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SAZETAK

Rod Francisella pripada porodici Francisellaceae, a ¢ine ga vrste F. tularensis, F.
novicida, F. philomiragia, F. noatunensis i F. hispaniensis. F. tularensis je gram-negativna,
fakultativno unutarstani¢na bakterija koja kod Zivotinja i ljudi uzrokuje tularemiju. Postoje tri
podvrste F. tularensis koje uzrokuju bolest kod ¢ovjeka: tularensis (tip A), holarctica (tip B) i
mediasiatica. F. novicida je genetski vrlo sli¢na F. tularensis, medutim rijetko dovodi do infekcija
kod covjeka. Slucajevi bolesti izazvani ovom bakterijom opisani su iskljuc¢ivo kod
imunokompromitiranih.  Acanthamoeba castellanii je slobodno-zivu¢a ameba, Siroko
rasprostranjena u okoliu gdje se ponasa kao oportunisti¢ki patogen. Zivotni ciklus amebe sastoji
se od dva stadija, ciste i trofozoita. U povoljnim uvjetima A. castellanii je prisutna u stadiju
trofozoita, dok se u nepovoljnim fizioloskim uvjetima formira otporna forma koja se naziva cista.
F. tularensis je pokazala sposobnost unutarstani¢nog razmnozavanja u A. castellanii te se amebe
smatraju potencijalnim rezervoarom ove bakterije unutar vodenog okolisa. Matali poput Zeljeza i
mangana neophodni su za rast i razmnozavanje mnogih bakterija prisutnih u prirodnim vodama.
Cilj ovog rada bio je opisati ulogu cinka u izvanstani¢nom i unutarstaniénom razmnozavanju
bakterije F. novicida u prirodnim vodama. Kinetika rasta bakterije F. novicida ispitana je u
uzorcima izvorskih i povrSinskih voda te unutar amebe A. castellanii. Nadalje, istraZena je uloga
zur gena, odgovornog za transport cinka, za rast i razmnoZavanje ove bakterije u vodenom okoliSu.
Rezultati su pokazali kako se F. novicida najbolje razmnozava u uzorku vode Zvir Il koji je
inicijalno sadrzavao najvise koncentracije metala. Takoder, pokazalo se kako bakteriji odgovaraju
koncentracije cinka od 0,5 mM i 0,1 mM, dok preniske i previsoke koncentarcije cinka inhibiraju
rast ove bakterije u vodama. Nadalje, rezultati pokazuju kako je zur gen vazan za izvanstanicno i

unutarstani¢no razmnozavanje bakterije F. novicida.



Kljuéne rijeci: F. novicida, cink, A. castellanii, povrsinske vode
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ABSTRACT

The genus Francisella belongs to the family Francisellaceae and consists of the species F.
tularensis, F. novicida, F. philomiragia, F. noatunensis and F. hispaniensis. F. tularensis is a
gram-negative, facultative intracellular bacterium that causes tularemia in animals and humans.
There are three subspecies of F. tularensis causing disease in humans: tularensis (type A),
holarctica (type B) and mediasiatica. F. novicida is genetically very similar to F. tularensis,
however it rarely causes disease in humans. Cases of tularemia caused by this bacterium have been
described only in immunocompromised. Acanthamoeba castellanii is a free-living amoeba,
widespread in the environment where it acts as an opportunistic pathogen. The life cycle of the
amoeba consists of two stages, a cyst and a trophozoite. Under favorable conditions A. castellanii
is present in the trophozoite stage, while under unfavorable physiological conditions a resistant
form called a cyst is formed. F. tularensis has shown the ability to replicate intracellularly in A.
castellanii, hence amoebae are considered as a potential reservoir of this bacterium within the
aquatic environment. Matals like iron and manganese are essential for the growth and
multiplication of many bacteria present in natural waters. The aim of this study was to describe
the role of zinc in extracellular and intracellular survival and replication of F. novicida in natural
waters. The growth kinetics of F. novicida was examined in spring and surface water samples and
within the amoeba A. castellanii. Furthermore, we investigated the importance of the zur gene for
growth and replication of this bacterium in the aquatic environment. F. novicida shoved the best
replication rate in the Zvir 1l water sample, which initially contained the highest concentrations of
metals. Further, bacteria showed the highest replication in a water samples with zinc

concentrations of 0.5 mM and 0.1 mM, while too low and too high zinc concentrations inhibit the
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growth of this bacterium in water. Furthermore, the results showed that the zur gene is important

for extracellular and intracellular replication of F. novicida.

Key words: F. novicida, zinc, A. castellanii, surface waters
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1 Rod Francisella

Rod Francisella pripada porodici Francisellaceae, a ¢ine ga vrste F. tularensis, F.
novicida, F. philomiragia, F. noatunensis, F. hispaniensis [4]. Vrsta F. tularensis se dijeli u tri
podvrste, a to su: tularensis (tip A), holarctica (tip B) i mediasiatica [2]. Vrste roda Francisella
genetski su vrlo sli¢ne, ali se razlikuju u virulenciji, geografskoj rasprostranjenosti, mehanizmu
patogenosti te biokemijskim osobinama [42]. VaZan rezervoar ove bakterije u prirodi su stanice
ameba, unutar kojih prezivljava i uspjesno se razmnozava [7, 10]. Pojedine vrste roda Francisella
razlikuju se prema stupnju virulencije na zivotinjskim modelima. Vrste unutar roda moguce je
razlikovati pomocu reakcije lan¢ane polimeraze. Razlikovanje podvrsti unutar roda moguce je

pomocu gel elektorforeze u promjenjivom elektri¢nom poljem.

Tablica 1. Taksonomija roda Francisella

Rod Vrsta Podvrsta
tularensis tularensis
holarctica
mediasiatica
Francisella novicida
hispaniensis
philomiragia
noatunensis noarunensis

orientalis



1.1.1 Francisella tularensis subsp. tularensis (tip A)

Francisella tularensis podvrsta tularensis (tip A) geografski je rasprostranjena u Sjevernoj
Americi te je odgovorna za 70 % slucajeva tularemije kod ljudi. Bakterija je izrazito virulentna za
ljude i zivotinje, a klinicka slika bolesti ovisi o infektivnoj dozi i putu infekcije. Prilikom
respiratornih infekcija svega 10 bakterija moze biti smrtonosno ukoliko se ne lije¢i [2]. S obzirom
na visoki stupanj virulencije te nisku infektivnu dozu, Centar za prevenciju i kontrolu bolesti
svrstao je podvrstu tularensis u kategoriju A mikroorganizama [2]. Samim time, rad s ovim sojem

zahtjeva laboratorije visokog stupnja zastite

1.1.2 Francisella tularensis subsp. holarctica (tip B)

F. tularensis subsp. holarctica (tip B) je geografski rasprostranjena na podru¢ju Europe i
Azije. Tip B dovodi do blazeg oblika bolesti, a samim time 1 do niZe stope smrtnosti. Ova podvrsta
Cesto je izolirana iz slatkovodnih okruzenja [35], a pretpostavlja se kako joj sposobnost
prezivljavanja u protozoama omogucava opstanak u prirodi. Bolest se na covjeka najcesce prenosi
krpeljima i komarcima [36]. Sa ciljem proizvodnje cijepiva iz podvrste holarctica je po¢etkom 20.
stolje¢a konstruiran soj zivuce vakcine, LVS-soj (engl. live vaccine strain) [37]. Ovaj soj nastao
je subkultivacijom bakterije na hranjivom agaru i uzastopnim intraperitonealnim infekcijama
miseva te izolacijom bakterija iz tkiva zivotinja [38]. S obzirom da LVS- soj izaziva bolest kod

imunokompromitiranih ljudi, ne koristi se kao cjepivo protiv tularemije.



1.1.3 Francisella novicida

F. novicida je genetski vrlo sli¢na vrsti F. tularensis [3], medutim rijetko dovodi do
infekcija kod Covjeka. Slucajevi bolesti izazvani ovom bakterijom opisani su iskljucivo kod
imunokompromitiranih, a simptomi ukljucuju groznicu, bolove u misi¢ima te pneumoniju [1].
Izvor bakterije najcesce je povrsinska voda. Tako slabo virulentna za ¢ovjeka, ova vrsta je visoko
virulentna za Zivotinje, ukljucujuéi miseve, voluharice, zeCeve te ¢lankonosce [35]. S obzirom na
nisku virulenciju kod ¢ovjeka, F. novicida se ¢esto koristi u laboratoriju prilikom istrazivackog

rada [3]. To je ujedno i vrsta koja je koriStena prilikom izrade ovog diplomskog rada.

1.2 Opée karakteristike bakterija roda Francisella

1.2.1 Uvjeti rasta

Francisella je bakterija koja je vrlo zahtjevna za kultivaciju te se stoga za uzgoj koriste
teku¢i i kruti mediji obogaceni razli¢itim nutrijentima. Francisella se najéesc¢e uzgaja pri 37 °C na
agaru s kvascevim ekstraktom i aktivnim ugljenom (engl. Buffered Charcoal Yeast Extract Agar,
BCYE agar), ¢okoladnom agaru i agaru koji sadrzi hemoglobin (engl. Cysteine Heart Agar Base,
CHAB). Na krvom agaru vrlo sporo raste, a moguce je vidjeti usku zonu alfa-hemolize. Osim na
krutim podlogama, Francisella se uspje$no razmnozava i u teku¢im medijima, kao $to je Schaedler
i Muller-Hinton bujon. Podvrsta F. tularensis subsp. holartica je posebno zahtjevna za rast te se
kultivira 48-72 sata pri 37 °C uz 5 % CO». F. novicida, F. noatunensis i F. philomiragia za rast
zahtjevaju manje hranjivih dodataka zbog njihove prilagodbe na okolisne uvjete [2]. Te vrste

uspjesno rastu nakon inkubacije od 24-48 sati pri 37 °C.



1.2.2 Fiziologija bakterije i faktori virulencije

Francisella je gram negativna, oksidaza negativna i katalaza pozitivna. Ugljikohidrate
razgraduje do kiseline bez stvaranja plina. Razgraduje dekstrozu, eskulin, manitol, levulozu i

glicerol. Takoder proizvodi H»S, ali bez stvaranja indola [33].

Faktori virulencije F. tularensis jo$ uvijek nisu potpuno istrazeni. Poznato je da patogeni
sojevi posjeduju kapsulu koja pomaze u adherenciji i sprecava fagocitozu. Gubitkom kapsule
bakteriji se smanjuje virulencija [39]. F. tularensis posjeduje endotoksin, sli¢no kao i druge gram-

negativne bakterije.

Otkriveno je da bakterija na svojoj povrSini posjeduje pile koji imaju veliku ulogu u
adherenciji na stanicu domacina, a vazni su i za sekreciju razli¢itih proteina u citosol stanice
domacina. Za razliku od drugih gram negativnih bakterija, lipopolisaharid bakterije F. tularensis
ne dovodi do znacajne aktivacije imunoloskog odgovora [39]. Bakterijske vrste F. novicida i F.
tularensis sadrze specifi¢cne modifikacije lipida A koje se ne vezu na molekule domacina te ne
izazvaju upalni odgovor [40]. Istrazivanja su pokazala kako je za drugaciji imunoloski odgovor
kod domacina odgovorna specifi¢na struktura O antigena. Kod bakterije F. novicida, O antigen je

odgovoran za rezistenciju bakterije na komponente seruma, a kod F. tularensis je nuzan za njezin

unutarstanic¢ni opstanak [41].



1.3 Patogenza bakterije

1.3.1 Unutarstani¢ni zivot bakterije u makrofazima

Francisella prezivljava i razmnozava se unutar razli¢itih stanica sisavaca, ukljucujuéi
makrofage, stanice epitela pluca, dendriticke stanice, neutrofile, fibroblaste i hepatocite [13]. F.
tularensis u stanice makrofaga ulazi pomocu fagocitoze vezujuéi se na razliite povrsinske
receptore. U ranom stadiju nakon fagocitoze bakterija se nalazi se u fagosomu (engl. Francisella
Containg Phagosome, FCP), koji sazrijeva u rani endosom reguliran proteinom Rab 5 i
endosomalnim markerom EEAL. Kasni endosom reguliran je endosomalnim biljezima LAMP-1,
LAMP-2, Rab-7 i manoza-6-fosfat. Oko 30-60 minuta nakon infekcije slijedi zakiseljavanje
fagosoma djelovanjem vATP-azne protonske pumpe. Nakon toga bakterija bjezi u citosol gdje se
razmnozava [34]. Nakon 24-48 sati bakterije su najve¢im dijelom smjeStene unutar autofagi¢ne

vakuole [14].
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Slika 1. Unutarstani¢ni Zivot F. novicida u stanicama makrofaga. lzvor: Mateja Ozanic, Valentina
Marecic, Yousef Abu Kwaik , Marina Santic. The Divergent Intracellular Lifestyle of Francisella Tularensis in
Evolutionarily Distinct Host Cells. Plos Pathogens 2015. Prilagodeno na hrvatskom jeziku.

1.3.2 Unutarstanicni Zivot bakterije u amebama

Slobodno Zivuc¢e amebe u pravilu se hrane razli¢itim bakterijama, medutim Francisella je
pokazala sposobnost razmnozavanja u nekoliko vrsta ameba kao §to su Acanthamoeba castellanii,
Hartmannella vermiformis i Dictyostelium discoideum [10]. Unutar stanica ameba bakterija boravi
1 razmnoZava se u vakuolama. Kod prijelazne, izvanstani¢ne faze, bakterija izlazi iz stanica
domacina i ulazi u susjedne stanice ili inficira novog domacina [15, 16]. Prilikom prelaska
bakterije iz okoliSa u organizam sisavaca, bakterija je izloZena razli¢itim okoliSnim uvjetima, a
posebno su izrazene razlike u temperaturi. Bakterija se razli¢itom ekspresijom gena uspjes$no

prilagodava temperaturnim promjenama [15,16, 17].


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ozanic+M&cauthor_id=26633893
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Marecic+V&cauthor_id=26633893
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Marecic+V&cauthor_id=26633893
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Abu+Kwaik+Y&cauthor_id=26633893
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Santic+M&cauthor_id=26633893
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Slika 2. Unutarstani¢ni zivot F. novicida u stanicama amebe. Izvor: Mateja Ozanic, Valentina
Marecic, Yousef Abu Kwaik , Marina Santic. The Divergent Intracellular Lifestyle of Francisella Tularensis in
Evolutionarily Distinct Host Cells. Plos Pathogens 2015. Prilagodeno na hrvatskom jeziku.

1.4 Tularemija

Tularemija je zoonoza uzrokovana bakterijom Francisella tularensis. Bakterije roda
Francisella prisutne su u zraku, vodi i tlu, a izolirane su iz 250 Zivotinjskih vrsti, uklju¢ujuci ribe,
ptice, vodozemce, ze¢eve, vieverice, voluharice, krpelje i muhe [5, 6]. Covjek se mozZe zaraziti
izravnim kontaktom sa zarazenom Zivotinjom, ugrizom c¢lankonoZaca, inhalacijom
kontaminiranog aerosola, konzumacijom kontaminirane hrane ili vode. Klinicka slika bolesti ovisi
o nacinu prijenosa i soju bakterije. U Europi i Aziji prisutna je podvrsta F. tularensis subsp.
holartica (tip B), dok je u Sjevernoj Americi zastupljena virulentnija podvrtsa, F. tularensis subsp.

tularensis (tip A). U srediSnjoj Aziji je prisutna podvrsta F. tularensis subsp. mediasiatica [11].


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ozanic+M&cauthor_id=26633893
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Marecic+V&cauthor_id=26633893
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Marecic+V&cauthor_id=26633893
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Abu+Kwaik+Y&cauthor_id=26633893
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Santic+M&cauthor_id=26633893

Epidemije tularemije do kojih je doslo zbog konzumacije kontaminirane vode zabiljezene su na

podrudju Svedske, Spanjolske, Finske, Kosova te Turske [25-28].

S obzirom da simptomi tularemije nisu specifi¢ni, dijagnostika i lije¢enje ove bolesti su
otezani su u zemljama u kojima se bolest rijetko javlja. Nakon ulaska u organizam covjeka,
Francisella se ubrzano razmnozava u stanicama limfnog tkiva. Period inkubacije najc¢esce traje 3-
5 dana, medutim moze trajati i do 20 dana. Bolest pocinje nespecifiénim simptomima kao §to su
povisena tjelesna temperatura s glavoboljom, slabo§cu, tresavicom i umorom. S obzirom da F.
tularensis posjeduje sposobnost razmnozavanja u raznim tkivima i organima domacina, dovodi do
narusavanja njihove normalne funkcije. Infekcije podvrstama tularensis i holarctica dovode do
slicnih simptoma. Bakterija u organizam ¢ovjeka ulazi na vise mjesta i na¢ina te se javljaju razliciti
oblici bolesti koje dijelimo na unutarnje i vanjske [12]. U vanjske oblike ubrajaju se: glandularni,
ulceroglandularni, orofaringealni i okuloglandularni. Unutarnji oblici bolesti ukljucuju
abdominalni, tifoidni i plu¢ni. Ukoliko se pluéni oblik ne lije¢i, smrt se javlja kod 30-60 %
oboljelih. Infektivna doza kod respiratorne infekcije je vrlo niska te je dovoljno samo 10 bakterija
kako bi se razvila bolest. Zbog visoke smrtnosti i niske infektivne doze, F. tularensis se koristila
za razvoj bioloskog oruzja od strane SAD-a, Japana i bivSeg Sovjetskog Saveza [1]. U svijetu
trenutno ne postoji licencirano cjepivo protiv tularemije, a antibiotici imaju ograni¢enu

ucinkovitost, s obzirom da se infekcija tesko dijagnosticira [12].

Na podru¢ju Republike Hrvatske najveéi broj prijavljenih slucajeva tularemije je u

sjevernom i sredi$njem dijelu zemlje, dok se bolest u ostatku zemlje javlja sporadi¢no [32].



1.5 Utjecaj metala na rast F. tularensis

Velik broj istrazivanja je pokazao kako razlike u koncentracijama razli¢itih metalnih iona
imaju velik utjecaj na rast, razmnozavanje i virulenciju bakterija prisutnih u vodenom okolisu [18].
Prethodna istrazivanja pokazala su kako su Zeljezo i mangan neophodni za rast i razmnozavanje
bakterije F. tularensis [19]. Medutim, neki metali poput srebra, Zive, bakra, talija i galija imaju

nepovoljan utjecaj na razmnoZzavanje bakterija i stvaranje biofilma [20].

1.5.1 Zeljezo

Zeljezo je izuzetno vazno za funkcioniranje ljudskog organizma, a pokazalo se kako je
neophodno i za rast mnogih bakterija. Zeljezo je kofaktor razligitih enzima koji sudjeluju u
metabolickim procesima bakterija, a niske koncentracije tog metala ¢esto dovode do smanjenja
virulencije bakterija [22]. Francisella koristi razli¢ite transportne sustave kako bi osigurala
dovoljne koli¢ine Zeljeza za svoje metabolicke procese. Ukoliko u stanicama domacina
prevladavaju niske koncentracije zeljeza, Francisella zapocinje aktivaciju receptora koji sudjeluju
u prijenosu Zeljeznih iona, a regulirani su Fur genima [17]. Mutanta bakterije F. tularensis koja
ne sadrzi gene odgovorne za transport Zeljeza nema sposobnost razmnozavanja u humanim

makrofazima te ne dovodi do pojave bolesti [24].

1.5.2 Cink

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je cink neophodan za razvoj prokariotskih i

eukariotskih stanica. Cink je prisutan u svim organima, tkivima te tjelesnim tekuc¢inama sisavaca,



medutim stanice Covjeka koriste razli¢ite mehanizme koji onemogucavaju potencijalnim
patogenima iskoriStavanje tog metala [21]. Cink se unutar stanica nalazi ve¢inom u citosolu i jezgri
te je vezan za membrane [19]. Amebe Acanthamoaba castellani i Dictyostelium discoideum
ubacuju ione cinka u fagosom kako bi brze razgradile fagocitirane bakterije. Istrazivanja pokazuju
da amebe odrzavaju niske koncentracije slobodnog unutarstani¢nog cinka kako bi sprijecile

unutarstani¢no razmnozavanje bakterija [21].

Kod F. tularensis uloga cinka u prezivljavanju i razmnozavanju je jo§ uvijek neistrazena.
Pretpostavlja se kako je cink neophodan za adaptaciju F. tularensis na razli¢ite uvjete unutar
vodenog okolisa. Smatra se da cink sudjeluje u procesu formiranja vakuole u stanicama amebe,
unutar kojih se F. tularensis uspjes$no razmnozava [21]. Francisella unutar stanica sisavaca
regulira prijenos cinka aktivacijom gena koji kodiraju razliite transportne protein [21]. Proteini
ZupT 1 ZnuABC izbacuju viSak cinka iz bakterijske stanice, dok protein Zur ubacuje cink u
bakterijsku stanicu [21]. Mehanizmi iskoristavanja cinka u stanicama amebama su jo§ uvijek

neistrazeni.

1.6 Acanthamoeba castellanii

Velik broj mikroorganizama prisutnih u vodi nema S$tetnog utjecaja na ljudsko zdravlje,
medutim u vodi su prisutni i razli¢iti patogeni, ukljuc¢ujuci bakterije, viruse i protozoe. Zbog toga

je mikrobiologija povrSinskih 1 izvorskih voda iznimno vazna.

Acanthamoeba castellanii je slobodno-zivu¢a ameba, Siroko rasprostranjena u okolisu gdje
se ponasa kao oportunisti¢ki patogen [29]. Zivotni ciklus ove amebe sastoji se od dva stadija, ciste

I tofozoita. U povoljnim uvjetima, A. castellanii se nalazi u stadiju trofozoita, a hrani se
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bakterijama, gljivama i algama. U nepovoljnim fizioloskim uvjetima formira se cista koja je
otporna na Stetne utjecaje iz okoliSa i imunoloSki sustav domacina. Prilikom infekcije u tijelu
domacina mogu se naci ciste i trofozoiti koji u organizam ulaze putem ostecene koZze, nosa i oka.
Ameba kod domacina moze izazvati niz bolesti kao $to su keratitis i granulomatozni amebicki

encefalitis [30].

Slobodno-zivu¢e amebe su vazan predator u odnosu na bakterije i gljive. Medutim, neki
mikroorganizmi su stekli otpornost na amebe te ih nazivamo “ameba otporni mikroorganizmi”. U
tu skupinu ubrajaju se bakterije poput Mycobacterium spp., Coxiella burnetti, Listeria
monocytogenes, Legionella pneumophila i Francisella tularensis [31]. Navedene bakterije
iskoritavaju stanicu amebe za razmnozavanje, zaStitu od Stetnih utjecaja iz okolisa te kao vektor
za Sirenje u prirodi [31]. Pretpostavka je da upravo amebe imaju vaznu ulogu u prijenosu navedenih

bakterija na ¢ovjeka.
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Slika 3. Zivotni ciklus Acanthamoeba spp. Izvor:
https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/protozoan-and-helminthic-infections-of-the-skin-and-eyes/
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Slika 4. A. castellanii u formi trofozoita. Izvor: Katedra za mikrobiologiju i parazitologiju Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Rijeci, doc. dr.sc. Mateja Ozanic

Slika 5. A. castellanii u formi ciste. Izvor: Katedra za mikrobiologiju i parazitologiju Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Rijeci, doc. dr.sc. Mateja Ozani¢
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2. CLJ ISTRAZIVANJA

Glavni cilj ovog diplomskog rada bio je otkriti i opisati ulogu cinka u rastu i razmnozavanju
bakterije F. novicida unutar vodenog okoliSa te opisati vaznost cinka u interakciji ove bakterije i

amebe A. castellanii.

Specifi¢ni ciljevi:

1. Opisati ulogu iona cinka u izvanstani¢nom razmnozavanju F. novicida u razli¢itim vodama

(sirova izvorska voda, povrSinske vode).

2. Razjasniti ulogu razli¢itih koncentracija cink iona u prezivljavanju i razmnozavanju F.

novicida u vodama (redestilirana voda).

3. Objasniti ulogu cink iona u unutarstanicnom razmnozavanju F. novicida unutar A.

castellanii.

4. Opisati vaznost zur gena za razmnozavanje F. novicida u vodenom okolisu kao i za

razmnoZzavanje ove bakterije unutar A. castellanii.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Bakterije

Za izradu ovog diplomskog rada koriSten je soj F. novicida U112 te izogena zur mutanta
koja je dobivena ljubazno$¢u prof. Barbare Mann sa Sveucilista Virginia; SAD. Bakterije su

uzgajane na agaru s kvas¢evim ekstraktom i aktivnim ugljenom.

3.2. Uzorci prirodnih voda

Uzorci prirodnih voda prikupljeni su na podru¢ju Primorsko-goranske Zupanije.
Prikupljeni su uzorci sirove izvorske vode (Zvir I, Zvir I1 i Martins¢ica) te povrsinskih voda (rijeke

Kupa i Kupic te jezero Bajer).

3.3. Mjerenje koncentracije cinka

Metodom masene spektrometrije (engl. Inductively coupled plasma mass spectrometry —
ICP-MS) u uzorcima vode je odredena koncentracija iona cinka. Kemijska analiza uzoraka vode

provedena je na NZZJZ Primorsko-goranske Zupanije.

3.4. Kinetika rasta bakterije F. novicida u uzorcima prirodnih voda

Bakterija F. novicida i njena zur mutanta inokulirane su u uzorke vode u koncentraciji od

10 CFU/ml. Uzorci vode inkubirani su na sobnoj temperaturi, a broj bakterija pracen je tijekom
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10 dana. Broj bakterija odreden je nasadivanjem deseterostrukih razrjedenja suspenzije na agar s

ugljenom i kvascevim ekstraktom.

3.5. Kinetika rasta bakterije F. novicida u redestiliranoj vodi s dodatkom cinka u razli¢itim

koncentracijama

Za ovo istrazivanje koristena je redestilirana voda s obzirom da inicijalno sadrzi minimalne
koncentracije metalnih iona. Pripremljene su vodene otopine razli¢itih koncentracija cinka (0,1
uM, 0,8 uM, 0,1 mM 0,5 mM, 1,0 mM). U pripremljene uzorke vode inokulirana je bakterija F.
novicida i njena zur mutanta u koncentraciji od 10° CFU/ml, a uzorci su inkubirani 10 dana pri 26
°C. Kinetika rasta bakterija pracena je nasadivanjem deseterostrukih razrijedenja suspenzije na
BCYE agar te brojanjem poraslih kolonija. Broj bakterija se pratio tijekom 10 dana, u vremenskim
periodimaod 2,4, 6, 8i 10 dana. Redestilirana voda bez dodatka metala koristena je kao negativna

kontrola.

3.6. Kinetika rasta bakterije F. novicida unutar A. castellanii u mediju sa razli¢itim

koncentracijama cinka

Unutarstani¢no razmnozavanje F. novicida je praceno u amebi A. castellanii. Stanice su
uzgajane u ATCC 30234 mediju sa dodatkom cinka u razli¢itim koncentacijama (0,1 uM, 0,8 uM,
0,1 mM 0,5 mM, 1,0 mM). Amebe su inficirane bakterijama u omjeru 1:10 (10 bakterija na jednu

amebu) te centrifugirane 5 minuta pri 1500 okretaja i inkubirane 1 h pri 26 °C. Nakon toga,
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izvanstani¢ne bakterije su uklonjene tretmanom pranja pomocu fosfatnog pufera. Amebe su dalje
inkubirane pri temperaturi od 26 °C, a rast unutarstani¢nih bakterija je pracen u razdobljima od 2,
5, 24, 48 i 72 sata nakon infekcije. Nakon svakog navedenog vremenskog razdoblja membrana
ameba je razorena deterdzentom Triton X 100. Broj unutarstani¢nih bakterija je odreden
nasadivanjem deseterostrukih razrjedenja na BCYE agar. Amebe inficirane bakterijama u mediju

bez dodatka cinka koristile su se kao negativna kontrola.

3.7. Statisticka obrada podataka

Rezultati su obradeni raunalnim programom za obradu podataka STATISTICA 10.
Provjerena je normalnost distribucije svih varijabli. Predvidene povezanosti te njihove statisticke
znacajnosti utvrdene su odredivanjem koeficijenta korelacije. Uzorci su analizirani parametrijskim
Student t-testom. Povezanost broj¢anih podataka utvrdena je racunanjem Pearsonovog koeficijenta

korelacije. Razinu od P < 0,05 smatrana je statisticki znacajnom i oznacena zvjezdicom *.
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4. REZULTATI
4.1. Kinetika rasta bakterije F. novicida u uzorcima prirodnih voda

Kako bi se opisala uloga cinka u izvanstani¢cnom razmnozavanju bakterije F. novicida, sa
podrucja Primorsko-goranske Zupanije prikupljeni su uzorci izvorskih voda (Martinséica, Zvir | i
Zvir 1I) te povrsinskih voda (Bajer, Kupa i Kupica). U prikupljenim uzorcima vode odredena je
inicijalna koncentracija cinka metodom atomske spektrofotometrije (slika 6). Nakon toga je u
uzorke vode inokulirana bakterija F. novicida te njena zur mutanta. Broj bakterija u uzorcima vode
pracen je tijekom 10 dana pri temperaturi od 26 °C, svakodnevnim nasadivanjem na BCYE agar.
Rezultati su pokazali kako uzorak vode Zvir II sadrzi znacajno viSe koncentracije cinka u
usporedbi sa ostalim uzorcima vode (slika 6). Zanimljivo, F. novicida je pokazala najbolju
sposobnost razmnozZavanja upravo u uzorku vode Zvir II (slika 7). Cetvrti dan nakon inokulacije,
broj bakterija F. novicida u navedenom uzorku iznosio je oko 1x107 CFU/mI. Nakon toga broj
bakterija u uzorku vode je po¢eo opadati. U ostalim uzorcima vode broj F. novicida je bio nesto
nizi tijekom promatranog razdoblja. Nadalje, zur mutanta je pokazala znacajno slabiju sposobnost
razmnozavanja u odnosu na divlji soj bakterije F. novicida. Mozemo zakljuciti kako F. novicida
koristi cink tijekom razmnozavanja u okolisnim vodama te kako je zur gen vazan za rast ove
bakterije (slika 6 i 7). Zvjezdicom (*) je oznacena p vrijednost (p<0,05) koja predstvalja statisticku
znacajnu razliku izmedu divljeg soja F. novicida i zur mutante. U uzorku Martinséica, Zvir Il i
Bajer statisticki znacajna razlika izmedu F. novicida i zur mutante je uocena 2, 4, 6 i 8 dana nakon
inokulacije. U uzorku Zvir [ statisticki znacajna razlika izmedu F. novicida i zur mutanta je uocena
2, 41 6 dana nakon inokulacije. U uzorku Kupa statisticki znacajna razlika izmedu F. novicida i
zur mutanta je uoc€ena 2 i 4 dana nakon inokulacije, dok je u uzorku Kupica statisti¢ki znacajna

razlika izmedu F. novicida i zur mutanta uocena 4, 6 i 8 dana nakon inokulacije.
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Slika 6. Koncentracija cinka u uzorcima prirodnih voda.
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Slika 7. Kinetika rasta bakterije F. novicida i zur mutante u prirodnim vodama.
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4.2 Kinetika rasta bakterije F. novicida u redestiliranoj vodi s dodatkom cinka u razli¢itim

koncentracijama

U redestiliranu vodu dodane su razli¢ite koncentracije iona cinka (1 mM, 0,5 mM, 0,1 mM,
0,8 uM i 0,1 uM), kako bi se pratio utjecaj tog metala na prezivljavanje i razmnozavanje F.
novicida. Bakterije su se najbolje razmnozavale u uzorcima u kojima su dodane srednje
koncentracije cinka (0,5 mM, 0,1mM) (slika 8). Za razliku od toga, bakterije su se statisticki
znacajno slabije razmnozavale u vodi sa izrazito niskim i izrazito visokim koncentracijama tog
metala (slika 8). Mozemo zakljuciti kako je cink potreban za rast i razmnozavanje F. novicida u
vodi, medutim previsoke koncentracije tog metala imaju Stetan utjecaj na bakteriju. Redestilirana
voda bez dodatka metala koriStena je kao kontrola, p<0,05 smatrano je statisticki znacajno i

oznaceno zvjezdicom*.

F. novicida ur

-~ 1 mM

-~ 1 mM
0.5 mM 0.5 mM
E -~ 0.1 mM g -+ 0.l mM
; -+ 0.8 M : - 0.8 M
vi - 0.1 M UE - 0.1 uM
) -®- kontrola & -®- kontrola
0 5 10 15
Vrijeme (dani) Vrijeme (dani)

Slika 8. Utjecaj razli¢itih koncentracija cinka na rast bakterije F. novicida u redestiliranoj
vodi.
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4.3 Kinetika rasta bakterije F. novicida unutar A. castellanii u mediju sa razli¢itim

koncentracijama cinka

Uloga cinka je ispitana kod unutarstani¢énog prezivljavanja i razmnozavanja F. novicida
unutar stanica ameba A. castellanii. Amebe su inkubirane u mediju s dodatkom cinka u razli¢itim
koncentracijama (1 mM, 0,5 mM, 0,1 mM, 0,8 uM i 0,1 uM) te pri temperaturi od 26 °C. Divlji
soj bakterije F. novicida kao i zur mutanta pokazuju znacajno najvisi unutarstani¢ni porast
prilikom inkubacije u mediju sa 0,5 mM i 0,1 mM koncentracijom cinka (slika 9). Pri navedenim
koncentracijama, u promatranom periodu od 48 sati nakon infekcije, broj F. novicida dostigao je
5x10° CFU/ml a zur mutanta 2x10° CFU/ml. Pri koncentracijama cinka od 1 mM, 0,8 uM i 0,1
uM bakterije pokazuju znatno slabiji porast (slika 9). Nadalje, zur mutanta je pokazala nesto
slabiju sposobnost unutarstani¢nog razmnozavanja u usporedbi sa divljim sojem bakterije F.
novicida (slika 9). Kao kontrola koriSten je medij bez dodatka cinka. P<0,05 smatrano je statisticki

znacajno 1 oznaceno zvjezdicom *.

F. novicida ur

-- 1 mM - 1 mM
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E —— 0.1 mM E —— 0.1 mM
: -+ 0.8 M : -+ 0.8 M
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= =
5 T T T 1 5 T T T 1
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Vrijeme (dani) Vrijeme (dani)

Slika 9. Utjecaj razli¢itih koncentracija cinka na rast bakterije F. novicida u A. castellanii.
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5. RASPRAVA

Istrazivanja su dokazala da F. tularensis subsp. tularensis (tip A), F. tularensis subsp.
holarctica (tip B), te F. novicida uspjeSno prezivljavaju u bocatoj vodi uz odgovarajuéu
temperaturu [45]. Okoli$ni faktori imaju veliki utjecaj na rast i prezivljavanje bakterija, a dijele se
na bioticke 1 abioticke. Abioticki faktori su: hranjive tvari, voda, temperatura, pH, UV zraCenje,
dok su bioticki fakotri: sposobnost pribavljanja hrane, prisutnost drugih mikroba te stvaranje
biofilma u okolisu [46]. U dosadasnjim istrazivanjima je utvrdeno da se F. novicida ne razmnozava
u morskoj vodi, ali prezivljava tijekom razdoblja od 10 dana. U ovom istraZivanju najveci broj
bakterija je zabiljezen u izvorskoj vodi 4 dana nakon inokulacije, dok u kasnijim periodima broj
bakterija u uzorcima vode opada. Prateci kinetiku rasta, nasi rezultati dokazuju da se F. novicida
najbolje razmnozava u uzorku Zvir II (izvorska voda) koja inicijalno sadrzi najvisu koncentraciju

cinka [47].

Razli¢iti metalni ioni imaju veliki utjecaj na rast i razmnoZavanje bakterija u vodi. Neki od
njih, poput cinka i zeljeza direktno sudjeluju u proizvodnji energije i umnoZavanju DNA [19].
Svojim prisustvom ili odsustvom metali mogu utjecati na ishod patogeneze razli¢itih bakterija.
Nakon fagocitoze, unutarstani¢ne bakterije se u makrofagima nalaze unutar membranama
obavijenih fagosoma. Ukoliko unutarstani¢ne bakterije ne posjeduju unutarstani¢ni mehanizam
prezivljavanja, fagosomi se poc€inju spajati sa lizosomom, te zapocinje njihova razgradnja. 1z tog
razloga vecina unutarstani¢nih bakterija treba hranjive tvari poput zeljeza, kako bi mogle rasti 1
razmnozavati se unutar stanica domacina [50]. Nadalje, u jednom americkom istraZivanju
znanstvenici su povezali razine Zeljeza s virulencijom bakterije F. tularensis LVS i ustanovili da
je bakterija virulentnija pri viSim koncentracijama Zeljeza, dok je pokazala znatno slabiju

virulenciju pri nizim koncentracijama tog metala [51].
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Prijasnja istrazivanja pokazuju kako koncentracija cinka takoder ima veliku ulogu u rastu
1 razmnozavanju bakterija, posebno onih koje imaju sposobnost unutarstani¢nog razmnozavanja
[49]. Stanice domacina ¢esto posjeduju razli¢ite mehanizme kojima ogranicavaju dostupnost cinka
za bakterije. Medutim, visoke koncentracije cinka ne pogodoju bakterijama koje se nalaze
inkapsulirane u fagosomima unutar makrofaga [49]. U ovom istrazivanju F. novicida se nije
razmnozavala u uzorcima bez dodatka cinka, Sto pokazuje kako je taj metal esencijalan za rast i
razmnoZzavanje ove bakterije. Takoder, rezultati ovog diplomskog rada su pokazali da previsoke
koncentracije cinka imaju Stetan utjecaj na rast bakterije F. novicida u okolisnim vodama kao i
unutarstanicno u A. castellanii. U skladu sa istrazivanjima provedenim sa drugim metalima,
mozemo zakljuciti kako cink pogoduje rastu bakterija Francisella, medutim previsoke

koncentracije tog metala djeluju toksi¢no.

Nadalje, kod transporta cinka vaznu ulogu ima transportni Zur protein. Americki
znanstvenici su proveli istrazivanje kako bi identificirali mehanizam unosa cinka kod bakterije F.
novicida. Proveli su transkriptno sekvencioniranje divljeg tipa i zur mutante. Utvrdeno je da su
samo tri gena odgovorna za transport cinka. Istrazivana je i vaznost cinka kod sojeva Salmonella
enterica kod koje su uklonili ZnuA gen, te su na taj nacin smanjili sposobnost razmnozavanja u
mediju koji ne sadrzi cink. U skladu s ovim fenotipom, ZnuA protein se akumulira u bakterijama
koje se uzgajaju u mediju koji ne sadrzi cink. Ustanovljeno je da ZnuA mutanta ima manju
sposobnost razmnozavanja u epitelnim stanicama i fagocitima. Takoder je uoceno da Salmonella
koristi znuABC gen kako bi omogucéila dostupnost cinka [52]. Sli¢no tome, u ovom istrazivanju
ispitana je vaznost zur gena koji kodira Zur transportni protein bakterije F. novicida, odgovoran
za transport cinka iz okolisa. U usporedbi sa divljim sojem bakterije F. novicida, ispitali smo

sposobnost razmnozavanja zur mutante u okoliSnim vodama kao i unutarsta¢no u A. castellanii.
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Zur mutanta je pokazala statistiCki znacajno slabiju sposobnost razmnozavanja u prirodnim
vodama i u A. castellanii, $to ukazuje na izuzetnu vaznost ovog gena za rast i razmnozavanje

bakterije F. novicida.

U skladu sa istrazivanjima provedenim sa drugim metalima, rezultati ovog rada pokazuju
kako su metalni ioni neophodni, ali i potencijalno toksi¢ni za unutarstani¢ne patogene. Samim
time, koncentracija razli¢itih metalnih iona bitna je za rast i razmnozavanje unutarstani¢nih
patogena. Medutim, neke bakterije, poput Francisella, prilagodile su se razli¢itim okoliSnim i
unutarstani¢nim uvjetima na naéin da su razvile mehanizme kojima razinu metala u svom

mikrookolis$u odrzavaju unutar za njih prihvatljivih koncentracija.
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6. ZAKLJUCAK

Iz dobivenih rezultata mozemo zakljuciti slijedece:

1. Cink je neophodan za razmnozavanje bakterije F. novicida unutar vodenog okolisa.

2. Cink je neophodan za unutarstani¢no razmnozavanje bakterije F. novicida u A. castellanii.

3. Previsoke koncentracije cinka inhibiraju prezivljavanje F. novicida u vodama i u A. castellanii.

4. Zur gen ima vaznu ulogu u prezivljavanju i razmnozavanju bakterije F.novicida u okolisu i u A.

castellanii.
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