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Bakteriofagi (fagi) su najrasprostranjeniji entitet na planeti, ¢ija se brojnost u prirodi
kre¢e u rasponu od 10°° do 1032, Bakteriofage je otkrio francuski naué¢niku Felix d’Herelle
koji je 1917. godine definisao da su to virusi sli¢ni biljnim i animalnim virusima i nazvao ih
bakteriofagima (Maramorosch et al, 2012). Odmah nakon otkrié¢a privukli su paznju naucne
javnosti upravo zbog svoje sposobnosti da parazitiraju na bakterijama i tako utic¢u na njihovu
brojnost (Drulis-Kawa et al, 2015). Medutim, nakon Flemingovog otkri¢a antibiotika 1929.
godine, istraZzivanja na polju bakteriofaga znafajno su zanemarena. S druge strane,
istrazivanja i klinicka ispitivanja sa bakteriofagima nastavila su da se sprovode u nekim
zemljama kao Sto je Gruzija (kao deo bivSseg SSSR-a) gde su se liticki fagi rutinski izolovali i
koristili u le¢enju najrazliCitijih infekcija (Chanishvili, 2009). Tokom poslednjih nekoliko
decenija, bakteriofagi su se ponovo nasli u zizi nau¢ne javnosti usled sve rasirenije pojave
multiple i pan rezistencije medu bakterijama. Naime, pojedini fagi pokazali su izuzetan
antimikrobni potencijal u kontroli planktonskih celija, ¢elija u biofilmu i multirezistentnih
bakterija. Posebno interesantni sa aspekta primene u kontroli bakterijskih infekcija su enzimi
faga, tj. lizini za koje je dokazano da poseduju veéi antimikrobni potencijal od samih viriona.
Upravo zbog toga je pocetkom 21. veka, tacnije 2001. godine definisana nova grupa
antimikrobnih agenasa poznatija kao enzibiotici. Rec¢ je nastala kombinacijom reci “enzimi” i
“antibiotici”, a skovana je od strane Daniela Nelsona i njegove grupe (Nelson et al, 2001).

Bakteriofage karakteriSe dualna priroda: postoje obligatno liticki i umereni fagi.
Obligatno liticki fagi nakon multiplikacije dovode do destrukcije, tj. lize bakterijske ¢elije.
Pored ovoga, postoje i umereni fagi koji mogu da perzistiraju u bakterijskoj ¢eliji, tako Sto
integrisu svoju DNK u genom domacdina, tj. bakterije. DNK faga se u ovom sluc¢aju oznacava
kao profag. Oni se multipliciraju u toku replikacije bakterijske DNK i novonastale celije
sadrze profage. Umereni bakteriofagi su posebno interesantni sa aspekta patogenosti
bakterije. Prvi podaci o ulozi faga u patogenosti bakterije datiraju jos iz 1927. godine, kada
su dva naucnika, Frobicher i Brown, otkrili da netoksigene streptokoke sti¢u sposobnost
produkcije toksina nakon izlaganja profiltriranom supernatantu toksigene kulture
streptokoka (Frobisher and Brown, 1927). Ovi nacnici su u stvari opisali fenomen lizogene
konverzije koji nastaje kada umereni fag indukuje promene u fenotipu inficirane bakterije.
Tokom vremena je dokazano da je veliki broj toksina kodiran genomom bakteriofaga i da
fagi ucestvuju u diseminaciji ovih gena medu bakterijskim sojevima. Pored toksina, veliki
broj faktora virulencije je kodiran od strane bakteriofaga, kao Sto su adhezini, razliciti
strukturni proteini i enzimi, pa ¢ak i geni za rezistenciju na antibiotike. Fagi takode mogu da
kodiraju i neke regulatorne faktore koji povecavaju ekspresiju bakterijskih gena koji su u vezi
sa virulencijom, dok drugi kodiraju enzime koji menjaju bakterijske komponente ukljucene u
virulenciju. Medutim, iako je proslo vise od 100 godina od otkri¢a, o bakteriofagima se jos
uvek malo zna, posebno kada je rec¢ o njihovoj ulozi u patogenosti bakterije.
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Bordetella bronchiseptica je patogena bakterija i jedan od glavnih uzroc¢nih
respiratornih infekcija kod domacih i divljih Zivotinja. Retko izaziva infekcije kod ljudi sa
izuzetkom imunokompromitovanih osoba. Dosadasnja saznanja o mogucnostima primene
bakteriofaga ove vrste kao antimikrobnih agenasa i njihovoj ulozi u lizogenoj konverziji

veoma su ogranicena.

2.1. Bordetella bronchiseptica

2.1.1. KARAKTERISTIKE VRSTE Bordetella bronchiseptica

Taksonomski poloZaj vrste Bordetella bronchiseptica prema Bergey-ju (Brenner et al,

2005) je slededi:

Regnum : Prokaryotae
Phylum : Proteobacteria
Classis : Betaproteobacteria
Ordo: Burkholderiales
Familia : Alcaligenaceae
Genus : Bordetella

Species : B. bronchiseptica

Bakterije vrste Bordetella bronchiseptica su Gram negativni, obligatno aerobni i
nesporuliSuc¢i pleomorfni kokobacili. Taksonomiju roda, narocito vrste B. bronchiseptica,
karakteriSe dinamicna istorija. Vrsta B. bronchiseptica je prvi put identifikovana 1910.
godine (Ferry, 1912) kao Bacillus bronchiscanis, posto je izolovana iz respiratornog trakta
psa obolelog od Stenecaka. Nakon izolacije organizma sa identi¢nim karakteristikama, ovaj
put iz respiratornog trakta morskih prasadi, majmuna i ljudi, organizam je dobio novo ime -
Bacteria bronchiseptica. Zbog postojanja velike slicnosti sa bakterijama iz roda Alcaligenes,
Brucella i Haemophilus, bakterija je u narednom periodu menjala ime u Alcaligenes
bronchisepticus, Brucella bronchiseptica, Alcaligenes bronchicanis i Haemophylus
bronchisepticus (Goodnow, 1980). Moreno i Lopez (1952) su definisali novi rod Bordetella u
Cast Jules Bordeta, mikrobiologa koji je prvi izolovao organizam koji izaziva veliki kasalj. U

ovaj rod svrstana je i vrsta Bordetella bronchiseptica.
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Veliki broj studija pokazao je da je B. bronchiseptica blisko srodna sa poznatim
humanim patogenima, B. pertussis i B. parapertussis. Ova slicnost je dokazana razli¢itim
molekularnim analizama, kao $§to su DNK-DNK hibridizacija, Tm vrednosti rRNK-DNK hibrida,
% zastupljenost GC parova u genomu bakterija, slicnost 16S rRNK i 23S rRNK sekvenci gena
itd. (Brenner et al, 2005; Parkhill et al, 2003). Pored toga, genotipizacijom, tj. analizom
multilokusne enzimske elektroforeze i distribucijom insercionih sekvenci dokazano je da su
B. pertussis i B. parapertussis evoluirale od predaka sliénih vrsti B. brochiseptica; tokom
evolucije ove dve vrste doslo je do delecije i inaktivacije odredenih gena, a nastale razlike u
virulenciji u vezi su sa gubitkom regulatornih ili kontrolnih funkcija nekih gena (Parkhill et al,
2003).

Kao Sto je ve¢ naglaseno, B. bronchiseptica je Gram negativan, nesporulisudi,
pleomorfan stapié, koji se na preparatu javlja kao pojedinacan i/ili u paru (Slika 1). Dimenzije
Stapica su 0,2-0,5 um x 0,5-2 um, dok veli¢ina nekih filamentoznih formi moze dostiéi i 0,4 x

8,0 um (Goodnow, 1980; Parton, 2007).

Slika 1. Kapsula vrste B. bronchiseptica, negativno bojenje kapsule po Maneval-u.

B. bronchiseptica je uglavnom pokretna bakterija koja poseduje flagele tipa peritriha
(Slika 2). Ova bakterija mozZe posedovati dva tipa flagela: prvi tip se sastoji od trostrukog
heliksa dijametra oko 14 nm, dok je drugi sadinjen od 5 do 6 pojedinacnih lanaca i moze
dosti¢i debljinu od 22 nm (Goodnow, 1980). B. bronchiseptica poseduje polisaharidnu

kapsulu koja joj omogucava prezivljavanje u slu¢aju nepovoljnih uslova (Moxon i Kroll, 1990)
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(Slika 1). Bakterija takode poseduje pile koje igraju znacajnu ulogu u inicijalnoj kolonizaciji

respiratornog epitela (Bemis i Plotkin, 1982).

Slika 2. Flagele vrste B. bronchiseptica, bojenje flagella po Leifson-u

(Izvor: http://www.slideshare.net/Ghenghesh/lecture).

Sve vrste roda Bordetella su obligatni aerobi, koji optimalno rastu na temperaturama
od 30 °C do 37 °C. Metabolizam ovih organizama se zasniva na oksidaciji aminokiselina, dok
ugljene hidrate uglavnom ne koriste. Nikotin-amidi, organski azot i sumpor neophodni su za
njihov rast (Weiss, 1992). B. bronchiseptica se lako izoluje iz respiratornog trakta kako
obolelih, tako i zdravih Zivotinja i to iz nazalnog i trahealnog brisa (Goodnow, 1980). Uzorci
se zasejavaju na selektivne podloge koje sadrze antibiotike. Za izolaciju se naj¢esSce koriste
modifikovan Bordet-Gengou (B-G) krvni agar na kom B. bronchiseptica stvara zonu B-
pitanju izolacija vrsta iz roda Bordetella (Regan i Lowe, 1977; Muller et al, 1997a). U cilju
inhibicije rasta nazofarengijalnih mikrobionata koriste se antibiotici u odredenoj
koncentraciji (penicilin 0,25-0,5 pgml™ za B-G agar i cefaleksin 40 pgml™ za ugljeni agar).
Takode, za diferencijaciju B. bronchiseptica od drugih Gram negativnih Stapica, Cesto se
koristi 200 mg nitrofurantoina/ml medijuma (Fuzi, 1975). Pored toga, u podloge se moze
dodavati i streptomicin, a rast gljiva se inhibira dodatkom nistatina (Fiizi, 1973). Za izolaciju
B. bronchiseptica koristi se, ali znatno rede, Smith-Baskerville agar, posto ova podloga sadrzi

amfotercin B, koji mozZe da ometa rast B. bronchiseptica (Goodnow, 1980). Pored navedenih,
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definisano je i opisano jos nekoliko medijuma za izolaciju Bordetella sp. koji se danas rede
koriste, a to se pre svega odnosi na razlicite varijacije B-G agara (Lautrop, 1960; Imaizumi et
al, 1983). Dakle, B. bronchiseptica dobro raste na svim podlogama koje se koriste u izolaciji
Bordetella i u nutritivnom smislu je manje zahtevnija od ostalih predstavnika roda. Tako npr.
uspesna izolacija B. bronchiseptica zabeleZena je i na MacConkey agaru (Lariviere et al,
1992; Goodnow, 1980; Brenner et al, 2005).

Od transportnih podloga, najcesée se koristi poluévrsti ugljeni Regan-Lowe agar sa
konjskom krvi i cefaleksinom (Regan i Lowe, 1977). U cilju uspesnije izolacije B.
bronchiseptica iz uzorka koriste se podloge za obogaéenje, kao Sto su Stainer-Scholte,
Sréano-infuzioni i Triptozno-fosfatni bujon. Inokulisane ploce se inkubiraju na temperaturi
od 36+1 °C u trajanju od 24 do 48 h. Na MacConkey agaru kolonije B. bronchiseptica su
crvenkaste, okruzene tankom crvenom zonom sa izmenjenim Zutim medijumom ispod same
kolonije. Na krvnom agaru B. bronchiseptica daje sitne, sivo obojene, sjajne kolonije
dijametra 1-2 mm. Hemoliza se moZe uociti na govedem krvnom agaru, dok na konjskom
agaru hemoliza odsustvuje.

B. bronchiseptica poseduje katalaznu, oksidaznu i ureaznu aktivnost, usvaja citrate,
ne proizvodi vodonik-sulfid i indol i redukuje nitrate (Brenner et al, 2005; Denes et al, 2006).
Interesantna je Cinjenica da ova bakterija daje pozitivan ureaza test za svega nekoliko sati,
zbog Cega se ovaj test najceSée koristi u preliminarnoj identifikaciji B. bronchiseptica,
narocito u razlikovanju ove vrste od B. pertussis, koja je ureaza negativna.

Antigena struktura ove bakterije je relativno jednostavna. Rod Bordetella poseduje
14 termolabilnih kapsularnih antigena (K) oznacenih arapskim brojevima, od toga 7 antigena
je zajednicko za sve vrste ovog roda, dok je K12 karakteristiCan samo za vrstu B.
bronchiseptica. Pored toga, B. bronchiseptica moze da poseduje i K antigene 8, 9, 10 i 11
(Bhatia i lcchpujani, 2003). Pored kapsularnog, ova bakterija poseduje termostabilan,
somatski (O) i flagelarni (H) antigen. U vezi sa tim, test aglutinacije sa monovalentnim
serumom moZe posluZiti za karakterizaciju sojeva (Samanc, 2009).

Za identifikaciju B. bronchiseptica najcesée se koristi PCR tehnika (lancana reakcija
metod u odnosu na metode klasiéne mikrobiologije tj. biohemijske testove (Brenner et al,
2005; Hazbor et al, 1999). Medutim, Register i Nicholson (2007) su ukazali na mogucénost

pogresne identifikacije B. bronchiseptica kao B. pertussis. Naime, prajmeri koji su dizajnirani

7



Doktorska disertacija Aleksandra Petrovié Fabijan

za RT-PCR (eng. real time PCR) identifikaciju B. pertussis uz pomoc¢ sekvence gena za
pertaktin pokazali su se kao nedovoljno specificni za ovu vrstu, zbog cega se javlja
moguénost pogresne identifikacije B. bronchiseptica kao B. pertussis ukoliko se dobijeni
rezultati ne potvrde odgovaraju¢im dopunskim biohemijskim testovima. Do nedavno, jako
mali broj pouzdanih metoda se koristio u tipizaciji B. bronchiseptica. Ribotipizacija je jedna
od najceSée koris¢enih metoda u karakterizaciji B. bronchiseptica izolata poreklom iz
razli¢itih Zivotinjskih vrsta. Ova metoda pruzila je osnovu za grupisanje organizama u
razliCite tipove i omogudila sagledavanja genetskog diverziteta medu izolatima B.
bronchiseptica (Register et al, 1997). U cilju potpunijeg sagledavanja molekularne
epidemiologije vrste B. bronchiseptica, Sacco i sar. (2000) predloZili su kombinovanu
upotrebu analize restrikcionih fragmenata (RFLP, eng. Restiction Fragment Lenght
Polymorphism) i ribotipizacije. Pored svega navedenog, karakterizacija bilo koje bakterije
podrazumeva i karakterizaciju njenog genoma. Tako npr. podaci dobijeni sekvencioniranjem
genoma vrste B. bronchiseptica pruzili su bolji uvid u evoluciju, adaptaciju ove vrste na

domacina, kao i na mehanizme virulencije (Register et al, 2015).

2.1.2. ZNACAJ VRSTE B. bronchiseptica

Bordetella bronchiseptica je primarno respiratorni patogen domacih, laboratorijskih i
divljih Zivotinja (Garcia-Cantu et al, 2000). Prevalenca infekcije je najveéa kod pasa, macaka,
svinja, zeCeva i morskih prasi¢a, dok se bordetelioze rede javljaju kod konja, majmuna,
lisica, pacova, oposuma, ptica i drugih Zivotinja (Deeb et al, 1990; Goodnow, 1980; Kadlec,
2006). Veca prevalenca i afinitet bakterije prema odredenim domacinima moZe se objasniti
razlikama u adherenciji za respiratorni epitel razlic¢itih organizama. Tako npr. B.
bronchiseptica pokazuje znacajnu redukciju u adherenciji na ljudske i pilece epitelijalne
Celijske linije u odnosu na celijske linije zeCeva i hrckova (Tuomanen et al, 1983). B.
bronchiseptica se lako izoluje iz respiratornog trakta obolelih Zivotinja uzimanjem nazalnog i
trahealnog brisa. Takode, fenotipska slicnost B. bronchiseptica sa vrstom Alcaligenes faecalis
ukazuje na mogucénost izolacije ove vrste iz prirodnih sredina, ali njeno prisustvo u takvoj

sredini nije dokumentovano (Porter et al, 1991).
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Ova bakterija je uzrocnik dva znacdajna oboljenja kod svinja: bronhopneumonije i
atrofi¢nog rinitisa. U slucaju atrofi¢nog rinitisa (lat. Rhinitis atrophicans) B. bronchiseptica
produkuje nekoliko toksina od kojih je najvazniji dermonekroti¢ni toksin (DNT), koji izaziva
distroficne promene na gornjo-vilicnim kostima, delimi¢nu ili potpunu atrofiju nosnih skoljki
i deformaciju ili potpuni nestanak nosnog septuma (Samanc, 2009; Brockmeier et al, 2002;
Elias et al, 1990). U kasnijoj fazi bolesti dolazi do pojave osteomijelitisa nosnih kostiju i
inflamatornih promena na distalnim partijama respiratornog sistema tj. bronhija i pluéa. Kod
tezih oblika infekcije moZe doci do Sirenja bakterije neurolimfogenim putem, pa infekcija
moZe da zahvati meninge i mozak i dovede do meningitisa/encefalitisa, odnosno
meningoencefalitisa (Samanc, 2009). U sludaju me$ane infekcije uzrokovane B.
bronchiseptica i toksigene Pasteurella multocida klinicka slika je teza, a ishod bolesti
ozbiljniji (Cowart et al, 1989). Atroficni rinitis je bolest od ekonomskog znacaja, s obzirom na
to da ova infekcija ometa ishranu i dovodi do znacajnih gubitaka u stocarskoj proizvodniji
(Roop et al, 1987). Slucajevi bronhopneumonije kod svinja ¢esto su povezani sa atrofi¢nim
rinitisom. Bronhopneumonija se najcesée javlja kao komplikacija rinitisa, mada postoje i
izolovani slucajevi bronhopneumonije koji nisu u vezi sa atroficnim rinitisom (Ross et al,
1989).

Zarazni traheobronhitis je veoma kontagiozna i akutna bolest gornjih delova
respiratornog sistema pasa i macaka, uglavnhom blagog toka. Bolest se manifestuje
paroksizmalnim kasljem, rinitisom, limfodenopatijom, iscedkom iz nosa, a u tezim
slu¢ajevima bronhopneumonijom (Viitanen et al, 2015). Jedan od glavnih uzro¢nika bolesti
je B. bronchiseptica, dok parainfluenca virus i pseci korona virus retko izazivaju infektivni
traheobronhitis pasa i macaka (Schuiz et al, 2014). U slucaju bakterijske infekcije, bolest se
manifestuje mukopurulentnim rinitisom, traheobronitisom i u tezim slu¢ajevima gnojnom
pneuomonijom (Egbernik et al, 2009).

Kod kunic¢a, B. bronchiseptica je komensal i jedan od glavnih etioloskih agenasa
akutnog ili hroni¢nog oboljenja disajnih puteva poznatog kao zarazna kijavica. Ova bolest je
visoko kontagiozna i mozZe dovesti do velikih gubitaka, tj. visoke stope smrtnosti, ukoliko se
ne ledi. Infekcija se Siri direktnim kontaktom bolesnih i zdravih Zivotinja, preko coveka koji je
u kontaktu sa bolesnim Zivotinjama i preko nosnog iscedka kojim se kontaminira hrana i
voda za Zivotinje (Gjuri¢, 1985). Klini¢ku sliku bolesti karakteriSe pojava bistrog i sluzavog

nosnog iscedka, visoka temperatura i odbijanje hrane. Ukoliko se bolest ne lec¢i adekvatno i
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blagovremeno, za samo dva dana moZe do¢i do uginuda Zivotinje. U slu¢aju komplikacija, tj.
koinfekcije sa vrstom P. multocida javlja se peritonitis i pneumonia (Gjurié, 1985; Berglof et
al, 2000).

lako spada u zoonotske agense, B. bronchiseptica retko izaziva infekcije kod ljudi sa
izuzetkom imunokompromitovanih i imunonekompetentnih osoba. Ljudi se obi¢no ne
smatraju prirodnim domadinima ove vrste i Woolfrey i Moddy (1991) su na osnovu
postojeéih literaturnih podataka zakljudili da je do 1991. godine konstatovano ukupno 23
slu¢aja infekcije ljudi povezanih sa vrstom B. bronchiseptica. Infekcije su uglavnom
konstatovane kod imunokompromitovanih ljudi, pre svega hroni¢nih bolesnika obolelih od
cisticne fibroze, limfoma, AIDS-a i dr. (Lorenzo-Pajuelo, 2002; Wallet et al, 2002; Delluc et al,
2012; Wernli et al, 2011; Woolfrey i Moddy, 1991; Belen et al, 2003). Pored toga,
zabeleZeno je i nekoliko slucajeva infekcije kod imunokompetentnih individua (Rath et al,
2008; de la Torre et al, 2012). Infekcija se naj¢esée manifestuje u vidu bronhitisa,
pneumonije ili paroksizmalnog kaslja, dok su sistematske infekcije tipa meningitisa i
septikemije retke (Kadlek, 2006; Pruller et al, 2015). Jedan slucaj bakteremije sa B.
bronchiseptica kao etioloSkim agensom zabelezen je 1984. godine i zavrSio se smrtnim
ishodom (Katzenstein et al, 1984). Takode, Rath i sar, (2008) zabelezili su slu¢aj pneumonije
izazvane B. bronchiseptica kod imunonekompetentnog novorodenceta sa ekstremno malom
telesnom masom, koja je uspesSno izle€ena upotrebom meropenema. Infekcija najéesce
nastaje usled transmisije patogena sa inficirane Zivotinje na ¢oveka (Gueirard et al, 1995;
Garcia-de-la Fuente et al, 2015), a zabeleZena je i nozokomijalna transmisija ove vrste
(Huebner et al, 2006; Bose et al, 2008).

B. bronchiseptica, kao i drugi pripadnici roda Bordetella, poseduje Sirok spektar
faktora virulencije. Oni predstavljaju stepen patogenosti neke bakterije koji omogudavaju
bakteriji da adherira za domacina, izvrsi invaziju i/ili luéi toksine, tj. uzrokuje oboljenje
(Petrovi¢ et al, 2007). Medu faktorima virulencije B. bronchiseptica najvazniji su pertaktin,
fimbrije, endotoksini, filamentozni aglutinin i drugi faktori koji obezbeduju adhezivnost i
kolonizaciju. Dermonekroti¢ni toksin (DNT) i bifunkcionalna adenilat ciklaza/hemolizin
kljuéni su toksini u patogenezi ove vrste. Ovi toksini dovode do osteéenja tkiva, izmene
imunog odgovora domacina i supresiju antitela (Stepniewska et al, 2012).

Skoro sve vrste roda Bordetella produkuju trahealni citotoksin (TCT), koji izaziva

ciliostazu i inhibiciju sinteze DNK u cilijarnom respiratornom epitelu (Goldman, 1988). Ovaj
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toksin je interesantan po tome $to poseduje malu molekulsku masu (921 Da). Po hemijskom
sastavu trahealni citotoksin je disaharid tetrapeptid i pripada familiji muramil peptidaza sa
razli¢itim bioloSkim aktivnostima: ponasa se kao pirogen, pojacava sekreciju citokina i izaziva
stanje dubokog sna.

Dermonekroti¢ni toksin (DNT) je polipeptid molekulske teZine 160,6 kDa koji se
sastoji od 1464 aminokiselina. Geneticke studije potvrdile su prethodna istraZivanja kada je
u pitanju primarna sekvenca ovog toksina. B. pertussis, B. parapertussis i B. bronchiseptica
produkuju identican toksin u fizicko-hemijskom, seroloSkom i bioloSkom smislu (Walker et
al, 1994). U pitanju je termolabilan toksin koji gubi aktivnost nakon 10 minuta izlaganja na
60 °C. lzaziva vazokonstrikciju, ishemiju, nekrozu i lezije na koZi i atrofiju slezine. U slucaju
atrofiénog rinitisa kod svinje proizvodi degenerativne promene u osteoblastima, te dovodi
do deformacije kostiju lica (Horiguchi et al, 1994).

Kao Sto je navedeno ranije, sve vrste roda Bordetella, uklju¢ujuéi vrstu B.
bronchiseptica poseduju somatski (O) antigen koji je zapravo deo bakterijskog endotoksina.
lako su u genetickom smislu veoma bliske, B. pertussis, B. parapertussis i B. bronchiseptica
poseduju razli¢ite lipopolisaharidne molekule (LPS) koji ulaze u sastav spoljasnje membrane.
Sve tri vrste imaju sliéan lipid A i gradu jezgra, dok je sinteza somatskog antigena
karakteristicna samo za B. parapertussis i B. bronchiseptica (Zarrouk et al, 1997). Smatra se
da je razlika u gradi LPS u vezi sa patogenoSc¢u vrste i opsegom domacina (Preston et al,
2006).

B. parapertussis i B. bronchiseptica pokazuju adenilat-ciklaznu aktivnost (AC) sli¢nu
onoj kod B. pertussis, iako se ovi toksini (ACT) medusobno razlikuju po antigenosti. Ovaj
toksin prodire i intoksikuje razli¢ite tipove celija, a njihova primarna meta su neutrofili,
monociti, makrofazi i ¢elije prirodne ubice (Hawlleti i Gordon, 1988; Guermonperez et al,
2001). ACT ili Cya A, produkt cyaA gena je bifunkcionalni protein koji poseduje adenilat-
ciklaznu i hemoliticku aktivnost. Ovaj toksin spada u RTX familiju kalcijum-zavisnih citolizina,
tj. toksina Ciji prototip je E. coli hemolizin (Coote, 1992). Sintetise se kao inaktivni protoksin,
a konvertuje se u aktivhu formu putem palmitilacije (kovalentnim vezivanjem masnih
kiselina za cisteinske, serinske ili treoninske rezidue proteina). Ovaj toksin proizvodi tanku
zonu B-hemolize oko B. bronchiseptica kolonija na Bordet-Gengou agaru.

Pertaktin je do nedavno smatran potencijalnim virulentnim faktorom tri blisko

srodne vrste B. pertussis, B. parapertussis i B. bronchiseptica, koji spada u familiju
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autotransportera. Ovaj protein pokazuje osobine karakteristicne za adhezine i invazine
(Dougan et al, 1991), a njegova uloga u patogenosti bakterije definisali su Inatsuka i sar.
(2010) kada su in vitro dokazali da ovaj faktor igra kljuénu ulogu u rezistenciji bakterija iz
roda Bordetella na domacinove neutrofile.

Fimbrije su filamentozne strukture smesStene na povrsini bakterijske celije i
predstavljaju jedne od glavnih faktora odgovornih za vezivanje i perzistentnu kolonizaciju
trahealnog epitela vrste B. bronchiseptica. Pored toga, dokazano je da ove strukture
ucestvuju u razvijanju humoralnog odgovora prilikom infekcije (Matto et al, 2000).

Filamentozni hemaglutinin (FHA) je jedan od najbolje proucenih faktora virulencije
predstavnika roda Bordetella. U pitanju je dugacak, Stapicast visoko-imunogen sekretorni
protein koji se nalazi na povrsini bakterijske éelije (Satto et al, 1999). Ovaj faktor jedan je od
primarnih komponenti acelularnih pertusis vakcina (Kimura et al, 1990). Funkcija
filamentoznog hemaglutininina dosta je izu¢avana i utvrdeno je da ima esencijalnu ulogu u
adherenciji (vezuje se za glikosfingolipide cilijarnih membrana) i kolonizaciji epitelijalnih
¢elija (Tuomanen et al, 1988; Cotter et al, 1998). Filamentozni hemaglutinin (FHA) moze da
uti¢e na imuni sistem domacina tako Sto dovodi do povecdane ekspresije pro-inflamatornih
citokina u epitelijalnim éelijama i makrofazima.

Sekretorni sistem tipa lll karakteristi¢an je za vrstu B. bronchiseptica, a smatra se da
ima funkciju u perzistenciji ove vrste u donjim partijama respiratornog trakta (Yuk et al,
2000).

Kao vecina oportunistickih patogena, tako i vrste roda Bordetella poseduju dvo-
komponentni transdukcioni signalni sistem poznatiji kao BvgAS (Bordetella geni za
virulenciju), koji je uklju¢en u virulenciju ovih bakterija. U okviru ovog sistema, razlikuju se
tri faze: virulentna Bvg®, avirulentna Bvg i intermedijerna ng(i) (Matto et al, 2001). Kada
bakterija raste u nutritivno bogatoj podlozi na 37 °C, dolazi do transkripcije gena koji
kodiraju faktore virulencije, kao sto su filamentozni hemaglutini, fimbrije i bifunkcionalna
adenilat-ciklaza/hemolzin (Yasuhiko et al, 2004). Molekulsku osnovu ovog procesa Ccini
kaskadna fosforilacija autofosforiliSuce senzor-kinaze (BvgS), gde je krajnji akceptor fosforne
grupe BvgA DNK vezujudi protein, koji se tim procesom aktivira. Specifi¢ni geni, npr. geni za
pokretljivost, represovani su u ovoj fazi, a njihova ekspresija deSava se u Bvg fazi, koja se
aktivira kada se bakterija inkubira na temperaturi <25 °C i/ili u prisustvu milimolarnih

koncentracija nikotinske kiseline ili magnezijum sulfata. Pored toga, postoje i specifi¢ni
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mutanti BvgAS sistema koji su permanentno “zakljucani” u jednoj od faza, ¢ime postaju
otporni na modulacije koje dolaze iz okolne sredine (Cooter et al, 1994). Interesantno je
spomenuti rezultate analize mutanata zakljuéanih u Bvg® fazi usled supstitucije jedne
aminokiseline u bvgS lokusu (Arg = His,) (Cotter et al, 1994). Naime, naucnici ove studije
pretpostavili su da ¢e nemoguénost fenotipske modulacije koja je prisutna kod zaklju¢anih
mutanata negativno uticati na neku fazu infekcije (kolonizaciju, uspostavljanje infekcije,
transmisiju i sl.). Medutim, oni su utvrdili da i divlji i mutantni sojevi zaklju¢ani u Bvg" fazi,
podjednako dobro uspostavljaju infekciju u respiratornom traktu zeceva. Vaino je
napomenuti da postoji i treca, ng“) faza u kojoj dolazi do ekspresije specificnih gena, npr.
bipA koji kodira fazni protein BipA (Bvg- intermedijarni fazni protein A), a Cija funkcija je u
vezi sa adhezijom i kolonizacijom respiratornog epitela. Pored toga, autori ove studije
ukazali su da je ova faza vaZna u transmisiji patogena putem aerosola (Kathryn et al, 2001).
Takode, utvrdeno je da je formiranje biofilma najintezivnije upravo u ovoj fazi (Irie et al,
2004).

Komparacijom genomskih sekvenci, potvrdena je prethodno definisana hipoteza da
su B. pertussis i B. parapertussis nezavisno evoluirale od pretka slicnog B. bronchiseptica.
Svega nekoliko gena karakteristi¢no je za vrste B. pertussis i B. parapertussis, dok za razliku
od njih, B. bronchiseptica poseduje vise od 600 gena koji su jedinstveni za ovu vrstu i nisu
prisutni u genomima druge dve vrste (Slika 3). Analizom gena koji su tokom evolucije
izgubile B. pertussis i B. parapertussis, ustanovljeno je da su uglavhom u pitanju geni
ukljueni u membranski transport, regulaciju ekspresije i sinteze povrsinskih proteina i
metabolizam malih molekula. Vecina faktora virulencije, kao $to su filamentozni aglutini,
pertaktin, fimbrije i neki od toksina, zajednicka su karakteristika sve tri gore navedene vrste.
Drugi faktori virulencije su karakteristicni i eksprimiraju se samo kod odredenih vrsta. Tako
npr. pertusis toksin eksprimira se samo kod B. pertussis, dok je sekretorni sistem tipa Il
karakteristi¢an za vrstu B. bronchiseptica (Parkhill et al, 2003). Do sada je sekvencionirano 3
kompletna genoma vrste B. bronchispetica, dok je 62 genoma parcijalno sekvencionirano.
Sekvence svih genoma nalaze se u GenBank bazi podataka pod odredenim pristupnim

brojem.
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Slika 3. Komparacija genoma vrsta B. pertussis, B. parapertussis i B. bronchiseptica (Parkhill et al, 2003). Sive
linije predstavljaju vodeci i zaostajudi lanac, crni trouglovi elemente insercionih sekvenci, roze polja profage
dok crvene linije ukazuju na DNK sli¢nost izmedu genoma (blastN).

2.1.3. OSETLJIVOST B. bronchiseptica NA ANTIBIOTIKE

Bakterijske infekcije respiratornog trakta kod zZivotinja najéeSée se lece
konvencionalnim antimikrobnim agensima i to pre svega tetraciklinima, fluorohinolonima,
penicilinima, fenikolima ili kombinacijom trimetoprima i sulfonamida (Briyne et al, 2014;
Kadlec et al, 2004).

O antibiotskoj rezistenciji vrste B. bronchiseptica malo se zna. Ispitivanje osetljivosti
ove bakterije na antibiotike uglavnom je sprovodeno na izolatima poreklom od svinja, pasa i
macaka (Speakman, 1997; Kadlec et al, 2004; Priebe et al, 2003; Speakman et al, 2000).
Komparacija rezultata dobijenih u ovim studijama prakti¢no je nemoguca zbog koriséenja
razli¢itih metoda antibiograma (Steinfeld et al, 2012; Dayao et al, 2014; Steponiewska et al,

2014). Bez obzira na sve, rezistencija sojeva B. bronchiseptica na odredene antibiotike je
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evidentna. Bakterija pokazuje smanjenu osetljivost na beta-laktame (peniciline i
cefalosporine druge i tre¢e generacije) usled produkcije beta-laktamaze, a rezistencija na
cefalosporine javlja se i usled smanjene propustljivosti spoljaSnje membrane za ove
antibiotike (cefalotin, ceftiofur) (Brockmeier et al, 2012; Kadlec et al, 2007; Burton et al,
1996). Pored toga, nedavno je utvrdeno da bakterija pokazuje rezistenciju na
trimetoprim/sulfametaksazol i tetraciklin (Kadlec et al, 2004).

Mikrodiluciona metoda propisana CLSI standardima (2013) pokazala se kao
najpouzdanija u odredivanju osetljivosti B. bronchiseptica izolata na antibiotike (Pruller et al,
2015). Ipak, Pruller i sar. (2015) su u ranijoj studiji demonstrirali da su MIC vrednosti
“homogenije” kada se ocitavanje rezultata izvrSi nakon 24 h inkubacije, u odnosu na
rezultate dobijene ocitavanjem nakon 16-20 c¢asova kako je i propisano u standardima
(Pruller et al, 2015).

Na osnovu rezultata dobijenih u studiji iz 1997. godine, B. bronchiseptica sojevi
izolovani od macaka pokazali su osetljivost na tetraciklin, doksiciklin i enrofloksacin
(Speakman et al, 1997a). Interesantno je da su kod istih izolata detektovani mobilni
geneticki elementi, koji kodiraju rezistenciju na tetracikline (Speakman et al, 1997b).
Diseminacija ovih elemenata medu B. bronchiseptica sojevima moZe predstavljati ozbiljan
problem, posto su tretraciklini naj¢esée prvi lek izbora u lecenju bordetelioza kod pasa i
macaka. Isti autori su ispitivali rezistenciju B. bronchiseptica poreklom od pasa i utvrdili da je
vecina izolata osetljiva na tetraciklin, doksiciklin, amoksicilin/klavulansku kiselinu i
enrofloksacin i da je generalno rezistencija na antibiotike veéa kod sojeva izolovanih od
macaka u odnosu na rezistenciju koju pokazuju psedi izolati. Interesantna je i ¢injenjica da u
izolatima od pasa nije detektovana rezistencija na tetracikline, s obzirom na to da se oni
najéesc¢e koriste u leCenju zaraznog trahebronhitisa kod ovih Zivotinja (Speakman et al,
2000).

B. bronchiseptica sojevi izolovani od svinja pokazali su rezistenciju na beta laktame,
prvenstveno penciline i cefalosporine, florfenikol, makrolide (tilmikosin) i aminoglikozide
(streptomicin) (Kadlec et al, 2004; Pruller i sar, 2015). Molekularnim analizama je utvrdeno
da 5 od 6 sojeva poseduje plazmid sa integronom klase I, koga ¢ine dve genske kasete, jedna
koja nosi gene za rezistenciju na trimetoprim (dfrA1) i druga koja nosi gene za rezistenciju na
hloramfenikol (catB3) (Kadlec et al, 2005). Na istom integronu pronaden je gen sull

odgovoran za rezistenciju na sulfonamide. Porast rezistencije bakterije na sulfonamide je
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evidentan. Ovi antibiotici dugo su predstavljali lek izbora u lec¢enju atrofi¢nog rinitisa kod
svinja, a danas je ¢ak 75% sojeva rezistentno na navedeni antibiotik (Samanc, 2009).

Imajuci u vidu cinjenicu da je izbor antibiotika u kontroli B. bronchiseptica prilicno
suzen, neophodo je tragati za novim alternativnim antimikrobnim agensima. U tom smislu
bakteriofagi i njihovi enzimi, a to se pre svega odnosi na endolizine, mogu predstavljati

alternativno resenje problema.

2.2. BIOLOGIJA BAKTERIOFAGA

Bakteriofagi, ili krace fagi, su obligatni intracelularni paraziti bakterija. Karakterise ih
acelularna grada i kao Sto je slucaj sa drugim virusima, nesposobni su da se umnoZzavaju van
c¢elije domacina.

Virion, tj. Cestica bakteriofaga je izuzetno malih dimenzija (20-300 nm), a njenu
osnovnu gradu cine kapsid, proteinski deo i nasledni materijal, tj. nukleinska kiselina. Ove
dve strukture zajedno cine nukleokapsid (Slika 4). Kapsid je sadinjen od subjedinica, tzv.
kapsomera, a njih ¢ine josS manje subjedinice protomere. U virionu se nalazi samo jedan od
Cetiri moguda tipa nukleinske kiseline: dvolan¢ana DNK (dsDNK), jednolanc¢ana DNK (ssDNK),
dvolancana RNK (dsRNK) i jednolan¢ana RNK (ssRNK). Pored osnovne grade, u sastav nekih
viriona ulaze i ugljeni hidrati koji grade granate peplomere, fosfo- i glikolipidi i drugi
biomolekuli (Knezevi¢, 2012).

U zavisnosti od rasporeda kapsomera oko nukleinske kiseline, nukleokapsid moze

imati nekoliko razlicitih tipova simetrije (Slika 4):

1. helikalnu ili spiralnu simetriju - kapsomere su spiralno rasporedene oko naslednog
materijala;
2. kubi¢nu, poliedralnu ili ikozaedralnu simetriju - kapsomere su rasporedene tako da

grade ikozaedar;

3. kompleksnu ili binarnu simetriju - karakteristicna za fage iz reda Caudovirales kod
kojih se razlikuje glava i rep; rep se zavrSava bazalnom plo¢om na kojoj se mogu nadi
fibrile, dok se na spoju glave i repa nalazi tzv. kragna;

4, plemorfni fagi - kapsomere su nepravilno rasporedene; ovakva grada je

karakteristicna za fage koji inficiraju arhee.
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Slika 4. Morfologija virusa prokariota

(lzvor: www.viralzone.expasy.org)

Deo viriona mogu sacinjavati i neki nestrukturni proteini, kao Sto je lizozim, koji

razgraduje bakterijski muropeptid ili neki drugi molekuli, npr. egzopolisaharidi.

Zbog kompleksne grade bakteriofaga, Bradley je 1976. godine izvrSio njihovu

morfolosku tipizaciju. Bakteriofagi su na osnovu grade podeljeni na tipove i podtipove, $to i

danas predstavlja osnovu podele ove grupe virusa na familije. Prema njemu, fagi su

podeljeni na sedam grupa:

morfotip A imaju fagi sa dugim, kontraktilnim repom (fam.

Myoviridae); morfotip B imaju fagi sa dugackim, fleksibilnim, ali nekontraktilnim repom

(fam. Siphoviridae); morfotip C pripadaju fagi sa kratkim repom (fam. Podoviridae); morfotip

D i E imaju fagi sa kubicnom, morfotip F sa spiralnom simetrijom, dok su u grupu G svrstani

pleomorfni fagi (Slika 5) (Knezevi¢, 2012).
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Slika 5. Morfotipovi bakteriofaga po Bradley-u (Ackerman, 2001)

Bakteriofage karakteriSe dualna priroda: na osnovu Zivotnog ciklusa podeljeni su na
virulentne, tj. obligatno liticke i umerene fage (Slika 6). Infekcija obligatno litickim fagima se
zavrsava lizom celije domacina, dok umereni fagi perzistiraju u bakterijskoj celiji. Postoji i
treéa grupa, a to su fagi koji perzistiraju u bakterijskoj éeliji u formi plazmida. Takvi fagi se
nalaze u stanju mirovanja, pri cemu ne dolazi do multiplikacije faga kao Sto je to slucaj kod
litickog ciklusa, niti sinhrone replikacije sa bakterijskim genomom koja je karakteristi¢na za
lizogeni ciklus. Bakterijska kultura sa ovakvim fagima se naziva pseudolizogena (Los et al,
2012).

Proces umnoZavanja faga, bez obzira da li su u pitanju obligatno liticki,
pseudolizogeni ili umereni fagi zapocinje isto, tj. adsorpcijom faga za bakterijsku celiju i

penetracijom nukleinske kiseline (Knezevi¢, 2012) (Slika 6).
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Slika 6. Sematski prikaz ciklusa multiplikacije faga
(Izvor: https://sites.google.com/site/bacteriophaget4)

Proces umnozavanja virusnih partikula kod pripadnika reda Caudovirales, tacnije kod
T4 faga zapocinje pri¢vrséivanjem bakteriofaga za povrsinu bakterijske ¢elije kao posledica
visoko specificne reakcije antireceptora faga koji se nalazi na povrsini viriona (adhezina,
liganda) i receptorskog molekula na bakterijskoj ¢éeliji. Zbog specificnosti ove reakcije (tipa
“klju¢-brava”), fagi mogu da inficiraju sve bakterije koje poseduju odgovorajudéi receptor, bez
obzira na taksonomsku pripadnost, te ih karakteriSe grupna specificnost. S druge strane,
postoje fagi koji su specifiéni samo za odredene sojeve jedne vrste kao $to je sluéaj sa fagom
001A vrste Pseudomonas aeruginosa, pa takve fage karakteriSe uska specificnost (Knezevic,
2009). Receptori za bakteriofage mogu biti gotovo svi biomolekuli na povrsini bakterije, kao
Sto su fimbrije, flagele, povrsSinski proteini, kapsula, murein i u slucaju Gram pozitivnih
bakterija lipotejhojne kiseline (Hertveldt i Lavigne, 2008; Givan et al, 1982; Shea i Seaman,
1984; Bakr et al, 2002). Bakteriofagi mogu koristi i dva receptora, od koga je jedan primarni,
a drugi sekundarni. Kod bakterija sa kapsulom, fagi se najpre vezuju za sekundarne

receptore u kapsuli, potom dolazi do enzimske razgradnje kapsule i na kraju dolazi do
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vezivanja za primarne receptore, koji su smesteni na ¢elijskom zidu bakterije (Hughes et al,
1998). Za proces adsorpcije veoma su vazni spoljasnji faktori, pre svega temperatura, ali i
hemijski faktori koji mogu znacajno da uti¢u na sam proces. Tako npr. efikasnost adsorpcije
mogu da povecaju joni dvovalentnih metala (magnezijuma i kalcijuma), dok zuc i ugljeni
hidrati negativno uticu na vezivanje faga za bakteriju. Od fizickih faktora, temperatura ima
najveci znacaj kad je u pitanju adsorpcija faga. Fagi pokazuju razli¢it stepen adsorpcije na
odredenim temperaturama. Neki fagi bolje adsorbuju na niskim temperaturama, dok drugi
kao Sto su neke Siphoviridae, se podjednako uspesno vezuju za domacina na temperaturama
do 50 °C u toku 30 minuta (Knezevi¢, 2012). Bakterija moze da izgubi ili promeni receptore
za koje se vezuju fagi, pa takva celija postaje rezistentna na infekciju odredenim
bakteriofagom.

Nakon adsorpcije faga za ¢eliju domacina, sledi naredna faza, tj. penetracija koja
podrazumeva ubacivanje nukleinske kiseline u bakterijsku ¢eliju posredstvom enzima koji
ulaze u sastav viriona. Kao rezultat toga, na povrsini bakterijske éelije ostaje kapsid, pa se
ovaj proces naziva i dekapsidacija. Da bi se zastitila od egzo- i endonukleaza bakterije,
nukleinska kiselina faga se cirkularizuje po ulasku u ¢eliju. Jos jedan nacin zastite nukleinske
kiseline faga od bakterijskih enizima jesu modifikovani nukleotidi koje fagi mogu da imaju,
kao Sto su npr. hidroksimetil deoksiuridin (KneZevi¢, 2012). Nakon penetracije nukleinske
kiseline u bakterijsku ¢eliju sledi faza multiplikacije, u kojoj dolazi do sinteze ranih, a potom i
kasnih proteina koji su neophodni u narednoj fazi, tj. morfogenezi. Na osnovu nukleinske
kiseline faga, transkribuju se, a potom i sintetiSu najpre proteini koji stite nukleinsku kiselinu
faga, a potom dolazi do sinteze proteina koji ometaju metabolicke procese u bakteriji. U
slededoj potfazi dolazi do sinteze proteina ukljuéenih u proces replikacije virusnog genoma,
a sam kraj multiplikacije podrazumeva sintezu strukturnih proteina viriona (Knezevi¢, 2012).

U sledecoj fazi umnoZavanja dolazi do sklapanja virusnih partikula. Ova faza sastoji se
od dve potfaze, jedna podrazumeva integraciju virusih partikula, druga maturaciju virusnih
Cestica. Period od momenta penetracije do pojave prvih viriona u bakterijskoj ¢eliji naziva se
period eklipse. U ovoj fazi virusi se ne mogu detektovati ni ekstracelularno, ni intracelularno.
Nakon ove faze sledi maturacija, gde dolazi do povecanja brojnosti virusa intracelularno, dok
se njihovo prisustvo ekstracelularno jo§ uvek ne moZe detektovati. Period eklipse i

maturacije zajedno cCine latentni period. Na kraju ovog perioda moguce je uociti (uz pomo¢é
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elektronskog mikroskopa) zrele virione u bakterijskoj celiji spremne za liberaciju, koja
ujedno predstavlja poslednju fazu umnozavanja (Knezevi¢, 2012).

Bakteriofagi se oslobadaju naj¢es¢e lizom domadina, dok je samo za neke
filamentozne fage karakteristicno oslobadanje putem pupljenja. Vecina faga koji inficiraju
Gram pozitivne bakterije, lizira ¢eliju posredstvom dvokomponentnog proteinskog sistema
holin-lizin. Prva komponenta, tj. holin sintetiSe se u kasnoj fazi infekcije i u odredenom
trenutku dolazi do depolarizacije membrane, Sto aktivira holine. Ovaj protein se aktivira
procesom oligomerizacije, koja dovodi do formiranja rupa u citoplazmataskoj membrani
bakterije. U meduvremenu dolazi do akumulacije endolizina (lizina) u citoplazmi, tj. druge
komponente pomenutog sistema. Ovi enzimi su u stvari peptidoglikan hidrolaze, koji
razgraduju kovalentne veze u celijskom zidu bakterija. U zavisnosti od toga koju vezu u
peptidoglikanu razgraduju, podeljeni su u Sest klasa o kojima ¢e vise biti reci u daljem
tekstu. Zahvaljujuéi holinima koji formiraju otvore u membrani, endolizini imaju slobodan
pristup Celijskom zidu bakterije.

Bakteriofagi koji inficiraju Gram negativne bakterije poseduju nesto kompleksniji
sistem za oslobadanje novoformiranih viriona. Pored holina i lizina, ovi fagi imaju i treéu
komponentu tzv. spanin. Spanin je transmembranski protein koji se sastoji od dve
subjedinice Rz i Rz1. Geni koji kodiraju Rz i Rz1, i njihove ekvivalente karakteristi¢ni su po
tome Sto medusobno dele istu DNK sa razli¢itim okvirima Citanja (Berry et al, 2008) (Slika 7).
Ovi proteini u stvari su lipoproteinski signalni peptidi koji stvaraju fizicku vezu izmedu
unutrasnje i spoljasnje citoplazmatske membrane. Smatra se da uéestvuju u poslednjoj fazi
liberacije, prenose¢i mehanicki stres sa holinima narusene citoplazmatske membrane do

spoljasnje membrane, dovodedi do njene disrupcije (Berry et al, 2008).

PR s _R__RzRzt 1kb

R....valaegrl 'ValEND /
MetSerArgval.{ ’...GluLeuAlaRsphlalysAlaGlu....RZ

RZz]1 petLeuLysLeuLys. ..

Slika 7. Raspored gena bakteriofaga uklju¢enih u proces lize Gram negativnih bakterija (genska
kaseta za lizu); S-holin, R-lizin, Rz i Rz1-spanini (Berry et al, 2008)
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2.2.1. UMERENI BAKTERIOFAGI

Umereni fagi ne moraju da se umnoZavaju i liziraju ¢elije, ve¢ mogu da perzistiraju u
bakterijskoj ¢eliji tako Sto integrisu svoj genom u bakterijsku DNK nakon infekcije. Ovako
inficirana bakterijska kultura naziva se lizogena, a DNK bakteriofaga koja je integrisana u
bakterijski genom naziva se profag. Profag se replikuje zajedno sa bakterijskom DNK i
prenosi se vertikalnim transferom gena, tj. sa jedne generacije na sledeéu. Proteini tako
integrisanog faga se ne eksprimiraju zahvaljujuci represornom proteinu, koji se eksprimira i
inhibira ekspresiju svih ostalih proteina. Medutim, u odredenim uslovima moze doci do
gubitka aktivnosti represornog proteina, nakon cega sledi isecanje profaga iz DNK bakterije i
zapocinjanja litickog ciklusa (Slika 8). Ovaj proces inicijacije litickog ciklusa umerenog faga
naziva se indukcija, a moZe biti izazvana razli¢itim nepovoljnim faktorima, kao $to su UV

zracenje, mitomicin C, vodonik-peroskid itd. (Knezevi¢, 2012).

Bakterijski hromozom
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Slika 8. Sematski prikaz liti¢kog i lizogenog ciklusa bakteriofaga

(Izvor: http://biology-forums.com/index)

Kao Sto je ranije naglaseno, posebnu grupu bakteriofaga Cine fagi koji perzistiraju u
formi plazmida, u cirkularnoj formi, tj. ekstrahromozomski. Neki bakteriofagi, kao Sto su
pojedini predstavnici familije Inoviridae, inficiraju bakteriju uvek na ovaj nacin. Ovaj
fenomen se moze javiti i kod bakterija inficiranih fagima iz reda Caudovirales, koje se nalaze

u nepovoljnim uslovima sredine (npr. izgladnjivanje), a zavrsava se inicijacijom lizogenog ili
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litickog ciklusa, onog momenta kada nastupe povoljni uslovi. Ovakva bakterijska kultura se
naziva pseudolizogena (Guttman et al, 2005; KneZevi¢, 2012). Smatra se da ovaj fenomen
ima znacdajnu ulogu u preZivljavanju faga u slucaju kada se domacin, tj. bakterija nalaze u

nepovoljnim uslovima ili kada je rast usporen (Los i Wegrzyn, 2012).

2.3. OSETLJIVOST BAKTERIOFAGA NA FIZICKE | HEMIJSKE AGENSE

Osetljivost faga na fizicke i hemijske agense je prilicno raznolika. Vecina faga je
otporna na susenje, neotporna na visoke temperature i UV zracenje i razliito osetljiva na
promene pH vrednosti.

Temperatura je klju¢ni faktor za ocuvanje infektivnosti faga (Olson et al, 2004). Kao
Sto je ve¢ opisano, ovaj faktor je od izuzetne vaZnosti za adsorpciju, penetraciju,
multiplikaciju i duzinu latentnog perioda (Jonczyk et al, 2011). Temperature nize od
optimalnih uti¢u negativho na infektivnost faga; svega nekoliko faga ulazi u proces
multiplikacije, pa je samim tim i broj oslobodenih faga po ciklusu mnogo manji nego u
optimalnim uslovima. S druge strane, temperature vise od optimalnih takode negativno
uti¢u na biologiju faga, najc¢esée produzavajuci duzinu njihovog latentnog perioda (Tey et al,
2009). Rezistencija na visoke temperature se najéesée srece kod faga izolovanih iz prirodne
sredine i faga laktokoka (Buzrul et al, 2007).

Kada je u pitanju pH vrednost, vecina faga dobro prezivljava pH od 5 do 8, sa
izuzetkom nekih faga koji dobro podnose nisku pH vrednost od 3 do 4, ili pak visoku, oko 11.
Za pojedine fage je karakteristi¢cno da zadrzavaju vijabilnost u Sirokom opsegu pH vrednosti,
kao Sto je npr. bakteriofag vrste Lactococcus casei, koji zadrzava infektivnost u opsegu pH 4-
11 (Capra et al, 2006). Najcesce je slucaj da opseg pH vrednosti na kojima bakterija moze da
raste odreduje pH opseg u kome je infektivnost faga ocuvana. Tako npr. pH vrednost u
okviru koje je mogu¢ rast vrste Pseudomonas aeruginosa iznosi od 5,6 do 8, sa optimumom
oko 7,4, dok je za bakteriofage specificne za ovu vrstu pokazano da su najstabilnijina pH 7. S
druge strane, neki fagi pokazuju bolje ocfuvanje infektivnosti na nizim ili visSim pH
vrednostima u odnosu na optimalne vrednosti za prezZivljavanje bakterije domacdina. Tako na
primer, bakteriofagi vrste P. aeruginosa iz familije Podoviridae pokazuje relativho dobru

stabilnost na pH vrednostima oko 3 (Knezevic, 2011).
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Nagle promene osmotskog pritiska, tj. osmotski Sok dovodi do izbacivanja nukleinske
kiseline iz kapsida i inaktivacije faga. Ovo se deSava kada se fagi prebacuju iz sredine sa
visokom koncentracijom soli u sredinu sa malom koncentracijom soli (Lark i Adams, 1953).
Adams je (1949) ispitivao stabilnost T5 faga u rastvorima soli (fosfatni pufer, pufer sa
citratom i pufer sa kalcijumom). On je uocio da su fagi ostali stabilni u puferu sa kalcijumom,
ali da su izgubili vijabilnost u fosfatnom puferu, dok su fagi u puferu sa citratom inaktivirani
gotovo odmah. Na osnovu njegovog rezultata, ali i mnogih drugih istrazivanja, predlozeno je
dodavanje kalcijum-hlorida u suspenzije virusa, kako bi se oCuvala njihova stabilnost tokom
procesa purifikacije (Chow et al, 1971).

Urea takode moZe da utiCe na infektivnost faga, posto je u pitanju agens koji
denaturise proteine. Tako su Gupta i Yin (1995) utvrdili da bakteriofag T7 znacajno gubi
infektivnost ve¢ nakon 30 sekundi izlaganja 6 molL? rastvoru uree. Whang i sar. (1996)
ukazali su da dvovalentni joni kao $to su Mg?*, Ca®*, Co*" i Ni** stabilizuju aktivnost faga u
prisutvu uree, za razliku od trovalentnih jona (AP i AU koji destabiliziju fage u takvim
uslovima.

S obzirom da je osetljivost faga na razlicite fizicke i hemijske agense prili¢no raznolika
(razlike su detektovane ¢ak medu fagima koji pripadaju istoj familiji), veoma je vaino
poznavati optimalne vrednosti faktora sredine u sluc¢aju svakog pojedina¢nog faga. Ovo je od
izuzetne vaznosti kako u slucaju primene faga u terapijske svrhe, tako i u sluéaju umernih

faga i njihove moguce uloge u lizogenoj konverziji bakterije.

2.4. TAKSONOMIJA BAKTERIOFAGA

Aktuelnu klasifikaciju bakteriofaga izvrSio je Hans W. Ackermann zajedno sa
¢lanovima Internacionalnog Komiteta Taksonomije Virusa osnovanog 1966. godine (ICTV) u
Moskvi. Virusi prokariota svrstani su u 10 familija, sa najmanje pet potencijlano novih
familija koje c¢ekaju novu klasifikaciju. Do sada je jako mali broj faga morfoloski
okarakterisano putem elektronskog mikroskopa, a smatra se da je najmanje 5000 izolovano,
ali ne i okarakterisano (Ackerman, 2009). U klasifikaciji bakteriofaga od velikog znacaja su
sledeée karakteristike: karakteristike genoma i replikacije, fizicko-hemijske, bioloske i

antigenske karakteristike viriona i morfologija faga (simetrija i sloZenost viriona).
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Osnovna taksonomska jedinica klasifikacije kod bakteriofaga je vrsta, a najéesée
koriséena familija. Trenutno najveéu taksonomsku jedinicu u klasifikaciji bakteriofaga ¢ine 2
reda (Caudovirales i Ligamenvirales). Caudovirales obuhvata preko 96% klasifikovanih
bakteriofaga sa tri porodice: Myoviridae, Podoviridae i Siphoviridae. Porodica Myoviridae je
podeljena u pet potporodica: Peduovirinae sa 2 roda koja sadrze 19 vrsta, Sponuavirinae sa
5 rodova koji sadrze 17 vrsta, Tevenvirinae sa 8 rodova u kojima je svrstano 43 vrste,
Eucampyvirinae sa 2 roda koja sadrze 7 vrsta i Vequintavirinae sa tri roda koja sadrze 11
vrsta. Ovoj familiji pripadaju jos 28 rodova koji nisu svrstani ni u jednu potfamiliju. Porodicu
Podoviridae Cine dve potfaimilije, Autographivirinae sa 4 roda u kojima je svrstano 20 vrsta i
Picovirinae sa 2 roda u kojima je svrstano 9 vrsta. Ovoj familiji pripadaju i 14 rodova faga koji
nisu svrstani ni u jednu porodicu. Porodicu Siphoviridae ¢ine dve potfamilije:
Guernseyvirinae sa 3 roda u kojima je svrstano 17 vrsta i Tunavirinae sa 6 rodova u koje je
svrstano 20 vrsta, dok 57 rodova sa 328 vrsta faga nije svrstano u potfamilije. Pored tri
porodice svrstane u red Caudovirales definisano je joS sedam porodica: Microviridae sa
potfamilijom Bullavirinae (3 roda sa 14 vrsta) i Gokushovirinae (3 roda sa 7 vrsta),
Corticoviridae (1 rod sa 1 vrstom), Tectiviridae (1 rod sa 4 vrste i 1 vrsta koja ne pripada ni
jednom rodu), Leviviridae (2 roda sa 4 vrste), Cystoviridae (1 rod sa 1 vrstom), Inoviridae (2

roda sa 43 vrste) i Plasmaviridae (1 rod sa 1 vrstom) ( ICTV, 2015) (Slika 9).
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Oblik Redili Porodica Nukleinska kiselina, strulture, velicina Clan

Caudovirales dsDNA (L), bez omotaéa
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Slika 9. Pregled porodica bakteriofaga (Ackermann 2011).

2.4.1. RED Caudovirales

Do danas je opisana morfologija za oko 4500 faga sa repom primenom elektronske
mikroskopije. Medutim, podaci kao $to su struktura viriona, karakteristike replikacije i
organizacija genoma dostupni su za veoma mali broj faga. Fagi sa repom pripadaju redu

Caudovirales i ¢ine 96% svih do sada opisanih faga, a tako i jednu od najvecih grupa virusa
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koji inficiraju bakterije iz carstva Bacteria i Archea (Ackermann, 1996; King et al, 2012).
Siphoviridae su najzastupljenija gupa ovih faga (62%), zatim slede Myoviridae (24%), najrede
su Podoviridae (14%) (Holt, 1984, 1986, 1989,1989).

Familiju Myoviridae Cine fagi sa dugim, manje ili viSe rigidnim kontraktilnim repom
duZine 80-455 nm i Sirine 16—20 nm. Ovi fagi se sastoje od centralnog jezgra koga Cine
naslagani prstenovi od Sest subjedinica okruzeni helikalnom i kontraktilnom kragnom koja
odvaja glavu od vrata. Procesi sklapanja glave i repova viriona odvijaju se nezavisno jedan od
drugog. U poredenju sa drugim fagima sa repom, Myoviridae poseduju veée glave, sadrze
vise DNK i imaju vecu osetljivost na zamrzavanje, odmrzavanje i osmotski Sok. Rodovi ove
familije diferencirani su na osnovu organizacije genoma, mehanizma DNK replikacije i njenog
pakovanja, kao i prisustva ili odsustva neobi¢nih baza i DNK polimeraze (King et al, 2012).

Familiju Podoviridae Cine fagi sa kratkim, nekontraktilnim repom dimenzija 20x8 nm.
Kao i kod Myoviridae, sklapanje proteina glave se odvija nezavisno od slapanja proteina
repa. Klasifikacija ove familije nedavno je revidirana i bazirana na dostupnim proteomskim
podacima koji su u vezi sa bioloSkim karakteristikama koje podrazumevaju morfologiju,
organizaciju genoma, mehanizam DNK pakovanja i prisustvo ili odsustvo gena za DNK ili RNK
polimerazu. Fagi su svrstani u grupe upotrebom razli¢itih algoritama i analizom dostupne

literature i eksperimentalnih podataka.

2.4.2. FAMILUA Siphoviridae

Familiju Siphoviridae Cine fagi sa veoma dugackim, tankim i nekontraktilnim repom.
Najbolje prouceni predstavnik familije Siphoviridae je umereni UV inducibilni A fag
enterobakterija. Do sada je opisano ukupno 65 rodova; familiju Siphoviridae Cine dve
potfamilije, Guernseyvirinae (sa 3 roda) i Tunavirinae (sa 6 rodova) i 57 rodova koji nisu
svrstani u potfamilije. Taksonomska struktura familije Siphoviridae iz poslednjeg, devetog

izveStaja Taksonomije virusa (2012) prikazana je u tabeli 1.
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Tabela 1. Karakteristike nekih rodova bakteriofaga iz familije Siphoviridae (Virus
Taxonomy,2012)

Rod Tipski predstavnik Karakteristike roda

, DNK poseduje kohezivne krajeve i
Escherichia lambda fag pakuje se kao jedini¢ni filament.

Veoma fleksibilni repovi, DNK je
T1 virusi Escherichia fag T1 cirkularno permutovana, poseduje
pac mesta i terminalne ponovke.

Virioni imaju velike i dugacke glave i
izlomljena repna vlakna. DNK ima
pet jednolanc¢anih prekida, tj. rupa,
dugacke terminalne ponovke i
T5 virusi Escherichia fag T5 kodira polimerazu tip A (E. coli Pol
1). Penetracija nukleinske kiseline se
vrsi u dva koraka.

DNK poseduje cos region i kodira
L5 virusi Mycobacterium fag L5 DNK polimerazu tip A (E. coli Pol ).

Glave su dugacke, a DNK poseduje
C2 virusi Lactococcus C2 fag cos regione i kodira DNA polimerazu
tip B.

Domadini ovih virusa su arhee.
PsiM1 virusa Methanobacterium psiM1 fag Genomi ovih faga su cirkularno
permutovani sa terminalnim
ponovcima.

DNK poseduje cos regione, kodira
PhiC31 virusi Streptomyces phiC31 fag polimerazu tip A serin-specificnu
rekombinazu.

DNK profaga je prisutna u vidu
linearne ekstrahromozomske DNK
N15 virusi Escherichia N15 fag sa kovalentno zatvorenim i u oblike
ukosnice telomerazama. DNK ima
kohezivne krajeve, a pakuje se kao
jedini¢ni molekul.

Virioni imaju najvece glave i najduze
Spbeta virusi Bacillus SPbeta fag repove u Citavoj familiji.

* Cos region — jednolancani kohezivni krajevi DNK; Pac mesto — parcijlano permutovani krajevi DNK faga koji se
pakuju “headfull” mehanizmom

2.4.2.1. MORFOLOSKE KARAKTERISTIKE FAMILUE Siphoviridae

Cestica bakteriofaga - virion, kao i kod drugih virusa sastavljena je iz proteinske
komponente koja se naziva kapsid i iz nukleinske kiseline. Kapsid je sastavljen iz subjedinica -
kapsomera, koje zajedno sa nukleinskom kiselinom ¢ine nukleokapsid. Fagi iz familije

Siphoviridae imaju linearnu dsDNK. Zavisno od rasporeda kapsomera oko nukleinske
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kiseline, nukleokapsid moZe imati nekoliko razli¢itih tipova simetrije. Fagi iz reda
Caudovirales, uklju¢ujuci i fage familije Siphoviridae, imaju kompleksnu, odnosno binarnu
simetriju (KneZevi¢, 2012). Kod bakteriofaga sa kompleksnom (binarnom) simetrijom
mozemo razlikovati nekoliko komponenti: glava, koja je kubi¢ne (ikozaedarne) simetrije, rep,
kragna (okovratnik), bazalna ploca i terminalne fibrile (Sabour i Griffiths 2010; Madigan et al,
2012). Rep, koji je dug, fleksibilan i nekontraktilan organizovan je potpuno drugacije od
glave (nukleokapsida). On je prakticno Suplja cev odredene duZine i Sirine izgradena od
promenljivog broja redova od podjedinica (Slika 10) (Eiserling, 1983; Katsura, 1983; Lengyel
et al, 1974; Mazz i Felluga, 1973). Glava i rep su pricvrsceni preko malog diska koji pocinje sa
unutrasnje strane glave do konekcije sa repom. Disk se zove konektor ili portalni protein
oligomer (Valpuesta i Carrascosa, 1994). Fagi sa repom su relativno veliki virusi ¢iji je kapsid
otprilike iste veli¢ine kao adeno i reovirusi. Uglavnom im se dimenzije glave kre¢u izmedu 34
i 160 nm, ali je najcesée oko 60 nm. Za familiju Siphoviridae veli¢ina glave se krec¢e izmedu
47 i 97 nm, a prosecno je oko 55 nm. DuZina repa krece se izmedu 79 i 539 nm, u proseku

oko 191 nm (Murphy et al, 1995).

“:} «—Kapsid—» ’ LA \ Glaya (auklcokapsi)

dsDNK

«— éuplja cev repa Rep

Terminalne
fibrile

v

<7

Slika 10. Sematski prikaz grade bakteriofaga A iz familije Siphoviridae
(http://viralzone.expasy.org/all_by_species/142.html)
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2.4.2.2. KARAKTERISTIKE GENOMA FAMILUE Siphoviridae

Genom faga sa repom ¢ini jedan linearan molekul dsDNK (Sekaninova et al, 1994).
Velicine DNK ovih faga se kre¢u izmedu 17 i 725 kb (Ackermann i DuBow, 1987b). SadrZaj
parova guanina i citozina (GC) faga sa repom obi¢no odgovara onom kod njihovih domadina.
Kredée se u Sirokom rasponu kao i kod herpesvirusa (32-75 %, Roizman i Sears, 1996). Ovi fagi
poseduju mnoge specificnosti u gradi ili sastavu genoma: cirkularne permutacije, terminalne
ponovke, cos i pac mesta, terminalne proteine, jednolanéane rupe, modifikacije baza i DNK-
vezanih Secera. Cos mesta ili kohezivni krajevi su lepljivi DNK produZetci od 7 do 21
nukleotida koji omogucavaju da se genom faga cirkularizuje nakon infekcije, takode imaju
ulogu i u DNK pakovanju (Slika 11) (Lillehau et al, 1991; Lubbers et al, 1994). Kombinacija
cirkularne permutacije i terminalnih ponovaka generalno, ali ne i uvek, ukazuje na
postojanje pac mesta za inicijaciju DNK pakovanja. Pac mesto ukazuje na replikaciju DNK u
vidu konkatamera (jedan konkatamer se sastoji od velikog broja genoma faga) i na
“headefull” mehanizam pakovanja, koji podrazumeva pakovanje DNK faga dok se glava
kapsida ne napuni, Sto iznosi vise od 100% genoma, pri ¢emu su geni takve DNK cirkularno
permutovani. Fagi sa pac mestima mogu biti virulentni ili umereni. Nasuprot tome, fagi sa
cos mestima su generalno umereni i nikad nemaju cirkularne permutacije i terminalne
ponovke (Moynet et al, 1985). Modifikovane baze mogu zameniti obi¢ne baze potpuno ili
delimi¢no. Njihova uloga je da zastite infektivnu DNK faga od degradacije bakterijskim

restriktivnim endonukleazama (Stolt et al, 1994).
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Slika 11. Sematski prikaz funkcionalnih delova genoma bakteriofaga A (familija Siphoviridae)
(Izvor: http://www.bio.davidson.edu/Courses/Molbio/MolStudents/ )

Fagi familije Siphoviridae uglavnom imaju genom veli¢ine 35 do 70 kbp smeSten u
ikozaedarnom kapsidu (Ackermann, 1998; Hatfull et al, 2010). Premda je fag lambda, ¢lan
ove porodice, jedan od najproucavanijih model mikroorganizama i dalje nije poznato koji
geni su kljuéni za ove fage, a koji nisu. Pokusaj da se odredi minimalni funkcionalni genom
Siphoviridae dodatno komplikuje i to da poznati genomi pokrivaju Sirok raspon veli¢ina (16.9
kb do preko 121 kb), nedostatak genske konzervacije izmedu faga (Brissow i Desiere, 2001)
i specificnosti DNK pakovanja, pa je time ograniCcena mogucnost pravljenja delecionih

mutanata (Catalano et al, 1995).

2.5. ULOGA BAKTERIOFAGA U PATOGENOSTI BAKTERUJA

Vecina gena koji kodiraju faktore virulencije bakterija smeSteno je na razlicitim
mobilnim genetskim elementima, DNK sekvencama koje mogu da menjaju mesto unutar
genoma. U njih spadaju transpozoni (sekvence koje mogu da menjaju mesto u genomu
najce$¢e dovodeci do reverznih mutacija), plazmidi (fizicki odvojene sekvence od
hromozoma koje se nezavisno replikuju), ostrva patogenosti (posebna grupa genomskih
ostrva karakteristicna za bakterije koja se stiCu putem horizontalnog transfera gena) i

bakteriofagi (virusi koji inficiraju bakterije unutar kojih se replikuju). U vezi sa tim, evidentno
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je da bakteriofagi kao grupa mobilnih genetskih elemenata, imaju znadajnu ulogu u evoluciji
patogenih bakterija. Prvi podaci o ulozi bakteriofaga u patogenosti bakterija datiraju jos iz
1927. godine kada su Frobisher i Brown otkrili da netoksigene streptokoke nakon izlaganja
profiltriranom supernatantu toksigene kulture streptokoka sticu sposobnost produkcije
toksina (Frobisher i Brown, 1927).

Bakteriofagi mogu prenositi bakterijsku DNK u procesu poznatom kao transdukcija,
koja mozZe biti generalizovana i specijalizovana. Na ovaj nacin fagi mogu prenositi bakterijske
gene vazne u patogenosti. Sa druge strane, odredeni toksini mogu biti kodirani genomom
faga, pa nakon infekcije fagom bakterija ima vecu toksi¢nost, adhezivnost i/ili invazivnost.
Ovaj fenomen se naziva lizogena konverzija fagom. Vremenom je pronadeno da su mnogi
toksini kodirani fagima i uloga faga u patogenosti bakterija i dalje se proucava, sa akcentom
na Sirenje gena koji kodiraju toksine medu bakterijskim sojevima (Bishai i Murphy, 1988;
Groman, 1984).

Koevolucija bakterija i faga ima znacajnu ulogu u oblikovanju mikrobnog diverziteta
(Weinbauer i Rassoulzadegan, 2004, Avrani et al, 2011). Evolucija bakterija je otpocela
mnogo pre postanka Zivotinja. Ustvari, one su bile prvi, a neko vreme i jedini stanovnici
Zemlje. Dakle, rana evolucija podrazumevala je kompeticiju, razmenu gena i selekciju samo
izmedu bakterija. Pretpostavlja se da su fagi ucestvovali u ranoj evoluciji bakterija. Fagi
nemaju fosilnih ostataka i nemaju molekularni sat. Analiza DNK sekvenci i poredenje
sekvenci izmedu postojecih faga je trenutno jedini nacin koji pruza uvid u evoluciju faga.

Tokom poslednje decenije, broj sekvenciranih genoma je drasti¢no porastao; preko
5000 genoma faga danas je dostupno u banci gena (NCBI genomskoj bazi podataka). Za
genome faga je pre svega karakteristiCan visok stepen geneti¢kog diverziteta. Drugo,
arhitektura genoma je mozai¢na, sto se javlja kao posledica neobi¢no visokog stepena
horizontalnog transfera gena u njihovoj evoluciji. | na kraju, genomi faga sadrze mnogo
genetskih sekvenci nepoznate funkcije, te stoga predstavljaju najveéi rezervoar neistrazenih
gena.

Bakterije, za razliku od eukariota, nemaju polno razmnozavanje koje bi im omogudilo
razmenu alela unutar populacije. Kod bakterija razmena genetskog materijala se postize
horizontalnim transferom gena: na ovaj nacin cele funkcionalne jedinice mogu biti prenete
sa jedne bakterije na drugu, pri ¢emu prenos nije ogranicen barijerom vrste. Veli¢cina DNK

koja se prenosi na ovaj nacin moze biti u Sirokom opsegu, manje od 1 do preko 100 kb.
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Primljena DNK iz drugih izvora mozZe da kodira Citave metabolicke puteve ili kompleksne
povrsinske strukture. DNK moze biti usvojena kao u procesu transformacije direktno iz
spoljasnje sredine ili preneSena putem konjugacije. Pored toga i transpozabilni geneticki
elementi imaju ulogu u ovim procesima. Pored navedenih procesa, bakteriofagi su znacajni
prenosioci gena kod bakterija (Smoot et al, 2002).

Horizontalni transfer gena posredstvom bakteriofaga nastaje putem transdukcije ili

lizogene konverzije (Bushman, 2002).

2.5.1. TRANSDUKCIA

Transdukcija je poces prenoSenja genetskog materijala sa jedne bakterije na drugu
posredstvom bakteriofaga. Transdukcija se moZe vrsiti kao generalizovana ili specijalizovana
(Petrovic et al, 2007).

Generalizovana transdukcija podrazumeva prenosenje bilo kojeg dela DNK domacina
posredstvom bakteriofaga. Prilikom sazrevanja faga u ¢eliji domadina, greskom se u kapsid
faga moZe upakovati deo DNK bakterije umesto virusne. Virion koji nastaje na ovaj nacin
naziva se transdukciona partikula i on se nakon lize bakterijske ¢elije oslobada zajedno sa
ostalim virionima koji nose DNK faga. Transdukciona partikula je infektivna i mozZe inficirati
novu bakterijsku ¢eliju. Kao rezultat infekcije ovakvim virionom ne dolazi do lize bakterijske
Celije, posto u bakterijsku éeliju ne penetrira DNK faga, ve¢ DNK prethodnog domacina.
Posto transdukujuéa partikula ne uzrokuje normalnu virusnu infekciju naziva se i defektni
fag. DNK prethodnog domadina se ne replikuje, veé se rekombinuje sa genetskim
materijalom novog domacina (Slika 12). Bakteriofagi sposobni za generalizovanu
transdukciju mogu biti i liticki i lizogeni, ali mehanizam pakovanja DNK domacina u kapsid je
isti u oba slucaja. Velicina DNK molekula koja moZe da se prenese fagom ogranicena je
velicinom kapsida, a verovatnoca da transdukujuca partikula sadrzi neki odredeni gen je jako
mala - 1:10°-10% (Petrovi¢ et al, 2007). Postoje brojni primeri gde bakteriofagi putem
generalizovane transdukcije prenose gene od znacdaja za bakterijsku patogenost. Tako npr.
fagi streptokoka mogu da prenose rezistenciju na razliCite antibiotike (tetraciklini,
hloramfenikol, makrolidi, linkomicin, klindamicin i streptomicin) putem generalizovane

transdukcije (Ubukata et al, 1975; Hyder i Streitfeld, 1978).
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Slika 12. Transdukcija, tj. prenos DNK bakterije posredstvom bakteriofaga
(Izvor: http://biology-forums.com/index.php?action=gallery;sa=view;id=5152)
Specijalizovana transdukcija podrazumeva prenos tacno odredenog segmenta DNK
domacdina posredstvom umerenog bakteriofaga. Ovaj nacin transdukcije otkriven je kod E.
coli, a vrsi se putem A faga, koji se integriSe u genom bakterija na ta¢no odredenom mestu,
odmah pored gena koji kodira enzim za usvajanje galaktoze. DNK takvog faga se replikuje
zajedno sa bakterijskim genomom do momenta indukcije, kada se DNK faga iseca iz genoma.
Moze se desiti da se DNK faga ise¢e pogresno, tako da se pored DNK faga isece i deo DNK
domacina, koja nosi odredene gene (u sluc¢aju A faga galaktozni operon, koji nosi gene za

usvajanje galaktoze) (Petrovic¢ et al, 2007).

2.5.2. HORIZONTALNI TRANSFER GENA IZMEDU FAGA

Faktori virulencije bakterija mogu se prenositi izmedu faga koji pripadaju razli¢itim
grupama ¢ime se povecava horizontalni transfer gena izmedu bakterija (Desier et al, 2002;
Mirold et al, 2001). Analize sekvencioniranih genoma nekih kolifaga takode su ukazale da se
velike grupe, tj. Citavi klasteri gena mogu prenositi izmedu razli¢itih grupa faga. Razlicit
sadrzaj GC parova na levoj i desnoj strani genoma lambda faga ukazuje na himeri¢nu prirodu

faga i horizontalni transfera gena (Slika 13).
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Slika 13. Prikaz himeri¢ne prirode nekih faga nastalih putem horizontalnog transfera gena; (a)
Poravnanje nukleotidne sekvence Salmonella Gify-1 i Gifsy-2 faga sa A fagom vrste E. coli; (b) poravnanje
nukleotidne sekvence Salmonella profaga CT18-20 sa fagima Mu i P2 (Moreno-Switt et al, 2013).

Mozaicna struktura genoma faga je veéa kod onih koji inficiraju Gram negativne
bakterije u odnosu na fage koje inficiraju Gram pozitivne (Brussow i Desiere, 2001). Najnoviji
podaci sekvenciranja genoma faga ukazali su na postojanje hibrida izmedu faga razli¢itih
rodova, familija, pa ¢ak i izmedu umerenih i obligatno litickih faga (Chanchaya et al, 2003;
Allison et al, 2002). Ovi podaci uneli su konfuziju u ve¢ jasno definisane grupe faga i

taksonomiju faga uopste (Lawrence et al, 2002).

2.6. ULOGA BAKTERIOFAGA U LIZOGENOJ KONVERZUIJI BAKTERIJA

Umereni bakteriofagi mogu bakterijskoj celiji da obezbede nove osobine,
eksprimiranjem virusnih gena ili ugradnjom u bakterijske gene koji zatim gube funkciju, a
samim tim gubi se i odgovarajuca karakteristika bakterija. Tako npr. bakteriofag P

obezbeduje produkciju toksina bakterije Corynebacterium diphtheriae, dok fag L54a

35



Doktorska disertacija Aleksandra Petrovié Fabijan

uzrokuje gubitak lipoliticke aktivnosti bakterije Staphylococcus aureus. Ove promene

osobina bakterija, koje su rezultat infekcije fagom, oznacavaju se kao lizogena koverzija

fagom (Slika 14) (KneZevi¢, 2012).

Bakterija

\
BOG RO OBBBOY “A'

bakterijski hromozom
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v . - v X . *
Povecana adhezija za O5“3_‘35"’1_1eut_-‘°“'_a domac1_x_13 Izbegavanje imunog
tkivo domacina olakSava Sirenje bakterije odgovora

Toksicni efekti

EUKARIOTSKI DOMACIN

Slika 14. Lizogena konverzija - bakterijska éelija dobija nove osobine uslovljene prisustvom
profaga (lzvor: http://viralzone.expasy.org/all_by protein/3965.html)

Egzistencija profaga ne bi bila znadajna za evoluciju patogeniih bakterija da fagi ne
prenose korisne gene lizogenu. Poznato je da neki geni faga povecavaju prezivljavanje
lizogena. Represija i iskljucivanje infektivnih funkcija faga doprinose selektivnoj prednosti
lizogena, jer sprecavaju ulazak faga u liticki ciklus (Bossi et al, 2003).

Jedan od najpoznatijih primera faktora virulencije kodiranih od strane faga su
egzotoksini. Upravo ovi faktori predstvaljaju jedan od glavnih mehanizama patogenosti
razli¢itih bakterijskih patogena, ukljuCujuc¢i V. cholerae, C. diphtheriae i Clostridium
botulinum (Boyd, 2001). Ovi toksini su funkcionalno razlic¢iti, a uklju¢uju neke od
najpotentnijih toksina ikada opisanih, kao sto su tetanus, botulinum i difterija toksin, koji su
kodirani profagima vrsta Clostridium tetanii, C. botulinum i Corynebacterium diphteriae.
Analize genoma faga pokazale su da se geni za toksine kod C. diphteriae i S. pyogenes nalaze
blizu mesta u genomu faga kojim se on integrise u DNK bakterije (att mesto). Ova specificna
lokacija je uslovila hipotezu da ovi geni profaga ustvari predstavljaju bakterijske gene, koji su
steceni neispravnom ekscizijom iz prethodnog bakterijskog domacina. Nekada ovi geni i

dalje pokazuju jasnu razliku u procentualnoj zastupljenosti GC parova, Sto ukazuje na
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drugacije poreklo ovih delova DNK (Ferretti et al, 2001). Egzotoksini kodirani fagima mogu se
podeliti na enterotoksine, neurotoksine i citotoksine. Ovi toksini omogucavaju bakterijama
da izazovu Citav niz poremecaja i bolesti koje se kre¢u od blagih gastrointestinalnih
poremedaja do ozbiljnih stanja, kao Sto su sepsa i toksikemija. Tako npr. enterohemolizin
Escherichia coli serotipa 0157 :H7 i Siga toksin kodirani su A fagima (Wagner et al, 1991;
Johansen et al, 2001). Jedan od svakako najpoznatijih primera toksina kodiranih genomom
faga jeste kolera toksin vrste Vibrio cholrae. Ovaj toksin kodiran je cuvenim @CTX
filametoznim fagom. DNK ovog faga moZe biti integrisana na jednom ili ¢ak dva mesta u
genomu bakterjie (Mekalanos, 1983).

Pored toksina koji mogu biti kodirani od strane faga, neki naucnici su ukazali na
mogucu ulogu faga u regulaciji ekspresije nekih gena, koji su uklju¢eni u patogenost
bakterija. Tako npr. agensi koji izazivaju indukciju faga kao Sto su mitomicin C, povecavaju
produkciju Siga toksina (Stx) vrste E. coli. Kasnije je dokazano da povecéanoj produkciji Stx od
strane E. coli inficirane fagom koji kodira taj toksin, prethodi poveéana ekspresija gena koji
kodira antiterminator (Al-Jumaili et al, 1992; Neely i Friedman, 1998).

Fagi mogu da uticu na patogenost bakterije tako Sto povecdavaju transmisiju
bakterija, a primer za to je kolera toksin, koji poveéava adenilat-ciklaznu aktivnost enterocita
i dovodi do profuznih dijareja za koje se smatra da znacajno doprinose fekalno-oralnoj
transmisiji vrste Vibrio cholerae. Posto je gen kolera toksina kodiran genomom faga, ovaj
sistem je dobar primer doprinosa bakteriofaga transmisiji svog domadina, tj. V. cholerae
medu ljudima.

Bakteriofagi mogu prenositi i druge faktore virulencije. Figueroa-Bossi i Bossi (1991)
su pokazali da izolati S. Typhimurium koji imaju Gifsy-2 fag u formi profaga u genomu,
pokazuju razli¢it fenotip u odnosu na sojeve koji nemaju Gifsy-2. Ovaj profag kodira gen za
superoksid dismutazu, sodC, koji ima ulogu u virulenciji. Bakteriofag A i njemu srodni fagi
kodiraju proteine na spoljasnjoj membrani bakterija, koji su vazni za bakterijsku otpornost
na uroden imuni sistem, kao Sto je sistem komplementa (Barondess i Beckwith, 1990).
Zanimljivo je da nedavni podaci ukazuju na to da VPI® Vibrio cholerae bakteriofag kodira
pile koje imaju ulogu u kolonizaciji (Karaolis et al, 1999).

Fagi mogu igrati znacdajnu ulogu u prvim fazama bakterijske infekcije, koje
podrazumevaju adheziju, kolonizaciju i invaziju bakterije. Tako npr. bakteriofagi vrste

Streptococcus mitis ucestvuju u adheziji bakterije domacina, a ovaj fenomen su opisali
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Bensing i et al, (2001). Oni su identifikovali dva proteina PblA i PbIB, Ciji geni imaju slicnost
sa sekvencama koje kodiraju proteine kapsida i repa. Delecijom gena koji kodiraju ove
proteine (pblA i pbIB) smanjuje se adhezivna sposobnost bakterije.

U procesu invazije humanih i animalnih tkiva bakterije koriste spektar enzima, od
kojih su najvazniji kolagenaza, hijaluronidaze i hemolizin. Tako npr. vrsta Salmonella
Typhimurium poseduje gene koji kodiraju tip Il sekretorni sistem, koji ubacuje efektorne
proteine direktno u citoplazmatsku membranu domadina (Hueck, 1998). Jedan od
najpoznatijih efektornih proteina je svakako SopE koji aktivira humanu Rho GTP-azu i na taj
nacin omogucava nesmetani ulazak bakterije u ¢elije. Gen koji kodira SopE (sopE) nalazi se u
genomu umerenog bakteriofaga, koji je oznac¢en kao SopEd.

Tokom infekcije, bakterije dolaze u kontakt sa serumom i fagocitima i drugim
elementima koji su sastavni deo urodenog imunog sistema domacdina. Unutar fagocita
bakterije se nalaze pod velikim oksidativnim stresom koji se javlja usled produkcije
superoksid radikala od strane celijskih organela. Opstanak bakterije u ovakvim uslovima
zavisi od produkcije enzima kao $to su npr. superoksid dismutaze, koje kataliSu konverziju

superoksidnih anjona do vode i kiseonika. Figueroa-Bossi i Bossi (2001) su pokazali da je

superoksid dismutaza (SodC) vrste S. Typhimurium kodirana genomom bakteriofaga.

Primeri faktora virulencije kodiranih od strane umerenih bakteriofaga prikazani su u

tabeli 2.

Tabela 2. Faktori virulencije Gram negativnih bakterija kodirani od strane umerenih

bakteriofaga (Boyd, 2001)

Vrsta bakterije Bakteriofag Faktor virulencije Faktor virulencije Referenca
(gen) (protein)
Escherichia coli A OMP (lom) Proteini koji Pacheco et al, 1997
Vibrio cholerae VPI TCP pilin (tcp) ucestvuju u adheziji .
. Karaolis et al, 1999
za domacina
Salmonella enterica I O-antigen (rfb) Wrigh et al, 1971
Salmonella enterica P22 O-antigen (gtr) Vander Byl i
Proteini koji menjaju Kropinski, 2000
Shigella flexneri Sfé6 O-antigen (oac) prepoznavanje Clark et al, 1991
Shigella flexneri Sfll, SfV, SfX O-antigen (gtrll) antigena Allison i Verma,
2000
Salmonella enterica SopEd Efektor tipa Ill (sopE) L Mirold et al, 1999
. . . Proteini koji . .
Salmonella enterica Gifsy-1 Efektor tipa lll y ) . .. Figueroa-Bossi et al,
ucestvuju u celijskoj
(gogB) - 2001
. . . invaziji
Salmonella enterica Gifsy-1 IS-sli¢na sekvenca Figueroa-Bossi et al,
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(gipA) 2001
Salmonella enterica Gifsy-2 Efektor tipa Ill (gtgB) Figueroa-Bossi et al,
2001
Salmonella enterica Gifsy-3 Efektor tipa Ill Figueroa-Bossi et al,
(sspH1) 2001
Escherichia coli A OMP (bor) Barondess
liBeckwith, 1990
Escherichia coli A OMP (eib) Sandt Et al, 2002
Escherichia coli 0157 Sp4, 10 Superoksid Proteini neophodni oo
. . Lo Ohnishi et al, 2001
dismutaza (sodC) za intradelijsko
Salmonella enterica Gifsy-2 Superoksid prezivljavanje Figueroa-Bossi Et al,
dismutaza (sodCl) 2001
Salmonella enterica Fels-1 Superoksid Figueroa-Bossi et al,
dismutaza (sodClll) 2001
Clostridium Cc1 Neurotoksin (c1) Barksdale i Arden,
botulinum 1974
Escherichia coli H-198B Siga toksin(stx 1,2) O’Brien et al, 1984
Escherichia coli $FC3208 Enterohemolizin .
Beutin Et al, 1993
(hly)
Vibrio cholreae #CTX Citotoksin (ctx) Nakayama et al,
1999
Vibrio cholreae CTXé Kolera toksin (ctxAB) Waldor i Meklanos,
Egzotoksini 1996
Vibrio cholreae CTXé Ace toksin (ace) Trucksis et al, 1993
Vibrio cholreae CTXé ZOT toksin (zot) Fasano et al, 1991
Salmonella enterica Fels-1 Neuraminidaze Figueroa-Bossi et al,
(nanH) 2001
Salmonella enterica Gifsy-1,2 Hemolizin (ehly) McClelland, 2001
Salmonella enterica Gifsy-1,2 Serum-rezistentni
] ] McClelland, 2001
protein (ail)
Salmonella enterica Gifsy-2, Fels-1 Antivirulentni gen L .
Pretpostavljeni Ho i Slauch, 2001
(grvA) o .
o L faktori virulencije )
Vibrio cholreae K139 G-protein slican Redl i Makalanos,
(glo) 1995

2.7. PRIMENA BAKTERIOFAGA KAO ANTIMIKROBNIH AGENASA

Razmatranje upotrebe bakteriofaga kao antimikrobnih agenasa datira joS od

momenta njihovog otkri¢a (Sulakvelidze et al. 2001; Kutter i Sulakvelidze 2004). Prvi koji je

primenio bakteriofage kao antimikrobne agense bio je naucnik Felix d'Herelle, koji je ujedno

i zasluZzan za njihovo otkri¢ée. D'Herelle je 1919. godine prvi put primenio bakteriofage u

terapiji pacijenta obolelog od dizenterije u pariskoj bolnici. Posle samo jedne aplikacije
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bakteriofaga, pacijent se oporavio u toku 24 h. Medutim on nije objavio rezultate svog
ispitivanja, da bi 2 godine kasnije Richard Bruynoghe i Joseph Maisin objavili izvestaj o
upotrebi bakteriofaga u terapiji oboljenja koZe uzrokovanog stafilkokama. Bez obzira sto nije
objavio rezultate svoje prve primene bakteriofaga, d'Herelle nije prestao sa daljim
istrazivanjima primene bakteriofaga u terapiji. On je ispitivao primenu bakteriofaga u
terapiji infekcija Zivine izazvane vrstom koja se tada zvala Bacillus gallinarum, danas
poznatom pod imenom Salmonella Galinarum, koja je uzrocnik pticije tifoze. Rezultati
upotrebe su pokazali smanjenje stope smrtnosti, a objavljene rezultate 1921. godine kasnije
su potvrdili holandski naucnici. Ispitivanja bakteriofaga su kasnije vrSena Sirom sveta, a
jedan od najznacajnijih je upotreba bakteriofaga od strane d'Herelle u lecenju pacijenata
obolelih od bubonske kuge u Egiptu 1925. godine. Nakon aplikacije bakteriofaga u limfne
¢vorove doslo je do potpunog oporavka pacijenata. Interes upotrebe bakteriofaga je rastao i
nasao primenu u Il svetskom ratu, kako od strane ruskih, tako i nemackih vojnika. Do naglog
smanjenja interesa primene bakteriofaga, pa samim tim i istraZivanja vezanih za njihovu
primenu, dovelo je otkri¢e antibiotika i pocetak antibiotske ere (Sulakvelidze et al. 2001;
Kutter i Sulakvelidze 2004). Ipak, istrazivanja vezana za primenu faga nastavila su da se
sprovode na nekim mestima u svetu. Tako je npr. sredinom proslog veka, Pasterov Institut iz
Pariza proizvodio fage za leCenje infekcija izazvanih bakterijama E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus itd. Pored toga, Svajcarska je takode proizvodila preparate na bazi bakteriofaga, dok
su SAD proizvodile vakcine od lizata pojedinih bakterija, koje se i danas uspesno koriste u
na Eliava Institutu u Thilisiju (Gruzija) i u manjoj meri i na Hirszfeld Institutu u Wroclaw-u
(Poljska) (Knezevi¢, 2012). Interes za primenu bakteriofaga kao antimikrobnih agenasa u
poslednjih nekoliko decenija naglo raste usled sve veéeg broja bakterija koje ispoljavaju
rezistentnost na mnoge antibiotike. Sirom sveta, sve veci broj nau¢nika ispituje potencijal
upotrebe bakteriofaga kao antimikrobnih agenasa u medicini, veterini, prevenciji formiranja
biofima, ribarstvu, prehrambenoj i drugim granama industrije. Najve¢i fokus trenutnih
istrazivanja je usmeren ka patogenima rezistentnim na razli¢ite antibiotike i koji uzrokuju
teska oboljenja sa visokom stopom smrtnosti. Takode, danas se istrazivanja sprovode kako
in vitro tako i in vivo, na Zivotinjama i ljudima. Najveéi broj straZivanja izvrSen je na fagima
patogenih bakterija koje izazivaju gastrointestinalne poremecaje, u prvom redu E. coli, a

zatim i Salmonella enterica, Vibrio cholerae itd. (Smith i Huggins, 1982; Berchieri et al, 1991;
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Sarkar et al, 1996; Biswas et al, 2002). IstraZivanja vezana za kolifage pokazala su veoma
visoku efikasnost ovih faga u lecenju septikemija i meningitisa. Kada se primene u visokoj
dozi (10° viriona i vie), bakteriofagi imaju isti efekat kao i antibiotici (Barrow et al, 1998).
Berchieri i sar. (1991) su ustanovili da bakteriofagi vrste Salmonella enterica serotip
Typhimurium perzistiraju u digestivnom traktu eksperimentalnih Zivotinja onoliko dugo
koliko i sama bakterija.

Pored velikih prednosti postoje i nedostaci upotrebe bakteriofaga kao antimikrobnih
agenasa. Najvedi problem jeste Sto su potrebna dugotrajna ispitivanja bakteriofaga da bi se
otkrile njihove osobine. Pored toga, postoje problemi pojave otpornosti bakterije na
bakteriofage, moguénost ugradivanja bakteriofaga u genom bakterije i pojava novih osobina
bakterija, koje mogu povecati virulentnost. Pojavom sve savremenijih metoda ti problemi c¢e
biti prevazideni i upotreba bakteriofaga ée biti bezbedna. Danas ve¢ postoji nekoliko
komercijalnih proizvodaca koji su patentirali bakteriofage kao lekove. Uporedni pregled
delovanja bakteriofaga i antibiotika prikazan je u tabeli 3 (Inal, 2003; Brussow 2005;
Stenholm et al, 2008; Fu et al, 2010; Sabour i Griffiths 2010).

Jedna od glavnih prednosti faga u odnosu na antibiotike jesu minimalni nezeljeni
efekti. Za razliku od mnogih antibiotika za koje je dokazano da su toksi¢ni, mutageni ili
teratogeni (npr. aminoglikozidi, fluorohinoloni i sl.) ili dovode do drugih nezeljenih efekata
tipa preosetljivosti i anafilaktickog Soka (npr. B-laktami), bakteriofagi nemaju neZeljena
delovanja ili su ona minimalna. Iz navedenih razloga, kombinovana primena faga i
subihibitornih koncentracija antibiotika je razmatrana u nekoliko studija i utvrdeno je
postajanje sinergizma izmedu faga i odredenih antibiotika. Sinergizam izmedu faga i
antibiotika predstavlja fenomen gde subinhibitorne koncentracije antibiotika u kombinaciji
sa fagima imaju bolji efekat nego kada se agensi primene pojedinacno, najcesée tako Sto
antibiotici doprinose produkciji faga (Ryan et al, 2012). Knezevic i sar. (2013) su utvrdili
postojanje sinergistickog efekta izmedu Pseudomonas o-1 sifovirusa i subinhibitornih
koncentracija ceftriaksona, koji je uspesno redukovao bakterijski rast. Druga grupa naucnika,
Ryan i sar. (2012) je utvrdila da kombinovana upotreba T4 faga i subinhibitornih
koncentracija cefotaksima uspesno redukuje rast E. coli biofilma.

Za razliku od bakteriofaga humanih patogena, prvenstveno predstavnika rodova

Escherichia, Shigella, Salmonella, Klebsiella, Vibrio itd. koji su dobro prouceni, o
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bakteriofagima animalnih i oportunistickih patogena postoji mali broj literaturnih podataka

(Loc-Carrillo i Abedon, 2011; Sulakvelidze et al, 2001; Knezevic et al, 2009; Chan et al, 2013).

Tabela 3. Prednosti i nedostaci upotrebe bakteriofaga i antibiotika (na osnovu Sulakvelidze et al,
2001).

Bakteriofagi

Antibiotici

Liticki fagi uvek ispoljavaju baktericidni efekat.

Veoma specifi¢ni (uglavnom inficiraju ciljnu bakterijsku
vrstu), pa ne dolazi do sekundarnih infekcija.

Replikuju se na mestu infekcije i tako su dostupni gde su
najpotrebniji.

Veoma efikasni u prevenciji i uklanjanju biofilma zbog
posedovanja enzima tipa depolimeraza koji
omogucavaju penetraciju faga unutar biofilma.

Zbog svoje visoke specificnosti, ispoljavaju minimalan
efekat na mikrobionte crevnog trakta.

Nisu opisane nikakve nuspojave.

Bakterija otporna na jedne bakteriofage je osetljiva na
infekciju drugim fagima.

Odabir novih bakteriofaga je relativno brz proces koji
Cesto moZze biti izvrSen u roku od nekoliko dana ili
nedelja.

Neki antibiotici ispoljavaju samo bakteriostatski efekat.

Antibiotici unisStavaju patogene mikroorganizme, ali i
mikrobionte, Sto moZe dovesti do ozbiljnih sekundarnih
infekcija.

Metabolisu se i eliminisu iz tela i ne zadrZavaju se uvek
na mestu infekcije.

Biofilmovi su uglavnom rezistentni na antibiotike zbog
otezanog prolaska antibiotika unutar biofilma.

Antibiotici su Sireg spektra delovanja zbog Cega
unistavaju i komensale crevnog trakta i dovode do
bakterijskih superinfekcija i kandidoza.

Primecene su mnoge nuspojave, ukljucujudi intestinalne
poremecaje, alergije i sekundarne infekcije.
Otpornost na antibiotike nije ograni¢ena na ciljnu
bakteriju.

Razvoj novih antibiotika protiv rezistentnih bakterija
moZze da traje i nekoliko desetina godina.

2.8. ENDOLIZINI BAKTERIOFAGA | NJIHOV ANTIMIKROBNI POTENCIJAL

S obzirom na visok stepen rezistencije bakterija na konvencionalne antibiotike,

neprestano se traga za novim antimikrobnim agensima. Pored celih viriona, ciji se

antimikrobni potencijal intezivno ispituje, enzimi bakteriofaga, a posebno endolizini (lizini),

aktivno se proucavaju poslednjih nekoliko decenija. Ovi enzimi razgraduju kovalentne veze u

peptidoglikanu (PG) bakterijske celije tokom liberacije, pa se nazivaju jos i peptidoglikan
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hidrolaze. Enzimi sa slicnom funkcijom pronadeni su i kod bakterija (bakteriocini i autolizini)
i telesnim tecnostima Zivotinja (lizozim). S obzirom da se sintetSu u samoj ¢eliji i deluju na
PG iz same celije, nazivaju se jos i endolizini. VaZno je naglasati da ovi enzimi mogu da vrse
hidrolizu PG i u slucaju kada se primene egzogeno (Schmelcher et al, 2013). Uzimajuéi u
obzir gore navedene cinjenice, evidentno je da ovi enzimi imaju antimikrobni potencijal,
zbog Cega su svi oni dobili zajedni¢ko ime - enzibiotici (Nelson et al, 2001).

Do nedavno je primena endolizina kao antimikrobnih agenasa bila ograni¢ena na
Gram pozitivne patogene, Ciji PG nije zasticen dodatnim spoljasnjim omotacem, kao $to je to
slu¢aj sa Gram negativnim bakterijama. Medutim, dokazano je da je proteinskim
inZenjeringom moguce konstruisati endolizine koji prolaze kroz spoljasnju membranu, a koji
u isto vreme poseduju visoku antibakterijsku aktivnost. Tako npr. hemijski modifikovan lizin,
tzv. artilizin ima mogucnost prolaska kroz spoljasnju bakterijsku membranu i ima visok
baktericidni efekat na Gram negativne bakterije, ukljucujuéi vrste Pseudomonas aeruginosa i
Acinetobacter baumannii (Briers et al, 2014).

Lizini mogu da imaju globularnu strukturu, koja se sastoji samo od katalitickog
domena i modularnu strukturu, koja pored katalitickog poseduje i domen koji se vezuje za
celijski zid. U prethodnom delu je opisano funkcionisanje dvokomponentnog sistema holin-
lizin, koji sluzi za oslobadanje novosintetisanih viriona; dugo se smatralo da je proces u
kojima su holini neophodni za eksport endolizina univerzalan za sve fage. Medutim, Sao-Jose
i sar. (2000) dokazali su da neki fagi, kao Sto je Oenococcus fag fOg44 poseduju N-
terminalnu signalnu sekvencu, ¢ijom proteolitickom razgradnjom zapodinje eksport lizina do
PG uz pomo¢ bakterijskog sekretornog sistema (sec translokon). U tom slucaju funkcija
holina ostaje upitna. lako ne ucestvuju u eksportu endolizina, smatra se da holini imaju
ulogu u aktivaciji oslobodenih lizina (Nascimento et al, 2008). Takvi holini se nazivaju jos i
pinholini posto formiraju male rupe u citoplazmatskoj membrani bakterija, dovodeci do
depolarizacije membrane i proteoliticke razgradnje N-terminalne signalne sekvence,
odnosno aktivacije lizina (Slika 15). Globularna struktura lizina se naj¢esc¢e sre¢e kod Gram
negativnih bakterija, dok je modularna karakteristiéna za Gram pozitivne bakterije. Smatra
se da lizini sa modularnom strukturom pokazuju veéu enzimsku aktivnost (zbog prisustva
dodatnog PG-vezujuéeg domena koji zadrzava enzim u blizini PG-a) pa samim tim i vedi
antimikrobni potencijal u odnosu na nemodularne, tj., globularne (Fishetti et al, 2010;

Walmagh i sar. 2013).
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Slika 15. Sematski prikaz holin-zavisnog i holin-nezavisnog eksporta endolizina (Catalao et al, 2013)

Do sada je opisano Sest klasa endolizina: N-acetilmuramoil-L-alanin amidaze,

endopeptidaze koje razlazu peptidni most, L-alanoil-D-glutamat endopeptidaze, N-acetil-

beta-D-muramidaze (lizozimi), N-acetil-beta-D-glukozaminidaze i liticke transglikozilaze

(Slika 16). Vecina lizina ima samo jednu od navedenih enzimskih aktivnosti, retko dve.

Interesantna je Cinjenica da lizini mogu delovati i neenzimskim putem na éeliju i to putem

destabilizacije  citoplazmatske
sekvencama.

antimikrobnih peptida (Knezevi¢, 2012).

membrane

bakterija odredenim aminokiselinskim

Ove sekvence pokazuju slicnost sa onima utvrdenim kod katjonskih
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Slika 16. Struktura peptidoglikana i specificna mesta na koja razliciti endolizini deluju (A) i Sematski prikaz
¢elijskog zida (B) i razlicite klase murein-hidrolaza (C) (Hermoso et al, 2007)

&GS

In vivo ispitivanja vezana za uticaj lizina na imuni sistem miSeva i zeCeva pokazala su
da ovi enzimi ne uti¢u znac¢ajno na imuni sistem, ne izazivaju anafilatic¢ki Sok i ne proizvode
nezeljene efekte bilo kog tipa (Jado et al, 2003; Loeffler et al, 2003). lako je u nekoliko
studija utvrden porast antitela prilikom in vivo aplikacije lizina, dokazano je da ova antitela
ne inhibisu njihovu aktivnost (Fishetii, 2010; Rashel et al, 2007).

Sinergisticki efekat dva antimikrobna agensa moZe znacajno redukovati dozu leka i
povecati terapijski efekat, pri ¢emu se u isto vreme umanjuje rizik od razvijanja
antimikrobne rezistencije delovanjem na dve razli¢ite strukture ili funkcije simultano
(Schmelcher et al, 2013). Sinergizam izmedu razlicitih lizina i antibiotika ispitivan je u
nekoliko studija. Istovremenom aplikacijom dva lizina dolazi do efektnije lize bakterije, posto
delovanje jednog enzima omogucava bolju pristupacnost za delovanje drugog (Schmelcher
et al, 2012; Loeffler i Fishetti, 2003). Tako npr. himeri¢ni - streptokokni/stafilokokni lizini

ASA2-E-Lyso-SH3b i ASA2-E-Lyso-SH3b pokazuju sinergizam u slu¢aju kombinovane primene
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sa lizostafinom u le¢enju mastitisa laboratorijskih miseva (Schmelcer et al, 2012). Pored
toga, sinergisticki efekat je utvrden izmedu lizina i odredenih antibiotika: Cpl-1 streptokokni
lizin pokazuje sinergizam sa gentamicinom i penicilinom, kao sto MV-L stafilokokni lizin
pokazuje sinergizam kada se primeni zajedno sa glikopeptidinim antibioticima (Rashel et al,
2007). Zbog visoke specifi¢nosti lizina i nepromenljivosti njihovih ciljnih veza u PG, smatra se
da ovi enzimi ne dovode do razvoja rezistencije kod bakterija (Schmelcher et al, 2013).

Uzimajuéi u obzir prednosti primene endolizina, proucavanje novih endolizina je od
velikog interesa sa aspekta terapije.

2.9. Bordetella bronchiseptica BAKTERIOFAGI

lako je B. bronchiseptica otkrivena pre vise od jednog veka (Ferry, 1912), ne postoje
detaljni literaturni podaci o njenim fagima, sa izuzetkom nekoliko umerenih faga
indukovanih iz bakterijskih sojeva, za koje je dokazano da su specifi¢ni za ovu vrstu i da
pripadaju familiji Podoviridae (Liu et al, 2004).

Prvi podaci o B. bronchiseptica bakteriofagima datiraju iz 1961. godine, kada je grupa
naucnika iz Kanade izolovala 38 faga iz 48 razli¢itih sojeva vrste B. bronchiseptica. Trideset i
pet od 48 testiranih sojeva B. bronchiseptica pokazalo je osetljivost na jedan ili nekoliko
faga. Takode, 9 sojeva vrste B. pertussis bilo je osetljivo na najmanje dva faga, dok su B.
pertusiss, Alcaligenes faecalis i Brucella sp. bili rezistentni na ove fage (Rauch i Picket, 1961).
Pored toga, ovi naucnici su dodatno okarakterisali tri obligatno liticka mutanta ovih izolata.
Ovi fagi nisu detaljnije okarakterisani, te ne postoje podaci o njihovoj morfologiji i
taksonomskoj pripadnosti. Druga grupa naucnika, Mebel i sar. (1985) su utvrdili prisustvo
umerenih faga u sojevima koji su se koristili u produkciji vakcina. Prisustvo faga u sojevima
dokumentovano je samo transmisionim elektronskim mikropskopom. Rezultati mikrografija
ukazuju da su u pitanju fagi iz familije Siphoviridae, morfotipa B1.

Do sada je svega nekoliko umerenih faga iz familije Podoviridae okarakterisano (Slika
17), a njihovi genomi su sekvencionirani. Ovi fagi su dobijeni indukcijom iz kulture B.
bronchiseptica, za koje se ispostavilo da generiSu diverzitet tzv. mtd gena koji diktira
specificnost receptorskih molekula faga za Bordetella vrste. Ova izmena selektivnosti se
javlja zbog nukleotidne supstitucije na ta¢no odredenom mestu u varijabilnom regionu 1

(VR1) mtd gena posredstvom reverzne transkriptaze (Liu et al, 2002).
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Slika 17. Elektronska mikrografija (TEM) bakteriofaga BPP-1: kompletni virion (A); rep bakteriofaga (B);
rep sa parcijalno razdvojenim fibrilama (C) i izolovani rep sa fibrilama (D) (Liu et al, 2004).

BPP-1 je umereni fag izolovan iz klinickog soja vrste B. bronchiseptica, koji pokazuje
jasnu specificnost za Bvg+ fazu B. pertussis, B. parapertussis i B. bronchiseptica. Primarni
receptor BIP-1 je pertaktin, transportni protein koji je smesten u spoljaSnjoj membrani
bakterije, a koji se eksprimira samo u Bvg+ fazi Bordetella vrsta. Sa u¢estalo¢u 10°°, ovaj fag
daje dve klase specificnih mutanata. Prva klasa je oznacena sa BMP (Bvg- specifi¢ni fag, eng.
fazi. Druga klasa mutanata oznaCena je kao BIP (Bvg nespecifican fag, eng. Bvg
indiscriminate phage), koji moze da inficira obe, Bvg+ i Bvg- fazu sa istom efikasnosc¢u.

Liu i sar. (2002) su postavili hipotezu da menjanje tropizma ukljucuje produkciju RNK
intermedijera koji sadrze S3ablonske ponovke (TR eng. template repeat), reverznu
transkripciju uz pomo¢ reverzne transkriptaze (Brt) koja je kodirana fagima i na kraju
integraciju mutiranih ¢cDNK kopija Sablonskih ponovaka u varijabilni region 1. Svi zajedno,
mtd, VR1, TR i brt lokus ¢ine “evolucijsku kasetu”, koja generiSe diverzitet vezan za

interakcije liganda i receptora (Liu et al, 2002).
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Kako bi bolje razumeli biologiju Bordetella faga, isti autori su 2004. godine
sekvencionirali genome BPP-1, BMP-1 i BIP-1 faga i pokazali da svi navedeni fagi mogu sluZiti
za prenos genetickih markera izmedu vrsta roda Bordetella. Koriséenjem Zivotinjskih modela
za kolonizaciju B. bronchiseptica, ovi autori su ukazali na moguéu ulogu faga u lizogenoj
konverziji bakterije. Genetske mape sekvencioniranih faga BPP-1, BMP-1 i BIP-1 su
cirkularnog tipa i sadrze ~ 43 000 bp sa 65,4% GC udela (Liu et al, 2004) i 49 kodirajudih
genskih sekvenci.

Dai i sar. (2009) otisli su korak dalje i uradili trodimenzionalnu strukturnu analizu
celog BIP-1 faga upotrebom krioelektronske tomografije. Ovi naucnici su dosli do saznanja
da je Mtd protein faga, tj. antireceptor, smesten na distalnom kraju fibrila koji se nalaze na
repu, ¢ime se objasnjava visok afinitet Mtd molekula za ¢elijsku povrsinu tokom inicijacije
infekcije.

Na osnovu svega iznetog, evidentno je da se o fagima vrste B. bronchiseptica za sada
malo zna. Zbog toga je neophodno izolovati i okarakterisati i bakteriofage iz drugih familija,

prvenstveno iz najbrojnije i najrasprostranjenije familije Siphoviridae.
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Na osnovu postojeéih literaturnih podataka, evidentno je da se o bakteriofagima

oportunistickih i animalnih patogena malo zna, za razliku od faga humanih patogena o

kojima postoji veliki broj literaturnih podataka. Narocito malo podataka je dostupno o ulozi

ovih faga u patogenosti bakterija. Shodno tome, cilj ovog rada je izolacija B. bronchiseptica

specificnih bakteriofaga iz najvece familije faga Siphoviridae, njihova karakterizacija i

utvrdivanje znacaja, sa aspekta eventualne primene faga kao antimikrobnih agenasa, ali i sa

aspekta njihove moguce uloge u patogenosti ove vrste posredstvom lizogene konverzije.

Cilj disertacije ée biti ostvaren kroz nekoliko specifi¢nih aktivnosti:

Izolacija B. bronchiseptica specificnih bakteriofaga iz familije Siphoviridae iz prirodne
sredine, Sto ¢e predstavljati prve rezultate izolacije B. bronchiseptica specifi¢nih
bakteriofaga iz prirodne sredine, kao i prve izolovane fage iz navedene familije

specifitne za ovu bakteriju.

Propagacija, tj. umnozavanje faga kako bi se dobile visoko precis¢ene suspenzije
virusa, oslobodene od bakterija i ostalih ¢elijskih komponenata sa visokim titrom
faga. Dobijeni stokovi koristi¢e se za dalje eksperimente vezane za karakterizaciju

bakteriofaga.

Odredivanje litickog spektra i efikasnosti infekcije na alternativnim domadinima.
Dobijeni rezultati ukazaée na Sirinu litickog spektra faga, kao i njihovu specifi¢nost.

Fagi sa razli¢itim litickim profilom bi¢e odabrani za detaljniju karakterizaciju.

Utvrdivanje duzZine latentnog perioda i broja viriona koji se oslobada po jednom

ciklusu, Sto predstavlja jedan od pokazatelja liticke efikasnosti.
Morfoloska karakterizacija faga u cilju utvrdivanja taksonomske pripadnosti faga.

Utvrdivanje efekta razli¢itih faktora spoljasnje sredine na infektivnost faga. Ovi
podaci doprineée postoje¢im saznanjima o biologiji bakteriofaga, a mogu biti od

znacaja kada je u pitanju primena faga kao antimikrobnih agenasa.

Utvrdivanje proteinskog profila nekoliko odabranih faga, kao vaine taksonomske

karakteristike. Ovi rezultati omoguciée odredivanje molekulske mase glavnih
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proteina kapsida, kao i medusobno poredenje faga na osnovu njihovog proteinskog

profila.

e Restrikciona digestija genoma faga u cilju njihovog medusobnog poredenja i

preliminarne karakterizacije genoma faga.

e Sekvenciranje genoma bakteriofaga u cilju odredivanja taksonomske pripadnosti
faga, njihove prirode (umereni/liticki), ali i ispitivanja mogucée uloge faga u

patogenosti bakterija koris¢enjem razlicitih bioinformatickih softvera.

e In silico analiza genoma u cilju detekcije gena ¢&iji produkti mogu biti toksini za
Zivotinje i ljude, kao i detekcija i analiza endolizina koji se mogu koristiti kao

antimikrobni agensi.

e Komparativna genomska analiza faga, koja ¢ée ukazati na taksonomsku pripadnost
faga, na sli¢nosti i razlike kako izmedu samih B. bronchiseptica faga, tako i u odnosu

na druge fage ¢iji su genomi dostupni u bazi podataka.

e Infekcija B. bronchiseptica sojeva fagima i PCR i RFLP potvrda infekcije. Rezultati c¢e
ukazati na mogucnost lizogene konverzije B. bronchiseptica fagima, a ujedno ce
posluZiti kao osnova za dalja ispitivanja vezana za ulogu ovih faga u patogenosti

bakterije.

e Utvrdivanje pojave novih fenotipskih osobina B. bronchiseptica sojeva nakon
infekcije fagima, odnosno promene hemoliticke sposobnosti, osetljivosti na
antibiotike, sposobnosti formiranja biofilma, pokretljivosti pomodu flagela i pila, kao i
produkcije fimbrija. Ovi rezultati ukaza¢e na moguc¢u ulogu faga u procesima koji su

pre svega vazni sa aspekta patogenosti bakterije.

e Utvrdivanje antimikrobnog potencijala faga, odnosno liticke efikasnosti faga, kao i
efekta faga na formiranje i na veé formirani biofilm. Pored toga, izvrSi¢e se detekcija i

in silico analiza gena za endolizine u genomimam sekvenciranih faga.

51



Doktorska disertacija Aleksandra Petrovié Fabijan

4. MATERIJAL | METODE
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U radu su koriséene savremene metode izolacije i karakterizacije bakteriofaga,
analize virusnog genoma, ispitivanja efekta faga na patogenost bakterije i primene faga kao

antimikrobnih agenasa.

4.1 Bordetella bronchiseptica SOJEVI

U istraZzivanju je koris¢eno ukupno 12 sojeva vrste Bordetella bronchiseptica. Jedan
soj je bio referentan iz American Type Culture Collection (ATCC 10580), dok su ostali sojevi

izolovani iz razlicitih uzoraka poreklom od Zivotinja i ljudi (Tabela 4).

Tabela 4. B. bronchiseptica sojevi

Poreklo B. bronchiseptica sojeva Oznaka sojeva

L:594
S2
R1

LEG
SEI
DEL

Humani izolati

Bbr973
Bbchiot
Animalni izolati cv
LORD
Bbr3416

B. bronchiseptica sojevi poreklom od Zivotinja i ljudi su dobijeni ljubaznoséu dr Nicole
Guiso sa Departmana za molekularnu prevenciju i terapiju ljudskih bolesti, Pasterovog
instituta u Parizu (Francuska) i mr Aleksandre Markovi¢ sa Veterinarskog instituta iz Subotice

(Srbija).

4.2.1Z0LACIJA FAGA

Bakteriofagi su izolovani direktno iz uzoraka povrsinskih i otpadnih voda, bez

koris¢enja obogacenja, primenom opisanih metoda.
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4.2.1. POREKLO UZORAKA

Ukupno 66 uzoraka povrsinskih voda poreklom iz Srbije (59), Madarske (1), Gruzije
(1), Egipta (2), Juznoafritke Republike (1), Turske (1) i Svajcarske (1) korid¢eno je za izolaciju
faga (Slika 18). Uzorci su sakupljani tokom 2013. i 2014. godine, a ukljucuju reke, jezera,

mora, ribnjake, urbane vode, irigacione kanale, vode iz pojila za Zivotinje, otpadne vode

svinjskih farmi i komunalne otpadne vode.
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Slika 18. Lokaliteti i poreklo uzoraka koris¢enih za izolaciju faga

Uzorci vode su vodili poreklo iz slatkovodnih ekosistema i to pre svega iz reka:
Dunav, Sava, Tisa, Timok, Neva, Jegri¢ka, Nil i Limat (13 uzorka), gde je kvalitet vode
odgovarao a i B-mezosaprobnoj zoni; eutrofnih jezera Pali¢ckog i Ludaskog (4 uzorka) i

oligotrofnih Belocrkvanjskih jezera i Borkovackog jezera (5 uzorka), ribnjaka na teritoriji
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Vojvodine (6 uzoraka), potoka na teritoriji juzne Srbije, oko Smedereva i Kopaonika i
vodopada iz Thilisija (6 uzoraka), mocvara u Banatu i okolini Smedereva (4 uzorka) i
irigacionih kanala na teritoriji opstine Sremska Mitrovica i Novog Sada (6 uzorka). Od
urbanih voda, obradeno je dva uzorka vode koja su poreklom iz gradskih fontana u Krusevcu
i Thilisiju. Jedan uzorak je bio poreklom iz Crvenog mora (Egipat). Ukupno 11 uzoraka
sakupljeno je iz pojila razlicitih Zivotinja (riba, ptica, majmuna, gnua, srnda¢a, merkata i dr.)
iz zooloskog vrta Palié, ukljuujudi i dva uzorka koja su uzeta iz posude sa vodom koju su
koristile domace macke. Od otpadnih voda svinjarskih farmi sakupljeno je ukupno 2 uzoraka
sa svinjske farme u mestu Karadordevo kod Backe Topole. Komunalne otpadne vode
uzorkovane su u Novom Sadu i Subotici na mestu gde se izlivaju otpadne kanalizacione vode
grada Novog Sada na mestu GC1 i GC2 (3 uzorka) i kanalu u Subotici pored gradske deponije
u koji se takode ispustaju nepreciséene otpadne vode grada (1 uzorak).

Uzorci vode sakupljani su u sterilnim staklenim ili plasticnim posudama i
transportovani su u najkraéem mogucem roku u laboratoriju. Uzorci su obradivani odmah
po dospecu u laboratoriju ili najkasnije 48 h po dospedu, a do tada su ¢uvani u fruzideru na 4
°C.

Uzorci koji vode poreklo sa istih lokacija (npr. GC1 iz Novog Sada), uzeti su u
razli¢itim vremenskim intervalima, tako da svi uzorci bili razli¢itog geografskog/hronoloskog

porekla.

4.2.2. METODA SA JEDNIM SLOJEM AGARA

Bakteriofagi su izolovani koris¢enjem tzv. single agar layer (eng.) metode (Grabow,
1986), tj. metode sa jednim slojem agara. U pitanju je kvantitativha metoda koja se koristi za
detekciju i odredivanje brojnosti kolifaga u uzorcima voda (U.S. EPA, 2011).

Uzorci voda su profiltrirani kroz filtere dijametra pora 0,45 um (Sartorius Co.,
Goettingen, Germany) u cilju uklanjanja bakterija i drugih suspendovanih cestica. U cilju
uklanjanja krupnijih Cestica, uzorci poreklom sa svinjskih farmi su najpre filtrirani kroz filter

papir, a potom i kroz filtre dijametra pora 0,45 um.
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Za izolaciju faga koriScen je referentni soj vrste Bordetella bronchiseptica ATCC
10580. Bakterije su gajene preko noc¢i na 37 °C, u tecnoj LB (Luria-Bertani) podlozi (Hi-media,
India).

Prisustvo faga u uzorcima odredeno je prema U.S. EPA (2001). Dvostruko
koncentrovana rastopljena i prohladena (oko 45 °C) podloga, Luria-Bertani agar
(LBA)/Tripton Salt agar (TSA) izmesana je sa istom zapreminom (1:1 v/v) profiltriranog
uzoraka kako bi se zadrzala odgovarajuc¢a koncentracija hranljivih materija. U 100 ml uzorka
je dodavano je i 5 ml prekono¢ne bakterijske kulture i rastvor kalcijum-hlorida, kako bi se
fagi bolje adsorbovali za bakterije. Podloga je zatim razlivena u petrijeve ploce. Nakon
inkubacije od 24-48 h na 37 °C, ploce su pregledane i na plocama na kojima su se javile plake
izvrSena je izolacije plaka, tj. faga. 1z svakog uzorka koji je dao plake, izolovan je jedan plak,
kako bi se izbegla izolacija klonalno identi¢nih faga. Plake su izolovane uz pomoc¢ sterilne
bakterijske eze, pri ¢emu je uziman i deo ¢vrste podloge na kojoj su se nalazili fagi. Zatim su
plake sa podlogom prebacene u kivete sa SM puferom i 1% hloroformom kako bi se
bakterijske Celije lizirale i time povecala brojnost faga. SM pufer (50 mmol L™ Tris—HCI [pH
7,4]; 100 mmol L™ NaCl; 8 mmol L™ MgS0Q,; 0.01% Zelatin) je sterilisan u autoklavu i ¢uvan u
frizideru. Tris-HCl (pH 7,4) je pripreman kao 1 M rastvor, Ciji pH je podesen na 7,4
dodavanjem koncentrovane HCl (Sambrook i Russell, 2001).

Suspenzije faga su desetostepeno razredene, a reizolacija faga je ponovljena
najmanje tri puta zasejavanjem faga iz razli¢itih razredenja i/ili metodom iscrpljivanja uz
pomo¢ sterilnog brisa (Slika 19). Nakon inkubacije, pikirane su pojedinacne plake iz

inokulisanog razredenja koje je dalo pojedinacne plake.
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Slika 19. Reizolacija faga metodom iscrpljivanja

4.3. PROPAGACUA | PURIFIKACIJA FAGA

Propagacija faga vrSena je na ¢vrstim podlogama, dok je purifikacija faga radena

prema metodi opisanoj od strane Sambrook i Russel (2001).

4.3.1. PROPAGACIJA BAKTERIOFAGA

U cilju karakterizacije bakteriofaga vrSeno je umnozavanje, tj. propagacija izolovanih
bakteriofaga. Umnozavanje faga vreSeno je na cvrstoj LB i polutec¢noj A top podlozi,
koris¢enjem metode sa dva sloja agara (eng. double layer method) (Sambrook i Russell,
2001).

Od sadrZaja kiveta sa plakama je prethodno pripremljena serija desetostepenih

razredenja i utvrdeno je koje razredenje daje seminkonfluentne plake (Slika 20).
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Slika 20. Ploce sa semikonfluentnim (A) i pojedinacnim plakama B. bronchiseptica specifi¢nih
bakteriofaga (B)

Propagacije faga je izvodena dodavanjem bakterije domadina u rastopljenu A top
podlogu zajedno sa suspenzijom virusa. Zatim je sadrZaj epruvete prelivan preko Cvrste LB
podloge. U cilju propagacije faga koris¢eno je razredenje koje je dalo semikonfluentne plake,
pri ¢emu je za umnozZavanje koris¢éeno najmanje 60 petri plo¢a sa LB podlogom. Nakon
inkubacije od 24 h na 37 °C, u petrijeve ploce je dodavano po 5 ml SM pufera, a zatim su
ploce ostavljene na 4 °C preko nodi kako bi sto vedi broja faga difunovao u pufer. Sledeceg
dana, SM pufer sa fagima je aspiriran u erlenlamjer zajedno sa poluteénom A top podlogom.
U aspiriranu suspenziju faga je zatim dodat i hloroform (do 5,0 %), a fagi su ¢uvani u

frizideru.

4.3.2. KONCENTROVANIE | PRECISCAVANJE BAKTERIOFAGA

PreciS¢avanje i koncentrovanje faga vrseno je metodama koje su opisane od strane
Sambrook i Rusell (2001).

Dobijena suspenzija faga je centrifugirana na 13,000xg, tokom 15 minuta pri
temperaturi od 4 °C u cilju uklanjanja bakterijskih éelija. Supernatant sa fagima je profiltriran

prvo kroz filtr pora 0,45 um, a zatim i kroz filtr pora 0,2 um u sterilne erlenmajer posude.
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U cilju precipiticaje, odnosno koncentrovanja faga, u suspenziju je dodavan
koncentrovani rastvor NaCl i polietilen glikola 6000 (PEG6000) do koncentracije 1 M i 10%,
redom. Kivete su ostavljane na ledu preko nodi, a precipitirani bakteriofagi su potom
istaloZzeni centrifugiranjem na 10.000xg u trajanju od 15 minuta na temperaturi od 4 °C.
Dobijeni supernatant je odliven, a talog bakteriofaga u PEG6000 je resuspendovan u 500 pl
SM pufera. Koncentrovanje faga vrseno je jednom.

Kod faga koji nisu podvrgnuti daljem preciséavanju u gradijentu cezijum-hlorida
radena je ekstrakcija PRG6000. Ekstrakcija je vSena je tako Sto je u kivete sa fagima
dodavana jednaka zapremina hloroforma (v/v), a zatim je vrseno centrifugiranje na 3,000xg
tokom 15 minuta na 4 °C. Nakon toga, vodena faza koja se izdvojila na povrsini i koja sadrzi
fage, aspirirana je na 4 °C kako ne doglo do ponovnog rastvaranja PEG6000. Citav postupak
je ponovljen jos jednom u slucaju da je suspenzija faga bila veoma viskozna.

U cilju analize proteina kapsida i karakteristika genoma faga, vrseno je precis¢avanje
faga u gradijentu gustine CsCl-a. Cetiri rastvora razli¢ite gustine CsCl-a pripremani su u SM
puferu prema recepturi prikazanoj u tabeli 5. Najpre je nalivan rastvor najmanje gustine
(1,33/gcm3), a zatim je uz pomoc igle i Sprica na dno dadat rastvor veée gustine (1,45 g/cm3).
Na isti nacin je nalivan treci (1,5 g/cm3) i Cetvrti rastvor (1,7g/cm?3) cezijum-hlorida. Na ovako
pripremljen gradijent cezijum-hlorida je dodavana suspenzija faga sa CsCl-om (0,75g/ml),
tako da se slojevi ne izmesaju.

Tabela 5. Priprema rastvora razli¢itih koncentracija za
ultracentrifugiranje u gradijentu CsCl-a

Gustina (g/cm3) CsCl (g) SM (ml)
1.33 11 23,42
1.4 15 21.25
1.5 16.75 20.5
1.7 23.75 18.75

Ovako pripremljeni fagi i gradijent su centrifugirani na 45,000xg tokom 6 h na
temperaturi od 4 °C upotrebom rotora Beckman SW27. Nakon centrifugiranja, trake sa

fagima su aspirirane pomocu Sprica i igle (Slika 21). U cilju uklanjanja CsCl-a, suspenzije sa
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purifikovanim fagima su podvrgnute viSekratnoj dijalizi u SM puferu bez Zelatina (2 litre

pufera na 1 ml suspenzije faga).

ITEET

. A o

Slika 21. Trake sa fagima nakon centrifugiranja u gradijentu gustine CsCl-a

4.3.3. ODREDIVANIJE BROJNOSTI IZOLOVANIH FAGA U SUSPENZUI

U cilju odredivanja brojnosti faga u suspenziji, napravljena je serija desetostepenih
razredenja suspenzije precis¢enih faga na prethodno opisan nacin. U rastopljenu A top
podlogu dodavano je bakterija domacin i razredenje suspenzije, a zatim je podloga prelivana
preko cvrste LB podloge, prethodno razlivene u petrijevu plocu. Zasejavanje svakog
razredenja je vrSeno u 3 ponavljanja. Nakon inkubacije od 24 h na 37 °C, plake su prebrojane
i odredena je prosecna brojnost faga, koja je izrazena po mililitru (PFUmI™, broj jedinica koje

formiraju plake u 1 mililitru).
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4.4. POTVRDA POREKLA FAGA

U cilju potvrde da fagi vode poreklo iz prirodne sredine i da nisu indukovani iz soja
koji je koriSen pri izolaciji, B. bronchiseptica ATCC 10580, prisustvo profaga u genomu

domadina (NZ_CM002881.1) je analizirano PHAST serverom. PHAST (PHAge Search Tool) je

dizajniran da identifikuje, anotira i graficki prikaze sekvence profaga u bakterijskim
genomima (Zhou et al, 2011). Identifikovani genom faga je podvrgnut teoretskoj
restrikcionoj digestiji sa endonukleazama i uporeden sa RFLP profilom izolovanih faga. Pored
toga, odredeni uzorci su zagrejani na 100 °C tokom 20 min i zasejani paralelno sa
netretiranim uzorcima kako bi se potvrdilo da izolovani fagi vode poreklo iz prirodne
sredine. Kao dodatna potvrda da su fagi izolovani iz prirodne sredine koris¢ena je PCR
reakcija i prajmeri koji su dizajnirani na osnovu genomskih sekvenci faga. O PCR metodi i

prajemerima koris¢enim u ove svrhe biée viSe reci u poglavlju 4.12.1.

4.5. UTVRBDIVANJE LITICKOG SPEKTRA

Liticki spektar izolovanih faga odredivan je tzv. “spot” metodom (Knezevi¢ et al,
2009).

U rastopljenu A top podlogu je dodavano 100 pl bakterije koja je zatim razlivana u
petrijeve ploce koje sadrze LB c¢vrstu podlogu. Nakon 20 minuta, na osusSenu podlogu
dodavano je po 10 ul suspenzije bakteriofaga, brojnosti ~ 1x10 ® Po zavrietku inkubacije od
24 h na 37 °C, posmatrana je pojava zone liziranih bakterijskih éelija na mestu inokulacije
faga. Liticke zone su opisivane kao prozirne, zamucene ili prozirne sa halom. Liti¢ki spektar je
okarakterisan kao uzak - ukoliko su fagi liziraili do 30 % sojeva, umeren - ukoliko su lizirali od
30 do 50 % ili Sirok - ukoliko su liticke zone zabeleZzene kod preko 50% sojeva (Knezevic et al,
2009).

Liticki spektar bakteriofaga je testiran na 11 B. bronchiseptica sojeva i 14 sojeva koji
pripadaju razli¢itim taksonima, ukljucujuéi: Alcaligenes faecalis (JR-22 Acinetobacter
baumannii (ATCC BAA-747 i ATCC 19606), Plesiomonas shigeloides (ATCC 51903 i ATCC
14029), Escherichia coli (ATCC 13706), Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC 11632),

Eneterococcus faecalis (laboratorijski soj 36913 EXB-U53), Salmonella enterica subsp.
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enterica serovar Eneritidis (ATCC 13076), Klebsiella pneumoniae (laboratorijski soj 36913),
Providencia rettgeri (ATCC 9250), Providencia stuartii (ATCC 49809), Morganella morganii
subsp. morganii (ATCC 25829) i Proteus mirabilis (ATCC 35659).

Svaki izolat faga je ispitivan u kombinaciji sa svim sojevima u najmanje tri nezavisna

eksperimenta.

4.6. UTVRBDIVANIJE EFIKASNOSTI INFEKCIJE ALTERNATIVNIH DOMACINA
BAKTERIOFAGIMA

U cilju odredivanja efikasnosti infekcije faga na alternativnim domacinima koris¢ena
je “spot” metoda.

Efiksanost infekcije bakteriofaga na alternativnim domacdinima ispitivana je
koriséenjem tri soja vrste B. bronchiseptica: referentni soj ATCC 10580 (originalni domacin),
3416 i BbChiot (alternativni domadini). Serija desetostepenih razredenja faga je inokulisana
na prosusenu A top podlog. Nakon inkubacije od 24 h na 37 °C, zabelezeno je poslednje
razredenje koje je dalo plake. Efikasnost formiranja plaka (EOP) na alternativnom domacinu
je izrazena relativno, kao odnos broja plaka dobijen na alternativnom domacinu i onog

dobijenom na originalnom domacinu (Kutter, 2009).

4.7. ODREDIVANJE PARAMETARA MULTIPLIKACUJE FAGA

Odredivanje duzine latentnog perioda i broja oslobodenih faga po jednom ciklusu
vrieno je posredstvom krive rasta, prema neznatno modifikovanoj metodi koji su opisali
Nagayoshi i sar. (2016). Ovi parametri odredeni za CN1 fag i to na originalnom domacinu.
Prekonoé¢na bakterijska kultura je centrifugirana (5000xg, 5 min), a pelet je zatim
resuspendovan u svefem LB-u tako da brojnost bakterija bude ~ 10°. Suspenzija faga je
zatim pomesana sa bakterijskom suspenzijom pri multiplicitetu infekcije 10 (MOI ~10), koji
predstavlja odnos broja faga i broja bakterijskih celija. SmesSa bakteriofaga i bakterija je
zatim paralelno inkubirana na 26 °C i 37 °C, kako bi doslo do adsorpcije faga za bakterijske
Celije. Nakon inkubacije smesa je tri puta isprana u LBB-u u cilju uklanjanja slobodnih viriona

(5000xg, 5 min). Pelet je zatim rastvoren u 100 ml LBB-a a inkubacija je nastavljena na 26 °Ci
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37 °C. Uzorci su uzimani na samom pocetku eksperimenta i u intervalima od 10 minuta.
Uzorci su centrifugirani, a supernatant je zasejavan na LBA kako bi se utvrdio broj faga. Broj
faga oslobodenih po jednom ciklusu (eng. burst size) racunat je kao odnos broja faga u 1 ml
uzorka na kraju eksperimenta u odnosu na inicijalni broj inficiranih bakterijskih ¢elija.

Eksperiment je izvoden u tri nezavisna ponavljanja.

4.8. MORFOLOSKA KARAKTERIZACIJA ODABRANIH FAGA

Proucavanje morfoloskih karakteristika osam faga vrSeno je upotrebom
transmisionog elektronskog mikroskopa, a uzorci su pripremani prema protokolu za
negativno bojenje koji je opisan od strane Bozzola i Russell (1998). Fagi za ove analize su
odabrani na osnovu sli¢nosti, odnosno razlika u poreklu, litickom spektru i RFLP profilu.

Na bakarne mreZice obloZene ugljenikom koje sadrze Formvar film nanete su
suspenzije faga tokom 5 minuta, kako bi fagi adsorbovali. Nakon isteka vremena, viSak
suspenzije je uklonjen filter hartijom, a pri¢vrséeni virioni su kontrastirani rastvorom uranil-
acetata (0,5-1%) u toku 1 minuta. Tako obojeni uzorci su osuSeni na vazduhu, a zatim su
analizirani uz pomo¢ Philips CM 100 transmisionog elektronskog mikroskopa (Philips,
Holandija), pri naponu od 80 kV. Elektronske mikrografije su dobijene pomocu Gatan
Bioscan CCD kamere i Digital Micrograph Software 3.4. (Gatan Inc., USA). Dobijene slike su
koris¢ene za morfolosku karakterizaciju faga; dimenzije glave i repa (duZina i Sirina svakog) i
rezultat su namanje deset merenja, a dobijene vrednosti su izrazene kao srednja vrednost +

S.D.

4.9. UTVRDIVANJE EFEKTA RAZLICITIH FAKTORA SPOLJASNJE SREDINE NA
INFEKTIVNOST FAGA

Stabilnost Cetiri odabrana faga (CN2, MW?2, LK3 i FP1) ispitivana je u razliclitim

uslovima sredine - na razli¢itoj pH vrednosti, temeperaturi, pri razli¢itoj koncentraciji uree i

NaCl-a.

63



Doktorska disertacija Aleksandra Petrovié Fabijan

Efekat pH vrednosti na stabilnost faga ispitivan je koris¢éenjem SM pufera
odgovarajuce kiselosti, ¢iji pH je podesavan pomoc¢u HCl i NaOH. Infektivnost faga ispitivana
je na 6 razlicitih pH vrerdnosti: 1,5, 3,5, 7,9i 11.

Uticaj temperature na infektivnost faga ispitivana je na ukupno 6 razlicitih vrednosti
temperature: 4 °C, 37 °C, 45 °C, 55 °C, 65 °Ci 75 °C.

Efekat uree na stabilnost i infektivnost faga ispitivana je primenom 6 razli¢itih
koncentracija uree: 0,5 M, 1 M, 3 M, 5 M, 7,5 M i 10 M, dok je efekat NaCl-a na fage
ispitivan primenom rastvora koncentracija: 1,5 %, 3 %, 5%, 7,5 % i 10 %.

Odgovarajuce razredenje faga (~ 1x10°) je tretirano SM puferom odgovarajuce
kiselosti ili rastvorom odredene koncentracije, dok je u slu¢aju temperature suspenzija faga
u SM puferu bila izlagana razli¢itim temperaturama koriséenjem termostata, vodenog
kupatila i frizidera. Inkubacija tretiranih suspenzija trajala je 30 minuuta na 37 °C. Kontrola je
podrazumevala inkubaciju suspenzije faga, koja nije tretirana hemisjikim agensom, tj. u
slu¢aju pH, SM pufer ciji pH je podeSen na 7,4, a u slucaju temperature kontrola je
predstavljala fage koji su inkubirani na 10 °C. Infektivnost faga odredena je metodom plaka
na referentnom soju B. bronchiseptica ATCC 10580 u dva ponavljanja, a svaki eksperiment je
raden i u dva nezavisna ponavljanja. Rezultati su prikazani graficki, kao procenat infektivnih
viriona nakon tretmana u odnosu na brojnost u kontroli. Dobijene vrednosti izrazene su kao

srednja vrednost £ S.D.

4.10. ODREDIVANIJE PROTEINSKOG PROFILA ODABRANIH FAGA

Proteinski profil faga CN1, CN2, MW2 i LK3 je odreden metodom SDS-PAGE
(natrijumdodecilsulfat poliakrilamid gel elektroforeza) (Laemmil, 1970). Preciséeni fagi
podvrgnuti su ekstrakciji proteina metodom hloroform/metanol (Sambrook i Russell, 2001).
Suspenzije faga preciéene u gradijentu CsCl-a tretirane su metanolom i hloroformom u
odnosu 1:1:0,75. Dobijena smesa je centrifugirana tokom 10 min na 14000 rmp (Eppendorf
5424R centrifuga) na 4 °C. Gornji sloj sa puferom je uklonjen, a ostatak smese sa proteinima
i metanolom je tretiran istom zapreminom metanola (1:1 v/v). SmesSa je ponovo

centrifugirana na 14000 rpm tokom 10 minuta na 4 °C. Nakon ovog koraka gorniji sloj, tj.
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metanol je uklonjen, a postupak sa metanolom je ponovljen jo$ jednom. Proteini su dobijeni
kao talog u kivetama.

Ekstrahovani proteini su tretirani puferom za denaturaciju (Tris-HCI (pH 9) 0.5 molL-
1; SDS 4% w/v; glicerol 10% v/v; bromfenol plavo 10 % w/v; B merkaptoetanol
10% v/v), a zatim su prokuvani 10 minuta. Takvi uzorci su pusteni na 10 % w/v poliakrilamid
gel na 200 V u toku 100 minuta u puferu (Tris-HClI 0,25 molL-1; glicin 0,19 mollL-1; SDS 0,1%
w/v, pH 8,65). Proteinski marker sa proteinima razli¢itih molekulskih masa korisc¢en je u cilju
utvrdivanja molekulske mase proteina viriona (ThermoFisher Scientific, Litvanija). Gelovi su
nakon elektroforeze fiksirani u rastvoru metanola i glacijalne siréetne kiseline (50 %
metanola i 10 % glacijalne siréetne kiseline), a zatim obojeni bojom Coomassie Briliant Blue
R. Nakon obezbojavanja gelova, izvrSena je njihova dokumentacija primenom Canon
EOS1100D kamere i BioDocAnlayze 2.2 softvera (Biometra, Germany). Molekulska masa
strukturnih proteina faga je izracunata pomodéu krive konstruisane na osnovu duzine

predenog puta proteina poznate molekulske mase.

4.11. KARAKTERIZACIJA GENOMA BAKTERIOFAGA

Karakterizacija genoma faga wvrSena je restrikciom digestijiom DNK faga i
sekvencioniranjem odabranih genoma B. bronchiseptica faga. Karakterizacija je takode
podrazumevala anotaciju i pretragu genoma u cilju otkrivanja potencijalnih toksina, kao i

komparativnu genomiku sekvenciranih genoma.

4.11.1. IZOLACIJA DNK

U cilju izolacije DNK iz viriona, suspenzije bakteriofaga precis¢ene u gradijentu CsCl-a
tretirane su DNK-zom | na 37 °C, u trajanju od 2 h ili preko noéi, radi uklanjanja celokupne
bakterijske DNK, koja je eventualno zaostala tokom procesa preciséavanja faga, a koja bi
ometala analizu virusne DNK. Nakon inkubacije, DNK-za | je inaktivisana na temperaturi od
65 °C u trajanjuod 1 h.

Ekstrakcija DNK iz bakteriofaga izvrsena je primenom metode fenol/hloroform

opisane od strane Sambrook i Russell (2001). Nakon razaranja kapsida primenom Na,EDTA
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(20mM), proteinaze K (50 pugml™) i SDS (0.5%), dobijena sme3a je inkubirana 1 h na
temperaturi od 56 °C, a zatim prohladena do sobne temperature. Prohladena smesa je
tretirana hladnim ekvilibrisanim fenolom (1:1 v/v) i centrifugirana na 3000xg u trajanju od 5
minuta na sobnoj temperaturi. Dobijena vodena faza je preneta u nove kivete, gde je
tretirana smesom fenola i hloroforma (v/v). Smesa je ponovo centrifugirana na 3000xg u
toku 5 minuta na sobnoj temperaturi. Dobijena vodena faza je preneta u nove kivete, gde je
tretirana hloroformom, a zatim ponovo centrifugirana pod istim uslovima. Dobijena vodena
faza je preneta u nove kivete. U cilju precipitacije DNK, u smesu je dodat dvostruki volumen
96% ledenog etanola i 3 M natrijum-acetat (1:10 v/v). Smesa je inkubirana 30 minuta na
temperaturi od -20 °C, nakon ¢ega je DNK istaloZena centrifugiranjem na 18,000xg tokom 20
minuta na temperaturi od 4 °C. U cilju uklanjanja soli i precipitacije DNK, pelet je ispran 70 %
ledenim etanolom, centrifugiran, a potom osusen. Peleti su najpre resuspendovani u puferu
sa RNK-zom, ponovo precipitirani i osuSeni, a kasnije suspendovani u elucionom puferu

(Mini Prep, 10 mM Tris-HCI, pH 8,5).

4.11.2. RESTRIKCIONA DIGESTIJA GENOMSKE DNK BAKTERIOFAGA ENDONUKLEAZAMA

Polimorfizam duzZine restrikcijskih fragmenata (eng. Restriction Fragment Length
Polymorphism, skraé. RFLP) je molekularna metoda kojom se analiziraju varijacije u DNK
sekvencama koje nastaju usled postojanja razli¢itih lokacija za restrikcionu digestiju
endonukleazama (Marjanovi¢ i Primorac, 2009). Izolovana DNK je tretirana restrikcionim
enzimima u cilju preliminarnog odredivanja veli¢ine genoma i utvrdivanja klonalne
razliCitosti bakteriofaga. Restrikcioni enzimi koris¢eni za RFLP metodu bili su EcoRI, EcoRV,
Hinfl, Smal, BamHI, Xbal, Sall, Pvul, Bglll and Dral, a njihove karakteristike su prikazane u

tabeli 6.
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Tabela 6. Karakteristike odabranih restrikcionih enzima

Restrikcioni

Restrikciono mesto

Osetljivost na

Proizvodac

enzim metilaciju
tlji ke CpG
Hinfl 5...GLANTC...3’ Osetljiv na. ne "e P New England Biolabs, Beverly, Mass.
kombinacije
EcoRl 5... GV AATTC...3’ Osetljiv na! nelie CpG Lithuania, Fast Digest, Thermo Scientific
kombinacije
ECoRV 5'... GATLATC ...3’ Osetljivnaneke CpG o oo Fast Digest, Thermo Scientific
kombinacije
Smal 5. CCCLGGG ..3" Osetljivnaneke CpG |, 1o i Fast Digest, Thermo Scientific
kombinacije
BamHI 5... GVLGATTCC...3’ Nije OS.te|j.I.V na Lithuania, Fast Digest, Thermo Scientific
metilacije.
, , Osetljiv na dam . . . s
Xbal 5... TV CTAGA ...3 - Lithuania, Fast Digest, Thermo Scientific
metilaciju
Sall 5...GYTCGAC...3 Osetljiv na! nelie CpG Lithuania, Fast Digest, Thermo Scientific
kombinacije
lji k
Pvul 5. CGATL.CG .3’ Osetliivnaneke CpG |\ - nia. Fast Digest, Thermo Scientific
kombinacije
Nii i
Bglll 5'... GATJ ATC...3’ ve os.te JIV na Lithuania, Fast Digest, Thermo Scientific
metilacije.
Dral 5..TITVAAA .3 Nije osteljiv na Lithuania, Fast Digest, Thermo Scientific

metilacije.

® (CpG metilacija — metilacija na GpC mestu (deo genoma gde citozin prati guanin); dam metilacija -
metilacija na N°® pozicija adenina u sekvenci GATC ; dcm metilacija - metilacija na C5 poziciji drugog
citozina u sekvencama CCAGG i CCTGG

Restrikcija endonukleazama Fast Digest je vrSena u trajanju od 10 do 15 minuta, sa

odgovaraju¢im puferom za digestiju, vodom i odredenom koncentracijom enzima prema

preporuci proizvodaca. U slucaju non-fast digest enzima inkubacija je vrSena u trajanju od 1

do 2 h, takode na 37 °C. Po zavrSetku inkubacije DNK fragmenti su razdvojeni agaroza gel

elektroforezom na 0,4 % i 2 % gelu sa etidijum bromidom, nakon ¢ega su gelovi izlozeni UV

zracima u cilju vizuelizacije dobijenih traka i fotografisani.

U cilju komparacije RFLP profila odabranih B. bronchiseptica faga sa fagima ove vrste

koji su do sada sekvencirani i skladisteni u GenBank-u, kao i profaga detektovanog pomocu

PHAST algoritma (Zhou et al, 2011) u soju koji je koris¢en kao domadin pri izolaciji faga,

koris¢en je online bioinformaticki softver u sklopu baze koja se zove Rebase (Roberts i sar,
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2007). Rebase predstavlja veliku bazu podataka koja sadrZi informacije o restrikcionim
enzimima, DNK metlitransferazama i srodnim proteinima ukljuéenim u bioloske precese
restrikcije-modifikacije. Ova baza takode sadrzi i bioinforamti¢ki program koji omoguéava
teorijsku restrikcionu digestiju nukleinskih kiselina, tj. enzimsku digestiju DNK in silico. U
program se unosi Zeljena sekvenca u sirovom ili tzv. FASTA fromatu, maksimalne veli¢ine 10
Mb, zatim se oznacava tip sekvence (linearna/cirkularna) i % gela za radvajanje fragmenata,
a potom se pristupa analizi. Kao rezultat dobija se slika gela sa fragmentima DNK nastalim
digestijom preko 400 razli¢itih enzima, sa mogucnoscu teorijske varijacije koncentracije

agaroznog gela i preciznog utvrdivanja veli¢ine dobijenih fragmenata.

4.11.3. UTVRDIVANIE PRISUSTVA cos REGIONA

U cilju detekcije prisustva cos regiona u genomu faga, koris¢ena je metoda koju su
opisali Casjens i Gilcrease (2009). Eksperiment se sastojao od toga da se DNK faga najpre
enzimski razloZi pomocu restrikcionog enzima. U tu svrhu za ovaj eksperiment paralelno, tj.
odvojeno su koriS¢ena dva enzima- EcoRV koji daje nekoliko veéih fragmenata i Smal koji
seCe DNK na viSe mesta i daje veéi broj manjih fragemanata. Enzimski razloZzena DNK je
podeljena u dve serije- u prvoj je DNK zagrejana na 80 °C tokom 15 min, dok je u drugoj DNK
podvrgnuta zagrevanju na 65 °C tokom 10 minuta. U oba slucaja ise¢ena DNK je podeljena u
dve kivete. Nakon toga jedna kiveta je odmah stavljena na led, u cilju brzog hladenja, dok je
druga hladena sporo u PCR aparatu od 80 °C do 24 °C, tj. od 65 °C do 24 °C tokom 40
minuta. Detekcija cos regiona vrSena je i restrikcionom digestiiom DNK pomodéu enzima
EcoRV nakon zagrevanja na 65 °C, odnosno brzog i sporog hladenja. Nakon hladenja, DNK je
analizirana pomodéu elektroforeze na agaroznom gelu.

U slucaju da fagi poseduju cos krajeve, dva fragmenta ¢e biti vidljiva u uzorku koji je
brzo ohladen, dok ée u uzorku koji je sporo ohladen ti isti fragmenti izostajati ili ée biti jako
slabo vidljivi. U uzorku koji je sporije ohladen dolazi do spajanja ova dva frgamenta u jedan
vedi, Sto se na gelu ocituje gubitkom dve trake i pojavom nove Cija je veli¢ina jednaka zbiru

traka koje su izgubljene (tj. koje su se spojile).
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4.11.4. SEKVENCIONIRANJE GENOMA ODABRANIH BAKTERIOFAGA

U cilju utvrdivanja prirode faga (liticki/umereni), taksonomske pripadnosti, razlika
izmedu izolovanih faga, moguce uloge faga u patogenosti bakterije, ali i karakterizacije
njihovih lizina, nekoliko B. bronchiseptica faga je odabrano i njihovi genomi su kompletno
sekvencionirani. DNK faga CN1, CN2, MW?2, LK3 i FP1 je sekvencirana koriséenjem Illumina
tehnologije sekvenciranja (eng. lllumina next-generation sequencing) koja koristi klonalnu
amplifikaciju i sekvenciranje putem hemijske sinteze, pri ¢emu je proces sekvenciranja brz i
veoma precizan. Proces sekvenciranja se sastoji od simultane identifikacije DNK baza i
njihovovog umetanja u nukleinski lanac, a svaka baza emituje jedinstveni fluorescentni
signal, Sto se koristi za determinaciju redosleda u DNK sekvenci.

De novo sklapanje sekvenciranih fragmenata vrSeno je pomocu CLC Genomics
Workbench 6.5 softvera. Predikcija otvorenih okvira ¢itanja (eng. open reading frame; ORF)
vriena je koris¢enjem bioinformatickih softvera GeneMarkS, Glimmer i RAST (Besemer et al,
2001; Delcher et al, 1999; Aziz et al, 2008).

Analiza svakog ORF-a vrSena je upotrebom BLAST algoritma (eng. Basic Local
Alignment Search Tool), koji omoguéava komparaciju i identifikaciju nukleotidnih i
proteinskih sekvenci sa postoje¢im sekvencama koje se nalaze u bazi (Altschul et al, 1990).
Ovaj softver koristi heuristicki metod za pronalazenje slicnih sekvenci putem lociranja
kratkih preklapanja izmedu dve sekvence.

Kompletne genomske sekvence B. bronchiseptica faga CN1, CN2, LK3, MW2 i FP1

deponovane su u GenBank bazi podataka pod odredenim pristupnim brojem.

4.11.5. KOMPARATIVNA GENOMIKA | FILOGENETSKA ANALIZA SEKVENCIONIRANIH FAGA

U cilju komparacije genomskih karakteristika izmedu sekvenciranih B. bronchiseptica
faga, ali i ovih faga sa drugim slicnim fagima, tj. genomima iz GenBank baze, koriséen je
Progresive Mauve algoritam (Darling et al, 2004). Mauve algoritam prepoznaje konzervisane
regione u genomu, preraspodele i inverzije u istim i precizno identifikuje mesta takvih
preraspodela u genomima. Ovaj sofver predstavlja multipli sistem za poravnavanje genoma

koji prepoznaje i poravnava regione lokalne kolinearnosti, tzv. lokalne kolinearne blokove
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(LCB), koji sadrie sekvence sa konzervisanim elementima, zajednickim za sve genome
uklju¢ene u analizu. Prilikom poravnavanja, Mauve program koristi ClustalW ili MUSCLE
progresivne algoritme za poravnavanje svakog LCB-a.

Rezultati poravnavanja su prikazani u vidu horizontalnih panela u kojima se nalazi po
jedna sekvenca genoma predstavljena u vidu blokova razlicitih boja i obojenim linijama koje
izlaze iz njih. Ove linije predstavljaju region genomske sekvence, koji je poravnat sa delom
drugog genoma, tj. koji je homologan tom delu genoma. U panelima se takode nalaze nazivi
i koordinate genoma.

Za utvrdivanje filogenetske sli¢nosti izmedu sekvenciranih faga, koriséen je MEGA 7
softver (Kumar et al, 2016). Dendrogrami su konstruisani na osnovu celih DNK sekvenci faga
i na osnovu semikonzervativnih proteinskih sekvenci pojedinacih gena (eng. tail tape length
measure proteina i glavnog proteina kapsida) (Smith et al, 2013). Sekvence su prethodno
poravnate pomoc¢u MUSCLE algoritma. Za konstruisanje dendrograma koris¢en je Neighbor-
Joining metod, Bootstrap metod sa 1000 Bootstrap replikacija i rutovanje na osnovu ¢ega su
fagi razvrstani u klastere.

Proteinske sekvence faga CN1, CN2, LK3, MW2 i FP1 koriS¢ene u izradi denrograma

nalaze se u u prilozima ove disertacije (9.4.19.5.).

4.11.6. DETEKCIJA POTENCIJALNIH TOKSINA | GENA ZA REZISTENCIJU NA ANTIBIOTIKE

U cilju detekcije potencijalnih gena koji kodiraju toksine i/ili gene za rezistenciju na
antibiotike koris¢eno je nekoliko bioinformatickih softvera.

DBETH (eng. Database of Bacterial Exotoxins for Human) predstavlja bazu podataka
koju cine sekvence, strukture, mreze interakcija i analiticki podaci za viSe od 230 egzotoksina
iz 26 razli¢ith rodova bakterija patogenih za coveka (Chakraborty et al, 2012). Svi toksini su
klasifikovani u 24 razli¢ite klase. Ova baza pruza platformu za identifikaciju sekvenci sli¢nih
potencijalnim egzotoksinima preko metoda koje su zasnovane na homologiji, kao i metoda
koje nisu zasnovane na homologiji. Kod pristupa zasnovanog na homologiji, moguce je
identifikovati sekvence slicne potencijalnim toksinima, tako Sto ce se ili pokrenuti BLASTp
naspram sekvence toksina, ili + HMMER naspram domena toksina identifikovanog preko

DBETH. Kod metoda koje nisu zasnovane na homologiji, deo DBETH koristi pristup
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mehanickog ucenja da indentifikuje potencijalne egzotoksine (Toxin Prediction by Support
Vector Machine based approach) (DBETH, 2015). Svi ORF faga CN1, CN2, MW2, LK3 i FP1
analizirani su u DBETH softveru. Prilikom istraZivanja, sekvence su uno$ene u sofver u FASTA
formatu, a pri tom su koriséene sve navedene analize, kako bi imali Sto realniju sliku o
potencijalnim toksinima kodiranim ispitivanim fagima.

BTXpred server takode je koriséen u cilju detekcije potencijalnih toksina u genomima
bakteriofaga. Server vrsi predikciju bakterijskih toksina i njihove funkcije iz sekvenci
nukleinske kiseline koris¢enjem SVM, HMM i PSI-Blast algoritma. Pored toga, server
omogucava predikciju toksina sa ¢ak 96.07% tacnosti. Korisnicima omogucava i klasifikaciju
egzotoksina u sedam razlicitih grupa, prema funkcijama na osnovu njihovih molekularnih
meta, sa 100% tacnosti (BTXpred, 2015): 1. aktivatori adenilat ciklaze, 2. aktivatori guanilat
ciklaze, 3. enterotoksini, 4. neurotoksini, 5. makrofagni citotoksini, 6. vakuolizirajudi

citotoksini i 7. tiol aktivni citotoksini.

4.12. UTVRDIVANIJE POJAVE NOVIH OSOBINA BAKTERIJA NAKON INFEKCIJE
FAGIMA

U cilju ispitivanja uloge faga u lizogenoj konverziji bakterija izvrSena je infekcija
referentog i dva B. bronchiseptica soja poreklom iz patoloskog materijala (ATCC 10580,
Bbchiot i Bbr3416). Ispitivana je produkcija biofilma, kinetika hemolize, rezistencija na

antibiotike, pokretljivost i hidroliza Zelatina inficiranih i neinficiranih sojeva.

4.12.1. INFEKCIJA SOJEVA FAGOM | POTVRDA INFEKCIJE

Nekoliko sojeva vrste B. bronchiseptica koji su osetljivi na fage (ATCC 10580, Bbchiot,
3416) i fag LK3 su inkubirani na 37 °C tokom 30 minuta pri multiplicitetima infekcije (MOI)
0,1, 1, 10 i 100, kako bi se bakterije inficirale fagom. Nakon isteka inkubacije, bakterija je
zasejena metodom iscrpljivanja na MacConkey agar. Inficirane bakterije su najmanje dva
puta subkultivisane, a potvrda infekcije fagom radena je izolacijom genomske i plazmidne
DNK pomocu komercijalnog kita (Thermo Scientific, Nemacka) i PCR-om i restrikcionom

digestijom endonulkeazama genomske DNK bakterije. Za potvrdu infekcije putem PCR-a,
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dizajnirana su dva para specificnih prajmera na osnovu sekvenciranih genoma (Tabela 7). Za
PCR je koris¢ena DNK izolovana iz inficiranih i neinficiranih bakterija, pri ¢emu je za pozitivnu
kontrolu korséena DNK faga. PCR reakcija se odvijala u PCR aparatu (Biometra, Nemacka), a
uslovi u kojima je izvodena PCR amplifikacija odabranih gena je podrazumevala najpre
inicijalnu denaturaciju na 94 °C 5 minuta, pra¢enu sa 30 reakcionih ciklusa (denaturacija na
94 °C 30 sekundi, vezivanje prajmera na 55 °C 30 sekundi, ekstenzija na 72 °C 30 sekundi) i
finalnom ekstenzijom na 72 °C 7 minuta. Za kontrolu kvaliteta bakterijske DNK kori$éen je
par prajmera dizajniran na osnovu esencijalnog gena recA vrste B. bronchiseptica (eng.
housekeeping gene) (Tabela 7). PCR amplifikacija recA gena podrazumevala je inicijalnu
denaturaciju na 94 °C tokom 5 minuta, pracenu sa reakcionih ciklusa (denaturacija na 94 °C
30 sekundi, vezivanje prajmera na 55 °C 20 sekundi, ekstenzija na 72 °C 60 sekundi) i
finlanom ekstenzijom na 72 °C tokom 7 minuta. Dobijeni produkti su razdvojeni na 1%
agaroza gelu u 1xTAE puferu pri naponu od 120 V. Kori$éen je standard od 100 bp u cilju
odredivanja velicine PCR produkta. Vizuelizacija i fotografisanje gela vrSeno je pomocu

BioDocAnalyze Transiluminatora (Biometra, Nemacka).

Tabela 7. Specifi¢ni prajmeri koris¢eni za potvrdu infekcije fagima

Ocekivani product

Naziv prajmera Sekvenca (5'->3') (bp)
Bbr-F AAA CTG CAG CCC CTC AGA ATG ATATTT GTC CTC A
Bbr-R TGA CTT CAT GGT TGC CGT TC 1
Hem-F ACG CCC GAA CCG TTATTT GG
Hem-R CAT TTC CCC GCA ACT CGA CA 170
RecA-F 5" ATGGCGACAACGAGGTCGAA 3’
RecA-R 5’ CAGCAGGTCGGTCAGGTTGA 3’ 263

Za dodatnu potvrdu infekcije sojeva fagom koris¢éena je restrikciona digestija
genomske DNK inficiranih i neinficiranih bakterija FastDigest enzimom Sall (Thermo
Scientific, Litvanija). DNK inficirane i neinficirane bakterije tretirana je enzimom Sall tokom
15 minuta na 37 °C, a zatim je razdvajanje fragmenata vrSeno na 1% agaroza gelu. Ovaj
enzim sece DNK bakterije na veliki broj manjih fragmenata koji se na gelu manifestuju u vidu
smira. Isti enzim nema restrikciono mesto u genomu faga, sto se na gelu vidi kao jasna traka,

¢ija veli¢ina odgovara velicini genoma faga.
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U ovom eksperimentu kao kontrole su koris¢ene genomska DNK neinficirane
bakterije tretirana enzimom Sall i genomska DNK faga tretirana istim enzimom.

U cilju ispitivanja stabilnosti lizogena koriS¢ena je gore opisana PCR metoda. U tu
svrhu bakterijski sojevi inficirani fagom, ATCC 10580/LK3, Bbchiot/LK3 i Bbr3416/LK3
subkultivisani su nekoliko puta u kontinuitetu na LBB, a nakon rasta kulture iz svakog soja
izolovana je genomska DNK. Posle Sestog presejavanja, PCR-om je utvrdeno prisustvo ili
odsustvo faga u genomima ispitvanih B. bronchiseptica sojeva. Pored toga, DNK drugih
izolovanih faga koris¢ena je kao templejt kako bi se potvrdilo prisustvo ciljanih gena u

genomu faga ali i prisustvo eventualnih razlika izmedu faga.

4.12.2. BIOFILM INFICIRANIH | NEINFICIRANIH SOJEVA

Potencijal formiranja biofilma inficranih (ATCC 10580/LK3, Bbchiot/LK3 i
Bbr3416/LK3) i neinficranih sojeva B. bronchiseptica (ATCC 10580, BbChiot i Bbr3416)
analizirana je modifikovanom metodom sa kristal violetom u mikrotitar ploCama sa ravnim
dnom (Stjepanovic et al, 2000).

Bakterije su gajene u LB podlozi na 37 °C tokom 48 h. Nakon inkubacije bakterije su
isprane u destilovanoj vodi tri puta, a zatim je brojnost bakterija pode$ena na 103, 10° i 10’
U dve odvojene mikrotitar ploce paralelno je dodavano 200 ul bakterija odgovarajuce
brojnosti. Obe mikrotitar plo¢e su postavljene na inkubaciju na 37 °C, jedna tokom 24 h,
druga tokom 48 h. Negativnu kontrolu je u eksperimentu predstavljala sterilna LB podloga
(200 ul), a pozitivna podloga sa referentnim sojem vrste Pseudomonas aeruginosa PAO1.
Nakon isteka inkubacije, svi otvori, uklju¢uju¢i one u kojima se nalazila kontrola, isprani su
tri puta sa fosfatnim puferom (pH 7,4) kako bi se uklonile ¢elije koje nisu deo biofilma.
Formirani biofilm je fiksiran sa 150 pl metanola tokom 15 minuta. Po isteku vremena
metanol je uklonjen, a ploca je postavljena u termostat na 44 °C tokom 20 min radi susenja.
OsusSena ploce je bojena 0,4 % rastvorom kristal violeta tokom 15 minuta, a potom je boja
uklonjena mlazom tekudée vode sve do prestanka ispiranja boje. Ploca je ponovo vraéena na
suSenje u termostat na 44 °C tokom 15-20 minuta, a zatim je u svaki otvor dodavano 150 ul
33 % siréetne kiseline kako bi se boja spontano oslobodila. Apsorbanca je ocitavana na

Multiscan GO (Thermo Scientific, USA) ¢itacu mikrotitar plo¢a na 595 nm.
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Eksperiment je raden u triplkatu, u tri nezavisna ponavljanja. Rezultati su

predstvaljeni u vidu histograma kao srednje vrednosti apsorbance sa S.D.

4.12.3. KINETIKA HEMOLIZE

Vrsta B. bronchiseptica daje hemolizu na ¢vrstim podlogama koje sadrze krv razlicitih
sisara (Goodnow, 1980). U ovom eksperimentu je ispitivano da li postoji znacajna razlika
hemolize eritrocita od strane inficiranih i neinficiranih sojeva. Za pravljenje krvnog agara
koris¢ena je ovéija i goveda krv. Krvni agar je inokulisan sa bakterijama, a ploce su
inkubirane tokom 24 h na 37 °Ci zabeleZene su promene.

Kinetika hemolize eritrocita goveda, ovaca i pacova analizirana je za inficirani (ATCC
10580/LK3) i neinficirani soj (ATCC 10580) prema metodi opisanoj od strane Janda i Abbott
(1993). Eksperiment je podrazumevao pravljenje 1 % rastvora eritrocita u 0.9 % NaCl-u,
nakon Cega je rastvor eritrocita pomesan sa bakterijama ¢ija brojsnost je odgovarala 1.5
McFarlanda. Dobijena smesa je inkubirana na 37 °C u trajanju od 48 h. Po isteku inkubacije,
kvantifikovan je oslobodeni hemoglobin pomoéu Multiscan GO C¢itaca mikrotitar ploca
(Thermo Scientific, USA) na 540 nm. Kao pozitivha kontrola koris¢en je 1 % ratsvor SDS-a, a
kao negativna kontrola 0,9 % NaCl. Dobijene vrednosti su analizirane u programu
STATISTICA 12.0, pri ¢emu je koris¢en t-test radi utvrdivanja statisticki znaéajnih razlika u

hemolizi eritrocita.

4.12.4. ANTIBIOGRAM INFICIRANIH | NEINFICIRANIH SOJEVA

Za utvrdivanje razlika izmedu inficiranih (ATCC 10580/LK3, Bbchiot/LK3 i
Bbr3416/LK3) i neinficiranih sojeva B. bronchiseptica (ATCC 10580, BbChiot i Bbr3416) u
pogledu osetljivosti na antibiotike koris¢ena je disk difuziona metoda i odredivanje
minimalne inhibitorne koncentracije (MIC).

Testiranje osetljivosti inficiranih i neinficiranih sojeva na antibiotike disk difuzionom
metodom (Bauer-Kirby test) vrSeno je prema CLSI protokolu (2007). U tu svrhu koriSc¢eni su
antibiotici iz grupe beta-laktama, aminoglikozida, tetraciklina, fluorohinolona, makrolida,
hloramfenikola, karbapenema i sulfonamida, proizvodaca Bioanalyse (Turska). Od beta

laktama koris¢eni su ampicilin (10 pg), amoksicilin (25 pg), amoksicilin/klavulanska kiselina
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(20/10 pg), cefaleksin (30 ug), cefoksitin (30 pg), ceftazidim (30 ug) i cefotaksim (30 ug); od
aminoglikozida amikacin (30 pg), gentamicin (10 pg), streptomicin (10 pg), kanamicin (30
ug), tobramicin (10 pg), netilmicin (30 pg) i neomicin (30 ug). Kao predstvanik klase
tetraciklina koriséeni su tetraciklin (30 pg) i doksiciklin (30 pg), od fenikola hloramfenikol (30
ug), dok je ciprofloksacin (5 ug) koriséen kao predstvanik fluorohinolona. Od karbapenema
je u svrhu eksperimenta koriséen imipenem (10 pg), od makrolida aztreonam (30 ug) i od
sulfonamida sulfametaksazol/trimetoprim (23,75/1,25 pg). Kao podloga koriséen je
komercijalni dehidrirani Mueller-Hinton agar (Torlak, Srbija) razliven u petri ploce u debljini
od 4 mm. Bakterija je gajena u LB podlozi na 37 °C tokom 48 h. Za dobijanje inokuluma
odredenog zamucenja korisc¢en je standard 0,5 McFarland-a. Inokulacija suspenzije vrsena je
pour and distribute metodom, koja podrazumeva prelivanje povrSine agara sa nekoliko
mililitara suspenzije, tako da je u potpunosti prekrije, a potom aspiraciju viska suspenzije.
Nakon inokulacije petri plo¢e su ostavljane da se osuSe na sobnoj temperaturi tokom 20
minuta, a potom su na inokulisanu povrsinu, stavljani diskovi sa antibioticima. Referentni soj
Pseudomonas aeruginosa PAO1 koris¢en je za kontrolu ove metode. Osetljivost svakog
izolata ispitivana je na tri petri ploce. Pripremljene petrijeve ploc¢e inkubirane su u obrnutom
poloZaju u termostatu na 37 °C tokom 24h. Nakon inkubacije meren je precnik zone
inhibicije oko diska sa antibiotikom i odredena je osetljivost inficiranih i neinficiranih sojeva.

Citav eksperiment je raden u dva nezavisna ponavljanja, a dobijene vrednosti su
analizirane u programu STATISTICA 12.0, pri ¢emu je koris¢en t-test radi utvrdivanja razlika u
osetljivosti na testirane antibiotike izmedu inficiranog i neinficiranog soja. Rezultati su
prikazani tabelarno kao srednje vrednosti + S.D.

Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) antibiotika vrseno je
primenom modifikovane mikrodilucione metode (NCCLS, 2003; CLSI, 2007), za
amoksicilin/klavulansku kiselinu (Mediochemie, Kipar), ceftazidim (PharmaSwiss, Svajcarska)
i streptomicin sulfat (Sigma-Aldrich, Nemacka). Bakterijske suspenzije gustine 0,5 McFarland
(2x10® CFU mL™) su razredene u dvostruko koncentrovanom Mueller Hinton bujonu
(HiMedia, Indija) u odnosu 1:100 (v/v). Ovako inokulisana podloga dodata je u bunarcice
mikrotitar ploce u zapremini od 100 pL tako da je brojnost bakterija u svakom bunarci¢u
iznosila oko 1x10° CFU ml™. Isti volumen dvostrukih razredenja antibiotika u vodi dodat je u
bunarci¢e mikrotitar ploce, pri ¢emu se finalna koncentracija svakog antibiotika u mikrotitar

plo¢ama kretala u opsegu od 0,125 do 256 mgL™. Mikrotitar plo¢e su inkubirane tokom 24 h

75



Doktorska disertacija Aleksandra Petrovié Fabijan

na 37 °C, nakon ¢ega je u svaki bunar¢i¢ ploe dodato 10 pL 1 % rastvora 2,3,5-trifenil
tetrazolium hlorida (TTC-a), koji se dehidrogenazama vijabilnih bakterijskih ¢elija redukuje
do formazana crvene boje. Nakon dodatne inkubacije u trajanju od 2 h na 37 °C, oéitana je
MIC vrednost za svaki antibiotik. Najmanja koncentracija antibiotika potrebna da spredi
pojavu crvene boje formazana smatrana je MIC vrednoscu. Referentni soj Escherichia coli
ATCC 25922 koris¢en je za kontrolu ove metode. Eksperiment je raden u tri nezavisna
ponavljanja. Dobijeni rezultati su predstavljeni tabelarno kao vrednosti geometrijske

sredine.

4.12.5. ISPITIVANJE POKRETUIVOSTI INFICIRANIH BAKTERIJA

U cilju sagledavanja Sto realnije slike o ulozi faga u patogenosti bakterije, pored
formiranja biofilma, kinetike hemolize i rezistencije na antibiotike, i druge fenotipske
karakteristike su ispitivane i beleZzene kod bakterija koje su inficirane fagom.

Pokretljivost pilima, ili trzajuée kretnje, ispitivano je koris¢enjem LB ¢vrste podloge sa
1,5 % agara, razlivene u petrijevu posudu. Inficirane (ATCC 10580/LK3, Bbchiot/LK3 i
Bbr3416/LK3) i neinficirane bakterije (ATCC 10580, BbChiot i Bbr3416) zasejane su ubodom
u centar ploce u duplikatu, u dva nezavisna ponavljanja. Ploc¢e su postavljene na inkubaciju
(37 °C tokom 48 h). Nakon isteka inkubacije izmerena je i zabeleZzena zona zamudéenja, tj.
rasta na dodiru podloge i stakla na dnu petrijeve ploée. Kao kontrola koris¢en je referentni
soj vrste P. aeruginosa PAO1. Rezultati ispitivanja trzajuceg kretanja prikazani su tabelarno
kao srednje vrednosti pre¢nika rasta + S.E.

Pokretljivost flagelama ispitivana je upotrebom LBA podloge sa 0,3 % agara u
pertijevim posudama. Podloge su inokulisane inficiranim i neinficiranim bakterijama
pomocu iglicaste eze iz tecne kulture, u duplikatu i u dva nezavisna ponavljanja. Ploc¢e su
inkubirane na 37 °C tokom 48 h. Po isteku inkubacije izmerena je zona sa difuznim
zamucenjem. Rezultati ispitivanja pokretljivosti predstvljeni tabelarno kao srednje vrednosti
precnika rasta + S.E.

Produkcija fimbrija ispitana je modifikovanom metodom opisanom od strane Jain i
Chen (2007). Bakterije su zasejane na LBA podlogu koja sadrzi 0,5 % NaCl-a, a potom

paralelno inkubirane na 26 °Ci 37 °C tokom pet dana, kako bi se utvrdile razlike u produkciji
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fimbrija. Nakon isteka inkubacije, bakterije su suspendovane u fizioloSkom rastvoru, tako da
njihova brojnost bude ~1x10” Bakterijska suspenzija je potom centrifugirana (16,000xg, 10
min), a dobijeni pelet je resuspendovan u 0,002 % rastvoru kongo-crvenog tokom 10
minuta. Rastvor je ponovo cetrifugiran, a absorbanca dobijenog supernatanta je izmerena
na 500 nm. Rezultati su predstvaljeni kao procenat redukcije koncentracije kongo-crvenog,
koje su vezale fimbrije, u odnosu na sterilan rastvor boje bez bakterija. Kao kontrola

koriséen je referentni soj vrste E. coli ATCC 25922.

4.12.6. ISPITIVANJE HIDROLZE ZELATINA INFICIRANIH BAKTERIJA

Mogucnost hidrolize Zelatina ispitivana je koris¢enjem komercijalne podloge Hranljivi
Zelatin Zivotinjskog porekla (Torlak, Srbija). Podloga sa Zelatinom je razlivena u epruvete, a
nakon hladenja inokulacija bakterija je vrSena pomodu igli¢aste eze. Epruvete su inkubirane
tokom 48 h na 37 °C. Nakon inkubacije epruvete su ostavljene u frizideru tokom 30 minuta,
a potom je vrSeno ocitavanje rezultata Kao pozitivnha kontrola koriS¢en je referentni soj vrste
P. aeruginosa PAO1, dok je za negativnu kontrolu korisiéen referentni soj vrste E. coli ATCC

25922.

4.13. In vitro ISPITIVANJE LITICKE EFIKASNOSTI ODABRANIH BAKTERIOFAGA

Liticka efikasnost faga ispitivana je metodom dvostepene inkubacije u mikrotitar
ploéama sa TTC-om i modifikovanom metodom u mikrotitar ploama sa kristal violetom u
cilju testiranja efekta faga na formiranje i ve¢ formirani biofilm ATCC 10580 B. bronchiseptica

soja.

4.13.1. DVOSTEPENA INKUBACIJA U MIKROTITAR PLOCAMA SA TTC-OM

Liticka efikasnost bakteriofaga CN2, MW2, LK3 i FP1, ispitana je metodom koju je
opisao Mclaughlin (2007), a modifikovali Knezevic i sar. (2011). Eksperiment je izvoden u
sterilnim mikrotitar plo¢ama sa ravnim dnom i 96 otvora. Liticka efikasnost faga je ispitana

na originalnom domacdinu B. bronchiseptica ATCC 10580. U kolone je sipano 100 ul bakterije
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u dvostruko koncentrovanu LB podlogu (2xLBB) (brojnosti ~ 1x10° CFUmI™), dok je u redove
dodavana ista zapremina desetostepenih razredenja bakteriofaga, tako da je brojnost faga u
svakoj sledecoj koloni bila 10 puta veca. Desetostepena razredenja faga su pripremana u SM
puferu. Brojnost faga u velovima kretala se od 1x10" do 1x10 ®, tako da je lititka efikasnost
faga ispitivana pri vrednostima MOI od 0.0001 do 10, u dva ponavlajnja. Pozitivna kontrola
je podrazumevala kombinaciju bakterija i SM pufera bez faga, dok je negativna kontrola
predstavljala kombinaciju SM pufera i 2xLBB podloge. Nakon inkubacije od 24 h na 37 °C, u
sve otvore ploce dodat je 2,3,5-trifenil tetrazolijum hlorid (TTC), tako da njegova krajnja
koncentracija u svakom otvoru bude 50 pg, nakon ¢ega je usledila inkubacija u trajanju od 4
h. U toku ovog perioda doslo je do redukcije TTC-a posredstvom dehidrogenaza Zivih
bakterija, pri ¢emu je nastao formazan crvene boje. Po zavrSetku inkubacije oCitavana je
apsorbanca u svim otvorima pomocu Multiscan GO (Thermo Scientific) ¢itaca mikrotitar
ploc¢a na 540 nm

Dobijene apsorbance su koris¢ene za utvrdivanje liticke efikasnosti faga. Srednja
vrednost negativnih kontrola oduzeta je od svih apsorbanci i od apsorbance pozitivnih
kontrola. Odnos srednje apsorbance identi¢nih tretmana i srednje vrednosti pozitivnih
kontrola pomnozZen je sa sto, a dobijena vrednost je potom oduzeta od 100%, kako bi se
dobio procenat inhibicije rasta. Eksperiment je uraden za svaki fag u duplikatu, u namanje
dva ponavljanja. Rezultati su prikazani graficki kao srednje vrednosti dva nezavisna

eksperimenta sa S.D.

4.14. EFEKAT FAGA NA BIOFILM

Odredivanje efekta faga na B. bronchiseptica biofilm vrSeno je ispitvanjem efekta faga

na formiranje i veé formirani biofilm referentog ATCC 10580 soja.

4.14.1. EFEKAT NA FORMIRANIJE BIOFLMA

Odredivanje efekta faga na proces formiranja biofilma ispitivana je modifikovanom
metodom u mikrotitar plocama, koja se koristi za procenu potencijala bakterija da formiraju

biofilm (KneZevic¢ i Petrovi¢, 2008). Efekat faga CN2, LK3 i FP1 ispitan je na originalnom
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domacinu B. bronchiseptica ATCC 10580. SadrzZaj vela bio je identi¢an prethodno opisanom
za odredivanje liticke efikasnosti faga. Bakterija je gajena u LBB podlozi, a nakon inkubacije,
svaki otvor je ispran tri puta sa 1xPBS (pH 7,4), nakon ¢ega su plofe osusene, a zatim i
fiksirane sa 150 pl metanola u trajanju od 15 minuta. Nakon toga metanol je uklonjen, ploce
su isprane destilovanom vodom i osusene, a zatim su obojene sa 150 ul 0,4 % rastvora
kristal violeta u trajanju od 20 minuta. Nakon isteka vremena, boja je uklonjena mlazom
vodovodske vode, sve do prestanka ispiranja boje. Plo¢e su osusene u termostatu na 44 °C
tokom 20 minuta, a potom je u svaki otvor dodato 150 pl 33 % siréetne kiseline, kako bi se
boja spontano ratvorila. Nakon 20 minuta, apsorbance u otvorima su merene pomocu
Multiscan GO (Thermo Scientific) ¢itaca mikrotitar plo¢a na 595 nm.

Svaka kombinacija faga i bakterije radjena je u dva nezavisna ponavljanja, a ceo
eksperiment je raden u duplikatu. Rezultati su prikazani grafi¢ki, a izracunavanja su

identi¢na onima pri odredivaniju liticke efikasnosti faga.

4.14.2. EFEKAT NA FORMIRANI BIOFILM

Efekat faga CN2, LK3, MW2 i FP1 na formirani biofilm ispitan je na nacin slican
prethodno opisanom, ali je u velove dodavana samo bakterija, koja je inkubirana tokom 24 h
na 37 °C. Nakon isteka inkubacije svi otvori su isprani tri puta sa 1xPBS (pH 7,4), a zatim je u
otvore dodata suspenzija faga odgovarajuce brojnosti i 2xLBB podloga. Ploca je zatim
ponovo vra¢ena na inkubaciju na 37 °C tokom 24 h. Po isteku inkubacije otvori u plo€ama su
isprani tri puta koriséenjem 1xPBS (pH 7,4), a biofilm je kvantifikovan na prethodno opisan
nacin.

Svaka kombinacija brojnosti faga i bakterija je uradena u duplikatu, a ceo
eksperiment je izveden u dva nezavisna ponavljanja. Rezultati su predstavljeni graficki, a

izraCunavanja su vrsena kao Sto je prethodno opisano za liticku efikasnost faga.

4.15. In silico KARAKTERIZACIJA ENDOLIZINA FAGA

U svrhu in silico karakterizacije endolizina pet odabranih faga CN1, CN2, LK3, MW?2 i

FP1 koriS¢eno je nekoliko bioinforamtickih servera i programa.
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U MEGA 7 je konstruisan dendrogram na osnovu proteinske sekvence endolizina B.
bronchiseptica faga i endolizina nekoliko Pseudomonas faga iz GeneBank baze podataka, koji
su pokazali slicnost sa B. bronchiseptica fagima (Kumar et al, 2016). Za konstruisanje
dendrograma korisé¢en je Neighbor Joining test sa 1000 Bootstrap replikacija i rutovanje na
osnovu kojih su endolizini razvrstani u klastere.

SignalP 3.0 Server je koris¢en za predikciju signalnih peptida na osnovu primarne
strukture proteina, tj. aminokiselinske sekvence (Bendtsen et al, 2004). Cilj ove analize bio je
da se utvrdi eventualno prisustvo signalne peptidne sekvence u endolizinu B. bronchiseptica
faga.

SWISS-MODEL server je koriséen za modelovanje trodimenzionalne strukture
endolizina, koristeé¢i kao templejt eksperimentalno utvrdene strukture predstavnika iz
srodnih familija (Guex et al, 2009). Za potrebe ove analize koris¢ena je aminokiselinska
sekvenca endolizina B. bronchiseptica faga, tj. primarna struktura endolizina.

Proteinske sekvence endolizina faga CN1, CN2, LK3, MW2 i FP1 koriS¢ene za in silico

karakterizaciju nalaze se u u prilogu ove disertacije (9.6.).
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U radu je izolovano ukupno 29 B. bronchiseptica faga iz familije Siphoviridae. Svim

fagima je odreden liticki spektar i EOP (eng. efficiency of plating). Nekoliko odabranih faga je

detaljno okarakterisano i njihovi genomi su sekvencionirani, u skladu sa ciljevima rada.

5.1. REZULTATI IZOLACUE B. bronchiseptica BAKTERIOFAGA

Fagi su uspesno izolovani iz 44,6 % uzoraka (29 od 66) (Tabela 8). Uspesnost izolacije

bila je najveca iz komunalnih otpadnih voda i ribnjaka, s obzirom na to da su fagi izolovani iz

83,3 % ovih uzorka. Ni jedan fag nije izolovan iz otpadnih voda svinjskih farmi i morske vode.

Fagi su uspesno izolovani i iz uzoraka jezerske vode (55,6 %), a manji broj izolata je dobijen iz

vode mocvara, potoka i irigacionih kanala (50,0 %). Relativho uspesSna izolacija faga

zabeleZena je i iz uzoraka recne vode (30,8 %). S druge strane, najmanji broj pozitivnih

uzoraka je vodio poreklo iz Zivotinjskih pojila (15,4 %).

Tabela 8. Uspesnost izolacije faga iz uzoraka povrsinskih voda

Poreklo uzorka

Reke

More

Jezera

Ribnjaci
Mocvare

Potoci

Irigacioni kanali
Zivotinjska pojila

Otpadne vode
svinjskih farmi
Komunalne otpadne
vode

Broj
uzoraka

13

Broj
izolovanih
faga

o N W W N

Oznaka faga

vB_BbrS_RV1; vB_BbrS_RV2; vB_BbrS_RV3;
vB_BbrS_RV4

vB_BbrS_LK1; vB_BbrS_LK2; vB_BbrS_LK3;
B_BbrS_LK4; vB_BbrS_LK5

vB_Bbr_FP1; vB_BbrS_FP2; vB_BbrS_FP3;
vB_BbrS_FP4; vB_BbrS_FP5
vB_BbrS_SW1; vB_BbrS_SW2

vB_BbrS_CR1; vB_BbrS_CR2; vB_BbrS_CR3
vB_BbrS_CN1; vB_BbrS_CN2; B_BbrS_CN3
vB_BbrS_TR1; vB_BbrS TR2

vB_BbrS_MW?1; vB_BbrS_MW?2; vB_BbrS_MW3;
vB_BbrS_MW4; vB_BbrS_MWS5
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Iz svakog uzorka koji je dao plake, izolovan je po jedan plak koji je prebacen u kivete
sa 1 ml SM pufera i 0,5 % hloroforma, kako bi se izvrsSila liza bakterija i kako bi se fagi u
neliziranim ¢elijama oslobodili u cilju povecanja njihove brojnosti. Izolovani fagi su ¢uvani na
+4 °C do dalje upotrebe.

Da bi se dokazalo da su fagi izolovani iz prirodne sredine, nekoliko odabranih uzoraka
je zagrejano (100 °C tokom 20 minuta). Odsustvo faga u ovako tretiranim uzorcima u odnosu
na netretirane ukazalo je da fagi nisu indukovani iz bakterije i da vode poreklo iz prirodne

sredine (Slika 22).

Slika 22. Izolacija bakteriofaga iz uzorka tretiranog visokom temperaturom (100 °C) tokom
20 minuta (A) i netretiranog uzorka (B).

5.2. REZULTATI LITICKOG SPEKTRA BAKTERIOFAGA

Liticki spektar faga je ispitivan koris¢éenjem 11 homolognih i 14 heterolognih
domacina. Na originalnom domadinu, svi fagi su formirali prozirne plake dijametra 0,5-2
mm, dok su na alternativnim domadinima zabeleZene uglavnom zamucene ili plake sa halom
(Slika 23). Veli¢ina plaka razli¢itih faga bila je uglavhom uniformna i kretala se kretala od 0,5
do 2 mm. Dobijeni rezultati ukazuju da B. bronchiseptica fagi poseduju uzak i umeren liticki

spektar.
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Slika 23. Izgled plaka: A) bakteriofag MW?2 na alternativnom domacinu Bbchiot; B)
bakteriofag LK5 na originalnom domadinu ATCC 10580; C) bakteriofag CR3 na originalnom
domacinu ATCC 10580.

Rezultati ispitivanja litickog spektra na heterolognim domadinima prikazani su u
tabeli 9 i slici 24. Od 12 sojeva domacdina, ukljucujudi i originalnog domacdina, fagi su mogli da
inficiraju najvise 5 sojeva, dok 7 sojeva nije bilo ostetljivo na infekciju ni jednim izolovanim
fagom.

Primenom spot metode i inkubacijom faga sa alternativnim domacinima na 37 °C,
lizirano je 3-5 sojeva B. bronchiseptica. Na osnovu litickog profila, izdvojene su tri razlicite
grupe faga: u prvu grupu su svrstani fagi koju su lizirali 25 % sojeva (16 izolata faga), dok su u
drugu i treéu grupu svrstani fagi koji su lizirali 33,3 % sojeva (druga grupa je obuhvatila 11 i
treca 2 izolata faga).

Ispitivanjem litickog spektra faga na alternativnim domacinima na 25 °C izdvojilo se
¢ak Sest razlic¢itih grupa faga, odnosno 6 razlicitih litickih profila. U prve tri grupe spadaju fagi
koji su mogli da se multipliciraju na 33,3 % sojeva (13 faga u prvoj, 2 u drugoj i 1 u trecoj
grupi); Cetvrtu grupu faga Cine izolati koji su lizirali ¢ak 41,7 % sojeva (11 faga), dok petu i

Sestu grupu Cine fagi koji su lizirali 25 % homolognih sojeva (po 1 fag u obe grupe).
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Slika 24. Ispitivanje litickog spektra spot metodom: prozirne liticke zone na originlanom
domacinu, B. bronchiseptica ATCC 10580 (levo); mutne liticke zone sa halom na
alternativnom B. bronchiseptica Bbchiot domadinu (desno).

Fagi nisu formirali liticke zone na heterolognim domadinima iz familije
Enterobacteriaceae, Alcaligenaceae i Moraxelaceae, kao ni na dve ispitivane vrste Gram
pozitivnih bakterija.
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Tabela 9. Liticki spektar B. bronchiseptica faga

Vrsta Oznaka Liticka grupa
bakterije soja 37 °c 25 °c

| grupa Il grupa Il grupa | grupa Il grupa 1l grupa IV grupa V grupa VI grupa

vB_BbrS_CN1 vB-BbrS_CR1 vB_BbrS_FP5 vB_BbrS_CN1 vB_BbrS_ MW1  vB BbrS_ CN2  vB_BbrS_CN3 vB_BbrS_FP1  vB_BbrS_LK5

vB_BbrS_CN2 vB_BbrS_FP1 vB_BbrS_TR2 vB_BbrS_CR1 vB_BbrS_RV1 vB_BbrS_CR2

vB_BbrS_CN3 vB_BbrS_P4 vB_BbrS_CR3 vB_BbrS_FP4

vB_BbrS_CR2 vB_BbrS K1 vB_BbrS _P2 vB_BbrS_FP5

vB_BbrS_CR3 vB_BbrS_LK2 vB_BbrS_LK2 vB_BbrS_LK1

vB_BbrS_FP2 vB_BbrS_LK3 vB_BbrS_LK3 vB_BbrS_LK4

vB_BbrS_FP3 vB_BbrS_LK5 vB_BbrS_Mw4 vB_BbrS_MW?2

vB_BbrS_LK4 vB_Bbrs_MW1 vB_BbrS_RV?2 vB_BbrS_MW3

vB_BbrS_MWS3 vB_Bbrs_MW?2 vB_BbrS_RV3 vB_BbrS_MWS5

vB_BbrS_MW5 vB_BbrS_Mw4 vB_BbrS_Sw1 vB_BbrS_RV4

vB_BbrS_RV1 vB_BbrS_RV4 vB_BbrS_SW2 vB_BbrS_TR2

vB_BbrS_RV2 vB_BbrS_TR1

vB_BbrS_RV3 vB_BbrS_FP3

vB_BbrS_SwW1

vB_BbrS_SW2

vB_BbrS_TR1

Bordetella L:594 - - + - + + + - -
bronchiseptica SEI - - - - - - - - -

LEG - - - - - - - - -
S2 - + - + - + + - +
R1 - - - - - - - - -
LORD - - - - - - - - -
973 - - - - - - - - -
BbChiot + + + + + - + + -
Ccvi - - - - - - - - -
3416 + + + + + + + + +
DEL - - - - - - - - -
10580’ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

Druge vrste

++prozirne plake; + prozirne plake sa halom ili mutne plake; bez reakcije;ioriginalni domadin faga ATCC 10580
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5.3. REZULTATI EFIKASNOSTI FORMIRANJA PLAKA NA HOMOLOGNIM
ALTERNATIVNIM DOMACINIMA

Rezultati efikasnosti formiranja plaka (eng. efficiency of plating, skraéeno EOP) B.

bronchiseptica bakteriofaga prikazani su na slici 25 i u tabeli 10.

Slika 25. Odredivanje EOP spot metodom na alternativnom B. bronchiseptica Bbchiot

domacdinu

B. bronchiseptica fagi pokazali su razli¢it EOP na alternativnim domadinima. Naime,
¢ak Sest faga je pokazalo veéu efikasnost formiranja plaka na alternativnim domadinima
(Bbchiot i Bbr3416) u odnosu na referentni soj, koji je bio originalni domacin (EOP=10 i 100).
Veliki broj faga je pokazao jednaku efikasnost lize na originalnom i dva alternativna
domadina (EOP=1). Kao sto je i ocekivano, vecina faga je pokazala nizi EOP u odnosu na

originalnog domacina, sa vrednostima od 0,001 do 0,1.
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Tabela 10. Efikasnost lize B. bronchiseptica faga na alternativnim domacinima

B. bronchiseptica EOP
alternativni 100 10 1 0,1 0,01 0,001
domadini
BbChiot vB_BbrS_LK4 vB_BbrS_CN1 vB_BbrS_CN2 vB_BbrS_CR2 vB_BbrS_CR1 vB_BbrS_FP2
vB_BbrS_CR3 vB_BbrS_CN3 vB_BbrS_FP5 vB_BbrS_FP4
vB_BbrS_LK5 vB_BbrS_FP1 vB_BbrS_LK1 vB_BbrS_RV2
vB_BbrS_MW3 vB_BbrS_FP3 vB_BbrS_LK3
vB_BbrS_LK2 vB_BbrS_MW1
vB_BbrS_MW2 vB_BbrS_MW4
vB_BbrS_RV1 vB_BbrS_RV3
vB_BbrS_RV4 vB_BbrS_SW1
vB_BbrS_SW2
vB_BbrS_TR1
vB_BbrS_TR2
vB_BbrS_MWS5
3416 - vB_BbrS_FP1 vB_BbrS_CN3 vB_BbrS_CN2 vB_BbrS_CN1 -
vB_BbrS_LK5 vB_BbrS_CR3 vB_BbrS_CR2 vB_BbrS_CR1
vB_BbrS_FP2 vB_BbrS_FP3 vB_BbrS_FP4
vB_BbrS_LK4 vB_BbrS_FP5 vB_BbrS_LK3
vB_BbrS_RV1 vB_BbrS_LK1 vB_BbrS_RV2
vB_BbrS_TR1 vB_BbrS_LK2 vB_BbrS_RV3
vB_BbrS_TR2 vB_BbrS_MW1 vB_BbrS_SW1
vB_BbrS_MW2 vB_BbrS_SW?2
vB_BbrS_MW3
vB_BbrS_MW4
vB_BbrS_MWS5
vB_BbrS_RV4
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5.4. REZULTATI KRIVE MULTIPLIKACIJE FAGA

Rezultati multiplikacije CN1 bakteriofaga na soju ATCC 10580 na 26 °C i 37 °C prikazani
su na grafikonu 1. Fag CN1 zavrSava svoj ciklus multiplikacije za oko 130 minuta. Ovaj fag ima
priliéno dug latentni period kako na 25 °C tako i na 37 °C (90 i 110 min redom), a iz jedne

inficirane Celije se oslobada dvostruko vise faga na 37 °C (oko 13) u odnosu na 26 °C (oko 6).

iji
Co

PR
o~

PFU/¢el

120 140
Vreme (min)

Grafikon 1. Kriva multiplikacije CN1 faga na 26 °C (M) i na 37 °C (O)
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5.5. REZULTATI KARAKTERIZACUE FAGA

U ovom delu su predstavljeni rezultati karakterizacije B. bronchiseptica faga.

5.5.1. REZULTATI ELEKTRONSKE MIKROSKOPUJE FAGA

MorfoloSka svojstva osam B. bronchiseptica faga ispitivana su pomodu transmisionog
elektronskog mikroskopa. Karakteristike Cetiri odabrana faga predstavljene su u tabeli 11 i na
slici 26, s obzirom na to da je svih osam faga imalo veoma sliénu morfologiju. Na osnovu
rezultata transmisione elektronske mikroskopije fagi pripadaju redu Caudovirales, posto
poseduju binarnu strukturu, koju ¢ine glava i rep (King et al, 2012). Fagi poseduju glavu cija
duZina iznosi oko 72 nm i Sirina oko 52 nm. Pored toga, fagi poseduju dugacak, nekontraktilan i
fleksibilan rep duZine od oko 160 nm i Sirine oko 12 nm. Dodatne strukture nisu uo€ene ni na
jednom od ispitivanih bakteriofaga. Prema ICTV bakteriofagi sa dugim repom pripadaju porodici

Siphoviridae, a prema Bradley-evoj kategorizaciji B2 morfotipu.

Tabela 11. Morfoloske karakteristike odabranih faga

Dimenzije viriona (nm)

Fag Duzina glave Sirina glave Duzina repa Sirina repa
vB_BbrS_RV4 72.2+15 50.6+2.2 162.4+3.9 11.8+1.6
vB_BbrS_FP2 70.5%3.5 49.4+25 158.9+1.9 126+1.1
vB_BbrS_LK3 73.7+26 549+1.38 161.8+4.9 13.1+1.3
vB_BbrS_CN1 72.1+1.3 53.4+2.6 160.81+3.1 12.8+1.6
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Slika 26. Elektronske mikrografije B. bronchiseptica faga LK3 (A); FP2 (B); RV4 (C) i
CN1 (D).

5.5.2. EFEKAT RAZLICITIH FAKTORA SPOLJIASNJE SREDINE NA INFEKTIVNOST FAGA

Rezultati ispitivanja ocuvanja infektivnosti Cetiri odabranih bakteriofaga CN2, FP1, LK3 i
MW?2 na razlic¢itim pH vrednostima u toku 30 min prikazani su na grafikonu 2. Svi fagi pokazali
su ekstremnu osetljivost na pH 1,5, tj. nijedan fag nije zadrzao infektivhost na ovoj pH
vrednosti. Pored toga, broj faga sa oCuvanom infektivnoSéu na svim ostalim ispitivanim pH
vrednostima bila je prilicno ujednacena. Naime, oko 80 % faga zadrzalo je infektivnost na svim

ispitivanim pH vrednostima u opsegu od 3 do 11.
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Kada je u pitanju efekat razlic¢itih koncentracija NaCl-a, fagi pokazuju dva obrasca
prezivljavanja. Naime, fag FP1 pokazuje osetljivost na vece koncentracije NaCl-a, kao Sto su 5 %,
7,5 % i 10 %. Procenat faga koji su zadrzali infektivnost pri ovim koncentracijama je oko 40 %. Za
razliku od njega, fagi CN2, LK3 i MW?2 su bili znatno rezistentniji na visoke koncentracije NaCl
(Grafikon 3).

Kada je u pitanju efekat temperature, svi fagi pokazuju uglavnom isti obrazac ocuvanja
infektivnosti. Naime, vecina faga dobro podnosi sve ispitivane temperature, osim 75 °C, pri
kojoj dolazi do inaktivacije svih viriona u toku 30 min. Fagi zadrZavaju infektivnost pri
tempreraturama od 55 °Ci 65°C, pri emu infektivnost zadrzava 40 % i viSe pocetne brojnosti
faga (Grafikon 4).

Ispitivani fagi pokazali su isti obrazac odrzavanja infektivnosti u prisustvu rasvora uree
razlicite koncentracije. Fagi MW?2 i FP1 pokazali su vecu osetljivost na5 M i 7,5 M rastvore uree
u odnosu na ostale fage, tj. manje od 50 % faga je zadrzalo infektivnost pri ovim koncetracijama
uree. Za razliku od njih, LK3 fag je pokazao vecu rezistenciju na visoke koncentracije uree,

odnosno vise od 50 % viriona je sacuvalo infektivnost pri koncentraciji 7,5 M uree (Grafikon 5)

92



Doktorska disertacija Aleksandra Petrovié Fabijan

vB_BbrS_CN2 vB_BbrS_FP1
140 120
- 120 — 100 T T i
L o S S G - ~—+—
& 20 &/H *7 T 1 T
. — 60
£ 60 = =
E 40 E 40
> > 20
20
0 / 0 /
pH1.5 pH 3 pH5 pH7 pH 11 pH1.5 pH 3 pH5 pH7 pHY9 pH 11
vB_BbrS_LK3 vB_BbrS_MW?2

120 T 120
100 T 1 100 T T T T
30 f*+’f——1\_ 30 t\-.._ 1 ~e
| 1 . // L __
40 | 40 /
20 / ' 20 /
oA o4

pH1.5 pG 3 pH5 pH7 pHY pH11 pH1.5 pH 3 pH5 pH7 pHY pH11

—

Vijabilni fagi (%)
3
SN
Vijabilni fagi (%)

Grafikon 2. Efekat pH na infektivnost B. bronchiseptica faga
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Grafikon 3. Efekat NaCl-a na infektivnost B. bronchiseptica faga
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Grafikon 4. Efekat temperature na infektivnost B. bronchiseptica faga
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Grafikon 5. Efekat uree na infektivnost B. bronchiseptica faga
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5.5.3. REZULTATI SDS-PAGE ELEKTROFOREZE

Proteinski profil Cetiri odabrana bakteriofaga (CN1, LK3, MW?2 i FP1) prikazan je na slici
27. Na osnovu rezultata SDS-PAGE elektroforeze, B. bronchiseptica fagi poseduju veoma sli¢ne
strukturne proteine, sa najmanje 8 karakteristi¢nih traka i glavnim proteinom kapsida veli¢ine
oko 32,5 kDa. Na slici se takode uocavaju trake drugih proteina koji su priblizno iste veli¢ine kod
svih faga i iznose oko 100, 81 (83 kod LK3), 61 (59,5 kod LK3 faga), 53, 42, 28 i 26 kDa sa

izuzetkom FP1 faga kod koga se veéina ovih proteina ne uocava.

o
3 en E —
M = E = 6
116 —
66.2
 a—

45.0
35.0

-

25.0 |

18.4 | _

Slika 27. Proteinski profil odabranih B. bronchiseptica bakteriofaga
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5.5.4. Rezultati restrikcione digestije DNK faga

Rezultati restrikcione digestije DNK bakteriofaga pokazali su da svi ispitivani bakteriofagi
u okviru viriona poseduju genom od dvolan¢anog DNK molekula (dsDNK).

Digestiji restrikcionim enzimimom EcoRV bila je podloZzna DNK svih ispitivanih
bakteriofaga (Slika 28). Broj fragmenata dobijen digestijom genomske DNK faga LK3, FP2 i RV3
enzimom EcoRV je najmanje 2; bakteriofaga LK1, FP3, FP4, MW4, CR1, CR2, SW1 i MW3
najmanje 3, dok je broj fragmenata genomske DNK faga FP1, MW2, RV1, CN1, RV4 i TR1
najmanje 4.

Restrikciona digestija DNK faga sa Bglll, Pvul, Sall, BamHI, Xbal, Taqgl i Dral nije dala
vidljive fragmente, tj. DNK faga je bila neosetljiava na ove enzime (rezultati nisu prikazani).

Ispitiju¢i genom soja B. bronchiseptica ATCC 10580 koris¢enjem PHAST servera,
detektovan je jedan fag u genomu ove bakterije, koji pokazuje veliku slicnost sa Cronobacter
fagom phiES15. Ovaj fag takode pripada familiji Siphoviridae, ali njegova DNK pokazuje
drugaciju in silico osetljivost na digestiju restrikcionim endonukleazama koje su koris¢éene u
digestiji B. bronchiseptica faga (Prilog 9.1).

In silico restrikciona digestija srodnih B. bronchiseptica bakteriofaga iz familije
Podoviridae (BIP-1, BMP-1 | BPP-1) gore navedenim endonukleazama, ukazuje da genom ovih
faga sadrzi specificna mesta za restrikciju sledeé¢im enzimima: Bglll, EcoRlI, Hhal, Hpall, Pvul, Sall,
Smal i Taql (Prilozi 9.2 i 9.3). Restrikcionom digestijom Bglll, EcoRl, Hhal, Hpall i Tagl enzimima,
dobijen je veliki broj fragmenata, dok je nesto manji broj fragmenta dobijen delovanjem Pwvul,
Sall i Smal enzima. DNK ovih faga nije sadrzala specificna mesta za delovanje BamHlI, Dral,

EcoRV, Hindlll, Kpnl i Xbal enzima.
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Slika 28. Restrikciona digestija DNK B. bronchiseptica sa enzimima Hinfl (A), Smal (B) i (C)

EcoRV; M1: 1 kb marker; M2: 100 bp marker; M3: DNK lambda/HindIll marker
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5.5.5. Rezultati detekcije cos regiona u genomima B. bronchiseptica
bakteriofaga

Rezultati ispitivanja prisustva cos mesta u genoma B. bronchiseptica faga prikazani su na
slici 29. Razlika u intezitetu traka nakon brzog i sporog hladenja iseCene i zagrejane DNK nije
utvrdena. Takode, razlika izmedu sporog i brzog hladenja tretirane DNK zagrevane na dve
razlicite temperature (65 °C i 80 °C) i restrikcionom digestijom pre i posle zagrevanja i hladenja
nije utvrdena. Dobijeni rezultati ukazuju da B. bronchiseptica sifovirusi na poseduju cos region u
svojim genomima, dok je prisustvo pac mesta detektovano kod vecine, na osnovu njihovih DNK

tretiranim restrikcionim enzimom EcoRV (Slika 28C).

vB BbrS LK3 vB_BbrS_MW2 vB_BbrS_FP1
Ie Ile IIle IVe Ve Ie IIe Ille IVe Ve Ie 1Ile IIle IVe Ve

(LI

[ —
—
—

|

!
¢

vB_BbrS_LK3

M Ie Ile e Is IIs Is

vB_BbrS_CN1 vB_BbrS_CN2

M Ie Ile Ille IVe Ve 1Ie TIle Ille IVe Ve

m

Slika 29. RFLP profil faga nakon digestije sa EcoRV (e) i Smal (s): |- bez tretmana; Il- nakon brzog hladenja
enzimski tretirane DNK; IlI- nakon sporog hladenja enzimski tretirane DNK; IV- restrikciona digestija nakon
brzog hladenja netretirane DNK; V- restrikciona digestija nakon sporog hladenja netretirane DNK; M - 1 kb
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5.6. ANOTACIJA GENOMA ODABRANIH FAGA

Rezultati sekvencioniranja pet B. bronchiseptica bakteriofaga: CN1, CN2, LK3, MW?2 i FP1

potrvdili su da fagi u svom kapsidu sadrze dvostruku lineranu DNK molekulu. Veli¢ina genoma

faga krece se izmedu 59.779 do 62.030 baznih parova, dok se zastupljenost GC parova krece od

63,97% do 64,07%. Transportne RNK (tRNK) nisu detektovane u genomima B. bronchiseptica

faga. Svih pet faga poseduju integrazu i represor, sto ukazuje da su u pitanju umereni fagi. Broj

kodirajucih sekvenci u genomima faga varira i kre¢e se izmedu 79 i 82. U tabeli 12 i na slici 30

dat je pregled gena i njihovih mogucih funkcija kod faga LK3, koji je najdetaljnije okarakterisan.

Kompletni genomi sekvencioniranih faga deponovani su u GenBank bazi podataka pod

odredenim pristupnim brojem (CN1-KY00221; CN2-KY00219; LK3-KX961385; MW2-KY00218;

FP1-KY00220).

Tabela 12. Anotacija genoma LK3 faga

Red. Molekulska

Slicnost sa sekvencama iz GenBank baze podataka (blastP)

Pokrivenost

. . Konzervativni Pristupni E Identi¢nost
broj masa Naziv . . sekvence
region broj vrednost (%) (%)
(1)
pretpostavljeni
membranski
1 7.41 protein - YP_0091 de-14 96 43
99480.1
[Pseudomonas fag
PaMx74]]
helikaza hellkz?\za YP_0065
2 66.33 [Pseudomonas fag  konzervativan C — 61009.1 0.0 97 83
MP1412] terminalni domen ’
hipoteticki protein AGI1123
3 13.38 [Pseudomonas fag - 2e-67 95 85
LKO4] 9.1
hipoteticki protein
YP_0012
4 20.18 [Pseudomonas fag - - le-97 96 84
94551.1
M6]
hipoteticki protein
5 29.87 [Pseudomonas fag - \21601265 le-169 100 83
MP1412] '
helikaza,
ATP-vezujuci pretpostavljena
rotein RecD/TraA ANO574
6 44.93 P familija 0.0 99 88
[Pseudomonas fag . 01.1
AN14] ATP-zavisna egzo
DNK-aza

(egzonukleaza V),
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971745293
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971745293
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971745293
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971745293
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971745293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971745293?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=TD3HNWPF014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971745293?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=TD3HNWPF014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528964
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528964
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399528964?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TD3BDK5W01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399528964?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TD3BDK5W01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216499
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216499
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216499?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TD3GBEW3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216499?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TD3GBEW3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216499?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TD3GBEW3014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_149408272
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_149408272
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_149408272
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/149408272?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TD3HTBYK015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/149408272?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TD3HTBYK015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528967
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528967
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528967
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399528967?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TD3J6X4R014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399528967?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TD3J6X4R014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568279
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568279
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568279
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568279
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1041568279?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TD3JGMEK014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1041568279?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TD3JGMEK014
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alfa subjedinica,
helikaze
superfamilija

ribonukleotid-

difosfat reduktaza, klasa | YP 0075
7 61.71 subjedinica alfa ribonukleotid - 0.0 98 51
. 17830.1
[Pelagibacter fag reduktaza
HTVC019P]
ribonukleotid-
difosfat reduktaza, ribonukleotid
8 37.89 beta subjedinica 4 1io7s peta  DARZI3E 50107 94 54
[nekultivisan subiedinica 3.1
Mediteranski fag )
uvMED]
. ol . protein
hipoteticki protein
9 33.42 [Pseudomonas fag nepozn:ate YP_0012 5e-61 70 67
Mé6] funkcije 94557.1
(DUF3489)
hipoteticki protein
10 32.78 [Pseudomonas fag - AI\(l)C7)5174 2e-161 98 77
AN14] :
11 9.04 nije pronadena - - - - -
znacajna sli¢nost
treonin
. triptofan sintaza
dehidrat o ANO574
12 30.58 ehidrataza beta subjedinica 05 2e-165 100 81
[Pseudomonas fag (tip 11) 08.1
AN14] P
pretpostavljena DNK fotoliaza
DNK fotoliaza [replikacija, YP_0092
13 54.91 N - 0.0 99 79
[Pseudomonas fag rekombinacija i 15737.1
PAE1] popravka DNK]
pretpostavljena
trifosfat hidrolaza YP_0092
14 20.2 AAA - - 1
0.25 [Pseudomonas fag domen 15738.1 6e-98 % 8
PAE1]
hipoteticki protein
15 38.6 [Pseudomonas fag - YP_0012 le-176 99 74
M6] 94563.1
hipoteticki protein
16 20.94 [Pseudomonas fag - YP_0015 2e-122 98 92
95838.1
YuA]
timidilat
sintaza/deoksiuridi timidilat sintaze i
17 40.6 lat hidriksimetil pirimidin YP_0065 0.0 100 76
transferaze . . . 61023.1
hidroksimetilaze
[Pseudomonas fag
MP1412]
5'-
. . , . YP_0092
18 21.45 deoksinukleotidaza 5'-nucleotidaze 157451 8e-84 95 78

[Pseudomonas fag
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_460042395
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_460042395
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_460042395
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_460042395
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_460042395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460042395?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TD3SV6CT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460042395?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TD3SV6CT01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_787052501
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_787052501
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_787052501
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_787052501
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_787052501
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_787052501
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/787052501?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TD3T8DZ701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/787052501?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TD3T8DZ701R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_149408278
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_149408278
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_149408278
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/149408278?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TD3TH9DV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/149408278?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TD3TH9DV01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568285
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568285
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568285
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1041568285?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TD3TVHG201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1041568285?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TD3TVHG201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568286
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568286
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568286
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1041568286?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TD3UKE7T01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1041568286?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TD3UKE7T01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762614
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762614
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762614
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762614
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971762614?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCT5VEAM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971762614?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCT5VEAM01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762615
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762615
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762615
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971762615?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=TCT7MEF601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971762615?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=TCT7MEF601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_149408284
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_149408284
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_149408284
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/149408284?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCTFEA1M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/149408284?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCTFEA1M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/149408284?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCTFEA1M01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135097
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135097
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162135097?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCTGRHRY01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162135097?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCTGRHRY01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528978
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528978
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528978
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528978
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528978
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528978
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399528978?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCTN9XUF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399528978?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCTN9XUF01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762622
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762622
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762622
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971762622?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=TCTPJBPS01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971762622?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=TCTPJBPS01R
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PAE1]
hipoteticki protein n:rgiil:te YP 0092
19 14.64 [Pseudomonas fag P . - le-65 96 74
PAE1] funkcije 15747.1
(DUF3310)
pretpostavljena
DNK polimeraza A DNK polimeraza A YP_0092
2 73.4 - . 4
0 3.46 [Pseudomonas fag familija 15748.1 0.0 3 8
PAE1]
pretpostavljena
DNK primaza YP_0092
21 11.84 [Pseudomonas fag i 15749.1 4e-23 62 67
PAE1]
pretpostavljena
deoksicitidilat deoksicitidilat YP 0065
22 24.6 deaminaza deaminaze - 5e-79 69 72
[Pseudomonas fag domen 61029.1
MP1412]
hipoteticki protein
23 14.98 [Pseudomonas fag - YP_0012 6e-65 100 71
94574.1
M6]
pretpostavljeni
represor YP_0092
24 12.64 [Pseudomonas fag 15752.1 4e-58 100 /8
PAE1]
. fag/plazmid
integraza -
25 92.2 [Pseudomonas fag primaza, P4 YP_0065 0.00 99 85
familija, C- 61033.1
MP1412] . .
terminalni domen
hipoteticki protein
26 8.03 [Pseudomonas fag - 226(;2615 3e-35 97 88
MP1412] '
ne-ribozomalna
peptid sintetaza WP_026
27 . - .52 7 7
8.8 [Paenibacillus 281361.1 0-5 > 3
massiliensis]
hipoteticki protein
28 7.27 [Pseudomonas fag - 226(;%615 le-14 98 52
MP1412] '
hipoteticki protein
29 44.66 [Pseudomonas fag - AGI91i26 0.0 99 92
LKO4] ’
hipoteticki protein  adenosilmetionin- YP 0015
30 13.07 [Pseudomonas fag 8-amino-7- - 2e-17 93 40
. 95853.1
YuA] transaminaza
hipoteticki protein
31 9.63 [Pseudomonas - wP_017 7e-25 94 61
938998.1
thermotolerans]
pretpostavljena nukleozid trifosfat
proifosfataza pirofosfohidrolaza  YP_0012
2 22. -72
3 4 [Pseudomonas fag (EC3.6.1.8) 94582.1 be-7 9% >6

PAE1]

MazG-like domain
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762624
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762624
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762624
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971762624?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCTXBVHK01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971762624?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCTXBVHK01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971762624?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCTXBVHK01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762626
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762626
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762626
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971762626?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCUCT9DF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971762626?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCUCT9DF01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762625
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762625
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762625
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971762625?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=TCUE3ZXY01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971762625?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=TCUE3ZXY01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528984
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528984
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528984
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528984
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399528984?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCUHUHCR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399528984?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCUHUHCR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399528984?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCUHUHCR01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_149408295
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_149408295
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_149408295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/149408295?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCUK9DWD01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/149408295?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCUK9DWD01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762629
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762629
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762629
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762629
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971762629?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TCURXU9K01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971762629?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TCURXU9K01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528988
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399528988?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCUTR9G701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399528988?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCUTR9G701R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528989
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528989
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528989
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399528989?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCUYK6UU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399528989?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCUYK6UU01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_648589610
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_648589610
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_648589610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/648589610?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCUZS4RA01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/648589610?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCUZS4RA01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528990
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528990
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399528990
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399528990?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCV3FM6401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399528990?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCV3FM6401R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216529
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216529
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216529?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCV9M7Y101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216529?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCV9M7Y101R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135112
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135112
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135112
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162135112?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCVHTSW501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162135112?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCVHTSW501R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_516563812
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_516563812
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_516563812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/516563812?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCVJRBPC01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/516563812?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCVJRBPC01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762637
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762637
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762637
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762637
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/149408303?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCVT8N7201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/149408303?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCVT8N7201R

Doktorska disertacija

Aleksandra Petrovic Fabijan

found in mouse

hipoteticki protein

33 17.69 [Pseudomonas fag - YP_0015 8e-73 100 65
95856.1
YuA]
hipoteticki pr(?teln . WP_040
34 10.59 [Enterobacteriacea glioksalaza | 075918.1 le-26 96 52
e ATCC 29904] '
hipoteticki protein
35 11.45 [Pseudomonas fag - AGéliN le-17 98 93
LKO4] '
ribonukleaza T DEDDh 3'-5'
36 20.93 [Pseudomonas fag familija AGLIiZS le-123 97 92
LKOA4] ekzonukleaza )
RNK-polimeraza
37 6.63 vezujuci protein ) AGI1128 16-35 100 95
[Pseudomonas fag 5.1
LKO4]
hipoteticki protein
38 9.42 [Pseudomonas fag - Al\zll(i)5174 7e-53 100 97
AN14] )
hipoteticki protein
PAE1_72 YP_0092
39 12.11 - - = 4e-45 88 81
[Pseudomonas fag 15763.1 €
PAE1]
40 5.57 nije pronadena - - - - -
znacajna sli¢nost
DNK-vezujuci
protein YP_0091
41 .07 - le-
330 [Mycobacterium 25515.1 e-05 36 36
fag Milly]
diguanilat-ciklaza
sa GGDEF dlguanl.le?t-uklaza YP_0065
42 17.24 domenom (DGC) ili GGDEF 4e-66 97 71
61050.1
[Pseudomonas fag domen
MP1412]
transkripcioni
elengacioni protein
43 22.05 SprT - ALX6728 6e-32 89 42
, . 4.1
[Microbacterium
sp. XT11]
antirestrikcioni
44 1571 protein antorestrl.kuonl ANO574 26-96 100 98
[Pseudomonas fag protein 441
AN14]
hipoteticki protein
45 12.52 [Pseudomonas fag - AI\AILC5)5174 7e73 100 94
AN14] )
hipoteticki protein .
46 7.63 [Pseudomonas fag N\ polimeraza, - YP 0012, . 100 99
M6] sigma faktor 94512.1
47 10.11 hipoteticki protein - AGI1129 5e-50 93 98
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135115
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135115
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135115
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162135115?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCVU8J3S01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162135115?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCVU8J3S01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_749017214
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_749017214
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_749017214
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/749017214?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=TCW1KT0201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/749017214?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=TCW1KT0201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216538
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216538
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216538
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216538?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCW31ZDE01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216538?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCW31ZDE01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216544
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216544
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216544
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216544?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCWBMR78014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216544?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCWBMR78014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216545
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216545
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216545
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216545
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216545?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCWDB864014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216545?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCWDB864014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568319
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568319
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568319
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1041568319?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCWJ62BB01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1041568319?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCWJ62BB01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762640
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762640
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762640
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971762640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971762640?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCWKVUS501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971762640?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCWKVUS501R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_764160965
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_764160965
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_764160965
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_764160965
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/764160965?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=10&RID=TCWTPEZ5014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/764160965?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=10&RID=TCWTPEZ5014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529005
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529005
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529005
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529005
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399529005?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCWXX6AC01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399529005?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCWXX6AC01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_973721906
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_973721906
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_973721906
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_973721906
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_973721906
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/973721906?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=TCWZD3BP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/973721906?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=TCWZD3BP01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568322
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568322
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568322
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568322
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1041568322?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TCX5AYB0015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1041568322?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TCX5AYB0015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1041568322?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TCX5AYB0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568323
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568323
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568323
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1041568323?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCX99GCN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1041568323?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCX99GCN01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_149408233
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_149408233
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_149408233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/149408233?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCX9XDMW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/149408233?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCX9XDMW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216553
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216553?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCXGJZTC014

Doktorska disertacija Aleksandra Petrovié Fabijan
[Pseudomonas fag 3.1
LKO4]
hipoteticki protein
48 16.59 [Pseudomonas fag - AGéIlli29 4e-57 95 65
LKO4] '
peptidaza
49 7.44 [Nocardiopsis - Wp_017 2.6 61 38
569351.1
halotolerans]
MBL metalo-
50 8.14 hidrolaza . WPO31 95 32
[Streptomyces 153548.1
xanthophaeus]
ieots et i
pirofosfohidrolaza WP_054
51 18.87 . EC3.6.1.8 le-31 84 46
[Ardenticatena ( iy ) 493505.1 €
. MazG-sli¢an
maritima]
domen
teminaza, mala
subjedinica ANO573
52 18.69 - le-69 99 59
[Pseudomonas fag 69.1100 €
AN14]
terminaza, velika
subjedinica terminazi-slicna YP_0065
.52 - . 1
>3 >8.5 [Pseudomonas familija 61058.1 0.0 00 83
phage MP1412]
strukturni protein  domen nepoznate
54 52.29 [Pseudomonas funkcije AI\;(;5173 0.0 95 80
phage AN14] (DUF4055) )
hipoteticki protein
AGI1129
55 3.99 [Pseudomonas fag - 91 0.020 100 46
LKO4] '
pretpostavljeni
mali strukturni protein koji
56 44.77 protein ucestvuje u. ANO573 0.0 100 75
[Pseudomonas morfogenezi 73.1
fagAN14] glave kod faga
SPP1 gp7 familija
strukturni protein
57 27.4 [Pseudomonas fag - AGI21i30 2e-156 99 92
MP1412] '
glavni strukturni
protein YP_0065
2. - . 1
>8 32.64 [Pseudomonas fag 61063.1 0.0 00 88
MP1412]
hipoteticki protein
BPPAER656_00750 YP_0091
59 24.32 - - iy S5e-19 27 73
[Pseudomonas fag 87472.1 €
YMC11/02/R656]
adhesinu-sli¢an WP_012
60 20.02 orotein - 956841 1 0.62 26 39
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216554
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216554
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216554?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCXHRZHW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216554?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCXHRZHW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_516138771
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_516138771
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_516138771
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/516138771?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=TCXKU2WM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/516138771?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=TCXKU2WM01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_665572895
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_665572895
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_665572895
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_665572895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/665572895?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=TCXRBB1T01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/665572895?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=TCXRBB1T01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/665572895?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=TCXRBB1T01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_935660937
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_935660937
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_935660937
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_935660937
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/935660937?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCXRTSUM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/935660937?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCXRTSUM01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568247
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568247
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568247
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568247
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1041568247?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCXWPUAC014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1041568247?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCXWPUAC014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399529013?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TCXY4HK201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399529013?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TCXY4HK201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568249
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568249
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1041568249?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCY2M4WY01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1041568249?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCY2M4WY01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216559
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216559
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216559
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216559?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCY3MS4R01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216559?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCY3MS4R01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568251
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568251
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568251
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041568251
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1041568251?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCY7AAM001R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1041568251?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCY7AAM001R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529017
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529017
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216562?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCY86K4901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216562?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCY86K4901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529018
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529018
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529018
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399529018?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCYCYGMB01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399529018?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCYCYGMB01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_966197876
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_966197876
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_966197876
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_966197876
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/966197876?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCYDNEEU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/966197876?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCYDNEEU01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_502721857
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_502721857
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/502721857?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=13&RID=TCYM5M3S014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/502721857?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=13&RID=TCYM5M3S014
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_149408249
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_149408249
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_149408249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/149408249?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCYMH922014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/149408249?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCYMH922014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529022
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529022
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399529022?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCYUJABV014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399529022?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCYUJABV014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216568
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216568
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471216568
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216568?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TCYVE9H6014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/471216568?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TCYVE9H6014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135144
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135144
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162135144?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCZ0EYX1014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162135144?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCZ0EYX1014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529025
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529025
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399529025?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TCZ224E4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399529025?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TCZ224E4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135146
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135146
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135146
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135146
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162135146?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCZ6TDCC01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162135146?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCZ6TDCC01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135147
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135147
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135147
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135147
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162135147?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TCZ7K3WM015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162135147?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TCZ7K3WM015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529028
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529028
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529028
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529028
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399529028?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCZDVERR014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399529028?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCZDVERR014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1026924161
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1026924161
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1026924161
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1026924161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1026924161?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=TCZERHH4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1026924161?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=TCZERHH4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_658311476
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_658311476
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_658311476
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_658311476
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_658311476
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_658311476
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/658311476?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=TCZK1WKV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/658311476?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=TCZK1WKV01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_936761762
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_936761762
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_936761762
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/936761762?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TCZPA9CY015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/936761762?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TCZPA9CY015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529031
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529031
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529031
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529031
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399529031?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCZURRK701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399529031?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCZURRK701R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135154
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135154
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135154
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_162135154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162135154?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCZW1HW901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162135154?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TCZW1HW901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971757098
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971757098?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TD04F311014
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971745300
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971745300
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971745300
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_971745300
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971745300?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TD0ACW4101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/971745300?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TD0ACW4101R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529092
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529092
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529092
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529092
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399529092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399529092?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=TD0ANT7301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399529092?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=TD0ANT7301R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_780840924
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_780840924
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_780840924
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_780840924
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/780840924?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=TD0G1GC701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/780840924?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=TD0G1GC701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/780840924?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=TD0G1GC701R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_946938405
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_946938405
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_946938405
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_946938405
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/946938405?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=TD0H7C5101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/946938405?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=TD0H7C5101R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_899634500
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_899634500
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_899634500
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/899634500?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=TD2WEP1A01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/899634500?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=TD2WEP1A01R
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I METABOLIZAM DNK | REPLIKACIIA
B INTERAKCIJA SA DOMACINOM

FORMIRANIJE VIRIONA I CELIJSKA LIZA

Slika 30. Cirkularni prikaz LK3 genoma (DNAPIotter, Carver et al, 2009). Spoljasnji krug predstavlja LK3 gene
ukljuc¢ene u metabolizam i DNK replikaciju (crveno), interakciju sa domacéinom (plavo), formiranje viriona i
¢elijsku lizu (Zuto); centralni krug predstavlja % GC parova, dok sredisnji krug oznac¢ava GC asimetriju izmedu
vodeceg i zaostajuceg DNK lanca (eng. skew); ljubicasta boja — vrednosti ispod prosecnih, Zuta boja — vrednosti
iznad prosecnih.
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5.6.1. REZULTATI KOMPARACIE GENOMA | FILOGENETSKE ANALIZE SEKVENCIONIRANIH
FAGA

Rezultati slicnosti DNK sekvenci B. bronchiseptica i njima slicnih P. aeruginosa faga
prikazani su u tabeli 13. Kao Sto se iz tabele moze videti, B. bronchiseptica fagi pokazuju veliki
procenat DNK sli¢nosti koji se krece od 87,4 % do 96,04 %. Dva faga, LK3 i CN1 su medusobno
najsli¢nija i dele ¢ak 96,04 % sekvence, dok se fagi LK3 i FP1 najvisSe razlikuju i dele 87,4% DNK
sekvence. Sa P. aeruginosa fagima, B. bronchiseptica fagi pokazuju 40,6-48,8 % sli¢nosti.
Najveca slicnost je uocena izmedu MP1412 i CN1 faga (48,8 %), dok je najmanji procenat

slicnosti zabelezen izmedu LKO4 i CN2 faga (40,6 %).

Tabela 13. Procenat (%) slicnosti sekvence B. bronchiseptica DNA
genoma i odabranih srodnih bakteriofaga (podvucéene su vrednosti >95%)

-l o o o - (%] (%) (%)

P 2 2 = a S S &

9 < = S "LI s p S S S 8

@ © Q » © g = § N g =

2 2 2 5 2 T Y S22 [T w

5 03 2 3 2 IF 93 i

ES E > 2 > & £« Q
vB_BbrS_CN1 100,0 91,2 96,04 94,1 89,3 47,8 51,2 48,8
vB_BbrS_CN2 88,3 100,0 88,3 90,2 91,2 40,8 46,2 40,6

vB_BbrS_LK3 96,04 92,02 100,0 92,2 88,3 44,7 47,2 45,4
vB_BbrS_MW2 93,1 93,1 91,2 100,0 90,2 46,2 47,2 46,4

vB_BbrS_FP1 88,3 93,1 87,4 90,2 100,0 40,6 46,2 42,1

Pseudomonasfag /o0 431 40 470 421 1000 902 912

Yua
Pseudomonasfag o 405 472 464 462 864 1000 88,3
MP1412 7 ’ ’ ? ’ ? ’ ’
P se”d‘l’_'lz'gzas fag 475 408 454 448 413 865 873 1000

Rezultati Mauve progresivnog poravnavanja DNK sekvenci B. bronchiseptica faga CN1,
CN2, LK3, MW2, FP1 i Pseudomonas aeruginosa faga MP1412, M6, LKO4 i AN14 prikazani su na
slici 31. Na slici se jasno uocavaju lokalni kolinearni blokovi (LKB) — konzervisane sekvence koje

se ne nalaze pod uticajem rekombinancija, horizontalnog transfera gena i delecija. Svih 9
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analiziranih genoma dele najvedi broj LKB-ova, $to ukazuje da su fagi veoma sli¢ni. Najvarijabilni
deo genoma kod svih analiziranih faga je sredisnji deo izmedu 30 kb i 35 kb.

Na slici 32 je prikazan dendrogram konstruisan na osnovu genomskih sekvenci faga koji
pokazuje da se B. bronchiseptica fagi filogenetski jasno razlikuju od P. aeruginosa faga. Na slici
se uocavaju dva klastera, jedan sa B. bronchiseptica fagima i drugi sa P. aeruginosa fagima. U
okviru klastera sa B. bronchiseptica fagima izdvajaju se dve manje grane, jedna sa dva faga (CN1
i LK3) i druga sa tri faga (CN2, FP1 i MW2). Drugi dendrogram je konstruisan koriséenjem
sekvenci za proteinsku mernu traku duZine repa (eng. tail tape length measure protein) (Prilog
9.5.) B. bronchiseptica i njima slicnih P. aeruginosa faga (blastP) (Slika 33). Rezultati Neighbor-
Joining testa pokazuju grupisanje proteinskih sekvenci u dva klastera, jednog sa B.
bronchiseptica i drugi sa P. aeruginosa fagima. U klasteru sa sekvencama B. bronchiseptica faga
dolazi do razdvajanja na dve manje grane, jedne sa sekvencom FP1 i druge sa ostalim fagima
(CN1, CN2, LK3 i MW?2). Tre¢i dendrogram konstruisan je na osnovu proteinskih sekvenci
glavnog proteina kapsida faga (Prilog 9.5.) pruza uvid u drugaciju srodnost faga (Slika 34).
Naime, u klasteru sa B. bronchiseptica fagima razdvajaju se dve grane, jedan sa sekvencom
MW?2 i druga sa ostalim fagima koji su dalje raporedeni u tri podgrupe. Prvu podgrupu ¢ine

sekvence dva faga, CN1 i LK3, drugu FP1itrecu CN2.
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Slika 31. Poravnavanje DNK sekvenci odabranih faga vrste B. bronchiseptica i Pseudomonas sp. faga pomoéu Mauve progresivnog algoritma
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Slika 32. Dendrogram generisan na osnovu sekvenci kompletnog genoma B. bronchiseptica
faga (A) i proteinskih sekvenci glavnog proteina kapsida (B)
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Slika 33. Dendrogram generisan na osnovu proteinskih sekvenci gena koji kodira proteinsku
mernu traku duzine repa

5.7. REZULTATI PRETRAGE BAKTERIJSKIH TOKSINA

Rezultati identifikacije potencijalnih egzotoksina u genomu LK3 faga, zasnovanih na
homologiji domena toksina, homologiji sekvence toksina (blastP) i rezultata predikcije
potencijalnih toksina na osnovu mehanickog ucenja DBETH softvera prikazani su u tabeli 14.
Rezultati pretrage bakterijskih toksina u genomima drugih B. bronchiseptica faga (CN1, CN2,
MW?2 i FP1), nalaze se u prilogu diertacije (prilog 9.18, 9.19, 9.20 i 9.21). Analiza domena
toksina kod LK3 faga pokazala je da ORF4, ORF9 i ORF40 pokazuju slicnost sa kolera tipom
toksina. Male E vrednosti (<10 ukazuju na veliko podudaranje njihovih aminokiselinskih
sekvenci sa aminokiselinskim sekvencama potencijalnih toksina.

Rezultati identifikacije sekvenci slicnih potencijalnim egzotoksinima (blastP) ukazuju da
skoro svi ispitani proteini LK3 faga pokazuju slicnost sa barem jednom sekvencom bakterijskih
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toksina, sa izuzetkom 6 od ukupno 80 proteina. ORF2 pokazao je slicnost sa kanalnim
proteinom iz hemolizin Il familije, dok je ORF3 pokazao slichost sa kolagenzaom. Proteini
ORF24 i ORF67 ukazali su na slicnost sa proteinima uklju¢enim u metabolizam lipida. Ovi
proteini pokazuju sli¢nost sa prekursorom C za sfingomijelinazu (ORF24) i putativnu fosfolipazu
D (ORF67). Proteinske sekvence ORF17, ORF18, ORF25, ORF28, ORF33, ORF37, ORF48, ORF64,
ORF69, ORF72, ORF74 i ORF77 pokazuju slicnost sa proteinima efluksnih pumpi.

Rezultati predikcije potencijalnih toksina na osnovu mehanic¢kog ucenja DBETH softvera
ukazuju da vecina testiranih protiena mogu biti potencijalni toksini, dok svega 3 proteina ne
pokazuje to svojstvo.

Rezultati pretrage toksina u BTXpred softveru pokazali su da SVM AA i SVM dipetid
analiza daju pozitivne rezultate predikcije egzotoksina za 37,5 %, odnosno za 21,3 % ispitivanih
proteina. Za razliku od prethodne dve analize, PSI-BLAST, tip toksina, funkcija i HMM analiza

nisu dali pozitivne rezultate ni za jedan testirani protein.

114



Doktorska disertacija

Aleksandra Petrovic Fabijan

Tabela 14. Rezultati predikcije egzotoksina u genomu LK3 faga (potencijalni toksini su podvuceni)

IRed.

DBETH

JBTXpred

broj

Domen toksina

Slicnost sa sekvencom toksina (blastP)

Potenc. IPSI-

Naziv  |No.

E
\vrednost

[Tip toksina

Naziv

No.

Identocnost

Skor

Qc (%)

toksin |BLAST

Tip
toksina

Funkcija

SVM
AA

SVM
dipeptid

HMM

protein spoljasnje
membrane,
autotransporter
[Sebaldella termitidis
ATCC 33386]

YP_003309143.1

32.69

0.76

50

hemolizin 11l familija,

kanalni protein
Syntrophobacter

fumaroxidans MPOB]

YP 844366.1

40.91

w
—
[e)]

kolagenaza
Hathewaya
histolytica

BAA77453.1

27.69

w
—
N

kolera

entero- [PF01375.10

4.8e-21

kolera

toksin

enterotoksin

endonukleaza/egzo-

nukleaza/fosfataza
[Rhodococcus

erythropolis SK121]

ZP_04385188.1

24.32

0.54

34

protein
AcrB/AcrD/AcrF

familije
[Pseudomonas
stutzeri A1501]

YP_001172680.1

26.00

0.25

32

J6.

DNK helikaza
superfamilija
[Escherichia coli
UTI89]

YP_543814.1

36.96

1.8

11
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=269120966
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=116747679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=4760825
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http://www.hpppi.iicb.res.in/btox/cgi-bin2/new-introduction.cgi?name=Vibrio&job=8640
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hipoteticki protein
[Dictyoglomus
turgidum DSM 6724]

YP_002353214.1

27.84

0.034

37.4

16

8.

endonukleaza/egzo-

nukleaza/fosfataza

[Ralstonia pickettii
12J]

YP_001898341.1

28.40

11

24

kolera
entero-

PF01375.10

1e-130

kolera

toksinn

enterotoksin

hidrofobni
transporter / efluks-1
familija [Cyanothece
sp. PCC 7822]

ZP_03154428.1

27.03

2.6

30.0

22

10.

kardiolipin sintetaza
[Photobacterium
angustum S14]

ZP_01233984.1

33.93

4.0

29.3

17

11.

12.

hipoteticki protein
[Acaryochloris
marina MBIC11017]

YP_001516194.1

37.84

3.0

29.6

93

13.

domen proteina
kardiolipin sintetaze
[Bacillus sp. SG-1]

ZP_01860931.1

24.64

0.55

97

14,

transmembranski
lipoproteinski
tranporter
[Methylibium
petroleiphilum PM1]

YP_001021328.1

40.00

8.6

27.3

14
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=217967708
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=187927854
http://www.hpppi.iicb.res.in/btox/cgi-bin2/new-introduction.cgi?name=Vibrio&job=8640
http://www.hpppi.iicb.res.in/btox/cgi-bin2/new-introduction.cgi?name=Vibrio&job=8640
http://www.hpppi.iicb.res.in/btox/cgi-bin2/new-introduction.cgi?name=Vibrio&job=8640
http://www.hpppi.iicb.res.in/btox/cgi-bin2/pfama-result.cgi?name=pfama&family=PF01375.10&job=8640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=196255890
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=90578173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=158335022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=149182456
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=124267324
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15.

hipoteticki protein
[Chromobacterium
violaceum ATCC
12472]

NP_901963.1

36.59

1.7

30.8

80

16.

hipoteticki protein
[Clostridium
ramosum DSM 1402]

ZP_02428177.1

29.79

4.7

28.1

17

17.

eksporter za
antibiotike, RND
superfamilija [Frankia
sp. Eullc]

ZP_06234809.1

42.5

2.2

38

76

18.

katjon-efluks
sistemski protein
CzcA [Sulfurimonas
gotlandica GD1]

ZP 05071158.1

33.33

0.094

19.

hidrofobni/amfipati¢
ni efluks-1 protein
familije [Ruegeria
pomeroyi DSS-3]

YP_166638.1

44.19

0.017

35.0

22

20.

ParB protein
[Ruminococcus
flavefaciens FD-1]

ZP_06145260.1

32.26

0.46

33.9

63

21.

CBS domen proteina
[Vibrio
lparahaemolyticus 16]

ZP_05118893.1

45.83

1.4

28.1

14

22,

tRNA (5-aminometil-
2-tiouridilat)-

metiltransferaze

ZP_06405193.1

41.94

2.2

29.6

93
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=34497748
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=167756050
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=280960234
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=254457730
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=56696281
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=268611533
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=254506753
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=288799734
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[Prevotella sp. oral
taxon 299 str. FO039]

23.

sfingomijelinaza C
prekursor
Vibrionales

bacterium SWAT-3

ZP 01814192.1

29.69

o
w
w

24.

katjon efluks

CZCA [Planctomyces

maris DSM 8797

ZP 01853417.1

N
~
~

25.

manoza-1-fosfat
guanililtranferaza/ma
noza-6-fosfat
izomeraza
[Burkholderia
cenocepacia AU
1054]

YP_624022.1

31.71

1.0

68

26.

CzcA familija,
efluksna pumpa za
teske metale
[Pedobacter
heparinus DSM 2366]

YP_003092946.1

34.55

0.059

32.7

52

27.

tip | efluksni
sekretorni sistem

spoljasne membrane

protein, TolC
Pseudomonas
entomophila L48

YP 610401.1

38.10

N
(03]
[oo]

28.

hipoteticki protein
[Nitrosomonas
europaea ATCC

NP_840967.1

32.26

1.2

33
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=148977616
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=149174792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=107026511
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=255532574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=104783903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=30248897
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19718]

29.

endonukleaza/egzo-

nukleaza/fosfataza

[Tolumonas auensis
DSM 9187]

YP_002891981.1

40.91

13

70

30.

hipoteticki protein
[Ruminococcus
obeum ATCC 29174]

ZP_01963405.1

25.00

6.0

61

31.

akriflavin protein za
rezistenciju [Opitutus
terrae PB90-1]

YP_001817817.1

38.10

1.8

27.7

54

32

efluksna pumpa za
antibiotike

Candidatus

Hamiltonella defensa

SAT (Acyrthosiphon
pisum)

YP 002924384.1

45.24

33.

CzcA familija, efluksni
protein za teske
metale
[Parvibaculum
lavamentivorans DS-
1]

YP_001414630.1

35.45

0.17

47

34.

integralni
membranski protein
[Streptomyces
viridochromogenes]

ZP_05535054.1

30.14

4.7

51

35.

NAD+-asparagin ADP-|
riboziltransferaza
[Streptococcus mitis
B6]

YP_003445585.1

43.48

11

28.5

17
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=237807541
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=153810737
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=182412751
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=238898703
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=154253806
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=256805430
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=289167316
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36.

efluksni membranski

protein
Flavobacteria
bacterium BAL38

ZP 01735100.1

30.19

37.

endonukleaza/egzo-
nukleaza/fosfataza
[Caulobacter segnis
ATCC 21756]

ZP_06121465.1

29.41

9.1

56

38.

ne-ribozomalna
sintetaza
[Pseudomonas
syringae pv. syringae
B728a]

YP_234877.1

34.04

0.81

28.9

40

39.

kolera
entertos

PF01375.10

1.3e-130

kin_

kolera

enterotoksin

eksportovana
peptidaza
[Chlamydophila
abortus 526/3]

YP_220172.1

25.00

0.30

47

40.

41.

proteinski toksin
Yersinia

pseudotuberculosis 1P

31758

YP_001400798.1

59.18

[00]
[y
(6]

42.

bifunkcionalni
protein subjedinice
translokaza protein
SecD/SecF
[Bacteroides fragilis
3.1.12]

ZP_05283581.1

23.39

0.56

57

43.

44.

akriflavin protein za

YP_002218649.1

28.42

1.0

29.3

49
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=266628544
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=66045036
http://www.hpppi.iicb.res.in/btox/cgi-bin2/new-introduction.cgi?name=Vibrio&job=12267
http://www.hpppi.iicb.res.in/btox/cgi-bin2/pfama-result.cgi?name=pfama&family=PF01375.10&job=12267
http://www.hpppi.iicb.res.in/btox/cgi-bin2/new-introduction.cgi?name=Vibrio&job=12267
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=62185387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=153947357
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=255011455
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=198282328
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rezistenciju
[Acidithiobacillus
ferrooxidans ATCC
53993]

45.

hipoteticki protein
[Vibrio cholerae
2740-80]

ZP_01677459.1

32.65

0.16

31.2

28

46.

konzervativni
hipoteticki protein
[Polaribacter sp.
MED152]

ZP_01052175.1

30.51

9.8

60

47.

katjon efluksni_
protein

Gemmatimonas

aurantiaca T-27]

YP 002762125.1

47.06

w
w
(6]

48.

akriflavin protein za
rezistenciju
[Acidovorax avenae
subsp. avenae ATCC
19860]

ZP_06209992.1

60.00

2.7

76

49.

inzitol fosfat fosfataza
SopB; efekftorni
protein SopB

SOPB_SALBN

50.00

2.2

27.7

25

50.

51.

akriflavin protein za
rezistenciju
[Thioalkalivibrio sp.
K90mix]

YP_003459757.1

48.48

0.76

30.4

12

52. | -

akriflavin protein za

ZP_03700511.1

1.6

29.3

20
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=86133593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=226228019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=270492934
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=54036525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&RID=&log60prottop&blast_rank=1&list_uids=289207691
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5.8. REZULTATI FORMIRANIJA LIZOGENA | ULOGA FAGA U KONVERZIJI BAKTERUE

U svrhu potvrde infekcije B. bronchiseptica sojeva fagom LK3 (ATCC 10580/LK3,
Bbchiot/LK3 i Bbr3416/LK3), koris¢ena je PCR metoda sa dva para specificnih prajmera (Bbr i
Hem) dizajniranih na osnovu DNK sekvence pet sekvencioniranih faga (CN1, CN2, LK3, MW?2 i
FP1) (Slika 34). Na fotografiji je jasno uocljivo prisustvo produkta PCR reakcije (~250 bp u slucaju

Bbr prajmera i ~170 bp u slu¢aju Hem prajmera) u genomskoj DNK LK3 fagom inficiranih sojeva

bakterija.
+ + k
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Slika 34. Potvrda prisustva DNK bakteriofaga u genomskoj DNK bakterije, kao dokaz infekcije fagom LK3: A)
Kontrola kvaliteta bakterijske DNK sa Bbr-recA prajmerima; B) PCR potvrda specificnim prajmerima Bbr-R i Bbr-
F; PCR potvrda specificnim prajmerima Hem-R i Hem-F.
M-marker (100 bp), C- negativna kontrola sa destilovanom vodom, ATCC 10580, Bbchiot i Bbra3416-neinficirani
sojevi; ATCC 10580+, Bbchiot+ i Bbr3416+-inficirani sojevi
Rezultati PCR metode dobijeni koriS¢enjem plazmidne DNK i prajmera Hem takode

ukazuju na prisustvo ocekivanog produkta PCR reakcije (~170 bp) (Slika 35), Sto dodatno

potvrduje prisustvo LK3 faga u inficiranim bakterijama.
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Slika 35. Potvrda prisustva DNK bakteriofaga u plazmidnoj DNK bakterije, kao dokaz infekcije fagom LK3:
M-marker (100 bp), ATCC 10580, Bbchiot i Bbr3416-genomska DNK neinficiranih sojeva; ATCC 10580+, Bbchiot+ i
Bbr3416+-genomska DNK inficiranih sojeva; 10580+, Bbchiot+" i Bbr3416+"-plazmidna DNK inficiranih sojeva

Restrikciona digestija enzimom Sall, takode je potvrdila infekciju sojeva B. bronchiseptica
LK3 fagom (Slika 36). Enzim Sall isekao je bakterijsku DNK na veliki broj manjih fragmenata, pri
¢emu je DNK faga ostala neiseCena. DNK faga se izdvojila kao najvecéa traka na gelu, a njena

veli¢ina odgovara veli¢ini DNK LK3 faga.

ATCC 10580+

ATCC 10580
BbChiot
BbChiot+
Bbr3416
Bbr3416+
SEI

DEL
Bbro73

CV1

R1

S2

LEG

LORD
L:594
vB_BbrS_FP1

Slika 36. RFLP potvrda infekcije sojeva B. bronchiseptica bakteriofagima
M - marker DNK lambda/HindlIll; ATCC 10580, Bbchiot i Bbra3416, SEI, DEL, Bbr973, CV1, R1, S2, LEG, LOF
L:594-neinficirani sojevi; ATCC 10580+, Bbchiot+ i Bbr3416+-inficirani sojevi; FP1- DNK faga
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U cilju ispitivanja stabilnosti lizogena i infekcije sojeva LK3 fagom, takode je koris¢ena
PCR metoda i par specificnih prajemera Hem. Rezultati PCR metode pokazali su da B.
bronchiseptica fagi formiraju nestabilne lizogene u originlanom domacinu ATCC 10580 (Slika
37). Vec¢ nakon treée subkultivacije PCR-om se ne detektuju ocekivani produkti i bakterija vise
nije inficirana fagom. Druga dva inficirana soja, Bbchiot/LK3 i Bbr3416/LK3 pokazali su se
stabilnijim kada je u pitanju formiranje lizogena i dali su ocekivani PCR produkt ¢ak i nakon
Sestog presejavanja. Kod navedenih sojeva je koris¢enjem plazmidne DNK takode dobijen

produkt nakon Seste subkultivacije.
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Slika 37. Stabilnost lizogena tokom Sest sukscesivnih subkultivacija (I-VI); M — marker 100 bp; ATCC 10580, Bbchiot
i Bbra3416-neinficirani sojevi; ATCC 10580+, Bbchiot+ i Bbr3416+-inficirani sojevi
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Rezultati PCR metode dobijeni koris¢enjem DNK 23 B. bronchiseptica faga i prajmera
Bbr-F i Bbr-R ukazuju na prisustvo ocekivanog produkta PCR reakcije (~241 bp) kod svih
analiziranih faga (Slika 38).
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Slika 38. PCR B. bronchiseptica bakteriofaga sa specificnim prajmerima Bbr-F i Bbr-R.
M-marker (100 bp); C- destilovana voda kao negativna kontrola; ATCC 10580 —genomska DNK originalnog
neinficiranog domacina

5.8.1. Rezultati produkcije biofilma inficiranih i neinficiranih sojeva

Ispitivana je mogucnost produkcije biofilma od strane inficiranih i neficiranih sojeva
nakon 24 h i 48 h inkubacije. Na slici 39 prikazane su epruvete inficiranog (Bbchiot/LK3) i
neinficiranog soja (Bbrchiot). Na osnovu karakteristika rasta u te¢noj kulturi u staklenoj epruveti
evidentna je promena adhezivnosti ¢elija, koja je dokazana u eksperimentu u mikrotitar

plo¢ama od polistirena.

Slika 39. Rast B. bronchiseptica (Bbchiot) u LB bujonu nakon inkubacije od 48 h (levo- inficiran soj fagom LK3,
desno- neinficiran soj)
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Nakon 24 h inkubacije, biofilm su formirale i inficirane i neinficirane bakterije, pri sve tri
ispitivane poletne brojnosti bakterija 103, 10° i 10’ (Grafikon 6). Interesentno je primetiti da je
inficirana bakterija formirala manje biofilma u odnosu na neificiranu u slucaju referentnog soja
ATCC 10580 i to samo pri pocetnoj brojnosti bakterija 10* nakon 24 h inkubacije. Pri istoj
pocetnoj brojnosti (10%), kod inficiranog i neinficiranog bakterijskog soja Bbchiot takode nije
utvrdena razlika u biomasi biofilma. Sem ova dva primera, u svim ostalim slu¢ajevima, tj. pri
razli¢itim pocetnim brojnostima bakterija, inficirana bakterija je pokazala statisticki znacajano
vedi potencijal u formiranju biofilma u odnosu na neinficiranu (p<0.01).

Statisticki znacajna razlika utvrdena je i u formiranju biofilma izmedu inficiranih i
neinficiranih sojeva B. bronchiseptica nakon inkubacije od 48 h (Grafikon 7). Sve inficirane
bakterije pokazale su veci potencijal formiranja biofilma u odnosu na neinficirane bakterije, bez
obzira na pocetnu brojnost bakterija u eksperimentu (p<0.01). Interesenatno je da su neke
inficirane bakterije (Bbchiot/LK3 i Bbr3416/LK3) formirale ¢ak 2-4 puta vecu koli¢inu biofilma u

odnosu na divlje sojeve.
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Grafikon 6. Biofilm inficiranih i neinficiranih B. bronchiseptica sojeva nakon inkubacije od 24 h:
(A) potetna brojnost bakterija 103, (B) 105 (C) 10’
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Grafikon 7. Biofilm inficiranih i neinficiranih B. bronchiseptica sojeva nakon inkubacije od 48 h:
(A) potetna brojnost bakterija (CFUmI™) 103, (B) 10%i (C) 10’
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5.8.2. REZULTATI KINETIKE HEMOLIZE

Ispitivanje razlike u hemolizi i rastu inficiranih i neinficiranih sojeva B. bronchiseptica su
oCitane direktno sa petri ploc¢a na kojima je vrseno ispitivanje. Razlika u hemolizi nije primeéena
izmedu inficiranih (ATCC 10580/LK3 i L:594/LK3) i neinficiranih sojeva (ATCC 10580 i L.594) na

ovcijem i govedem krvnom agaru (Slika 40).

Slika 40. Krvni agar sa govedom krvi: inficirani (B) i neinficirani (A) sojevi B. bronchiseptica (1- Bbr
ATCC 10580; 2- Bbr L: 594)
Rezultati analize kinetike hemolize prikazani su u tabeli 14. Utvrdena je statisticki
znacajna razlika u hemolizi ovcijih eritrocita izmedu soja inficiranog LK3 fagom (ATCC
10580/LK3) i neinficiranog soja B. bronchiseptica (ATCC 10580), dok znacajna razlika nije uocena

u hemolizi govedih i pacovskih eritrocita.

Tabela 15. Relativni % hemolize od strane inficiranog i neinficiranog referentnog soja Bordetella
bronchiseptica ATCC 10580 nakon 48 h u odnosu na 1% SDS

Poreklo krvi Inficiran soj ATCC 10580/LK3 Neinficiran soj ATCC 10580
Ovca 26+0.28* 14.3 +3.7*
Pacov 38.1+6.1 47 +6.8
Govedo 59.1+12.02 66.95+7

133



Doktorska disertacija Aleksandra Petrovié Fabijan

5.8.3. REZULTATI ANTIBIOGRAMA INFICIRANIH | NEINFICIRANIH SOJEVA

Rezultati antibiograma B. bronchiseptica sojeva inficiranih fagom LK3 (ATCC 10580/LK3,
Bbchiot/LK3 i Bbr3416/LK3) i neificiranih (ATCC 10580, Bbchiot i Bbr3416) dobijeni disk-
difuzionom metodom, prikazani su na slici 41 i u tabeli 16. Rezultati ukazuju na postojanje
znacajne razlike u osetljivosti na antibiotike iz grupe beta-laktama, tetraciklina i sulfonamida.
Naime, statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) izmedu inficiranog (ATC10580/LK3) i neinficiranog
(ATCC 10580) soja utvrdena je u osetljivosti na amoksicilin/klavulansku kiselinu, doksiciklin i
trimetoprim/sulfametaksazol, dok je razlika izmedu inficiranog (Bbchiot/LK3) i neinficiranog
(Bbchiota) bila statisticki znacajna jedino u slucaju osetljivosti na amoksiciln/klavulansku
kiselinu i ceftazidim.

Statistilki znacajna razlika izmedu inficiranih i neinficiranih B. bronchiseptica sojeva nije

utvrdena u sluéaju drugih antibiotika.

Slika 41. Antibiogram inficiranog (levo) i neinficiranog (desno) B.bronchiseptica soja Bbchiot
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Tabela 16. Osetljivost inficiranih i neinficiranih B. bronchiseptica sojeva na antibiotike odredena disk-

difuzinom metodom (podvucene su statistic¢ki znacajne razlike)

B. Dijametar zone ihibicije (mm) + SD
brochiseptica
sojevi
AMP AMX AMC LEX FOX CAZ CTX AMK GEN STR KAN
(20pug)  (25pg)  (20/10pg)  (30pg)  (30pg)  (30pg) (30pg) (30pg)  (10pg)  (10pg)  (30mg)
15,8+2,1 17,3#3 21,8t0,3 21,5:0,4 24,8+0,9 20,1+0,9
ATCC 10580 6 (R 6 (R 1025 6 (R 6 (R ’ 6 (R vl el [l ol
(R) (R) () (R) (R) () (R) (s) (s) (s) (s)
12,140,9 1642 23,4+1,9 20,8t0,5 25,8t0,6 21,3+0,6
6 R 6 R =&)==) 6 R 6 R 6 R ’ ) ’ ’ ’ ’ ) ’
ATCC 10580/LK3 (R) (R) (R) (R) (R) (1) (R) (S) (S) (S) (S)
18,8+1 20+1 19+1,5 19+1,21 18,6+1,4  18+0,9
6 (R 6 (R ’ 6 (R 6 (R 6 (R ’ ’ e ’
Bbchiot (R) (R) (s) (R (R) () (R) (s) (s) (s) (s)
15,340.9 13,5+0,5 18,5+0,4 19,5+0,4 17,5t1,3  19:0,3
6 R 6 R == e 6 R 6 R =TT =) 6 R 7 7 ’ ’ 7 ’ ’
Bbchiot/LK3 (R) (R) o) (R) R " g) (R) (s) (©) (s) (s)
11,6+0,8 18+1  16,9+0,6 18,9+0,9 16,6%0,5
6 (R 6 (R el 6 (R 6 (R - 6 (R el el Dl
Bbr3416 (R) (R) (R) (R) (R) (R) (s) (s) (s) ()
1340,5 20,8t1,5 18,8+2,6 21,1#13 15,6%0,5
6 (R 6(R ’ 6 (R 6 (R - 6 (R e v v a
Bbr3416/LK3 (R) (R) (R) (R) (R) (R) (S) (S) (S) (1)
P. aeruginosa 24,51+0,5 18,5+2,1 18,5+2,1 17,74#3,1 13,5%#2,1
6 (R 6 (R 0 6 (R 6 (R 6 (R
PAOL (R) (R) (R) (R) (0) (R) (s) (s) (s) (R)
SXT
NET TOB NEO TET DOX cp ATM CHL IMP (23,75/1
(30pg) (10 pg) (30 pg) (30pug)  (30ug) (5 mg) (30pug)  (30mg) (10 mg) 25: ug) ’
ATCC 10580 24’212’ 21’210’ 16,1505  335¢13 4312 343126 ®) 31,5¢0,4 31,815 255+4,1
(S) (S) (S) (S) (S) (S) (S)
(S) (S)
aTCC 105801k 28 1%L 21’210' 186:03  32.8:2.5 3831 335:0,6 (®) 29,7¢3,4 30,5:0,6 19,6+1,1
(S) (s) (S) (S) (s) (S) (S) (S) (s)
22+0,0 17#0,0  15,8+0,5 26.5+2.6 33,5+1,7 28,8%0,5 26,8t2,1 31,30,6
Bbehiot , , ,8+0, ,5%1, ,810, 6 (R ,8+2, ,3+0, 6 (R
(s) (s) () (s) (s) (s) (R) (s) (s) (R)
, 24810, 18310, 1) 4105 272403 359436 27,4411 28,242,5 30,310,6
Bbchiot/LK3 5 8 6 (R) 6 (R)
(1 (S) () (S) (S) (S)
(S) (S)
Bbr3416 21+1,4 18'§i°' 15,840,6  24.1+2.2 33,3:0,5 25%0,8 6(R) 21,6:0,8 27+2,6 6(R)
;
(S) () (1 (S) (S) (S) (S) (S)
21,440, 21,5%1,
Bbr3416/LK3 5 1 149:03  255:2.4 353:05 231:08 ®) 22,605 25,3%2,5 6(R)
(1 (S) (S) (S) (S) (S)
(S) (S)
) 21,520,
P. geruginosa  22+0,0 . 15+1,4 13400  135:0,7 255%0,7 ..., 155$21 235:21 6(R)
PAO1 (S) (s) (1 (1 (S) (S) - (1 (S)
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AMP-ampicilin; AMX-amoksicilin; AMC-amoksicilin/klav.kiselina; LEX-cefaleksin; FOX-cefoksitin; CAZ-ceftazidim; CTX-
cefotaksim; AMK-amikacin; GEN-gentamicin; STR-streptomicin; KAN-kanamicin; NET-netilmicin; TOB-tobramicin;
NEO-neomicin; TET-tetraciklin; DOX-doksiciklin; CIP-ciprofloksacin; ATM-aztreonam; CHL-hloramfenikol; IMP-
imipenem; SXT-sulfametaksazol/trimetoprim

® S -osetljiv soj; | — intermedijerno (umereno) osetljiv soj; R — rezistentan soj
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Dobijene MIC vrednosti potvrduju deo rezultata dobijenih disk-difuzionom metodom
(Tabela 17). Minimialna inhibitorna koncetracija za amoksicilin/klavulansku kiselinu se razlikuje
izmedu inficiranog (ATCC 10580/LK3) (6,3 pg/ml) i neinficiranog soja (ATCC 10580) (4 pg/ml),
dok je vrednost MIC-a kod inficiranog (Bbchiot/LK3) i neificiranog soja (Bbchiot) ista (8 ug/ml).
Za antibiotik ceftazidim uocena je statisticki znacajna razlika u MIC vrednostima izmedu
inficiranog (Bbchiot/LK3) i neinficiranog soja (Bbchiot): Bbchiot/LK3 je rezisteniji na ceftazidim

(MIC 12,7 pg/ml) u odnosu na neinficirani soj Bbchiot (MIC 8 pug/ml).

Tabela 17. MIC antibiotika za neinficirane i inficirane B. bronchiseptica sojeve (podvucéene su

statisticki znacajne razlike)

MIC vrednosti (pg/ml)

B. bronchiseptica sojevi AMC CAZ STR

ATCC 10580 4 (1) 4 (1) 128 (R)
ATCC 10580/LK3 6,3 (R) 4 (1) 128 (R)
Bbchiot 8 (R) 8 (R) 128 (R)
Bbchiot/LK3 8 (R) 12,7 (R) 128 (R)
Bbr3416 6,7 (R) 13,3 (R) 256 (R)
Bbr3416/LK3 6,7 (R) 13,3 (R) 256 (R)

E. coli ATCC 25922 8 (S) 5,3 (S) 32 (R)

* AMC — amoksicilin/klav. kiselina; CAZ — ceftazidim; S — streptomicin
* rezultati su predstavljeni kao geometrijska sredina tri ponavljanja

5.8.4. Rezultati ispitivanja pokretljivosti, produkcije fimbrija i likvefakcije
zelatina inficiranih sojeva

Pokretljivost pilima i flagelama na 37 °C inficiranih (ATCC 10580/LK3, Bbchiot/LK3 i
Bbr3416/LK3) i neinficiranih sojeva (ATCC 10580, Bbchiot i Bbr3416) vrste B. bronchiseptica
prikazana je u tabeli 18. Rezultati pokretljivosti flagelama kod Bbchiot soja jasno ukazuju na
postojanje razlike izmedu inficiranog i neinficiranog soja; inficirani soj je pokazao statisticki
znacajno vecu zonu rasta, tj. plivajuceg kretanja u odnosu na neinficirani soj. U slucaju ostalih
sojeva, razlika u dijametru zone rasta nije znacajna, tj. razlike u pokretljivosti flagelama izmedu

inficiranih i neinficiranih bakterija nisu uocene ili su veoma male.
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Rezultati pokretljivosti pilima takode ukazuju na postojanje razlika izmedu inficiranih i
neinficiranih sojeva (Tabela 18). Za razliku od pokretljivosti flagelama, ovde je uofena manja
zona rasta kod dva inficirana soja (Bbchiot/LK3 i Bbr3416/LK3) u odnosu na neinficirane
(Bbchiot i 3416). U slucaju referentnog soja, razlike u pokretljivosti pilima izmedu inficiranog

(ATCC 10580/LK3) i neinficiranog soja (ATCC 10580) nisu uocene.

Tabela 18. Pokretljivost inficiranih i neinficiranih B. bronchsieptica sojeva pomocu pila i flagela
(podvucene su statisticki znacajne razlike)

Dijametar zone rasta (mm) + S.E.

B. bronchiseptica sojevi Pokretljivost flagelama na Pokretljivost pilima 37°C
37°C
ATCC 10580 14.6 £0.7 4+0.0
ATCC 10580/LK3 144+1.6 43+0.2
Bbchiot 66.9+2.5 5+03
Bbchiot/LK3 78.2+1.8 41+0.2
Bbr3416 78.8+1.7 6.8+0.3
Bbr3416/LK3 75.8+2.9 4+0.3
P. aeruginosa PAO1 35.2+0.8 7.8+0.3

Rezultati produkcije fimbrija na 37 °C i 26 °C kod inficiranih (ATCC 10580/LK3,
ATCC 10580/CN2, Bbchiot/LK3 i Bbr3416/LK3) i neinficiranih sojeva (ATCC 10580, Bbchiot i
Bbr3416) prikazani su u tabeli 19. Statisticki znacajna redukcija kongo-crvenog uocena je kod
dva soja (p<0,5); inficirani ATCC/CN2 redukovao je znatno vise kongo-crvenog u odnosu na
neinficriani ATCC 10580, dok je suprotan sluéaj zabelezen kod neinficiranog Bbr3416 soja koji je
znatno vise redukovao boju u odnosu na inficirani soj Bbr3416/LK3. Ostali inficirani i neinficirani
sojevi nisu pokazali znacajnije razlike u redukciji kongo-crvenog. Razlike u produkciji pila izmedu
inficiranih i neinficiranih sojeva inkubacijom na 26 °Ci 37 °C su manje ili viSe iste. Generalno,
manja produkcija fimbrija zabelezena je na 26 °C u odnosu na produkciju koja je dobijena
inkubacijom bakterija na 37 °C. Jedino u sludaju soja ATCC 10580/CN2 je utvrdena veca
produkcija fimbrija na 26 °C (39,8 % redukcije kongo-crvenog) u odnosu na produkciju koja je

zabelezena na 37 °C.
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Tabela 19. Produkcije fimbrija inficiranih i neinficiranih B. bronchiseptica sojeva (podvucene su
statisticki znacajne razlike)

% redukcije kongo-crvenog

B. bronchiseptica sojevi

37°C 26°C

ATCC 10580 10+£2,1 9.1+1,3
ATCC 10580/LK3 11,82 8.5+2,3
ATCC 10580/CN2 269*1,4 39.8+2,1
Bbchiot 23.6+2,3 14.7 £3,5
Bbchiot/LK3 279+1,5 17.2+2,7
Bbr3416 395+14 48.2+3,9
Bbr3416/LK3 8.6+2,2 6.4+29

E. coli ATCC 25922 70.2+4,8 68.3+3,1

5.8.5. Rezultati ispitivanja hidrolize zelatina inficiranih sojeva

Rezultati hidrolize Zelatina nisu ukazali na postojanje razlika izmedu inficiranih (ATCC
10580/LK3, ATCC 10580/CN2, Bbchiot/LK3 i Bbr3416/LK3) i neinficiranih sojeva (ATCC 10580,

Bbchiot i Bbr3416). Nijedan od sojeva nije vrsio likvefakciju Zelatina (rezultati nisu prikazani).

5.9. Liticka efikasnost odabranih bakteriofaga — inhibicija rasta bakterija i efekat
na biofilm

Rezultati liticke efikasnosti faga na referentnom B. bronchiseptica ATCC 10580 soju
ukazuju na postojanje slicnog obrasca efikasnosti lize ispitivanih faga (Grafikon 8). Naime, svih
pet bakteriofaga pokazalo je relativno visoku efikasnost lize referentnog soja. Pri najmanjoj
brojnosti bakterije (1x10" CFU/otvoru), svi fagi uspesno su inhibirali bakterisjki rast (¥60 % i
vise). Inhibicija rasta prelazila je 90 % vec¢ pri brojnosti faga 10> (MOI 0,001), pri ¢emu je
izuzetak bio FP1, koji je inhibirao rast bakterija do 91,9 % tek pri brojsnosti faga 1x10* (MOI
0,01). Liticka efikasnost B. bronchiseptica faga uglavnhom je bila najveca pri multiplicitetu
infekcije 1, pri ¢emu apsolutna inhibicija rasta nije postignuta ni pri jednom ispitivanom
multiplicitetu infekcije. Fag koji je pokazao najvecu liticku efikasnost bio je MW2: ovaj fag je

inhibirao ¢ak 99,7 % bakterija i to pri brojnosti od 1x10° (MOI 1).
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Rezultati efekta faga na formiranje biofilma prikazani su na grafikonu 9. Rezultati
inhibicije formiranja biofilma veoma su sli¢ni i pokazuju da B. bronchiseptica fagi inhibiraju
formiranje biofilma u visokom procentu. U zavisnosti od multipliciteta infekcije, procenat
inhibicije formiranja biofilma kretao se od 60 % do preko 90 %. Najmanju redukciju biofilma
pokazao je bakteriofag FP1, koji nije presao 90 % inhibicije ni pri najve¢em multiplicitetu
infekcije. Za razliku od njega, bakteriofag CN2 inhibirao je oko 92 % bakterijskog rasta u okviru
biofilma. Kao i u slucaju liticke efikasnosti, najveca redukcija biofilma zabelezena je pri 1x10°
faga (MOI 1), dok potpuna inhibicija formiranja biofilma nije postignuta.

Rezultati efekta B. bronchiseptica bakteriofaga na vec formirani biofilm predstavljeni su
na grafikonu 10. Dobijeni rezultati ukazuju da fagi ispoljavaju slabiji efekat na vec¢ formirani
biofilm u odnosu na biofilm koji je u procesu formiranja. Naime, najveéu efikasnost u uklanjanju
formiranog biofilma pokazao je fag LK3, koji je inhibirao nesto manje od 80 % prethodno
formiranog biofilma i to pri MOI 0,01. Najmanju efikasnost u uklanjanju formiranog biofilma
pokazali su fagi CN2 i FP1, ciji maksimum inhibicije biofilma nije prelazio 70 %. Interesantno je
primetiti da vecina faga pokazuje najveci efekat, tj. maksimalnu inhibiciju uklanjanja formiranog

biofilma kada je brojnost faga, pa samim tim i MOI mali (0,0001, 0,001 0,1).
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Grafikon 8. Liti¢ka efikasnost B. bronchiseptica bakteriofaga
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5.10. REZULTATI KARAKTERIZACIJE ENDOLIZINA FAGA

Rezultati parcijalne karakterizacije endolizina pet B. bronchiseptica faga (CN1, CN2, LK3,

MW?2 i FP1) ukazuju da endolizini ovih faga najverovatnije poseduju signalnu, proteinsku

sekvencu (Grafikon 11). Rezultati predikcije konzervisanog regiona ukazuju da ispitivani

endolizini poseduju globularnu strukturu i da pripadaju grupi litickih murein transglikozilaza.

SignalP-HMM result:

Score

SignalP-HHMM prediction (gram- models): gene &4 GeneMark.hmm 24& aa 445845 45385

' Cleavage p?ob.
i.@ b n-region prokb.
h-region prohb.
c—region prohb.
|.2
B.&
B.4
H.2 |
H.8
MGKSLIHLLLALCAWAFGSLSPALAQDYRTFYPSGAENM YAPMLYEKQRAIWPAAPEPHTLAGLYEQESC
1 1 1 1 1 1
| 1@ =1t 2 40 Sa &@

Fosition
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SignalP-NN result:

SighnalP-HH prediction (gram— networks:: gene 64 GeneMark.hmm 246 aa 44345 453585 96 zZe

T
C =score
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Grafikon 11. SignalP-HMM i SignalP-NN predikcija signalne peptidne sekvence endolizina LK3 faga

Filogenetskim analizama, tj. konstrukcijom dendrograma pomocu Neighbour Joining
testa, jasno se izdvajaju dva velika klastera; jedan sa endolizinima B. bronchiseptica faga i drugi
sa lizinima P. aeruginosa faga iz GeneBank baze podataka koji su pokazali visoku sli¢nost sa
endolizinima B. bronchiseptica faga (blastP) (Slika 42). Endolizin MW?2 faga se najviSe razlikuje

od endolizina drugih B. bronchiseptica faga, dok su endolizini CN1 i FP1 veoma slicni.

vB BbrS CN1

83

vB BbrS FP1

vB BbrS LK3

100

vB-BbrS CN2

vB BbrS MW2

,— Pseudomonas fag AN14

00 |_
Pseudomonas fag PAE1
Pseudomonas fag YUA
0.020

Slika 42. Dendrogram (Neighbour Joining) konstruisan na osnovu proteinske sekvence endolizina
odabranih B. bronchiseptica i Pseudomonas sp. faga
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Rezultati poravnavanja proteinskih sekvenci endolizina faga pomocu MUSCLE programa
ukazuju da je primarna struktura endolizina faga medusobno veoma sli¢na (Slika 43).
Trodimenzionalna struktura lizina LK3, CN1, CN2, MW?2 i FP1 faga i kvalitet 3D modela

LK3 faga prikazani su na slici 44.

M2 MEKSLIR-LLALCAWATGSLSPALAQDVRTRVPSGAEVY ARV LVEKQRAVIPALPEPWTL
LK3 MEKSLIHLL LALCAWAFGSLSPALAQDVRTAVPSGAEVY APMLVERQRATHPALPEPLTL
CNZ MEKSLIHLLPALCAWALGSLSPALAQDVRTRVPSEAEVY APV LVERQRAVIPALPEPLTL
FF1 MEKSLIHPL LALCAWALGSLSPALAQDVRTRVPSGAEVY ARV LVEKQRAVIPALPEPWTL
CN1 MEKSLIHLL LALCAWALGSLSPALAQDVRTRVPSGAEVY ARV LVEKQRAVIPALPEPWTL
M2 AGLVEQESCISLTHSROWNPRAELRTSREYGFGFGOWVTVAYNANGTVRFNEFEELRAAHD
LK3 AGLVEQESCISLTHSROWNPRAELRTSREYGFGFGQITVAYNAXGTVRFNEFEEL RAAHE
CNZ AGLVEQESCISLTHSROWNPRAELRTSREYGFGFGQITYAYHNANGTVRFNEFEELRAAHD
FP1 AGLVEQESCISLTHSROWNPRAELRTSREYGFGFGQITVAYNANGTVRFNEFEELRAAHD
CN1 AGLVEQESCISLTHSROWNPRAELRTSREYGFGFGQITYAYNANGTYRFNKFEELRAAHD
M2 SLRAWNTWANRYDPGYQLTAVVEMNLDLWR RVARAPGATVE DOWAFVLASYNGGLGSYLOD
LKE3 SLRANSHANRYDPOYQLTAVVEMNLDLWR RVARAPGATYTDOWAFVLASYNGGLGSYLQD
CNZ SLRANTHWANRYDPOYQLTAVVEMNLDLWR RVARAPGATVE DQWAF VLSS YNGGLGSYLQD
FP1 SLRAWSWANRYDPOYQLTAVVEMNLDLWR RVARAPGATY TDOWAFVLASYNGGLGSYLOQD
CN1 SLRAWSWANRYDPOYOLTAVVEMNLDLWR RVARAPGATVTDOWAF VLASYNGGLGSYLOD
M2 RELCSNTRGCDPARWF GHYENTSLESRVPOPGYGERSIWFDINRSHYENVINLRRSEYEPF
LE3 RELCSNTRGCDPARWFGHYENTSLESRTPOPGYGERSIWF DINRSHYSNWINLRRSKYEPF
CNZ RELCSNTRGCDPARIF GHYENTSLESRTPQSGYEERSIWF DINRSHYSNWINLRRSKYERF
FFP1 RELCSNTRGCDPARWF GHVENT SLESRTPOPGYGEERSIWF DINRSHVSNWINLRRSKYEPF
Ch1 RELCSNTRGCDPARIWF GHYENTSLESRTROPGYGERSWFDINRSHYSNWINLRRSEYEPF
M2 WEATWP

LK3 WEATWP

CNZ WEATWP

FF1 WEATWP

CN1 WEATWP

FhdkkEE

Slika 43. Poravnavanje proteinskih sekvenci endolizina B. bronchiseptica faga pomoc¢u MUSCLE
programa
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Slika 44. Trodimenzionalna struktura i kvalitet 3D modela B. bronchiseptica endolizina prema
Swiss-modelu (https://swissmodel.expasy.org/).
A) LK3; B) CN1; C) CN2; D) MW2; E) FP1 (gore) i kvalitet 3D modela za endolizin LK3 faga
(dole).
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6. DISKUSIJA
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U predstojeé¢im poglavljima bi¢e dat pregled rezultata dobijenih u ovoj studiji, njihov
znacaj, kako sa aspekta uloge faga u lizogenoj konverziji bakterije, tako i sa aspekta moguce
primene faga kao anti-B. bronchiseptica agenasa. Pored toga, bi¢e dat i pregled rezultata drugih
autora u vezi sa karakterizacijom faga, antimikrobnim potencijalom i ulogom faga u lizogenoj

konverziji bakterija.

6.1. IZOLACIJA FAGA

Bakteriofagi su najrasprostranjeniji bioloski entitet na planeti ¢ija procenjena brojnost
iznosi oko 10°° sa oko 10® vrsta (Bergh et al, 1989; Hendrix et al, 2002; Rohwer et al, 2003). Do
danas je uradeno mnostvo studija na temu izolacije i karakterizacije faga razli¢itih vrsta
bakterija. Savremena tehnologija i mogucénosti sekvencioniranja genoma, omogudili su bolje
razumevanje biologije i taksonomije faga. O fagima vrste B. bronchiseptica postoji malo
literaturnih podataka, koji se pre svega odnose na umerene fage dobijene indukcijom ili
spontanim oslobadanjem faga iz bakterijske kulture. Do sada, bakteriofagi ove vrste nisu
izolovani iz prirodnih sredina.

S obzirom da je svega nekoliko faga vrste B. bronchiseptica opisano do sada (Rauch i
Piccket, 1961; Mabel et al, 1986) i da su rezultati detaljnije karakterizacije dostupni samo za tri
veoma srodna umerena faga iz familije Podoviridae (Liu et al, 2002; Liu et al, 2004), rezultati ove
studije predstavljaju prvu izolaciju i karakterizaciju B. bronchiseptica specifiénih bakteriofaga iz
prirodne sredine, kao i prvu karakterizaciju faga ove bakterije koji pripadaju familiji
Siphoviridae. |zolacija B. bronchiseptica faga iz povrSinskih voda bila je relativnho uspesna s
obzirom na to da je gotovo polovina uzoraka bila pozitivnha na prisustvo faga (44,6 %). Uzimajudi
u obzir Cinjenicu da fagi generalno nastanjuju sredine u kojima se nalaze njihove bakterije
domacini (Mills et al, 2013), velika brojnost i Siroka rasprostranjenost B. bronchiseptica faga
zabeleZzena u ovom radu, veoma je interesantna, s obzirom da voda nije prirodno staniste vrste
B. bronchiseptica. lako ne postoje dokazi izolacije B. bronchiseptica iz prirodne sredine, Porter i
sar. (1991) su dokazali da B. bronchiseptica moze da prezivi nekoliko nedelja u sredini
siromasnoj nutrijentima kao $to je fosfatni pufer. Ovo ukazuje na moguce prisustvo bakterije u

prirodnoj sredini, ¢ime bi se delimi¢no objasnila uspesna izolacija njenih faga iz takvih sredina.
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Interesantno je spomenuti da, iako metoda obogacenja nije koris¢ena, u nekim uzorcima je
zabeleZena visoka brojnost faga (preko 10 PFUmI™). S druge strane, iako je B. bronchiseptica
patogen svinja, izolacija faga bila je bezuspesna iz uzorka poreklom od otpadnih voda svinjskih
farmi. U vezi sa tim, mora se uzeti u obzir ¢injenica da su uzorci filtrirani kroz filter papir i da
ovaj tretman moZe dovesti do gubitka velikog broja faga (KneZevi¢ et al, 2009). Takode je
mogucde da su fagi odsustvovali u ovim uzorcima ili da je njihova brojnost bila veoma mala, tj.
ispod granice detekcije.

Odsustvo faga u zagrejanom uzorku predstavlja jednu od potvrda da fagi vode poreklo iz
prirodne sredine, tj. da nisu indukovani Sto potvrduje veliku abudancu B. bronchiseptica faga u

prirodnoj sredini.

6.2. LITICKI SPEKTAR FAGA

Poznavanje litickog spektra bakteriofaga izuzetno je vazno, narocito u razmatranju
njihove moguce primene kao antimikrobnih agenasa, ali i sa aspekta uloge faga u patogenosti
bakterija. Pri tome je u prvom sluéaju pozeljno da fagi imaju Sirok liti¢ki spektar, a u drugom
uzak, kako se patogenost ne bi Sirila na druge sojeve. Ispitivanja u ovoj studiji pokazala su da B.
bronchiseptica fagi poseduju uzak i umeren liti¢ki spektar.

Prema rezultatima litickog spektra na originalnom domacdinu, svi fagi su formirali
prozirne plake dijametra 0,5-2 mm, dok su na alternativnim domadéinima zabelezene uglavnom
zamucdene ili plake sa halom. Na osnovu rezultata litickog spektra na homolognim domacinima
na 37 °C, forimirane su tri razlicite grupe, dok je ispitivanjem litickog spektra faga na 25 °C
izdvojeno €ak Sest razli¢itih grupa, tj. 6 razliCitih litickih profila. Znaéajne razlike u litickom
spektru faga na ispitivanim temperaturama nisu iznenadujuée, s obzirom na to da B.
bronchiseptica poseduje BvgAS dvokomponentni transdukcioni sistem, koji reguliSe ekspresiju
gena odgovornih za virulenciju i pokretljivost. Naime, ukoliko se bakterija gaji u nutrijentima
bogatom medijumu, na 37 °C, doci¢e do indukcije Bvg+ faze za koju je karakteristicna ekspresija
gena za virulenciju, kao Sto su filamentozni hemaglutinin (FHA), fimbrije i bifunkcionalni

adenilatciklaza/hemolizin. U suprotnom, ukoliko se bakterija gaji u prisustvu milimolarnih
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koncentracija modulatora (MgS04 ili nikotinske kiseline) i na temperaturi ispod 30 °C, BvgAS je
negativno regulisan (Bvg- faza), sto dovodi do smanjenja virulencije, koju prati poveéanje
ekspresije gena koji kodiraju flagele (Akerley et al, 1992; Irie et al, 2004). Pored ove dve faze,
postoji i treca faza Bvgi, koja predstavlja medufazu u kojoj je zabeleZzena pojacana ekspresija
filamentoznog hemaglutinina i fimbrija i smanjena ekspresija  bifunkcionalne
adenilatciklaze/hemolizina. Smatra se da u ovoj fazi dolazi do formiranja biofilma vrste B.
bronchiseptica (Irie et al, 2004; Vergara-lrigaray, 2005). Fenotipske varijacije bakterije koje su
izazvane temperaturnim promenama, pre svega u slucaju sojeva sa oznakom S2 i L:594,
najverovatnije su imale uticaja na ekspresiju receptora faga, s obzirom da su ovi sojevi bili
osetljivi na fage jedino na 25 °C. Takode, bitno je istaci da su ngi i Bvg faze temperaturno
zavisne, zbog Cega se pretpostavlja da su dominantne u uzorcima iz spoljasnje sredine, za
razliku od klinickih uzoraka kod kojih dominira Bvg+ faza. Uzimajudi u obzir iznete Cinjenice, Siri
liticki spektar bakteriofaga dobijen inkubacijom na 25 °C u skladu je sa poreklom samih faga. Ne
treba zanemariti Cinjenicu da temperaturne razlike detektovane u litickom spektru na 25 °Ci 37
°C mogu biti posledica i osetljivosti proteina faga na temperaturne promene, kao $to su
represor, ligand ili neki drugi proteini.

S obzirom na veliku rasprostranjenost faga u uzorcima iz prirodne sredine, pretpostavka
je bila da fagi nisu specifi¢ni za vrstu B. bronchiseptica. Medutim, interesantno je da fagi nisu
imali sposobnost da liziraju testirane sojeve iz klase Gammaproteobacteria (familija
Moraxelaceae i Enterobacteriaceae) i Betaproteobacteria (familija Alcaligenaceae), kao ni Gram
pozitivne predstavnike. Cinjenica da fagi ne mogu da liziraju druge vrste bakterija jasno ukazuju
na specificnost faga, najmanje za rod Bordetella, iako ni moguc¢nost da liziraju druge vrste

bakterija koje nisu ukljucene u liti¢ki spektar, ne treba zanemariti.

6.3. EFIKASNOST LIZE BAKTERIOFAGA NA HOMOLOGNIM ALTERNATIVNIM
DOMACINIMA

Efikasnost formiranja plaka (eng. efficiency of plating, skraéeno EOP) B. bronchiseptica

bakteriofaga ispitivana je kako bi se odredilo koji su fagi najefektniji u liziranju ove bakterije. U
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idealnim uslovima, svaki virion koji adherira za celiju domacdina moze izvrsiti infekciju i
multiplicirati se u éeliji, Sto rezultira pojavom plaka na odgovarajuéem bakterijskom soju.
Medutim, veliki broj faktora moZe da utice na efikasnost lize, kao Sto su specifican soj bakterije
domacina, zbog Cega je vazno utvrditi EOP na razli¢itim domacinima koji su osetljivi na fage
(Kutter et al, 2009; Viazis et al, 2011). Odredivanje EOP-a je posebno vazno kada se razmatra
primena faga u antimikrobnoj terapiji (Viscardi et al, 2008).

Kao Sto je i oCekivano, vecina faga je pokazala jednak ili nizi EOP na alternativnim
domacinima (Bbchiot i Bbr3416) u odnosu na originalnog (ATCC 10580). S druge strane, ¢ak Sest
faga je pokazalo vecu liticku efikasnost na alternativnim, u odnosu na originlanog domacina.
Posebno je interesantno sto jedan od njih, bakteriofag LK5 pokazuje bolju liticku efikasnost na
oba alternativna domadina (EOP 10) Sto moze eventualno ukazati da soj B. bronchiseptica ATCC
10580 nije najpogodniji domadin navedenog faga. Ovakav fenomen moZe se objasniti
prisustvom veceg broja receptora za fage na éelijama, koji povecavaju adsorpciju faga za
bakteriju. Pored toga, ne treba zanemariti da je u preciS¢éenom lizatu moguée prisustvo
spontano indukovanih faga iz soja na kom je vrSena propagacija faga.

S obzirom da oko 45 % faga pokazuje jednak ili ve¢i EOP na alternativnim domacdinima,
jasno je da B. bronchiseptica bakteriofagi poseduju relativno dobru efikasnost lize na

alternativnim B. bronchiseptica sojevima.

6.4. KRIVA MULTIPLIKACUJE FAGA

Odredivanje parametara multiplikacije faga veoma je vaino, narocito s aspekta njihove
primene kao antimikrobnih agenasa. Duzina latentnog perioda, eklipse i broj viriona koji se
oslobodi iz jedne inficirane ¢elije po ciklusu ukazuje na liticki potencijal jednog faga. Broj viriona
oslobodenih u jednom ciklusu karakteristican je za svaki fag, a zavisi od nutritivnog statusa
bakterije, s obzirom da fagi koriste bakterijske enzime i gradivnhe komponente za umnozavanje,
ali i od aktivnosti regulatornih proteina samih faga, kao Sto su polimeraza i drugi esencijalni

enzimi neophodni u multiplikaciji i maturaciji faga. Smanjena aktivnost enzima moze limitirati
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fage da maksimalno iskoriste bakterijske resurse, a kao posledica javlja se smanjen broj
novosintetisanih faga po ciklusu (Fowler i Cohen, 1948; Nguyen i Kang, 2014).

Ispitivanjem parametara krive rasta B. bronchiseptica bakteriofaga CN1 na 26°C i 37°C
utvrdeno je da je latentni period veoma dug (110 i 90 minuta), a da je broj oslobodenih faga na
kraju jednog ciklusa jako mali (6 i 13). Duplo manje faga oslobodenih na 26°C u odnosu na 37°C
mozZe se objasniti Cinjenicom da uslovi za rast domacina nisu bili idealni. B. bronchiseptica
najbolje raste na 37°C, zbog cega je i logicno Sto se vedi broj faga formirao na ovoj temperaturi,
nego na 26°C. Ne treba izgubiti iz vida ¢injenicu da ovakvi rezultati ukazuju na umerenu prirodu
faga i da je mali broj oslobodenih viriona verovatno rezultat integracije faga u bakterijski
genom, pre nego lize Celije od strane faga. Slicne rezultate dobili su Goh i sar. (2005), koji su
utvrdili da duzina latentnog perioda kod umerenih bakteriofaga vrste Clostridium difficile ($C2,
¢C5, ¢C6 i ¢C8) varira u zavisnosti od faga i krece se od 32 do 118 minuta, dok je broj viriona
koji se oslobodi iz ¢elije veoma mali i krec¢e se izmedu 5 do 33. Kod drugih umerenih faga, kao
Sto su OCP6 fagi vrste Serratia liquefaciens broj oslobodenih viriona na kraju ciklusa je mnogo
vedi i krece se izmedu 41 i 224, dok je duzina latentnog perioda izmedu 35 i108 minuta
(Ashelford et al, 1999). Za razliku od navedenih faga, Bacillus megaterium sifofag ¢BM ima
latentni period koji traje oko 40 minuta, dok broj oslobodenih faga na kraju ciklusa iznosi oko
65.

Bitno je naglasiti da je jedan od faktora koji uti€u na parametre krive multiplikacije faga
svakako multiplicitet infekcije (Gadagkar i Gopinathan, 1980). Pozitivha korelacija izmedu
multipliciteta infekcije i broja oslobodenih faga na kraju ciklusa je potvrdena u slucaju
bakteriofaga 13 vrsta Mycobacterium smegmatis (Gadagkar i Gopinathan, 1980). Ovaj fag
oslobodi 50 novih viriona po jednoj inficiranoj celiji kada je multiplicitet infekcije 1, a duplo vise,
odnoso 100 faga pri multiplicitetu infekcije 5. Medutim, druga dva naucnika, Delbruck i Luria
(1942) koji su radili na a i B fagima koji inficiraju E. coli, nisu utvrdili pozitivhu korelaciju izmedu
multipliciteta infekcije i broja oslobodenih viriona po jednom ciklusu. S obzirom da je u ovom
radu koris¢en MOI 10 i uzimajuéi u obzir Cinjenicu da su fagi pokazali maniju liticku efikasnost i
efekat na biofilm pri veéim vrednostima MOI, kao i ¢injenicu da veéina umerenih faga ulazi u

lizogeni ciklus pri veéim vrednostima MOI i nepovoljnijim uslovima sredine (Bourret i Fox, 1988;
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Riipinen et al, 2007), mali broj faga zabeleZzen u ovom radu moZe se objasniti integracijom faga
u bakterijski genom. Posmatrano sa aspekta primene faga u antimikrobnoj terapiji, rezultati
odredivanja parametara multiplikacije faga nisu zadovoljavajuéi, s obzirom da se veoma mali
broj viriona oslobodi po jednom ciklusu. Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da parametri multiplikacije
nisu jedini koji uti¢u na liticku efikasnost faga, potrebno je ispitati i druge karakteristike faga,
kao Sto su sposobnost inhibicije rasta bakterije, efekat faga na biofilm i endolizine faga u cilju
boljeg sagledavanja njihovog antimikrobnog potencijala. Posmatrano sa aspekta lizogene
konverzije fagom, rezultati ukazuju na integraciju faga u bakterijski genom i njihovu mogudu

umesanost u lizogenu konverziju bakterije.

6.5. MORFOLOGIJA BAKTERIOFAGA

Kao sto je veé receno, o B. bronchiseptica bakteriofagima izolovanim i okarakterisanim
od strane drugih autora postoji malo podataka, koji se pre svega odnose na njihov liti¢ki spektar
i rezultate morfoloske karakterizacije faga. Prema rezultatima koji su dobili Mebel i sar. (1985),
B. bronchiseptica fagi detektovani u sojevima za proizvodnju vakcina, pripadaju familiji
Siphovirdae i prema Bredley-u morfotipu B1. Druga grupa naucnika, Liu i sar. (2002) izolovali su
i okarakterisali tri faga koji pripadaju drugoj najbrojnijoj familiji Podoviridae (morfotip C1).

Rezultati elektronske mikroskopije dobijeni u ovom radu jasno ukazuju da B.
bronchiseptica fagi poseduju relativno uniformne morfoloske karakteristike — svi pripadaju
familiji Siphoviridae, a prema Bradley-u B2 morfotipu. S obzirom da veéina svih do sada opisanih
faga (preko 96%) pripada redu Caudovirales, od kojih preko 60% pripada familiji Siphoviridae,
nije iznenadujuce Sto fagi izolovani u ovom radu pripadaju bas toj familiji (Adriaenssens et al,
2015; Veesler i Cambillau, 2011). S druge strane, interesantna je Cinjenica da B. bronchiseptica
fagi pripadaju B2 morfotipu koji nije toliko ¢est medu fagima reda Caudovirales, odnosno
znatno je redi u odnosu na B1 morfotip. Naime, fagi sa morfotipom B2 karakteriSe izduzena
glava i postojanje dodatnih slojeva subjedinica kapsida u ekvatorijalnom nivou glave, a srece se
kod nekih faga ciji su domacini bakterije iz roda Lactoccous, Staphylococcus, Xanthomonas,

Pseudomonas, Clostridium i dr. (Miklic i Rogelj, 2003; Kwan et al, 2005; Ackeramnn i Eisenstark,
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1974). S obzirom da je u ovom radu utvrdena velika slicnost u DNK sekvenci izmedu B.
bronchiseptica faga i okarakterisanog P. aeruginosa Yua faga, nije iznenadujuce ni Sto ovi fagi
imaju i isti morfotip. Vazno je naglasiti da su P. aeruginosa jedni od najbolje okarakterisanih
faga sa velikim brojem opisanih vrsta, pa je utvrdena slicnost verovatno posledica toga Sto su

podaci o fagima drugih vrsta nedostupni.

6.6. UTICAJ TEMPERATURE NA INFEKTIVNOST FAGA

Temperatura je jedan od osnovnih faktora koji uti¢e na biologiju i stabilnost bakteriofaga
(Olson et al, 2004; Yates et al, 1985). Ovaj faktor ima klju¢nu ulogu u adsorpciji, penetraciji,
multiplikaciji i duZini latentnog perioda (Jonczyk et al, 2011). Kada je temperatura niza od
optimalne, svega nekoliko faga penetrira u bakterijsku ¢éeliju, pa se samim tim manji broj faga
multiplicira. S druge strane i visoke temperature mogu da prolongiraju latentni period (Tey et
al, 2009).

Poznavanje uticaja razli¢itih temperatura na infektivnost faga je od izuzetnog znacaja,
narocito kada je u pitanju njihova primena kao antimikrobnih agenasa, ali i u slu¢aju potrebe za
kontrolom faga u odredenim sredinama, za umerene fage koji vrSe transfer determinanti
patogenosti. Bakteriofagi su razli¢ito osetljivi na visoke temperature, Sto je prvenstveno u
skladu sa optimumom rasta domadina. Rezultati ove disertacije ukazuju da B. bronchiseptica
fagi pokazuju relativno dobru stabilnost pri Sirokom temperaturnom rasponu. S obzirom da je B.
bronchiseptica mezofilna bakterija, interesantno je primetiti da se bakteriofagi specifi¢ni za ovu
vrstu pokazali visoku toleranciju na povisene temperature u toku 30 min. Fagi koji se posebno
isticu u tom smislu su, LK3, CN1 i CN2, koji zadrzavaju infektivnost ¢ak i pri uslovima
pasterizacije. Ovakva otpornost na visoke temperature zablezena je u slu¢aju Campylobacter
faga iz familije Siphoviridae, koji su pokazali dobru stabilnost na 50 °C, 60 °C i 70 °C tokom 30
min. Slicne rezultate su dobili Yang i sar. (2010) koji su utvrdili da ¢ak 73,2% AB1 Acinetobacter
baumannii faga iz familije Siphoviridae zadrzava stabilnost nakon inkubacije na 50 °C tokom 60
min. Pseudomonas fagi o-1, J-1 | 001A iz familije Siphoviridae najoptimalnije se adsorbuju u

temperaturnom opsegu od 7 do 45 °C (Knezevic et al, 2011). Prema Breitbart i sar. (2004),
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bakteriofagi izolovani iz termalnih izvora zadrZavaju infektivhost pri Sirokom rasponu
temperatura; ¢ak 75 % faga ostaje intaktno kad se inkubira na temperaturi leda (0 °C), dok isti
fagi pokazuju vecu osetljivost pri izlaganju temeperaturi klju¢anja (105 °C), s obzirom da 18-30%
faga zadrzava infektivnost u toku 20 h. lako je dobro poznato da su bakterije roda Lactococcus
uglavnom mezofilne bakterije, visoka termalna rezistencija zabeleZena je u slu¢aju nekoliko
Lactococcus faga iz familije Siphoviridae (Luiz et al, 2016; Meslier et al, 2012). Tako npr. ¢ak 50%
Lactoccous spp. bakteriofaga se inaktivira pri temperaturi od 90 °C (5 min) (Buzrul et al, 2007),
dok su Atamer i sar. (2008) pokazali da oko 40% Lactococcus lactis faga u mleku prezivljava
zagrevanje do 80 °C (5 min). Pored toga, vecina faga je pokazalo osetljivost pri viSim
temperaturama (95 °C, tokom 5 min), pri ¢emu dolazi do inaktivacije faga. Dakle, dobijeni
rezultati za B. bronchiseptica fage nisu iznenadujuéi, s obzirom da i drugi virusi familije
Sipoviridae pokazuju visoku toleranciju na povisene temperature.

Dobro je poznato da pripadnici familije Siphoviridae poseduju najstabilnije virione.
Takode poznato je da je rezistencija faga na visoke temperature karakteristi¢na za viruse koji
poseduju lipidni omotac (Beer et al, 2003) koji Stiti proteine viriona od denaturacije. S obzirom
da fagi iz familije Siphovirdae ne poseduju spoljasnji lipidni omotac, tolerancija na visoke
temperature je najverovatnije posledica otpornosti proteina na denaturaciju. Detektovana
otpornost na visoke temperature je poZeljna u slu¢aju da se fagi upotrebljavaju kao
antimikrobni agensi, a nepoZeljna u slucaju kada su fagi umereni. S obzirom da znacajno
prezivljavaju temperaturu pasterizacije, jasno je da temperaturni tretman namirnica poreklom
od Zivotinja ne inaktivira ove fage u potpunosti i da pasterizacija ne predstavlja barijeru u
njihovoj transmisiji, Sto omogucava Sirenje virulencije i lizogenu konverziju novih domacdina u

slu¢aju kada su fagi umereni.

6.7. UTICAJ pH NA INFEKTIVNOST FAGA

Jo$ jedan od znacajnih faktora koji uti¢u na stabilnost i infektivnost bakteriofaga je pH

sredine. Posebno je vaino poznavanje optimalnih pH vrednosti za prezZivljavanje i stabilnost
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faga u slucaju njihove primene kao antimikrobnih agenasa, ali i kontrole umerenih faga koji
mogu da uti¢u na patogenost bakterije. Bakteriofagi su razli¢ito osetljivi na promenu pH, sto je
prvenstveno u skladu sa optimumom rasta domacina.

S obzirom da su Schneider i sar. (2000) dokazali da Bordetella bronchiseptica moze da
perzistira u ekstremno kiselim sredinama, kao $to je unutrasnjost fagocita, rezultati ispitivanja
stabilnosti njenih faga pri Sirokom opsegu pH nisu iznenadujuéi. Naime, B. bronchiseptica fagi
pokazuju relativno dobru stabilnost na svim ispitivanim pH vrednostima (3, 5, 7, 9 i 11), sa
izuzetkom pH 1.5, na kojoj nijedan vijabilan fag nije detektovan nakon 30 min. Interesantno je
istaci da svih pet ispitivanih faga pokazuju gotovo jednaku stabilnost u alkalnim (pH 9 i 11) i
kiselim sredinama (pH 3 i 5). S obzirom da nijedan fag nije zadrzao vijabilnost na pH 1,5
pretpostavlja se da pri ovako niskim pH vrednostima dolazi do denaturacije proteina faga, zbog
Cega fagi gube infektivnost. Drugacije rezultate su dobili Whitman i Marshall (1971) koji su
ispitivali stabilnost Pseudomonas bakteriofaga ps1 i wy iz familije Siphoviridae. Ovi fagi pokazali
su osetljivost na kisele sredine: ¢ak 99% faga je izgubilo infektivnost usled izlaganja niskim pH
vrednostima sredine kao $to su pH 3 i 4 tokom 60 min. Slicno tome, Knezevic i sar. (2011) su
utvrdili da se brojnost P. aeruginosa faga iz familije Sipoviridae redukuje na polovinu nakon 30
min, na pH 5 za fage J-1 i 001A, odnosno na pH 3 za fag o-1. Yang i sar. (2010) su utvrdili da
Acinetobacter baumannii AB1 fag takode iz familije Siphoviridae gubi vise od 50% infektivnosti
na pH 5 tokom 30 minuta. Dobru stabilnost bakteriofaga pri razli¢itim pH vrednostima utvrdili
su i Othman i sar. (2015) za Bacillus megaterium fag iz familije Siphoviridae. Autori ove studije
su dokazali da B. megaterium fagi zadrZzavaju infektivnost u pH opsegu izmedu 4 i 9 tokom 16 h.
Druga grupa naucnika, Jamal i sar. (2015) utvrdili su da Klebsiella pneumoniae Z fag iz iste
familije zadrzava stabilnost tokom 1 h u pH opsegu 5-11, dok na pH 1 i 3 nije detektovan
nijedan vijabilan fag. Sharp i sar. (1946) proucavali su stabilnost T2 faga u opsegu pH od 2-11.
Rezultati eksperimenata su pokazali da je fag stabilan u relativno Sirokom pH ospegu (5-9), pri
¢emu je optimum bio pH 5.5. Na pH viSim od 4 zabeleZene su promene koje su bile reverzibilne,
dok je na pH 7 zabelezen veoma mali gubitak infektivnosti faga. Jepson i March (2004) su
ispitivali aktivnost A faga u rasponu pH od 2 do 14. Nakon 24 h inkubacije na sobnoj

temperaturi, fagi su pokazali dobru stabilnost u Sirokom pH ospegu, a autori nisu zabelezili
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znacajan pad brojnosti faga na pH 3-11. Na pH 2 i 11 nije detektovan nijedan vijabilan fag.
Uzimajudi u obzir gore navedene Cinjenice, rezultati stabilnosti B. bronchiseptica faga u Sirokom
pH ospegu (3-11) nisu iznenadujudi i u skladu su rezultatima drugih autora.

Detektovana otpornost B. bronchiseptica faga na Sirok opseg pH pozeljna je u slucaju
primene faga u terapijske svrhe, zbog variranja kiselosti razli¢itih telesnih tecnosti, a nepozeljna
je u slucaju kada su fagi umereni. lako se pokazalo da B. bronchiseptica fagi ne prezivljavaju pH
1,5 koji je karakteristi¢an za sredinu Zeluca, paralelna primena antacida koji regulisu pH i oralna
aplikacija faga moZe predstavljati terapijsku opciju u kontroli B. bronchiseptica bakterije. S
obzirom da u znadajnom procentu prezivljavaju u uslovima sredine sa ekstremnim pH, jasno je
da dezinfekcija kiselinama i bazama u postrojenjima sa namirnicama poreklom od Zivotinja ne
inaktivira ove fage u potpunosti, Sto omogudava Sirenje virulencije i lizogenu konverziju novih

domacina, kada su fagi umereni.

6.8. UTICAJ NATRUUM-HLORIDA | UREE NA INFEKTIVNOST FAGA

Dobro je poznato da osmotski Sok dovodi do inaktivacije bakteriofaga (Jonczyk et al,
2011). Medutim, za uspesnu infekciju i multiplikaciju, bakteriofagima je neophodna mala
koncentracija dvovalentnih metala, kao $to su kalcijum i magnezijum (Baross et al, 1978). U
niskim koncentracijama, joni natrijum-hlorida interaguju sa proteinima i dovode do stabilizacije
proteinske strukture i smanjenja proteinske naelektrisanosti. Medutim, visoke koncentracije
soli dovode do denaturacije proteina, Sto se negativno odraZava i na strukturnu stabilnost
nukleinske kiseline faga (Fennema, 1996). Bakteriofagi pokazuju razli¢itu osetljivost na
koncentracije natrijum-hlorida, sto je uglavnom u skladu sa optimumom rasta domacina.

S obzirom da su Porter i sar. (1991) ukazali da vrsta B. bronchiseptica zadriava
infektivnost u morskoj sredini i do 3 nedelje, rezultati prezivljavanja faga u razli¢itim
koncentracijama natrijum-hlorida nisu iznenadujuci. Naime, u radu je utvrdena relativno visoka
rezistencija faga na natrijum-hlorid. U zavisnosti od vrste faga, od 40% do preko 90% viriona B.
bronchiseptica faga je pokazalo stabilnost pri najvisSim testiranim koncentracijama natrijum-

hlorida (10%). S obzirom da su Leibo i sar. (1979) utvrdili da je rezistencija T7 faga na osmotski
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Sok posledica postojanja proteina koji se nalazi u kapsidu viriona, pretpostavlja se da B.
bronchiseptica fagi poseduju slican mehanizam rezistencije na poviSene koncentracije soli.

U literaturi postoji veoma malo podataka vezanih za osetljivost faga na razlicite
koncentracije soli, narocito onih iz familije Siphoviridae, kojima pripadaju B. bronchiseptica fagi.
Rezultati stabilnosti B. bronchiseptica faga delimi¢no su u saglasnosti sa rezultatima koje su
zabelezili drugi autori. Naime, Seaman i Day (2007) su uspesno izolovali bakteriofage iz uzoraka
slatina u Severnoj Americi gde je salinitet zemljiSta bio izmedu 0,3 % i 27 % (Wilson et al, 2004).
Jedan od izolovanih faga bio je iz familije Myoviridae koji poseduje neobi¢no velik genom (oko
340 Kb). Autori ovog rada su objasnili da je mogudi razlog postojanja tako velikog genoma
postojanje dodatnih proteina koji su vazni u adaptaciji na ekstremne uslove sredine. Whitman i
Marshall (1971) su utvrdili da koncentrovani rastvori natrijum-hlorida i saharoze dovode do
znacajne redukcije u brojnosti Pseudomonas ps1 i wy faga. Naime, ¢ak 99% ps1 faga je pokazalo
gubitak vijabilnosti u 4 mol/L NaCl-a, dok su fagi oznaceni sa wy izgubili 26% vijabilnosti. S druge
strane, 2 mol/L rastvor saharoze je doveo do gubitka infektivnosti 50% ps1 faga i 48% wy fag.
Isti autori su pokazali da 0.1% citrat, koji se nalazi u polute¢nom medijumu, dovodi do gubitka
infektivnosti 30% faga. Drugacije rezultate zabelezili su Leibo i Mazur (1969) koji su ispitivali
stabilnost T4B sifovirusa. Naime, T4B bakteriofag je inaktiviran u slucaju naglog prenosenja faga
iz koncentrovanog u manje koncetrovani rastvor. Nagla promena osmotskog pritiska moze da
uzrokuje oslobadanje nukleinske kiseline iz faga. Iste promene na fagima, usled prelaska faga iz
koncentrovanijeg u manje koncetrovan rastvor, zabeleZili su i drugi autori (Lark i Adams, 1953;
Yamamoto et al, 1968). U slucaju eksperimenata sa B. bronchiseptica fagima, fagi su iz SM
pufera preneti u rastvore razli¢itih koncentracija NaCl i rezultati ukazuju da osmotski Sok kod
ovih faga ne uti¢e znadajno na gubitak infektivnosti. Testiranje stabilnosti T5 bakteriofaga
inkubiranjem na 37 °C u rastvorima soli razli¢ite koncentracije utvrdeno je da su fagi stabilni u
rastvoru sa kalcijumovim jonima, dok je gubitak aktivnosti zabelezen u fosfatnom puferu, a
nagla inaktivacija je zabeleZena u citratnom rastvoru (Adams, 1949). Nijedan T5 fag nije ostao
vijabilan nakon 2 h inkubacije u 10 mmol/I fosfatnom puferu i 2 mmol/L citratnom rastvoru (pH
7). Adams je takode dokazao da dvovalenti metali u milimolarnim koncetracijama mogu spreciti

inaktivaciju faga. Njegovo objasnjenje bilo je da je povecana stabilnost T5 faga u prisustvu
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razli¢itih anjonskih rastvora posledica stvaranja kompleksa izmedu faga i jona. U
eksperimentima sa B. bronchiseptica fagom nisu dodavani joni dvovalentnih metala, sto ukazuje
na veoma dobru stabilnost viriona i u odsustvu ovih jona.

Visoke koncentracije uree (> 6 M) najcesée uzrokuju inaktivaciju viriona, koja nastaje
usled denaturacije proteina faga (Tabor et al, 1983; Buzel et al, 1962; Roberts i Lloyd, 2007). U
ovom radu utvrdeno je da B. bronchiseptica fagi pokazuju dobru stabilnost pri gotovo svim
testiranim ratsvorima uree (0,5-10 M urea). U tom smislu, najviSe se isticu LK3 i CN1 fagi koji su
pokazali rezistenciju pri visokim koncentracijama uree: vise od 50% viriona sacuvalo je
infektivnost pri koncentraciji 7,5 M uree. Za razliku od njih, bakteriofagi MW2 i FP1 pokazali su
nesto vecu osetljivost na ureu: manje od 50% faga je zadrzalo infektivnost na 5 M i 7,5 M
rastvoru uree u toku 30 min. Veoma mali broj podataka vezanih za osetljivost faga na ureu je
dostupan u literaturi i oni se uglavhom odnose na fage iz porodice Podoviridae. Naime, Gupt i
Yin (1995) su pokazali da ¢ak 50% T7 bakteriofaga iz porodice Podoviridae izgubi aktivnost
tokom 30 s izlaganja 6 mol/L rastvoru uree. Ovi naucnici su takode utvrdili da dvovalentni joni
(Mg?**, Ca**, Co®*, Ni**) dovode do stabilizacije faga u prisustvu uree, dok trovalentni joni (AI**i
Au®") dodatno destabilisu fage. Cooper (1962) je utvrdio da 7,2 M rastvor uree dovodi do
promena na povrsini kapsida polio virusa, koja je praéena pucanjem virusne partikule, a zatim i
gubitkom infektivnosti i oslobadanjem RNK iz viriona. S obzirom da je dobro poznato da visoke
koncentracije uree dovode do denaturacije proteina virusa, tj. proteina faga, visoka rezistencija
B. bronchiseptica faga koja je zabelezena u ovom radu ukazuje da oni poseduju proteine koji
pokazuju visok stepen rezistencije na ureu i koji ne podlezu ireverzibilnim strukturnim
promenama zabelezenim kod drugih virusa (Lang et al, 1963; Fujioka et al, 1969).

Bakteriofagi pokazuju bolje preZivljavanje u Sirokom opsegu vrednosti razli¢itih faktora
kao Sto su temperatura i inaktivirajuéi agensi (npr. amonijak), u odnosu na animalne i humane
viruse (Bertrand et al.,, 2012; Kim et al., 2012; Emmoth et al, 2011). Ovo ih ¢ini pouzdanim
model virusima, zbog ¢ega mogu da se koriste u monitoringu preZzivljavanja i stabilnosti
humanih i animalnih virusa u prirodnim sredinama (Decrey et al.,, 2011; Emmoth et al, 2011).
Rezultati stabilnosti B. bronchiseptica faga u razli¢itim koncentracijama NaCl-a i uree su pokazali

visok stepen stabilnosti u Sirokom opsegu koncentracija NaCl-a i uree, odnosno fagi zadrzavaju
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infektivnost (viSe od 50%) u sredinama sa visokim koncentracijama soli NaCl-a (7,5 i 10%) i uree
(7,5 M) u toku 30 min. Na osnovu dobijenih rezultata i prethodnih razmatranja ispitivani
bakteriofagi mogu posluziti kao indikatori preZivljavanja i stabilnosti animalnih i humanih virusa

u takvim sredinama.

6.9. STRUKTURNI PROTEINI FAGA

Fagi Ciji su proteinski profili analizirani SDS-PAGE (CN1, CN2, LK3 i MW) pokazuju veoma
slican proteinski profil sa najmanje 8 karakteristi¢nih traka i glavnim proteinom kapsida veli¢ine
oko 33 kDa. Poredenjem molekulske mase strukturnih proteina dobijenih SDS-PAGE
elektroforezom i molekulske mase pretpostavljenih strukturnih proteina na osnovu sekvence
genoma (blastP), utvrdeno je postojanje razlika kod pojedinih proteina. Naime, veli¢ine glavnog
proteina kapsida in silico (ORF59) su u skladu sa onima dobijenim SDS-PAGE elektroforezom.
Strukturni proteini ORF58 i ORF66 u genomu faga takode odgovaraju dvema trakama sa tim
veli¢inama dobijenim elektroforezom proteina. Molekulska masa ostalih proteina dobijenih
elektroforezom nije u saglasnosti sa rezultatima anotacije genoma. Takode, anotacijom genoma
detektovan je strukturni protein veli¢ine 44,7 kDa koji nije detektovan na gelu. Razlog
neusaglasenim rezultatima je verovatno mala koncentracija pojedinih strukturnih proteina,
zbog cega se oni ne detektuju na gelu. S druge strane neki strukturni proteini su verovatno
podloZni posttranslacionoj obradi, Sto takode objasnjava postojanje razlika u molekulskim
masama detektovanim na gelu i in silico. Uzimajuéi u obzir da su proteinski profili faga
medusobno slicni, moze se zakljuditi da su u pitanju fagi koji su veoma srodni. Rezultati su
takode u skladu sa rezultatima proteinskog profila Pseudomonas Yua faga kojeg su
okarakterisali Ceyssens i sar. (2007), a sa kojima B. bronchiseptica fagi pokazuju visoku slicnost
u DNK sekvenci. Naime, ovi autori su identifikovali 16 proteina koje poseduje Yua fag, od kojih
su izdvojili ORF56 (32,2 kDa) i ORF66 (54 kDa) proteine sa najverovatnijom funkcijom proteina
glavnog kapsida i proteina repa. S obzirom da je proteinskom analizom B. bronchiseptica faga
utvrdeno postojanje proteina veli¢ine 53,3 kDa, pretpostavlja se da je u pitanju protein repa

slican proteinu repa Yua virusa.
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6.10. KARAKTERISTIKE GENOMA B. bronchiseptica FAGA

Usled velikih morfoloskih sli¢nosti, taksonomija bakteriofaga sve viSe se oslanja na
analizu genoma bakteriofaga. Polimorfizam duZine restrikcionih fragmenata (eng. restriction
fragment lenght polymorphism, skraceno RFLP) predstavlja metodu kojom se identifikuju
razlike u genetskoj sekvenci nastale usled postojanja/nepostojanja specificnih kratkih
palindromskih sekvenci za aktivnost restrikcionih enzima. Utvrdivanje RFLP profila faga je od
izuzetne vaznosti, jer omogucuje medusobno poredenje faga sa slicnim morfoloskim
karakteristikama.

Na osnovu rezultata restrikcione digestije DNK B. bronchiseptica faga, utvrdeno je da
fagi poseduju dvoloncani (ds) DNK molekul i da pokazuju relativno slican RFLP profil. Takode,
dokazano je i da ne postoji povezanost izmedu RFLP profila faga i uzorka iz kog su izolovani. Od
ukupno 11 enzima koji su koriséeni u restrikcionoj digestiji, ¢ak 7 enzima nije dalo vidljive
fragmente, Sto ukazuje da genom B. bronchiseptica faga ne poseduje specifichna mesta za
pomenute enzime. Ovakav rezultat se takode moZe objasniti prisustvom modifikovanih baza u
genomu bakteriofaga, koje imaju funkciju zaStite nukleinske kiseline faga od bakterijskih
endonukleza i onemogucavaju restrikcionu aktivnost enzima (Warren, 1980). Interesantno je
istaci rezultate digestije restrikcionim enzimom EcoRl, koji nije generisao vidljive fragmente.
Ovo ukazuje da genom faga ne poseduje specifiéna mesta za delovanje ovog enzima. Medutim,
in silico digestijom DNK sekvenciranih faga EcoRlI restrikcionim enzimom dobijeno je 4 trake, sto
ukazuje na prisustvo specifi¢cnih mesta za delovanje ovog enzima u genomu analiziranog faga.
Iste rezultate su zabelezZili i Ceyssens i sar. (2008) za Pseudomonas virus Yua, koji nije dao
vidljive fragmente na gelu, dok je in silico detektovano Cetiri specificna mesta za EcoRI enzim. S
obzirom na to da je u genomu B. bronchiseptica faga detektovana sekvenca koja kodira
antirestrikcioni protein (ORF43), pretpostavlja se da ovaj protein direktno reaguje sa EcoRI
restrikcionim enzimom ometajuéi njegovu aktivnost, usled ¢ega digestija ovim enzimom izostaje
(Ceyssens et al, 2008). Za razliku od veceg broja enzima koji nisu dali vidljive fragmente, Hinf,
Hhal i Smal su razgradili DNK na veliki broj manjih fragmenta, sto ukazuje na prisustvo velikog

broja specificnih mesta za ove enzime u genomu faga. Na osnovu razlika u pozicijama isecanja
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od strane ovih restrikcionih enzima, jasno je da je vecina bakteriofaga klonalno razlicita, sto je
jos jedan dokaz da nisu indukovani iz bakterije domadina. Interesantno je joS napomenuti da
bakteriofagi CN1, CN2, LK3, MW?2 i FP1 i CN2 poseduju RFLP profile koji se medusobno, ali i u
poredenju sa drugim fagima, vidno razlikuju, zbog cega su, izmedu ostalog, odabrani za
sekvencioniranje genoma.

Kao jedan od dokaza da su fagi izolovani iz prirodne sredine i da nisu indukovani je i in
silico restrikciona digestija profaga detekovanog od strane PHAST servera u genomu B.
bronchiseptica ATCC 10580. Ovom analizom, dokazano je da su izolovani fagi novi i da se u
pogledu RFLP profila u velikoj meri razlikuju od detektovanog profaga. U ovom smislu su od
posebnog znacaja RFLP profili dobijeni enzimima koji nisu osetljivi na modifikovane baze, kakav
je Bglll. Ovaj enzim je sekao DNK profaga na veliki broj fragmenata, a sekvence za restrikciju kod
izolovanih B. bronchiseptica su bile odsutne (rezultati potrvdeni in silico restrikcionom
digestijom).

Kada je u pitanju in silico restrikciona digestija srodnih B. bronchiseptica faga (BIP-1,
BMP-1 i BPP-1) izolovanih od strane Liu i sar. (2002), takode postoje jasne razlike u RFLP profilu
izmedu njih i B. bronchiseptica sifovirusa, Sto je i ocekivano, jer fagi pripadaju dvema razlic¢itim
familijama, Podoviridae i Siphoviridae. Tako je npr. DNK faga BIP-1, BMP-1 | BPP-1 in silico
podloZna digestiji od strane Taql i Pvul (tj. postoje restrikciona mesta za ove enzime), dok fagi
izolovani u ovoj studiji ne poseduju specificna mesta za delovanje ovih enzima (Sto je dokazano
RFLP metodom, a kasnije i analizom sekvenci).

Specifi¢nosti DNK faga usko su povezane sa naCinom njenog pakovanja u kapsid. Svi fagi
sa repom poseduju linearni, dsDNK molekul koji se slicno pakuje u prokapsid pomodu proteina
translokaze. Medutim, njihove replikativne strategije i prirorda krajeva upakovane DNK mogu
da variraju. Razlikuje se 6 tipova krajeva koji su do sada okarakterisani: (i) jednolancani
kohezivni (lepljivi) krajevi, (ii) cirkularno permutovani direktni ponovci, (iii) nepermutovani,
kratki direktni terminalni ponovci (od nekoliko stotina baza), (iv) nepermutovani dugacki
direktni terminalni ponovci (od nekoliko hiljada baza), (v) krajevi koji sadrze DNK sekvencu
domacina i (vi) kovalento vezani terminalni proteini (Casjens i Gilcrease, 2009). U genomu B.

bronchiseptica sifovirusa nije utvrdeno prisustvo cos regiona, tj. jednolancanih lepljivih krajeva,
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s obzirom da je RFLP profil ostao isti i nakon zagrevanja i hladenja. Ipak, na osnovu RFLP-3,
moze se zakljuciti da bakteriofagi poseduju tzv. pac mesto (eng. pac site), Sto je posebno
vidljivo nakon primene EcoRV enzima. Naime, DNK nekih faga se replikuje u vidu konkatamera,
kompleksa koji sadrze veliki broj povezanih kopija DNK faga (Casjens i Glicrease, 2009). Kraj
svakog konkatamera se se€e na specific(nom pac mestu. Potom sledi pakovanje DNK u kapsid
sve do momenta dok se kapsid ne napuni. Ostatak konkatamera sluZi za punjenje novog
kapsida, tako da se na kraju dobiju parcijlano permutovani genomi faga (Casjens i Gilcrease,
2009). Traka koja sadrzi pac mesto je svetlija na gelu u odnosu na ostale, s obzirom da je
prisutna u manje kopija nego drugi fragmenti (pac fragment se stvara samo jednom u jednoj
seriji pakovanja konkatamera). Na RFLP profilima faga nastalim digestijom EcoRV jasno se
uocava svetliji fragment kod veéine profila, Sto ukazuje da ovi fagi poseduju pac mesto. Fagi koji
poseduju pac mesto najces¢e ucestvuju u generalizovanoj transdukciji, odnosno bakterijska
DNK se lako upakuje u kapsid umesto genoma faga, pa se ovo mora imati u vidu prilikom izbora
faga u terapisjke svrhe, kako bi se izbegao horizontalni transfer nepozeljnih gena (Hunag i
Masters, 2014).

Poznavanje organizacije genoma faga, kodirajuc¢ih sekvenci i njihovih potencijalnih
funkcija veoma je vaino. Na osnovu genomske sekvence moguce je pretpostaviti kakva je
priroda samog faga. Umereni fagi naj¢esée poseduju integrazu, represor i druge gene koji su
vazni za integraciju u genom i perzistenciju faga. Takode, analizom genoma moguée je
detektovati i analizirati endolizine u cilju moguée antimikrobne primene, ali i toksine i faktore
virulencije, koji mogu da uti¢u na patogenost domacina bakteriofaga.

Sekvencirani genomi faga iz reda Caudovirales variraju kada je u pitanju veliCina
genoma; Leuconostoc fag L5 poseduje genom velicine svega 2,435 bp, dok Pseudomonas fag
201phi2-1 ima genom vreli¢ine 316,674 bp. Dakle, ne postoji univerzalni opseg velicine
genoma, ali se mogu uoditi Cetiri velike grupe koje dominiraju u redu Caudovirales. Najveci broj
do sada sekvenciranih genoma (50%), spada u prvu grupu faga ¢ija veli¢ina genoma se kreée od
30-50 kbp. Drugu grupu (oko 20%) ¢ine fagi sa manjim genomima veli¢ine oko 10 kbp, trecu fagi
sa genomima veli¢ine 100-200 kbp (6%), dok u Cetvrtu grupu spadaju fagi sa genomima preko

50 kbp i manjim od 10 kbp (Hatfull, 2008). Najveci broj sekvenciranih faga spada u red
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Caudovirales za koji je karakteristicno da poseduju dvostruki linearni DNK molekul. Najveci broj
ovih faga poseduje genom koji je veci od 15 kbp, Sto je u saglasnosti sa strukturom viriona,
odnosno dimenzijama viriona, a pre svega glave faga. Ne treba izgubiti iz vida da pripadnici
familije Siphoviridae poseduju tzv. tape measure (eng.) protein, ¢ija duZina odgovara duzini repa
faga (gen za ovaj protein je veli¢ine 1,5-6,0 kbp). Zbog svega navedenog, najveci broj faga iz
porodice Siphoviridae poseduje genome vece od 20 kbp. Za razliku od njih, veéina faga koji
poseduju mnogo vece genome (>125 kbp) pripadaju familiji Myoviridae. S obzirom da su fagi
koji inficiraju iste domadine u genetickom kontaktu jedni sa drugima, nije iznenadujuéa
¢injenica da takvi fagi ¢esto dele zajednicke sekvence. Do sada je okarakterisano vise od 35
genoma faga koji inficiraju rod Pseudomonas, 48 za Staphylococcus i 50 za rod Mycobacterium,
a medu njima postoje brojni primeri faga koji inficiraju jednog domacina i koji dele veliki deo
sekvence genoma (Hatfull et al, 2005; Kwan et al, 2005; Kwan et al, 2006).

Rezultati sekvenciranja pet bakteriofaga vrste B. bronchiseptica su u saglasnosti sa
strukturom i velicinom genoma karakteristicnom za familiju Siphoviridae, kao i sa dimezijama
glave viriona. Genomi ovih faga kodiraju 79-82 gena koji su grupisani u tri velika modula
uklju¢ena u: (i) DNK metabolizam i replikaciju, (ii) interakciju sa domacinom i (iii) formiranje
viriona i lizu domacina. Za obligatno liticke fage karakteristi¢no je da sadrze gene koji kodiraju
DNK polimerazu, primazu, helikazu i druge gene koji su ukljuceni u proces replikacije (Lohr et al,
2005). Prisustvo gena za integrazu u genomu B. bronchiseptica faga ukazuju na njihovu
umerenu prirodu. Evolutivno gledano, moguce je da su fagi prvobitno bili obligatno liti¢ki, ali su
kasnije dobili integrazu. Rezultati analize genoma B. bronchiseptica faga ukazuju na postojanje
nekoliko enzima koji imaju vaznu ulogu u metabolzmu DNK. Naime, genom ovih faga poseduje
sekvence koje kodiraju ribunukleotid-difosfat-reduktazu koja uéestvuje u DNK sintezi, tj. kataliSe
redukciju ribonukleozid-difosfata u odgovarajuce deoksiribonukleozid difosfate. Pored toga, u
genomima faga je detektovana i deoksicitidilat deaminaza, koja hidrolizuje deoksicitidilat
monofosfat u deoksiuridin monofosfat, ¢ime se obezbeduje nukleotidni supstrat za timidilat
sintazu, koja je takode detektovana u genomima faga. Deoksiuridin monofosfat, poznatiji i kao
deoksiuridicna kiselina predstavlja jedan od intermedijera u metabolizmu deoksiribonukleotida.

Timidilat sintaza je enzim koji kataliSe metilaciju 2’-dekosiuridin-5’-monofosfata (dUMP) u 2’-
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deoksitimidin-5’-monofosfat (dTMO) sa molekulom N° N'°-metilen-tetrahidrofolatom (mTHF)
kao kofaktorom (Ferrari et al, 2003). Kada su u pitanju geni koji su uklju¢eni u interakciju sa
domacinom, jedan od najkarakteristi¢nijih koji je detektovan u genomu B. bronchiseptica faga je
svakako diguanilat-ciklaza sa GGDEF domenom. Ovaj enzim je dobro poznat bakterijski protein
koji kataliSe sintezu cGMP (ciklicni guanozion monofosfat), globalnog sekundarnog glasnika, koji
kontriliSe pokretljivost i biofilm kod bakterija. Gen koji kodira ovaj enzim prvi je detektovan u
genomu vrste Pseudomonas virus Yua (Ceyssens et al, 2008). B. bronchiseptica fagi poseduju i
gene koji kodiraju neribozomalnu peptid sintetazu, koja sintetise peptide nezavisno od
ribozoma i iRNK. Ovi peptidi mogu biti toksini, siderofori ili pigmenti. Ono Sto je jedinstveno za
ove fage je sekvenca koja sadrzi von Willebrandov proteinski domen koji ima znacajnu ulogu u
¢elijskoj adheziji (Whitaker i Hynes, 2002). Ovaj domen se javlja kod Eukaryota i Prokaryota. Kod
Eukaryota ovaj protein predstavlja VIII faktor koagulacije i igra vainu ulogu u adheziji
trombocita na mestu povrede, dok je njegova funkcija kod Prokaryota jo$ uvek nerazjasnjena
(Whittaker i Hynes, 2002).

B. bronchiseptica fagi poseduju integrazu koja pokazuju 99% sl¢nosti sa integrazom
MP1412 Pseudomonas faga, kao i represor koji pokazuje 100% sli¢nosti sa PAE1 Pseudomonas
fagom. Ovo ukazuje da bakteriofagi imaju mogucnost integracije u genom domacina, odnosno
ukazuje na njihovu umerenu prirodu.

B. bronchiseptica fagi ne poseduju reverznu transkriptazu; genska sekvenca koja kodira
ovaj specifican enzim nije detektovana u genomima sifovirusa za razliku od umerenih B.
bronchiseptica faga iz familije Podoviridae kod kojih je reverzna transkriptaza prisutna u
genomu gde generiSe nukleotidni diverzitet u mtd regionu odgovornim za specificnost
receptorskih molekula faga za Bordetella vrste (Liu et al, 2002).

Liticka kaseta ovih faga se sastoji od holina, endolizina i spanina (Rz proteina), Sto je
generalno karakteristika faga koji inficiraju Gram negativne bakterije. O endolizinima faga ce
biti vise reci u poglavlju 6.20.3..

Bolje poznavanje organizacije i funkcije jedinstvenih proteina B. bronchiseptica faga

uklju¢enih u interakciju sa domadinom, koji su blastP pretragom okarakterisani kao hipoteticki
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proteini, moZe pruZiti osnovu za razumevanje inetrakcije izmedu faga i domacina i otkrivanje
novih antimikrobnih meta za uspesniju kontrolu B. bronchiseptica infekcija.

Sekvenciranje genoma velikog broja faga i komparativhe genomske analize do sada su
omogucile bolje razumevanje prevalence, interakcije izmedu faga i domadina, kao i bolje
sagledavanje genetickog diverziteta faga (Merphy et al, 2015). Komparativna analiza genoma B.
bronchiseptica faga je ukazala na postojanje visokog stepena homologije izmedu izolovanih
faga. Pored toga, filogenetske analize celih genoma i visokokonzervativnih proteina ukazale su
na njihovu evolutivnu povezanost. Naime, s obzirom na to da dele >87% DNK sli¢nosti, B.
bronchiseptica fagi su veoma srodni. Najveca varijabilnost u DNK sekvencama, nastala kao
posledica delecija, inverzija ili insercija, zabeleZena je u regionu izmedu 30 kb i 40 kb. Ovaj
region sadrzi gene koji kodiraju uglavnom hipoteti¢ne proteine, ali i neke proteine sa poznatom
funkcijom, kao $to su diguanilat ciklaza sa GDDFF domenom. Bakteriofagi FP1, CN2 i MW2
pokazuju <95% slicnosti u DNK sekvencama, zbog ¢ega se prema pravilima ICTV-a smatraju
razli¢itim vrstama. S obzirom da fagi LK3 i CN1 dele >95% sli€nosti genoma, predstavlju dva
izolata iste vrste. Rezultati filogenetske analize su u skladu sa prethodno iznetim rezultatima
slicnosti u DNK sekvenci. Naime, na filogenetskom stablu konstruisanom na osnovu celih
genomskih sekvenci izdvajaju se fagi LK3 i CN1 u jedan klaster i MW2, FP1 i CN2 u drugi klaster.
U okviru drugog klastera formirane su dve manje grane, jedna sa CN2 i FP1 i druga sa MW2. S
druge strane, filogenetsko stablo formirano na osnovu aminokiselinske sekvence tail tape
measure proteina pruza uvid u drugaciju raspodelu faga po klasterima. Prema njemu, FP1 fag je
izdvojen u jedan klaster, LK3 i CN1 kao i u slucaju celih genoma u drugi i CN2 i MW?2 u tredi
klaster. Analizom filgenetskog drveta konstruisanog na osnovu sekvence glavnog proteina
kapsida dobjieni su rezultati sliéni onima dobijenim konstruisanjem drveta na osnovu
genomskih sekvenci faga. Naime, sekvenca MW2 se najvise razlikuje od ostalih sekvenci, zbog
Cega je formiran zaseban klaster. Drugom klasteru pripadaju sekvence ostalih faga, s tim Sto su
one dodatno grupisane, tako da CN1 i LK3 formiraju jednu granu, dok sekvenca FP1 faga formira
drugu.

Poredenjem B. bronchiseptica bakteriofaga sa Yuavirus fagima bakterije P. aerugionosa

moze se uoCiti postojanje visokog stepena homologije kako u DNK, tako i u proteinskim
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sekvencama. S obzirom da dele >41% slicnosti u DNK sekvencama i visok stepen homologije
proteina, prema pravilima ICTV-a, B. bronchiseptica fagi takode pripadaju rodu Yuavirus. Ovaj
rod je prema klasifikaciji iz 2015. godine oznacen kao Yuavirusi, po tipskom predstavniku
Pseudomonas fagu Yua. Ovaj fag poseduje genom veli¢ine 58,663 bp i sadrzi 64.3% GC parova, a
anotacijom genoma ovog faga utvrdeno je postojanje 78 gena. B. bronchiseptica fagi pokazuju
slicne karakteristike: veli¢ina genoma se kreé¢e od 59,779 do 62,030 bp, dok se zastupljenost GC
parova krece od 63,97 do 64,07%. Interesantno je primetiti da je GC% u genomim domacina
ove dve grupe faga, tj. kod tipskih predstavnika P. aeruginosa i B. bronchiseptica veoma sli¢an
(66.2 i 68.2%; izvor NCBI baza), a $to je vrlo blisko GC% faga. Broj gena kod B. bronchiseptica
faga krece se izmedu 79-82. Kao Sto je ranije naglaseno, Yua fag i B. bronchiseptica sifovirusa
pokazuju slican proteinski profil, tj. veli¢ina proteina glavnog kapsida i proteina repa ova dva
faga su veoma bliske.

Na osnovu ovih razmatranja jasno je da su B. bronchiseptica fagi medusobno sli¢ni, ali i
da pokazuju izvesnu slicnost sa Pseudomonas fagima iz roda Yuavirusa i to kako u pogledu
morfologije, tako i na nivou DNK sekvence i proteina. U vezi sa tim predlaze se klasifikacija faga

u rod Yuavirus, sa Cetiri nove vrste:

Bordetella virus LK3, sa tipskim predstavnikom Bordetella fag LK3; ovoj vrsti pripada i soj

Bordetela fag CN1

Bordetella virus CN2, sa tipskim predstavnikom Bordetella fag CN2;

Bordetella virus MW?2, sa tipskim predstavnikom Bordetella fag MW?2 i

Bordetella virus FP1, sa tipskim predstvanikom Bordetella fag FP1.
Brojni rezultati komprativne genomike bakterija pokazali su da bakterije i njihovi virusi
koevoluiraju. Ovaj process je evidentan u slu¢aju patogenih bakterija, ¢iji genomi Cesto sadrze
brojne profage ili ostatke integrisanih faga. Mnogi od tih faga mogu da kodiraju faktore
virulencije i na taj nacin igraju znacajnu ulogu u patogenosti bakterija (Boyd, 2012; Wagner i
Waldor, 2002). Imajudéi u vidu ovu ¢injenicu, bilo je neophodno ispitati da li u genomima ovih
faga postoje geni koji mogu kodirati potencijalne toksine, pri ¢emu je LK3 uzet kao
reprezentativan fag. Analizom sekvenci sliénih potencijalnim egzotoksinima zasnovanom na

homologiji domena toksna, upotrebom DBETH softvera, utvrdeno je postojanje nekoliko
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proteina koji bi mogli da uti¢u na patogenost bakterije. ORF4, ORF9 i ORF40 pokazuju veliku
slicnost sa kolera enterotoksinom (< 2E-21). DBETH softver prepoznaje ove proteine kao
potencijalne toksine, dok BTXpred odbacuje pretpostvaku da ORF4 i ORF9 kodiraju potencijalne
toksine, a ORF40 prepoznaje kao potencijlani egzotoksin (predikcija preko SVM dipeptida).
Sagledavanjem rezultata dobijenih analizom sekvenci sli¢nih potencijalnim egzotoksinima,
koja je zasnovana na homologiji same sekvence toksina (blastP) evidentno je preklapanje, u
manjoj ili vecoj meri, sa nekolicinom potencijalnih toksina. Interesantne podatke su pokazali
ORF2. i ORF3. Pre svega, produkt ORF2 pokazuje slicnost sa kanalnim proteinom, koji spada u
hemolizin Il familiju proteina (E=1,9). Medutim, analiza ovog proteina kako u DBETH, tako i u
BTXpred softveru odbacuje pretpostavku da ovaj protein ima direktnu vezu sa kodiranjem
potencijalnih toksina. Produkt ORF3 pokazuje sliénost sa enzimom kolagenazom vrste
Hathewaya histolytica (E=0,17) i DBETH softver ga prepoznaje kao potencijalnog toksina, dok
BTXpred odbacuje pretpostavku da ovaj protein moze imati funckciju toksina. Veliki broj
proteina (ORF9, 14, 17, 27, 28, 33, 34, 37, 48, 54, 64, 69, 72, 74 i 77) pokazuje sli¢nost sa
proteinima efluksnih pumpi i sekretornih kanala razlicitih vrsta bakterija. Efluksne pumpe su
proteinski transporteri smesteni u citoplazmatskoj membrani, ¢ija funkcija je ispumpavanje
toksiénih ,olekula, kao Sto su antibiotici, van ¢elije. Na taj nacin se spre¢ava njihova akumulacija
u Celiji. Efluksne pumpe su odgovorne za promene koje se javljaju u osetljivosti na antibiotike,
obic¢no tako Sto bakterije koje su bile osetljive (S) na odredeni antibiotik postaju intermedijerno
osetljive (1), dok bakterije koje su bile intermedijerno osetljive postaju rezistentne (R) (Zhong et
al, 2013). S obzirom na to da ove pumpe predstvaljaju jedne od glavnih mehanizama antibiotske
rezistencije kod bakterija, rezultati pretrage ukazuju na potencijalnu umesanost faga u
rezistenciju bakterija na antibiotike (Poole, 2007; Soto, 2013). Putem mehanic¢kog u¢enja DBETH
softver prepoznaje ORF42 kao toksin nepoznate funkcije vrste Yersinia pseudotuberculosis
(E=0,0 1=81,5; Q.C.=73), dok je ORF59 identifikovan kao potencijlani leukocidin vrste Vibrio sp.
(E=9,4; 1=28,1; Q.C.=84). Oba proteina su prepoznata od DBETH programa kao potencijalni
toksini, dok BTXpred potvrdio potencijalnu ulogu toksina za ORF59 predikcijom na nivou SVM
dipeptid i SVM aminokiselinskog sastava. lako rezultati ove pretrage ukazuju na mnogostruku

ulogu faga u patogenosti bakterije B. bronchiseptica, ne treba izgubiti iz vida ¢injenicu da vecina
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sekvenci slicnih nekom od toksina pokazuje veliku E vrednost, koje ne zadovoljavaju kriterijum
sliénosti zbog ¢ega je potrebno dodatno potvrditi njihovu funkciju.

Rezultati ovog istraZzivanja ukazuju na mogucu ulogu faga u hemolizi i citotoksi¢nosti
vrste B. bronchsieptica, kao i ulogu u rezistenciji na antibiotike . Pored toga, rezultati ukazuju na
koje proteine kod B. bronchiseptica faga LK3 bi trebalo obratiti vecu paznju u buduéim
istrazivanjima. Isto tako, treba imati u vidu da je za preko 50% pretpostavljenih proteina
utvrdena potencijalna veza sa toksinima u BTXpred, dok DBETH na osnovu mehanickog ucenja
pokazuje pozitivne predikcije toksina za ¢ak 96,6% ispitivanih proteina. Ovo ujedno ukazuje na
nedostatke oba softvera, ali se baze podataka stalno dopunjavaju i potrebno je ponoviti
predikcije toksina nakon odredenog vremena, tj. kada se baze dopune. Ne treba izgubiti iz vida
ni ¢injenicu da su oba softvera zasnovana na pretrazi baze gena humanih patogena, kao i to da
je pretraga ogranicena na egzotoksine i da u tom slucaju drugi faktori virulencije nisu uzimani u
obzir.

Konacno, rezultati dobijeni biosoftverskim istrazivanjima ukazuju na mogucnost da B.
bronchiseptica fag LK3 ima ulogu u patogenosti svog domacdina B. bronchiseptica i mogu pruZziti
dobru polaznu tacku za dalja istrazivanja. Iz navedenih razloga vrSena su dalja istrazivanja uloge

ovih faga u lizogenoj konverziji bakterija.

6.11. INTEGRACIA FAGA | LIZOGENA KONVERZIJA BAKTERUE

Integraza je enzim koji kataliSe rekombinaciju tj. direkcionu reakciju DNK razmene
imedu kratkih, ciljnih sekvenci, odnosno att (atachment) mesta faga (attP) i att mesta bakterije
(attB). Integraze su na osnovu katalitickog modula grupisane u dve velike familije: tirozin
rekombinaze i serin rekombinaze. Tirozin familija integraza, kao Sto je integraza lambda faga,
koriste kataliticki tirozin u se¢enju lanca i prepoznaju dugacke attP sekvence. Ove rekombinaze
zahtevaju prisustvao drugih proteina kodiranih od strane faga ili bakterije domacina. Integraze
iz serin familije su vece i koriste kataliticki serin za seCenje lanca. Ovi enzimi prepoznaju kratke
attP sekvence i ne zahtevaju bakterijske kofaktore. Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da integraze B.
bronchiseptica faga pokazuju veliki procenat slicnosti u DNK sekvenci sa integrazom
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okarakterisanog Pseudomonas Yua faga, najverovatnije je da ovi enzimi pripadaju istoj familiji
rekombinaza. Ceyssens i sar. (2008) su utvrdili da se integraza Pseudomonas Yua faga po svojim
karakteristikama znacajno razlikuje od integraza iz familije serin i tirozin rekombinaza, sto
ukazuje da integraze B. bronchiseptica faga mogu posedovati slicne karakteristike.

Posto inficiraju bakteriju, umereni fagi, u zavisnosti od uslova sredine, ulaze u liticki ili
lizogeni ciklus koji je pracen integracijom faga na odredeno mesto u bakterijskom genomu.
Ovakav fag je oznacen kao profag i kao takav nastavlja da perzisitira u latentnoj formi, koja ne
dovodi do éelijske smrti ili produkcije novih viriona. Profagi se zajedno replikuju sa bakterijskim
hromozomom, a lizogeno stanje se odrzava represijom litickih gena faga. Kod nekih umerenih
faga koji se integriSu u bakterijski genom zabeleZena je spontana indukcija i ulazak u liticki ciklus
u odsustvu vidljivih stresora (Lwof, 1952, Nanda et al, 2015). Jo$ jedna grupa faga su oni koji
formiraju pseudolizogene. Ovi fagi ne ulaze ni u liti¢ki niti lizogeni ciklus ve¢ njihov genom
perzistiraju u vidu epizoma kao neintegrisani i nereplikativni profagi (Miller i Ripp, 2001; Baes,
1971). Formiranje pseduolizogena najces¢e se deSava kada se bakterija nalazi u nepovoljnim
uslovima sredine, sa ograni¢enom dostupnos$éu hranljivih materija i sl. Kada se bakterija
ponovo nade u uslovima sa dostupnim hranljivim materijama, fagi mogu da se aktiviraju i
liziraju bakteriju (Miller i Day, 2008). Najpoznatiji primeri ovakvih faga su E. coli fag P1 iz familije
Myoviridae i Mycobacterium N15 fag iz familije Siphoviridae (Edlin i Bitner, 1977; Ravin et al,
2000). S obzirom da je u prethodnom poglavlju dokazano da B. bronchiseptica fagi poseduju
oba, gen za integrazu i gen za represor, jasno je da su u pitanju umereni fagi sa potencijalom za
uspostavljanje lizogene konverzije domacina. U radu je takode utvrdeno da LK3 fag B.
bronchiseptica moze da formira relativno stabilne lizogene osetljivih sojeva (ATCC 10580,
Bbchiot i Bbr3416). Naime, plazmidna i genomska DNK inficirane bakterije dale su ocekivani
produkt PCR metodom i time potvrdile infekcije sojeva fagom. Prisustvo genoma faga u
plazmidnoj DNK ukazuje na moguce formiranje pseudolizogena, ili pre na spontanu aktivaciju
litickog ciklusa i prisustvo replikativnih formi genoma faga u bakterijskim éelijama. RFLP
metodom dodatno je potvrdeno prisustvo genoma LK3 faga u bakteriji. U tu svrhu, koriSc¢en je

enzim Sall koji je izvrSio digestiju bakterijske DNK na velikom broju mesta, Sto se na gelu
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uocavalo kao smir, dok je DNK faga ostala netaknuta i na gelu se izvdvojila kao jedna znatno
veca traka.

Stabilnost bakterijskih lizogena prvenstveno zavisi od fizioloSkog stanja domadina. Da bi
doslo do prelasaka faga iz lizogenog u liticki ciklus neophodna je da se desi inaktivacija gena koji
kodiraju represor (Luo et al, 2012). Okidac¢ koji inicira prelazak faga u liticki ciklus najcesée je
povezan sa oStecenjem DNK domacina, koje izaziva indukciju faga, multiplikaciju i na kraju
bakterijsku lizu (Lwolf, 1953). Stabilnost B. bronchiseptica LK3 lizogena testirana je
kontinuiranim presejavanjem inficiranih sojeva i PCR proverom perzistencije infekcije. S
obzirom da su inficirani sojevi Bbchiot i Bbr3416 dali ocekivani produkt i nakon cetvrtog
presejavanja inficiranog soja, moze se zakljuciti da su ovi lizogeni stabilni. Za razliku od njih,
referentni soj ATCC 10580 inficiran fagom LK3 nije pokazao jednaku perzistenciju faga u celiji:
PCR metodom nije detektovan genom faga nakon trec¢eg presejavanja bakterije, Sto ukazuje da
LK3 fag ne formira stabilne lizogene. Uzimajuci u obzir ¢injenicu da B. bronchiseptica fagi
pokazuju veliki procenat slicnosti kako u morfoloskom, tako i u genetickom smislu sa Yua
fagom, pretpostvaljeno je da ce rezultati izolacije lizogena takode biti sli¢ni. Medutim, za razliku
od B. bronchiseptica faga za koji je pokazano da formiraju relativno stabilne lizogene, Ceyssens
i sar. (2008) nisu uspeli da izoluju stabilne lizogene P. aeruginosa PAO1 soja inficiranog Yua
fagom. Ovi autori su pokusali da PCR analizom i restrikcionom digestijom endonukleazama
utvrde prisustvo faga u kolonijama PAO1 soja, koje su izolovane iz mutnih plaka i koje su se
pokazale rezistenim na delovanje Yua faga. Nijedna metoda nije potvrdila prisustvo stabilnog
integrisanog ili neintegrisanog genoma faga u bakteriji. Sli¢ne rezultate, tj. bezuspesnu izolaciju
lizogenih bakterija dobili su i drugi autori za fage $JLO01 i Vibrio parahaemolyticus fage VP16T i
VP16C iz familije Siphoviridae (Lohr et al, 2005; Seguritan et al, 2003). Autori smatraju da Yua
integraza zahteva specificne fizioloSke uslove ili alternativhog domacdina za uspostavljanje
stabilnih lizogena (Ceyssens et al, 2008). Druga grupa autora dokazala je da neki sifovirusi, kao
$to su Staphylococcus epidermidis fagi H15 i CNPH82, mogu da formiraju stabilne lizogene, ali
podaci o ulozi ovih faga u patogenosti bakterije nisu detaljnije okarakterisani (Daniel et al,
2006). Stabilne lizogene takode formira jedan od najpoznatijih i najbolje okarakterisanih

sifovirusa, odnosno A fag (Santillan et al, 2004). Uzimajudéi u obzir iznete tvrdnje, kao i ¢injenicu
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da B. bronchiseptica fagi formiraju relativno stabilne lizogene, jasno je da ovi fagi ne mogu biti
primenjeni u terapijske svrhe. Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuditi da se LK3 fag
verovatno integriSe u bakterijski hromozom, ali se u nekim ¢elijama spontano multiplicira, zbog
¢ega se detektuje u plazmidnoj DNK. Nestabilnost lizogena ATCC 10580 i prisustvo pac mesta u
genomima B. bronchiseptica faga ukazuju na mogucu ulogu faga u horizontalnom transferu
gena izmedu bakterija. S obzirom da profagi gotovo uvek uti¢u na bakterijski fenotip, rezultati

ovog rada takode jasno ukazuju na ulogu B. bronchiseptica faga u lizogenoj konverziji.

6.12. PRODUKCIA BIOFILMA INFICIRANIH I NEINFICIRANIH B. bronchiseptica

Biofilmovi predstvaljaju kompleksne bakterijske zajednice pri¢vrs¢ene za neku povrsinu,
koje se sustinski razlikuju od slobodnozivecih planktonskih bakterijskih celija. Pocetak
formiranja biofilma podrazumeva adheziju planktonske celije za povrsinu, koja je praéena
formiranjem slozene strukture u kojoj su pojedinacne bakterijske celije okruzene
ekstracelularnim matriksom (Moorthy i Watnick, 2004; Tolker-Nielsen et al, 2000; Sauer et al,
2002). Uloga biofilma je vazna u patogenezi velikog broja bakterijskih infekcija i to posebno onih
sa hroni¢nim tokom, kao Sto su P. aerugionosa infekcije kod obolelih od cisti¢ne fibroze,
endokarditis i periodontitis (Costertzon et al, 1999; Parsek i Singh, 2003). Dobro je poznato da
je regulacija formiranja biofilma kod razlicitih bakterijskih vrsta zavisna od ekspresije razlicitih
povrsinksih struktura na celiji (O'Toole et al, 2000). Pored toga, specifi¢ni signalni putevi,
komunikacija medu ¢eijama biofilma, kao i dinamicki ekvilibrijum za koji se smatra da postoji
izmedu planktonskih ¢elija i onih u biofilmu, predstvaljaju vazne mehanizme odgovorne za
formiranje mnogih do sada proucenih biofilmova (Irie et al, 2004).

Potencijal roda Bordetella da formira biofilm opisana je od strane nekoliko autora. Prvi
podaci vezani za biofilm ovog roda odnose se na regulaciju biofilma putem dvokomponentnog
BvgAS sistema (Irie et al, 2004; Mishra et al, 2005). Prema Mishra i sar. (2005), najbolji uslovi za
formiranje i perzistenciju B. bronchiseptica biofilma na abioti¢kim povrSinama predstvaljaju pre
svega stati¢an rast i prisustvo intermedijernih koncetracija nikotinske kiseline (0.2-1.6 mM). Ovi

autori su takode istakli da Bordetella biofilmovi pokazuju izuzetnu otpornost na veliki broj
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antimikrobnih agenasa, ukljucujudi i one koji se koriste u medicini i veterini za leCenje infekcija
izazvanih bakterijama ovog roda. Kao i u sluéaju drugih biofilmova, ekstracelularna DNK i
egzopolisaharidi su vazni za formiranje biofilma kod B. bronchiseptica (Conover et al, 2011).
Sloan i sar. (2007) su ¢ak demonstrirali da divlji sojevi mogu da formiraju snazan biofilm na
nazalnom epitelu miseva, kao i to da ovi biofilmovi pokazuju strukturne karakteristike koje su
slicne biofilmovima drugih bakterija.

Rezultati formiranja biofilma dobijenih u ovoj studiji jasno ukazuju da svi ispitivani sojevi
vrste B. bronchiseptica formiraju biofilm. Pored toga, u ovoj studiji je analizirana produkcija
biofilma neificiranih i fagima inficiranih sojeva. Rezultati eksperimenta jasno ukazuju na
postojanje razlika u potencijalu formiranja biofilma izmedu inficiranih i neinficiranih B.
bronchiseptica sojeva i na ulogu faga u produkciji biofilma ove vrste. Naime, sve inficirane
bakterije su pokazale statisticki znac¢ajno vecu produkciju biofilma u odnosu na neinficirane.
Inficirani sojevi Bbchiot i Bbr3416 produkovali su ¢ak 2-4 puta vise biofilma u odnosu na
neificirane sojeve.

Rezultati ove studije ukazuju da B. bronchiseptica sojevi formiraju veoma adherentan
biofilm u uslovim u kojima se ekprimira Bvg+ fenotip. Pored toga, ispitivanjem pokretljivosti B.
bronchiseptica sojeva utvrdena je povecana pokrteljivost inficiranog Bbchiot/LK3 soja, koja
ukazuje na ulogu faga u inicijalnoj fazi formiranja biofilma. Naime, iako su prethodne studije
pokazale da je Bvg' faza neophodna u kolonizaciji respiratornog trakta (Akerlez et al, 1995;
Cotter i Miller, 1994; Merkel et al, 1998), a Bvg u prezivljavanju ove bakterije van domadina
(Cotter i Miller, 1997), Nicholson i sar. (2012) su utvdrili da je regulatorni mehanizam tokom
formiranja biofilma ove vrste rezultat ekspresije klasicnog Bvg- fenotipa pod uslovima u kojim
se inaCe eksprimira Bvg+ fenotip. Naime, ovi naucnici su otkrili da su flagele, inace
karakteristicne za Bvg- fazu, neophodne u inicijlnoj fazi formiranja B. bronchiseptica biofilma.

Novija istrazivanja o biofilmu B. bronchiseptica vezana su za molekularne mehanizme
regulacije biofilma. Signalni molekul bis—(3'—5')—cikliéni guanozin monofosfat je glavni regulator
velikog broja celijskih funkcija, ukljucuju¢i pokrteljivost, formiranje biofilma i virulenciju
bakterija. Proteini sa diguanilat-ciklaznim i fosfodiesteraznim domenom (skra¢. GGDEF i EAL

domen) moduliraju nivo c-di-GMP, sekundarnog glasnika. c-di-GMP nastaje sintezom od dva
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molekula GTP delovanjem enzima koji sadrze GGDEF domen, a degradira se posredstvom
enzima sa EAL domenom (Romling et al, 2013). Visoke koncentracije cGMP dovode do
formiranja biofilma, dok niske koncetracije favorizuju planktonski nacin Zivota. Tako npr.
pojacana ekspresija gena koji kodiraju enzime uklju¢ene u produkciju ili degradaciju c-di-GMP-a
dovode do statisticki znac¢ajog povecanja, odnosno smanjenja produkcije biofilma kod vrste B.
bronchiseptica (Sisti et al, 2013). S obzirom da je u genomu B. bronchiseptica faga detektovan
protein sa potencijalnom funkcijom diguanilat-ciklaze sa konzervativnim GGDEF domenom
(E=4e-%°), ovi rezultati ukazuju na moguéi mehanizam umesanosti faga u proces formiranja B.
bronchiseptica biofilma. Proteini sa GGDEF domenom detektovani su i u genomima srodonih
Pseudomonas faga, Yua i MP141, ali s obzirom da ne postoje podaci o stabilnim lizogenima koje
formiraju ovi fagi, njihova uloga u formiranju biofilma P. aeruginosa za sada je nepoznata
(Ceyssens et al, 2007; Bae et al, 2012). Studija iz 2013. godine ukazala je da plazmidom
posredovana ekspresija gena, koji kodriaju potencijalnu duguanilat-ciklazu, dovodi do
povecanja produkcije biofilma kod B. bronchiseptica, ali i do upotpunjavanja bioflim-defektnog
fenotipa kod P. fluorescens, kojima nedostaju geni za diguanilat-ciklazu (Sisti et al, 2013). Sli¢no
bakteriji B. bronchiseptica, mutantni soj B. pertussis kome nedostaje gen za diguanilat-ciklazu
pokazao je znacajno manju produkciju biofilma (Wan et al, 2009). Poznato je da B.
bronchiseptica kodira 4 hipoteticka proteina sa EAL, deset sa GGDEF domenom i pet koji sadze
oba domena, dok B. pertussis kodira pet sa GGDEF i ¢etiri hipoteticka proteina sa EAL domenom
(Sisti et al, 2013; Wan et al, 2009). Prisustvo nekoliko gena koji kodiraju proteine sa GGDEF ili
EAL domenom ukazuje na multigensku kontrolu c-di-GMP u procesu formiranja biofilma (Matto
et al, 2005). Vaino je naglasiti da pored molekularnih mehanizama regulacije biofilma i
pokretljivosti i drugi faktori kao Sto su hemaglutinin, fimbrije i proteini spoljasnje membrane itd.
igraju vaznu ulogu u formiranju biofilma vrste B. bronchiseptica. Naime, Irie i sar. (2004) su
potvrdili da filamentozni hemaglutinin i fimbrije doprinose boljem razvoju biofilma, dok
bifunkcionalna adenilta-ciklaza deluje ihibitorno na razvoj B. bronchiseptica biofilma. Druga
grupa autora (Cattelan et al, 2016) ukazuje na vaznost OmpQ proteina spoljasnje membrane u
formiranju B. bronchiseptica biofilma. Ovaj protein spada u porine, a eksprimira se pod uticajem

BvgAS sistema. Smanjena ekspresija OmpQ ne utice znacajno na kinetiku rasta i finalnu biomasu
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B. bronchiseptica u slucaju slobodnoziveéih bakterija. Isto tako, AompQ mutantni soj ne
pokazuje razlike u adheziji i ranim fazama formiranja biofilma. Medutim, delecijom ompQ gena
dolazi do znacajne redukucije sposobnosti B. bronchiseptica da formira zero biofilm.

Ta¢an mehanizam kojima B. bronchiseptica fagi doprinose boljem formiranju biofilma
kod inficiranih u odnosu na neinfcirane bakterije nije utvrden. Kao Sto je ve¢ ranije naglaseno,
jedan od najznacajnijih faktora neophodnih za formiranje biofilma jeste svakako ¢éelijska
pokretljivost, koja je neophodna u adsorpciji bakterija za povrsinu, ali i u disperziji bakterija u
ovom procesu (O’'Toole i Kolter, 1998). Kirby i sar. (1994) su opisali regulaciju biofilma
posredovanu fagima koja je detektovana kod vrste E. coli. Ovi autori su utvrdi da genom soja E.
coli K-12 poseduje kripticnog faga (CP4-57), koji sadrzi gene za funkcionalnu integrazu, ali mu
nedostaju geni za lizu Celije. lako profag nije direktno integrisan u bakterijski okvir Citanja,
isecanjem CP5-57 dolazi do pojacane ekspresije flagela tokom inicijalne faze formiranja
biofilma, koja dovodi do uspostvaljanja zajednice biofilma (Wang et al, 2009).

Na kraju, moguce je zakljuciti da B. bronchiseptica bakteriofagi posredno ucestvuju u
formiranju biofilma preko sinteze cGMP i povecavanja pokretljivosti bakterije putem lizogene

konverzije, a $to je neophodno potvrditi u buduéim istrazivanjima.

6.13. KINETIKA HEMOLIZE INFICIRANIH | NEINFICIRANIH B. bronchiseptica

Jedan od najvaznijih faktora virulcije vrste roda Bordetella jeste svakako bifunkcionalni
protein sa adenilat ciklaznom i hemolitickom aktivniséu (ACY). Ovaj polipeptid pripada familiji
RTX bakterijskih citolizina i citotoksina, a njegova funkcija je da kataliSe pojacanu produkciju
cAMP (ciklicnog adenozin monofosfata), koja je stimulisana kalmodulinom prisutnim u
eukariotskim celijama (Sakamoto i sar.1992; Issartel et al, 1991; Hewlett et al, 1989). Posledice
koje se javljaju usled intoksikacije ovim sekundarnim glasnikom jesu supresija normalnih
funkcija eukariotskih éelija, pre svega fagocita. In vitro ispitivanjima pokazano je da cAMP
izaziva niz toksi¢nih efekata koji ukljucuju inhibiciju fagocitoze, oksidativni stres i sposobnost

neutrofila da indukuju ¢éelijsku smrt u makrofagima (Confer i Eaton, 1982; Pearson et al, 1987
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Galgiani et al, 1988). ACY toksin je kalcijum-vezujuéi protein, a interakcije kalcijuma sa toksinom
dovode do znacajnih konformacionih promena, koje su neophodne za ulazak i delovanje toksina
unutar eukariotskih éelija (Hewlett et al, 1983). Ovaj toksin takode pokazuje i hemoliticku
aktivnost, tj. sposobnost da lizira eritrocite (Ehrman et al, 1991; Belallou et al, 1990). Weiss i
sar. (1983) su pokazali da su B. pertussis mutanti koji nemaju gen za ACY toksin izgubili
sposobnost hemolize eritrocita. Strukturni gen ACY toksina, cyaA je kloniran i sekvenciran od
strane Glaser i sar. (1988). Ovi naucnici su utvrdili postojanje homologije u sekvenci sa genom
za hemolizin vrste E. coli, dok su Betsou et al, (1995) pokazali da B. bronchiseptica i B. pertussis
dele 98% sli¢nosti u sekvenci cyaA gena koji kodira ACY toksin.

Kako bi ispitali da li dolazi do promene fenotipa bakterije nakon infekcije fagom, tacnije
povecanja hemoliticke sposobnosti, utvrdena je kinetika hemolize tokom 48 casa. lako vidljiva
razlika u hemolizi inficiranih i neinficiranih sojeva nije primecena na krvnom agaru, kinetika
ovog procesa je pruzila bolji uvid u ulogu faga u ovom procesu. Utvrdena je statistic¢ki znacajna
razlika u hemolizi ovcijih eritrocita izmedu inficiranog i neinficiranog referentnog soja 10580
nakon 48 h, dok znacajna razlika nije uo¢ena u hemolizi govedih i pacovskih eritrocita. Faktori
koji uti¢u na hemolizu kod B. bronchiseptica su ispitivani ranije u istrazivanju Akerley i sar.
(1992). Tada je utvrdeno da na hemolizu mogu uticati mnogi faktori, ukljuc¢ujuéi spoljasnje
faktore, pH, i kvalitet samih eritrocita. Kako su u ovom eksperimentu spoljasnji faktori i pH (oko
6) bili strogo kontrolisani, rezultati ukazuju da je odsustvo razlike u hemolizi pacovskih i govedih
eritrocita posledica razlike u osobinama eritrocita ili afinitetu hemolizina prema eritrocitima
razli¢itih Zivotinja.

Uzimajudéi u obzir prethodno iznete tvrdnje kao i ¢ninjenicu da gp2 pokazuje sli¢nosti sa
kanalnim proteinom, koji spada u hemolizin Ill familiju proteina, mozZe se pretpostaviti da fag
LK3 ima efekat na promenu hemoliticke aktivnosti referentnog ATCC 10580 B. bronchiseptica

soja.
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6.14. ANTIBIOGRAM INFICIRANIH | NEIFICIRANIH B. bronchiseptica

Terapija antibioticima predstavlja jednu od najvecih prednosti medicine 20. veka kojom
su mnoge infektivne bolesti stavljene pod kontrolu. Medutim, nekontrolisana upotreba i
povedana stopa razvoja bakterija rezistentnih na antibiotike predstavlja jedan od najvedih
problema s koijma se susre¢e savremena medicina. Brojne studije ukazale su na prirodne
mehanizme pomocu kojih bakterije postaju rezistentne na antibiotike, kao $to su mutacije i/ili
horizontalni transfer gena. Horizontalni transfer gena, koji se odigrava putem konjugacije,
transformacije i transdukcije, predstavlja mehanizam koji je najve¢im delom, mada ne i
isklju¢ivo, odgovoran za razvoj antibiotske rezistencije (Marti et al, 2014). lako je sticanje
antibiotiske rezistencije putem transdukcije demonstrirano kod klini¢ki relevantnih bakterija,
funkcionisanje samog mehanizma u prirodnim sredinama nije u potpunosti razjasnjeno. Postoji
nekoliko primera gde geni faga obezbeduju Gram negativnim bakterijama rezistenciju na
antibiotike: P1 i P22-sli¢ni fagi mogu biti nosioci gena koji kodiraju B-laktamazu kod E. coli i
vrsta roda Salmonella (Billard-Pomares et al, 2014; Schmieger i Schicklmaier, 1999).

Rezultati antibiograma dobijenih u ovoj studiji ukazuju da su B. bronchiseptica sojevi
uglavnhom osetljivi na antibiotike iz grupe tetraciklina, aminoglikozida, hloramfenikola,
karbapenema i fluorohinolona. Smanjena osetljivost B. bronshiseptica sojeva je zabeleZzena na
antibiotike iz grupe beta laktama, cefalosporina i makrolida, Sto je u saglasnosti sa rezultatima
drugih autora. U postojecoj literaturi dostupni su rezultati nekoliko studija antibiotske
rezistencije vrste B. bronchiseptica i molekularnih mehanizama. U ovim istrazivanjima,
osetljivost na antibiotike se najvisSe ispitivala na sojevima izolovanim od svinja, pasa i ljudi
(Hodges i Youns, 1984; Mengelers et al, 1989; Pedersen et al, 1970). Antimikrobni agensi koji se
najées¢e koriste u slucaju infekcija sa B. bronchiseptica su tetraciklini, ampicilin i
sulfametaksazol/trimetoprim. Medutim, brojne studije su pokazale da B. bronchiseptica
ispoljava rezistenciju na ampicilin, sulfonamide i streptomicin i da je ova rezistencija kodirana
genima na plazmidima (Terakado et al, 1973; Hedges et al, 1974; Shimizu et al, 1981; Graham et
al, 1982). Kadlec i sar. (2005) su ispitivali molekularnu osnovu rezistencije izolata poreklom od

svinja na trimetoprim, hloramfenikol i sulfonamid. Rezultati njihove studije su utvrdili
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postojanje klase 1 integrona sa dve genske kasete, jedna koja kodira rezistenciju na
sulfonamide i druga koja kodira rezistenciju na trimetoprim. Na vecini izolata geni za
rezistenciju su se nalazili na konjugativhom plazmidu, sem u slu¢aju jednog izolata gde su ovi
geni bili smesteni na bakterijskom hromozomu. Dodatno, smanjena osetljivost na B-laktamske i
cefalosporinske antibiotike usled produkcije B-laktamaza i smanjene propustljivosti membrane
za cefalosporine detektovana je kod velikog broja B. bronchiseptica izolata (Kadlec et al, 2004;
Kadlec et al, 2007; Burton et al, 1996). Kadlec i sar. (2007) opisali su efluksom-posredovanu
rezistenciju B. bronchispetica sojeva na nalidiksi¢nu kiselinu usled prisustva FloR ili CmIB1
eksportera, koji pored nalidiksi¢ne kiseline mogu da eksportuju i hloramfenikol.

Sekvencioniranje genoma velikog broja faga i bakterija dovelo je znacajnog razumevanja
uloge faga u Sirenju gena odgovornih za antibiotisku rezistenciju (ARG, eng. antibiotic resistance
genes). Nedavne metagenomske studije otkrile su da virusni metagenomi (viromi) miSeva
tretiranih antibiotikom, sadrze mnogo vise ARG-a u odnosu na netretirane kontrolne miseve
(Modi et al, 2013). Takode, veliki broj metagenomskih studija ukazao je na prisustvo i znacaj
ARG-sli¢nih gena u viromima aktivnog mulja, koji mogu biti u vezi sa rezistencijom na nekoliko
antibiotika ukljucujudi tetraciklin, ampicilin i bleomicin. Do sada je sekvencirano preko hiljadu
metgenoma koji su danas dostupni preko javnih platformi (Meyer et al, 2008; Markowitz et al,
2012). Rezultati dobijeni komparacijom 27 metagenomskih sekvenci pomoéu MG-RAST
platforme ukazali su na prisutnost velikog broja sekvenci tipa MGE (eng. mobile genetic
elements), ukljucujuéi i fage, medu mikrobnim zajednicama razli¢itog porekla (Meyer et al,
2008). Rezultati navedenih studija ukazuju na znacajnu ulogu faga u Sirenju antibiotske
rezistencije (Balcazar, 2014).

S obzirom da fagi predstavljaju vaine vektore koji uestvuju u genetskoj razmeni putem
generalizovane ili specijlizovane transdukcije, kao i to da se odredeni mobilni genetski elementi
mogu nadi u genomu faga, ali i da proteini samih faga mogu doprineti rezistenciji bakterije, u
ovom radu je analiziran antibiogram neinficiranih i fagima inficiranih sojeva. Kada je u pitanju
transdukcija, vazno je naglasiti da je generalizovana trandukcija zabeleZzena kako kod litickih,
tako i kod umerenih faga, dok je specijalizovana transdukcija karakteristi¢éna samo za umerene

fage (Balcazar, 2014). Ne treba izgubiti iz vida Cinjenicu da mehanizam pakovanja DNK faga je u
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vezi sa tipom transdukcije. Naime, fagi Ciji genomi poseduju lepljive cos krajeve ucestvuju u
specijlizovanoj transdukciji, dok fagi koji poseduju pac mesto i headfull mehanizam pakovanja
DNK ucestvuju u generalizovanoj transdukciji (Casjens i Glicrease, 2009). Pored toga, vazno je
istac¢i da je specijlizovana transdukcija u tesnoj vezi sa fenomenom lizogene konverzije. S
obzirom da B. bronchiseptica fagi poseduju pac mesto i headfull mehanizam pakovanja DNK,
postoji moguénost da ovi fagi ucestvuju u generalizovanoj transdukciji bakterije i to putem
prenosa gena sa referetnog soja B. bronchiseptica ATCC 10580 na druge sojeve osetljive na ove
fage. Naime, kao $to je ranije naglaseno, pojedini umereni fagi mogu da indukuju promene u
bakterijskom fenotipu, naj¢esée povecavajuéi njen fitnes, putem procesa koji se naziva lizogena
konverzija (Brabban i Callaway, 2005).

Rezultati analize antibiograma fagom inficiranih i neinficiranih B. bronchiseptica sojeva,
koris¢enjem disk-difuzione metode ukazuju na postojanje statisticki znacajnih razlika za cetiri
antibiotika: amoksicilin/klavulanska kiselina, ceftazidim, doksiciklin i
sulfametaksazol/trimetoprim. Naime, statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu inficiranog
(ATC10580/LK3) i neinficiranog (ATCC 10580) soja utvrdena je u osetljivosti na
amoksicilin/klavulansku kiselinu, doksiciklin i trimetoprim/sulfametaksazol, dok je razlika
izmedu inficiranog (Bbchiot/LK3) i neinficiranog (Bbchiota) bila statisti¢ki znacajna jedino u
slu¢aju osetljivosti na amoksiciln/klavulansku kiselinu i ceftazidim. S obzirom na to da su
rezultati MIC-a potvrdili razlike u rezistenciji na amoksicilin/klavulansku kiselinu (u slucaju
referentnog soja ATCC 10580) i ceftazidim (u slucaju Bbchiot soja) i s obzirom na to da inficirani
sojevi pokazuju intermedijarnu osetljivost na navedene antibiotike u odnosu na osetljive
neinficirane, jasno je da B. bronchiseptica fagi iz familije Siphoviridae doprinose bakterijskoj
rezistenciji na antibotike i to najverovatnije preko efluksnih pumpi i promene propustljivosti
Celije. Rezultati drugih autora takode ukazuju na znacajnu ulogu faga u antibiotskoj rezistenciji.
Naime, kod faga izolovanih iz otpadnih voda i reka otkriveno je real-time PCR metdom prisustvo
dva gena (blatemi blacrxv), koji kodiraju B-laktamaze i jednog gena (mecA), koji kodira penicillin-
vezujuéi protein (Parsley et al, 2010). U drugoj studiji koju su sproveli Marti i sar. (2014), gPCR
esejom virusne i bakterijske frakcije poreklom iz prirodne sredine potvrdeno je prisustvo visokih

koncentracija gena odgovornih za rezistenciju na B-laktamske antibiotike (blarem, blacrm i
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blasny) i antibiotike iz grupe fluorohinolona (gnrA, gnrB i gnrS) u gradskim i bolni¢kim otpadnim
vodama. Ovi autori su utvrdili i da gradske otpadne vode tretirane helirajuéim agensima, kao
Sto je EDTA ili natrijum-citrat, pokazuju znacajno povecanje kopija ARG u DNK sekvencama faga
u odnosu na netretirane uzorke (Colomer-Lluch et al, 2014).

Konacno, postojanje znacajnih razlika u antibiogramu izmedu inficiranih i neinficiranih B.
bronchiseptica sojeva, kao i prisustvo proteina koji su uvezi sa rezistencijom na antibiotike,
jasno ukazuje na mogucu ulogu faga u antibiotskoj rezistenciji ove bakterije. Dalja ispitivanja bi

trebalo usmeriti na mehanizam rezistencije i definisanje gena odgovornih za ovaj fenomen.

6.15. POKRETUIVOST PILIMA | FLAGELAMA, PRODUKCUA FIMBRUA |
LIKVEFAKCIJA ZELATINA INFICIRANIH | NEINFICIRANIH B. bronchiseptica
SOJEVA

Pokretljivost je u tesnoj vezi sa hemotaksijama, odnosno sposbnoséu bakterije da se
orijentiSe duz gradijenta nekog hemijskog agenasa (Josehans i Suerbaum, 2001). Kombinovana
pokretljivost i hemotaksije omoguéavaju bakteriji detekciju i iskoriséavanje nutrijenta, kao i
mogucnost kolonizacije novih nisa. Postoje nekoliko tipova kretanja kod bakterija, od kojih se
najcesce srecu kretanje pomocu flagella, trzajuce i klizeée kretanje (Conard et al, 2012). Bradley
(1980) je prvi opisao trzajuce kretanje kod bakterija ¢ija pokretacka sila je retrakcija pila. Ovaj
naucnik je pokazao da je retrakcija pila neophodna, kako za infektivnost nekih faga, tako i za
trzaju¢e kretanje bakterije. Postoji nekoliko tipova pila od kojih su najvazniji pili tipa IV i
fimbrije. Jedna od najvaznijih uloga ovih pila je adhezija i kolonizacija bakterija za povrsinu i
uloga u maturaciji biofilma.

Rezultati pokretljivosti pilima na 37 °C dobijeni u ovoj studiji ukazuju na smanjenu
pokretljivost kod dva inficirana soja, Bbchiot/LK3 i Bbr3416/LK3. S obzirom da pili predstavljaju
receptore za Yua-sli¢ne viruse sa kojima, kao Sto je ranije navedeno, B. bronchiseptica fagi dele
veliki procenat sli¢nosti, smanjena produkcija pila koja je zabeleZzena kod inficiranih sojeva moze
se objasniti zastitom profaga od infekcije drugim fagima, tj. superinfekcije. Iskljudivanje

superinfekcije predstavlja jedan od glavnih mehanizama gde postojeéi profagi blokiraju infekciju
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drugim fagom. Iskljucivanje superinfkecije moze biti posredovano represorima faga, ali postoje
slucajevi gde su fagi razvili represor nezavisni imuni sistem koji blokira superinfekcije (Hyman i
Abedon, 2010). Tako su npr. Heo i sar. (2007) ustanovili da P. aeruginosa umereni fagi D3112 i
MP22 zahtevaju prisustvo tip IV pila za bakterijsku infekciju, ali i da fag D3112 moze da blokira
infekciju drugog MP22 faga, dok MP22 fag nije mogao da blokira infekciju D3112 faga. Druga
grupa naucnika, Young i sar. (2014) utvrdili su postojanje proteina kodiranog fagima, koji
inhibira bakterijsku ATP-azu uklju¢enu u biogenezu i funkciju pila tipa IV. Drugadije rezultate su
dobili Karaolis i sar. (1999) koji su dokazali da se VPI# filamentozni fag prenosi izmedu sojeva
vrste Vibrio cholerae kodirajudi pile tipa IV koje mogu predstavljati receptore za druge fage.
Razlike u produkciji pila nisu detektovane u slucaju inficiranog i neinficiranog referentnog B.
bronchiseptica soja ATCC 10580. Ovakve rezultate, tj. odsustvo razlika u produkciji pila izmedu
ova dva soja, moguce je objasniti ¢injenicom da referentni soj formira nestabilne lizogene.
Pokazano je da inficirana bakterija (ATCC 10580/LK3) gubi faga ve¢ nakon treée subkultivacije.
Za izradu ovog eksperimenta koriséen je inficirani ATCC 10580/LK3 soj koji je nekoliko puta
presejan Sto dodatno potvrduje prethodno iznetu tvrdnju. Pored toga, rezultati produkcije
fimbrija dobijeni modifikovanom metodom sa kongo redom kod inficiranih i neificiranih B.
bronchiseptica sojeva ukazuju na postojanje razlika izmedu navedenih sojeva. S obzirom da je u
slu¢aju ATCC 10580/CN1 soja zabeleZena vecda produkcija fimbrija u odnosu na neinficirani soj, a
u slucaju Bbr3416/LK3 obrnuto (produkcija je bila vec¢a kod neinficiranog), moZe se pretpostaviti
da je regulacija ekspresije fimbrija regulisana aktivnim lizogenim procesom, tj. isecanjem faga iz
bakterijskog genoma u odredenim uslovima sredine.

Jedan od najrasprostranjenijih nacina kretanja kod bakterija je svakako kretanje pomocu
flagela, helikalnih propelera koji se pokrecu uz pomoé obrtnih rotacionih motora koji pokreéu
Celije (Chen et al, 2011; Jarrell i McBride, 2008). Razlikuju se dva tipa kretanja pomocu flagela-
plivajuce kretanje, gde se pojedinacne Celije kre¢u kroz tecni ili polutecni medijum i tzv. rojenje,
koje predstavlja koordinisano kretanje grupe celija kroz polute¢ni medijum (Gomez-Gomez et
al, 2007). Kretanje pomocu flagela predstavlja jedanu od klju¢nih karakteristika u patogenezi
mnogih bakterija, ukljuéujuéi Escherichia coli, Salmonella spp, Bordetella spp, Vibrio cholerae,

Helicobacter spp, Campylobacter jejuni, Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa,
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Borrelia burgdorferi i Treponema spp. (Josenhans and Suerbaum, 2002). Ranije se smatralo da
je jedina funkcija flagela kod bakterija omoguéavanje pokretljivosti. Medutim, mnogobrojne
studije su dokazale da flagele igraju vaznu ulogu u u mnogim procesima infekcije, kao sto su
adhezija, kolonizacija, formiranje biofilma i modulacija imunog sistema domacina (Duan et al.,
2013). Rezultati pokretljivosti flagela na 37 °C dobijenih u ovom radu ukazali su da se jedino u
slucaju inficirang soja Bbchiot/LK3 pokretljivost bakterije znacajno povecava. Uzimajuéi u obzir
ranije obrazlozene rezultate produkcije biofilma kod inficiranih sojeva, kao i Cinjenicu da su
flagele neophodne u inicijalnoj fazi formiranja biofilma vrste B. bronchiseptica (Nicholson et al,
2012), jasno je da kod nekih sojeva B. bronchiseptica fagi doprinose boljem formiranju biofilma
povecavajuci pokretljivost bakterija, tj. njihovih flagela. Najve¢a produkcija biofilma
detektovana u slucaju Bbchiot/LK3 najverovatnije je posledica i pojacane ekspresije ili
pokretljivosti postojecih flagela kod ovog soja. Nekolicina drugih studija takode je ukazala na
uticaj faga na sintezu i funkciju flagela kod pokretnih bakterija. Su i sar. (2009) su pokazalii da
lizogena konverzija vrste E. coli fagom Stx2 povedava pokretljivost inficirane bakterije. Ovi
autori su dokazali poveéanu transkripciju nekoliko gena koji u€estvuju u sintezi flagela kod
sojeva inficiranih fagima, ukazujudéi da takve celije sintetiSu vise flagela u odnosu na neinficirane
¢elije. Druga grupa autora, Chao i sar. (2014,) utvrdili su da filamentozni fag 327 vrste
Pseudoalteromonas izolovane iz Arktickog mora, dovodi do smanjenja rasta i tolerancije
bakterije na natrijum-hlorid i vodonik-peroksid s jedne, i povecanja pokretljivosti flagelama i
hemotaksija s druge strane. Jian i sar. (2013) su dokazali suprotan efekat filamentoznog
bakteriofaga SW3 na pokretljivost soja WP3 vrste Shewanella piezotolerans. Naime, isecanje
faga iz bakterijske DNK proizvodi pojac¢anu ekspresiju gena koji kodiraju lateralne flagele i
poja¢ano rojenje na polutecnoj podlozi na 4 °C. Ne treba izgubiti iz vida Cinjenicu da je je
pokretljivost kod B. bronchiseptica regulisana BvgAS transdukcionim sistemom, kao i to da je
pojacana pokretljivost inficiranog Bbchiot/LK3 soja zabeleZzena na 37°C, pod uslovim u kojima
se inace eksprimira Bvg+ fenotip Sto ukazuje na mogucu ulogu faga u modulaciji Bvg fenotipa.
Pojacana pokretljivost koja je detektovana kod inficiranog B. bronchiseptica Bbchiot/LK3 soja u
Bvg+ virulentnoj fazi ukazuje na znacaj faga u formiranju biofilma/uspostavljanju infekcije,

odnosno adheziji i kolonizaciji abiotickih i biotickih povrsina (Nicholson et al, 2012).
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Konacno, rezultati ovog rada ukazuju na mogucu umeSanost faga u pokretljivost,
ekspresiju Bvg fenotipa, a posredno i formiranje biofilma vrste B. bronchiseptica, adheziju i
kolonozaciju. Pored toga, utvrdeno je da nakon infekcije fagima dolazi do smanjenja broja
receptora, tj. pila na povrsinii éelije, najverovatnije u cilju sprecavanja superinfekcije drugim

slicnim fagima.

6.16. MOGUCNOST PRIMENE FAGA FAMILIJE Siphoviridae KAO ANTI - B.
bronchiseptica AGENASA

Na osnovu rezultata litickog spektra, efikasnosti formiranja plaka na alternativnim
homolognim domacdinima, liticke efikasnosti i efekta faga na biofilm jasno je B. bronchiseptica
fagi poseduju dobar antimikrobni potencijal. Ipak, zbog svoje umerene prirode nisu preporucljivi
za primenu u terapisjke svrhe, zbog cega je vaino ispitati moguénosti primene njihovih

endolizina u B. bronchiseptica kontroli.

6.16.1. INHIBICIJA RASTA BAKTERUE

Jo$ ranih 20-ih godina proSlog veka, naucnici su ukazali na potencijal primene
bakteriofaga u biokontroli patogenih bakterija, pre svega zbog njihove uske specifi¢nosti za
odredene bakterije, ali i efikasnog uklanjanja bakterija rezistenih na konvencionalne
antimikrone agense (Thomas et al, 2002; Zhang et al, 2010). Pored toga, bakteriofagi
predstvaljaju samoreplikujuée mikroorganizme cija je brojnost u nekom sistemu odrziva u
funkciji vremena, $to omogucéava kontinuiranu inhibiciju rasta bakterije (Mizoguchi et al, 2003).
lako postoji veliki broj studija koje pokazuju efikasnost faga u kontroli patogenih bakterija,
terapija fagima se u velikom delu sveta josS uvek ne primenjuje, a razlozi za to su mnogobrojni i
odnose se pre svega na nedovoljna saznanja vezana za biologiju faga (Chan et al, 2012; Viazis et
al, 2011; Merril et al, 1996; Eaton i Bayne-Jones, 1934). Zbog toga je potrebno identifikovati

uslove u kojima je moguéa njihova najuspesnija primena.
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B. bronchiseptica fagi su se pokazali veoma efikasnim u inhibiciji bakterijskog rasta.
Od ukupno pet ispitivanih faga, bakteriofag MW2 pokazao je najbolj efekat u inhibiciji i kontroli
rasta referentnog B. bronchiseptica ATCC 10580, s obzirom da je inhibirao bakterijski rast za ¢ak
99,7 %. Rezultati nisu iznenadujuci, s obzirom da je poznato da fagi izolovani iz otpadnih voda,
kao Sto je to slucaj sa MW2 fagom, pokazuju Sirok liticki spektar i specifiénost i infektivnost za
odredene bakterije (Hantula et al, 1991; Jensen et al, 1998; Khan et al, 2002). Uzimajuci u obzir
¢injenicu da na efikasnost terapije fagima mogu uticati razli¢iti faktori, pre svega multilicitet
infekcije (MOI) (Abedon, 2009), u ovoj studiji je ispitivana liticka efikasnost B. bronchiseptica
faga primenom nekoliko razli¢itih MOI-a (0,0001-10) kako bi se utvrdilo pri kojim vrednostima
MOIl-a se postize najbolji efekat faga u inhibiciji ove bakterije. Svi ispitivani fagi su pokazali
najbolju liticku efikasnost pri MOI 1, ali nijedan fag nije pokazao apsolutnu inhibiciju rasta, sto
ukazuje na mogucu integraciju faga u bakterijski genom (Broussard et al, 2013). Medutim, za
postizanje uspesnog terapijskog efekta fagima Abedon (2009) i Jin i saradnici (2012) smatraju da
je MOI 10 najbolji. Sli¢no su ustanovili i Knezevic i sar. (2011), koji su pokazali da P. aeruginosa
specifi¢ni fagi poseduju veoma dobru sposobnost inhibicije bakterijskog rasta pri vrednostima
MOI-a 1 i 10, pri ¢emu je nabolju liticku efikasnost pokazao & fag koji je redukovao ¢ak 95%
bakterijskog rasta. Ovi autori su preporucili da se liticka efikasnost faga procenjuje pri MOI 10.
Znacajno je spomenuti i rezultate koje su dobili Silankorva i sar. (2011) proucavajudi in vitro
inhibiciju rasta i efikasnost lize specificnih E. coli faga u stati¢kim i dinamickim uslovima (uz
konstantno mesanje). Ovi autori su utvrdili da su rezultati inhibicije rasta nakon 2 h tretmana
fagima bili veoma sli¢ni u slucaju MOI 0,1 i 1, s obzirom da su obe koncentracije faga pokazale
slican procenat redukcije bakterijskog rasta (45%). Oni su takode utvrdili da T1 fag bolje inficira
E. coli prilikom konstanotg mesanja bakterijske kulture i faga, isti¢u¢i da je razlog tome
najverovatnije bolji kontakt koji se uspostavlja izmedu faga i ¢elija usled mesSanja. Druga grupa
autora (Golding, 2011; Zeng et al, 2010) je ukazala na poseban znacaj MOl-a na terapijski ishod
u sluéaju primene umerenih faga u kontroli bakterija. Na najpoznatijem primeru lambda faga,
utvrdeno je da ograni¢ene hranljive materije i niske temperature favorizuju ulazak faga u
lizogeni ciklus (Arkin et al, 1998). Pored toga, poznato je da aktivnost integraze faga direktno

zavisi od koncentracije celijskih proteaza i MOI vrednosti: niske koncentracije proteaza i/ili
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visoke vrednosti MOI pojacavaju aktivnost integraze ¢ime se favorizuje ulazak faga u lizogeni
cklus. U suprotnom, tj. pri niskim MOI vrednostima, aktivnost integraze je svedena na minimum
zbog cega ne dolazi do integracije faga u genom bakterije, nego fagi ulaze u liticki ciklus
(Broussard et al, 2013). Uzimajuci u obzir Cinjenicu da su B. bronchiseptica umereni sifovirusi,
kao i lambda, manja liticka efikasnost koja je zabelezena pri ve¢cim MOI vrednostima (MOI 10),
najverovatnije je posledica integracije faga u genom domadina i ulazak u lizogeni ciklus.
Uzimajuéi u obzir rezultate litickog spektra, efikasnosti formiranja plaka na
alternativnim homolognim domacinima i liticke efikasnosti, jasno je B. bronchiseptica fagi
poseduju dobar antimikrobni potencijal. Ipak, ovi fagi su umereni, zbog ¢ega nisu preporucljivi
za primenu bez prethodne geneti¢ke manipulacije (npr. uklanjenje integraze, represora i drugih
gena) ili dobijanja spontanih obligatno litickih mutanata. Pored toga, u bududéim istrazivanjima
potrebno je prouciti mogucnost primene njihovih endolizina u kontroli B. bronchiseptica

infekcije.

6.16.2. EFEKAT FAGA NA B. bronchiseptica BIOFILM

Biofilmovi, kompleksne bakterijske zajednice bakterija, predstavljaju rezervoar
infekcije i kontaminacije u vodi za pi¢e, na medicinskim uredajima i u postrojenjima za
proizvodnju hrane (Kolter i Greenberg, 2006; Richards i Melander, 2009). Tradicionalne
fizicko/hemijske metode kao Sto su ispiranje, hlorisanje vode i UV dezinfekcija koriste se u
kontroli i uklanjanju biofilmova. Medutim, ove metode su Cesto neefikasne, a razlog tome je
razvijanje rezistencije bakterija unutar biofilma na tradicionalne dezificijense (Srinivasan et al,
2008) i konvencionalne antimikrobne agense (lto et al, 2009). Novije metode, kao S$to su
inhibicija kvorum senzinga (eng. quorum sensing), enzimska disrupcija biofilma i kombinovana
upotreba antibiotika i enzima predstavljaju obecavajuée metode u kontroli i uklanjanju
biofilmova (Yeon et al, 2009; Caro et al, 2009; Leroy et al, 2008; Ammons et al, 2011; Mikuniya
et al, 2007). Bakteriofagi takode predstavljaju jedan od pristupa kontrole i uklanjanju
formiranog biofilma (Knezevic i Petrovic, 2008; Azeredo and Sutherland, 2008; Harper and
Enright, 2011). Zahvaljujuéi svojim izuzetno malim dimenzijama (nanopartikule), bakteriofagi
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mogu da penetriraju unutar biofilma i inficiraju bakterije ili da produkuju enzime za degradaciju
egzopolisaharida (EPS), koji ¢ine zastitni matriks biofilma (Donlan, 2009; Hanlon et al, 2001).
Posebno su interesantni fagi izolovani iz otpadnih voda, koji su se u kombinaciji sa drugim
fagima pokazali efikasnim u prevenciji i suzbijanju biofilma na povrSinama katetera i drugih
medicinskih uredaja (Fu et al, 2010).

Rezultati inhibicije formiranja biofilma dobijeni u ovom radu ukazuju da B.
bronchiseptica fagi inhibiraju formiranje biofilma u relativno visokom procentu. U zavisnosti od
multipliciteta infekcije, procenat inhibicije formiranja biofilma kretao se od 60 % do preko 90 %.
S obzirom da je ranije dokazano da lizogena konverzija B. bronchiseptica LK3 fagom dovodi do
povecanja formiranja biofilma, visok procenat inhibicije fromiranja biofilma zabelezen u ovom
eksperimentu verovatno rezultat lize celije od strane faga, pre nego integracije faga u
bakterijski genom. Ne treba izgubiti iz vida Cinjenice da je sposobnost inhibicije formiranja
biofilma ispitana samo na referentnom soju, koji formira nestabilne lizogene, kao i to da je
efekat faga na formiranje biofilma ispitivan nakon 24 h, dok je produkcija biofilma kod
inficiranih éelija ocitavana nakon 48 h (Conover et al, 2011), kada B. bronchiseptica formira zreo
biofilm, Sto mozZe objasniti razlike u rezultatima. Rezultati inhibicije formiranja biofilma su u
skladu sa rezultatima inhibicije rasta bakterije. Naime, najveéa inhibicija formiranja biofilma
zableZena je, kao i u slucaju ihibicije rasta bakterije, pri multiplicitetu 1 (MOI 1), a s obzirom da
apsolutna inhibicija formiranja biofilma nije zabeleZzena, moZze se pretpostaviti da je razlog tome
integracija faga u bakterijski genom. Sli¢no su ustanovili Knezevic i sar. (2011) koji su utvrdili da
P. aeruginosa specifi¢ni fagi inhibiraju biofilm ove vrste u relativno visokom procentu. Ovi autori
su takode istakli potencijal 6 faga u kontroli biofilma P. aeruginosa, s obzirom da je kod ovog
faga zabelezen visok procenat ihibicije biofilma (>95%). Interesantno je primetiti da su B.
bronchiseptica fagi pokazali nesto manji procenat inhibicije formiranja biofilma (70-80%) pri
najvecoj ispitivanoj vrednosti MOI (10), Sto ukazuje na mogucu integraciju faga u bakterijski
genom i ulazak u lizogeni ciklus u slucaju visih vrednosti MOl-a.

Rezultati redukcije formiranog biofilma od strane B. bronchiseptica faga su nesto
drugaciji. Naime, dobijeni rezultati ukazuju da fagi ispoljavaju slabiji efekat na ve¢ formirani

biofilm u odnosu na biofilm koji je u procesu formiranja. Interesantno je da je najveca
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efikasnost u uklanjanju formiranog biofilma zabeleZzena kod LK3 faga i to pri malim vrednostima
MOI-a (0,0001-0,1). Smanjeni procenat redukcije formiranog biofilma od strane faga moze se
objanisti ¢injenicom da sam biofilm po sebi predstavlja kompleksnu strukturnu zajednicu u kojoj
ekspresija gena, pa samim tim i receptora za fage, kvantitativno i kvalitativno razli¢ita u odnosu
na ekspresiju kod planktonskih ¢elija (Sutherland et al, 2004). VaZzna je i ¢injenica da su bakterije
u biofilmu manje metabolicki aktivne i da se nakon infekcije fagi pre integriSu u genom
bakterije, nego Sto vrSe njenu lizu. Takode, éelije u biofilmu su zastiéene matriksom, a u
genomu faga nisu detektovani geni koji kodiraju enzime za njihovu razgradnju. Kao sto je ranije
naglaseno, Irie i sar. (2004) su ukazali na znacaj pila u inicijalnim fazama formiranja biofilma,
iako sam mehanizam njihovog delovanja do sada nije objasnjen. S obzirom da B. bronchiseptica
fagi pokazuju veliki prcenat DNK sli¢nosti sa Pseudomonas fagom Yua, Ciji receptori su
bakterijski pili (Ceyssens et al, 2007), najverovatnije je da i B. bronchiseptica fagi takode koriste
ove povrsinske strukture u procesu adhezije za domadina. Uzimajudi u obzir Cinjenicu da su pili
znacajni samo u inicijalnim fazama formiranja biofolma, jasno je da je smanjena efikasnost faga
u redukciji formiranog biofilma najverovatnije posledica smanjene ekspresije pila u kasnijim
fazama formiranja biofilma. Bez obzira na manju efikasnost faga koja je detektovana u redukciji
biofilma u odnosu na procenat inhibicije formiranja biofilma, B. bronchiseptica fagi generalno
pokazuju zadovoljavajuéi efekat kada je u pitanju prevencija i kontrola rasta biofilma. Vazno je
napomenuti da na rezultate inhibicije i redukcije formiranog biofilma moZe uticati duzina
inkubacije bakterije. Naime, dobro je poznato da eDNK (ekstracelularna DNK) predstvalja vaznu
komponentu matriksa biofilma mnogih vrsta bakterija, koja vrsi razlicite funkcije, medu kojima
je najvaznija odrzavanje stabilnosti zrelog biofilma (Karatan i Watnick, 2009). Kada je u pitanju
produkcija eDNK u biofilmu vrste B. bronchiseptica, Conover i sar. (2011) su utvrdili da je
produkcija eDNK u biofilmu ove vrste zabelezena tek nakon 48 h inkubacije. Ova Cinjenica moze
objasniti relativno visok procenat inhibicije i redukcije biofilma koji je detektovan u ovom radu,
s obzirom da je duZina inkubacije bakterije u oba slucaja bila 24 h, a ne 48 h, kada dolazi do
produkcije eDNK.

Koriséeni fagi su umereni, Sto ih sa aspekta terapije ¢ini nepozeljnim. U cilju poboljsanja

efikasnosti faga u redukciji biofilma mogucée je genetickim manipulacijama ukloniti gene
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odgovorne za integraciju faga u bakterijski genom i lizogenu konverziju bakterije. Takode,
insercijama u genom faga moguce je integrisati gene od znacaja, kao $to su depolimeraze koje
razgraduju EPS u bakterijskom biofilmu. S tim u vezi, Lu i Collins (2007) su geneticki modifikovali
specifican E. coli T7 fag, zahvaljuju¢i ¢emu je ovaj fag dobio sposobnost produkcije enzima
depolimeraze i time je pojactana njegova efikasnost u uklanjanju biofilma. Druga grupa
naucnika, Zhang i sar. (2013) modfikovali su umereni PEf11 Enterococcus faecaslis fag delecijom
modula koji je sadrzao gene za lizogeni ciklus, pri ¢emu fag nije izgubio sposobnost da inficira
bakteriju. Znadajno je spomenuti i moguénost primene faga kao vektora u prenosenju
specificnih enzima, kao $to su funkcionalne DNK nukleaze. Ovi enzimi predstavljaju deo CRISPR-
Cas sitema (eng. clustered regularly interspaced short palindromic repeats), koji kad se prenesu
u genom bakterija rezistentnih na antibiotike dovode do gubitka rezistencije, pa samim tim i
zaustavljanja transfera gena za rezistenciju izmedu bakterija. Ovako genetski modifikovane
bakterije postaju osetljive na antibiotike (Kiro et al, 2014; Yosef et al, 2015). CRSIPR sistem ili
grupisani regulatorni kratki palindromski ponovci i CRISPR proteini predstvaljaju imuni ili zastitni
sistem prokariota protiv napada faga i nepozeljnih replikacija plazmida usled ulaska strane DNK
ili RNK. Ovaj obecavajuci sistem selektuje nukleinsku kiselinu na osnovu kratkih DNK sekvenci
(spejsera), koji postoje izmedu ponovaka u CRISPR sistemu. Transkribovani spejseri vode Cas
protein do homolognih sekvenci unutar strane nukleinske kiseline (protospejsera), koji se
potom cepaju i dolazi do gubitka funkcije proteina. U buduéim istraZzivanjima vazno je isptivanje
mogucnosti kombinovane upotrebe CRISPR-cas sistema i faga u antimikrobnoj terapiji.
Uzimajudéi u obzir iznete injenice, evidentno je da B. bronchiseptica bakteriofagi pokazuju
zadovoljavajuéi antibakterijski potencijal, koji bi uz odgovarajuce geneticke modifikacije mogao

biti iskoriséen kako u prevenciji, tako i u kontroli formiranog B. bronchiseptica biofilma.

6.16.3. In silico KARAKTERIZACIJA ENDOLIZINA

Prilikom infekcije bakterija, bakteriofagi moraju dva puta da produ peptidoglikansku
(PG) barijeru: prilikom ulaska u ¢eliju tokom infekcije i prilikom izlaska novosintetisanih viriona

iz ¢elije. U prvom slucaju dolazi do lokalne disrupcije PG od strane lizina koji se nalaze u sastavu
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viriona, kako bi se omogucio ulazak nukleinske kiseline u bakteriju. Endolizini su enzimi
bakteriofaga koji se sintetiSu na kraju replikacionog ciklusa. Oni omogucavaju oslobadanje
novoformiranih viriona putem procesa lize ¢elijskog zida bakterije (Borysowski et al, 2006). Bez
obzira na ¢injenicu $to su povrsinski lizini faga (u daljem tekstu lizini), pokazali veci stepen
termorezistencije i jonsku snagu, brojnim studijama je potvrdeno da endolizini poseduju mnogo
vedi liticki i antimikrobni potencijal (Rodriguez-Rubio et al, 2013). Tako npr. endolizin
Pseudomonas @KZ faga pokazuje i do osam puta veéu aktivnost u odnosu na lizin istog faga
(Briers et al, 2007; Briers et al, 2008).

S obzirom da se sekvence endolizina litickih, ali i umerenih faga i profaga mogu koristiti
kao izvor endolizina (Briers et al, 2015), u ovom radu je izvrSena parcijalna in silico
karakterizacija endolizina umerenih B. bronchiseptica faga iz familije Siphoviridae u cilju
razmatranja njegove moguée primene u kontroli bakterija. U literaturi postoje brojni primeri
endolizina umerenih faga, koji su pokazali dobru antibakterijsku aktivnost. Tako npr. endolizin
umerenog Lactobacillus helveticus ¢-0303 faga ima Sirok liticki spektar i efikasno ubija razlicite
vrste bakterija, prvenstveno termofilne laktobacile, pediokoke, Bacillus subtilis i Brevibacterium
linens (Deutsch et al, 2004). Znacajno je spomenuti i rezultate koje su dobili Lim i sar. (2014)
proucavajuci aktivnost endolizina umerenog Salmonella SPN9CC faga. Ovi autori su ukazali da
endolizin poseduje dobru aktivnost i moze da redukuje intaktne celije E. coli za 2 logaritma
tokom 1 h inkubacije pri koncentraciji od 300 pug/ml. Druga grupa autora, Wang i sar. (2008)
ispitivali su moguénost primene endolizina Lyb5, Lactobacillus fermentum umerenog faga
uPYBS5 u terapeutske svrhe. Lyb5 endolizin produkovan u E. coli je pokazao Sirok liti¢ki spektar
protiv Gram pozitivnih bakterija ukljuujuéi Staphylococcus aureus, kao i Gram negativnih
sojeva Salmonella Typhi, ¢ime su ukazali na moguénost primene endolizina faga koji inficiraju
Gram negativne bakterije kao antimikrobnih agenasa.

U prosloj deceniji, nekoliko endolizina faga koji inficiraju Gram pozitivne bakterije je
okarakterisano, a njihova primena u kontroli Streptococcus sp., Staphylococcus aureus i Bacillus
anthracis infekcija se pokazala veoma uspesnom (Loeffler et al, 2001; Nelson et al, 2001;
Schmelcher et al, 2012; Schuch et al, 2002). S obzirom da je B. bronchiseptica Gram negativna

bakterija, ne treba izgubiti iz vida Cinjenicu da je glavna prepreka u primeni endolizina u kontroli
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Gram negativnih bakterija njihova spoljasnja membrana. Ova bakterijska struktura je
nepropusna barijera za mnogo manje hidrofilne molekule od endolizina, Stiteci pri tom PG sloj
od liticke aktivnosti ovih enzima. Ipak, PG Gram negativnih bakterija je mnogo tanji u odnosu na
PG Gram pozitivnih bakterija i ako endolizini produ spoljasnju membranu, manje koncentracije
endolizina bi uspesno izvrsile degradaciju PG-a. Jedni od prvih koji su uspesno prevazisli ovu
prepreku bili su Gerstmans i sar. koji su 2016. godine patentirali Artilizin, proteinski-
modifikovan endolizin, koji prolazi kroz spoljasnju membranu i ubija celije putem degradacije
PG i dovodi do bakterijske lize. Ovi autori su bili prvi koji su pokazali da je efikasnost ubijanja
Gram negativnih bakterija putem endolizina jednako uspe$na onoj koja je zabelezena u slucaju
endolizina Gram pozitivnih bakterija.

Bez obzira na njihovu visoko konzervativnhu biolosku funkciju, endolizini pokazuju
varijabilnost, kada je u pitanju struktura, kataliticka specificnost i liticki potencijal (Callewaert et
al, 2011). Oni mogu imati globularnu ili modularnu strukturu, s tim da vecina endolizina faga
koji inficiraju Gram negativne bakterije poseduje globularnu strukturu sa transglikolazno-
muraliticCkom aktivnoséu (Fishetti, 2010; Walmagh et al, 2012). Rezultati in silico analize dobijeni
u ovom radu ukazali su da B. bronchiseptica bakteriofagi poseduju upravo takve endolizine,
globularne strukture sa transglikolazno-muralitickom aktivno$¢u. Pored toga, filogenetskim i
komparativnim strukturnim analizama sekvenci endolizina B. bronchiseptica bakteriofaga
utvrdeno je da endolizini svih testiranih faga poseduju veoma sliénu strukturu, koja se sastoji od
jednog kataliticki aktivnog domena (EAD- enzymatically active domain). Za razliku od
globularnih endolizina, koji poseduju samo jedan aktivni domen, modularni endolizini poseduju
dva domena- domen koji se vezuje za celijski zid (CBD- cell wall binding domain) i kataliticki
domen (EAD) (Schmelcher et al, 2012). Nekada se smatralo da svi endolizini faga koji su
specificni za Gram negativne bakterije pokazuju globularnu strukturu. Medutim, nekoliko
studija sprovedenih u poslednjih desetak godina ukazalo je da veliki broj faga koji inficiraju
Gram negativne bakterije poseduju modularne endolizine. Ovo ukazuje na veliki diverzitet ovih
enzima sa istom litickom aktivnos$cu (Briers et al. 2007a; Payne and Hatfull 2012; Walmagh et al.
2012). lako se do nedavno smatralo da modularni enzimi ispoljavaju bolju enzimsku aktivnost u

odnosu na globularne, pre svega zbog prisustva dodatnog PG vezuju¢eg domena koji drzi enzim
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u neposrednoj blizini PG-a, Oliveira i sar. su u svojoj studiji iz 2016. godine dokazali da
globularni endolizin Abgp46 izolovan iz Acinetobacter baumannii faga vB_AbaP_CEB1 iz familije
Podoviridae, ispoljava visoku antibakterijsku aktivnost. Ovaj endolizin pokazuje antibakterijsku
aktivnost na razli¢itim vrstama Gram negativnih bakterija, te autori ove studije preporucuju
njegovo koris¢enje u humanoj i veterinarskoj medicini.

Analizom sekvenci B. bronchiseptica endolizina utvrdeno je postojanje signalne peptidne
sekvence u sekvencama endolizina odabranih faga. Smatra se da je uloga ove signalne sekvence
u holin—nezavisnom eksportu endolizina. S obzirom da je u genomu B. bronchispetica faga
detektovana sekvenca koja kodira holin, tacna funkcija ovog proteina za sada nije utvrdena.
Jedna od pretpostavki je da postojeci holin doprinosi litickom procesu na taj nacin Sto ubrzava
sam proces lize i pojacava liticki efekat (Briers et al, 2011). U literaturi su dostupni podaci svega
nekoliko endolizina iz reda Caudovirales u kojima je detektovana signalna peptidna sekvenca
(Loessner et al, 1997; Sao-Jose et al, 2000). Tako npr. signalna peptidna sekvenca je prisutna u
slu¢aju endolizina faga vrste Oenococcus oeni i Lactobacillus plantarum faga @gle (Sao-Jose et
al, 2001; Kakikaw et al, 2000). Endolizin ovih faga zahteva funkcije bakterijskog sekretornog
sistema (Sec translokona) u cilju eksporta do PG-a. Posebno je interesantan slucaj sa
endolizinom E. coli faga P1, koji poseduje N-terminalnu SAR (eng. signal arrest release)
sekvencu. Ovim signalom, enzim se eksportuje do membrane gde najpre biva zarobljen i potom
procesuiran putem disulfidne izomerizacije, dok holin ovog faga sluzi kao okidac i aktivator
enzima u membrani (Xu et al, 2005).

Rezultati filogenetske analize, kao i sliénosti u DNK sekvenci, pokazali su da endolizini B.
bronchiseptica faga (CN1, CN2, LK3, MW?2 i FP1) pokazuju najvecu sliénost sa endolizinom Yua
faga (E<le-147). S obzirom da dele veliki procenat sli¢nosti u DNK sekvenci sa Yua fagom, nije
iznenadujuce Sto je struktura endolizina B. bronchiseptica faga dobijena in silico analizom
veoma sli¢na opisanoj strukturi endolizina Yua faga (Ceyssens et al, 2007). Rezultati analize
liticke kasete B. bronchiseptica faga ukazuju na postojanje Eetiri preklapajuéa gena koji kodiraju
endolizin, holin i dve subjedinice spanina (Rz i Rz1). Ovakva struktura liticke kasete je
karakteristicna za lambda, P22 fage i srodnog B3 faga (Young et al, 2000). Genomska lokacija

liticke kasete B. bronchiseptica faga nalazi se izmedu gena koji kodiraju proteine glave i onih koji
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kodiraju proteine repa. Poredenjem gena liticke kasete lambda faga sa genima Yua i B.
bronchiseptica faga utvrden je drugaciji raspored gena. Naime, kod B. bronchiseptica i Yua faga,
geni koji kodiraju spanine (Rz i Rz1) prethode endolizinu i holinu (Zhang i Young, 1999). S
obzirom da endolizin Yua faga nije detaljnije okarakterisan, tacan mehanizam delovanja
proteina ukljucenih u proces lize kod ovih faga ostaje nepoznat.

S obzirom da se dosadasnja primena endolizina faga Gram negativnih bakterija pokazala
uspeSnom, neophodna je dalja karakterizacija endolizina B. bronchiseptica faga koja pre svega
podrazumeva in vitro, a zatim i in vivo ispitivanje antimikrobnog potencijala endolizina. Ne
treba izgubiti iz vida cinjenicu da izuzetno male razlike u sekvencama endolizina mogu
uzrokovati velike razlike u litickoj aktivnosti istih (Briers et al, 2007). S obzirom na detektovane
razlike u primarnoj strukturi endolizina pet B. bronchiseptica faga, potrebna su dalja
istrazivanja, kako bi se utvrdilo koji od njih poseduje najbolji anti-Bordetella bronchiseptica

efekat.
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7. ZAKLJUCCI
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U ovom radu je primenom referentnog B. bronchiseptica ATCC 10580 soja kao domacina

izolovano ukupno 29 B. bronchiseptica specifi¢nih faga iz 66 uzoraka voda razli¢itog porekla.

Izolacija je bila najuspesnija pre svega iz komunalnih otpadnih voda, ribnjaka, voda poreklom iz

jezera, mocvara, potoka i irigacionih kanala, dok je najmanji broj pozitivnih uzoraka zabelezen iz

zZivotinjskih pojila. Ni jedan bakteriofag nije izolovan iz otpadnih voda svinjarskih farmi. S

obzirom na to da su B. bronchiseptica fagi po prvi put izolovani iz povrsinskih voda i da je

njihovo poreklo visestruko potvrdeno klasi¢nim i molekularno-bioloskim metodama (termickom

obradom uzorka, PCR i RFLP metodom), jasno je da su fagi specifi¢ni za ovu vrstu prisutni u

spoljasnjoj sredini. Na osnovu dobijenih rezultata i u skladu sa postavljenim ciljevima mogu se

izvesti slededi zaklucci:
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Liticki spektar faga na homolognim domacinima je bio uzak i umeren, s obzirom na
to da su fagi inficirali 3 do 5 od ukupno 12 sojeva B. bronchiseptica. Liticki spektar
faga se razlikuje na 25 i 37 °C, pri ¢emu se na prvoj temperaturi razlikuje Sest liti¢kih
grupa, a na drugoj tri liticke grupe faga. Siri spektar lize na 25 °C u skladu je sa

poreklom faga iz spoljasnje sredine.

Efikasnost formiranja plaka (EOP) na homolognim alternativnim domacinima vecine
faga je bila niza u odnosu na originalnog domadina (EOP 0,001 do 0,1). Znacajan broj
faga je pokazao jednaku EOP na originalnom i dva alternativna domadina, dok je EOP
nekih faga bila veca na alternativnim domacinima (EOP 10). Fagi su pokazali

zadovoljavajuéu efikasnost formiranja plaka na osetljivim alternativnim domacdinima.

Kriva multiplikacije CN1 faga je ukazala da se svega nekoliko faga oslobodi po
jednom ciklusu: duplo vise faga se oslobodi na 37 °C (oko 13) u odnosu na 26 °C (oko
6). Razlike u rezultatima se mogu objasniti nepovoljnijim uslovima za rast domacina
na 26 °C, a kriva multiplikacije ukazuje da fagi u eksperimentalnim uslovima ulaze u

lizogeni, a ne u liticki ciklus.

Na osnovu rezultata transmisione elektronske mikroskopije faga, izolovani B.

bronchiseptica fagi poseduju relativno uniformne morfoloske karakteristike (B2
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morfotip) i svi pripadaju familiji Siphoviridae. Rezultati stoga predstavljaju prvu

karakterizaciju B. bronchiseptica specifi¢nih faga iz familije Siphoviridae.

5. Restrikciona digestija genomske DNK faga, ukazala je da su B. bronchiseptica fagi u
genetickom smislu relativno sli¢ni, a varijacije RFLP profila ukazale su na klonalnu
razliCitost vecine ispitivanih faga. Fragmenti dobijeni restrikcionom digestijom DNK
faga, primenom EcoRV enzima, ukazuju na postojanje pac mesta u genomu faga i na
pakovanje DNK u kapsid “headfull” mehanizmom. S obzirom na to da su fagi sa
ovakvim nacinom pakovanja DNK odgovorni za generalizovanu transdukciju,
ispitivani fagi imaju ograni¢enu upotrebnu vrednost kao anti- B. bronchiseptica

agensi.

6. Sekvence genoma odabranih faga (CN1, CN2, LK3, MW2 i FP1) potvrdile su slicnost
izolata, kao i to da fagi poseduju dvostruku linearnu DNK sa veli¢cinom genoma koja
se kre¢e od 59.779 do 62.030 bp. Procenat zastupljenosti GC parova kretao se
izmedu 63,97 % i 64,07 %, dok je broj kodirajucih sekvenci u genomima izmedu 79 i
82. U genomima svih sekvenciranih faga utvrdeno je prisustvo gena koji kodiraju

integrazu i represor, Sto potvrduje umerenu prirodu ovih faga.

7. Metodama komparativne genomike utvrdeno je da su B. bronchiseptica fagi CN1,
CN2, LK3, MW2 i FP1 medusobno veoma sli¢ni na nivou DNK sekvence, ali i da
pokazuju znacajnu slicnost sa Pseudomonas fagima iz roda Yuavirusa. Na osnovu
analiza i utvrdene razlike u DNK sekvencama genoma ovih faga (<95% sli¢nosti)
predlaze se klasifikacija B. bronchiseptica faga u rod Yuavirus, sa Cetiri nove vrste:
Bordetella virus LK3 (sa sojevima Bordetella fag LK3 i Bordetella fag CN1, koji dele
96% genomske sekvence), Bordetella virus CN2, Bordetella virus MW2 i Bordetella

virus FP1.

8. PCR metodom utvrdeno je prisustvo genoma faga kako u genomskoj, tako i u
plazmidnoj DNK inficiranih bakterija. PCR i RFLP metodom je utvrdeno da LK3 fag B.
bronchiseptica moze da formira relativno stabilne lizogene osetljivih sojeva. Inficirani

sojevi Bbchiot/LK3 i Bbr3416/LK3 dali su ocekivani produkt i nakon Sestog
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10.

11.

presejavanja inficiranog soja, dok je lizogeni status ATCC 10580 soja izgubljen nakon
drugog presejavanja. Ovi podaci ukazuju na umerenu prirodu bakteriofaga i
moguénost formiranja nestabilnih i stabilnih lizogena, u zavisnosti od inficiranog
soja. Dobijeni rezultati su od izuzetne vaZznosti sa aspekta lizogene konverzije B.

bronchiseptica.

Proteinski profil faga CN1, CN2, LK3 i MW?2 je sli¢an, sa 8 karakteristicnih traka i
glavnim proteinom kapsida veli¢ine oko 33 kDa. Ovo je jo$ jedna potvrda da su
ispitivani fagi veoma srodni. Rezultati su u skladu sa morfologijom i karakteristikama
genoma faga, ali i sa proteinskim profilom Pseudomonas faga Yua, sa kojima B.

bronchiseptica fagi dele veliki procenat DNK sli¢nosti.

B. bronchiseptica fagi pokazuju visok stepen otpornosti na nepovoljne uslove
sredine. Oni zadrzavaju infektivnost pri Sirokom temperaturnom (4 — 65 °C) i pH
opsegu (3-11) u toku 30 minuta. Bakteriofagi CN2 i LK3 ostaju stabilni pri
temperaturi pasterizacije (65 °C, 30 min), dok su svi ispitivani fagi (CN2, LK3, MW2 i
FP1) pokazali dobru stabilnost pri gotovo svim testiranim pH vrednostima, sa
izuzetkom pH 1,5. Ove karakteristike su od izuzetne vainosti sa aspekta
temperaturnog tretmana namirnica (pasterizacija) i dezinfekcije sredstvima
baziranim na kiselinama, u postrojenjima sa namirnicama poreklom od Zivotinja. S
obzirom na to da se u ovim uslovima fagi ne inaktiviraju u potpunosti, omoguéeno je
Sirenje virulencije i lizogena konverzija novih domadina. Bakteriofagi su pokazali
visok stepen stabilnosti u veoma Sirokom opsegu koncentracija NaCl-a (i do 7,5-10
%) i uree (do 7,5 M). S obzirom na visok stepen rezistencije na nepovoljne uslove
sredine, ispitivani fagi mogu posluziti kao model virusi pri ispitivanju virucidnog

efekta razlicitih agenasa.

Analiza proteinskih sekvenci na osnovu genoma LK3 faga, pokazala je da su produkti
ORF4, ORF9 i ORF40 slicni kolera enterotoksinu (E=4,8e-21; E=1e-13; 1,3e-130).
Drugi proteini pokazali su sliénost sa odgovaraju¢im egzotoksinima, Sto ukazuje na

mogucu ulogu LK3 faga u hemolizi, citotoksi¢nosti, metabolizmu lipida vrste B.
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13.

14.

15.

bronchsieptica, kao i ulogu u rezistenciji na antibiotike (ORFs 2, 3, 24, 67, 17, 18, 25,
28,33,37,48,64,69,72,74i77).

Znacajna razlika u hemolizi ovcijih eritrocita utvrdena je izmedu inficiranog i
neinficiranog soja B. bronchiseptica ATCC 10580, dok znacajna razlika nije uo¢ena u
hemolizi govedih i pacovskih eritrocita. Ovi podaci ukazuju na doprinos faga

hemoliti¢koj aktivnosti B. bronchiseptica.

Utvrdena je statisticki znacajna razlika u osetljivosti inficiranih i neinficiranih sojeva
bakterija na dva antibiotika: veéa rezistencija na amoksicilin/klavulansku kiselinu
detektovana je kod inficiranog ATCC 10580/LK3 u odnosu na neinficirani ATCC 10580
soj, dok je soj Bbchiot/LK3 pokazao vecu rezistenciju na ceftazidim u odnosu na
neinficirani soj Bbchiot. Rezultati ukazuju na ulogu faga u antibiotskoj rezistenciji B.
bronchiseptica, $to je na osnovu umerene osetljivosti i sekvence genoma

najverovatnije posledica efluksnih sistema kodiranih genomom faga.

Inficirani Bbchiot/LK3 soj je pokazao znacajno vecu zonu flagelarne pokretljivosti, t;.
plivaju¢eg kretanja, u odnosu na neinficirani Bbchiot soj. S druge strane,
pokretljivost pilima bila je manja kod dva inficirana soja (Bbchiot/LK3 i Bbr3416/LK3)
u odnosu na neinficirane. Statistic¢ki znacajna redukcija kongo-crvenog uocena je kod
dva soja: inficirani ATCC 10580/CN2 soj je vise redukovao boju u odnosu na
neinficirani soj ATCC 10580, dok je suprotan slucaj zabeleZzen kod neinficiranog
Bbr3416 soja, koji je znatno viSe redukovao boju u odnosu na inficirani soj
Bbr3416/LK3. Ovo ukazuje na potencijalnu ulogu faga u procesima pokretljivosti

(flagele i pili) i adhezije i kolonizacije (fimbrije).

Bakteriofagi imaju ulogu u povecanju produkcije biofilma vrste B. bronchiseptica.
Statisticki znadajano veéi potencijal u formiranju biofilma nakon 24 h i 48 h
inkubacije pokazale su sve tri inficirane bakterije (ATCC 10580/LK3, Bbchiot/LK3 i
Bbr3416/LK3) u odnosu na neinficirne. Takode, u genomu B. bronchiseptica faga
detektovan je gen za diguanilat-ciklazu, za koju je prethodno utvrdeno da utice na

formiranje biofilma.
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Bakteriofagi su pokazali veoma dobru liticku efikasnost na originalnom domacinu, pri
¢emu je MW2 fag pokazao najbolju inhibiciju rasta bakterije (inhibirao je 99.7%

bakterijskog rasta).

Inhibicija formiranja biofilma i efekat faga na formirani biofilm bile su znacajne
primenom B. bronchiseptica faga na originalnom domacinu. Najbolji efekat na
formiranje biofilma pokazao je fag CN2, koji je inhibirao oko 92 % bakterijskog rasta
u okviru biofilma, dok je LK3 fag redukovao oko 80 % formiranog biofilma. Najbolja
inhibicija rasta bakterije i najbolji efekat faga na formiranje i formirani biofilm
zabeleZen je pri MOI 1, ali apsolutna inhibicija rasta nije zabeleZena. Ovo ukazuje na
mogucu integraciju faga u genom bakterije i odsustvo lize pri veéim vrednostima
MOI. Bakteriofagi su pokazali zadovoljavajuéi antibakterijski potencijal na
originalnom domadinu, najverovatnije zbog nestabilnosti lizogena. Ovo bi moglo biti
iskoriséeno kako u prevenciji, tako i u kontroli formiranog B. bronchiseptica biofilma,

ako bi se fagi geneticki modifikovali u cilju sprecavanja integracije u genom.

In silico parcijalna karakterizacija endolizina pet B. bronchiseptica faga (CN1, CN2,
LK3, MW2 i FP1) ukazuju da su u pitanju enzimi globularne grade sa transglikolazno-
muralitickom aktivnoséu. Takode, endolizin ispitivanih faga poseduje signalnu
peptidnu sekvencu, $to ukazuje na holin-nezavisan transport endolizina u procesu
lize. Endolizini ispitivanih faga imaju potencijalnu antimikrobnu aktivnost i potrebno

ih je dalje ispitati.

Detektovane promene u fenotipu bakterije i nalazi genoma jasno ukazuju na ulogu faga

u lizogenoj konverziji bakterije. Dobijeni rezultati su od izuzetnog znacaja s obzirom da

predstavljaju prve podatke o ulozi faga u patogenosti vrste B. bronchiseptica, zbog Cega su

neophodna dalja istraZzivanja na ovom polju, a koja se pre svega odnose na mehanizme kojima

fagi uticu

na bakterijski fenotip. Pored toga, bakteriofagi su takode pokazali dobru liticku

efikasnost i efekat na biofilm na originalnom domacinu, Sto ih potencijalno, uz odredene

geneticke
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prisustvo gena za integraciju u bakterijski genom kod faga i prisustvo pac mesta koje ukazuje na
potencijal faga da vrSe generalizovanu transdukciju umanjuje njihovu upotrebnu vrednost.
Neophodno je u daljim istraZivanjima ispitati antimikrobnu aktivnost endolizina ovih faga u in
vitro i in vivo uslovima, a u zavisnosti od dobijenih rezultata sprovesti i odgovarajuée klinicke

studije.
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Prilog 9.4. Proteinske sekvence gena koji kodira glavni protein kapsida B. bronchiseptica faga

>gp59 [protein=major structural protein] Bordetella phage CN1
MSSVTLAESAKLAQDELVAGVIENIITYNRFFDVLPFDGIEGNSLAYNRENVLGDVINAGVGTTFSAAGAGKNPATFTRVNSNLTTIMGDAE
VNGLIQATRSGDGNDQTAVQIASKAKSAGRQYQNQLINGTGTNNEFAGLLQLVASGQTLTPQTNGQALSFEILDELMDRVVDKDGQVDY!I
TMHARTLRSYKALLRNLGGASINEVVELPSGAEVPAYSGVPIFRNDYIPTNQTQGNVSTATTIFAGTLDDGSRTHGIAGLTATTAAGIQVVDV
GESEDADEHIWRVKWYCGLALFSEKGLAAAPGITN

>gp61 [protein=major structural protein] Bordetella virus CN2
MSSVTLAESAKLAQDELVAGVIENIITYNRFFDVLPFDGIEGNSLAYNRENVLGDVINAGVGTTFSGAGAGKNPATFTRVNSNLTTIMGDAE
VNGLIQATRSGDGNDQTAVQIASKAKSAGRQYQNQLINGTGTNNEFAGLLQLVASGQTLTPQTNGQALSFEILDELMDRVVDKDGQVD
YITMHARTLRSYKALLRNLGGASINEVVELPSGAEVPAYSGVPIFRNDYIPTNQTQGSTSNATTIFAGTLDDGSRTHGIAGLTATTAAGIQVVD
VGESEDADEHIWRVKWYCGLALFSEKGLAAAPGITN

>gp58 [protein=major structural protein] Bordetella virus LK3
MSSVTLAESAKLAQDELVAGVIENIITYNRFFDVLPFDGIEGNSLAYNRENVLGDVINAGVGTTFSSAGAGKNPATFTRVNSNLTTIMGDAE
VNGLIQATRSGDGNDQTAVQIASKAKSAGRQYQNQLINGTGTNNEFAGLLQLVASGQTLTPQTNGQALSFEILDELMDRVVDKDGQVD
YITMHARTLRSYKALLRNLGGASINEVVELPSGAEVPAYSGVPIFRNDYIPTNQTQGNVSTATTIFAGTLDDGSRTHGIAGLTATTAAGIQVV
DVGESEDADEHIWRVKWYCGLALFSEKGLAAAPGITN

>gp60 [protein=major structural phage protein] Bordetella virus MW2
MSSVTLAESAKLAQDELVAGVIENIITYNRFFDVLPFDGIEGNSLAYNRENVLGDVINAGVGTTFSGAGAGKNPATFTRVNSNLTTIMGDAE
VNGLIQATRSGDGNDQTAVQIASKAKSAGRQYQNQLINGTGTNNEFAGLLQLVAAGQTLTPQTNGQALSFEILDELMDRVVDKDGQVD
YITMHARTLRSYKALLRALGGASINEVVELPSGAEVPAYSGVPIFRNDYIPTNQTQGSTSNATTIFAGTLDDGSRTHGIAGLTATTAAGIQVVD
VGESEDADEHIWRVKWYCGLALFSEKGLAAAPGITN

>gp60 [protein=major capsid protein] Bordetella virus FP1
MSSVTLAESAKLAQDELVAGVIENIITVNRFFDVLPFDGIEGNSLAYNRENVLGDVINAGVGTTFSGAGAGKNPATFTRVNSNLTTIMGDAE
VNGLIQATRSGDGNDQTAVQIASKAKSAGRQYQNQLINGTGTNNEFAGLLQLVAGGQTLTPQTNGQALSFEILDELMDRVVDKDGQVD
YITMHARTLRSYKALLRNLGGASINEVVELPSGAEVPAYSGVPIFRNDYIPTNQTQGNVSTATTIFAGTLDDGSRTHGIAGLTATTAAGIQVV
DVGESEDADEHIWRVKWYCGLALFSEKGLAAAPGITN
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Prilog 9.5. Proteinske sekvence gena koji kodira proteinsku mernu traku duZine repa B.
bronchiseptica faga

>gp73 [protein=tail length tape measure protein] Bordetella phage CN1
MAEERIDIVITERGSRVVKRNLEDIGGSARKSAGGVDFLKNALKGLAAYVSTRELLGLMDTYTNLTNRLRATGLEAQNLTAVYRELLGVANST
RQSFEGTIELYARTAGAAKDLGVSSQELIDFTRSLNQAVALSGASATEAQAAMIQLSQGLAAGALRGEELNSVLEQTPIVADVIAKELGVTRG
QLRALGADGKITADIVLNAFKNAREELEERFGKSVPTVSQSFQILRNNLIDLVGGFDQATGVSAALSKALMFMANNLDTIAKLAISAAAGLAL
IGGTSSAINMATKAVLALNAAIAANPIGFLLVVLTSVITALTLFRDQIKLGSDEVTTLGDLMRAFGETVGAVFGAIWQWAKDTFGPLVDLIKD
WVGEVDISLVGILRFVAKAVDSYYGAWRGAIMAVIELFKSLPAVLGDLMTRALNVLLGKIGDFVNGAGRLLSTVTEFVGLGQIAAVDFKLTN
ENAGAAAELGKNVGKAFMDGFESTTFAQDFLEDRIKRAQEIGAERLRNQQTGEVDLTGSGSPRNVVDPNAAKEAQKLKDALDALIGSYDK
VWAAQQEYAEGEKLLNRAVAAGLITAERRAEVLGLMTAQLRDALDPMGAVNRELDEERRLLGMLSDAREIETQLKAIELDLMNQGVILGA
EELEQLRERLRLIQEETRAAQARQSVYDAIIGQQRDFTAQLQAINELTASGAITREQANAFLVQQNSDLLAGTIEAQQAQITATEQMYARIDE
LRQADLISEQTAQQLKARAQAETNAQRLATAQAFFGNLSVLARSENRELAAIGKAAAVTQATIDGVLAVQKALASAPPPANYALAAAVGVA
AAANVAQILAANTNGYAFGGNFEVGGTGGTDSQLVAFRATPGEKVSISTPQQERDREREAARRGNGGGEAGATNVINVLDPALLQDYLTT
PEGERVLVNVIRRNRNSIGLR

>gp75 [protein=tail length tape measure protein] Bordetella virus CN2
VAEERIDIVITERGSRVVKRNLEDIGGSARKSAGGVDFLKNALKGLAAYVSTRELLGLMDTYTNLTNRLRATGLEAQNLTAVYRELLGVANST
RQSFEGTIELYARTAGAAKDLGVSSQELIDFTRSLNQAVALSGASATEAQAAMIQLSQGLAAGALRGEELNSVLEQTPIVADVIAKELGVTRG
QLRALGADGKITADIVLNAFKNAREELEERFGKSVPTVSQSFQILRNNLIDLVGGFDQATGVSAALSKALMFMANNLDTIAKLAVSAAAGLA
LIGGTSSAINMATKAVVALNAVIAANPIGFLLVVLTSVITALTLFRDQIKLGSDEVTTLGDLMRAFGETVGAVFGAIWQWAKDTFGPLVDLIK
DWVGEVDISLVGILRFVAKAVDSYYGAWRGAIMAVIELFKSLPAVLGDLMTRALNVLLGKIGDFVNGAGRLLSTVTEFVGLGQIAAVDFKLT
NENAGAAAELGKNVGKAFMDGFESTTFAQDFLEDRIKRAQEIGAERLRNQQTGEVDLTGSGSPRNVVDPNAAKEAQKLKDALDALIGSYD
KVWAAQQEYAEGEKLLNRAVAAGLITAERRAEVLGLMTAQLRDALDPMGAVNRELDEERRLLGMLSDAREIETQLKAIELDLMNQGVILG
AEELEQLRERLRLIQEETRAAQARQSVYDAIIGQQRDFTAQLQAINELTASGAITREQANAFLVQQNSDLLAGTIEAQQAQITATEQMYARI
DELRQADLISEQTAQQLKARAQAETNAQRLATAQAFFGNLSVLARSENRELAAIGKAAAVTQATIDGVLAVQKALASAPPPANYALAAAVG
VAAAANVAQILAANTNGYAFGGNFEVGGTGGTDSQLVAFRATPGEKVSISTPQQERDREREAARRGDGGGEGGGTNVINVLDPALLQDY
LTTPEGERVLVNVIRRNRNSIGLR

>gp72 [protein=tail length tape measure protein] Bordetella virus LK3
MAEERIDIVITERGSRVVKRNLEDIGGSARKSAGGVDFLKNALKGLAAYVSTRELLGLMDTYTNLTNRLRATGLEAQNLTAVYRELLGVANST
RQSFEGTIELYARTAGAAKDLGVSSQELIDFTRSLNQAVALSGASATEAQAAMIQLSQGLAAGALRGEELNSVLEQTPIVADVIAKELGVTRG
QLRALGADGKITADIVLNAFKNAREELEERFGKSVPTVSQSFQILRNNLIDLVGGFDQATGVSAALSKALMFMANNLDTIAKLAISAAAGLAL
IGGTSSAINMATKAVLALNAAIAANPIGFLLVVLTSHTALTLFRDQIKLGSDEVTTLGDLMRAFGETVGAVFGAIWQWAKDTFGPLVDLIKD
WVGEVDISLVGILRFVAKAVDSYYGAWRGAIMAVIELFKSLPAVLGDLMTRALNVLLGKIGDFVNGAGRLLSTVTEFVGLGQIAAVDFKLTN
ENAGAAAELGKNVGKAFMDGFESTTFAQDFLEDRIKRAQEIGAERLRNQQTGEVDLTGSGSPRNVVDPNAAKEAQKLKDALDALIGSYDK
VWAAQQEYAEGEKLLNRAVAAGLITAERRTEVLGLMTAQLRDALDPMGAVNRELDEERRLLGMLSDAREIETQLKAIELDXMNQGVIVSA
VELEQLRERLRLIQEETRAAQARQSVYDAIIGQQRDFTTQLQAINELVASGAITQQQANAFLVQQNSDLLAGTIEAQQAQITATEQMYARID
ELRQADLISEQTAQQLKARAQAETNAQRLATAQAFFGNLSVLARSENRELAAIGKAAAVTQATIDGVLAVQKALASAPPPANYALAAAVGV
AAAANVAQILAANTNGYAFGGNFEVGGTGGTDSQLVAFRATPGEKVSISTPQQERDREREAARRGDGGGEGGGTNVINVLDPALLQDYL
TTPEGERVLVNVIRRNRNSIGLR

>gp74 [protein=tail length tape measure protein] Bordetella virus MW2
MAEERIDIVITERGSRVVKRNLEDIGGSARKSAGGVDFLKNALKGLAAYVSTRELLGLMDTYTNLTNRLRATGLEAQNLTAVYRELLGVANST
RQSFEGTIELYARTAGAAKDLGVSSQELIDFTRSLNQAVALSGASATEAQAAMIQLSQGLAAGALRGEELNSVLEQTPIVADVIAKELGVTRG
QLRALGADGKITADIVLNAFKNAREELEERFGKSVPTVSQSFQILRNNLIDLVGGFDQATGVSAALSKALMFMANNLDTIAKLAVSAAAGLA
LIGGTSSAINMATKAVLALNAAIAANPIGFLLVVLTSVITALTLFRDQIKLGSDEVTTLGDLMRAFGETVGAVFGAIWQWAKDTFGPLVDLIK
DWVGEVDISLVGILRFVAKAVDSYYGAWRGAIMAVIELFKSLPAVLGDLMTRALNVLLGKIGDFVNGAGRLLSTVTEFVGLGQIAAVDFKLT
NENAGAAAELGKNVGKAFMDGFESTTFAQDFLEDRIKRAQEIGAERLRNQQTGEVDLTGSGSPRNVVDPNAAKEAQKLKDALDALIGSYD
KVWAAQQEYAEGEKLLNRAVAAGLITAERRAEVLGLMTAQLRDALDPLGAVNRELDEERRLLGMLSDAREIETQLKAIELDLMNQGVILGA
EELEQLRERLRLIQEETRAAQARQSVYDAVIGQQRDFTAQLQAINELTASGAITREQANAFLVQQNSDLLAGTIEAQQAQITATEQMYARID
ELRQADLISEQTAQQLKARAQAETNAQRLATAQAFFGNLAVLARSENRELAAIGKAAAVTQATIDGVLAVQKALASAPPPANYALAAAVGY
AAAANVAQILAANTNGYAFGGNFEVGGTGGTDSQLVAFRATPGEKVSISTPQQERDREREAARRGNGGGEAGATNVINVLDPALLQDYLT
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TPEGERVLVNVIRRNRNSIGLR

>gp74 [protein=tail length tape measure protein] Bordetella virus FP1
MAEERIDIVVTERGSRVVKRNLEDIGGTATKSANSVDFLKRALGTLGAAFGLQQIIRLTSAWSDLTSRVNIAAGSVENAAAVMDRLQSIARRT
YAELGSTAEIYLSNSSALKELGYSTQQQLDFTEAMTNALVISGAKQERAATVINALSKAMMAGKLSGENWNTVLQQGGRIVDALAEGTGKS
ISELRAMAAAGTLTSDTVFTALTGQLEKLQQEADSMPATITDALVVLRNRFMEVIGTFDQAGGFTDVIVRGLDLLSEHLETIIKLTAGVAAGF
VLIGGASKAIDIARGAVIALNAAIAANPIGFLLTVLTSVIATLTIFRDEIKLGTDELTTLGDLMRAFGETVGAVFSAIWEWAQNTFGPLVDLIKD
WVGEVDLSLVGILRFVAKAVDSYYGAWYGAILAVIELFKGLPAALGDLMTRALNVLLGKITDFVNAAGRILSTITEFVGLGQINAVDLTLSNQ
HEGAARKLGENVGSAFMTGFNSTTFASDFLEGRIKRAQEIAAERAGAATAQADLNVRGPAATIVDPNAEKEAKKLKDALDALIGSYDKVWA
AQQQYAEGEKLLNRAVAAGLITAERREEVLGLMSAQLRDALDPMGAVNRQLDEERRLLGMLSDAREIETQLKAIELDLMNQGVILGAEELE
QLRERLRLIQEETKAAQARQSVYDAIIGQQRDFTSQLQAINELTASGAITREQANAFLVQQNSDLLAGTIEAQQAQITATEQMYARIDELRQ
ADLISEQTAQQLKARAQAETNAQRLATAQQFFGNLAVLARSENRELAAIGKAAAVTQATIDGVLAVQKALASAPPPANYALAAAVGVAAA
ANVAQILAANTNGYAFGGNFEVGGTGGTDSQLVAFRATPGEKVSISTPQQERDREREAARRGNGGGEAGATNVINVLDPALLQDYLTTPE

GERVLVNVIRRNRNSIGLR
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Prilog 9.6. Proteinske sekvence gena koji kodira endolizin B. bronchiseptica faga

>gp65 [protein=endolysin] Bordetella phage CN1
MGKSLIHLLLALCAWALGSLSPALAQDVRTFVPSGAEVYAPVLVEKQRAVWPAAPEPWTLAGLVEQESCISLTHSRCWNPRAELRTSR
EYGFGFGQITVAYNANGTVRFNKFEELRAAHDSLRAWSWANRYDPGYQLTAVVEMNLDLWRRVAAAPGATVTDQWAFVLASYNG
GLGSVLQDRRLCSNTRGCDPARWFGHVENTSLKSRTPQPGYGGRSWFDINRSHVSNVINLRRSKYEPFWEATWP

>gp67 [protein=endolysin] Bordetella virus CN2
MGKSLIHLLPALCAWALGSLSPALAQDVRTFVPSGAEVYAPVLVEKQRAVWPAAPEPWTLAGLVEQESCISLTHSRCWNPRAELRTSR
EYGFGFGQITVAYNANGTVRFNKFEELRAAHDSLRAWTWANRYDPGYQLTAVVEMNLDLWRRVAAAPGATVKDQWAFVLSSYNG
GLGSVLQDRRLCSNTRGCDPARWFGHVENTSLKSRTPQSGYGGRSWFDINRSHVSNVINLRRSKYEPFWEATWP

>gp64 [protein=putative endolysin] Bordetella virus LK3
MGKSLIHLLLALCAWAFGSLSPALAQDVRTFVPSGAEVYAPMLVEKQRAIWPAAPEPWTLAGLVEQESCISLTHSRCWNPRAELRTSR
EYGFGFGQITVAYNAXGTVRFNKFEELRAAHESLRAWSWANRYDPGYQLTAVVEMNLDLWRRVAAAPGATVTDQWAFVLASYNG
GLGSVLQDRRLCSNTRGCDPARWFGHVENTSLKSRTPQPGYGGRSWFDINRSHVSNVINLRRSKYEPFWEATWP

>gp66 [protein=endolysin] Bordetella virus MW2
MGKSLIRLLALCAWAIGSLSPALAQDVRTFVPSGAEVYAPVLVEKQRAVWPAAPEPWTLAGLVEQESCISLTHSRCWNPRAELRTSRE
YGFGFGQVTVAYNANGTVRFNKFEELRAAHDSLRAWTWANRYDPGYQLTAVVEMNLDLWRRVAAAPGATVKDQWAFVLASYNG
GLGSVLQDRRLCSNTRGCDPARWFGHVENTSLKSRVPQPGYGGRSWFDINRSHVRNVINLRRSKYEPFWEATWP

>gp66 [protein=endolysin] Bordetella virus MW2
MGKSLIRLLALCAWAIGSLSPALAQDVRTFVPSGAEVYAPVLVEKQRAVWPAAPEPWTLAGLVEQESCISLTHSRCWNPRAELRTSRE
YGFGFGQVTVAYNANGTVRFNKFEELRAAHDSLRAWTWANRYDPGYQLTAVVEMNLDLWRRVAAAPGATVKDQWAFVLASYNG
GLGSVLQDRRLCSNTRGCDPARWFGHVENTSLKSRVPQPGYGGRSWFDINRSHVRNVINLRRSKYEPFWEATWP
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