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3. Naslov projekta

3.1. Naslov projekta v slovenskem jeziku:
RAZVOJ METOD ZA SLEDENJE VIROM KONTAMINACIJE KMETIJSKIH IN
ZIVILSKIH PROIZVODOV
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II. Vsebinska struktura zaklju¢nega porocila o rezultatih raziskovalnega projekta v
okviru CRP

1. Cilji projekta:

1.1. Ali so bili cilji projekta dosezeni?
X a) v celoti
[ ] b) delno
[]c) ne

Ce b) in ¢), je potrebna utemeljitev.

1.2.  Ali so se cilji projekta med raziskavo spremenili?
[]a)da
X b) ne

Ce so se, je potrebna utemeljitev:
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2. Vsebinsko porodilo o realizaciji predlozenega programa dela’:

1. Uvod

Mikrobna kontaminacija kmetijskih pridelkov in posledi¢no Zivil je v svetu pere problem. Izmed
Stevilnih patogenih mikrobov se Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella sp. in
Campylobacter sp. pogosto pojavljajo kot povzrocitelji bolezni in z zivili povezanih okuZb. Posebej
v zadnjem Casu so sevi rodu Campylobacter, odporni na poviSane temperature, porajajoCi vir
nevarnosti kontaminacije in okuzb (Mackiw et al., 2008). Povzroajo vrocino, drisko in érevesne
krée. Listeria monocytogenes je pogost povzrocitelj listerioz, spontanih abortusov in hudih okvar
centralnega Zivénega sistema pri ¢loveku. Listeria izlo¢a toksin, ki zastrupi epitelne celice, saj jim
ustavi celi¢ni cikel in celice propadejo (Rogers et al., 1996). Zelo podoben ucinek ima eden od
toksinov enteropatogenega seva bakterije Saimonella typhi — celicni distenzijski toksin (Haghjoo
in Galan, 2004). Ostale enteropatogene vrste rodu Sa/monella izlo€ajo enterotoksin, ki je kodiran
znotraj spv operona na patogenem otoku, delu bakteriofaga (Lesnick et al., 2001). Najbolj
zloglasni sev E. coli 0157:H7 lahko izlo¢a shiga toksin, ki je kodiran na profagu (Besser et al,
2007). Vedina toksinov patogenih bakterij je ali na plazmidih ali na profagih, kar pomeni, da so na
izredno mobilnem delu genoma in to ne samo znotraj vrste, ampak tudi med vrstami (Johansen
et al.,, 2001).

Dolo¢ene bolezni, ki se ponavadi pojavljajo samo pri Zivalih, se pogosto pojavi tudi dolocena
manifestacija pri ljudeh. Taksne vrste infekcija je npr. infekcija z Mycobacterium avium
paratuberculosis, ki je verjetno eden od trigerjev za nastanek Chronove bolezni pri loveku.
Slednji bakteriji smo zaradi vse vecje povezanosti Johnsove bolezni pri govedu in Chronove
bolezni pri ¢loveku, in vse vedje aktualnosti problematike, tudi najve¢ namenili v okviru tega
raziskovalnega projekta.

Za bistveno izboljSanje meje detekcije mikroorganizmov v kontaminiranih vzorcih smo
predhodno morali izboljSati nacine vzoréenja, izolacije nukleinskih kislin, molekularnega
bogatenja tar¢ s pomocjo modernih tehnologij manipulacije DNK (magnetna separacija,
hibridizacijske kromatografske tehnologije ali predhodno imunolosko bogatenje celic). Ta prvi
metodoloski pristop predstavija pomemben razvojno-tehnolosdki prispevek k zaznavi. Tipizacija
oz. natan¢na determinacija sevov predstavlja na novo pripravijeno direktho metodo sledenja
virom kontaminacije kmetijskih in Zivilskih proizvodov.

Raziskave v projektu so imele skupen cilj in sicer doloditi najhitrejSo metodo detekcije sevov
direktno v okoljskih vzorcih s pomaocjo molekularnih tehnik in metodologij. S tem smo dolodili
prototipne metode, ki predvsem pohitrijo in v doloenih primerih lahko tudi pocenijo v
primerjavi s klasi€énim mikrobioloskim pristopom.

2. Namen in cilji raziskave
Namen raziskave je razvoj izboljSanih metod direktne molekularne zaznave in sledljivosti virom
kontaminacije kmetijskih in Zivilskih proizvodov.
Za doseganje namena smo si zastavili specificne raziskovalne cilje:
s |zboljSanje direktne molekularne detekcije E. coli, Salmonella sp., Listeria sp.,
Campylobacter v kompleksnem vzorcu:
o osredotolenje na vzorenje,
o osredotocenje na najbolj optimalno metodo destrukcije celic,
o osredotoéenje na bogatitev molekularnih tarc brez gojenja za lazjo kasnejSo
detekcijo.

' Potrebno je napisati vsebinsko raziskovalno poroéilo, kjer mora biti na kratko predstavljen program dela z
raziskovalno hipotezo in metodolosko-teoreti€en opis raziskovanja pri njenem preverjanju ali zavracanju vkljuéno s
pridobljenimi rezultati projekta.
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e Analiza genov, ki kodirajo toksine na izolatih:
o osredotolenje na operone,
o osredotolenje na okolico in razmerja med ORF v operonu za toksine,
o osredotodenje na okolico operonov oz. genov za toksine,
o indukcija profagov in identifikacija razlik,
o opredelitev moZne tipizacijske sheme.
¢ Toksinotipizacija izbranih sevov.
o Direktna toksinotipizacija in kvantifikacija tar¢nih sekvenc s pomocjo qPCR.
L ]
3. Metodologija projekta
Celoten projekt je zasnovan fazno:

I. faza je bila namenjena izboljSanju vzoréenja in izkoristka izolacije nukleinskih kislin iz
vzorcev kmetijskih in Zivilskih produktov z namenom direktne zaznave kontaminacije z
uporabo ucinkovitih metod destrukcije celic in ekstrakcije dednine. V drugi

ll. faza je bila usmerjena predvsem v razvoj in uporabo molekulanih metod. V tej fazi smo
razvili postopke za ugotavljanje sekvenéne variabilnosti in diverzitete genov za toksine

lil. faza je na podlagi prvotni dveh faz omogodila intergracijo rezultatov v eni smeri za
namene razvoja sistema za direktno tipizacijo izbranih patogenih mikroorganizmov na
osnovi multipleksne RFLP-PCR reakcije in talilnega profila na gPCR in direktne uporabe
na terenu.

4. Rezultati projekta
1. Faza — Izbolj$ava vzoréenja in izkoristka izolacije nukleinskih kislin

a) Organizacija

Na zaletku smo pregledali obstojece stanje na trgu glede kompletov za izolacijo nukleinskih
kislin, ki se uporabljajo za tovrstne namene. DoloCili smo zaenkrat samo dva proizvajalca:
BioEnteric (Irska) in Eiken Chemical (Japonska), ki bi prisla v postev. Preucili smo Se nekatere
druge splosne komercialne kite in preverili uspesnost detekcije (MoBio, Qiagen, Promega). Iz
testov smo zakljuili, da bomo sloneli na nadaljnjem razvoju kompleta za izolacijo nukleinskih
kislin, ki temelji na zidelku lastne izdelave (SmartHelix DNA isolation kit).

Poleg tega smo se tudi dogovorili z Indtitutom za varovanje zdravja Republike Slovenije, da nam
bo dobavljal kontaminirana Zivila z bakterijami in referencne seve, ki so predmet raziskave tega
projekta.

b) Razvoj kompletov za izolacijo nukleinskih kislin
<& Razvoj ucinkovitega nacina lize celic iz kompleksnih vzorcev
V prvem delu tega projekta smo se osredoto¢ili na razvoj metodologij za najbolj uspesen nacin
razbijanja celic iz kulture. Za ta namen smo uporabili kulturo bakterij Escherichia coli in
Staphylococcus aureus. Ti dve bakterijski vrsti smo izbrali zato, ker je eno izredno lahko lizirati in
drugo izredno tezko. Za meritve koncentracije DNK smo morali pripraviti rutinske postopke na
osnovi fluorometri¢nih meritev. Za te potrebe smo uporabili meritve s pomocjo barvil Syto82 in
SybrGreen I. Fluorometri¢ne meritve smo umerili s pomoc¢jo standardnega kita ter fluorometra
Qubit (Invitrogen). Izkazalo se je, da je SybrGreen | meritev bolj ustrezna, saj ni interferirala tako
mo¢no z dologenimi detergenti in hkrati je inkubacija lahko kratka (krajSa od 25 min, ki je
potrebna za barvilo Syto82).
Po vzpostavitvi merilnih metod, smo doloili kritiéne tocke lize bakterijskih celic:

1. lzbira mehanskega razbijanja (kak$na velikost kroglic se uporabi)
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2. lIzbira detergentov

3. C(asrazbijanja
Ugotovili smo, da je izredno ugodno razbijanje v ¢asu 120 minut ter pri najmanjsih kroglicah
{slika 1, slika 2).
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Slika 1. Primerjava Casov ter velikosti kroglic pri bakteriji E. coli
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Slika 2. Primerjava Casov ter velikosti kroglic pri bakteriji S. aureus

Za primerjavo smo imeli SmartHelix kit (IFB d.o.o., ozna¢eno kot SH), ki je nespecifien in lizira
velino bakterijskih celic.

Razlicne pufre smo primerjali tako, da smo kombinirali detergente Triton X100 in SDS.
Preliminarno smo uporabili tudi CTAB, ki pa se z DNK kompleksira in ga je izredno teZko potem
uporabiti za namene ekeltroforezne locitve. Najbolj ustrezen je bil pufer, ki je vseboval Triton
X100 ter Guanidin HCI (slika 3).
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Slika 3. Primerjava razli¢nih kombinacij pufrov za potrebe liziranja celic (S. aureus)

Poleg tega smo preverjali amplifikacije s pomocjo PCR. V vseh primerih je PCR reakcija uspesna,
vendar rahlo inhibirana. Zaradi tega smo priceli z implementacijo ¢iS¢enja s pomocjo kolonic.
Izbrali smo kolonice Econospin kolonice. Te vrste kolonic temeljijo na silikatni osnovi in se
aktivirajo s pomodjo guanidinijevega HCl ali pa guanidinijevega izotiocianata.

Pri sami lizi smo opazili, da ima lahko vpliv tudi viskoznost lizirajoCega medija. To je za
pri¢akovati, saj fizikalna liza temelji na vibraciji zelo malih delcev in s tem irigacijo celine
stene/membrane. Viskoznejsi kot je medij vec sile je potrebno za enako vibracijo kroglic. Pri tem
je mogoce optimizirati metodo, da pridobimo na koncu ve¢ bolj kvalitetne DNK, to je DNK z visjo
molekularno maso. Da smo preverili in tudi optimizirali viskoznost medija za povedanje
uspesnosti lize smo uporabili metodo lize z enakim pufrom kot smo ga predhodno razvili in mu
dodali glicerol. Ugotovili smo, da je viskoznost vplivala tako na koli¢ino izluZene DNK (manj v bolj
viskoznem mediju), kot tudi na kvaliteto (manj nizkomolekularne DNK v bolj viskoznem mediju)
(Slika 4).

Slika 4. Prikaz vpliva koli¢ine glicerola na kvaliteto in koli¢ino izluzene DNK iz bakterije S. aureus.
0d leve proti desni je naras¢ajoca kolicina glicerola v enakem pufru in pri enaki kolicini celic

J

> razvoj postopka liziranja in ekstrakcije nukleinskih kislin iz Cistih kultur

Da predhodno lahko predvidimo postopke tipizacije, moramo pridobiti prvo informacijo o znanih
tipih bakterij. To pomeni, da je potrebno izdelati metodo hitre in u€inkovite ekstrakcije
nukelinskih kislin iz €istih kultur. Za ta namen smo pripravili Stevilne protokole izbol3ane izolacije
nukleinskih kislin iz toéno doloc¢enih mikroorganizmov. Ti mikroorganizmi so:

Obrazec ARRS-RPROJ-CRP-KS-ZP-2011 Stran 7 od 54



Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni, Salmonella enterica, Legionella
pneumophila in Listeria monocytogenes. Bakterije M. avium paratuberculosis nismo lizirali na ta
nadin, ker imajo izredno odporno celi¢no steno in smo za te uporabili metodo lize, ki smo jo
razvili za kompleksne vzorce.
Metodolo$ko smo izhajali iz klasi¢nih protokolov, ki smo jih sami razvili in so se predhodno
izkazale za hitre in z visokim izkoristkom: fenolna ekstrakcija z mehansko lizo in metoda s
prekuhavanjem. V tem ¢asu smo natancno ocenili predvsem metodo s prekuhavanjem in
dodajanjem ionskih izmenjevalcev. Hipoteti¢no naj bi ionski izmenjevalci na podlagi vezave
dvovalentnih kationov, vplivali na aktivnosti encimov, predvsem restriktaz, in s tem posledi¢no
daljSo obstojnost tako izoliranih nukleinskih kislin.
V raziskavi smo uporabili 6 patogenih mikroorganizmov, ki so pogosto 3kodljivi ¢loveku:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni, Salmonella enterica, Legionella
pneumophila in Listeria monocytogenes. Kulture E. coli in S.aureus smo vzgojili sami, ostale
patogene pa smo prejeli od IVZ-LJ. Testirali smo izolacijo s posebnim kationskim izmenjevalcem
(Chelex) z enostavnim segrevanjem. Sprva smo vzorce kuhali v vrodi kopeli, nato smo sistem
aplicirali na stripe in mikrotitrsko plos¢o. Za ta namen smo:

1. Dolo¢ili éas segrevanja na 100°C potreben, da se izolira veliko DNA in RNA.

2. Preverili smo potreben ¢as centrifugiranja stripov/plos¢, da se pelet popokanih celic in
chelexa dobro zalepi na dno posodice in ne moti naknadnih postopkov (PCR).
Preverili smo, e prihaja do inhibicije, pri raznih koli¢inah zaCetnega Stevila celic.
Preverili smo, Ce prihaja do navzkrizne kontaminacije.
Preverili smo, ¢e so tako pridobljeni izolati uporabni vsaj 1 mesec pri-20°C.
Preverili smo e moZnost uporabe multiplex PCR tako izolirane DNK za dolocanje E. coli
in Samonelle sp.

oun kW

1. Test Casa segrevanja

Konc. DNA v izolatu v odvisnosti od asa kuhanja Konc., RNA v izolatu v odvisnosti od ¢asa kuhanja
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Slika 5a, b, ¢, d, e, f. Grafi¢en prikaz rezultatov koncentracij DNA in RNA v odvisnosti od ¢asa
kuhanja za vsako vrsto patogena.

Rezultati segrevanja in variacije ¢asa prikazujejo, da je potrebno predvsem za bakteriji Listeria
monocytogenes kot tudi za S. gureus daljsi ¢as segrevanja (ve¢ kot 15 min) in za bakterije E. coli,
Campylobacter jejuni in Legionella pneumphila le kratek ¢as (5 min). Pri tem pa je potrebno
bakterijo Salmonella entherica segrevati natancno 15 min (Slike 5a-f).

2. Test casa centrifugiranja

Ponavadi se uporablja metode segrevanja v 1,5 ml epruvetah. Za namene vzporedne
manipulacije velikega $tevila celic, smo razvili metodo segrevanja v stripih in mikrotiterskih
plo3¢icah (8 ali 96 vzorcev hkrati). Pri tem je manipulacija po centrifugiranju lahko dalj3a, kar
posledi¢no vpliva na odlepljanje centrifugiranega peleta. Zaradi tega smo morali preveriti
potreben &as centrifugiranja stripov/plos¢, da se pelet popokanih celic in chelexa dobro zalepi na
dno posodice. Po ustreznem ¢asu kuhanja smo izolate centrifugirali in sproti preverjali, kako je z
lepljenjem in ¢vrstostjo peleta.

Izolate smo centrifugirali 5, 10 in 15 min ter tako ovrednotili potreben ¢as centrifugiranja (3000
RPM, 22°C) (Tabela 1).

Tabela 1. Cvrstost in prilepljenost peleta ostankov liziranih celic v odvisnosti od ¢asa
centrifugiranja

Cas Cvrstost Pelet prilepljen na
peleta dno epice

5 / /

10 ok ok

15 ok ok
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Ugotovili smo, da zado3¢a 10 minutno centrifugiranje stripov/ plos¢, da se ustvari lep pelet in se
lahko zanesljivo odpipetira le supernatant brez Chelexa. Dodatno bi bilo potrebno razviti matrix,
ki bi 3e bolj utrdil pelet in omogocal manipulacijo supernatanta kar z multikanalno pipeto.

3. Test inhibicije

Z izolati, kjer smo izmerili najboljsi izkoristek s fluorimetrom (dolo¢en ¢as kuhanja) smo naredili
PCR, s katerim smo ovrednotili koli¢ino izolata, ki nam bo dala objektivne, ne-inhibirane
rezultate. Poleg tega smo tudi dolodili temperaturo prileganja (Tan) za pare oligonukleotidnih
zacetnikov invA in fem {Slika 6).

invA Salmonella; Tan=61°C S.auerus - vec template DNA,; Tan=55"C
SA primerja fem primerja
1, 2, 4, 8.ul nk 63 qulonk B30 1l

template DNAja (chelex ekstrakt) chelex 1;olat Barbann templats chelex izolat Barbarin template

Slika 6. Test inhibicije PCR.

Sklepi:
e temperatura prileganja za invA primerje za dologanje Salmonelle = 61°C

e uporabili 1, 2, 4 ali 8 Wl Chelex izolata — vse se je lepo pomnoZevalo, kar pomeni, da ni
bilo inhibicije; ja pa pri 4 in 8 ul Ze malo nelistoC zaradi preve¢ DNA template-a

4, Test navzkrizne kontaminacije s PCR

Ker je pogosto pricakovati, da pri vecjem Stevilu paralelnih vzorcev pride do navzkrizne
kontaminacije, smo to preverjali s pomocjo PCR tarénega gena na vzorcih izolirane DNK s
pomocdjo segrevanja. E. coli ali Salmonella sp. (EC ali SAL) smo nacepili v naslednje luknje, in
naredili chelex izolacijo:

Tabela 2. Shema prostorske razporeditve vzorcev za test navzkrizne kontaminacije

Luknja 1 2 3 4 5 6 7 8
Strip A EC SAL EC SAL
Strip B EC SAL EC SAL

Strip CB SAL EC SAL EC
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20.7.09 PCR za preverjanje crosskontaminacije Chelex stripi
lamB primerja (309 bp, Tan=55°C) . J

. nk A1.A2 A3 A4 A5 A6 A7 AS B1- B2 B3 B4
EC $AL EC SAL EC SAL

B5 B6 B7 B8 C1 C2 C3 C4C5C6CT C8
° ECSAL  SA EC SAL EC

Slika 7. Pod oznakami vzorcev so oznake katera bakterija je bila izolirana v tej jamici.

Sklepi:
e Rezultati so deloma v redu, saj smo v 7ih od skupno 25ih vzorcih dobili pozitiven signal
PCRja, kjer ne bi smelo biti amplikona. Prav tako smo pri 5ih od 6ih vzorcih Salmonelle
dobili nespecifi¢ne PCR produkte (Slika 7).

5. Test Casovne uporabnosti chelex izolatov
Naredili smo sveZo izolacijo E. coli in Salmonella sp. Te izolate in pa izolate, ki so bili 1 mesec na -
20°C smo preverili s PCR (Slika 8).

6. Implementacija multiplex PCR za E. coli in Salmonella sp. na DNK izolirani s segrevanjem.

Za namene hkratnega preverjanja prisotnosti E. coli in Salmonella sp. smo uporabili
oligonukleotidna zacetnika invA in lamB. Oba skupaj sta uspesno pomnozila izbrani tarci. Pri tem
bi bilo potrebno dodatno $e optimizirati v smislu zmanjSanja nastajanje dodtanih fragmentov v
multipleksni reakciji (Slika 8).
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17.7.09 PCR za preverjanje mﬂltiplex PCRia

Multiplex PCR - primerja invA+lamB Obicni PCRANVA Obicni PCR4amB

Ec.176. Ec.167. Sa.  sal nk sal sal. g '
. X ; . . Bc.17.6. Ecd67.
162, 176 176, 167,

Slika 8. Preverjanje obstojnosti DNK na multipleks PCR reakcijo.

Sklepi:
e Chelex izolati so obstojni ve¢ kot 1 mesec na -20°C.

e Multiplex PCR uspel, z lamB primerji se da detektirati tako E. coli kot Salmonella sp.

Na koncu I. faze smo ugotavljali in optimizirali protokole, ki bi povedali izplen DNK. Za ta namen
smo predvsem preverjali metode obdelave povrsine plastine stene mikroepruvet za ¢im manjse
lepljenje DNK na stene mikroepruvet.

V prvih poskusih smo poskusili izboljSati izkoristke reakcije s pomocjo uporabe koloidnih delcev,
ki bi inaktivirale povrsinske interakcije. V primeru, da se DNA prileplja stene posode, jo je manjv
reakcijski mesanici. Hkrati pa lahko tudi encima manj zaradi enakih dogodkov. Zaradi tega smo
naredili le nekaj preliminarnih poskusov. Testirali smo vplive koloidnih delcev na PCR brez
kvantifikacije. Potrebno bi bilo testirati Se velje Stevilo razlicno nabitih koloidov in razlitno
kvaliteto vezave na stene posodic.

1. Faza tipizacija in toksinotipizacija izbranih bakterij.

S pomogjo literature in nukleotidnih baz, predvsem NCBI, smo dolocili metode, ki bi bile
enostavne in hitre za PCR pomnoZevanje, mozne za kvantifikacijo in predvsem nizjega cenovnega
ranga. Tako smo pregledali moZne variante tipizacije ali na podlagi toksinov, drugih virulencnih
genov ali dolo&enih tipskih genov (insercijske sekvence). V tej fazi smo se potem zaceli praktiéno
osredotodati na mikobakterije. Testirali smo tudi moZnost tipizacije na primeru M. tuberculosis in
nadaljevali na kmetijsko in Zivinorejsko, v zadnjem ¢asu pa tudi zaradi pojava Chronove bolezni,
neposredno pomebne tudi za ¢loveka, bakteriji M. avium paratuberculosis.

1. Campylobacter spp. in Escherichia coli
Za bakterijo E. coli je bila pregledana literatura za Ze znane toksine in razpoloZljive

oligonukleotidnih zaéetnike za detekcijo le-teh toksinov (Tabela 3).
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Tabela 3. Oligonukleotidni zacetniki znani iz literature, ki so usmerjeni v detekcijo toksinov

TOKSIN VEZAVNO | IME ZAPOREDIJE (forward) IME ZAPOREDIJE (reverse)

MESTO PRIMERJA PRIMERJA
Shiga toksin (stx) 1 STX 1 TX1-F 5-ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC-3 TX1-R 5-GAACGCCCACTGAGATCATC-3
Shiga toksin (stx) 2 STX2 TX2.F S-TCGCCAGTTATCTGACATTICTG-3 TX2-R 5-GGCACTGTCTGAAACTGCTCC-3
Toplotno labilni toksin (LT) 1 | LT 1 LT1-F S-TTACGGCGTTACTATCCTCTCTA-3 LT1-R 5-GGTCTCGGTCAGATATGTGATTC-9
Verotoksin 1 SLT 1 LP30 5- CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG -3 Lp31 5 - CACCAGACAATGTAACCGCTG -3
Verotoksin 2 SLT2 LP43 5 - ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG - 3 LP44 5 - GCGTCATCGTATACACAGGAGC - 3
Toplotno stabiini toksin (ST)2 | ST2 STILFP 5-GCAATAAGGTTGAGGTGAT-3 STIL-RT S-GCCTGCAGTGAAATGGAC-3

V nadaljevanju smo razvili lastne oligonukleotidne zaletnike za obe skupini sevov.

Sprva smo in silico analizirali vse do sedaj znane toksine, ki jih izloajo razlicni sevi bakterij
Campylobacter jejuni in Escherichia coli, dolocitev njihovih nukleotidnih zaporedij in primerjava
med njimi.

Metode dela:

V bazi podatkov NCBI smo poiskali nukleotidna zaporedja genov, ki zapisujejo izbrane toksine, za
vse seve preiskovanih bakterijskih vrst. Nukleotidna zaporedja smo med seboj primerjali s
programom BioEdit. Sledilo je iskanje Ze znanih oligonukleotidnih zaetnikov za izbrane toksine
preko literature in konstruiranje oligonukleotidnih zacetnikov s programi PrimerExpress 3.0.

Toksinotipizacija bakterije Campylobacter jejuni

Rod Campylobacter je bil prvi¢ odkrit leta 1963. Gre za po Gramu nagativne, spiralne,
mikroaerofilne bakterije, ki se prosto gibljejo z bi¢ki. Glavni kvarljivec hrane in humani patogen je
Campylobacter jejuni (95% obolelosti). Pogosta je tudi C. coli (4% obolelosti). Ostale vrste iz rodu
Campylobacter povzrotijo le 1% primerov obolelosti. C. fetus je povzrocitelj spontanih splavov
pri govedi in ovcah in je hkrati oportuni patogen pri ljudeh (Wilson et al., 2008).

OkuZba s kampilobaktri povzroa hude gastrointestinalne teZave, ki lahko privedejo celo do
krvave driske. Drisko spremlja vro¢ina, boleéine v trebuhu, slabost, glavobol in midi¢ne boletine.
Bolezen nastopi 2-5 dni po okuzbi in traja med 7 in 10 dni. Infektivna doza se za¢ne pri 400-500
bakterij, pri nekaterih posameznikih pa vel (Bad Bug Book: Foodborne Pathogenic
Microorganisms and Natural Toxins Handbook: Campylobacter jejuni; FDA, ZDA;
http://www.fda.gov/Food/FoodSafety/Foodbornelllness/FoodbornellinessFoodbornePathogens
NaturalToxins/BadBugBook/ucm070024.htm, 24.3.10;)

Bakterij Campylobacter sp. aktivno penetrirajo ¢revesni mukozni epitel in izloCa proteine s
pomocjo flagelarnega aparata. Celice Crevesnega epitela jo pogoltnejo, kar povzrodi razpad
integritete epitela. Ze 500 celic lahko predstavlja infektivno dozo. Kampilobakter sorazmeroma
rad privzema tujo DNA in si jo izmenjuje v obliki horizontalnega prenosa genov. Tako je kar 20%
genoma variabilnega med izolati. Genom C. jejuni je velik cca. 1,6-1,7 Mb. Raste v
mikroaerofilnih razmerah med 30 in 44°C. C. jejuni v okolico izlo¢a razlicne virulenéne dejavnike.
Veéinoma, kot Ze prej omenjeno, skozi flagelarni izloevalni aparat. Glavni izloCeni proteini so
FlaC, FspA, Cia (C. jejuni invasion antigens) in citoliti¢ni distendni toksin (CdtA, CdtB in CdtC). FlaC
je protein, ki veze HEp-2 celice. FspA (18kb) je v dveh oblikah: FspAl in FspA2. Le FspA2 veZe
eukariontske celice in inducira apoptozo v epitelnih celicah. Citoliticni distendni toksin je
sestavljen iz treh podenot CdtA, CdtB in CdtC, ki so vse nujne za toksicni efekt. Privzetje CdtB v
celice je nujno za toksi¢nost za eukariontske celice. CdtB ima aktivnost podobno DNazi I.
Translociran je do jedra, kjer povzroéi ustavitev celicnega cikla v fazi G2 (van Putten et al., 2009).

Glavni virulenéni geni in geni, ki kodirajo toksine v Campylobacter sp. so: cadF, flaA, cdtA -
cytolethal distending toxin subunit A, cdtB - cytolethal distending toxin subunit B, cdtC -
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cytolethal distending toxin subunit C, cdtABC, virB11. Se drugi virulen&ni ali toksinski geni so:
cadF, ceuk, virB11, flaA, cdtA, cdtB, cdtC. Kot potencialen gen za molekularno tipizacijo se je
izkazal tudi hip (hipuraza), ker ima ta gen le C. jejuni (Linton et al., 1997; Persson et al., 2005;).

Med najbolj diskriminatornimi se omenja kombinacija cdtA, cdtB in cdtC genov, kot se to
uporablja v kitu RR134A Campylobacter (cdt gene) PCR Detection and Typing Kit (Takara Bio.,
Inc.)

(http://catalog.takara-bio.co.jp/en/product/basic info.asp?unitid=U100006078).

Potencialna uporabnost flaA gena, ki kodira bi¢kasti protein FlaA, izhaja iz dejstva, da je le-ta
mo¢no variabilen (Dingle et al., 2002).

Diskriminacija med vrstami Campylobacter jejuni, coli in fetus

Najprej je potrebno doloéiti katero od treh najbolj razdirjenih patogenih vrst iz rodu
Campylobacter smo izolirali. Za ta namen smo s programom Primrose razvili set treh parov
primerjev, optimiziranih za RTqPCR:

Primerja za C. jejuni:

Sekvenca (5'->3') Tm GC%
Forward primer TGCCAACAACAACTTCAGCTGTGC 59.08 50.00%
Reverse primer GCAAGGGGCTATTCCAAAGCGT 57.81 54.55%

DolZina produkta 119 bp

Test v NCBI Nucleotide blast: 100 % ujemanje s C. jejuni, precej slabSe ujemanje s C. coli ali C.
fetus.

Primerja za C. coli:

Sekvenca (5'->3") Tm GC%
Forward primer ACAACCCGTGGGCGTGGGTA 60.39 65.00%

Reverse primer TCCGCTTGCACTCTGCTAACGA 58.60 54.55%

Dolzina produkta 150 bp

Test v NCBI Nucleotide blast: 100 % ujemanije s C. coli, precej slabSe s C. jejuni ali C. fetus.

Primerja za C. fetus:

Sekvenca (5'->3') Tm GC%
Forward primer TGGAATTTGCAAGGCAGTTCGGCT 59.88 50.00%
Reverse primer AGGTAAATTTCCTGCTTCTTGAACGGC  58.18 44.44%
DolZina produkta 120 bp

Test v NCBI Nucleotide blast: 100 % ujemanije s C. fetus, slabse ujemanje s C. jejuni ali C. coli.
Na podlagi izbranih primerjev lahko lo¢imo med tremi najpogostejSimi patogenimi vrstami iz
rodu Campylobacter.

Diskriminacija med sevi Campylobacter jejuni

Glede na to, da je C. jejuni najbolj razsirjena izmed humanih patogenov iz rodu Campylobacter,
smo se osredotoili na toksinotipizacijo v tej vrsti. Po pozitivnem testu za C. jejuni (glej gor), je
potrebno dolo¢iti sev. Mi smo izbrali tipizacijo sevov, glede na variabilnost zapisov stirih genov.
Proucili smo genetsko variabilnost zapisa genov za citoletalni distendni toksin (cdt) podenote A,
B in C (cdtA, cdtB, cdtC). Prav tako smo naredili toksinotipizacijo na podlagi sekvenc gena fspA2,
ki z vezavo na celice &revesnega epitela povzrodi njihovo apoptozo, gena hipO, ki kodira
hipurikazo in je specificen za C. jejuni, ter gena hlaA, ki kodira bickasti aparat in je izjemno
variabilen.
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cdt gen

a) Diskriminacija s Tagman sondami

Forward primer 1: 5°-CCTATACTCCACCrCyTTTAGCTG-3"

24 bp, 50% GC, Tm basic = 57°C

Test v NCBI Nucleotide blast: 100 % ujemanije s C. fetus, ni¢ ujemanja s C. jejuni ali C. coli.

Reverse primer 1: 5°-TCTCCAGTAGGAGYTGCAAAGGY-3

23 bp, 52% GC, Tm basic = 57°C

Test v NCBI Nucleotide blast: 100 % ujemanje s C. fetus, ni¢ ujemanja s C. jejuni ali C. coli.
Velikost pomnoZka zgornjih oligonukleotidnih zacetnikov je 183 baznih parov.

Tagman sonde:
. 5 -GTTTAAGATCTCATATAGTTTCGGATCATTTTCCAG-3
33 bp, 36% GC, Tm basic = 60°C

® 5 GTTTAAGATCTCATATAGTTTCAGATCATTTTCCAG-3’
36 bp, 31% GC, Tm basic = 59°C

. 5 -GATGCTTGCAAGTTTAAGATCATTTTCCAG-3°
30 bp, 37% GC, Tm basic = 58°C

. 5 -ATGCTTGCAAGTTTAAGATCATTTTCAG-3°
28 bp, 32% GC, Tm basic = 54°C

b) Diskriminacija z melting profili

Za diskriminacijo z melting profili smo izbrali regijo, kjer sta v genih cdtABC dve obseZni deleciji.
Tako dobimo, &e pomnoZujemo skrajne regije teh delecij, tri skupine amplikonov, ki se, bolj kot
po bazni sestavi, lo¢ijo po dolZini. Zaradi treh razli¢nih skupin amplikonov lahko lo¢imo med
tremi skupinami sevov C. jejuni.

Forward primer 1: 5'-ACCTATACTCCACCGCTTTTAGCT-3"
24 bp, 56°C, 46% GC
Test v NCBI Nucleotide blast: 100 % ujemanije s C. fetus, ni¢ ujemanja s C. jejuni ali C. coli.

Reverse primer 1: 5-TCCAGTAGGAGTTGCAAAGGCTAAAGT-3
27 bp, 58°C, 44% GC
Test v NCBI Nucleotide blast: 100 % ujemanje s C. fetus, ni¢ ujemanja s C. jejuni ali C. coli.

Na podlagi izbranih primerjev dobimo tri skupine amplikonov genov cdtABC C. jejuni v priblizni
dolZini 144, 165 in 172 bp, z meltingi cca. 72 in 73°C. Problem predstavlja, da sta si dva
amplikona podobna po nukleotidni sestavi in imamo zato le 2 melting vrhova.

Forward primer 2: 5’ -ATGCTTGCAAGTTTAAGATC-3
20 bp, 46°C, 35% GC
Test v NCBI Nucleotide blast: 100 % ujemanije s C. fetus, ni¢ ujemanja s C. jejuni ali C. coli.

Reverse primer 2 (5'->3'): 5°-ATTRTTRCTTTRTTTTTTATGTTTAT-3
26 bp, 44°C, 12% GC
Test v NCBI Nucleotide blast: 100 % ujemanje s C. fetus, ni¢ ujemanja s C. jejuni ali C. coli.
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Na podlagi izbranih oligonukleotidnih zafetnikov dobimo tri skupine amplikonov genov cdtABC C.
jejuni v pribliZni dolZini 80, 103 in 110 bp, z meltingi cca. 59, 63 in 65°C (OligoCalc) oz. 74, 77 in
78°C (VectorNTl). Problem predstavlja nizka melting temperatura oligonukleotidnih zagetnikov.

fspA2 gen

Na podlagi poravnave $estnajstih zaporedij sekvec gena fspA2 iz baze NCBI Nucleotide smo se
odlo¢ili, da ne bi bil pravénji za genotipizacijo, saj je bilo vseh 16 sekvenc precej podobnih si med
seboj. Prav tako ni bilo nobenih obseZznejsih delecij/ insercij, ki bi bile uporabne za loCevanje na
podlagi melting profilov.

hipO gen

Na podlagi poravnave 36 zaporedij sekvec gena hipO v bazi NCBI Nucleotide, smo se odlocili, da
bi bilo lahko zaporedje na lokacijah od 122 do 126 baze, glede na sekvence v Campylobacter
jejuni, uporabno za tipizacijo, saj je tu prisotna moc¢no variabilna regija.

hlaA gen

Sekvence gena hlaA, ki kodira bickasti aparat in smo jih uspeli dobiti v bazi NCBI Nucleotide, so se
izkazale za izjemno variabilne. Kot take bi bile uporabne za lo€evanje z uporabo tehnike
denaturacijske gradientne gelske elektroforeze (DGGE). Visoko variabilni segment flaA gena bi
lahko lo&ili na DGGE gelih, ker se moéno razlikujejo po svojem baznem zaporedju.

Z namenom pomnoZiti flaA gen smo razvili set primerjev FlaA:

Forward primer FlaAf: 5'-GGTCTTAGAGTTTAGAAATTATGGAGGG-3’

28 bp, 39% GC, Tm basic = 57°C

Test v NCBI Nucleotide blast: 100% ujemanje s C. jejuni.

Reverse primer FlaAr: 5°-TCATCATCTTTTACCCACTCATCCCATC-3"
28 bp, 43% GC, Tm basic = 58°C
Test v NCBI Nucleotide blast: 100% ujemanije s C. jejuni.

Z omenjenima primerjema bi pomnoZili pribliZno 686 bp dolge segmente, ki bi jih nato loCili z
uporabo DGGE. Tako dobljene fragmente razlicnih sevov bi izrezali in DNA ponovno pomnoZili s
PCR. Po sekveniranju bi dobili to¢ne podatke o sekvencah raznih sevov.

Literatura:

Linton D., Lawson A.J., Owen R.J., Stanley J.1997. PCR detection, identification to species level,
and fingerprinting of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli direct from diarrheic samples.
3 Clin Microbiol, 35(10): 2568-2572

Persson S., Olsen K.E.P.2005. Multiplex PCR for identification of Campylobacter coli and
Campylobacter jejuni from pure cultures and directly on stool samples. ] Med Microbiol, 54(11):
1043-1047

Dingle K.E. s sod. 2002. Molecular characterization of Campylobacter jejuni clones: A basis for
epidemiologic investigation. Emerging Infect Dis, 8(9): 949-955

Toksinotipizacija bakterije Escherichia coli
E. coli je ena izmed najbolj preutevanih prokariontskih mikroorganizmov. Uvri¢amo jo v druZino
Enterobacteriaceae in je po Gramu negativna bakterija. Rod obsega pet vrst: E. coli, E. hermannii,
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E. fergusonii, E. vulneris in E. blattae.

E. coli, ki povzroéajo Crevesne okuZbe delimo na sledece seve:
e Enteropatogene E. coli (EPEC) — ne izloCajo verotoksina. V to skupino uvri¢amo naslednje

O-seroloske supine: 026, 055, 086, 088, 0103, 0111, 0114, 0119, 0125ac, 0126,
0127, 0128ab, 0142, 0145, 0157, 0158.

e Enterotoksigene E. coli (ETEC) - izlo€ajo toplotno labilne (LT) in/ ali toplotno stabilne (ST)
enterotoksine. Toplotno labilni enterotoksini so funkcionalno in strukturno zelo podobni
enterotoksinu Vibrio cholerae. V to skupino uvr$¢amo naslednje O-seroloske skupine:
06, 08, 025, 078, 0153, 0128, 086.

e Enteroinvazivne E. coli (EIEC) so sorodne Sigelam.

s Enteroagregativne E. coli (EAggEC) - izdelujejo nekatere enterotoksine in citotoksine.
Njihova znadilnost je, da se na celice Crevesne sluznice pritrjujejo v znacilnem vzorcu in,
da se bakterije povezujejo med seboj.

s Difuzno adherentne E. coli (DAEC)

s Verotoksigene E. coli (VTEC) — izdelujejo verotoksine VT1 in/ali VT2, ki so podobni
Sigovim toksinom, ki jih izdeluje Shigella dysenteriae tipa 1. Najpogostejse O-seroloske
skupine VTEC so 0157, 06, 026, 091, 0103, 0111, 0113, 0117, 0118, 0121, 0128,
0145. Med VTEC sodijo tudi enterohemoragic¢ne E. coli (EHEC).

Dolocili smo naslednje oligonukleotidne zadetnike za izbrane toksine:

e Shiga toksin 1 (Paton A.W., 1998):
o Forward primer: STX1-F: 5"-ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC-3’
o Reverse primer: STX1-R: 5'-GAACGCCCACTGAGATCATC-3’
o DolZina pomnoZka: 180 bp

o Shiga toksin 2 (Paton AW, 1998):
o Forward primer: STX2-F: 5"-TCGCCAGTTATCTGACATTCTG-3’
o Reverse primer: STX2-R: 5°-GGCACTGTCTGAAACTGCTCC-3"
o DolZina pomnoZka: 255 bp

e Shiga like toxin 1 (Tsen in Jian, 1998):
o Forward primer: SLT I-5: 5"-AGCTGAAGCTTTACGTTTTCGG-3°
o Reverse primer: SLT I-3: 5°-TTTGCGCACTGAGAAGAAGAGA-3°
o DolZina pomnoZka: 590 bp

e Shiga like toxin 2 (Tsen in Jian, 1998):
o Forward primer: SLTII-5: 5’ -TTTCCATGACAACGGACAGCAGTT-3"
o Reverse primer: SLTII-3: 5°-ATCCTCATTATACTTGGAAAACTCA-3’
o DolZina pomnozka: 694 bp

e Toplotno labilni toksin 1 (Yano s sod. 2007):
o Forward primer: LT1-F: 5°-TTACGGCGTTACTATCCTCTCTA-3"
o Reverse primer: LT1-R: 5'-GGTCTCGGTCAGATATGTGATTC-3"
o DolZina pomnoZka: 275 bp

e Toplotno labilni toksin 1 (Victor s sod., 1991)
o Forward primer: LT 51: 5"-CCGTATTACAGAAATCTGA-3"
o Reverse primer: LT 31: 5-GTGCATGATGAATCCAGGGT-3"
o Dolzina pomnozka: 110 bp
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e Toplotno stabilni toksin 2 (Lortie s sod., 1991):
o Forward primer: STII-FP: 5'-GCAATAAGGTTGAGGTGAT-3"
o Reverse primer: STII-RT: 5"-GCCTGCAGTGAAATGGAC-3"
o Dolzina pomnozka: 368 bp

e Verotoksin 1 (Cebula s sod., 1995):
o Forward primer: LP 30: 5’ -CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG-3’
o Reverse primer: LP 31: 5"-CACCAGACAATGTAACCGCTG —3°
o DolzZina pomnozka: 348 bp

s Verotoksin 2 {Cebula s sod., 1995):
o Forward primer: LP 43: 5-ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG-3"
o Reverse primer: LP 44: 5’-GCGTCATCGTATACACAGGAGC-3’
o Dolzina pomnoZka: 584 bp

2. Tipizacija bakterij Salmonella sp.

S pomocdjo literature in javno dostopnih baz podatkov (NCBI, UniProt) poiskati genske zapise
toksinskih in virulenénih genov za bakterijo rodu Sa/monella in ugotoviti na podlagi kak3nih razlik
v nukleotidnem zapisu zgoraj omenjenih genov lahko lo€imo med seboj ¢im vecje Stevilo
razliénih patogenih sevov bakterije rodu Salmonella.

Iz literature in baze podatkov UniProt smo sprva poiskali gene, ki zapisujejo toksine ali pa
virulenéne faktorje in preverili njihovo delovanje, ki ga imajo na gostiteljsko celico. Sledilo je
iskanje zaporedja nukleinskih baz v bazi podatkov NCBI Blast ter preverjanje prisotnosti
posameznega gena pri posameznih bakterijskih sevih, za katere je v bazi podatkov objavljen
celoten genom. Nato smo zaporedja nukleinskih kislin posameznega gena primerjali med
razli€nimi sevi bakterije rodu Salmonella s programom BioEdit Sequence Alignment Editor. V bazi
podatkov smo poiskali tudi informacijo o lokaciji izbranega gena pri posameznem sevu: ali se gen
nahaja na plazmidu ali na kromosomu. Med bakterijskimi sevi smo poleg primerjave
nukleotidnega zapisa gena primerjali tudi nukleotidni zapis njegove okolice ter iskali
palindromska zaporedja.

Rezultati

Izbor toksinskih in virulen¢nih genov:
cdtB:
1. protein z endonukleazno aktivnostjo, povzrodi poSkodbe DNA, fragmentacijo kromatina,

ustavitev G2/M celiénega cikla in povecanje jedra v gostiteljski celici,
2. gen je zapisan na kromosomu,

3. gen se nahaja pri treh bakterijskih sevih: Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhi str. CT18, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi str. Ty2 in Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Paratyphi A str. ATCC 9150.

spvB (Salmonella plasmid virulence):
1. delovanje produkta gena ni znano,

2. gen je zapisan na plazmidu,

3. gen se nahaja pri sledecih bakterijskih sevih: Salmonella enterica subsp. enterica serovar
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Choleraesuis plasmid pOU7519, Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium plasmid pSLT-BT, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi C
strain RKS4594 plasmid pSPCV, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis
str. SC-B67 plasmid pSCV50, Salmonella enterica OU7025 plasmid pOU1113, Salmonelia
typhimurium LT2 plasmid pSLT, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis
RF-1 plasmid pKDSC50, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Dublin plasmid
pOU1115.

1. gen zapisuje protein hemolizin E s hemoliti¢no aktivnostjo do sesaldjih celic, na celi¢nih
membranah katerih tvori pore,

2. gen je zapisan na kromosomu,

3. gen se nahaja pri sledecih bakterijskih sevih: Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Paratyphi A str. AKU_12601, Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Schwarzengrund str. CVM19633, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi A
str. ATCC 9150, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi str. Ty2, Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Typhi str, CT18.

ccdB:
1. gen zapisuje citotoksi¢ni protein, ki preprefuje delovanje encima DNA-giraze, ki je
odgovoren za razvitje dvovijaCne DNA ob njenem pomnoZevanju,

2. gen je lahko zapisan na:

a. kromosomu: Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis str. P125109,
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Gallinarum str. 287/91, Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Dublin str. CT_02021853, Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Agona str. SL483, Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Schwarzengrund str. CYM19633.

b. plazmidu: Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis plasmid
pOU7519, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis str. SC-B67
plasmid pSCV50, Salmonella enterica OU7025 plasmid pOU1113, Salmonella
typhimurium LT2 plasmid pSLT, Salmonella enterica enterica sv Choleraesuis RF-1
plasmid pKDSC50, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Kentucky str.
CVM29188 plasmid pCVM29188_46, Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Kentucky str. CVM29188 plasmid pCYM29188_101, Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium plasmid pU302L, Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Dublin str. CT_02021853 plasmid pCT02021853_74, Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Dublin plasmid pOU1115.

Ob pregledu prisotnosti zgoraj omenjenih genov razli¢nih bakterijskih sevov, se je izkazalo, da
imajo lahko doloceni bakterijski sevi vec razlicnih toksinskih in virulenénih genov hkrati. Taksni

primeri so:
e sevi, ki imajo zapis za gena cdtB in hlyE so: Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhi str. Ty2, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi A str. ATCC 9150,
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Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi str. CT18,

e sev, ki ima zapis za gena hlyE in ccdB je Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Schwarzengrund str. CYM19633,

e sevi, ki imajo zapis za gena spvB in ccdB so: Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Choleraesuis plasmid pOU7519, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis
str. SC-B67 plasmid pSCV50, Salmonella enterica OU7025 plasmid pOU1113, Salmonella
typhimurium LT2 plasmid pSLT, Salmonella enterica enterica sv Choleraesuis RF-1
plasmid pKDSC50, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Dublin plasmid pOU1115.

Ob pregledu zapisa gena ccdB pri razli¢nih sevih smo nasli sev pri katerem je imenovani gen
zapisan tako na kromosomu kot tudi na plazmidu: Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Dublin str. CT_02021853 plasmid pCT02021853_74.

Logevanje posamenih sevov Salmonella na podlagi pregleda razliénih nukleotidnih zapisov
toksinskih in/ali virulenénih genov in njihove prisotnosti/odsotnosti v posameznem genomu

Toksinski geni zapisani na kromosomih:
Na podlagi nukleotidnega zapisa za gen hlyE lahko lo€imo tri skupine sevov:
1. Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi A str. AKU_12601 in Salmonella

enterica subsp. enterica serovar Paratyphi A str. ATCC 9150: se ne loita med seboj; drugi
sev lahko lo¢imo od prvega s pomnoZitvijo $e dodatnega gena cdtB,

2. Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi str. Ty2 in Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi str. CT18: se ne locita med seboj,

3. Salmonella enterica subsp. enterica serovar Schwarzengrund str. CVM19633: se
samostojno lo&i na podlagi razlik v nukleotidnem zaporedju zapisa za gen hlyE.

Na podlagi nukleotidnega zaporedja za gen ccdB lahko logimo dve skupini sevov:
1. Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis str. P125109, Salmonella enterica

subsp. enterica serovar Gallinarum str. 287/91 in Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Dublin str. CT_02021853: se ne loCijo med seboj; zadnji sev lahko lo¢imo od
prvih dveh $e z dodatno pomnofitvijo istega gena (le drug zapis) na plazmidu,

2. Salmonella enterica subsp. enterica serovar Agona str. SL483: se samostojno lo¢i na
podlagi razlik v nukleotidnem zaporedju zapisa za gen ccdB.

Toksinski geni zapisani na plazmidih:
Na podlagi nukleotidnega zaporedja za gen ccdB lahko loCimo 3est skupin sevov:
1. Salmonella enterica subsp. enterica serovar Kentucky str. CVM29188 plasmid

pCVM29188_46: se samostojno loci na podlagi razlik v nukleotidnem zaporedju zapisa za
gen ccdB,

2. Salmonella enterica subsp. enterica serovar Kentucky str. CVM29188 plasmid
pCVM29188_101: se samostojno lo¢i na podlagi razlik v nukleotidnem zaporedju zapisa
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za gen ccdB,

3. Salmonella typhimurium plasmid pU302L: se samostojno loi na podlagi razlik v
nukleotidnem zaporedju zapisa za gen ccdB,

4. Salmonella enterica strain OU7025 plasmid pOU1113: se samostojno loéi na podlagi
razlik v nukleotidnem zaporedju zapisa za gen ccdB,

5. Salmonella enterica subsp. enterica serovar Dublin str. CT_02021853 plasmid
pCT02021853_74, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Dublin plasmid pOU1115
in_Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium str. LT2 plasmid pSLT: se ne
loCijo med seboj; prvi sev lahko lo¢imo od drugega na podlagi znanja, da sev vsebuje
zapis za ta isti toksinski gen tudi na kromosomu; drugi sev lahko loimo od preostalih
dveh na podlagi znanja, da ta sev vsebuje tudi gen spvB,

6. Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis strain OU7519 plasmid
pOU7519, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis str. SC-B67 plasmid
pSCV50 in_Salmonella enterica enterica sv Choleraesuis RF-1 plasmid pKDSC50: se jih ne
da lociti med seboj.

Na podlagi nukieotidnega zaporedja spvB lahko lo¢imo sev:
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi C strain RKS4594 plasmid pSPC.
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stable | enterotoxin genes of enterotoxigenic Escherichia coli by Loop-Mediated Isothermal
Amplification. Microbiology Methods: 68, 414-420

3. Razvoj metode in situ tipizacije bakterij na primeru M. tuberculosis

lzvedli smo preliminarne poskuse za tipizacijo sevov Mycobacterium tuberculosis na podlagi
lokalizacije insercijskih sekvenc tipa 1S6110. Klasi¢ne metode uporabljajo RFLP tipizacijo, ki traja
veé dni, zaradi Eesar je potreben razvoj hitrej$ih molekularnih metod. Razviti princip metode se
da prenesti tudi na druge &loveku nevarne bakterije, kot je Mycobacterium avium ssp.
paratuberculosis, ki je povzro¢itelj Johne-jeve bolezni pri govedu in drugih prezvekovalcih, pri
¢loveku pa je domnevno vpletena v razvoj Crohn-ove bolezni. Glavna pot prenosa bolezni na
¢loveka je kontakt z okuZeno Zivaljo, e bolj pomembno pa preko kontaminiranega kravjega
mieka.

Insercijske sekvence so mobilni genetski elementi, ki se nahajajo v veC kopijah v genomu
bakterij. Stevilo in pa lokacija teh insercijskih sekvenc v genomu nam omogoca lociti med
posameznimi sevi M. tuberculosis. Karakterizacija okolic insercijskih sekvenc pri razlicnih sevih
nam bo omogodila nalrtovanje multiplex PCR sistema, na podlagi katerega bomo lahko
identificirali prisotnost razliénih sevov v vzorcu ali karakterizirali posamezne seve, izolirane s
klasi¢nimi mikrobioloskimi tehnikami.

Metode
Za dolocitev lokacij 1S6110 smo iz agaroznega gela klasitne RFLP tipizacije izrezali 156110

vvvvv

kolone (Promega, ZDA) in preverili prisotnost 1IS6110 v posameznem odseku DNK s PCR.
Uporabili smo zacetne oligonukleotide:

1S6110_60F 5' TCTGGCGTTGAGCGTAGTAG
1S6110_418r 5' CGAGCAAGCCATCTGGAC

Uporabili smo PCR program:

Temp. cas

95°C 2 min

95°C 45s
55°C 455 [ 35x
72°C 45
72°C 5 min

vew v

Otié&ene odseke smo nato razrezali z restrikcijskimi encimi. Izbrali smo encime, ki reZejo znotraj
insercijske sekvence in v okolici 3' konca 156110, glede na genom M. tuberculosis H37Rv. V
preliminarnih poskusih smo preizkusili tri restrikcijske encime:

Encim Cas inkubacije z DNK/temp. Cas za inaktivacijo encima/temp.
BamHI 1 h/37°C 20 min/80°C
Ncol 1 h/37°C 20 min/65°C
Eco52I 1 h/37°C 20 min/65°C

Pomembni parametri pri restrikcijskin encimih so predvsem izkoristek rezanja in ponovne
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ligacije, moZnost inaktivacije in rezidualna aktivnost ter velikost odsekov, ki jih generira.
Optimalna dolZina, ki jo $e lahko ucinkovito pomnoZimo s PCR je do 4000 bp. To je odvisno od
oddaljenosti prepoznavnega mesta za encim od 3' konca insercijske sekvence, ki se razlikuje za
vsako insercijsko sekvenco. Minimalna dolZina je pomembna za uspe3no ligacijo v krozno DNK in
se giblje med 150 in 200 bp.

Razrezano DNK smo nato ligirali s T4 ligazo, 16 ur na 16°C, inaktivirali encim 20 min pri 65°C in
mesanico uporabili direktno v inverzni PCR reakciji. V primeru uspesne avtoligacije smo dobili
kroZzne DNK produkte, ki so vsebovali 3' okolico 156110 (Slika 9). KroZne produkte smo pomnozili
z inverznimi zaCetnimi oligonukleotidi:

ISOF  5' TACAAGACCGAGCTGATCAAAC
ISOR  5'AGATCCCCTATCCGTATGGTG

Uporabili smo PCR program:

Temp. cas

94°C 2 min

95°C 455 -~

56°C 455  p 35x
72°C 3,5 min -

72°C 5 min

Za pozitivno kontrolo smo skonstruirali plazmid na osnovi pCR 2.1 (Invitrogen), ki je vseboval 800
bp 3' konca 1S6110.

Rezanje DNK Ligacija

Sekveniranje Inverzna PCR

Slika 9. Princip dologevanja okolic insercijske sekvence 156110. Rdece
oznaceno — 156110, érno oznaeno — okolica 1S6110

Amplikone smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo, jih izrezali iz gela ter oistili Cez silica
kolone (Promega, ZDA). O¢ié¢ene amplikone smo sklonirali v vektor pCR 2.1 (Invitorgen, ZDA) in
transformirali v elektrokompetentne E. coli. Po inkubaciji na LB plo3¢ah s selekcijskim
antibiotikom (ampicilin) in X-gal smo bele kolonije precepili, izolirali plazmidno DNK in sekvenirali
inserte z M13 univerzalnimi zacetnimi oligonukleotidi.

Zaporedja smo poravnali v programu Bioedit, lokacijo 156110 pa doloCili s preverjanjem

naleganja zaporedij na objavljene genome M. tuberculosis z uporabo orodja Blastn.
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Rezultati .

Izrez 1S6110 pozitivnih odsekov

Uspedno smo izrezali IS6110 pozitivne odseke iz agaroznega gela RFLP tipizacije. Z zaletnimi
oligonukleotidi 1S6110_60F/IS6110_R smo uspesno pomnoZili specifiCen odsek iz vseh izrezanih
vzorcev (Slika 10)‘

2.3 A} rg !;—,E qao “‘7'45471!'15471’{?

i
1
LB

Slika 10. Levo - slika agaroznega gela klasi¢ne RFLP tipizacije (Bolnidnica Golnik). Vidni so
odseki, pozitivni za prisotnost 1IS6110. lzrezali smo vse odseke vzorcev 1, 9, 14, 15 in 19. Desno -

PCR za povratno preverjanje prisotnosti 1IS6110 v izrezanih in Cid€enih DNK odsekih; 1 -
oznacCevalec velikosti, 2 — vzorec 19A, 3 —vzorec 198B.

Rezanje odsekov z restrikcijskimi encimi, inverzna PCR in analiza zaporedij

Z rezanjem in ponovno ligacijo smo dobili ustrezne krozne DNK produkte, ki smo jih uspeli
pomnoZiti z inverzno PCR (Slika 11). S tem smo potrdili delovanje zasnovanega koncepta.
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1.6 % Agarose

Slika 11. Primer agarozne gelske elekroforeze produktov po rezanju z Ncol, ligaciji
in inverzni PCR. V primeru prisotnosti kroZne, pravilno ligirane DNK, smo dobili
viden produkt. 1 — oznacevalec velikosti (legenda skrajno desno), 2 —vzorec 19F, 3
—vzorec 19F, 4, 5 — pozitivna kontrola, 6 — negativna kontrola.

PreizkuSeni encimi niso bili ustrezni glede na izbrane parametre.

Encim BamHI je kazal rezidualno aktivnost, kljub temperaturni inaktivaciji, zaradi Cesar je bil
izkoristek pomnoZevanija kroznih ligacijskih produktov z inverzno PCR slab. Analiza zaporedij je
pokazala, da v vedini zaporedij manjkajo 3' okolice 1S6110. Razlog je bilo nespecifiéno rezanje
encima BamHlI, t.i. star aktivnost, ki se je kijub redcenju encima v restrikcijski reakciji nismo
uspeli znebiti.

Pri encimu Ncol nismo zaznali rezidualne aktivnosti ali nespecifiénega rezanja. Z inverzno PCR
smo uspeSno pomnoZili avtoligirane kroZne DNK le pri 4 vzorcih. Razlog je v preveliki oddaljenosti
prepoznavnega mesta za Ncol od 3' konca nekaterih 1S6110, zaradi ¢esar je bil ligacija v kroZne
produkte slaba, zaradi prevelikih konstruktov (nad 4000 bp) pa z inverzno PCR nismo dobili
produkta.

Na podobne teZave smo naleteli tudi pri uporabi encima Eco521.

Sklep

Zasnova koncepta lokalizacije 156110 v M. tuberculosis je ustrezna in jo bomo uporablijali v
prihodnjih poskusih. V preliminarnih raziskavah smo preverili delovanje treh restrikcijskin
encimov, ki pa so se izkazali za neustrezne glede na izbrane parametre. Z in silico analizo
objavljenih genomov M. tuberculosis smo izbrali nove restrikcijske encime, ki jih bomo
preizkusili. Preverili smo predvsem oddaljenost med restrikcijskimi mesti znotraj 1S6110 in v
okolici 3' konca. Po primerjavi je med najbolj primeren kandidati encim Bfal (Tabela 4).
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Tabela 4. Primerjava razdal] med dvema prepoznavnima
mestoma za razli¢ne restrikcijske encime v 156110 in okolici 3'
konca 1S6110. Primerjava je bila izvedena na genomu M.
tuberculosis H37Rv (Genebank ID: NC_000962)

Restrikcijski encimi/razdalje med dvema
prepoznavnima mestoma v bp

zap. st. BpuEl Bfal  BssHII Xho!  Zral/Aatl
1S61100 i
1 2333 2021 388 459 4248
2 3338 882 444 249 489
3 4633 568 2675 966 1865
4 3295 1972 2398 1162 416
5 >5000 654 1391 3927 1746
6 1200 820 247 246 247
7 2618 773 996 3542 1541
8 4205 376 290 680 1177
9 1848 1238 799 569 2284
10 3553 874 446 4384 206
11 >5000 770 1565 1082 393
12 935 1136 231 1026 1471
13 2480 1071 860 >5000 2965
14 >5000 371 3640 3019 416
15 >5000 882 444 250 488
16 >5000 806 1085 2845 988
17 2716 1297 619 1330 1584

Ob uspesnem testiranju encima Bfal bomo pripravili klonsko knjiznico produktov inverzne PCR za
posamezne seve ter pridobili zaporedja vseh okolic 3' koncev 1S6110. Glede na ta zaporedja
bomo zasnovali multiplex PCR sistem za hitro tipizacijo sevov. Preizkusili bomo tudi neposredno
tipizacijo s primerjavo dolZin produktov inverzne PCR in jo primerjali s klasi¢no RFLP tipizacijo.

In silico analiza lokacij insercijskih zaporedij tipa 6110 na objavljenih genomih Mycobacterium
tuberculosis

Za namene in situ genotipizacije sevov Mycobacterium tuberculosis (Mtb) direktno iz vzorcev,
smo z bioinformatskimi orodji izvedli analizo lokacij oziroma okolic insercijskih zaporedij tipa
6110 (1S6110). Zaporedja okolic nam bodo omogodila konstrukcijo oligonukleotidov, ki bodo
temelj za genotipizacijo sevov Mtb, bodisi z multipleks PCR reakcijo na izbranih ustrezno
diskriminatornih lokacijah 1S6110, bodisi s pripravo mikroipa za tarCno resekveniranje z
metodami sekveniranja naslednje generacije.

Metode

Zaporedja objavljenih genomov smo dobili v javni bazi podatkov NCBI (National Centre for
Biotechnology Information) in jih analizirali v programu VectorNT! (Invitrogen). Vse prisotne
1S6110 vkljuéno z okolico 1000 baznih parov gor- in dolvodno smo poravnali v programu Bioedit.
Zaporedja 5' in 3' okolic smo primerjali z NCBI bazo nukleotidnih zaporedij z uporabo algotima
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BLAST (NCBI) in poiskali pripadajo¢e genomske regije oziroma gene. ldentiteto predvidenih
prepisov v proteine smo preverili v bazi proteinskih zaporedij UNIPROT (www.uniprot.org),
fizitno lokacijo genov pa v aplikaciji za vizualizacijo anotiranih genomov Sequence Viewer (NCBI).
Lokacije vseh 1S6110 smo normirali na sev H37Rv s primerjavo nukleotidnih zaporedij okolic
IS6110 z zaporedjem genoma H37Rv z algoritmom BLAST (NCBI). Vsako specifitno lokacijo smo
oznadili s svoj $tevilko in doloéili diskriminatorno mo¢ genotipizacije z lokacijami 1S6110.

Rezultati
Analizirali smo 5 objavljenih genomov Mtb:

Sev H37Rv (NCBI ref. §t.: NC_000962.2),

Sev H37Ra (NCBI ref. §t.: NC_009525.1),

Sev CDC 1551 (NCBI ref. §t.: NC_002755),
Sev KZN 1435 (NCBI ref. 5t.: NC_012943.1) in
Sev F11 (NCBI ref. §t.: NC_009565.1).

Bk wn e

Sevi so se razlikovali v $tevilu 1S6110 v genomu (Tabela 5) kot tudi po lokacijah/insercijskih
mestih, kar kaZe na veliko raznolikost sevov glede omenjene insercijske sekvence. 156110 so bile
vstavljene v nekodirajoéih regijah med dvema odprtima bralnima okvirjema, kar lahko vpliva na
regulacijo prepisovanja genov, ki sledijo. Nekatere so bile locirane tudi znotraj kodirajocih genov,
kar lahko povzro¢i izgubo funkcionalnosti ali pa pridobitev nove. Iz tega vidika so lokacije 156110
pomembne tudi za fenotip seva, poznavanje teh lokacij z ustreznimi genotipizacijskimi postopki
pa bi nam omogodilo sklepati tudi na fenotip (npr. virulen¢nost, odpornost na antiobiotike, itd.).

Tabela 5. Stevilo 156110 pri analiziranih sevih
Sev H37Rv H37Ra CDC 1551 KZN 1435 F11
$t.1S6110 14 9 4 14 17

V Tabeli 6 so prikazane lokacije 1S6110 v analiziranih genomih, podane so 5' in 3' okolice
insercijskih mest. Opazili smo povetano frekvenco insercij v okolici genov, ki kodirajo za PPE, PE
in PE-PGRS proteinov, ki naj bi imeli vlogo pri antigeniski variabilnosti Mtb. DoloCene 1S6110 so
bile locirane v okolici insercijskih sekcvenc drugih tipov (npr. 1IS1573 in IS 1603) ali na mestih z
vel zaporednimi tandemskimi ponovitvami oligonukleotidnih motivov. Za mnogo genov v 5' in 3'
okolicah do sedaj %e ni znanih funkcij ali celo homologov v proteinskih bazah podatkov
(UNIPROT).
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Tabela 6. Lokacije 156110 v analiziranih genomih
fay:] X
straipd _ Oone  lorustsg homology/fannotation 1sg22p Gene  iocustag bomology/annotation
isg 5'end orient, 3end
CDCLSSE
A mmpL  WTLELZ FENSMeMbIang +} - PMATLESS
z - MT2ZEED 0 pEThWEY DITEIN A- {+} - MTIERZ
3 PRELS - - MATIOZE
4 - [+ - BATORLE
H37Rz
S - MERA_DGLD i - bARA _ODLZ
z {+} - IRA_128%
3 [+} Ut MRS _ITTL
E {4} - hiRA_L77S
s (+ - MR&_Z184
£ - fiRA_2377
T - MRA_ZB4D
B -+ moeld MRA_2IE5
z {4 BpOA NRA 35132
HITRY
z - - RwlTEAC
2 {+ - Rvi371
2 f+) Vbl ReLTES
4 - Rwi782c hypothatical protgin
3 - R 2iode orservad hypothets
8 [+ - RvZi88c le corservedt
7 [~ - RVZZTTE
B -4 PPEZS
s - - 35 bp girect repest re - -
op upstresm
pae - RwZLER {-} - RvIBLE
2z . i -+ Ry31BS
12 - {~} mool  Rv2324c
4 kg Rw34TEC [~ bpos  Re347iC
membrang orotein
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Tabela 7. Lokacije 156110 v analiziranih genomih - nadaljevanje

hTE
straipf _ Gene  lorustag homoiogyfannotation [Se1ip Gene  lorustag homology/annotation
158 5'end orient. Fend
KZM 1435
S - - TBEM&_D0ES3
b - - TEME_0L157
2 - - TBME_01201
4 - - TEME _TLABL consgrve 3¢ pratsin
s - . TEMGG_05523 conserved hypothetical pratein
& - Uphs  TEMG_OLE58 estersse Liphd
7 - TohiG 4043 {=h - TBRIG_LLBTS
s . TEMG_OLETT {4 - TEME_04042
2 - TBREG +h - TEME_0L587
p2a) - TEbH {- - TBMG_0ZLE8
12 - TENMG - curd  TBMG_0223R cu
iz - T5T~,«,~ {o - TBME_L
12 mos8s  TEME_ :«d,.z £ z-carhinoiEmin fxl - TEMG O
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Za vse gene v okolici 156110 pri razliénih sevih smo poiskali homologe v genomu seva H37Rv, da
bi lahko preverili ohranjenost insercijskih mest in s tem dolocili IS6110 insercijske genotipe za
vsak posamezen sev. Homologi in njihove anotacije v H37Rv so prikazani v Tabeli 8, genotipi
glede na vse analizirane lokacije 156110 pa v Tabeli 9.
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Tabela 8. H37Rv homologi in anotacije genov v okolicah 1S6110 pri razlicnih sevih.
HITRY H37Rv
£ Strain H37RAv homolog H37Ry gene annotation Strain #37Rv homolog  H37Rv gene annotation
5 end Tend
1 RevET - b 30 DrOtEIn [ISLS4T Neterm) RvOTR4C -
3 Rvi728 -
4 ReE782¢ -
5 -
5 .
bl - L 2tE 1800 B
o s - :
34 -
32 -
Strain H3TRw Strain H3T7RY
£ _LDLIss: homolog  H3I7Rv zene annotetion L£DCLSSL Homael H3TRY gene 2nnotat
S gnd Fend
L MTLEDZ - - PATLBOS RviTSE  probabie cutingse Lutl
2 WMTZEED RyZBLE  hypoth MTZEE2 RyZBiSr  hypotheticziprotein, 3
bp downstr
2 RvI0L18C PR MTI028 Rv30i8c  PPES
4 RVO4D3C  mMEMLrane prof o5l AToALE ReS403C  membrzEne protein Mregst
H3TRV HITRY
Strain H37Ra_homolog  H37Rv gene annotation Strain H37Rs _homoloz ~ H37Rv gane snnotation
Send Fend
1 nRA_DOLD [fessted fiahi rigd membiene prtein hiRA_DOLZ Red0LLs {reEmbrEng on
z RVLIZEE NiRs_1ZBL
2 - MARA_LTFL
4 RyL7ES MRA_LTTE
2 RviLiGSc hERA&_ZL1B4
£ RviZsss MARA_Z3TT
7 RvIBLY  hypotheticsi protein, 36 bp direlt rapeat o WRA_2B4D
LB00 bp wpstres
3 NRA_2ZE5 L1847 Ktern MR _3288
& MRS _35L5 ve peoteln  BARM_ISL3
Strain K20 HIIRY StrainKzM . HITRv
1435 homolog ~ H3ITRW gene annotation 1435 homolog  H37Ry gene annotation
Send 3 end
L TBRMG_QOBID R fpoprotein Lpel TBNMGE_DOBSE RvILiZ
Z 150 ® £ TERIG_OLLE7 -
2 g R TEME D201 RyITTE
4 TE R TBhIG DI14B1 Rv2Z482
H 2L Rwi3lSZc TBMG_0I523 RwZ333C
£ RUZZEBIC TEME_DL1558 RwiZB2
7 RyZLOE TENG _DL8TE RwZid7
§  TERGG_DLETY RwilDS TEME 3042 RvZL107
z Rw2Dis 7 Rw20Le
2s] Ry1BO4C S RviBOSC
b3 Ryl £ RwiTig
2 Rul 4 RvDE2SC  hypotl
L3 TEMG Q3374 - 7 Rv33ZEC
L3 TEMG 03675 RvISIE § Rw3832C
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Genotype Genotype
insertion site relative . assignment Insertion site relative assignment
Strain 1o strain H37Rv number Strain to strain H37Rv number
5" end 3'end 5" end 3' end

H37Ry RwCT87 Rw(3784¢c 1 KZM 1435 RVGE3S RY3113 20
Rvi368  Rvi371 2 R2775 - 21
Rv1755¢c  Rvi7S8 3 RvZ813  Rw2775 22
Rvi7ES5c RWiTB2C 4 Rv2482  Rv2482 23
Rv21G7 Rw2104c 5 Rv2535%¢ Rw2353c. 24
Rv2166C Rw2169¢ 6 Rv2282c  Rv2283 25
Rv2280  Rw2277cC 7 3106 Rv2i07 26
Re2356c Rw2353¢ 8 RvZ1i06  Rv21C7 27
RvZB50c  Rv1647 9 Ry2019  Rv201i9 28
Rv2B313  Rv2816¢ 10 RviB04c  RviBC5c 28
Rv3185 Ru3BL3 11 RUITS4C Rui7sSR 30
Rv3188  Rv3185 12 Rv3113  RvD836C 31
Rw3327  Rw3324c 13 - Rv3328¢ 32
Rv3476c  Rw3473¢ 14 Rv3638  Rw3639¢ 33
CoC 1551 - RVi7SE 15 Fii av0855 RVDRE6BC 34
RwiBL3 RvZBi6c 10 Rvi31i9¢ Rwi318c 35
Av3018c  Rw301i8c 16 Rvi725c Rwi725¢ 36
Rv0403c  RwCS03c 17 Ryi754c  Rvi7S4c 37
H37ga RVODIGe  RwCOiic 18 - Rv1758 15
Ryi368  Rvi37i 1 R¥1759c  Rvi7E0 38
- Rvi758 15 Rvi765¢  Ryi765A 39
RVL765 RviT62¢ 4 RVi777  RVi777 40
Rv2iBBc RvZ1iBSc¢ 6 RvZi05¢c  Rv2105¢ 41
Rv2356c RvZ353¢ RV2077A  Rv2078 42
Rv2813  Rw28i6c 10 - Rv2352¢ 43
Rv07S7  Rw33Z4C 19 Rv2356c Rv2356¢ 44
Rv3476¢c  Rw3473c 14 Rv2350c  Rv238Cc 45
Rv2813 - 46
Rw3113  Rv3113 47
Rv3i83  Ru3184 48
- - 49

Tabela 9. Relativne lokacije 156110 v vseh analiziranih genomih glede na genom seva H37Rv
pripadajo¢i genotipi. Vsaki unikatni lokaciji je bila dodeljena zaporedna numeri¢no vrednost,
skupek vseh pa predstavlja IS6110 genotipizacijski profil, ki je specifiCen za sev.
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Iz Tabele 9 je razvidno, da so lokacije ve€ine 156110 unikatne za sev. Od 58 identificiranih lokacij
je bilo kar 49 unikatnih, kar kaZe na mo¢no diskriminatorno mot doloCevanja sevov glede na
&tevilo in lokacije 156110 pri Mtb. Velika raznolikost insercijskih mest nakazuje na nestabilnost
genomov Mtb v kontekstu insercijskih sekvenc in da obstaja moZnost diverzifikacije ter
fenotipske variabilnosti med sevi kot posledica preme$canj mobilnih genomskih elementov.
Intenzivna premeé¢anja so lahko posledica prilagajanja stresnim razmeram v okolju, kakréno je v
gostitelju, zaradi Cesar je fenotip gostitelja prav tako pomemben za uspesno infekcijo z
dolo&enim fenotipom/genotipom Mtb.

V nadaljevanju projekta bomo pregledali moZne resitve in platforme za in situ genotipizacijo Mtb
na podlagi §tevila in lokacij IS6110. Dosedanije raziskave so pokazale veliko diskriminatorno moc
teoreti¢nega modela, zaradi esar bo potrebno izmed vseh izbrati le reprezentativne lokacije.
Podoben model bomo preizkusili tudi na primeru bakterije Mycobacterium avium podvrste
paratuberculosis, kier bomo pregledali 3tevilo in lokacije 1S900 na objavljenih in nekaterih Se
neobjavljenih 'draft’ genomih.

4. Razvoj metode tipizacije podvrst bakterij Mycobacterium avium

Delo smo nadaljevali na podro&ju detekcije razlitnih sevov mikobakterij. Cilj je bil detekcija in
diskriminacija sevov direktno v vzorcih iz kmetije (feces krav, zemljina, voda iz napajalnika).
Tovrstnih metod do sedaj ni bilo $e nikjer opisanih in smo na tem naredili en korak naprej. Do
zdaj se je namre¢ vedno zaznavalo samo prisotnost mikobakterij in Sele po izolaciji bakterij se je
lahko dolotilo tudi sev. Detekcija sevov pa je izredno pomembna predvsem zaradi
epidemioloskih slik (npr. kje je izvor okuZbe) in poteka bolezni (npr. dolocen sev povzrota le
doloten potek bolezni). Kljuéni pomen teh metod je, da so hitre in vsaj toliko ali bolj
informativne kot klasi¢ne. Zaradi dobro znanih kriterijev dolocitve dolocenih sevov na podiagi
insercijskih sekvenc, smo to metodologijo razvili do aplikativne faze. Kot prvo pa smo morali
razviti oligonukleotidne zacetnike in dolociti parametre kvantifikacije M. avium paratuberculosis

4a. Razvoj metodologije detekcije podvrst bakterij Mycobacterium avium

Detekcijo MAP smo izvedli z Real-time PCR System 7500 (ABI). Za ta namen smo razvili metodo
na podlagi TagMan sonde in z zaetnimi oligonukleotidi:

DH2F 5' GCCTTCGACTACAACAAGAGC
DH2R 5' GCGTCGGGAGTTTGGTAG
DH2P 5' FAM - GCCGCGCTGATCCTGCTTACT - TAMRA

Za pripravo umeritvene krivulje in kvantifikacijo smo v vektor pCR2.1 (Invitrogen) sklonirali insert
IS900, ki je vseboval taréo pomnoZevanja z navedenimi zaetnimi oligonukleotidi. Nastali
konstrukt smo transformirali v £. coli TOP10 in iz prekonoéne kulture izolirali plazmidno DNK, ki
je sluzila kot standard za umeritveno krivuljo v RT-qPCR. Nadalje bi morali Se dolociti parametre
kot so spodnja meja detekcije, dinami¢no obmodje, volumsko obmodje in ucinkovitosti
pomnozevanja (Slika 12).

Obrazec ARRS-RPROJ-CRP-KS-ZP-2011 Stran 32 od 54



Delta Rn vs Cycle
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Slika 12. Primer detekcije M. avium paratuberculosis DNK (odsek na 1S900) z Real-time PCR.
Prikazane so krivulje pomnoZevanja za vzorec 19 pri treh razli¢nih red¢itvah (v duplikatih).

4.b RazloCevanje podvrst M. avium (M. avium paratuberculosis, M. avium hominisuis, M. avium
avium, M. avium silvaticum)

Podvrste Mycobacterium avium so zelo sorodne in imajo skupnega tudi do 99% genoma, zato jih
je zelo teZko lociti z molekularnimi metodami. Pri infekcijah z bakterijami te vrste pogosto
najdemo prisotnost dveh ali ve¢ podvrst. Te bakterije imajo zelo Sirok spekter gostiteljev, od
perutnine, divjih in udomacenih preZvekovalcev do Cloveka, Se zlasti nevarne so infekcije pri
ljudeh z oslabljenim imunskim sistemom (bolniki s HIV). Sposobne so preZiveti tudi dalj ¢asa v
okolju. lIdentifikacija prisotnosti posameznih podvrst je kljuéna za pravilno diagnostiko in
nacrtovanje zdravljenja. Zaenkrat se jih loCuje glede na prisotnost insercijskih sekvenc razli¢nih
tipov, kar zahteva ve¢ PCR reakcij za natan¢no identifikacijo prisotne podvrste (Tabela 10). Poleg
tega ni Cisto za izkljuciti moZnost, da dolocenih insercijskih sekvenc dolo¢ena podvrsta nima in s
tem se lahko narobe identificira dolocen tip.

Tabela 10. Tipi insercijskih sekvenc, ki so znailni za posamezno podvrsto in so podlaga za
dosedanje molekularne metode diskriminacije med podvrstami.
Prisotnost tipa IS, ki omogoca loCevanje med podvrstami

M. avium podvrsta 15900 1s901 15902 151245
avium (MAA) - + - -
paratuberculosis (MAP) + - - -
hominissuis (MAH) - + - +
silvaticum (MAS) - - + ;

Na$ namen je bil razviti ‘'one step' molekularno metodo za zaznavanje posameznih podvrst v
okoljskih in kliniénih vzorcih, na podlagi natanéne analize variabilnih genomskih regij med
podvrstami.

Z in silico analizo objavljenih genomov Mycobacterium avium podvrste paratuberculosis K-10,
Mycobacterium avium podvrste avium ATCC 25291 in Mycobacterium avium podvrste
hominissuis MAC 104 smo identificirali regijo, ki bi omogocala loditev med posameznimi
podvrstami v enem koraku. Genom Mpycobacterium avium podvrste silvaticum $e ni na voljo,
zato ga bomo vkljuéili v analizo v kasnejsi fazi.

Gre za regijo gena za sintezo mikobaktina J, ki sluzi mikobakterijam kot siderofor v okolju s
pomanjkanjem Zeleza.
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Metode

Za osnovno metodo logevanja smo izbrali RT-qPCR z metodiko Sybrgreen detekcije in profiliranja
z disociacijskimi krivuljami.

Skonstruirali smo dva para zafetnih nukleotidov (Tabela 11), ki specifitno pomnoZujeta tri
razli¢no dolge odseke z genomov podvrst. Vsaka podvrsta da v PCR reakciji produkt specifitne

dolzine, ki se lo&i od ostalih po temperaturi disociacije. Analiza disociacijskih krivulj nam tako
omogoca identifikacijo prisotnih podvrst v vzorcu (Slika 13)

Tabela 11. Uporabljeni zacetni oligonukleotidi za tipizacijo podvrst M. avium.

Dolzina Temp.
Oznaka Zaporedje Tarca produkta disociacije

mbtAP_R CCTGCGTGGCCGAGCTG MAP

74 bp 86,8°C
mbtAPH_F CGACGACGCCCGTGTGATC MAP, MAH

63 bp 84,4°C
mbtAHAL R GCCATCCCGAACACCTGCT MAA, MAH

134 bp 87,4°C
mbtAAl_F GCCTGCGAGTGGGAACC MAA

Poskuse smo izvajali na Real-Time PCR System 7500 (ABI). Me3anica je vsebovala 400 nM
vsakega zagetnega oligonukleotida in Power SybrGreen Master Mix (ABI). Temperatura pritrjanja
zaletnih oligonukleotidov je bila 61°C, v skupno 45 ciklih pomnoZevanja. VsakiC smo izvedli Se
korak disociacije PCR produktov po tovarniskih nastavitvah.
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Dissaciation Cus
0.20
A
947 7 \
. / e
P / e
/ i
; N A
/AR
/ ,r/// 7 ‘\\ \
v Y \
/i B \
81 / 7 N
S/ \
\if \\ \
A 2 4
® g A ! A
2 ,/ I i 4
2 0.08 J e Y 3 i
2 / / \ '\
| A
; AN Bl
e . v i b
Y e . —__N"“*-, Pt NSNSRSTSSSII NS /// Y i B\
I Ay T — _’,,:/ \\ ‘\\
. \\\ N
A A \
002 Y \\ ) \\
\_§ \
USRI - S .
0.0
064
A 77 7% /1 a3

RE A7 e M

Slika 13. Disociacijske krivulje specifiénih PCR produktov. Od leve proti desni: M. avium ssp.
hominissuis = 84,4°C, M. avium ssp. paratuberculosis = 86,8°C,
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M. avium ssp. avium = 87,4°C.
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Slika 14. Primer detekcije dveh vrst hkrati v enem vzorcu. Prisotna je DNK M. avium ssp.
hominissuis (levi vrh) in M. avium ssp. avium (desni vrh).

I1l. Faza - detekcija bakterij in diskriminacija sevov v okoljskih vzorcih brez predhodne gojitve

1. Detekcija Mycobacterium avium podvrste paratuberculosis v fecesu okuZenih krav in
okoljskih vzorcih

Mycobacterium avium podvrste paratuberculosis je bakterija, ki povzroca paratuberkulozo
(Johne-jeva bolezen) pri prezvekovalcih, omenja pa se tudi njena vpletenost v razvoj kronicnega
vnetja prebavnega trakta pri ¢loveku (Crohn-ova bolezen). Paratuberkuloza povzroca velike
ekonomske izgube v govedoreji in ov¢jereji, saj ucinkovitih zdravil zaenkrat 3e ni na voljo,
bolezen pa se obitajno konéa s poginom Zivali zaradi shiranosti in dehidracije. Infektivnost je
visoka, bolezen pa se hitro $iri predvsem med mladimi Zivalmi in v obdobju laktacije, Ce je krava
okuzena.

Hitra detekcija in tipizacija je zato nujna za iskanje virov okuzb in izvajanje ustreznih varnostnih
ukrepov proti Siritvi okuZbe.

Metode

lzvedli smo vzorlenje okolja kmetije, kjer je bila s klasi¢nimi mikrobioloskimi tehnikami
(serologke in gojitvene metode) predhodno potrjena prisotnost MAP pri govedu.

Vzortili smo feces krav, silazo, vodo v napajalnikih v neposredni blizini goveda, steljo, odvodne
kanale blata, zbiralnike gnojnice, gnojis€a, pasnike, vodotoke na pasnikih in v bliznji okolici (slike
15-18).
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Slika 15. Vzorcenje fecesa krave s simptomi paratuberkuloze (levo) in odvodnega kanala blata
(desno).

Slika 17. Vzorenje skladica silaZe in stojece vode v okolici (levo) ter odprti rezervoar odpadne
vode iz hleva.
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Slika 18. Vzoréenje iztoka odpadne vode (levo) in bliznjega vodotoka (desno).

Tekoce vzorce smo filtrirali &ez filtre (0,22 pum) in izolirali DNK s Smarthelix Complex samples
DNA Isolation Kit (IFB d.0.0.). Trdne vzorce smo zatehtali (okoli 500 mg) in izolirali DNK s
Smarthelix DNAId Kit (IFB d.o.0.).

Za vsak vzorec smo pripravili tri redéitve izolirane DNK (korak redcenja 1/10), redCitve pa
nanagali v duplikatih na mikrotitrsko plos¢ico. Plazmidnim standardom smo pomerili DNK in
posamezno redCitev nanesli v triplikatih.

Rezultati

MAP DNK smo zaznali v 32 od 40 vzorcih, vecina okoljskih vzorcev je bila pozitivna, kar kaZe na
obseg kontaminacije. Koncentracije MAP v okolju so se gibale od 3 do 10’ MAP/g oz. ml (Tabela

12). V fecesu smo zaznali 10® MAP/g (Tabela 13).

Tabela 12. Popis vzorcev in koncentracije MAP, dolo¢ene z Real-time PCR (RT-gPCR)

?:;:’g vzgfc . Kolicina Opis koncentracija MAP
1 feces 20¢g Krava s simptomi Johne-jeve
bolezni, imela krvavo drisko
9.98E+08 MAP/g
2 gnojnica 20 mi stranski odvodni kanal 1.77E+05 MAP/ml
3 feces 30g skupni odvodni kanal, zunaj in
znotraj hleva 1 1.64E+04 MAP/g
4 voda 20 mi luZa pri staji pred hlevom 1
7.98E+05 MAP/mi
5 biato 20 mi znotraj staje pred hlevom 1 3 12E405 MAP/ml
6 gnojnica 20 ml novo gnojisce 3.14E+03 MAP/ml
7 blato 20g staro gnojisce 1.02E+05 MAP/g
8 gnojnica 20 ml odvodni kanal v staleZu v
hlevu 2 6.86E+05  MAP/ml
9 voda 41 napajalnik v hlevu 2 nat
9A biofilm 50 ml usedlina in biofilm iz sten
napajalnika v hlevu 2 4.61E+05 MAP/ml
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10 voda 50 mi voda z usedlino iz napajalnika
vhlevu2, 7.46E+05  MAP/mI
11 silaZa 20g razprostrta silaza za hranjenje
pred stalezem 0.00E+00 MAP/g
12 gnojnica 50 ml iztok iz hieva 2 na JZ strani 1.10E+05 MAP/ml
13 voda 50 mi luZa pred JZ vhodom v hlev 2
pmd§
14 voda 50 ml luZa pri nepokritem skladis¢u
kompresirane silaze 2 55E+02 MAP/ml
15 silaza 30g kompresirana silaza pmd
16 voda 20 ml luZa pred drugim nepokritim
skladiséem kompresirane
silaze pmd
17 gnojnica 50 ml+  bazen odvajane gnojnice iz
0,51 hleva 2 na SV strani 1.16E+07 MAP/g
18 silaza 10g balirana silaZa pod streho n.a.
19 voda 50 mli skupni odvodni kanal
odpadne vode s kmetije, v
jasku na JZ strani, malo
naprej od novega gnojisca 4.65E405 MAP/ml
20 voda 20g biofilm v levi in desni cevi, ki
se stekata v skupni odvodni
kanal v jasku 1.60E+06 MAP/g
21 voda 50 ml juZa poleg jaska pmd
22 voda 0,51 direktno za iztokom v potok 6.17E+04 MAP/ml
23 biofilm 40g biofilm iz lesenega vodila,
preko katerega te¢ odpadna
voda v potok 2.45E+05  MAP/g
24 sediment 50g breg potoka 50 niZje od
iztoka odpadne vode pmd
1P voda 51 napajalnik na levi strani hleva  3.94E+00 MAP/ml
2P voda 51 napajalnik na desni strani 6.56E+00 MAP/mi
3p stelja 20g v staleZu 1.07E+05 MAP/g
4p biofilm  20g biofilm, ki se je nabral ob
robu ventilatorja za
prezracevanje hleva 1.08E+04 MAP/g
5P gnojnica 50 ml zbiralni odvodni vod v hlevu 1.37E+07 MAP/ml
6P silaza 20g razprostrta silaZa za hranjenje
v hlevu 4.00E+02 MAP/g
7P voda 30 ml luZa pred hlevom, na V strani
hleva 2.01E+05  MAP/ml
8P blato 50¢g pot goveda na pasnik na V
strani hleva 7.88E+04 MAP/g
9P silaZa 20g balirano seno, pod streho pmd
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10P voda 30 mi luZa poleg poti goveda na

pasnik na V strani hleva 2.19E+06 MAP/ml
11pP gnojnica 30 ml gnojisce na J strani hleva 6.61E+05 MAP/mi
12pP voda 50 ml presiséena voda v dveh

zbiralnikih, poleg ¢rpalnega

stolpa gnojnice iz hleva 2.52E+03 MAP/m|
13p blato 40¢g pot goveda na pasnik na J

strani hleva 2.25E+06 MAP/g
14P gnojnica 30 ml iz druge strani gnoji§¢a na J

strani hleva 2.67E+05  MAP/ml
15pP voda 30 ml kanal z vodo, ki vodi od

pokrite kompresirane silaze,

JZ od hleva 2.83E402  MAP/ml
16P voda 20 mi stojeéa voda v pri cevi

cisterne za prevoz gnojnice 1.48E+06 MAP/ml

¥ . . . .
vzorec ni bil analiziran
$ pod mejo detekcije

Tabela 13. Koncentracije MAP v vzorcih kravjega fecesa, dolocenih z Real-time PCR.
Vzorec Koncentracija MAP

[MAP/g]
F1 3.91E+06
F2 2.21E+08
F3 1.67E+07
F4 1.66E+06
F5 1.51E+04
F6 1.42E+03
F7 6.89E+04
F8 4.00E+08
F9 1.18E+04
F10 3.21E+04

Rezultati kaZejo na visoko stopnjo kontaminacije v znotraj Zivinskih objektov in neposredni
okolici kmetije. MAP se namrec v velikih koli¢inah izlo¢a v fecesu simptomatskega goveda ter se
tako prena3a v SirSe in oZje okolje. To kaze na problematiko preprecevanja Sirjenja okuzb, kjer
ukrepi ne smejo biti omejeni le na loevanje zdravih in bolnih krav, temvec zahteva bolj radikalne
ukrepe, Se zlasti zaradi zoonotskega potenciala te bolezni.

Sezonska dinamika in distribucija M. avium paratuberculosis na kontaminiranih kmetijah

V predhodnih obdobjih smo izvedli vzorienje kmetije in neposredne okolice, kjer je bil
zabeleZena paratuberkuloza. Vzorcenje smo ponovili Se dvakrat in pridobili vpogled v sezonsko
dinamiko kontaminacije okolja z Map. Doloili smo obmodja, ki so potencialen vir za Sirjenje
okuzbe oz. krozenje Map znotraj populacije goveda v okviru kmetije. Poleg tega smo identificirali
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potencialne vire za $irjenje Map izven obmocja kmetije z okuZenim govedom.

Metode

lzvedli smo vzoréenje okolja kmetije, kjer je bila s klasi¢nimi mikrobioloskimi tehnikami
(serologke in gojitvene metode) predhodno potrjena prisotnost Map pri govedu. Vzorcenje smo
izvedli v maju, juliju in novembru, pri éemer smo nekatere vzorce zajeli v vsakem obdobju,
dolo&en del vzorcev pa le v enem ali dveh obdobjih.

Vzorili smo feces krav s sumom na paratuberkulozo, silaZo, vodo v napajalnikih v neposredni
blizini goveda, steljo, odvodne kanale gnoja, zbiralnike gnojnice, deponije gnoja, izhode na
pasnike, pasnike, vodotoke na pasnikih in v bliznji okolici.

Tekode vzorce smo filtrirali ¢ez filtre (0,22 um, Nalgene) in izolirali DNK s Smarthelix Complex
samples DNA Isolation Kit (IFB d.0.0.).Trdne vzorce smo zatehtali (okoli 500 mg) in izolirali DNK's
Smarthelix DNAId Kit (IFB d.0.0.). Teko&e vzorce z veliko koloidnimi delci smo centrifugirali (3 ml,
10.000xg, 5 min) in DNK izolirali iz peleta kot iz trdnih vzorcev.

Detekcijo MAP smo izvedli z Real-time PCR System 7500 (ABI) z zacetnimi oligonukleotidi in
TagMan sondo:

DH2F 5' GCCTTCGACTACAACAAGAGC
DH2R 5' GCGTCGGGAGTTTGGTAG
DH2P 5' FAM - GCCGCGCTGATCCTGCTTACT - TAMRA

Za pripravo umeritvene krivulje in kvantifikacijo smo v vektor pCR2.1 (Invitrogen) skionirali insert
IS900, ki je vseboval taréo pomnoZevanja z navedenimi zaletnimi oligonukleotidi. Nastali
konstrukt smo transformirali v E. coli TOP10 in iz prekonocne kulture izolirali plazmidno DNK, ki
je sluZila kot standard za umeritveno krivuljo v RT-qPCR.

Za vsak vzorec smo pripravili dve red¢itvi izolirane DNK (korak red¢enja 1/10), redCitve pa
nana$ali v duplikatih na mikrotitrsko plo3¢ico. Plazmidnim standardom smo pomerili DNK in
posamezno redcitev nanesli v triplikatih.

Nekaj zaporedij pomnoZenega odseka 1S900 iz vzorcev smo sekvenirali (Macrogen, Juzna Koreja),
da smo potrdili identiteto pomnozkov in s tem specifitnost reakcije PCR.

Iz koncentracije genov 1S900 v vzorcu smo izracunali $t. bakterij/ml ali /g vzorca pri predpostavki,
da en genom Map v povpre&ju vsebuje 15 genov za IS900 (Stevilo IS900 namre( variira med sevi,
Pavlik s sod., 2005)

Tloris kmetije smo pridobili iz katastrskega nalrta Slovenije. V naért smo zaradi preglednosti
vnesli le qPCR rezultate relevantnih vzorcev (Tabela 14).

Rezultati

Skupno smo izvedli detekcijo iz 75 vzorcev, od tega 16 vzorcev iz majskega, 36 iz julijskega in 23
iz novemberskega vzoréenja, vse v 2010. V majskem vzorcenju smo zabeleZili 94 %, v julijskem 64
% in novemberskem 74 % Map pozitivnih vzorcev.
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Tabela 14. Popis vzorcev za detekcijo MAP s qPCR na {S900

Qgke Tipviorce Kofitihe — Opiforisntocio
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V oZjem obmodju kmetije smo najvisje koncentracije Map zaznali v iztrebkih krav s sumom na
paratuberkulozo (10° - 10°® Map/g, Slika 19) in v vzorcih, ki so bili v stiku s kravjimi iztebki, kot so
kanali za odvod gnoja/gnojnice (10* — 10’ Map/m|, slika 19), deponije gnoja (10" - 10° Map/g,
slika 19), talna stelja znotraj hleva (10° - 10° Map/g, slika 19 ) in pa shojena zemlja, pome3ana z
iztrebki na poti goveda na pasnik (10" — 10’ Map/g, slika 18). Slednje kaZe na veliko verjetnost
prenosa Map na obmodja izven hleva in moZnost prenosa infekcije na zdravo govedo, kljub
eventuelni izolaciji okuzenih krav znotraj hleva.

Z Map je bila okuZena tudi vecina notranjih vodnih virov (napajalniki, kovinski ali betonski), pri
Cemer gre verjetno za sekundarno kontaminacijo preko kontakta okuZenih krav z vodo. Vsi
napajalniki so namre¢ na visini, ki omogoca kontakt s trupom goveda, 3e zlasti z zadkom, ki je
pogosto prekrit z ostanki stelje in iztrebkov, kateri lahko zaidejo v vodo v napajalnikih.
Kontaminirani so bili tako suhi kot polni napajiniki pri teletih, ki so predvidoma bolj dovzetna za
okuzbo z Map kot starejSe govedo, simptomatika pa se lahko pojavi Sele po parih letih, zaradi
Cesar je kasneje tezko sklepati na vir okuzbe. Glede na to, da smo v vzorcih izvajali detekcijo DNK
in ne RNK, obstaja moZnost, da zaznane bakterije (vse ali le del) niso bile viabilne in dejansko ne
predstavljajo neposredne groznje za okuZbo. Kljub temu je prisotnost same DNK pomemben
indikator za sledenje kontaminacije.
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Map negativni so bili le samodozirni kovinski napajalniki, montirani na ograjo staleza, kjer voda ni
stojeca, temvet se dovaja glede na potrebo individualne krave. To nakazuje ne moZno viogo
stojece vode in pripadajo&e zdruzbe mikroorganimov na perzistenco Map v taksnih okoljih.
Stoje€e vode v okolici hleva so predvidoma zaradi spiranja kontaminiranih povrsin prav tako
vsebovale visoke koncentracije Map (103 - 10° Map/ml, slika 19).

Pri enkratnem vzor¢enju (maj 2010) biofilma na okvirju ventilatorja za prezraCevanje hleva smo
zaznali 10* Map/g (slika 19), kar je izredno zanimivo in kaZe na posredno (z dviganjem delcev
suhe stelje, kontaminirane z Map) ali neposredno (aerosolizacija kontaminiranih tekoCin — tvorba
mikrokapljic) aerosolizacijo Map. Aerosolizacija lahko omogo¢a Map potovanje na daljSe razdalje
in kontaminacijo SirSega obmocja okoli kmetije.

Pokrita silaZa in balirano seno ter voda v zunanjih zaprtih rezervoarjih niso bili kontaminirani z
Map oz. pod mejo detekcije (slika 19), kar kaZe na izreden pomen izolacije kontaminiranih
obmocij za preprecevanje Sirjenja okuzbe.

Analiza vzorcev &irée okolice kmetije je pokazala prisotnost Map v zemlji, kjer so bile sledi
intenzivnega gazenja goveda (10* — 10° Map/g, slika 20). Kontaminirani so bili tudi vodni viri (do
10° Map/ml, slika 2), vendar le na SV (vzorec 26) in V (vzorec 25) strani kmetije, medtem ko
potok na JZ (vzorec 28) strani ni bil kontaminiran (Slika 20). MoZen vzrok za to, je vedji pretok
vode v potoku na JZ strani, medtem ko je imel potok na SV precej manjsi pretok, julija pa je voda
dejansko stala. Vzorec §t. 25 je bil odvzet iz stojeCe vode v trsju oz. mocvirnatem predelu niZje
lege pasnika. To kaZe na spiranje Map v vodna telesa, kjer se z Map obogatena stojeca voda ob
prvem deZevju (poveanem pretoku) premakne s tokom do bolj oddaljenih lokacij. Depozicija
Map v predelih struge in na bregovih niZje po toku lahko kontaminira podrocje, ki je precej
oddaljeno od vira.

okrito balirano.
seno

Koncentracija MAP, dolotena s qPCR na 15800 Datum vzoréenja
DeoQ Koncantraciie s zaokrozene In padane kot &, bakteriimi ail g, odvisno | | 112 ]3| v pamen, da vzorec nibit
od tipa vzorea, Ee predpostavimo povpretno 15 15900 na MAP genom odvzet na doloden datum

<t0D 1 10" 1p2 0

g oo o
it (Paviik s 50d. 2005). Pod stolpdi 50 81, vzorcev (gle] tabele 5 popisom T S T veortenia, je ustrezen
10° 505 g7 {0? VEOR0) i Kaefo mesto odvzetega vzorca. <LOD - pod mejo doteksie. B2 2 spec prowitan ().

L ]

Glavne poti zivine  Deponije
na patnik gnoja

Legenda

Slika 19. Distribucija in sezonska dinamika MAP v Zivinorejskih objektih
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g Koncenlraclja MAP, dolo¢ena s qPCR na (S900 Datum vzoréenja 1
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- 10° 408 47 50 na mestu odvzetega vzorca. <LOD - pod mejo datekejo. ® 2 8 stolpocprokrizan (&) padnik povebing i
v ve

Slika 20. Distribucija in sezonska dinamika MAP v pasnem obmocdju.

Sezonska dinamika Map na ve&krat vzoréenih mestih kaZe na porast koncentracije bakterij v vodi
notranjih napajalnikov v juliju, kar bi lahko bila posledica pogostejSega kontakta krav (bodisi
okuZenih, ki izloajo Map v fecesu, bodisi neokuZenih krav, ki so kontaminirane z iztrebki
okuzenih) z vodo v napajalnikih zaradi povelane Zeje v poletni vroCini. Zaznali smo upad
koncentracije Map v zunanji novi deponiji gnoja (vz. 11, slika 19) v juliju, medtem ko v notranjih
vzorcih, ki so bili pomegani z iztrebki, ni bilo opaznejsega sezonskega trenda. Nekoliko povisane

koncentracije Map v vzorcih zemlje iz poti na pasnike smo zaznali v novembru (vz. 8 in 13, slika
19).

2. Diskriminacija sevov znotraj skupine Mpycobacterium avium in znotraj skupine M.
tuberculosis

Razvito metodo v fazi Il smo preizkusili tudi na DNK, izolirani iz fecesa krav s paratuberkulozo in
okoljskih vzorcih s kmetije v primeru M. avium in iz humanih vzorcev v primeru M. tuberculosis.

V preteklem obdobju smo porocali o raziskovanju in pripravi metodologij za detekcijo razlicnih
bakterij (Faza Il). Izdelali smo $tevilne 3tudije detekcije bakterij, ki pogosto okuZujejo Zivilske
proizvode, pri éemer pa je bil velik problem koreliranje raznolikosti sevov in njihovih
patofiziologkih lastnosti. Velika prednost teh detekcijski orodij je v tem, da se zagotovi sledljivost
mikrobne kontaminacije. Zaradi kompleksnoti problema, smo v nadaljevanju izbrali
mikroorganizme, ki so po Stevilu sevov, evolucijski hitrosti spreminjanja genotipov in
enostavnosti meritve ustrezni za nadaljne eksperimente. Izbrali smo razli¢ne bakterije iz
Mycobacterium avium compleks in Mycobacterium tuberculosis. V predhodnem obdobju smo
posvetili prvo M. tuberculosis in nato bakterijam iz M. avium kompleksa. Za namene detekcije in
nadaljne sledljivosti teh dveh skupin bakterij smo razvilil zelo dobro metodo za izolacijo
nukleinskih kislin iz vzorca, ki vsebuje Mycobacterium avium paratuberculosis. Metodo smo
nadgradili z detekcijo in logevanjem prisotnosti bakterij M. avium paratuberculosis, M.avium
hominisuis in M. avium avium. Te metode smo uspesno pripravili ter zakljucili s tem delom. V
nadaljevanju smo razsirili detekcijo na M. tuberculosis, ki naceloma ne okuZuje Zivali, ampak se
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prenasa med ljudmi. Namen je, da pripravimo metodo za loCevanje razli¢nih sevov M.
tuberculosis, brez predhodne bogatitve bakterij. Metode razvite na M. tuberculosis se potem
lahko prenesejo tudi na druge mikroorganizme, ki imajo lahko bistveno vecjo diverziteto sevov.

DNK smo izolirali s Smarthelix DNAid kitom (IFB, d.0.0.) razvito v fazi |, detekcijo pa izvedli s
pomocjo predhodno razvite metode v fazi Il.

PCR produkt, znacilen za MAP (paratuberculosis podvrsto) smo zaznali v vseh testiranih vzorcih,

medtem ko MAA (avium podvrsto) in MAH (hominisuis podvrsto) nismo zaznali v nobenem
vzorcu (Slika 21).

912

Denvative

0.02

0.96

002
7a 77 73 a a1 AR /7 i X

Temoarature iC}

Slika 21. Tipizacija podvrst M. avium v kravjem fecesu in okoljskih vzorcih. Viden je samo
specificen produkt za MAP.

V nekaterih vzorcih smo zaznali dodatne disociacijske krivulje, ki niso pripadale nobeni izmed
teoreti¢no dolocenih za posamezno podvrsto, ali pa smo dobili razne dodatne nespecifitne
disociacijske vrhove.

Pogoje multiplex PCR bo potrebno dodatno optimizirati, prav tako pa preveriti metodo tipizacije
na vet razli¢nih sevih, da bolj natan&no dolo&imo specifiko skonstruiranih zaetnih nukleotidov.
Za ta namen bomo tudi dolo¢ili nukleotidno zaporedje nespecificnih PCR produktov in
rezultatom ustrezno spremenili zasnovo in pogoje metode.

V predhodnem obdobju smo preizkusili metodo in situ tipizacije sevov M. tuberculosis (MTB) na
osnovi $tevila in lokacije insercijskih sekvenc 1S6110. S to metodo smo tudi poskusili dobiti
nukleotidna zaporedja okolic IS6110 za namene konstrukcije zaCetnih oligonukieotidov za in situ
tipizacijio v multiplex formatu.

Ko smo optimizirali vse parametre, smo metodo uporabili tudi za poskus in situ tipizacije M.
avium podvrste paratuberculosis (MAP), na insercijskih sekvencah tipa 1S900.

Hitra detekcija in tipizacija je nujna za iskanje virov okuZb in izvajanje ustreznih varnostnih
ukrepov proti $iritvi okuzbe ter za nartovanje poteka zdravljenja.
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Metode

V primeru MTB smo preizkusili razliine endonukleaze za fragmentacijo genomske DNK in
ugotovili, da za tvorbo ustrezno dolgih fragmentov za uspe$no pomnoZevanje z inverzno PCR,
lahko uporabimo endonukleazo Bfal, s prepoznavnim mestom:

Endonukleaza reze znotraj 1S6110 in v bliZini njenega 3' konca, slednja oddaljenost je odvisna od
nukleotidnega zaporedja 3' okolice 156110, torej njene lokacije v genomu. Endonukleaza je bila
izbrana tako, da oddaljenost od mesta rezanja znotraj 1S6110 do mesta v 3' okolici ni daljSa od
2000 bp, kar smo preverili na modelnem objavljenem genomu seva H37Rv.

V primeru MAP smo za fragmentacijo genomske DNK uporabili endonukleazo Eagl, s
prepoznavnim mestom:

Velikost fragmentov smo teoreti¢no preverili na objavijenem genomu MAP sev K-10.
Fragmentirano DNK smo nato ponovno zlepili s T4 ligazo, pri koncentraciji DNK 0,5 ng/ul, s Cimer
smo dosegli preferenéno avtoligacijo in nastanek kroznih produktov. KroZno DNK smo pomnoZili
z inverzno PCR, z zadetnima oligonukleotidoma

za MTB:

ISBfal_2F ACTGGTAGAGGCGGCGAT
ISBfal_R GGCTGCCTACTACGCTCAAC

za MAP:
IS9Eag|_f CTGTTGAGGTTTCCGCTGATG
IS9Eagl_r CGCAACCACGCTGTCTACCAC

ki sta pomnoZevala le kroZne produkte, ki so vsebovali insercijsko sekvenco (1S). PCR produkte
smo nato preverili z elektroforezo, kjer smo dobili razli¢no dolge pomnoZene DNK odseke. To je
odvisno od oddaljenosti obeh prepoznavnih mest za endonukleazo (glej shemo v prejsnjem
porodilu) in se razlikuje za razli¢ne lokacije IS.

Stevilo pomnozenih odsekov nam pove koliko IS je v genomu analiziranega seva, kar se razlikuje
od seva do seva, poleg tega med sevi variirajo dolZine odsekov zaradi razli¢nih lokacij IS v
genomu.

Rezultati

Posamezne odseke smo izrezali iz agaroznega gela (Slika 22), PCR produkte ocistili s silica
kolonami in poslali sekvenirati.
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Slika 22. In situ tipizacija sevov MAP. 1 — oznacevalec velikosti; 2,3 — sev MAP 446; 4,5 — sev
468/09; 6 — sev MAP 56/1.Seva 446 in 468/09 sta enaka, 56/1 pa nima zgornjih dveh odsekov.

Dobljena zaporedja smo poravnali s programom Bioedit (Slika 22), lokacije IS pa doloili s
poravnavo z algoritmiom Blast, dostopnemu v NCBI spletni bazi nukleotidnih zaporedij (Slika 23).

32 Mtbh PACCSLOCCTCTECCLAGECATECTGAGLCCGTC
TE2 “CGuGGﬁPG ‘”‘CC; TTGGCCCEECCETEATTGACATTICCE
TEL LWCCGEGGECGGE GGGGG””’ﬂCT’lC“”G”“TG”GGCCJGL
TRZ CGEGGECGGE CCAGTTBECCLGED G”G“““G“CMT“”“‘
HZ Mtk LCCGEGGELGE GGEGGEERCATCTCR C“CG“TTG GG

19 Bfal 4 . i’” CGGEGGTGE CCAGTTGEGECCCGGICGET

TEL CCAGTTGGCCCGGICET

TEl u:GTTGGCCCGGCbGﬂG-

TIL

TIZ .vauFG GG¢~,MW

Slika 23. Poravnava zaporedu inverznih PCR produktov pri MTB. Osenc
ki je skupno vsem zaporedjem, neosenene so zaporedja okolic 3' konca 156110, ki se razhku;ejo
za vsako IS. Vsa zaporedja pripadajo enemu sevu.

MTE H37Rv

3 conserved hypothetical protein (TBMG 02232} 5'

MTB KZN 1435

3 intergenicregion pp1s (Rvinasci/esn (Rviozss) [T S

MTB H37Rv

AMTB H37Rv

Slika 24. Lokacije analiziranih 156110 enega seva MTB. Poravnava z algoritmom Blast v bazi
nukleotidnih zaporedij NCBI. S &mo so oznalene razlitne 156110, oranini del predstavija
pripadajofo okolico. Vpisani so geni, katerim pripada dolofeno nukleotidno zaporedje,
podpisana je oznaka seva iz NCBI podatkovne baze, kjer je bila zaznana prisotnost iskanega
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zaporedja.

V prihodnjem obdobju bomo nadaljevali z in situ tipizacijo razlicnih sevov MTB in MAP ter
dolo¢evanjem nukleotidnih zaporedij okolic 1S. Nadalje bomo razmislili o moznosti izvedbe
multiplex detekcije reprezentativnih lokacij IS. Za te namene bomo skonstruirali zacetne
oligonukleotide za posamezne lokacije in preverili, katere lokacije omogocajo zadovoljivo
diskriminacijo za in situ tipizacijo sevov, v primerjavi z obstoje¢imi metodami tipizacije (RFLP,
MIRU-VNTR).

In silico analiza lokacij insercijskih zaporedij tipa 900 na objavljenih genomih Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis

Za namene in situ genotipizacije sevov Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map)
direktno iz vzorcev, smo, podobno kot v primeru M. tuberculosis, z bioinformatskimi orodji
izvedli analizo lokacij oziroma okolic insercijskih zaporedij tipa 900 (IS900). Zaporedja okolic
bodo omogocila konstrukcijo oligonukleotidov, ki bodo temelj za genotipizacijo sevov Map,
bodisi z multipleks PCR reakcijo na izbranih ustrezno diskriminatornih lokacijah 1S900, bodisi s
pripravo mikrodipa za taréno resekveniranje z metodami sekveniranja naslednje generacije.

Metode

V javnih bazah podatkov je zaenkrat v celoti sekveniran in anotiran le en genom Map in sicer sev
K-10, zaradi &esar primerjava lokacij in okolic med posameznimi sevi ni bila moZna. Veliko
genomskih zaporedij Map je bilo posekveniranih v zadnjih parih letih, vendar so $e v 'draft’
verzijah in vsebujejo $e veliko regij s slabo pokritostjo, zaradi Cesar doloCitev lokacij 1S900 ni
moZna oz. je nezanesljiva. Priakuje se porast javno dostopnih anotiranih genomov Map v
prihodnijih letih, ko bo tudi mogoce izvesti primerjavo profilov 1IS900.

Zaporedje objavljenega genoma smo dobili v javni bazi podatkov NCBI (National Centre for
Biotechnology Information) in ga analizirali v programu VectorNTl (Invitrogen). Vse prisotne
1S900 vkljuéno z okolico 1000 baznih parov gor- in dolvodno smo poravnali v programu Bioedit.
Zaporedja 5' in 3' okolic smo primerjali z NCBI bazo nukleotidnih zaporedij z uporabo algotima
BLAST (NCBI) in poiskali pripadajoe genomske regije oziroma gene. Identiteto predvidenih
prepisov v proteine smo preverili v bazi proteinskih zaporedij UNIPROT (www.uniprot.org). V
primeru, da gen v okolici 15900 ni bil anotiran za MAP, smo prevzeli anotacijo najbolj podobnih
mikobakterijskih paralogov. Fizi¢no lokacijo genov smo dolocili v aplikaciji za vizualizacijo
anotiranih genomov Sequence Viewer (NCBI).

Rezultati

Map, sev K-10 vsebuje 14 1S900, 8 v orientaciji proti-smiselne (ang. antisense) in 7 v orientaciji
smiselne {ang. sense) DNK verige. Vecina IS900 je locirana v okolici genov z neznano funkcijo, ki
so unikatni za MAP in ne vsebujejo paralogov v M. tuberculosis H37Rv. Posledi¢no se tezko
sklepa na fenotipske posledice posamezne insercije IS900 (Tabela 15).
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Tabela 15. Lokacije 1S900 v genomu MAP K-10.

5?;’2,‘: / Gene - Lotus tag homology/annotation 15000 _Gene Locus tag homology/onnotation
is# 5 end orient. 3'end

MAP K-10
i - MAP_0C33c transcription factor WhiB family  {#] - MAP_LC35  Helix-turn-helix domain proteir
2z - MAP_OLEC  hypothetical protein {-) - MAP_0158 pPE family protein
3 - MAP_G866c  hypothetical protein {+} - WMAP_0868 hypothetical protein
& - MAP_1032c  hypothetical protein {+} - MAP_1034c hypothetical protein
5 - MAaP_1731lc  hypothetical protein i+ - MAP_1723 hypothetical protein
6 - MAP_ 1772 hypothetical protein i} - MAP_177Cc hypothetical protein
7 - MAP_1784c  hypothetical protein i+) - MAP_1786c hypothetical protein
g - MAP_1784  hypothetical protein i) - MAP_1792  hypothetical protein
8 nisd_1 MAP_2035  Sulfite reductase [ferredoxinj1 () - MAP_2033 hypothetical protein
i - MAP_2I07c¢  hypothetical protein {4} - MAP_2:iC8c hypothetical protein
ik - MAP_2204c  hypothetical protein {-) - MAP_2203¢ hypothetical protein
i2 ogt  MAP_2445  wmethylated-DNA-protein- -} alkA MAP_2443 DNA-3-methyladenine glycosid

cysteine methyitransferase
13 PES MAP_2576c  PE family protein i+} - MAP_2578 hypothetical protein
4 - MAP_3473¢c  hypothetical protein i+ leqD MAP_3481 [ipoprotein LpgD
Zakljucki

Rezultati raziskovalnega projekta so naslednji:
1. Metode izolacije nukleinskih kislin
V raziskavi zmo razvili dve metodi:
a) lzredno ucinkovita izolacija nukleinskih kislin iz kompleksnih matriksov (feces, prst,
krma).
b)  Pripravili smo metodo hitre lize in sprotne obdelave velikega Stevila vzorcev izoliranih
sevov (96 vzorcev hkrati) za potrebe tipizacije izolatov, ki tako nadgrajujejo bazo
2. Priprava oligonukleotidnih zaCetnikov za potrebe tipizacije in detekcije doloCenih bakterij
(Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Campilobacter spp., Escherichia coli)
3. Praktiéna priprava in situ tipizacije M. avium paratuberculosis in loCevanje sevov
Mpycobacterium avium kompleksa.
4. Razéiritev in situ tipizacije tudi na humane vzorce sevov M. tuberculosis
5. Testiranje tipizacije in detekcije na okoljskih vzorcih — kmetiji, ki je kontaminirana z Map
6. Ugotavljanje sezonske dinamike kontaminiranosti z Map.

Zadnji rezultat prikazuje pravzaprav prakti¢no vrednost raziskave. In sicer analiza vzorcev iz
oZjega in Siréega obmodja kmetije je pokazala visoko stopnjo kontaminiranosti z Map. Kljub
temu, da z izbrano metodo kvantifikacije ne moremo lo¢iti med Zivimi in neZivimi frakcijami Map,
lahko predvidevamo, da je prenos Zivih bakterij v okolje izven hleva znaten. Literatura navaja, da
lahko Map preZivi v okolju izven gostitelja tudi vec kot eno leto, zaradi Cesar lahko sklepamo, da
je vsaj doloen del zaznanih Map viabilnih.

Simptomatske krave lahko z iztrebki izlo¢ajo ogromne koli¢ine Map in verjetno poglavitno
prispevajo k visokim koncentracijam bakterij v okoljskih vzorcih. Zaenkrat je neznano, ali se Map
lahko razmno?uje v okolju izven gostitelja, predvideva pa se, da so okoljske amebe mozen
rezervoar, ki omogo¢a preZivetje ali celo razmnoZevanje Map v okolju.

Obseg kontaminacije, ki smo jo pokazali v raziskavi, kaZe na obseZnost problematike
preprecevanja nadaljnega Sirjenja okuib z Map. Glede na perzistentnost Map v okolju je
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prakti¢no nemogoce prepretiti pojave novih okuZb zgolj z izolacijo simptomatskega goveda.
Dodaten problem je izlo¢anje Map v iztrebkih asimptomatskega goveda in dolga inkubacijska
doba oz. latenta faza infekcije, ki lahko traja tudi vec let.

Za preprefevanja pojavljanja paratuberkuloze v ¢redah je zato potrebno upostevati dejstvo
obgirne kontaminacije okolja in razviti nove strategije, ki bodo bodisi kontrolirale obseg
kontaminacije, npr. z skrbno naértovano infrastukturo in notranjo ureditvijo hlevov (samodozirni
napojalniki), ali pa se bodo lotile problema z uporaba drugih preventivnih sredstev, kot npr.
cepiva, ki pa zaenkrat na trgu 3e niso dostopna.

Vsekakor je za pravodasno identifikacijo okuZenega goveda potrebno uvesti rutinsko
molekularno testiranje za prisotnost Map v bioloskih vzorcih, predvsem tudi zaradi moZnega
zoonotskega potenciala Map, ki se zadnje ¢ase vse pogosteje navaja v strokovni literaturi (Crohn-
ova bolezen).

Da bi se izsledki raziskava, ki nakazujejo na pripravo rutinskih metod, lahko prakti¢no vpeljala v
rutinske preiskave kontaminacije in vira okuzbe, bi bilo potrebno 3e Stevilne dodatne preiskave
in validacije, predvsem pa:
1. IzboljSati metodo hitre lize predvsem v smislu kroskontaminacije in vpeljave uporabe
multikanalne pipete
2. Povetati zbirko sevov za potrebe tipizacije in preveriti navzkriZnost rezultatov
3. Na &tevilnih vzorcih in razli¢nih sevih drugih vrst kot Map preizkusiti in izdelati protokol,
ki temelji na nasi metodi in situ tipizacije
4. Na podlagi $tevilnih genomov in na podlagi nade in situ tipizacije izdelati metodo, ki bi
prototipno fazo, do katere smo tekom te raziskave prisli, pripeljali do SirSe uporabnosti

3. IzkoriS¢anje dobljenih rezultatov:

3.1. Kaksen je potencialni pomen® rezultatov vasega raziskovalnega projekta za:
X a) odkritje novih znanstvenih spoznanj;
X] b) izpopolnitev oziroma razsiritev metodoloskega instrumentarija;
¢) razvoj svojega temeljnega raziskovanja;
Xl d)razvoj drugih temeljnih znanosti;
e) razvoj novih tehnologij in drugih razvojnih raziskav.

3.2. Oznatite s katerimi druZzbeno-ekonomskimi cilji (po metodologiji OECD-ja)
sovpadajo rezultati vaSega raziskovalnega projekta:

2 Oznatite lahko ve& odgovorov.
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Xl a) razvoj kmetijstva, gozdarstva in ribolova - Vklju¢uje RR, ki je v osnovi
namenjen razvoju in podpori teh dejavnosti;

b) pospesevanje industrijskega razvoja - vkljucuje RR, ki v osnovi podpira razvoj
industrije, vkljuéno s proizvodnjo, gradbenistvom, prodajo na debelo in drobno,
restavracijami in hoteli, banénistvom, zavarovalnicami in drugimi gospodarskimi
dejavnostmi;

[ ] ¢) proizvodnja in racionalna izraba energije - vkljucuje RR-dejavnosti, ki so v
funkeciji dobave, proizvodnje, hranjenja in distribucije vseh oblik energije. V to
skupino je treba vkljugiti tudi RR vodnih virov in nuklearne energije;

[ ] d) razvoj infrastrukture - Ta skupina vkljuéuje dve podskupini:
e transport in telekomunikacije - Vkljuéen je RR, ki je usmerjen v izboljSavo
in pove&anje varnosti prometnih sistemov, vklju¢no z varnostjo v prometu;
e prostorsko planiranje mest in podezelja - Vkljucen je RR, ki se nanasa na
skupno nadrtovanje mest in podeZelja, boljse pogoje bivanja in izboljSave v
okolju;

[X] e) nadzor in skrb za okolje - Vkljuduje RR, ki je usmerjen v ohranjevanje fizi¢nega
okolja. Zajema onesnaZevanje zraka, voda, zemlje in spodnjih slojev,
onesnaZenje zaradi hrupa, odlaganja trdnih odpadkov in sevanja. Razdeljen je v
dve skupini:

[X] f) zdravstveno varstvo (z izjemo onesnazevanja) - Vkljucuje RR - programe, ki so
usmerjeni v varstvo in izbolj$anje ¢lovekovega zdravja;

[ ] &) druzbeni razvoj in storitve - Vkljucuje RR, ki se nanasa na druZbene in kulturne
probleme;

h) splosni napredek znanja - Ta skupina zajema RR, ki prispeva k splosnemu
napredku znanja in ga ne moremo pripisati dolo¢enim ciljem;

X i) obramba - Vkljuéuje RR, ki se v osnovi izvaja v vojaske namene, ne glede na
njegovo vsebino, ali na moznost posredne civilne uporabe. Vkljucuje tudi
varstvo (obrambo) pred naravnimi nesrecami.

3.3. Kateri so neposredni rezultati vasega raziskovalnega projekta glede na zgoraj
oznaden potencialni pomen in razvojne cilje?

1. lzvirni znanstveni clanek:

TRAUNSEK, Urban, TOPLAK, Nata%a, JERSEK, Barbara, LAPANJE, Ale§, MAISTOROVIC, Tamara,
KOVAC, Minka. Novel cost-efficient real-time PCR assays for detection and quantitation of
Listeria monocytogenes. J. microbiol. methods. [Print ed.], 2011, vol. 85, issue 1, str. 40-46, doi:
10.1016/j.mimet.2011.01.018. [COBISS.SI-ID 3871608]

2. Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci:

OCEPEK, Matja%, PATE, Mateja, MUSCET, Barbara, AVBERSEK, Jana, LOGAR, Katarina, LAPANIJE,
Aleg, ZRIMEC, Alexis. Comparison of DNA extraction methods to detect Salmonella in water. V:
BARLIC-MAGANJA, Darja (ur.), RASPOR, Peter (ur.). 4th Congress of the Slovenian Microbiological
Society with International Participation, PortoroZ, November 2008. Microbiology for today : book
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of abstracts = zbornik povzetkov. Ljubljana: Slovensko mikrobioloSko drustvo: = Slovenian
Microbiological Society, 2008, str. 149. [COBISS.SI-ID 2999418

KOPINC, Rok, MUSCET, Barbara, BRENCIC, Mihael, MATOZ, Tomo, ZRIMEC, Alexis, LAPANJE, Ales.
Identification of attached and unattached bacterial populations on dolomite bedrock. V:
EUROBIOFILMS 2009 : programme & abstract book. [Rome: Fondazione Santa Lucia, 2009], str.
119-120. [COBISS.SI-ID 26208729]

RAZINGER, Jaka, MUSCET, Barbara, ZRIMEC, Alexis, LAPANJE, Ale$. Fluctuations in the pumping
regime decrease the stability of biofilm in highly perforated dolomite aquifers. V: EUROBIOFILMS
2009 : programme & abstract book. [Rome: Fondazione Santa Lucia, 2009], str. 122-123.
[COBISS.SI-ID 26209241]

KOPINC, Rok, OCEPEK, MatjaZ, LAPANIE, Ales. Antibiotic susceptibility testing of Mycobacterium
avium subspecies under iron starvation. V: 21st European Congress of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases (ECCMID), 27th International Congress of Chemotherapy (ICC), Milan, italy, 7-
10 May 2011. [Milan: s.n., 2011], [Str. 1]. [COBISS.SI-ID 28757977]

3. Objavljeni povzetek strokovnega prispevka na konferenci

HUBAD, Barbara, KOPINC, Rok, ZRIMEC, Alexis, LAPANJE, Ale$. Detection of airborne M.
tuberculosis in a pulmonary hospital and tuberculosis diagnostic laboratory. V: NIEMANN, Stefan
(ur.). 32nd Annual Congress of the European Society of Mycobacteriology, 26th - 29th June 2011,
Lubeck. Scientific Program including Abstracts : 32nd Annual Congress of the European Society of
Mycobacteriology, 26th - 29th June 2011, Liibeck, Germany. Werne: Agentur Konsens, 2011, str.
70. [COBISS.SI-ID 28758233]

KOPINC, Rok, WYNE, James W., MICHALSKI, Wojtek P., LAPANIE, Ale3. Comparative genomics of
mycobactin synthesis operons in sheep and cattle strains of M. avium subsp. paratuberculosis. V:
NIEMANN, Stefan (ur.). 32nd Annual Congress of the European Society of Mycobacteriology,
26th - 29th June 2011, Libeck. Scientific Program including Abstracts : 32nd Annual Congress of
the European Society of Mycobacteriology, 26th - 29th June 2011, Libeck, Germany. Werne:
Agentur Konsens, 2011, str. 92-93. [COBISS.SI-ID 28758489]

4. Patentna prijava

LAPANJE, Ales. Visoko zmogljiva izolacija nukleinskih kislin. Ljubljana: Urad RS za intelektualno
lastnino, 2009. 7 str., ilustr. [COBISS.SI-ID 27382745]

LAPANIE, Aled. Avtomatizacija izolacije nukleinskih kislin iz kompleksnih vzorcev : Stevilka prijave:
P-201000223 z dne 26.7.2010. Ljubljana: Urad RS za intelektualno lastnino, 2010. 8 str., [ilustr.].
[COBISS.SI-ID 27534553]

LAPANJE, Ale. Postopek za hitro genotipizacijo sevov Mycobacterium avium podvrste
paratuberculosis : $tevilka prijave: 201000231, z dne 28.7.2010. Ljubljana: Urad RS za
intelektualno lastnino, 2010. 10 str., [ilustr.]. [COBISS.SI-ID 27534297]

5. Patent

LAPANIE, Aleg. Visoko zmogljiva izolacija nukleinskih kislin. Ljubljana: Urad RS za intelektualno
lastnino, 2009. 7 str., ilustr. : patentna prijava P-200900392 z dne 21. 12. 2009 patent st. 23249 z
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6. Zakljuc¢ene diplomske naloge

STIMPEEL, Martin. Molekularno bioloska analiza pritrjenih in planktonskih bakterijskih zdruzb v
lokalnem vodovodnem sistemu : diplomsko delo = Characterization of attached and planktonic
bacterial communities in local water distribution system by molecular methods : graduation
thesis, (Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, Diplomska dela, 20). Ljubljana: [M. Stimpfel],
2009. XI, 56 f., [34] f. pril., ilustr., preglednice. http://www.digitalna-knjiznica.bf.uni-
li.si/dn_stimpfel martin.pdf. [COBISS.SI-ID 6116473]

ZITNIK, Miha. Identifikacija pritrjenih in planktonskih bakterijskih vrst v dolomitnem vodonosniku
: diplomsko delo, univerzitetni $tudij = Identification of attached and unattached bacterial species
in dolomite aquifer : graduation thesis, university studies, (Biotehniska fakulteta, Enota
medoddelénega $tudija mikrobiologije, Ljubljana, Diplomske naloge, 481). Ljubljana: [M. Zitnik],
2011. IX, 70 f., graf. prikazi, tabele. [COBISS.SI-ID 3929720]

7. Odobrena tema doktorske dizertacije

KOPINC, Rok Vloga homeostaze Zeleza v ekologiji podvrst bakterije Mycobacterium avium. Role
of Iron Homeostasis in Ecology of Mycobacterium avium subspecies. Biotehniska fakulteta,
Interdisciplinarni Studij Biomedicine.

8. Razvoj izdelkov

SmartHelix DNAid — postopek in me3anica kemikalij za u¢inkovito izolacijo nukelinskih kislin iz
kompleksnih vzorcev (http://smart-helix.com/smarthelix-complex-samples-dna-extraction-
kit.html)

Ezextract — postopek in me3anica kemikalij za izolacijo nukleinskih kislin iz velikega Stevila
razliénih izolatov (http://smart-helix.com/index.php?module=page&pagelD=53)

9. MreZenje

Na podlagi znanja pridobljenega tekom tega projekta, smo vzpostavili mednarodne stike z
Veterinarskim raziskovalnim inétitutom iz Ceske, Friedrich Loeffler institutum iz Nemdije,
ChipShop podjetjem iz Nem¢ije, veterinarskim indtitutom Istituto Zooprofilattico Sperimentale
za diagnostiko iz Italije in poglobili sodelovanja v Sloveniji: Univerza v Ljubljani — Veterinarska
fakulteta, podjetje Omega d.o0.0. in Institut za varovanje zdravja Ljubljana.

3.4. Kaksni so lahko dolgoro¢ni rezultati vasega raziskovalnega projekta glede na zgoraj
oznaden potencialni pomen in razvojne cilje?

1. Znanstvena odli¢nost
V pripravi imamo $e dva ¢&lanka, ki ju mislimo objaviti v mednarodnih revijah z indeksom
citiranosti.

2. Podjetnistvo
V naértu imamo implementacijo idej in prvih izdelkov v novo nastala odcepljena podjetja

3. MrezZenje
S pomocjo obiskov na konferencah se nam je povecala mreZa sodelav in s tem kroZenje znanja in
raziskovalcev med podjetji in raziskovalnimi organizacijami.
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4. Sodelovanje na EU projektih
Rezultati raziskave se kaZejo tudi v tem, da smo bili povabljeni v EU projekt FP7, ki je bil uspesno
odobren. Nosilno podjetje je ChipShop iz Nem¢ije.

3.5. Kje obstaja verjetnost, da bodo vasa znanstvena spoznanja delezna zaznavnega
odziva?
X a) v domacih znanstvenih krogih;
b) v mednarodnih znanstvenih krogih;
X ¢) pri domag¢ih uporabnikih;
d) pri mednarodnih uporabnikih.

3.6. Kdo (poleg sofinancerjev) e izraZa interes po vasih spoznanjih oziroma rezultatih?

/

3.7. Stevilo diplomantov, magistrov in doktorjev, ki so zaklju¢ili $tudij z vkljuenostjo v
raziskovalni projekt?

Na podlagi pridoblienega znanja tekom tega projekta sta uspedno zakljutila dva
diplomanta. Oba sta aplicirala molekularne tehnike na pitno vodo:

$TIMPFEL, Martin. Molekularno bioloska analiza pritrjenih in planktonskih bakterijskih zdruzb v
lokalnem vodovodnem sistemu : diplomsko delo = Characterization of attached and planktonic
bacterial communities in local water distribution system by molecular methods : graduation
thesis, (Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, Diplomska dela, 20). Ljubljana: [M. Stimpfel],
2009. XI, 56 f., [34] f. pril., ilustr., preglednice. http://www.digitalna-knjiznica.bf.uni-

li.si/dn stimpfel martin.pdf. [COBISS.SI-ID 6116473]

ZITNIK, Miha. Identifikacija pritrjenih in planktonskih bakterijskih vrst v dolomitnem vodonosniku
: diplomsko delo, univerzitetni $tudij = Identification of attached and unattached bacterial species
in dolomite aquifer : graduation thesis, university studies, (Biotehniska fakulteta, Enota
medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, Ljubljana, Diplomske naloge, 481). Ljubljana: [M. Zitnik],
2011. IX, 70 f., graf. prikazi, tabele. [COBISS.SI-ID 3929720]

4. Sodelovanje s tujimi partnerji:

4.1. Navedite §tevilo in obliko formalnega raziskovalnega sodelovanja s tujimi
raziskovalnimi inStitucijami.

Kot rezultat tega projekta je odprtje sodelovanja med 4 raziskovalnimi organizacijami in podjetji:
Friedrich Loeffler instituta iz Nemc¢ije, ChipShop podjetja iz Nemcije, Veterinarskega instituta
Istituto Zooprofilattico Sperimentale iz Italije in Veterinarsko-raziskovalnega instituta (VRI, Vuvel)
iz Cedke.
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S FLI in ChipShop sodelujemo sedaj na projektu EU FP7 z namenom razvoja detekcije patogenov
v zraku z uporabo molekularnih tehnik in izdelave mikrofluidnih naprav.

Z raziskovalci veterinarskega instituta Istituto Zooprofilattico Sperimentale iz Italije in
Veterinarskega raziskovalnega instituta iz Cetke sodelujemo v smislu pretoka raziskovalcev in v
prihodnosti potencialne prijave novega EU projekta.

4.2. Kaksni so rezultati tovrstnega sodelovanja?

Trenutno skupaj delamo na raziskavah na novo odobrenega EU projekta. Torej rezultat je
uspesno odobren nov FP7 projekt in nadaljevanje dela na podobni tematiki.

5. Bibliografski rezultati’ :
Za vodjo projekta in ostale raziskovalce v projektni skupini priloZite bibliografske izpise za
obdobje zadnjih treh let iz COBISS-a) oz. za medicinske vede iz Instituta za biomedicinsko
informatiko. Na bibliografskih izpisih oznacite tista dela, ki so nastala v okviru pricujocega
projekta.

6. Druge reference’ vodje projekta in ostalih raziskovalcev, ki izhajajo iz
raziskovalnega projekta:

/

® Bibliografijo raziskovalcev si lahko natisnete sami iz spletne strani:http:/www.izum.si/

4 Navedite tudi druge raziskovalne rezultate iz obdobja financiranja vaSega projekta, ki niso zajeti v bibliografske
izpise, zlasti pa tiste, ki se nanasajo na prenos znanja in tehnologije.

Navedite tudi podatke o vseh javnih in drugih predstavitvah projekta in njegovih rezultatov vkljuéno s
predstavitvami, ki so bile organizirane izklju¢no za naro¢nika/naronike projekta.
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