam vrh

stabla Zivota po brojnosti, a to se moze is¢itati i iz slike 1.
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Slika 1. Trenutni prikaz stabla zivota koji obuhvaca ukupnu raznolikost vrsta (10)

Upravo zbog obitavanja u ekstremnim staniStima i nemogucnosti kultivacije velikog
broja bakterija doslo je do razvoja modernih metoda za analizu bioraznolikosti bakterijskih
zajednica koje zamjenjuju tradicionalne mikrobioloske metode zbog svoje brzine i
jednostavnosti. Bakterije se analiziraju direktno iz svog prirodnog okoliSa pa nema potrebe za
medijem za rast, uzorci mogu biti mali, a rezultati su reproducibilni. Najpoznatije moderne
metode analize bakterijske raznolikosti su (i) fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) (12),
(ii) proto¢na citometrija (FCM) (13), (iii) elektroforeza u gradijentu denaturirajuc¢eg agensa
(DGGE) (12), (iv) polimorfizam veli¢ine restrikcijskih fragmenata (RFLP) (14), (V)
polimorfizam duljine umnozenih fragmenata (AFLP) (15) i (vi) kvantitativni PCR (Q-PCR)
(16). Fluorescentna in situ hibridizacija bazirana je na klasi¢énim hibridizacijskim metodama.

Konstruira se stabilna dvolan¢ana struktura hibridizacijom pod posebnim uvjetima



jednolanane molekularne probe koja je fluorescentno oznacena 1 jednolancane
komplementarne polinukleotidne sekvence. To omogucava lociranje gena, sekvence ili
molekularnog markera direktno u DNA ili RNA molekuli pomoc¢u fluorescentnog mikroskopa
koji osvjetljuje uzorak svjetloS¢u odredene valne duljine i dovodi do pobudivanja
fluorokroma. Kod proucavanja bakterijske bioloSke raznolikosti najceS¢e upotrebljene probe
su one komplementarne 16S rRNA i 23S rRNA ribosomalnoj sekvenci. Najvec¢a prednost
FISH metode je ta Sto ne oSteCuje uzorak, odnosno bakterijski kromosom. Proto¢na
citometrija bazira se na mjerenju kemijskih i fizikalnih parametara poput fluorescencije ili
rasapa svjetlosti zbog mikroorganizama 1 omogucava kvalitativnu 1 kvantitativnu
karakterizaciju pojedine stanice na brz, precizan i reproducibilan nacin. Analiza se provodi u
specijalnom uredaju — proto¢nom citometru, koji svojom konstrukcijom omoguéava prolazak
pojedinacnih stanica kroz detektor zaduzen za detektiranje fluorescentnih signala stanica.
Ukoliko se koriste okoliSni uzorci stanice su dodatno oznacene fluorescentnom bojom ili
tretirane oznaCenim antitijelima ili polinukleotidima. Elektroforeza u gradijentu
denaturiraju¢eg agensa izvodi se u poliakrilamidnom gelu s gradijentom denaturanta (na
primjer uree) od kuda i dolazi sam naziv metode. Vr$i se elektroforeza dvolan¢ane molekule
DNA koja se, iako je iste duljine, zbog razlike u redoslijedu nukleotida pocinje denaturirati na
razli¢itim mjestima u gelu $to usporava njenu migraciju kroz gel. Metoda je jako osjetljiva i
moze odvojiti fragmente nukleinskih kiselina koji se razlikuju samo u jednoj bazi. Takoder je
ponovljiva, brza i relativno jeftina. Upravo zbog tih pozitivnih karakteristika ¢esto se koristi
kod analiza okoli$nih uzoraka i kod odredivanja bioloske raznolikosti (17). Polimorfizam
veli¢ine restrikcijskih fragmenata, odnosno RFLP metoda zapocinje izolacijom DNA 1
umnazanjem odredenog dijela genoma pomoc¢u PCR metode. RFLP sluzi za detekciju
prisutnost fragmenata DNA razli¢ite duljine nakon tretiranja DNA molekule restrikcijskim
endonukleazama. Nakon toga provodi se gel elekrtoforeza i vizualizacija vrpci. Ukoliko
vizualizacije nije zadovoljavaju¢a kre¢e se na Southern blotting sa probom, odnosno
obiljezenom DNA sekvencom koja hibridizira sa jednim ili vise fragmenata DNA iz uzoraka,
te daje specifi¢an uzorak karakteristican za odredeni genotip. Vrlo sli¢na metoda je AFLP,
kod koje se DNA takoder obraduje restrikcijskim enzimima, no nakon toga slijedi ligacija s
adaptorima specificnima za te restrikcijske enzime i PCR metoda za umnazanje samo
odredenih fragmenata pomocu selektivnih pocetnica. Analiza zavrSava elektroforezom u
poliakrilamidnom gelu i detekcijom vrpci autografijom. Q-PCR se Kkoristi za mjerenje
prisutnosti i ekspresije genetickih markera pomocu fluorescentne boje ili fluorescentnih proba

kao sto je prikazano na slici 2. Oni sluze za mjerenje akumulacije gena u stvarnom vremenu
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tokom svakog ciklusa PCR-a jer je ja¢ina fluorescencije proporcionalna amplificiranim
genima. Dvolancana molekula DNA se denaturira i na svaki lanac se veze po jedna pocetnica,
a sonda komplementarna dijelu DNA izmedu mjesta na koje se veze pocetnica, se veze na
jedan lanac. Sonda predstavlja jednolancani oligonukleotid s dvije fluorescentne jedinice.
Tokom sinteze DNA dolazi do hidrolize sonde i javlja se fluorescencija. BiljeZi se porast

fluorescencije dok se ne dostigne kriti¢na vrijednost fluorescencije.
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Slika 2. Mehanizam djelovanja Q-PCR-a (18)

2.2 COVJEK KAO SUPRA-ORGANIZAM

Ljudski mikrobiom skup je svih mikroorganizama (eukarioti, archeae, bakterije i
virusi) koji zive u suradnji sa ljudskim tijelom. Zanimljiv je podatak da bakterijskih stanica u i
na ljudskom tijelu ima i do deset puta vise od ljudskih stanica, a mikrobni genom broji i do
1000 gena viSe od ljudskog. Vecéina mikroorganizama naSeg organizma nije opasha po
zdravlje, nego dapace, ima pozitivan ucinak na njega i pomazu naSem organizmu da normalno
funkcionira tako $to, na primjer, provode brojne metabolicke reakcije koje ljudski organizam
ne moze. Brojna istrazivanja su pokazala da promjene mikrobiote koreliraju sa odredenim

bolestima, Sto dovodi do zakljucka da bi se velika pozornost trebala posvetiti upravo



identificiranju mikrobiote kako bi se uocila svaka promjena u njenom sastavu i kako bi se
doslo do zakljucka o kojoj bolesti se radi, te kako ju lijeciti. Upravo zbog tog cilja,
identifikacije mikrobioma i njegove uloge u zdravlju i bolesti, pokrenut je Projekt humanog
mikrobioma (HMP) (19) koji je zbog razvoja metagenomike bio u moguénosti dati odgovore
na brojna pitanja koja su dugo mucila znanstvenike. Glavni pristup metagenomike je
ispitivanje genoma izoliranog iz mikrobne populacije uzorkovane iz prirodnog okruzenja,
¢ime se izbjegava potreba za kultiviranjem pojedina¢nih mikroorganizama. HMP se fokusirao
na karakterizaciju mikrobne populacije sa nekoliko mjesta na ljudskom tijelu: nosna i usha
Supljina, te gastrointestinalni 1 urogenitalni trakt. Jedan od ciljeva projekta je i odredivanje
povezanosti pojave neke bolesti i promjene ljudskog mikrobioma, a ovaj rad usporeduje
bakterijske vrste prisutne tokom urinarne infekcije i tretmana antibiotikom sa inace prirodno

prisutnim vrstama.

Analiza humanog mikrobioma podrazumijeva proucavanje mikrobnih zajednica
pronadenih u i na ljudskom tijelu. Sve to dovodi do boljeg razumijevanja uloge mikroba u
bolesti i zdravlju. Buduéi da tradicionalne metode rasta i izolacije individualnih organizama
prac¢ene fenotipskim ili genotipskim analizama nisu bile prikladne za analizu pojedinacnih
uzoraka, doSlo je do razvoja nove generacije sekvencioniranja. Ona predstavlja temelji alat u
brojnim projektima odredivanja humanog mikrobioma poput ranije spomenutog Projekta
humanog mikrobioma, upravo zbog svoje manje cijene i moguénosti identificiranja i
organizama koji se ne mogu Kkultivirati. Eksperimantalne metode koje spadaju u novu
generaciju  sekvencioniranja  uklju¢uju (i) ,shotgun“ sekvencioniranje, metodu
sekvencioniranja DNA koja omoguc¢ava uzorkovanje svih gena u svim organizmima u datom
kompleksnom mikrobioloskom uzorku (ii) mikrobiolosku metatranskriptomiku, analizu svih
molekula RNA kodiranih grupom mikroorganizma u kompleksnom uzorku i (iii)
sekvencioniranje 16S rRNA, metodu za identifikaciju i usporedbu bakterija prisutnih u
uzorku. Mi ¢emo se u ovom radu zadrZati na zadnje spomenutoj metodi, analizi 16S rRNA 1

to pomocu Illumina MiSeq uredaja za sekvencioniranje.

2.3. MOLEKULARNI MARKERI ZA IDENTIFIKACIJU BAKTERIJSKIH
VRSTA

Naglim i brzim rastom broja genetickih istrazivanja i metoda za identifikaciju
organizama, klasifikacija bakterija prosla je od morfoloske i citoloske, preko biokemijske, sve

do faze molekularnih markera. Molekularni markeri su se nametnuli kao bitan alat pri



identifikaciji bakterijskih vrsta. Definiraju se kao fragmenti DNA sekvence povezani sa
genomom koji se koriste za identifikaciju odredene DNA sekvence (20). Smjesteni su i u
kodiraju¢im i u ne kodiraju¢im regijama DNA, te imaju nekoliko karakteristika - (i) ve¢ina su
,housekeeping® geni prisutni u svim bakterijskim vrstama, (ii) imaju visok stupanj
polimorfizma, $to im omogucava razlikovanje medu bakterijskim vrstama i (iii) markeri su
konzervirani u pojedinim regijama $to olakSava dizajniranje potrebnih pocetnica za PCR
metodu. Vise je vrsta markera koji se koriste u analizama, a neki od najkoristenijih su geni
16S rRNA, 23S rRNA, rpoB, gyrB, dnaK i drugi. Svaki od njih ima svoje prednosti i mane, a
dokazano je da kombinacijom viSe markera dobivamo pouzdanije rezultate kod klasifikacije
bakterija (21). Ipak, za sada je ucestalija upotreba samo jednog markera u analizama. 23S
rRNA gen kodira za 23S rRNA, komponentu 50S prokariotske podjedinice sa ribosomalnom
peptidil transferaznom aktivnoS¢u. Vrlo je koristan zbog velikog broja varijacija u
bakterijskim vrstama bitnima u medicini. 16S-23S rDNA ISR kao marker je medugenska
regija izmedu 16S rDNA i 23S rDNA lokusa u rDNA operonu. Struktura 16S-23S rDNA ISR
pokazuje veliku raznolikost medu vrstama Sto doprinosi boljoj klasifikaciji odredenih
bakterija. rpoB gen kodira za podjedinicu DNA-zavisne RNA polimeraze i sadrzi visoko
konzerviranu regiju koja se koristi kod klasifikacije. Najzastupljeniji je kod identifikacije
Mycobacterium vrsta, spiroheta, a posebno Legionella vrste. gyrB gen kodira za B-podjedinicu
DNA giraze koja spada u topoizomeraze, a koristi se jer je kod gena ukljucenih u transkripciju
i translaciju horizontalni prijenos gena rijedak, $to povecava to¢nost klasifikacije vrsta. dnakK
gen kodira za ,heat shock® protein i bitan je u smatanju i odmatanju proteina koji sluze kao
»pratioci drugim proteinima. Smatra se dobrim markerom zbog svojih konzerviranih

karakteristika i sveprisutnosti u bakterijskim vrstama.

Od svih navedenih molekularnih markera, joS uvijek se najvise koristi 16S rRNA gen
kao marker, iako je dokazano da nije najbolji izbor za klasifikaciju bas svih bakterijskih vrsta.
Medutim, najceS¢e se koristi kod identifikacije rodova i vrsta bakterija koje se ne mogu
identificirati prema biokemijskom profilu, sojeva koji se ne mogu identificirati uobi¢ajenim
postupcima, ili za identifikaciju vrsti koje se rijetko povezuje sa zaraznim bolestima u ljudi.
Ipak, brojne prednosti kao $to su (i) njegova prisutnost u gotovo svim bakterijama, (ii)
nepromjenjivost njegove funkcije tokom vremena i (iii) dostatna veli¢ina za informaticke
potrebe stavljaju ga u sam vrh koristenih molekularnih markera (22). Sekvenca 16S rRNA
gena duga je otprilike 1.5 kb i sadrzi koznervirane, ali i varijabilne regije §to je prikazano i na

slici 3. Nasuprot genima koji kodiraju za enzime ima veéi stupanj konzerviranosti jer rRNA



ne podlijeze ¢estim mutacijama, pa joj se ni struktura ne mijenja. 16S rRNA gen koristi se kao
molekularni marker jer je univerzalan u bakterijama i upravo zato se moze Koristiti za
odredivanje bakterija od koljena pa sve do vrsta. Vrlo je koristan kod identifikacije bakterija
koje se ne mogu kultivirati, o kojima je ve¢ bilo rije¢i. Naravno, i taj marker, unato¢ velikoj
uporabi, ima svoje limitacije koje se najbolje o€ituju kod vrlo bliskih vrsta sa velikom
sekvencijskom slicnos¢u jer je broj polimorfnih mjesta u 16S rRNA izrazito malen §to
otezava razlikovanje vrlo srodnih vrsta. Unato¢ svemu tome, on i dalje ostaje najcesce

koristena metoda za identifikaciju nepoznatih bakterija.

Paul Hebert je 2003. godine skupa sa svojim suradnicima u radu ,,Biological
identifications through DNA barcodes* predlozio ,,DNA barcoding* kao naéin identificiranja
vrsta kako bi olakSao snalazenje u ogromnoj populaciji organizama i bioloskoj raznolikosti na
Zemlji, te kako bi svrstao nepoznate vrste u ve¢ poznate ili nove vrste (23). Sekvence DNA
postale su glavni izvor novih informacija u podruéju evolucije i razumijevanja genetickih
poveznica (24). Uporaba ,,barkodova“ temelji se na koriStenju kratkih sekvenci gena koje
predstavljaju dobro klasificirani dio genoma. Glavna premisa teorije ,,barkodova“ je ta da
kratka standardna sekvenca moze razlikovati individue vrste jer je geneti¢ka razlicitost medu
vrstama veca od one unutar vrsta (24). Upravo je napredak u podru¢ju sekvencioniranja
pomocu modernih tehnologija u€inio koriStenje ,, barkodova* to¢nijim, brzim i pouzdanijim
(25). DNA ,barkod” je jedna ili vise relativno kratkih sekvenci gena (500 — 1000 pb)
prisutnih u genomu, koja je dovoljno jedinstvena da moZze sluziti u identifikaciji vrste.
,Barkodiranje* je koristan alat za taksonomsku klasifikaciju i identifikaciju vrsta, te mu je
glavna prednost §to zahtijeva sekvencioniranje kratke i standardne DNA sekvence to¢no
definiranog gena. To znaci da se kompletna informacija o vrsti moze dobiti iz jednog uzorka
prate¢i standardni protokol. Identifikacija se vr$i umnozavanjem varijabilne regije odnosno
DNA ,barkod” regije genoma pomocu PCR metode. NajceSce koriStene regije ukljucuju
ribosomsku DNA, kloroplasnu DNA ili mitohondrijsku DNA. The Consortium for the
Barcode of Life (CBOL) promovira upravo identifikaciju temeljenu na jednom univerzalnom
markeru, odnosno DNA ,,barkodu®. Idealna regija ili lokus za ,,barkod* trebala bi imati nisku
intra specifiénu 1 visoku inter specifi¢nu divergenciju, te bi se trebala moc¢i lako umnazati u
svim Zeljenim vrstama pomocu univerzalne pocetnice. Bakterijski 16S rRNA gen opisan je
kao bitan marker u ljudskim klinickim uzorcima (26) jer je konzerviran u bakterijama i
upravo se zato moze koristiti kao DNA ,,barkod* za razli¢ite vrste. NaZalost, ne postoji jedan

univerzalni gen konzerviran u svim domenama zivota koji bi se koristio za razlikovanje vrsta.



Isto tako, identifikacija bazirana na DNA ,,barkodu“ mora mo¢i razlikovati intra od inter
specifiénih genetickih varijacija Sto je Cesto teSko. Dakle, mora se uspostaviti referentna
sekvenca iz taksonomski potvrdenog uzorka kako bi se koristio DNA ,,barkod. Sam postupak
identifikacije vrsta pomocu ,barkoda“ ukljuCuje pronalazenje Zeljenog dijela genoma,
odnosno specificne regije gena iz uzorka koji promatramo. Sekvenca ,barkoda“ se tada
usporeduje sa knjiznicom referentnih ,,barkodova“ dobivenih od poznatih vrsta. Uzorak se
identificira ukoliko se njegova sekvenca ,,barkoda“ poklapa sa nekom od sekvenci u knjiZnici.
Ukoliko to nije slucaj, taj ,,barkod* predstavlja novi slijed za odredenu vrstu ili ¢ak ukazuje na
postojanje dotad nepoznate vrste. The barcode of life dana system (BOLD) informatcki je
sustav koji pomaze skupljanje, analizu, skladiStenje i publikaciju ,,barkodova® te je dostupan
svim istraziva¢ima u tom podruc¢ju. BOLD bi mogao sluziti kao univerzalno polaziste za
identifikaciju vrsta. Naj¢esce koriSteni ,,barkod u bakterija je 16S rRNA gen Kkoji se koristio i

u nasem slucaju.
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Slika 3. Prikaz 16S rRNA gena sa konzerviranim i varijabilnim regijama (27)

Bakterijski gen za 16S ribosomalnu RNA sadrzi devet hipervarijabilnih regija koje
pokazuju veliku razli¢itost izmedu bakterija, a nazvane su V1, V2, V3, V4, V5, V6, V7, V8 i

V9, a njihov prikaz vidimo na slici 4.
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Slika 4. Sekundarna struktura 16S rRNA bakterije Escherichia coli (28)

Sekvence specificne za vrste unutar hipervarijabilnih regija predstavljaju korisni alat
u brojnim dijagnostickim testovima i drugim znanstvenim istrazivanjima, ukljucujuéi i
identifikaciju nepoznatih bakterijskih vrsta. Buduci da se samo jedna regija ne moze Koristiti
za razlikovanje svih bakterijskih vrsta jer hipervarijabilne regije pokazuju razliciti stupanj
sekvencijske raznolikosti, provedena su brojna istrazivanja koja usporeduju prednosti svake
pojedine regije i kombinaciju odredenih regija kod identifikacija vrsta. Doslo se do zakljucka
da V1 regija daje najbolje rezultate u razlikovanju Staphylococcus aureus, V2 i V3 regije
prikladne su za analizu svih bakterijskih vrsta do razine roda, osim kod bliskih
enterobacteriacae. Takoder, V2 daje najbolje rezultate izmedu Mycobacterial, a V3 izmedu
Haemophilus vrsta. V6 regija odgovara za razlikovanje gotovo svih bakterijskih vrsta, osim
enterobacteriaceae. Ostale regije — V4, V5, V7 i V8, bile su, same, nedovoljno dobar alat za
analize (29). Dakle, zbog ogromnog broja razli¢itih bakterija, pozeljno je u istrazivanjima
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uzeti u obzir vise od jedne hipervarijabilne regije kako bi se povecala osjetljivost, specifi¢nost
i pouzdanost. Same hipervarijabilne regije u vecini bakterija su okruzene konzerviranim
sekvencama S§to omogucava koriStenje PCR metode za amplifikaciju Zeljenih sekvenci
pomocu univerzalnih pocetnica. Dobar odabir hipervarijabilnih regija koje ¢e se uzeti u obzir
u istrazivanjima i pravilan odabir pocetnica koje obuhvacaju Zeljene regije znacajno doprinose
to¢nosti samih rezultata. Pokazano je da obuhvacanje regija V1 — V3 i V3 — V5 sa
pocetnicama daje podjednako dobre rezultate (30), i zbog toga su u ovom radu obuhvaéene

V3 — VS5 regije sa specificnim pocetnicama.

2.4. ILLUMINA MISEQ, QIIME PROGRAM | PAIRED-END
SEKVENCIONIRANJE

Ukoliko Zelimo sekvencionirati 1 analizirati 16S rRNA gen pomocu Illumine MiSeq
uredaja prikazanog na slici 5, potrebno je slijediti odredeni protokol (31) koji ukljucuje (i)
ekstrakciju DNA, (ii) odabir pocetnica obzirom na varijabilne regije koje smo odlucili
umnazati, (iii) pripremu knjiZnice, odnosno umnoZavanje varijabilnih regija pomoc¢u PCR-a,
(ii1) sekvencioniranje pomo¢u MiSeq uredaja i (iv) interpretaciju dobivenih rezultata pomocu
npr QIIME programa. Illumina tehnologija skvencioniranja koristi se za brza i precizna
sekvencioniranja, te omogucava Siroku primjenu u gnomici, transkriptomici i epigenomici

(32).

Slika 5. Prikaz Illumina MiSeq uredaja (33)

Detekcija fluorescencije je osnovni princip na kojem radi Illumina sekvencioniranje.
Prvo, generiraju se klonalni klasteri knjiznice molekula direktno na povrSini ¢elije. Nukleotidi
koji se koriste tokom sekvencioniranja su na krajevima lanca i oznaCeni su razli¢itim
fluoroforima. Karakteristike krajeva lanaca su reverzibilne i tokom sekvencioniranja su svi
nukleotidi protisnuti kroz ¢eliju 1 pojedinacno se vezu na klastere. Nakon vezanja, visak

nevezanih nukleotida se ispire, a snima se fluorescencija svakog klastera. Dodatkom enzima
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cijepaju se veze izmedu nukleotida i klastera i kre¢e se sa novom rundom vezanja. Svaki
nukleotid kodiran je emisijom razliite boje te se podaci konvertiraju pomocu softvera u
nukleotidnu sekvencu (34). MiSeq sustav nudi generiranje klastera, amplifikaciju,
sekvencioniranje i analizu podataka u jednom instrumentu (35). Mi ¢emo se¢ najdetaljnije
pozabaviti korakom nakon sekvencioniranja koji uklju¢uje obradu dobivenih rezultata.
,»Sirovi“ rezultati obradeni su u QIIME programu (Quantitave Insight Into Microbial
Ecology), javno dostupnom bioinformatickom alatu za obavljanje mikrobioloskih analiza iz
sirovih podataka DNA sekvencioniranja. Dizajniran je za vodenje korisnika od sirovih
podataka dobivenih Illuminom skroz do grafi¢kih prikaza 1 statistickih podataka potrebnih za
publiciranje. Nudi brojne analize, od ,,demultiplexinga“ i filtriranja, preko OTU (operational
taxonomic units) odabira, odredivanja taksonomije, filogenetske rekonstrukcije i analize
raznolikosti do vizualizacije dobivenih rezultata (36). Vrlo je koriSten alat u brojnim
znanstvenim istrazivanjima §to samo potvrduje njegovu kvalitetu i pouzdanost koja se o€ituje
i u raznim nainima odredivanja raznolikosti, statistickim metodama i vizualizacijskim
alatima prisutnima u QIIME-u. Analiza pomo¢u QIIME-a zahtjeva podatke sekvencioniranja
dobivene Illuminom, Sangerom ili nekom drugom tehnologijom sekvencioniranja, koje onda
analizira 1 daje korisne informacije o zajednicama prisutnima u svakom uzorku pojedinacno.
Koristenje QIIME-a sastoji se od pisanja serija naredbi u terminalu koje daju graficki i
tekstualni rezultat (37). Jedna od glavnih prednosti QIIME-a je javno dostupna opsezna
korisni¢ka dokumentacija za instalaciju i koriStenje samog programa ¢ime se znacajno

olaksava koristenje alata.

Tri su bitna formata datoteka s kojima ¢emo se susretati i o kojima ¢e biti rije¢i. To su
(1) FASTQ, (i1)) FASTA 1 (iii) QUAL, te ¢emo svaki od njih ukratko objasniti. FASTQ je
postao Cesti format za razmjenu podataka o sekvencioniranju, kombiniraju¢i podatke o
o¢itanim sekvencama i ocjenu kvalitete svakog nukleotida u nizu (38), a prikazan je na slici 6.
Mana FASTQ formata je ta $to se ne moze otvarati u svim programima, odnosno necitljiv je

bez posebno instaliranog programa $to moze stvarati probleme.
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qiime @qiime-190-virtual-box: ~
qiime@qiime-190-virtual-box:~S$ head fastqjoin.join.fastq
@M01522:77:000000000-ARIWK:1:1101:16205:1712 1:N:0:3
GAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTG
TTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTGGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCCAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGCGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCA
GGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGG
CTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCGGGTAGTG
4
CCCCCGGGGLALGGAGEAGGAGEAGGAAGGGLGGAGGGGEAGGGAGGCGGGDFIEBF ?@FFGFC@FFEEGCD7<EEDEAFFD
FE<<<<EECCBFB8E<EEGC9COAFADFCGFG?<A9FFFFCAE: 7FEGGGFFFFOFD?EFFCQEEGEGESFFOF7D,AF9:
DB@ECC4@B5C:EFFGFG>1>CCCFC: @CCGEDECFESBECF?FCC: C=EGC==FEE=DEDDGDC3?CBC75DG;9:@FG?
<C9CFFD<@4>@FFDFF+DF5@AD@GF=E@C=66C: @:=D8DFA=@=@8AAD=D8D ; DFFDGD@FE?EA ,DEFF,8: ,A
,ABC+:::FFAFA:C, :D?9F<A9EAF9FFGFFCE,E<,EF>FF7FGFEF7FECFESDCDFE , <EAFC6,FF:<,8DFF@
,6,GGFFC8FCEEFCFF8GGGFGFFCODGFF@FCGGFGGCCCAS
@M01522:77:000000000-AR1IWK:1:1101:19309:1740 1:N:0:3
ATCGATGACCTACGGGTGGCTGCAGTAGAGAATCTTCCACAATGCACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAA
CCTGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTA
AAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTCGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAATGCAGCGGAAACTGGGAAACT
TGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGC
CGGCTGTCTGGTCTGTAACT GACGCTGACGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCCAGTAGTG
4
CCCCCGGGGLALLGAGEAGGAGEAGGEGGGGGGAGGGGLAGGGAGGCFFEGGGFFGGCFAF?<D@FFEEFEGDCT @ , CASE
A,C, ,BFGEGGGGE@CFEFDCFGGGGGGDGFFOES? FDCFGDGFEFFA<E , FFCFFGGGGGFAFFEGFCF<+>F+AFGFC
FFC<BA: :FF?GEEGEEEFGAFDF7CGG?C-DCFGG<CEEEGGGGG? FE<CCCC?GFDGGDGFGCDCDDFFGGFFGASDD
G:F>@:@BB@EBA>DEBGF : >8B9@+2+GBIC>F9=167@?BBF@1=6C==?FD=GE==B@=6+ADFD=@, EFDD=;D98
DBBDBEEEGFAFAEE@?EASFBAA, 8?7 ,E9FBCFBCYGCGFFE:B,C@FDDDA? @QAFOEEEFE:F=:, ,EB,CB,F:C
CC,B8C,8<8E<9CCOFE: 7T@FCC,@ECF6, , ,FEFFCBESFEFCE<<FFFDFFFFOCGEF ; FTGFCGFCCAA-
@MB1522:77:000000000-AR1IWK:1:1101:14550:1741 1:N:0:3
TGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTAAAGCCCAGTAAGCCGCCTTCGCCACTGATGTTCCTCCTAATA
TCTACGCATTTCACCGCTACACTAGGAATTCCGCTTACCTCTACTTCACTCAAGAACCACAGTTTCAAATGCAGTTTATG
GGTTAAGCCCATAGTTTTCACATCTGACTTGCGATCCCGCCTACGCTCCCTTTACACCCAGTAATTCCGGACAACGCTCG
CTCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGAGCTTCCTCCTCAGGTACCGTCTTTTTGTTCGTCCCTG
AAGACAGAGGTTTACAATCCTAARAACCTTCTTCCCTCACGCGGCATCGCTGCATCAGAGTTTCCTCCATGGTGAAATATT
CCCCACTGCACCCCCCCGTAGGTGTTGATG
gqiime@qiime-190-virtual-box:~$

Slika 6. Prikaz datoteke u FASTQ formatu

Sekvenca u FASTA formatu zapocinje sa opisom sekvence u jednom redu nakon ¢ega
slijedi sama sekvenca (39). Nema podataka o to¢nosti sekvencioniranja $to je i mana ovog
formata, jer se pretpostavlja da je svaki ocitani nukleotid tocan, no to je i dalje najcesce
koriSteni format za pohranjivanje sekvenci jer je cCitljiv u svim programima. Zadnji od
spomenutih formata je QUAL format i odnosi se na FASTA-u, odnosno nadopunjuje ju. On

pohranjuje ocjenu kvalitete za svaku bazu u sekvenci pohranjenu u FASTA formatu (38).

Illumina sustavi, odnosno nova generacija sekvencioniranja sposobna je provoditi
paired-end sekvenioniranje — sekvencioniranje oba kraja DNA fragmenta pri ¢emu se
generiraju visoko kvalitetni slijedovi duzine do 600 pb. Prije se koristilo single-end
sekvencioniranje koje, kao Sto samo ime kaze, sekvencionira samo jedan kraj DNA fragmenta
u 5’-3" smjeru i znatno je jednostavnije, a razlika izmedu te dvije metode vidljiva je i na slici
7. Metodom paird-end sekvencioniranja omogucava se dobivanje poravnanja u DNA regijama
koje sadrZe ponavljajuce nizove i popunjavanje praznina u konsenzus sekvencama. Paired-end
DNA sekvencioniranje takoder moze uociti pregradnje u DNA, poput insercije, delecije ili

inverzije (41).
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Single-end sekvencioniranje

- Referentna sekvenca

Paired-end sekvencioniranje

TEE————————————————— Referentna sekvenca

Sekvencionirani Nepoznata Sekvencionirani
fragment sekvenca fragment
) Em

Slika 7. Single-end i paired-end sekvencioniranje (40)

2.5. INFEKCIJA MOKRACNOG SUSTAVA I LIJECENJE ANTIBIOTIKOM

Infekcije mokra¢nog sustava ubrajaju se u najéesce bakterijske infekcije s tendencijom
ponavljanja koje se CeS¢e pojavljuju kod Zena nego kod musSkaraca prvenstveno zbog
anatomskih razloga - kratka i Siroka mokra¢na cijev (42). Uropatogeni imaju posebne
karakteristike poput proizvodnje adhezina i toksina koji im omogucavaju kolonizaciju
mokra¢nog sustava (43). Ipak, i domacin posjeduje nekoliko obrambenih mehanizama za
uklanjanje patogenih i nepatogenih mikroorganizama kao Sto su (i) velika brzina protoka
urina, (ii) Cesta frekvencija mokrenja, (iii) proteini koji se vezu na bakterijsku stani¢nu stjenku
i (iv) upalni odgovor posredovan citokinima. Ukoliko prirodni obrambeni mehanizam nije
dovoljan 1 unato¢ njemu dode do razvoja infekcije, najceSc¢a terapija je lijeCenje antibioticima
koje je brzo i1 pouzdano, no moze dovesti do stvaranja rezistentnih uropatogena i negativno

utjecati na crijevnu i vaginalnu mikrobiotu. Infekcije mokraénog sustava mozemo podijeliti
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na (i) akutnu upalu mokra¢nog mjehura (cistitis), koja je i najéesca, (ii) akutnu upalu bubrega
(pijelonefritis), koja zapoc€inje kao upala mokra¢nog mjehura koja se prosiri prema bubregu,
(iii) infekcije bez smetnji (asimptomatska bakteriurija), odnosno stanje kod kojega su u urinu
prisutne bakterije, no pacijent nema klinicki izrazenih tegoba, (iv) ponavljajuce infekcije,
odnosno infekcije koje se javljaju dva ili viSe puta u Sest mjeseci ili tri ili viSe puta u godinu
dana i (v) komplicirane infekcije koje se javljaju kod osoba koje imaju bolest ili stanje koje
olakSava razvoj infekta i istodobno otezava njegovo izljecenje (44). Dijagnoza se postavlja
kombinacijom prepoznavanja simptoma i urinokulturom koja odreduje broj poznatih
urpatogena, no moze se dogoditi da simptomi ne prate povecani broj uropatogena ili obrnuto.
Ipak, pozitivna urinokltura bez simptoma se ne lijeci, osim kod trudnica zbog mogucih
komplikacija i negativnog utjecaja na plod. Bakteriologija urinarnih infekcija je obi¢no vrlo
predvidljiva (slika 8). Tako viSe razli¢itih vrsta moze uzrokovati infekciju, ona je u 80%
slu¢ajeva uzrokovana Gram negativhom, fakultativno anaerobnom, uropatogenom
Escherichia coli bakterijom. Ostali organizmi Kkoji uzrokuju urinarne infekcije spadaju u
obitelj Enterobacteriaceae 1 rodove Sreptococcus ili Staphylococcus, te u kvasce. Najéesci
nacin obolijevanja od urinarnih infekcija je prijenos normalno prisutnih crijevnih bakterija u
mokraéni put. Takoder, 1 seksualni odnos moze dovesti do prijenosa bakterija iz vaginalne
Supljine u mokra¢nu cijev. LijeCenje ovisi o lokaciji infekcije i1 karakteristikama pacijenta.
Trajanje lijeCenja moze iznositi tri dana ili pet do sedam u kompliciranijim slucajevima.
Unato¢ porastu broja rezistentnih bakterija, lijeCenje antibioticima jo§$ je uvijek glavni nacin

lijecenja urinarnih infekcija.

EE. coli 79%

M S. saprophyticus
1%

OKlebsiella 3%

O Mixed 3%

@ Proteus 2%

M Enterococcus 2%

B Ostali 2%

Slika 8. Etiologija infekcija mokra¢nog sustava u seksualno aktivnih Zena (45)
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Budu¢i da ¢emo se u radu baviti analizom uzoraka mokrace pacijenta koji je bio pod
terapijom antibiotika, moramo se upoznati sa karakteristikama i nac¢inom djelovanja samog
antibiotika kako bi mogli to¢no interpretirati dobivene rezultate. KoriSteni antibiotik
komercijalnog imena Cefalin sadrzi cefaleksin, prikazan na slici 9, kao djelatnu tvar i pacijent
je primao terapiju od 1 g/dan. Cefalin (Ci6H17N304S) se koristi kod lije¢enja infekcija
uzrokovanih bakterijama, i to infekcija gornjih i donjih diSnih putova, koze, mekih tkiva,

kostiju i zglobova, te nama najzanimljivije, u lijeCenju infekcija mokraénog sustava.

NH,

[
NGO 8

O |
O/_N d

O OH

Slika 9. Kemijska struktura cefaleksina (46)

Cefalosporinski antibiotici, u koje spada i cefaleksin, po Kklasifikaciji prema
mehanizmu djelovanja spadaju u antibiotike koji inhibiraju sintezu stanicne stijenke skupa sa
penicilinom, vankomicinom, bacitracinom itd. Prema kemijskoj strukturi spadaju u derivate
aminokiselina ili oligopeptida, a prema spektru djelovanja u antibakterijske antibiotike.
Takoder, spadaju u neribosomski sintetizirane polipeptidne antibiotike i to B-laktamske
antibiotike §to zna¢i da u svojoj strukturi sadrze CetveroClani B-laktamski prsten poput
penicilina (47). Nazalost, odredene bakterije sadrze enzim [-laktamazu koja uzrokuje
hidrolizu B-laktamskog prstena i dovode do inaktivnosti antibiotika, te on nije u stanju
djelovati na takve bakterije. Cefaleksin se brzo uklanja iz krvi i ima vrijeme poluzivota od 60
minuta (48). Farmakodinamika cefaleksina ukljucuje ometanje sinteze bakterijske stani¢ne
stjenke. On se veze na specificne proteine odgovorne za sintezu peptidoglikana ¢ija je uloga
odrZzavanje mehanicke stabilnosti stanicne stjenke. Cefaleksin inhibira enzim transpeptidazu
koja katalizira zadnji korak sinteze peptidoglikana, te zbog toga dolazi do sinteze nepotpune
stani¢ne stjenke i1 posljedi¢no do autolize bakterija. Cefaleksin djeluje i na Gram pozitivne
mikroorganizme poput Staphylococcus aureus i Staphylococcus epidermidis, i na Gram
negativne kao $to su Escherichia coli ili Proteus mirabilis. Takoder, prednost cefaleksina je i

ta Sto sluzi kao alternativa penicilinu kod pacijenata alergi¢nih na penicilin (49).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. MAXWELL IZOLACIJA DNA

Izolacija DNA iz uzoraka urina koristenih u ovom radu izvrSena je u Laboratoriju za
tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika 1 starter kultura, Zavoda za biokemijsko
inZenjerstvo Prehrambeno biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu. Za izolaciju DNA koriSten je
Maxwell® 16 uredaj (slika 10a) u kombinaciji sa kitom ,,Maxwell® 16 Cell DNA Purification
Kit*“. Takav nacin izolacije predstavlja jednostavno, u¢inkovito i automatizirano procis¢avanje
genomske DNA iz uzoraka stanica. ProCiS¢ena DNA je spremna za daljnje analize bez
potrebe za predobradom, centrifugiranjem, precipitacijom ili rehidracijom DNA peleta.
Dobivena DNA iznimne je Cisto¢e 1 ne dolazi do kontaminacije medu uzorcima. Obrada
uzorka za Gram negativne bakterije ne zahtijeva predobradu, nego se dodaje do 2 x 10°
stanica (peleta stanica) u jazicu ili u 400ul hranjive podloge. U nekim sluéajevima ukupna
RNA se moze procistiti sa genomskom DNA iz uzoraka stanica, te ju je potrebno ukloniti.
Uklanjanje se vr$i dodatkom RNaze, u ovom slucaju dodatkom 5Sul RNaze A po mililitru
pufera za eluaciju. Obrada uzorka za Gram pozitivne bakterije je kompliciranija. Zapocinje
skupljanjem do 2 x 10° stanica centrifugiranjem i resuspendiranjem stani¢nog peleta u 400ul
TE pufera (20 mL 1M Tris + 4 mL 500 mM EDTA; pohranjeno u zamrzivacu). Slijedi korak
dodavanja 100ul lizozima koncentracije 25mg/ml i inkubacija na 37°C kroz dva sata. Nakon
inkubacije se cijeli uzorak prenosi u jazicu. Takoder, kao i kod obrade uzorka za Gram
negativne bakterije, ponekad je potrebno ukloniti RNA dodatkom 5ul RNaze A po mililitru
pufera za eluaciju. Protokol za pokretanje Maxwell® 16 uredaja ukljucuje brisanje uredaja
etanolom 1 zatvaranje vrata uredaja. Nakon toga se uredaj ukljucuje i pritisne se Run/Stop, te
se odabire program ovisno o tipu kita za izolaciju. Slijede se upute na displeju. Otvaraju se
vrata kada postolje za kasetu izade van, oni se namjeste u utore tako da etiketa gleda prema
unutra, a Zlijeb na sredini kasete prema nama. Odlijepi se pokrov sa kasete i uzorci se
stavljaju u prvu jazicu, a klipovi u zadnju. Posloze se tubice za eluaciju i u svaku se doda
300ul pufera za eluaciju. Postupak izolacije zapoCinje zatvaranjem vrata uredaja i pritiskom
tipke Run/Stop. Sami postupak izolacije u Maxwell® 16 uredaju traje 30 — 45 minuta.
Zaprimljeni uzorci urina oznaceni su sa LS1 — LS8. Uzorci su skupljani od pacijenta koji je
bolovao od infekcije mokraénog sustava i bio je pod terapijom antibioticima, te su drzani
zaledeni na -80 'C. Prije analize su odledeni, 2 mL je prebafeno u sterilne epice,
centrifugirano na 12000 okretaja kroz 6 minuta, te je odstranjeno 1,6 mL supernatante da bi se
dobilo potrebnih 400ul kulture.
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Slika 10. a) Maxwell® 16 uredaja za izolaciju DNA (50) b) BioSpec Nano uredaj za
mjerenje koncentracije DNA (51)

Nakon izolacije DNA mjerena je njena koncentracija koja se u ovom slucaju mjerila
BioSpec Nano spektrofotometrom (slika 10b) za mjerenje koncentracije nukleinskih kiselina.
Volumen uzorka iznosio je 2ul, 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 tablicil.

Tablica 1. Prikaz izmjerene koncentracije DNA izolirane iz uzoraka urina

Sifra uzorka Koncentracija (ng/pL); 0.7 mm - 2 pL
LS1 12,47
LS2 5,08
LS3 6,25
LS4 12,74
LS5 12,61
L56 14,53
LS7 12,80
LS8 11,11
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3.2. PROTOKOL ZA SEKVENCIONIRANJE DNA

Izolirana DNA iz uzoraka mokrace poslana je na sekvencioniranje u SAD. MR DNA
nudi besplatnu sveobuhvatnu analizu podataka (52). Kao povrata informacija dobiju se sirovi
podaci i protokol koji je koristen pri sekvencioniranju. Podaci su podvrgnuti prosjecno strogoj
kontroli kvalitete koja odgovara za veéinu projekata. Za pocetak, V3 — V5 regija 16S rRNA
gena umnozena je u 30 ciklusa PCR-a pomocu pocetnica specifi¢nih za te regije o kojima ¢e
biti viSe rije¢i kasnije. Koristio se HotStarTaq Plus Master Mix Kit (Qiagen, SAD) pod
slijede¢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 bandova na 2%-om
agaroznom gelu. Vise uzoraka je skupljeno zajedno, u jednakim omjerima, na temelju njihove
molekularne mase i koncentracije DNA. Tako skupljeni uzorci proc¢iséeni su sa Ampure XP
kuglicama. Proc¢is¢eni PCR produkti koristeni su za pripremu DNA knjiznice prate¢i [llumina
TruSeq DNA knjiznica protokol. Sekvencioniranje se provodilo u MR DNA (Shallowater,
TX, USA) na ve¢ spomenutom MiSeq uredaju po uputama proizvodaca. Kako bi
amplifikacija bila maksimalna, MR DNA koristi kra¢e pocetnice, tj 50 pb dugi je linker i
barkod, 1 20 pb duzina je same pocetnice. Kreira se knjiznica svakog produkta i zato imamo
5’-3" orijentaciju kao $to je uobicajeno, ali i 3°-5" orijentaciju u rl i r2 datotekama. R1 i r2

datoteke predstavljaju sekvencu uzorkau 3’-5"1u 5°-3" smjeru.

Mnogostruko ~ (eng.  multiplex)  sekvencioniranje  ukljuuje  istovremeno
sekvencioniranje viSe uzoraka na jednoj plo¢i. Kako bi se identificirali uzorci na plo¢i koriste
se specifi¢ne barkod sekvence (kratak slijed nukleotida) koje se dodaju svakom pojedinom
uzorku i sluze za kasnije razlikovanje uzoraka tokom analize. Time se omogucéava analiziranje
viSe uzoraka od jednom ¢ime se Stede troskovi i vrijeme, bez straha od neraspoznavanja
uzoraka (53). U ovom slu¢aju sekvencioniranje se provodilo na 24 uzorka na jednoj plo¢i.
Kasnije tijekom analize barkod sekvence se uklone kako bi dobili ¢istu sekvencu DNA koja

se koristi u daljnjim analizama.

Sirovi podaci nakon analize dobiju se u fastq formatu, a MR DNA generira jo$
nekoliko dokumenata u razli¢itim formatima pomocu svojih analiza. Fasta podaci oznaceni su
oznakom .fna (slika 11a), a QUAL podaci oznakom .qual (slika 11b). Predstavljaju tekstualnu
verziju sekvencioniranih podataka 1 ocjene kvalitete. Takoder, tu se nalazi 1 mapping

dokument. On sadrzi svaki naziv svakog uzorka, sekvencu barkoda koriStenog za svaki
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uzorak, sekvencu pocetnice koriStene za umnoZavanje uzorka i ime projekta u tekstualnom
obliku (54). Takoder, dobiveni su i dokumenti pod oznakom —pr.fasta i —pr.qual (slika 11c i
11d) koji predstavljaju informacije o sekvencioniranju bez pocetnica i barkodova koristenih u
analizi. Dokument ozna¢en —mapping2.txt (slika 1le) sadrzi oznaku uzorka, barkod,
pocetnicu, ime pocetnice, ime projekta i opis. Dobiveni sirovi podaci u fastq formatu koristiti

¢e nam u daljnjoj analizi pomoc¢u QIIME programa.

qiime@qiime-190-virtual-box: ~
gqiime@qiime-19@-virtual-box:~% head fastqjoin. join.fna
>M01522:77:000000000-AR1IWK:1:1161:16285:1712
GAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCOGCOGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTG
TTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGOGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTGGOTGGCAAGCOGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGT GCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCA
GOGTGTAGCGOGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCOGCTOGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGG
CTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCGGGTAGTG
=>MO1522:77:000000000-AR1WK:1:1101:19309:1740
ATCGATGACCTACGGGTGGCTGCAGTAGAGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGT TAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAA
CCTGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGOGTAATACGTAGGTGGCAAGCOGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTA
AAGCGAGCOGCAGGCGOGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAATGCAGCGGAAACTGGGAAACT
TGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGOGOGTAGCAAACAGGATTAGATACCCCAGTAGTG
>M01522:77:000000000-AR1IWK:1:11861:14550:1741
TGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTAAAGCCCAGTAAGCCGCCTTCGCCACTCGATGTTCCTCCTAATA
TCTACGCATTTCACCGCTACACTAGGAATTCCGCTTACCTCTACTTCACTCAAGAACCACAGTTTCAAATGCAGTTTATG
GGTTAAGCCCATAGTTTTCACATCTGACTTGCGATCCCGCCTACGCTCCCTTTACACCCAGTAATTCCGGACAACGETCG
CTCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGAGCTTCCTCCTCAGGTACCGTCTTTTTGTTCGTCCCTG
AAGACAGAGGTTTACAATCCTAAAACCTTCTTCCCTCACGCOGGCATCOGCTGCATCAGAGTTTCCTCCATGGTGAAATATT
CCCCACTGCAGCCCCCCGTAGGTGTTGATG
=MO1522:77:000000000-AR1WK:1:1101:21352:1745
CGACTACAGGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCG
CCACCGGTATTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCAAC
CAGTTTCAGATGCAATTCCCAAGTTAAGCTCGGGGCTTTCACATCTGACTTAATTGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCC
AGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTA
ACGTCAATTGATAAGGGTATTAACCTTATCACCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCTAAGGCCTTCTTCATAC
ACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGAAATATTCCCCACTGCTGCCACCCGTAGGTGAGCTGG
>MO1522:77:000000000-AR1WK:1:1101:18110:1760
CATATTCTCCTACGGGAGGCTGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGAGAGCCTGAACCAGCCAAGTAGCGTGAAGGAT
GAAGGTCCTACGGATTGTAAACTTCTTTTATACGGGAATAAAGTTTCCTACGTGTAGGATTTTGTATGTACCGTATGAAT
AAGCATCGGCTAACTCCOGTGCCAGCAGCCGCGOGTAATACGGAGGATGCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGG
AGCGCAGACGGGAGATTAAGTCAGTTGTGAAAGTTTGCGGCTCAACCGTAAAATTGCAGTCGATACTGGTTTCCTTGAGT
GCAGTTGAGGCAGGCOGCGAATTCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGATATCACGAAGAAACCCGATTGCGAAGGCAGCTT
GCTAAACTGTAACTGACGTTCATGCTCGAAAGTGTGGGTATCAAACAGCGAGTAGATACCCCAGTAGTG
giime@qiime-190-virtual-box:~%
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qiime@qiime-190-virtual-box: ~
- giime@qiime-190-virtual-box:~$ head fastqjoin.join.qual
@ >M01522:77:000000000-AR1IWK:1:1101:16205:1712
34 34 34 34 34 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 3B 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

F2243T3?3?3?34
>4 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
434 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 2B 35 36 35 35 38 35 34 18 30 34 33 34 22 20 35 38 2
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
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
=M01522:77:000000000-AR1IWK:1:1101:19309:1740

giime@qiime-190-virtual-box:~$
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giime@qiime-190-virtual-box:~$ head 042116JZ341F-pr.fasta
>U2::M01522:77:000000000-AR1IWK:1:2115:21969:9838 1:N:0:3
TGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTCGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTACT
TTCAGCGGGGAGGAAGGTGATAAGGTTAATACCCTTATCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCAATTAAG
TCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATCTGAAACTGGTTGGCTAGAGTCTTGTAGAGAGGGGTAGAAT
TCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGET
CAGGTGCGAAAGCGOGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTTGTAGTC
>A::MO1522:77:000000000-AR1IWK:1:2114:10002:15989 1:N:0:3
TGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCT
TTCGGCCGGGAAGAAATCGTGGTCTCTAACATAGGCCATGCATGACGGTACCGGACTAAGAAGCACCGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTTGTAAG
ACAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCGTTTGTGACTGCAAGGCTAGAGTACGGCAGAGGGGGGTGGAAT
TCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCTGTACTGACGET
CATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
>LS4::M01522:77:000000000-AR1IWK:1:1107:8575:23816 1:N:0:3
TAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGGTGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCT
GTTGTTGGTGAAGAAGGATAGAGGTAGTAACTGGCCTTTATTTGACGGTAATCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGCTGTCCGCGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGAAGAATAAG
TCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAACTGCATCGGAAACTGTTTTTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAAC
TCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATAGATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGET
GAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCCTGTAGTC
>A::MO1522:77:000000000-AR1IWK:1:2114:15409:19510 1:N:0:3
TGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCT
TTCGGCCGGGAAGAAATCGTGGTCTCTAACATAGGCCATGCGATGACGGTACCGGACTAAGAAGCACCGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTTGTAAG
ACAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCGTTTGTGACTGCAAGGCTAGAGTACGGCAGAGGGGGGTGGAAT
TCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCTGTACTGACGET
CATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCCGGTAGTC
=>U4::M01522:77:000000000-AR1IWK:1:1111:13917:17541 1:N:0:3
TAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCOGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCT
GTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGCGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAG
TCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGCAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAAT
TCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGET
GAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCCAGTAGTC

giime@giime-190-virtual-box:~$
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qiime@qiime-190-virtual-box: ~

®
7

giime@qiime-190-virtual-box:~$ head ©42116JZ341F-pr.qual
>U2::MO1522:77:000000000-AR1IWK:1:2115:21969:9838 1:N:0:3
38 37 37 38 38 37 37 38 328 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 36 38 38 38 38
38 29 37 35 34 37 38 38 38 38 38 37 38 38 37 31 31 34 37 38 38 38 38 38 38 38 3
4 37 38 38 38 3B 38 38 38 38 38 38 38 38 38 37 38 38 38 38 38 38 38 37 38 38 38
38 38 38 38 38 38 37 38 38 37 37 36 38 38 38 38 38 38 38 38 38 35 37 37 36 37 38
38 37 37 37 38 38 38 38 38 38 37 37 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 3
7 38 38 38 34 38 37 11 31 37 37 32 37 35 30 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 30 41
41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 30 41 41 41 41 30 29 35 41 30 41 41
41 41 41 41 15 41 41 41 41 41 41 31 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 4
1 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41
41 41 41 41 41 41 41 21 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41
41 41 41 41 41 41 41 41 41 38 38 38 36 23 31 23 23 27 9 36 34 34 29 30 38 36 34
36 26 23 37 37 34 38 37 38 37 37 34 38 37 37 38 38 37 25 37 37 34 37 27 38 37 3
7 11 34 25 37 37 27 22 22 38 38 38 38 38 36 36 37 37 38 38 38 38 38 38 38 38 38
38 38 38 37 37 31 29 18 22 34 37 37 34 34 38 38 38 38 38 38 37 32 37 34 37 37 34
38 37 38 38 38 38 38 37 37 37 38 37 37 37 34 37 37 36 37 38 38 38 3B 38 38 38 3
8 38 37 36 35 35 30 38 3B 37 38 38 38 38 35 33 10 25 38 37 3B 37 34 38 38 38 35
38 38 37 37 25 29 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 34 31 34 31 34
>A::MO1522:77:000000000-AR1IWK:1:2114:10002:15989 1:N:0:3
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 38 38 38 38 38 38 38 36 38 38 38 38 38 3
8§ 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 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38
38 38 38 38 37 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 41 41 41 4
1 41 41 41 41 41 41 30 41 41 41 41 41 41 41 41 30 30 41 41 41 41 41 41 41 27 41
41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41
31 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 4
1 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41
41 39 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41
41 41 41 41 41 41 41 41 41 36 35 11 35 36 36 35 35 28 34 38 37 36 38 34 37 37 3
7 37 38 38 37 3B 38 37 34 37 31 31 38 36 34 38 38 38 38 38 3B 34 38 37 34 38 37
35 22 38 38 38 37 24 38 34 37 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 37 30 27 38 37 37
36 35 38 38 38 38 38 32 38 38 38 38 36 38 3B 38 38 35 38 38 38 38 3B 38 38 38 3
8 36 38 38 38 36 37 31 34 38 38 38 38 38 37 38 38 38 38 36 36 38 38 35 38 38 38
38 38 38 38 37 38 38 3B 38 38 38 38 38 38 38 3B 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 34
34 34 34 34
>LS4::MO1522:77:000000000-ARIWK:1:1107:8575:23816 1:N:0:3
38 38 37 38 34 38 37 38 38 37 38 37 35 36 37 31 36 37 37 37 38 37 38 34 38 37 38
38 38 34 36 37 37 37 38 35 37 36 38 38 38 34 22 34 34 37 36 29 37 22 37 37 36 3
5 36 34 38 28 37 31 27 37 38 37 38 38 38 38 37 36 28 37 37 27 37 38 24 11 33 36
37 36 37 38 3B 36 37 38 36 38 37 32 37 37 37 37 38 38 38 38 37 38 37 23 33 37 34
20 27 33 37 37 35 38 38 38 31 36 27 35 34 38 38 38 38 38 36 37 38 38 35 38 38 3
8 37 38 38 38 37 37 38 37 31 37 37 37 36 41 27 28 41 41 41 41 41 30 41 41 41 41
26 41 41 41 41 41 41 41 38 41 41 41 41 26 36 32 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 38
11 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 30 41 20 35 36 41 22 41 41 41 41 41 41 2
6 41 40 41 40 41 41 41 39 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41
37 31 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 20 41 41 41 41 39 40 41 41 37 41 41 41
41 41 41 41 36 41 32 41 41 10 34 35 38 38 35 31 11 35 37 38 38 37 35 36 28 11 1
1 11 28 11 24 37 36 24 34 38 38 34 36 23 37 38 37 36 36 26 11 24 35 36 36 32 19
11 23 38 37 36 38 37 38 37 31 38 38 38 38 37 37 24 38 36 34 31 22 32 37 38 37 33
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giime @qgiime-190-virtual-box:

e

- File Edit View Search Terminal Help
giime@giime-190-virtual-box:~5 head Fasting_Map_corrected. txt
BarcodeSequence LinkerPrimerSequence BarcodeName

#SamplelD

rojectName

LS1 CATGGAAG

341F LS1

LS2 CATGTTGT

341F LS2
CATTCCGT
LS3
CATTCGTG
LS4
CATTCTAA
LS5
CATTGCGT
LS6
CCACCTTA
LS7
CCACGGTG
LS8

giime@giime-190-

Slika 11. a) primjer izgleda FASTA dokumenta, b) primjer izgleda QUAL dokumenta, c)

Description
CCTACGGGNGGCWGCAG

CCTACGGGNGGCHGCAG
CCTACGGGNGGCHWGCAG
CCTACGGGNGGCHWGCAG
CCTACGGOGNGGCHGCAG
CCTACGGGNGGCHWGCAG
CCTACGGOGNGGCHWGCAG

CCTACGGGNGGCWGCAG

virtual-box:~$ [

illwhoi341bar9

illwhoi341bari1e

illwhoi341bari1

illwhoi341bariz

illwhoi341bar13

illwhoi341bari14

illwhoi341bari1s

illwhoi341bari16

RepeatsP
04211632
04211637
04211632
04211632
042116327
04211632
042116JZ

04211632

primjer izgleda pr.fasta dokumenta, d) primjer izgleda pr.qual dokumenta i e) primjer izgleda
mapping dokumenta
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3.3. QIIME

Kao §to smo ve¢ spomenuli, QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology)
predstavlja bioinformati¢ki alat za analizu mikrobioma iz sirovih podataka DNA
sekvencioniranja. Za pocetak, potrebno je instalirati QIIME program na racunalo prateci
upute sa stranice www.giime.org. To zahtijeva i instalaciju Virtual Box-a sa stranice
https://www.virtualbox.org/wiki/Downloads. Nakon §to se uspjesno zavrse ti koraci moze se
krenuti sa koriStenjem samog QIIME programa i obradom dobivenih sirovih podataka. Koraci
obrade mogu se podijeliti u ,,upstream* i ,,downstream* korake. ,,Upstream‘ koraci sluze za
generiranje OTU tablica, dok ,,downstream* koraci sluze za analizu i interpretaciju rezultata,

te odredivanje a i 3 raznolikosti i njihovu vizualizaciju.

3.3.1. Pre-procesiranje
Analiza rezultata zapocinje pre-procesiranjem. Prvi korak je spajanje sljedova

generiranih Illuminom pomocu jedne od ponudenih metoda. Spajanje sljedova je nuzno jer
pair-end metoda omogucava dobivanje duzih sekvenci — do 600 pb. Dvije su ponudene
metode kojima se mogu spojiti sljedovi (i) fastg-join i (ii) SegPrep, a mi smo odabrali prvu.
Naredba koja se mora umjeti u terminalni prozor QIIME programa glasi
join paired ends.py —-f forward reads fp -r reverse reads fp -m
fastg-join -o output dir. —f forward_reads_fp je argument koji pokazuje na
datoteku koja sadrzava ocitane slijedove DNA u prednjem smjeru u FASTQ formatu, a —r
reverse_reads_fp argument je za datoteku sa slijedovima u obrnutom smjeru. —m sluzi za
odabir metode za spajanje sljedova, a —0 predstavlja direktorij za spremanje rezultata naredbe.
Kao rezultat join_paired_ends.py naredbe dobili smo spojene sljedove u FASTQ formatu kao
datoteku fastgjoin.join.fastq. Osim toga, dobili smo i dodatne dvije datoteke, takoder u
FASTQ formatu, fastgjoin.unl.fastq i fastgjoin.un2.fastq koje predstavljaju eventualne

nesparene sljedove, no njih bi trebalo biti §to manje.

Zatim smo zbog daljnjih koraka morali dobivene datoteke u FASTQ formatu pretvoriti
u FASTA i QUAL format pomocu convert fastaqual fastq.py naredbe. Cijela naredba glasila
je  convert fastaqual fastg.py -f fastgjoin.join.fastqg e
fastg to fastaqual -o output dir.—f predstavlja FASTQ datoteku koju Zelimo
pretvoriti u FASTA dokument, -c je dio naredbe koji govori koji format Zelimo pretvoriti u
koji, u ovom slucaju to je FASTQ u FASTA i QUAL, a —o je direktorij za spremanje

rezultata. Kao krajnji rezultat dobili smo dvije datoteke — fastgjoin.join.fna (FASTA format) i
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fastgjoin.join.qual (QUAL format) ¢iju smo razliku ve¢ objasnili u prethodnom dijelu ovoga

rada.

Sljede¢i korak ukljucivao je provjeru ve¢ ranije spomenutog mapping dokumenta sa
svim informacijama o uzorku, pocetnicama i barkodu kako bi on bio kompatibilan sa QIIME-
om, odnosno kako bi mogli nastaviti daljnje korake analize bez problema. Naredba glasi
validate mapping file.py -m Fasting Map.txt -0
validate mapping file output. —m predstavlja mapping dokument. Ukoliko
postoji neki problem u mapping dokumentu kao rezultat se dobije HTML dokument u kojem
je prikazano koja je greska ili upozorenje. Jedan takav primjer prikazan je na slici 12. Greska
(oznacava se crvenom) se nuzno mora ispraviti jer ¢e onemoguciti daljnje korake, no
upozorenje (oznaceno Zuto na slici) se moze zanemariti. Ipak, sigurnije bi bilo ispraviti 1
upozorenje. Nakon ispravljanja upozorenja, u ovom slucaju to je bilo brisanje nepotrebne
kolone iz mapping dokumenta, opet se provede ista analiza, te sada ne javlja upozorenja.

Krajnji rezultat ove naredbe je tekstualni dokument koji sadrzi sve informacije potrebne za

daljnji rad i kompatibilan je sa QIIME programom (Fassting_Map_corrected.txt).

Mapping file error and warning details.

Notes for interpreting this report:

* Errors will be listed in red. warnings in yellow.

* Mouse over an error or warning in a cell for more details.

* Errors in the header row may mask other errors, so these should be corrected first.

* Modifications to your mapping file to fix certain issues may result in different errors. You should run validate_mapping_file.py until no errors (nor warnings, ideally) are found.

Some general rules about formatting mapping files (see here for additional details):

» Header characters should only contain alphanumeric and _ characters only.
* Valid characters for SamplelD fields are alphanumeric and . only.
* Other fields allow alphanumeric and +-%./ :,;_ characters.

General issues with your mapping file (i.e., those that do not pertain to a particular cell) will be listed here, if any:

SampleID | BarcodeSeq LinkerPrimerSeqs BarcodeName Repeats ProjectName | Description
Ls1 CATGGAAG CCTACGGGNGGCWGCAG | 1llwhoi34lbar9 |missing data | 042116JZ341F Ls1
Ls2 CATGTTGT CCTACGGONGGCHWGCAG illwhoi341barll missing data | 042116JZ341F Ls2
183 CATTCCGT CCTACGGGNGGCWGCAG | 1llwhoi3dlbarll |missing data | 042116JZ341F 1s3
L54 CATTCGTG CCTACGGONGGCHWGCAG illwhoi341lbarl2 missing data | 042116JZ341F Ls4
LS5 CATTCTAA CCTACGGGNGGCWGCAG | illwhoi34lbarl3 |missing data | 042116JZ341F LS5
186 CATTGCGT CCTACGGGNGGCWGCAG | illwhoi341lbarld |missing data | 042116JZ341F 186
LS7 CCACCTTA CCTACGGONGGCHWGCAG illwhoi341lbarl5 |missing data | 042116J2341F LS7
Ls8 CCACGGTG CCTACGGGNGGCWGCAG | 11lwhoi34lbarlé |missing data | 042116JZ341F Ls8

Slika 12. Prikaz pogreske ili upozorenja u mapping dokumentu
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Zadnji korak pre-procesiranja je demultipleksiranje i filtriranje kvalitete nasih sekvenci.
Zbog napretka tehnologije sekvencioniranja moguée je multipleksiranje — analiza odnosno
sekvencioniranje viSe uzoraka odjednom. To se postize dizajniranjem nukleotidnog barkoda.
Dodjeljuje se individualni, jedinstveni barkod svakom uzorku pa se sekvencioniranje viSe uzoraka
moze provoditi paralelno, a da se na kraju svejedno zna koji rezultat pripada kojem uzorku.
Naredba split_libraries.py provodi upravo to — dodjeljivanje sekvenci pojedinom uzorku. U
globalu, dolazi do analize sekvenci koje zadovoljavaju odredenu kvalitetu i preimenovanja svakog
niza sa nazivom uzorka ¢ime se formiraju podaci za ,,downstream* analizu. Sekvence uzoraka koji

se ne nalaze u mappig dokumentu ili sekvence bez odgovarajuce pocetnice se iskljucuju iz

rezultata. ~ Naredba u cijelosti izgleda ovako: split libraries.py -m
Fassting Map corrected.txt -f fastgjoin.join.fna -q
fastgjoin.join.qual -b 8 - o split libraries output. Odredeni zahtjevi

postavljeni su automatski, iako se mogu mijenjati prema zeljama korisnika. Na primjer minimalna
duljina sekvence je 200 nukleotida, a maksimalna 1000. Minimalni prosje¢ni dopusStena
kvalitativna vrijednost je 25, a pocetnice i barkodovi ostaju u sekvenci. Maksimalni broj
nesigurnih baza je 6, isto kao i maksimalna duzina homopolimera. —m predstavlja mapping
dokument iz prethodnog koraka koji je provjeren i kompatibilan sa QIIME-om, -f i —q
predstavljaju dokumente koje smo dobili pretvorbom FASTQ dokumenta koji je sadrzavao
spojene sljedove. —b predstavlja duljinu barkoda (ukoliko duljina nije 12 mora se posebno
oznaciti, a u nasem slucaju bila je 8) koja se i$¢ita iz mapping dokumenta, a —0 je, kao i uvijek,
direktorij za pohranu rezultata. Kao rezultat QIIME program daje tri dokumenta (i) segs.fna
dokument u FASTA formatu koji sadrzi sve sekvence koje zadovoljavaju postavljene parametre, i
svaka sekvenca sada sadrzi pripadajucu oznaku uzorka iz mapping dokumenta, (ii) histogram.txt
koji sadrzi broj sekvenci odredene duljivete (iii) split library log.txt koji sadrzi saZetak
split_libraries.py analize — informacije o sekvencama koje su prosle kontrolu kvalitete i kako su

rasporedene diljem razli¢itih uzoraka.

3.3.2. Analize raznolikosti
Analiza raznolikosti zapocinje odabirom operativne taksonomske jedinice (operational

txonomic unit — OTU), operativne definicije koja se koristi za razvrstavanje grupa usko povezanih
pojedinaca. QIIME nudi tri protokola za taj odabir — (i) de novo, (ii) ,,closed-reference i (iii)
open-reference. Mi smo izabrali de novo pristup u kojem su sljedovi grupirani medusobno, bez
ikakve vanjske referentne kolekcije sekvenci. Prednost te metode je ta da se grupiraju svi sljedovi,

a mana da sama analiza moze potrajati vremenski dugo ukoliko imamo puno sljedova. Odabir
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OTU-a sastoji se od vise podkoraka i zapocCinje svrstavanjem svih sekvenci svakog uzorka u OTU-
e na temelju njihove odabrane sekvencijske sli¢cnosti. U QIIME-u OTU-i predstavljaju klastere
sekvenci, 1 predstavljaju odredeni stupanj taksonomske srodnosti. Na primjer, kada su sekvence
grupirane na temelju 97% sli¢nosti, svaki klaster predstavlja vrstu. Postoji viSe metoda grupiranja
kojim se QIIME Kkoristi a mi smo izabrali uclust (55), koja stvara ,,sjemenke* sekvenci koje onda
stvaraju klastere bazirane na osnovi postotka identi¢nosti. Naredba glasi pick otus.py -i
segs.fna -m uclust -s 0.97 -o picked otus. Segs.fna dokument generiran je u
prethodnom koraku i predstavlja sve sekvence koje su zadovoljile postavljene paramete kvalitete,
uclust je odabrana metoda grupiranja, a 0,97 je postavljeni prag slicnosti sekvenci. Rezultat
naredbe su dva dokumenta — (i) seqs otus.txt, datoteka koja sadrzi tablicu sa brojem klastera i
sekvencama pridruZzenima tom klasteru i (ii) seqs_otus.log dokument koji sadrzi popisane sve

postavljene parametre.

Slijedi odabir reprezentativnog seta sekvenci iz svakog OTU-a za daljnje analize
(taksonomska identifikacija OTU-a i filogenetsko poravnavanje) pomocu naredbe
pick rep set.py -i segs otus.txt -f segs.fna -o rep set.fna. —i
predstavlja OTU mapping dokument, a —f FASTA dokment sa svim zadovoljavaju¢im
sekvencama. Rezultat je FASTA dokument seqs rep set.fna koji sadrzi jednu reprezentativnu

sekvencu po OTU-u.

Nakon toga slijedi poravnavanje reprezentativnih sekvenci sa jednom od ponudenih
metoda (PyNAST, MUSCLE i INFERNAL), a mi smo odabrali PyNAST — metodu u kojoj NAST
algoritam poravnava svaku sekvencu s najboljom sekvencom iz ve¢ poravnate baze podataka
referentnih sekvenci. Naredba align segs.py -1i rep set.fna -m pynast -o
aligned sadrzi dokument generiran u prethodnom koraku i odabranu metodu za poravnavanje,
te izlazni direktorij. Odredeni parametri su automatski postavljeni kao §to su (i) minimalna duljina
sekvence koja se poravnava — 75% od mediana duzine ulaznih sekvenci i (ii) minimalni postotak
identi¢nosti koji sekvenca mora imati prema najboljem BLAST pogotku da bi bila ukljuena u
poravnavanje — 0,75. Kao rezultate naredbe QIIME generira tri dokumenta: (i)
rep_set_aligned.fasta, FASTA dokument sa svim poravhanim sekvencama, (ii)
rep_set_failures.fasta, FASTA dokument sa svim sekvencama koje nisu zadovoljile specificirane
kriterije i (iii) rep_set log.txt, log dokument koji sadrzi informacije koje se odnose na rezultate

dobivene odabranom metodom.
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Tako poravnane sekvence koriste se u sljedecem koraku u kojem naredba
assign_taxonomy.py dodjeljuje taksonomiju svakoj reprezentativnoj sekvenci. Trenutno dostupne
metode u QIIME-u su BLAST, RDP klasifikator, RTAX, mothur i uclust. Rezultat ovog koraka su
log i txt dokumeti. Za neke OTU-e dodjeljivanje moze biti specificno i do razine vrste, dok za
neke neée uopce biti dodjele taksonomije. Naredba koju smo Koristili glasi
assign taxonomy.py -1 rep set alignes.fasta -m rdp -o taxonomy.-M
odreduje koja od ponudenih metoda ¢e se koristiti, a mi smo odabradi RDP metodu. Ostali
parametri postavljeni su automatski i nismo ih mijenjali, poput minimalne pouzdanosti za
dodjeljivanje taksonomije koja iznosi 0,5. Konsenzus dodijeljena taksonomija implementirana u
programu pruza najdetaljnije opis porijekla dijeljen medu najmanje 90% sekvenci unutar

pojedinog OTU-a.

Naredba filter_alignment.py koristi se prije generiranja filogenetskog stabla za micanje
praznina u poravnanju — filter alignment.py -1i rep set aligned.fasta -o
filtered alignment. —i predstavlja pocetni FASTA dokument generiran u prethodnim
koracima. U izlaznom direktoriju dobije se dokument u FASTA formatu

(rep_set_aligned pfiltered.fasta) koji sluzi za daljnje korake i sadrzi filtrirano poravnanje.

Mnoge ,downstream® analize zahtijevaju prisutnost filogenetskog stabla. Naredba
make phylogeny.py stvara upravo to drvo koriste¢i FastTree metodu i filtrirano poravnanje iz
prethodnog koraka. make phylogeny.py -1 rep set
aligned pfiltered.fasta -t fasttree -o rep phylo.tre stvara dokument
koji se moze vizualizirati pomocu brojnih programa za vizualizaciju kao §to su TopiaryTool ili

FigTree.

QIIME zatim pomoc¢u naredbe make otu table.py -i segs otus.txt -t
rep set aligned tax assignments.txt -o otu table.txt sastavlja tablicu
OTU zastupljenosti u svakom uzorku sa taksonomskom identifikacijom za svaki OTU. Krajnji
rezultat je tablica u biom formatu (slika 13), u kojoj stupci odgovaraju uzorcima, a redovi OTU-

ima 1 broju puta u kojem se uzorak pojavljuje u odredenom OTU-uU.
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giime @qiime-190-virtual-box: ~
- File Edit View Search Terminal Help
qiime@qiime-198-virtual-box:~% head table_from_biom. txt
# Constructed from biom file
#0TU ID LS2 LS8 LS6
585914 5.0 0.0 0.0
310979 50.0 0.0
891031 0.0 0.0
1036749 9.0 1.0
198190 34.0 o 0.0
244689 0.0 o 4.0
0.0
0.0
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Slika 13. Tabica OTU zastupljenosti u pojedinom uzorku

QIME omogucava nekoliko nacina vizualizacije taksonomske raznolikosti, kao $to je

taxonomy heatmap, a odabir ovisi o Zeljama istraZivaca i vrsti rada u kojem se rezultati prikazuju.

3.3.3. Alfa raznolikost
Alfa raznolikost predstavlja raznolikost unutar uzorka te opisuje bogatstvo vrsta ili

nedostatak istih u jednom uzorku i moze se odrediti pomoc¢u QIIME programa. Odredivanje
alfa raznolikosti obuhvaca Cetiri koraka. Prvi ukljucuje stvaranje prorijedenih 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 sadrze manje sekvenci od
trazenog broja su izostavljeni iz analize. Cijela naredba prvog koraka glasi
multiple rarefactions.py -i otu table.txt -m 10 -x 12000 -s
1199 -o rarefaction tables. Ulazne informacije uklju¢uju OTU tablicu 1 odredene

parametre. —x kao maksimalni broj sekvenci za prorijedivanje se odreduje iz tablice biom
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formata koja se dobije naredbom biom summarize-table -i otu table.biom
(slika 14), a kod nas je ta vrijednost iznosila 12000 jer je to bio najmanji broj sekvenci u svim
uzorcima. —m predstavlja minimalni broj sekvenci za prorijedivanje, a kod nas je m iznosio
10. —s je veli¢ina svakog koraka izmedu minimuma i maksimuma sekvenci i mi smo izabrali
1199 kao s vrijednost. Naredba generira brojne biom dokumente ¢iji broj ovisi 0 minimalnom
i maksimalnom broju sekvenci po uzorku. Dokumenti su istog formata kao i ulazna OTU

tablica.

Terminal B3 hr Ty =)

—
e - o

=

qgiime@qiime-190-virtual-box: ~

Num samples: B8

Num observations: 1484

Total count: 257372

Table density (fraction of non-zero wvalues): ©.340

Counts/sample summary:

Median: 30457 .0006
Mean: 32171.500
Std. dewv.: 11009.107

Sample Metadata Categories: None prowvided
Observation Metadata Categories: taxonomy

Counts/sample detail:
LS8: 12222.0
LS5: 25647.0

L56: 26674.0

L52: 27502.0
- L53: 33412.0
L54: 39061.0

L5¥: 43142.0
LS51: 49712.0

P | in: 122220
3 Max: 49712.0
-

Slika 14. Tablica biom formata

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, no najée$¢e se koriste (i)

Chaol, (ii) Observed OTUs i (iii) Phylogenetic Diversity. Naredba glasi
alpha diveristy.py -1i rarefaction tables -m chaol,
PD whole tree, observed otus -t rep phylo.tre -0

alpha div chaol PD obsotus. Naredba uklju¢uje OTU tablice iz prethodnog koraka,
odabrane metrike 1 filogenetsko stablo ukoliko se koriste filogenetske metrike kao Sto je

Phylogenetic Diversity. Dokumenti koji se dobiju su tekstualnog oblika i ukljucuju tablice sa
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stupcima koji predstavljaju odabrane metrike i redovima koji odgovaraju uzorcima i

izraCunatim raznolikostima.

Upravo te tablice su temelj za predzadnji korak — razvrstavanje rezultata alfa
raznolikosti naredbom collate alpha.py -i alpha div chaol PD obsotus
-0 alpa collated. Cilj ove naredbe je povezivanje brojnih dokumenata u jedan kako bi
se mogle generirati krivulje raznolikosti. Zato se kao krajnji dokument ove naredbe dobije
jedan dokument za svaku metriku koji smo koristili (chaol.txt, PD_whole_tree.txt i
observed otus.txt) u kojem se nalazi tablica. Dokumenti sadrze mjeru alfa raznolikosti za

svaki uzorak 1 ureden je tako da su uzorci poredani od najmanjeg do najveceg broja sekvenci.

Zadnji korak je generiranje dijagrama za vizualizaciju alfa raznolikosti pomocu
mapping dokumenta i tablica iz prethodnog koraka. Svaka krivulja predstavlja jedan uzorak i
ovim korakom se olaksava usporedba raznolikosti. Naredba glasi
make rarefaction plots.py i alpha collated -m
Fassting Map corrected.txt -o rarefaction plots. Nakon §to smo unijeli
naredbu kao konacan rezultat dobili smo html dokument pomoc¢u kojega vizualiziramo sve

krivulje.

3.3.4. Beta raznolikost
Uz alfa raznolikost i beta raznolikost je ¢esto u samom centru zanimanja istrazivaca.

Ona 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 razliitost izmedu svakog uzorka. Dobiveni
podaci se mogu vizualizirati sa Principal Coordinates Analysis (PCoA) analizom. Kao i za
alfa raznolikost, 1 za izraCunavanje beta raznolikosti u QIIME-u postoji viSe metrika, no
uobicajeno je Koristiti UniFrac (56). Da bi izvrsili odredivanje raznolikosti koristili smo samo
jednu naredbu koja istovremeno obavlja sljedece korake: (i) single rarefaction.py, korak koji
modificira OTU tablice da bi se uklonila heterogenost u uzorcima. Ovaj korak sluzi za
nasumi¢nu analizu istog broja sekvenci iz svakog uzorka, neovisno o tome koliko je sekvenci
u pojedinom uzorku, da bi se postigla analiza zajednica na jednakom nivou, (ii)
beta_diversity.py, koristi se za procjenjivanje beta raznolikosti pomo¢u weighted unifrac
metode za kvantitativno mjerenje i unweighted unifrac metode za kvalitativno mjerenje
raznolikosti, (iii) principal_coordinates.py, korak za usporedbu grupa uzoraka na temelju

filogenetskog stabla ili metrika udaljenosti baziranih na broju OTU-ova i (iv)
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make_emperor.py, zadnji korak koji generira emperor dijagrame — emperor je interaktivni alat
za analiziranje, vizualizaciju i razumijevanje mikrobnih podataka, odnosno on omogucava 3D

vizualizaciju PCoA dijagama (57).

Naredba koju smo proveli zahtijevala je OTU tablicu, filogenetsko drvo i mapping
dokument da bi izraCunala beta raznolikost. Glasila je
beta diversity through plots.py -i otu table.txt -m
Fassting Map corrected.txt -t rep phylo.tre -o bdiv, a generirala je

3D PCoA grafove iz kojih se moZe ocitati beta raznolikost svih uzoraka.

3.3.5. Skripta core diversity
Zadnji korak analize podataka u QIIME programu uklju¢ivao je jednu naredbu:

core diversity analyses.py -i
otus/otu table mc2 w tax no pynast failures.biom -m
Fasting Map corrected.txt -e 12000 -t otus/rep set tre -o
core output i uloga mu je bila spojiti nekoliko QIIME analiza da bi se formirao osnovni
tijek rada koji pocinje sa BIOM tablicom, mapping dokumentom i, opcionalno, filogenetskim

stablom. Prikaz rezultata ove naredbe pokazan je na slici 15.

imMe -

| Run summary data
[Master run log [log 20160623084358 txt
|BIOM table statistics |biom table summary txt

|Fi].tered BIOM table (minimum sequence count: 12000) |tab1e mc12000.biom gz
|ra.ref1ed BIOM table (sampling depth: 12000) |table evenl2000.biom gz

| Taxonomic summary results

|Taxa summary bar plots |ba.r charts html

|Taxa summary area plots |a.rea charts html

| Beta diversity results (even sampling: 12000)

[PCoA plot (weighted_unifrac) lindex html

|Distance matrix (weighted_unifrac) |vrei2h‘red unifrac dm txt
|Principa]. coordinate matrix (weighted unifrac) |\’reieh’red unifrac pe.txt
[PCoA plot (unweighted_unifrac) lindex html

|Distance matrix (unweighted_unifrac) |um’rei2h‘red unifrac dm txt
|Principa]. coordinate matrix (unweighted_unifrac) |um’reiizh‘ted unifrac pe.txt
| Alpha diversity results

|A1pha rarefaction plots |ra.refaction plots. html

Slika 15. Prikaz HTML dokumenta generiranog core_diversity analyses.py naredbom

34



4. REZULTATI | RASPRAVA



Tema ovoga rada bila je istraziti kako terapija antibiotikom Cefalinom, koji se koristi
prvenstveno za lijeCenje urinarnih infekcija, utje¢e na urinarni mikrobiom pacijentice koja
boluje od te iste bolesti. Uzorci urina uzimani su osam dana (LS1, LS2, LS3, LS4, LS5, LS6,
LS7 i LS8). Prvi uzorak predstavljao je urin prije terapije Cefalinom (LS1), a ostalih sedam su
uzorci kroz sedam dana terapije (LS2-LS8). Nakon §to su uzorci sakupljeni, provedena je
izolacija DNA iz tih uzoraka, te je ta izolirana DNA poslana na sekvencioniranje. Dobiveni su
sirovi podaci koje je bilo potrebno obraditi kako bi dosli do rezultata i podataka koji nas
zanimaju. Obrada podataka izvrSena je u QIIME programu za obradu. Serijom naredbi
odredili smo OTU-e, te smo se nakon toga fokusirali na a- i B-raznolikosti. a-raznolikost bila
nam je bitna kako bi uocili razlike u bakterijskoj populaciji unutar svakog uzorka, dok nam je
B-raznolikost dala uvid u raznolikost izmedu svih osam uzoraka. QIIME program ima izvrsne
vizualizacijske programe, te ¢emo a-raznolikost prikazati krivuljama, dok se B-raznolikost
prikazuje u trodimenzionalnom prikazu. Dobivene rezultate usporedit ¢emo s od prije
provedenim istrazivanjima na temu urinarnog mikrobioma. Cilj nam je pracenje promjene
sastava bakterijskih vrsta i dinamike te promjene uzrokovane antibiotikom. Takoder,
usporedili smo urinarni mikrobiom nase pacijentice s ,,normalnim* urinarnim mikrobiomom
odredenim prijasnjim istazivanjima kako bi uocili koje bakterijske vrste se razlikuju u ta dva
sluc¢aja. Budu¢i da je dokazano da klasi¢ni nacini provjeravanja urina (urinokultura) ¢esto ne
daju reprezentativne rezultate, nego se u urinu Cesto nalaze i bakterije koje se ne mogu
uzgojiti pod tim uvjetima ili su prisutne u malom broju (58), fokusirali smo se na istraZivanja
koja su, kao 1 naSe, ukljucivala sekvencioniranje DNA kako bi usporedba imala smisla i bila

Sto reprezentativnija.

4.1. ODREDPIVANJE TAKSONOMIJE

Pomoc¢u QIIME programa odredili smo taksonomske jedinice, odnosno odredili smo
koje bakterije su prisutne u kojem uzorku, sve do taksonomske jedinice roda, $to je i
prikazano na grafu, na slici 17. U prikazanim tablicama slovom ,,p“ oznaceno je koljeno
(phylum), slovom ,,c* razred (classis), pod slovom ,,0“ nalazi se red (ordo), slovo ,,f*
predstavlja porodicu (familia), a slovo ,,g*“ rod (genus). Sve vrste pripadaju carstvu bakterija.
Nasi rezultati ne uklju¢uju podatke o kvascima, gljivama 1 archeama jer su pri
sekvencioniranju koristene pocetnice iskljucivo za bakterijski 16S rRNA gen. Na slici 16
prikazana je taksonomija svih osam uzoraka, do taksonomske jedinice koljena. Vidimo da su

ukupno najbrojnije bakterije koljena Proteobacteria i Firmicutes. U prvom uzorku LS1, ¢ak
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97,69% prisutnih bakterija pripada koljenu Proteobacteria, uz 1,14% Firmicutes bakterija.
Ostatak ¢ine Chloroflexi (0,19%), Actinobacteria (0,13%) 1 0,44% bakterija koje su nepoznate
odnosno nije im dodijeljeno koljeno. Uzorak LS2 sadrzi znatno manje Proteobacteria
(26,95%), a znatno vise Firmicutes (61,51%). Ostatak Cine Proteobacteria (26,95%),
Bacteroides (5,02%), Actinobacteria (3,83%), Cyanobacteria (1,99%), i nepoznatih je 0,60%.
Tre¢i uzorak LS3 sadrzi sliGan udio Proteobacteria i Firmicutes kao i uzorak LS2 — 15,76% |
82,32%. Osim njih pojavljuju se Bacteroidetes i Actinobacteria sa sli¢nim udjelom od 0,40% i
0,44%. Vidimo da u ovom uzorku nema Cyanobacteria, za razliku od prethodnoga.
Nepoznatih bakterija je 0,86%. Uzorak LS4 ne razlikuje se puno od prethodnog. Smanjio se
udio Proteobacteria na 6,19%, a udio Firmicutes se povecao na 91,32%. Ostala koljena su
Planctomycetes koji se do sada nije pojavljivao s udjelom od 0,19%, Chloroflexi s 0,32% i
Actinobacteria s 0,28%. Prisutne su i Bacteroidetes bakterije — 0,78%. | u ovom uzorku
imamo mali udio nepoznatih bakterija — 0,86%. 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 zna¢ajnije mijenjao te je
iznosio 1,00%. Actinobacteria je zadrzala svoj udio na sli¢noj vrijednosti kao i ranije —
1,70%. Udjeli Chloroflexi i Bacteroidetes bili su vrlo sli¢ni — 2,58% i 2,53%. Broj nepoznatih
bakterija malo je porastao i u Sestom uzorku on iznosi 0,66%. Sedmi uzorak gotovo u
potpunosti sadrzi samo Firmicutes bakterije s udjelom od ¢ak 97,75%. Udio Proteobacteria
pao je na 1,08%. Osim ta dva koljena, u sedmom uzorku nemamo niti jedan od ranije
prisutnih. On sadrzi jo§ tek 0,69% nepoznatih bakterija. Osmi uzorak odudara od o¢ekivanja i
ne prati trend svih prethodnih uzoraka. Kod njega vidimo opet veliki porast Proteobactria na
92,39% Sto nije u skladu s prethodnim rezultatima 1 naSim oc¢ekivanjima. Prema njima taj udio
trebao bi biti puno manji ili bar na razini sedmog uzorka. Udio Firmicutes pada na 4,28%, a
mi smo ocekivali puno veéi broj obzirom na prethodne uzorke. Osim njih, uzorak sadrzi
Bacteroidetes — 1,52%, Actinobacteria — 1,24% i nepoznate bakterije — 0,42%. Uzorak LS8
predstavlja uzorak upitne kvalitete Sto dovodi do odstupanja od rezultata svih ostalih uzoraka
u svim provedenim analizama. Zakljucak je taj da je najvjerojatnije doSlo do pogreske u
samoj pripremi dobivenog uzorka ili u sekvencioniranju izolirane DNA, te ¢e se
sekvencioniranje ponovno provesti. Nakon toga znati ¢e se visSe o sastavu uzorka i o koraku u

kojem je doslo do pogreske. Nazalost, te rezultate ne¢emo ukljuciti u ovaj rad. 1z grafa
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takoder moZemo 1$¢itati da u svim uzorcima ukupno imamo samo 0,6% nepoznatih bakterija.
Vise je mogucih razloga zbog kojega se bakterije svrstavaju u nepoznate. Jedan od njih je da
one predstavljaju bakterije koje do sada nisu otkrivene, odnosno sekvencionirane pa ih je
nemoguce prona¢i u bazama podataka. Drugi moguéi razlog je pogreska tokom
sekvencioniranja ili tokom nekog od prethodnih koraka kao §to su priprema uzorka i

provodenje PCR-a. Prevladavaju Firmicutes bakterije s 57,00% udjela u ukupnom broju

bakterija, te Proteobacteria s 38,70%. Ostale bakterije koje prelaze 1,00% udjela su
Bacteroidetes (1,40%) i Actinobacteria (1,20%).
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Total LS1 LS2 LS3 LS4 LS5 LSE LST LSS

Legend Taxonormy o h ] o o =a o h ]
B Vraccigned:Cther 0.6% |0.4% | 0.6% | 0.9% || 0.9% || 0.5% || 0.7% || 0.7% || 0.4% |
B - c:cteria;p  Acidobacteria 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% |0.0%] 0.0% [o.0% || 0.0% ] ooose
P «__Bacteria;p__Actinobacteria 1.2% [ 0.1% | 3.8% | 0.4% | 0.2% | 1.8% | 1.7% | 0.1% | 1.2%
B - Bacteria;p  Armatimonadetes 0.0% [ 0.0% |[ 0.0% |[ 0.0% |[ 0.0% |[ 0.0 |[ 0222 |[ 0.0 || 0u0s
B - EBacteria;p  Bacteroidetes 1.4% |0.3% | 5.0% | 0.4% | 0.8% || 0.8% || 2.5% || 0.2% | 1.5%
k__Bacteria;p Chlamydiae 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p _Chlorobi 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.1% 0.0% 0.0%
' k__Bacteria;p Chloroflexi 0.5% 0.2% | 01% | 01% | 0.3% | 04% | 28% | DA% || 01|
P «__Bacteria;p Cyanobacteria  0.2% 0.0% [20% | 0.0% [0.0% | 0.oee | 0o |[ 009 | Do
B - Sacteriap  Firmicutes s7.0% | 1.1% [[61.5%][e2 23¢ |91, 2% [65. 5% |52 2% |7 7xe][ 4.2
P +__Bacteria;pFusobacteris 0.0% | 0.0% || 0.0% |[ 0009 || 0.0% || 0.0% || Doose || D.0% || DD
[P 1 Bacteria;p  Mitrospirae 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% 0.0%
[ k__Bacteria;p 0D 0.0% 0.0% 0.0% [0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% 0.0%
[ k__Bacteria;p_ Planctomycetes  0.2% | 0.0% || 009 || 0.1% | o2 | 025 || 109 | 0.9 | 0.0 |
k__Bacteria;p__Proteobacteria  38.7% 57.7% 27.0% 15.8% 6.2% 30.5% 38.7% 1.1% 52.4%
[k Bacteria:p  Verrucomicrobia 0.0%  0.0% | 000% | 000% | 000% || 0ooee || 01 | 0oose 0ooes
P« Bacteriacp  wWwPS5-2 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% 0.0%

Slika 16. Graficki prikaz taksonomskih jedinica u uzorcima urina do taksonomske jedinice koljena
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Legend Taxonomy

- Unassigned;Other; Other; Other; Other; Other

- k__Bacteria;p_ Acidobacteria;e_ Solibacteres;o_ Solibacteralesf ;g

- k__Bacteria;p_ Acidobacteria;e SvalT23o_ SvalT253f_g

- k__Bacteria;p_ Acidobacteria;c_ [Chloracidobacterial;o_ RB41;f_EllinG075;0_

- k__Baeteria;p_ Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f_Actinomycetaceae;g  Actinobaculum
k__Bacteria;p_ Actinobacteria;e_ Actinobacteria;o_Actinomycetales;f Actinomycetaceae;g  Actinomyces
k__Bacteria;p_ Actinobacteria;e_ Actinobacteria;o_Actinomycetales;f Cellulomonadaceae;g  Cellulomonas
k__Bacteria;p_ Actinobacteria;c_Actinobacteria;o_Actinomycetales;fCorynebacteriaceae;q Corynebacterium

- k__Bacteria;p_ Actinobacteria;e_ Actinobacteria;o_Actinomycetales;f Microbacterizceae; Other

- k__Bacteria;p_ Actinobacteria;c_ Actinobacteria;o_Actinomycetales;f Microbacteriaceae;g

- k__Bacteria;p_ Actinobacteria;c_ Actinobacteria;o_Actinomycetales;fMicrobacteriaceae;n  Microbacterium

- k__Baeteria;p_ Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f_ Micrococcaceae;n  Micrococcus
k__Bacteria;p_ Actinobacteria;c_ Actinobacteria;o_Actinomycetales;fMicrococcaceae;q  Renibacterium
k__Bacteria;p_ Actinobacteria;c_ Actinobacteria;o_Actinomycetales;fMicrococcaceae;q  Rothia
k__Bacteria;p_ Actinobacteria;c__Actinobacteria;o_Actinomycetalesf_ Nocardioidaceae;g Friedmanniella
k__Bacteria;p_ Actinobacteria;c_ Actinobacteria;o_Actinomycetales;f Propionibacteriaceas; Other

- k__Bacteria;p_ Actinobacteria;c_ Actinobacteria;o_Actinomycetales;fPropionibacteriaceae;g  Propionibacterium
k__Bacteria;p_ Actinobacteria;c_ Actinobacteria;o_Actinomycetales;fPseudonocardiaceae;n  Pseudonocardia
k__Baeteria;p_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o_Actinomycetales;f_ Sporichthyaceae;g

- k__ Bacteria;p_ Actinobacteria;c_ Actinobacteria;o_Bifidobacteriales;f Bifidobacteriaceae;g  Bifidobacterium

- k__Bacteria;p_ Actinobacteria;c_ Coriobacteriia;o_ Coriobacteriales;f_ Corichacteriaceas;g
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o_Coriobacteriales;f_Coricbacteriaceae;g  Collinsella

- k__Bacteria;p_ Actinobacteria;e_ Coriobacteriia;o_ Coriobacteriales;f_ Coricbacteriaceae;g  Slackia

- k__Bacteria;p_ Actinobacteria;e_ Mitriliruptoria;o__Nitriliruptorales;f_Nitriliruptoraceae;g

- k__Bacteria;p_ Actinobacteria;c_ Thermoleophilia;o__Solirubrobacteralesf_;q

- k__Bacteria;p_ Armatimonadetes;c_ [Fimbriimonadia);o_[Fimbriimonadales];f [Fimbriimonadaceae]g

- k__Bacteria;p_ Bacteroidetes;c_ Bacteroidia;o_ Bacteroidalesf_;g

- k__Bacteria;p_ Bacteroidetes;c_ Bacteroidia;o_ Bacteroidales;f_Bacteroidacese;g Bacteroides

- k__Baeteria;p_Bacteroidetes;c_ Bacteroidia;o_Bacteroidales;f_Porphyromonadaceae;y

- k__Bacteria;p_ Bacteroidetes;c Bacteroidia;o_ Bacteroidales;f_ Porphyromenadaceae;g Parabacteroides

- k__Bacteria;p_ Bacteroidetes;c Bacteroidia;o_ Bacteroidales;f_ Porphyromenadaceae;g Porphyromonas

- k__Bacteria;p_ Bacteroidetes;c Bacteroidia;o_ Bacteroidales;f_Prevotellaceae;g Prevotella

- k__Bacteria;p_ Bacteroidetes;c Bacteroidia;o_ Bacteroidales;f_ Rikenellaceas;g

- k__Bacteria;p_ Bacteroidetes;c Bacteroidia;o_ Bacteroidales;f_ [Barnesiellaceae];g
k__Bacteria;p_ Bacteroidetes;c_ Bacteroidia;o_ Bacteroidales;f_[Faraprevotellaceze];n [Prevotells
k__Baeteria;p_ Bacteroidetes;c_ Cytophagia;o_ Cytophagales;f_Cytophagaceae;n
k__Bacteria;p_ Bacteroidetes;c_ Flavobacteriia;o_ Flavobacteriales;f Cryomorphacese;q

- k__Bacteria;p_ Bacteroidetes;c Flavobacteriia;o_ Flavobacteriales;f Flavobacteriaceae;g  Capnocytophaga

- k__Bacteria;p_ Bacteroidetes;c_ Flavobacteriia;o_ Flavobacteriales;f_[Weehsellaceae]; Other
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- k__Bacteria;p_ Bacteroidetes;c_ Flavobacteriia;o_Flavobacteriales;f_[Weeksellaceae];q

- k__Bacteria;p_ Bacteroidetes;c Flavobacteriia;o_Flavobacteriales;f_[Weeksellaceae];q Chryseobacterium
k_ Bacteria;p_ Bacteroidetes;c_ Flavobacteriia;o_Flavobacteriales;f_[Weehsellaceae];n  Cloacibacterium
- k__Bacteria;p_ Bacteroidetes;c_ Sphingobacteriia;o_Sphingobacteriales;f_Sphingobacteriaceae;n  Sphingobacterium

k_ Bacteria;p_ Bacternidetes;c_ [Saprospirae];o_[Saprospirales];f_Saprospiracese;g

k__Bacteria;p_ Chlamydize;c_ Chlamydiia;o_Chlamydizles;f _Rhabdochlamydiacese;g Candidatus Rhabdochlamydia

- k__Bacteria;p_ Chlorobi;e_lgnavibacteria;o__|gnavibacteriales;f_Ignavibacteriaceae;q
k__Bacteria;p_ Chlorobi;e_Ignavibacteria;o_Ignavibacteriales;f_[Melioribacteraceae];n
k__Bacteria;p_ Chloroflexi;c_ Anaerolineae;o_f ;o

- k__Bacteria;p_ Chloroflexi;c_ Anaerolineae;o_ Anaerolineales;f_Anaerolinaceae;g Anaerolinea

- k__Bacteria;p_ Chloroflexi;c__Anaerolineae;o_ Anaerolineales;f_Anaerolinaceae;g  SHOD-2H

- k_ Bacteria;p_ Chloroflexi;e__Anzerolineae;o_Caldilineales;f_ Caldilineaceae;g

- k__Bacteria;p_ Chloroflexi;c_ Anaerolineae;o_ GCAMM ;g

- k__Bacteria;p_ Chloroflexi;e__Anaerolineae;o_ 5BR1031;f_Adb;g

- k__Bacteria;p_ Chloroflexi;c_ Anaerolineae;o_ SHA-20;f ;0

- k__Bacteria;p_ Chloroflexi;e__Anaerolineae;o_envOPSZf g

- k__Bacteria;p_ Chloroflexi;e_TK1T;:0__mlei-d48f_;g

- k__Bacteria;p_ Chloroflexi;c_ Thermomicrobiz;o_JG3-KF-CMSF_;g

- k__Bacteria;p_Cyanobacteria;c_Chloroplast;o_Streptophyta;f_;o

- k_ Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o__Bacillales;f_Bacillaceae;n Bacillus

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o_ Bacillales;f_Staphylococcaceae;q  Staphylococcus

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o_ Bacillales;f_[Exiguobacteraceae];q Exiguobacterium

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o_Gemellales;f_Gemellaceae;n

I «_Gacteriap_Firmicutes;c_Bacilli:o_Lactobacillales: ther;Qther
k__Bacteria;p__ Firmicutes;c_ Bacilli;o__Lactobacillalesf_;g
k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o__Lactobacillales;f_Aerococcaceae;q  Abiotrophia
k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o_Lactobacillales;fAerococcaceae;q  Aerococcus

- k_ Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o_ Lactobacillales;f Carnobacteriaceae;Other

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o_ Lactobacillales;fCarnobacteriaceae;q Carncbacterium

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o_Lactobacillales;f_Carnobacteriaceae;q  Granulicatella

- k_ Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o__Lactobacillales;f_Enterococcaceae;Other
k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o_Lactobacillales;f _Enterococcacese;y

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o_Lactobacillales;f_Enterococcacese;q  Enterococcus
k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o_ Lactobacillales;f_ Lactobacillaceae; Other
k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o_Lactobacillales;f_Lactobacillaceae;g

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o_Lactobacillales;f_Lactobacillaceae;q Lactobacillus
k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o__Lactobacillales;f_Streptococcaceae;g  Lactococcus
k__Bacteria;p_Firmicutes;c_ Bacilli;o__Lactobacillales;f_Streptococcaceae;g  Streptococcus

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o_ Clostridiales;Other; Other

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o_ Clostridiales;f_;n
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k__Bacteria;p_Firmicutes;c_Clostridia;o__Clostridiales;f_ Clostridiaceae;g

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c__ Clostridia;o__Clostridiales;f_ Clostridiaceae;q  Clostridium

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c__ Clostridia;o__Clostridiales;f_Lachnospiraceae; Other

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales;f_Lachnospiraceae;q

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_Clostridia;o__Clostridiales;f_ Lachnospiraceae;q Blautia

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales;f_ Lachnospiraceae;n Catonella

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o_Clostridiales;f_Lachnospiraceae;n Coprococcus

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales;f_Lachnospiraceae;n Dorea

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales;f_Lachnospiraceae;n Lachnospira

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales;f_Lachnospiraceae;n Roseburia

-IL_E-a.c'heria;p_Firmicutes;c_CInstridia;n_CInstridiaIes;f_L,achnnspirauea.e;g Ruminococeus]

- k__Bacteria;p_Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales;f_ Peptococcaceae;q Peptococcus

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o_Clostridiales;f_ Peptostreptococcaceae;n  Peptostreptococcus
k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales;f_ Ruminococcaceae;q
k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales;f_Ruminococcaceae;q  Faecalibacterium
k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales;f_Ruminococcaceae;q  Oscillospira

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales;f_Ruminococcaceae;q Ruminococcus

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o_Clostridiales;f_ Veillonellaceae;q

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o_Clostridiales;f_ Veillonellaceae;q  Dialister

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o_Clostridiales;f_ Veillonellaceae;q Phascolarctobacterium
k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o_Clostridiales;f_Veillonellaceae;q  Veillonella
k__Bacteria;p_Firmicutes;c_ Clostridia;o_Clostridiales;f_[Tissierellaceae];q  1-68
k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o_Clostridiales;f_[Tissierellacese];q Anaerococcus
k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o_Clostridiales;f_ [Tissierellaceae];q Finegoldia

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o_Clostridiales;f_[Tissierellacese];q  Gallicola
k__Bacteria;p_Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales;f_[Tissierellaceae];g  Parvimonas
k__Bacteria;p_Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales;f_[Tissierellaceae];q Peptoniphilus

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales;f_[Tissierellaceae];g WAL 18550

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales;f_[Tissierellacese];q ph2
k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f_Erysipelotrichaceae;q

- k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f_Erysipelotrichaceae;n Catenibacterium

-IL_E-a.c'heria;p_Firmicutes;c_Erysipelutrichi;n_Erysipelntrichales;f_Erysipelntrichm;g Eubacterium

- k__Bacteria;p_ Fusobacteria;c_ Fusobacteriia;o_Fusobacteriales;f_ Fusobacteriacese;n Fusobacterium

- k__Bacteria;p_ Nitrospirae;c_ Nitrospira;o_Nitrospirales;f_Nitrospiraceae;g  Mitrospira

- k__Bacteria;p_ 004c_jo_f o

- k__Bacteria;p_Planctomycetes;c_ Phycisphaerae;o_ Phycisphaerales;f ;g

- k__Bacteria;p_Planctomycetes;c_ Planctomycetia;o_ Pirellulales;f_Pirellulaceae;g

- k__Bacteria;p_Planctomycetes;c_ Planctomycetia;o_ Planctomycetales;fPlanctomycetaceae;n  Planctomyces

- k__Bacteria;p__ Protecbacteria; Other; Other; Other; Other

- k__Bacteria;p_ Protecbacteria;c_ Alphaprotecbacteria;o_;f ;g

- k__Bacteria;p_ Protecbacteria;c_Alphaprotecbacteria;o_ BO7-5f ;g

- k__Bacteria;p_ Protecbacteria;c_Alphaproteobacteria;o_Caulobacterales;f_ Caulobacteraceae;g
k__Bacteria;p_ Protecbacteria;c_Alphaprotecbacteria;o_ Caulobacterales;fCaulobacteraceae;g Mycoplana
k__Bacteria;p_ Protechacteria;c_ Alphaprotecbacteria;o_ Rhizobiales;f_Bradyrhizobiaceae; Other
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k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteria;o_ Rhizobiales;f Bradyrhizobiaceae;g

- k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotesbacteria;o_ Rhizobiales;f Methylobacteriaceae;g

- k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteria;o_ Rhizobiales;f_Methylobacteriaceae;g  Methylobacterium

- k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotesbacteria;o_Rhodobacteralesf_ Hyphomonadaceas;g

- k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteria;o_Rhodobacteralesf_Rhodobacteracese; Other
k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotesbacteria;o_ Rhodobacteralesf_ Rhodobacteraceas;g
k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteria;o_ Rhodobacteralesf_Rhodobacteracese;g  Paracoccus
k__ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotesbacteria;o_Rhodospirillales;f_Rhoedospirillaceae;g
k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaprotecbacteria;o_ Sphingomonadales;fSphingomonadaceae;g

- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;e_ Alphaprotesbacteria;o_ Sphingomonadales;f Sphingomonadaceae;y  Sphingomonas

k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria; Other;Other; Other
k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_ A550-13:F g
- k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_ Burkholderiales; Other; Other
- k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_ Burkholderiales;f ;g
k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_ Burkholderiales;f Rlcaligenaceae;q  Sutterella
- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_ Burkholderiales;f Burkholderiaceae; Other
- k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_ Burkholderiales;f Burkholderiaceae;g
- k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_ Burkholderiales;f Burkholderiaceae;g  Burkhelderia
- k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_ Burkholderiales;f Comamonadaceae; Other
- k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_ Burkholderiales;f Comamonadaceae;q
- k__ Bacteria;p_ Protecbacteria;c_ Betaprotecbacteria;o_ Burkholderiales;f Comamonadacese;q Comamonas
- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_ Burkholderiales;f Comamonadaceae;q  Delftia
- k__Bacteria;p_ Protecbacteria;c_ Betaprotecbacteria;o_ Burkholderiales;f Comamonadacese;q Limnobacter
- k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_ Burkholderiales;f  Comamonadaceae;q Variovorax
- k__Bacteria;p_ Protecbacteria;c_ Betaprotecbacteria;o_ Burkholderiales;f_ Oxalobacteraceae;Other
- k__ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_ Burkholderiales;f  Oxalobacteraceae;y
- k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_ Burkholderiales;f_Oxalobacteraceae;g Janthinobacterium
k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_ Burkholderiales;f Oxalobacteraceae;y  Ralstonia
k__ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_Hydrogenophilales;f_Hydrogenophilaceae;q Thiobacillus
k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_ Neisseriales;f_ Neisseriaceas;g
- k__Bacteria;p_ Protecbacteria;c_ Betaproteobacteria;o_ Meisseriales;f_ Neisseriaceae;q Meisseria
- k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_Nitrosomonadales;f Nitrosomonadaceas; Other
- k__Bacteria;p_ Protecbacteria;c_ Betaproteobacteria;o_ Nitrosomonadales;f_ Nitrosomonadaceae;n
- k__ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_Rhodoeyelales;fRhodocyclaceae;g
k__ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaprotecbacteria;o_Rhodocyclales;fRhodocyclaceae;q  Dok33
k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_Rhodoeyelales;fRhodocyclaceae;g  Hydrogenophilus
k__ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Betaproteobacteria;o_ Rhodocyclales;f Rhodocyclaceae;g Thauera
k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Deltaproteobacteria;o_ Desulfobacterales;f Desulfobacteraceae;q  Desulfococcus
- k__ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Deltaproteobacteria;o_Desulfovibrionales;f_Desulfovibrionaceae;q Bilophila
k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Deltaproteobacteria;o_ Myxococcalesf ;g

k__Bacteria;p_ Protecbacteria;c_ Epsilonproteobacteria;o_ Campylobacterales;fCampylobacteraceae;q Campylobacter

- k__ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria; Other; Other; Other
- k__ Bacteria;p_ Protecbacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Alteromonadales;Other; Other
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- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o_ Alteromonadales;Other; Dther 00% 0.0% |i]l.ﬂ“ri || u.w.| 0.0% |i]l.ﬂ"ri || ﬂ.ﬂ“ﬁ| 0.0% | 0.0%
k_ Bacteria;p_ Protecbacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_Alteromonadales;fPsychromonadaceae;g Psychromonas 0.40% | 0.0%) 0.0% O0.0% 0.0% O0.0% |0.6%(0.0% 0.0%

-h_Banteria;p_Prnt{-nhacteria;c_ﬁammaprntenhact{-ria;n_.ﬂ.lternmnnadales;f_[lihrnmaﬁame];g Rheinheimera 0.0 0.0% 0.0% O.0% 00% 0.0% 0.0% | 0.0%) 0.0%
-h_E-ai:teria;p_Prntenbacieria;c_ﬁammaprutenhacieria;n_EnteruhacteriaIes;f_Enternbacteriame;m 0.0% | 0.3% || 0.0% || 0.0% || 0.0% | 0.0% | 0.0%( 0.0%) 0.1%
-h_Banteria;p_Prnt{-nhacteria;c_Gammaprntenhacteria;n_EnternhacteriaIes;f_Ent{-rnhacteriame;g_ 12.5% 32.4% | 1.4% [ 0.3% | 0.4% |i]l.d"ri| 140 [ 04% | 2.5%
-k_E-acteria;p_Pru{enbacieria;c_Gammaprntenhmeria;n_EnternhacteriaIes;f_Enterubacteriame;g Klebsiella 0.3% E 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% [ 0.0% || 0.0%
-h_E-a{:teria;p_Prn{enbac{eria;c_Gammaprntenhac{eria;|:|_Enternhac{eriaIes;f_Enternhaeteriame;g Morganella O.2% | D.7% | 0% { DA% | 0.0% || DA% 0.4% [ 0.0% || 0.2%
-k_E-acteria;p_Pru{enbacieria;c_Gammaprntenhmeria;n_EnternhacteriaIes;f_Enterubacteriame;gM 0.4% | D.6% Jf 0.0% {) 0.4% || 0.0% || 0.4% | 0.0% [ DA% || 0.1%
-h_E-anteria;p_Prn{enbac{eria;c_Gammaprntenhac{eria;n_ODeannspiriIIales;f_ﬁ.lnanivnra{:ame;g Hleanivorax 0% 0.0% 0.0% 0.0% E 00% 0.0% 00% 0.0%
-k_E-acteria;p_Pru{enbacieria;c_Gammaprntenhmeria;n_PasteureIIaIes;f_Pasteurellabeae;g Haemophilus 0.5% | 0.0%|( 0.2% | 0.0% | 0.0% (| 0.2% | 0.1% | 0.0% E
-h_E-anteria;p_Prn{enbac{eria;c_ﬁammaprntenhac{eria;n_Pseudnmnnadales;f_!.lnraxelIame;g Aeinetobacter 1.9% | 0.0% 1.%|ﬂ.1%|ﬂ.d‘¥| 1% 3.N|H.W|E.ﬂ%
-k_E-acteria;p_Prutenbacieria;c_Gammaprntenhmeria;n_Pseudnmnnadales;f_!.lurmllame;g Alkanindiges 0% 0.0% 0.0% O0.0% E 0.0% 0.0% 0.0% O0.0%
- k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_Pseudomonadales;fMoraxellaceae;q Enhydrobacter 0.1% 0.0% 0.0% |M‘H| 0.0% |i]'.ﬂ"ri ||1.I°ri| 0.0% 0.0%
-k_E-acteria;p_Prutenbacieria;c_Gammaprntenhmeria;n_Pseudnmnnadales;f_Ps{-udnmunadame;m 0% 0.0% 0.0% O0.0% E 0.0% 0.0% 0.0%
k_ Bacteria;p_Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_Pseudomonadales;fPseudomonadaceae;g 01% 0.3% 04% 0.0% 00% 0.0% 00% D0% O00%
k_ Bacteriz;p_ Protecbacteria;c Gammaproteobacteria;o_ Pseudomonadales;f Pseudomonadaceae;y Pseudomonas  16.4% 0.4% 10.5% 13.0% 4.2% 23.0% 19.2% 0.6% 31.6%
k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Thiotrichales;f_Piscirickettsiaceae;n 0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% O0.0% 0.0%| 0.0% O00%
-h_E-a{:teria;p_Prn{enbacieria;c_ﬁammaprntenhacieria;n_‘.fibrinnales;f_‘.fibrinname;g Photobacterium 0.% 00% 0.0% 0.0% O0.0% E 00% 0.0%
-h_E-anteria;p_Prutenhacieria;c_ﬁammaprutenhacieria;n_.‘(anthumnnadales;f_Sinuhanterame;g_ 0% 0.0% 0.0% 0.0% O00% O.0% E 0% 0.0%
-h_E-a{:teria;p_Prn{enbacieria;c_ﬁammaprntenhmeria;D_Kanthnmnnadales;f_.‘(anthnmnnadame;m 0% 0.0% 00% 00% 00% D.0% E 00% 0.0%
-h_E-acteria;p_Prutenbacieria;c_ﬁammaprutenhacieria;D_Kanthumunadales;f_.'{anthumnnadame;g_ 0% 0.0% 0.0% ﬂ.i}%i}.ﬂ‘% ﬂ.l%|ﬂ.iﬁi || ﬂ.ﬂ%|
k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o_Xanthomonadalesf Xanthomonadaceae;n Luteimonas 0.0% | 0.0%) 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 00% O00%
k_ Bacteriz;p_ Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_Xanthomonadales;f Xanthomonadaceae;q  Stenctrophomonas 0.7% | 0.0% | 0.4% | 0.6% | 0.0% | 0.0% | 0.2% ) 0.0% | 3.%
k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o_ ¥anthomonadales;f Xanthomonadaceae;y Thermomaonas 0% 0.0% 00% 0.0% 00% 00% 00%) D0% O00%
k_ Bacteriz;p_ Verrucomicrobiz;c_ Verrucomicrobize;o_ Verrucomicrobiales;f Verrucomicrobiaceae;g 00% 0.0% 0.0% O0.0% | 0.0%) 0.0% ) 0.0%) 0.0% O0.0%
-h_Banteria;p_‘.ferrucnmicrnhia;c_[Pednsphaera{-];n_[PednsphaeraIes];f_;g_ 0% 0.0% 00% 0.0% O00% 00% 0.0%
k_ Bacteriz;p_ Verrucomicrobiz;c_ [Pedosphaerae,o_ [Pedosphaerales);f _autof7 4\ 0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 04% 0.0% O00%
k_ Bacteriap_ WPS-Ze o f p 00% 0.0% 00% O0.0% 0.0% 0.0% 00%| 0.0% O00%

Slika 17. Graficki prikaz taksonomskih jedinica u uzorcima urina do taksonomske jedinice roda

Na slici 17 prikazan je taksonomski pregled svih bakterija prisutnih u osam uzoraka
urina, do taksonomske jedinice roda. Kao §to smo ve¢ rekli, najbrojnije su bakterije koljena
Firmicutes i Proteobacteria. Najbrojnije Firmicutes bakterije su bakterije vrste Lactobacillus s
50,20% udjela u ukupnom broju bakterija. Njihov udio raste u prva Cetiri uzorka — udio u
prvom uzorku iznosi 0,30%, u uzorku LS2 on je 36,50%, uzorak LS3 sadrzi 80,00%
Lactobacillus bakterija, a u tre¢em danu terapije taj broj iznosi 88,30%. Nakon toga udio im
opada na 55,30% u petom uzorku i 45,00% u uzorku LS6. Maksimalni udio Lactobacillus
bakterija bio je u uzorku LS7, Sesti dan terapije 1 iznosio je ¢ak 95,60%. Zadnji dan terapije
udio je pao na 0,10% Sto se ne slaze s ocekivanjima zbog prethodno iznesenih razloga.
Bakterije koljena Proteobacteria, kao $to je ranije re¢eno, ¢ine 38,70% ukupnih bakterija, a od
toga porodica Enterobacteriaceae 13,00%. Nakon njih najbrojnija je porodica
Pseudomonadaceae s 16,50% udjela, od Cega 16,40% cCine bakterije vrste Pseudomonas.
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Porodica Enterobacteriaceae neodredene vrste predstavlja 92,40% bakterija 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 cetvrtom 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% S§to odstupa od ocekivanih rezultata, najvjerojatnije zbog pogreSeke tokom

sekvencioniranja.

4.2. ALFA RAZNOLIKOST

QIIME program nudi uporabu raznih metrika za odredivanje a-raznolikosti, a tri
naj¢esce koristene su — (i) PD whole tree, (ii) chaol i (iii) observed otus. Takoder, serijom
naredbi u QIIME-u generirali smo grafove krivulja razrjedivanja koje sluze za vizualizaciju
samih rezultata. Te krivulje sluze za utvrdivanje tocnosti karakterizacije bakterijskih
zajednica, odnosno da bi se utvrdilo da li je dubina uzorkovanja bila dovoljna. Krivulje se
stvaraju tako da se svaka zajednica nasumi¢no poduzorkuje bez zamjenjivanja u razli¢itim
intervalima, te se za svaki interval odredi prosjecan broju OTU-a i prikaze u odnosu na
veli¢inu poduzorka. Tocka u kojoj se broj OTU-a ne povecava s daljnjim uzorkovanjem je

tocka u kojoj je uzeto dovoljno uzoraka za preciznu karakterizaciju zajednice.

Na slici 18 prikazana je a-raznolikost koriste¢i observed otus metriku. Na x-0Si
prikazan je broj sekvenci po uzorku, a na y-osi broj opazenih (odredenih) OTU-ova. Iz grafa
mozemo ocitati da je najveca a-raznolikost prisutna u uzorku LS2 koji predstavlja uzorak
prvog dana terapije antibiotikom Cefalinom. 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. Vidimo da krivulje prestaju na 12
000 sekvenci po uzorku, iz razloga $to je to bio maksimalni broj sekvenci u svih osam
uzoraka. Krivulje nisu postignule izgled hiperbole, odnosno nisu se ustalile $to moze indicirati
na to da rezultati broja vrsta nisu maksimalni, odnosno da bi ve¢i broj sekvenci po uzorku dao

I pouzdanije podatke, odnosno veci broj vrsta u svakom uzorku.
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Slika 18. Krivulje razrjedenja u observed otus metrici

Broj prisutnih vrsta u pojedinom uzorku, drugim rije¢ima a-raznolikost prikazana na
slici 18 uglavnom se podudara s prije opisanim rezultatima odredivanja taksonomskih jedinica
prikazanih na slici 17. Na njoj mozemo vidjeti da najviSe vrsta sadrzi upravo uzorak broj 2,
S§to je u skladu s rezultatima dobivenima s observed otus, dok je uzorak LS1 najmanje
raznolik, $to se ne slaZze s rezultatom obsrved otus metrike. Ve¢ smo zakljucili da ta metrika
najmanju raznolikost pridodaje uzorku LS7. Zakljucke dobivene observed otus metrikom
ve¢inom podupiru i rezultati odredivanja a-raznolikosti provedeni s druge dvije koristene
metrike — chaol i PD whole tree. Njihovi graficki prikazi pokazani su na slici 19a i 19b. Na
njima vidimo 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 slucaju sadrZi uzorak LS1, a ne uzorak LS7 kao
Sto je prethodno zakljuceno, iako je razlika medu njima u ovom slu¢aju minimalna. Ostali
rezultati se slazu s prijasnjim zakljuc¢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 najveca raznolikost vrsta pridodaje se uzorku LS6, a ne LS2 kao do sada. Kod
redoslijeda uzoraka LS4 i LS5 nema promjene, dok se u ovom sluc¢aju uzorak LS3 nasSao na

petom mjestu po raznolikosti. Uzroci LS7 1 LS8 imaju gotovo identi¢an broj vrsta, a najmanju
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raznolikost u ovom slucaju pokazuje uzorak LS1, kao i kod analize chaol metrikom. Unato¢
malim odstupanjima u rezultatima raznolikosti kori§tenjem tri razli¢ite metrike rezultati se
mogu smatrati pouzdanima i mozemo re¢i da znamo koji uzorak ima najvecu raznolikost —
LS2, a koji najmanju — LS1. To je u skladu s oéekivanjima jer je uzorak LS1 uzorak urina
prije terapije u kojem prevladavaju ve¢inom patogene bakterije koje izazivaju bolest, dok je
uzorak LS2 uzorak urina uzetog prvog dana terapije Cefalinom, te se ocekivala znatna
promjena u broju i vrstama bakterija. Terapija antibiotikom je naglo unistila veliki broj
patogenih bakterija prisutnih prvog dana, koje su se zamijenile s dijelom bakterija inace

prisutnih u urinu uz ostatak patogenih koje jos uvijek nisu nestale.
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Slika 19. a) prikaz krivulja razrjedenja chaol metrikom i b) PD whole tree metrikom

U tablici 2 prikazane su tocke koristene za izradu krivulja razrjedenja u sve tri metrike
za odredivanje a-raznolikosti, koje je generirao QIIME program. Prvi stupac predstavlja
oznaku uzoraka, a drugi stupac predstavlja broj sekvenci po uzorku pocevsi od 10 do 12 000
prema uputama unesenima u terminal QIIME programa. Nakon toga slijede izraCunate mjere
razrjedenja 1 eventualne pogreske za svaku metriku, kojih u naSem slu€aju nema. Iz tih

podataka QIIME stvara ve¢ prikazane krivulje radi vizualizacije dobivenih rezultata.
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Tablica 2. Podaci potrebni za crtanje krivulja razrjedenja u PD whole tree, chaol 1 observed

otus metrikama

|Snmple]]}|52qs.fSample PD _whole_tree Ave.|PD_whole_tree Err.[chaol Ave.|chaol Err.|observed_otus Ave.|observed otus Err.

10.0 0.138 nan 6383 nan 4.700 nan
1200.0 5444 nan 200.508 nan 66.200 nan
2408.0 7.583 nan 213074 nan 100-300 nan
3607.0 8.263 nan 289.620 nan 135.700 nan
4806.0 0.730 nan 200488 nan 154.100 nan
6005.0 11.173 nan 330242 nan 178100 nan
TH4.0 11602 nan 350205 nan 120300 nan
2403.0 12.157 nan 350,100 nan 205.400 nan
28020 12.634 nan 303.664 nan 221.200 nan
10801.0 13.126 nan 305300 nan 233.400 nan
12000.0 1£.037 nan 308386 nan 247.500 nan

10.0 1032 nan 20.700 nan 7.500 nan
1200.0 12.877 nan 308.624 nan 178400 nan
2408.0 15.107 nan 462258 nan 232,300 nan
38070 16002 nan 53035322 nan 282,800 nan
406.0 18.120 nan 620506 nan 326.000 nan
6005.0 19.185 nan 675.720 nan 362.900 nan
T204.0 20028 nan 697.700 nan 302,800 nan
B403.0 21084 nan T49.570 nan 420.300 nan
86020 21.771 nan 777856 nan 445.700 nan
10801.0 22437 nan 782.712 nan 471.100 nan
12000.0 231232 nan 803.28E nan 425600 nan

10.0 0.832 nan 3.050 namn 3.500 nan
12050 7.366 nan 193 288 nan 83.100 nan
2408.0 0,648 nan 250.743 nan 117.400 nan
3607.0 11538 nan 305.601 nan 151.500 nan
4806.0 12.441 nan 351584 nan 172.100 nan
6005.0 13.700 nan 383.062 nan 195.000 nan
T204.0 14338 nan 422,802 nan 217.300 nan
B403.0 15340 nan 454574 nan 236400 nan
28020 16077 nan 430248 nan 155.800 nan
108010 16.862 nan 524503 nan 271.300 nan
12000.0 17261 nan 530.730 nan 282.400 nan

10.0 0.287 nan 6.983 nan £.400 nan
1200.0 8401 nan 221063 nan 80.700 nan
2408.0 1148 nan 280.676 nan 135.500 nan
3607.0 13357 nan 326.283 nan 168.100 nan
4060 15.153 nan 350041 namn 122,000 nan
6005.0 14185 nan 4120035 nan 226000 nan
T204.0 17.186 nan 458.413 nan 248,400 nan
B403.0 18.10% nan 471301 nan 264.400 nan
86020 18.427 nan 518180 nan 281200 nan
10801.0 19.733 nan 532287 nan 303.800 nan
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120000 20255 nan 584.425 nan 320,000 nan

10.0 1.518 nan 13.700 nan §.400 nan

1202.0 0147 nan 110407 nan 116300 nan

24080 11.482 nan 318518 nan 158.900 nan

3607.0 13,477 nan 405456 nan 195,100 nan

4B06.0 14562 nan 473191 nan 220.900 nan

&005.0 15,826 nan 552.507 nan 255.000 nan

T204.0 17026 nan 500830 nan 280,300 nan

B403.0 17778 nan G15.616 nan 301.200 nan

o602.0 18.736 nan 543041 nan 325.100 nan

10801.0 19007 nan T14.177 nan 351.200 nan

120000 20684 nan 709330 nan 362.000 nan

10.0 1.694 nan 12.067 nan 6800 nan

1202.0 11.796 nan 272100 nan 145.100 nan

24080 14.810 nan 380511 nan 202.100 nan

3607.0 15,888 nan 466.826 nan 242,500 nan

4B06.0 18,525 nan 544.004 nan 291600 nan

&005.0 19878 nan G15.608 nan 325400 nan

TI04.0 20841 nan 632002 nan 342300 nan

B403.0 21.7T08 nan 540071 nan 373.700 nan

o602.0 23131 nan TOE.1E5 nan 405.000 nan

10801.0 24331 nan T53.585 nan 425.900 nan

12000.0 24762 nan T4 366 nan 443.600 nan

L57 10.0 0.802 nan 3.650 nan 3.500 nan
L57 1202.0 5.306 nan 162.800 nan 51.500 nan
L57 24080 T.951 nan 196.304 nan B5.200 nan
L57 3607.0 0985 nan 145800 nan 111300 nan
L57 4B06.0 11.136 nan 203 845 nan 132,800 nan
L57 &005.0 11.067 nan 2183855 nan 142200 nan
L57 T204.0 13316 nan 351228 nan 156300 nan
L37 B403.0 13532 nan 347300 nan 178.000 nan
L57 o602.0 14361 nan 383872 nan 180,600 nan
L57 10801.0 15207 nan 419314 nan 205.400 nan
L57 120000 15.843 nan 404.71% nan 220.100 nan
L38 100 1.159 nan 14.050 nan §.500 nan
L5 1202.0 6.101 nan 134387 nan 57.800 nan
L5 24080 173 nan 276.414 nan 134.400 nan
L5 3607.0 10.034 nan 330362 nan 155.900 nan
L5 4B06.0 10.746 nan 405.639 nan 190,200 nan
L5 &005.0 11672 nan 455.106 nan 212.000 nan
L5 T204.0 12.730 nan 462.660 nan 237.100 nan
L5 B403.0 13546 nan 532.843 nan 257.000 nan
L5 o602.0 14347 nan 547830 nan 277.800 nan
L5 10801.0 14 060 nan 555.151 nan 293,000 nan
L5 120000 15587 nan 567450 nan 310.800 nan

4.3. BETA RAZNOLIKOST

Uz a-raznolikost odredili smo i B-raznolikost za koju smo rekli da predstavlja
usporedbu uzoraka medusobno. Ona odreduje mjeru udaljenosti ili razlicitosti izmedu svih

uzoraka medusobno. Mi smo koristili dvije metrike za odredivanje B-raznolikosti dostupne u
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QIIME-u — (i) Weighted UniFrac (slika 20) i (ii) Un-Weighted UniFrac (slika 21). UniFrac
izracunava udaljenost izmedu parova uzoraka tako da smjeSta sve taksonomske jedinice
prisutne u jednom ili oba uzorka na filogenetsko stablo. Grana stabla koja vodi do
taksonomske jedinica zajednicke za oba uzorka se oznacava kao dijeljena dok ona koja vodi
do taksonomske jedinice prisutne u samo jednom uzorku kao nedijeljena. Udaljenost izmedu
uzoraka se izraCunava 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. Principal
Coordinates Analysis (PCoA) je metoda koriStena za istrazivanje i sliCnosti i razliCitosti
podataka beta raznolikosti. Bazira se na matrici sli¢nosti (ili udaljenosti) i za svaku vrijednost
dodjeljuje lokaciju u malo-dimenzionalnom prostoru - u naSem slu¢aju u trodimenzionalnom

prostoru.

Weighted UniFrac mjera prilagodena je za otkrivanje razlika zastupljenosti
mikroorganizama, ¢ak i kada skupine organizama prisutne u svakom uzorku ostaju iste. PCoA
analiza pokazuje da je B-raznolikost uzoraka LS2, LS6 i LSS5 sli¢na, kao i uzoraka LS3, LS4 i
LS7. Uzorci LS8 1 LS1 svojom raznoliko$¢u odudaraju od ostalih uzoraka, ali i medusobno.
Ove rezultate potvrduje i slika 16 na kojoj vidimo da uzorci LS1 i LS8 imaju najmanje
zajednickih bakterijskih vrsta u odnosu na ostale uzorke i razlikuju se i medusobno. Takoder,
vidimo da uzorci LS2, LS5 i LS6 dijele veliki broj istih bakterijskih vrsta, kao i 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 Cefalina. Uzorak LS8 po predvidanjima 1
ocekivanjima ne bi trebao toliko odskakati od ostalih uzoraka, nego bi trebao biti slican
uzorcima LS2-LS7. No, budu¢i da zadnji uzorak ne prati predvidanja niti u jednom prethodno
dobivenom rezultatu, taj trend se nastavio i ovdje. Kao $to smo rekli, postoji moguénost da je
uzorak dobiven za izolaciju DNA bio kontaminiran ili nepravilno uzet ili da je doslo do
pogreske tokom izolacije DNA pa su i svi daljnji koraci analize nepouzdani. Ostali uzorci
grupirani su u dvije skupine raznolikosti. Uzorci LS6 1 LS7 vrlo su sli¢ni bakterijskim
sastavom $§to je i logi¢no jer su to dva uzastopna uzorka, kao i uzorci LS3 i LS4 iz druge
skupine. Uzorci LS2 1 LS7 prema ocekivanjima trebali bi zamijeniti mjesta u skupinama, te se

dobiveni rezultati ne poklapaju u potpunosti s ocekivanjem. Ipak, to ne predstavlja problem ili

51



gresku jer je raznolikost medu svim tim uzorcima (LS2-LS7) relativno mala, te i male

promjene u bakterijskom sastavu mogu znacajno utjecati na raspodjelu.

C2 (16.7 %)

Slika 20. PCoA prikaz [-raznolikosti koriste¢i Weighted UniFrac metriku

Un-Weighted UniFrac mjera prilagodena je za detektiranje razlike u prisutnosti ili
odsutnosti vrsta bakterija u razli¢itim uzorcima. Rezultati se, o¢ekivano, razlikuju od rezultata
dobivenih Weighted mjerom, jer su to dvije metode (kvalitativna i kvantitativna) zasnovane
na razli¢itim temeljima te je za oCekivati da se isti u potpunosti podudaraju. U ovom slu¢aju
imamo drugacija grupiranja nego u prethodnom — vidimo da najvecu sli¢nost pokazuju uzorci
LS2, LS3 1 LS7, zatim uzorci LS5 1 LS6 §to znaci da je njihova B-raznolikost mala. Logi¢na je
povezanost uzoraka LS5 i LS6 jer su to uzorci uzeti dva dana za redom. To se odnosi i na
uzorke LS2 i LS3. Uz njih imamo i uzorak LS7. Uzorak LS4 u ovom mjerenju odudara
svojom raznoliko$¢u od ostalih, §to u prethodnom slucaju nije bio rezultat. No, ako gledamo
po osi PC1 i dalje svi uzorci osim prvog i zadnjeg pokazuju veliku sli¢nost §to se slaze s prije

opazenim rezultatima. Sto se ti¢e uzoraka LS1 i LS8 oni i dalje ostaju daleko od ostalih
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uzoraka, ali nemaju velike sli¢nosti ni medusobno, odnosno imaju veliku B-raznolikost.
Velika odstupanja prvog i zadnjeg uzorka vjerojatno imaju isti razlog kao i u proslim
rezultatima - LS1 jedini je uzorak uzet prije koriStenja antibiotika, a LS8 uzorak nije
reprezentativan. Budu¢i da su odredeni uzorci grupirani u slucaju koriStenja Weighted
metode, a nisu u slucaju Un-Weighted metode, tada je veca ili manja brojnost nekoliko
OTU-a glavni razlog grupiranja u prvom sluc¢aju. No, kada se u Un-Weighted metodi u obzir

uzmu svi OTU-i u, te razlike se gube i grupiranje vise nije jednako.

PC1 (26.41 %)

PC3 (15.41 %)

Slika 21. PCoA prikaz B-raznolikosti koriste¢i Un-Weighted UniFrac metriku

4.4. USPOREDBA S ,NORMALNIM* URINARNIM MIKROBIOMOM I PRACENJE
DINAMIKE RODOVA UZROKOVANE ANTIBIOTIKOM

Iako je termin ,,normalni mirkobiom* nemoguée odrediti, brojna istrazivanja na tu
temu omogucila su odredivanje bakterijskog sastava urina koji je zajednicki veéini ispitanika.

Pokazano je da zZenski uzorci urina imaju 23 zajednicka roda za koje mozemo re¢i da
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predstavljaju ,,jezgru® mikrobioma (59). U naSem slu¢aju radilo se o Zenskoj osobi, $to je
bitno jer se urinarni mikrobiom razlikuje izmedu muskarca i zene (60). Velika vecina dosada
provedenih istrazivanja fokusirala se upravo na zene, jer je kod njih ¢e$¢i slucaj urinarnih
infekcija, naj¢esce zbog prije navedenih anatomskih razloga, te je naglasak na istrazivanjima
takvih bolesti u tom sluc¢aju ve¢i nego za muskarce. Da bi odredili koje su to bakterijske vrste
koje signaliziraju urinarnu infekciju moramo usporediti sastav urina bolesne osobe i kontrolne
grupe koja nema tu bolest. Urin kontrolne grupe predstavlja ,,normalni“ urin i njegov sastav
predstavlja mikrobiom u ,,normalnim* uvjetima. Jedan takav prikaz mozemo vidjeti na slici
22 koja predstavlja sastav urina 25 zdravih osoba. Svaka boja oznacava taksonomsku

klasifikaciju bakterija na razini roda ili porodice.
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Slika 22. Prikaz strukture bakterijskih zajednica u urinu zdravih osoba (61)

Iz slike mozemo zakljuciti da u vecini slucajeva (15 od njih 25) kao dominantna vrsta
u uzorcima urina prevladava Lactobacillus vrsta. U tri slucaja dominantna vrsta je
Gardnerella, dok u dva slucaja prevladava porodica Enterobacteriaceae u koju spadaju vrste
Ecsherichia, Klebsiella i Proteus. U ostalim uzorcima nema dominantnih bakterijskih vrsta.

Ovi rezultati poklapaju se s naSim rezultatima u kojima smo vidjeli veliki porast udjela
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Lactobacillus bakterija nakon pocetka terapije antibiotikom. Njihov udio u prvom uzorku
iznosio je samo 0,32% jer terapija jo§ nije pocela i penje se sve do maksimalnih 95,62%
Sestog dana terapije. Veliki udio Lactobacillus bakterija je logi¢an jer ta vrsta predstavlja
izrazito korisnu bakterijsku vrstu u drugim dijelovima tijela kao $to su crijeva i1 vagina, pa se
pretpostavlja da i u urinu ima zaStitnu i korisnu ulogu. Dominantna porodica bakterija u
nasem prvom uzorku bila je Enterobacteriaeceae za koju mozemo zakljuciti da je u naSem
slu¢aju uzro¢nik upale. Vrste roda Gardnerella nisu se detektirale u nasim uzorcima. Uzrok
tome moze biti njihova neprisutnost ili niska koncentracija. Takoder, postoji mogucnost da su
one prisutne, ali poCetnice koriStene za umnazanje DNA nisu prikladne za te vrste, te zbog
toga izgleda kao da one ne postoje u nasim uzorcima. Ipak, ta je moguénost vrlo mala zbog
koristenja ,,univerzalnih“ podetnica. Sto se ti¢e porodice Enterobacteriaceaec koja je
dominantna u dva uzroka provedenoga istrazivanja, ona je prisutna i u nas§im uzorcima, i to u
najve¢em udjelu u uzorku LS1 (92, 39%). Budu¢i da taj uzorak predstavlja uzorak urina prije
terapije nelogi¢no je da ista vrsta u jednom slucaju dominira u urinu zdrave osobe, a u
drugom, nasem slucaju, predstavlja uropatogene organizme. Ipak, to je dokaz da ,,normalni‘
urin 1 mikrobiota urina ne postoje i da svaki pojedinac ima drugaciji mikrobiom. Takoder,
postoji mogucnost da su ispitanici kod kojih prevladava ta porodica zapravo zarazeni, ali bez

simptoma, te se nije ni znalo za njihovu dijagnozu.

I drugo istrazivanje (62) na temu urinarnog mikrobioma kod pacijenata zarazenih
urinarnom infekcijom potvrdio je naSe rezultate §to se vidi iz slike 23. Na njoj je pokazano da
je Escherichia coli izolirana iz urina osoba s urinarnom infkecijom u 74,20% slucajeva, §to
pokazuje da je ona jedan od glavnih uzro¢nika urinarne infekcije, $to je dokazano i u drugim
radovima (63). E. coli spada u porodicu Enterobacteriaceae za koju smo ve¢ rekli da dominira
u nasem LS1 uzorku, a ¢iji se udio smanjuje s vremenom, odnosno s terapijom Cefalinom.
Osim E. coli najées¢i uzroc¢nici urinarne infekcije su Klebsiella pneumoniae i Enterococcus
sp. s udjelima od 6,20% i 5,30%. Te dvije vrste nisu se pojavile u naSim uzorcima. Nasi
rezultati omogu¢uju nam da utvrdimo da je uzro¢nik infekcije u nasem sluc¢aju bila nepoznata
bakterija porodice Enterobacteriaceae, no metoda nije imala dovoljnu razluc¢ivost da bi mogli
odrediti to¢nu vrstu. Neke od bakterija koja spadaju u porodicu Enterobacteriaceae su
bakterije roda Klebsiella, Escherichia, Enterobacter, Gibbsiella, Kluyvera i brojne druge, te
sve one predstavljaju potencijalne uzro¢nike infekcije, no tocnu bakteriju nismo mogli

odrediti iz gore navedenih razloga.
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Slika 23. Najces¢i bakterijski uzroénici urinarnih infekcija (62)

Mozemo zakljuciti da zarazene osobe pokazuju manju raznolikost urinarnog
mikrobioma, odnosno broj bakterijskih vrsta manji je u slucaju infekcije. LijeCenjem raste
broj bakterijskih vrsta inace prisutnih u urinu, a opada broj uropatogenih vrsta, §to znaci da
kompleksnost mikrobioma raste. Prija$njim istrazivanjima dokazano je da je mikrobiota
klju€na u odrZavanju zdravlja §to znaci da svaka njena promjena ukazuje na mogucénost neke
bolesti. Budu¢i da su istrazivanja urinarnog mikrobioma krenula kasnije nego istrazivanja
ostalih dijelova tijela, jer se dugo pogresno smatralo da je urin zdrave osobe sterilan, jos nije u
potpunosti jasno djeluje 1i mikrobiota urina kao barijera za uropatogene sli¢no kao u ostalim
dijelovim tijela, recimo kompeticijom za nutrijente ili staniSte. Pokazano je da se urinarni
mikrobiom razlikuje izmedu muskaraca i Zena, ali i izmedu istog roda u razli¢itim stadijima
zivota prvenstveno zbog hormonalnih promjena i uvjeta zivota. Time se doslo do zakljucka da
je balans izmedu bakterijskih vrsta prisutnih u urinu bitniji od samog sastava, jer se sastav
mijenja vremenom (64). Takoder, vidjeli smo da uporaba antibiotika znaajno utjeCe na
urinarni mikrobiom. Problem sa uporabom antibiotika je sve Ce$¢a pojava rezistentnih
bakterija (63). Zato je svima u interesu pronaéi alternative antibioticima i sprijeciti
rezistenciju, a do sada se kao dobar pocetak pokazalo koriStenje probiotika (65), no potrebno

je provesti jo§ puno istrazivanju u tom podrucju.
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5. ZAKLJUCCI



Prvi uzorak LS1 kao dominantnu porodicu bakterija sadrzi porodicu
Enterobacteriaceae koja je uzro¢nik urinarne infekcije,

Terapija antibiotikom Cefalinom kroz sedam dana drasticno utjeCe na urinarni
mikrobiom,

Koristenjem antibiotika dolazi do smanjenja udjela patogenih bakterija u urinu i do
povecanja udjela inace prisutne mikrobiote,

Nakon drugog dana terapije prevladavaju bakterije vrste Lactobacillus koje imaju
zastitnu ulogu,

. Nemogucénost odredivanja rodova svih prisutnih bakterija izazvana je nedovoljnom
pokrivenoséu, odnosno nedovoljnim brojem sekvenci po uzorku,

Uzorak LS8 koji predstavlja zadnji uzorak odstupa po svim provedenim analizama od
ostalih uzoraka zbog pogreSske tokom same pripreme uzorka ili zbog greske tijekom
sekvencioniranja, te ¢e se njegovo sekvencioniranje ponoviti,

Mali broj nepoznatih bakterija (ukupno 0,60%) predstavlja bakterije koje su trenutno
nepoznate i €iji genom nije sekvemcioniran ili je rezultat pogreske tokom pripreme

uzorka, provodenja PCR-a ili samog sekvencioniranja.
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