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Pozdravni
Nagovor

Spostovani ¢lani Slovenskega mikrobioloskega drustva in vsi drugi, ki so vas mikrobi ocaralil

Tole leto 2020 je bilo prelomno v marsicem, tako tudi v tem, da smo prvic organizirali kongres
Slovenskega mikrobioloskega drustva kot virtualno konferenco in posledi¢no tudi pripravili
zbornik prispevkov kot e-zbornik. V njem je 97 prispevkoy, ki zrcalijo novo pridobljene rezultate
na podro¢ju mikrobiologije v Sloveniji v obdobju 2017-2020. Kot se boste lahko sami prepricali, je
bilo to obdobje za slovensko mikrobiologijo zelo plodno in raznoliko.

V upanju, da bo vsak izmed vas v e-zborniku nasel Stevilne prispevke, ki ga bodo pritegnili, pa tudi
navdihnili za nadaljnje delo, vam Zelim vse dobro za prihodnost in predvsem, da se bomo kmalu
spet lahko srecali in druzili na kongresu Slovenskega mikrobioloskega drustva v resni¢nem svetu.

Prof. dr. Marjanca Starcic Erjavec,
Biotehniska fakulteta, Univerza v Ljubljani
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znan. sod. dr. Darja Kusar
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Program
kKongresa

Sreda, 23. september, 2020

08:45 - 09:00 Otvoritev kongresa in navodila

SEKCUJI: Mikrobi in zdravje/Mikrobi in analitika

10:40 - 10:50 Naklju¢ni klepeti

10:40 - 11:10 Odmor

12:50 - 13:00 Odmor
13:00 - 14:00 Postrske predstavitve
14:00 - 15:00 Razstavljalci
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Cetrtek, 24. september, 2020

08:45 - 09:00

Kratek pozdrav in navodila

SEKCUJI: Mikrobi in protimikrobne uc¢inkovine/Mikrobi in biotehnologija

10:40 - 10:50

Naklju¢ni klepeti

10:40 - 11:10

Odmor

12:50 - 13:00 Odmor
13:00 - 14:00 Postrske predstavitve
14:00 - 15:00 Razstavljalci
Petek, 25. september, 2020
08:45 - 09:00 Kratek pozdrav in navodila

SEKCUJI: Mikrobi in okolje/Mikrobi in molekularne interakcije

10:40 - 10:50 Naklju¢ni klepeti

1040 - 11110 Odmor

1115-1130  Pr Studij vpliva bakterij na rast Zelezo oksid hidroksidnih Minka Kovac
kapnikov (FeOOH-polimorfi) z uporabo SEM-EDS in ATR-FTIR
spektroskopije

11:30-1145  Pr Ko se tudi bliznji sorodniki ne marajo - sorodstvena Katarina Simunovi¢
diskriminacija patogenih bakterij Campylobacter jejuni

11:45-12:00  Pr Desetletje genomike gliv iz ekstremnih okolij Cene Gostincar

12:00-12:15  Pr Odziv mikrobne zdruzbe na mnozi¢no pojavljanje in odmiranje Tinkara Tinta

meduz v morju

12:50 - 13:00 Odmor
13:00 - 14:00 Mikronostalgija
14:00 - 15:00 Zakljucek kongresa z razglasitvijo priznanj SMD
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Plenarno predavanje Zoisove nagrajenke

Na ¢rnem ledu Grenlandije cvetijo alge in glive

Laura Perini', Polona Zalar?, Cene Gostincar?, Rok Kostanjsek?, Jens C. Frisvad?®, Christopher Williamson?, Alexandre
M. Anesio', Nina Gunde-Cimerman?

' Department of Environmental Science, Aarhus University, 4000 Roskilde, Denmark
2 Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, Ve¢na pot 111, 1000 Ljubljana
* Dept. of Microbial Ecology and Chemistry, Fungal Chemodiversity, Technical University of Denmark, Seltofts Plads, Building 221, 2800 Kgs.
Lyngby, Denmark
* Bristol Glaciology Centre, School of Geographical Sciences, University of Bristol, BS8 1SS, Bristol, UK

nina.gunde-cimerman@bf.uni-lj.si

Ve kot tretjino Grenlandije pokriva temno obarvan led. Temna obarvanost zmanjsuje odboj
sonc¢ne svetlobe oz. albedo in pospesuje taljenje ledu. Led je temno obarvan predvsem zaradi
cvetenja ledeniskih alg Ancylonema nordenskidldii in Mesotaenium berggrenii (Zygnametophyceae,
Chrolophyta), filogenetsko najblizjih sorodnic kopenskih rastlin. Trenutno o ledeniskih algah vemo
zelo malo, $e manj pa o z njimi povezani mikrobni zdruzbi, npr. glivah, ki bi lahko pomembno
vplivale na razgradnjo ali pa na zas¢ito in razsirjanje ledeniskih alg. V letih 2017 in 2018 smo prvi
vzorcili glive grenlandskega ¢rnega ledu, s pomocjo visokozmogljivega sekvenciranja analizirali
njihovo raznolikost in z gojenjem pridobili preko 200 izolatov. Med njimi sta previadovali dve za
znanost novi vrsti, Penicillium anthracinoglaciei in Articulospora sp.. Vsako od obeh vrst smo pet
mesecev gojili skupaj z grenlandskimi algami in med poskusom na razli¢ne nacine preucevali
morebitne interakcije med algami in glivami. Gliva P. anthracinoglaciei, ki je s celicami alg oblikovala
tesne lihenoidne skupke, je bila sposobna razgrajevati ¢rni fenolni pigment alg, purpurogalin
karboksilno kislino-6-O-b-D-glukopiranozid (C18H18012), in uporabiti pripeti sladkor kot vir hranil.
Gliva je tudi statisticno znacilno povecala maksimalno fotosintetsko kvantno ucinkovitost alg
in njihovo odpornost na stres ter preko sinteze razlicnih sekundarnih metabolitov pomembno
vplivala na ostale, v skupkih prisotne mikroorganizme. V nasprotju s tem Articulospora sp. ni
razgrajevala ¢rnega barvila alg, temvec je oblikovala lisajem podobno omreZje hif, v katero so bile
vkljucene celice alg. Te raziskave so pomembne ne le zaradi vse hitrejsega taljenja grenlandskega
ledenega pokrova, pri katerem igra cvetenje ¢rnih alg pomembno vlogo, temvec tudi v |uci t.i.
»bele teorije«, po kateri so glive in alge prve interakcije vzpostavile pred okrog 500 milijoni let, ko
je bila Zemlja prekrita z ledom. Ledenisko ozmotsko aktivno okolje naj bi pri zoospornih glivah
sprozilo evolucijski nastanek glivnih hif in omogocilo prehod gliv na kopno. Cvetenje temno
obarvanih grenlandskih ledeniskih alg tako poleg negativnih posledic na dviganje gladine morja
predstavlja tudi obsezen naravni eksperiment, ki simulira evolucijska dogajanja iz daljne zemeljske
preteklosti.

Klju¢ne besede: ¢rni grenlandski led; ledeniske alge; glive
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Plenarno predavanje Zoisove nagrajenke

Skrivnosti prirojenega imunskega odgovora na okuzbe

Mojca Bencina

Kemijski institut, Hajdrihova 19, 1000 Ljubljana

mojca.bencina@ki.si

Zivljenjsko okolje ¢loveka naseljuje milijone mikroorganizmov, med katerimi so tudi nam nevarni
virusi in bakterije. Clovek je tekom evolucije razvil ve¢ mehanizmov zascite pred patogeni. Poleg
mehanske pregrade, kot sta koza in telesne tekocine, je za zas¢ito pred okuzbami pomemben
imunski sistem, ki se deli na prirojen in pridobljen imunski odgovor. Ob okuzbi se najprej vzpostavi
podedovan prirojen imunski odgovor, ki ga poznamo kot vnetje. Kot posledica aktivacije prirojene
imunosti se aktivira pridobljena imunost, ki spodbudi nastanek obrambnih celic in protiteles
proti mikroorganizmu, ki je okuzbo povzrocil. Priljudeh z imunskim sistemom v dobri kondiciji so
okuzbe s patogeni razmeroma redke.

Levkociti so glavni mediatorji prirojenega imunskega odgovora. Receptorji prirojene imunosti pri
levkocitih prepoznajo molekule znacilne za mikroorganizme. Vezava take molekule na receptor
sprozi aktivacijo vnetja, to privede do spro$¢anja vnetnih faktorjev, kar predstavlja signal za
nevarnost in aktivacijo pridobljenega imunskega odgovora. Tollu podobni receptorji (TLR) so
skupina membranskih receptorjev prirojene imunosti, ki zaznavajo molekule, kot so: nukleinske
kisline, flagellin, ki je osnovni gradnik bakterijskih bickov in ga zaznava receptor TLR5, receptor
TLR4 zaznava lipopolisaharid, ki je znacilen za Gram-negativne bakterije.

Vecja skupina cloveskih receptorjev TLR prepoznava nukleinske kisline, ki pa niso prisotne samo
pri virusih in bakterijah, temvecC tudi v nasih lastnih celicah. Za razliko od cloveske enoverizne
RNA, receptor TLR3 prepoznava samo dvoverizno RNA, ki nastaja v ¢asu razmnozevanja Virusov.
Receptor TLR9 prepoznava krajse fragmente enoverizne DNA, ki vsebujejo nemetilirano
dinukleotidno zaporedje CpG. Taki fragmenti DNA nastanejo ob razgradnji bakterij, ki jih pozZrejo
fagocitne celice. Za ¢loveSko DNA je znacilno, da je citozin iz motiva CpG metiliran, kar prepreci
aktivacijo imunskega odziva. Sinteticna DNA, ki je sposobna aktivacije receptorja TLR9, se ze
uporablja kot registrirana sestavina zdravila vimunoterapiji raka in kot dodatek cepiv. V predavanju
bomo razkrili, kako deluj aktivacija prirojenega imunskega odgovora preko receptorja TLR9 in kaj
nam to znanje prinasa.
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Plenarno predavanje Zoisove nagrajenke

Mehanizmi in posledice socialnih interakcij v biofilmu

Ines Mandi¢-Mulec', Barbara Kraigher, Iztok Dogsa', Polonca Stefani¢!, Tjasa Daneveic!, Mihael Spacapan', Katarina
Belcijan', Andi Erega!, Eli Podnar', Katarina Simunovic', Maja Boljesi¢', Eva Kovacec', Mojca Kranjc', David Stopar’,
Sonja Smole Mozina?

! Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, Katedra za mikrobiologijo, Ve¢na pot 111, 1000, Ljubljana
2 Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivisltvo, Katedra za biotehnologijo, mikrobiologijo in varstvo Zivil, Jamnikarjeva 101, 1000 Ljubljana

ines.mandicmulec@bf.uni-lj.si

Mikroorganizmi zivijo v vecceli¢nih skupnostih kjer s kemi¢nim signaliziranjem, sorodstvenim
prepoznavanjem, sodelovanjem in tekmovanjem krojijo svoje prezivetje, prilagoditve, kolonizacijo
povrsin in posledi¢no sestavo mikrobnih zdruzb. Fokus nasih raziskav so sporogene in ¢loveku
koristne bakterije vrste Bacillus subtilis z zelo raznolikim socialnim Zivljenjem, ki jih preuc¢ujemo v
genetsko homogenih in heterogenih biofilmih in v interakcijah s patogenimi mikroorganizmi.

Primer sodelovanja bakterij je rojenje, ki je skupinsko in od surfaktantov odisno gibanje po
povrsini. Kako bakterije izbirajo s kom bodo sodelovale? Ugotovilismo, da so naravni sevi B. subtilis
selektivni pri povezovanju v roje in se prostorsko zdruzujejo le z genetsko visoko sorodnimi sevi,
medtem ko manj sorodne izkljucijo iz roja. Ta sorodstvena diskriminacija, ki vkljucuje antagonizem
med genetsko razli¢nimi sevi, omeji potencial za izkoris¢anje surfaktantov le na sorodnike in s tem
stabilizira sodelovanje bakterij. Kako antagonizem vpliva na razporejanje celic v biofilmu ali na
stiku dveh rojev? Ugotovili smo, da na stiku dveh genetsko razli¢nih rojev aktivira gene za sprejem
DNA in poveca horizontalni prenos genov med manj sorodnimi, kar bi lahko bilo pomembno za
evolucijo vrste.

Naravna kompetenca za sprejema DNA iz okolja je regulirana tudi s signalnimi peptidi. Ti pri
kriti¢ni koncentraciji aktivirajo poleg kompetence $e razvoj spor, sintezo antibiotikov, surfaktantov
in proteaz. Zanimivo je, da je sinteza signalnega peptida ComX urvanavana s koncentracijo kisika,
kar omogoca ucinkovito zaznavanje ekspanzije populacije in posledi¢no ucinkovito prilagajanje
na manj ugodne razmere. ComX komunikacijski sistem vpliva tudi na interakcije z drugimi vrstami.
Na primer, sevi B. subtilis, ki imajo okvarjeno medcelicno  signaliziranje, izgubijo sposobnost
inhibicije rasti patogene bakterije Campylobacter jejuni v biofilmu.

Socialne interakcije mikroorganizmov vplivajo na prostorsko razporejanje, fizioloske lastnosti in
prezivetje mikrobnih celic v vecceli¢nih skupnostih, kar so pomembni uvidi za razvoj probiotikov
in biognajil ter za zagotavljanje varne hrane.

Kljucne besede: socialne interakcije bakterij; biofilm; sorodstvena diskriminacija; zaznavanje
kvoruma; antibiotiki; horizontalni prenos genov; sporulacija; Bacillus subtilis
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SARS-CoV-2 in covid-19

Mateja Logar
Klinika za infekcijske bolezni in vrocinska stanja Ljubljana, UKC Ljubljana, Japljeva 2, 1525 Ljubljana; Katedra za infekcijske bolezni in
epidemiologijo, Medicinska fakulteta v Ljubljani, Vrazov trg 2, 1000 Ljubljana

mateja.logar@kclj.si

V zacetku decembra 2019 so se priceli pojavljati prvi opisi hudih plju¢nic, povzrocenih z do sedaj
neznanim povzrociteljem v kitajskem mestu Vuhan. 7. januarja 2020 so potrdili, da gre za novega
povzrocitelja, ki so ga najprej poimenovali novi koronavirus 2019 in ga kasneje preimenovali
v SARS-CoV-2 (angl. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2). Virus spada v druzino
Coronaviridae, rod betakoronavirusi. Virus se prenasa pretezno kapljicno, mozno pa je tudi Sirjeno
preko aerosola in posredno preko stika s kontaminiranimi povrsinami.

Bolezen covid-19 je posledica okuzbe s SARS-CoV-2. Virus vstopa v celice preko ACE receptorjev,
ki so pretezno na sluznicah v dihalnih poteh, najdemo pa jih tudi v drugih tkivih in organih.
Inkubacija traja v povprec¢ju nekaj vec kot 5 dni. Najpogostejsi klini¢ni znaki okuzbe so vrocing, suh
kaselj in obcutek tezkega dihanja. Najpogostejsi zapleti so nastanek covid pljucnice, hipoksemija
in sindrom akutne dihalne odpovedi pri odraslih. Prizadetost pljuc¢ in hipoksemija se ve¢inoma
pojavita okrog 8. dneva bolezni.

Akutno okuzbo potrdimo z dokazom genskega materiala virusa v brisu nosno-zrelnega prostora
s pomocjo verizne reakcije s polimerazo. SeroloSke preiskave nam pri dokazu akutne okuzbe niso
v pomog, saj se protitelesa pri¢nejo pojavljati Sele med 7. do 10. dnevom bolezni.

Vecino bolnikov zdravimo simptomatsko in podporno. Pri tistih s tezjim potekom ali dejavniki
tveganja za teZji potek pa se odlo¢amo tudi za specificno zdravljenje. Po trenutnih priporocilih za
zdravljenje uporabljamo remdesivir, favipiravir in deksametazon.

Pri preprecevanju Sirjenja covid-19 moramo upostevati vse ukrepe za prepreCevanje kapljicnega
nacina Sirjenja okuzbe ter pri posegih, kjer lahko nastaja aerosol tudi ukrepe za preprecevanje
aerogenega prenosa.

Klju¢ne besede: SARS-CoV-2; covid-19; klini¢na slika; preprecevanje; zdravljenje
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Vabljeno "korona" predavanje

Ugotovljene koronavirusne okuzbe pri zivalih v Sloveniji

lvan Toplak

Univerza v Ljubljani, Veterinarska fakulteta, Nacionalni veterinarski institut, Gerbiceva 60, 1000 Ljubljana

ivan.toplak@vf.uni-lj.si

Vecina koronavirusov (CoV) je vrstno specifi¢nih in se ne prenasa na c¢loveka, vseeno pa imajo
posameznimi Zivalski CoV sposobnost okuzbe ¢loveka. Redki so sevi Zivalskih CoV, ki povzrocajo
hude okuzbe ljudi in se nato hitro Sirijo v populaciji, kot so primeri okuzb s SARS, MERS in Se
posebejokuzbe znovim SARS CoV-2. Ta pri ¢loveku v vecini primerov povzrodi klini€cno nezaznavno
obliko okuzbe, pri dolocenih rizi¢nih skupinah ljudi pa od blazje do hude oblike bolezni dihal,
poimenovane COVID-19. V ¢asu zadnje pandemije so naravni prenos SARS CoV-2 iz okuzenega
Cloveka zabeleZili tudi Ze na nekaj dovzetnih vrst Zivali.

CoV so uvrsceni v veliko druzino Coronaviridae in Stevilni so endemicno razsirjeni pri domacih in
prostozivecih vrstah Zivali, kjer povzrocajo od blagih do hujsih oblik obolenja dihal ali prebavil.
CoV okuzujejo vrste Zivali, ki lahko Zivijo zelo blizu ¢loveka, ali jih ¢lovek razli¢no uporablja za
svoje potrebe, kot so govedo, konji, prasdi¢i, macke, psi, dihurji, perutnina, kamele, netopirji.
Od leta 2009 naprej smo pri vec zivalskih vrstah v Sloveniji opravili dokazovanje in genetsko
analizo nukleotidnega zaporedja CoV v delu, ki kodira zelo ohranjen del virusnega genoma
za RNA polimerazo ali ugotovljenim sevom dolocili zaporedje celotnega genoma. V Sloveniji
smo leta 2009 prvi¢ ugotovili SARS-u podobne koronaviruse, v 38,8% vzorcih fecesa vrste
netopirja mali podkovnjak (Rhinolophus hipposideros), ki so imeli med seboj od 99,5 do 100%
identi¢nost nukleotidnega zaporedja in so uvrsceni v isto skupino betacoronavirusov kot SARS.
Prve primere poginov in klinicne driske pri pujskih, povzrocene z virusom prasi¢je epidemicne
diareje (PEDV), smo odkrili na vecji farmi v decembru 2014. Z metodo RT-PCR v realnem casu in
sekvenciranjem smo v nadaljevanju isti virus potrdili Se v Stevilnih rejah prasi¢ev na obmocju cele
Slovenije. Dolocitev in filogenetska primerjava celotnega genoma slovenskega seva PEDV (SLO/
JH-11/2015, KU297956) s sevi v genski banki je pokazala zelo veliko sorodnost s sevi iz Francije,
Nemcije in Belgije ter s sevom OH851, prototipa SINDEL, prvic izoliranim v letu 2014 v ZDA. Pri 133
pregledanih govedih s plju¢nico, ugotovljenih med leti 2014 in 2016, smo pri 12,03% pregledanih
vzorcih nosnih brisov dokazali goveji koronavirus (BCoV), ki povzroca obolenja dihal in tudi
pogine govedi. Genetska primerjava ugotovljenih slovenskih sevov govejih BCoV in ¢loveskih
HCoV-OC43 je pokazala, da imajo med seboj 96,4%-971% identi¢nost nukleotidnega in 96,9%-
98,5% identi¢nost aminokislinskega zaporedja. CoV okuzbe Zivali niso pomembne samo zaradi
ekonomskih skod, ki jih povzrocajo rejcem Zivali, ampak jih moramo imeti pod nadzorom tudi
zaradi vnosa novih CoV in spremljanja epizootioloSkega stanja v drzavi.

Klju¢ne besede: koronavirus; zivali; okuzba; dokazovanje; tipizacija; prenos
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Okuzbe z virusom SARS-CoV-2 - kako naprej?

Tjasa Zohar Cretnik

Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano, Prvomajska 1, 2000 Maribor

tjasa.zohar.cretnik@nlzoh.si

Od objave prvega primera atipi¢ne plju¢nice neznane etiologije 30. decembra 2019 in objave
odkritja koronavirusa SARS-CoV-2 7. januarja 2020, se je bolezen COVID-19 razsirila po vsem svetul.
Soo¢amo se s pandemijo, kakrsne nismo doziveli od pandemije Spanske gripe pred stotimi leti. Na
dan 4. avgusta 2020 Svetovna zdravstvena organizacija poroca o vec ko kot 18 milijonih okuzenih
oseb v 216 drzavah in 691.013 smrtih.

Koronavirusi so kot povzrocitelji okuzb pri Zivalih prisotni ze dobrih 1000 let in so znani po tem,
da lahko okuzijo Sirok nabor gostiteljev, se mutacije v njihovem genomu relativno hitro kopicijo,
spreminjajo tropizem, prehajajo med gostitelji in se prilagajajo novim okolis¢inam. Zadnji med
sedmimi znanimi humanimi koronavirusi pa je pridobil Se dodatne lastnosti, ki so mu omogocile
hitro Sirjenje in visoko stopnjo obolevnosti.

V laboratorijih Centra za medicinsko mikrobiologijo, Nacionalnega laboratorija za zdravje, okolje
in hrano, smo s testiranjem na prisotnost nukleinskih kislin virusa SARS-CoV-2 priceli ze 27. januarja
2020 in do konca julija opravili ve¢ kot 60.000 testiranj, kar predstavlja do polovice vseh opravljenih
testov. UspeSno smo obvladovali narascajoce potrebe po testiranju, spremembe v organizaciji
dela, pomanjkanje reagentov, aparatur in drobnega laboratorijskega materiala. Velika zahvala gre
vsem sodelavcem, ki v svoje delo vlagajo vse svoje moci in znanje, pa tudi dobaviteljem in vsem,
ki so nam v teh casih ponudili in nudili pomoc.

Kljub temu, da nam je znanost, hitreje kot kadarkoli, priskrbela Stevilne kriticne informacije, pa
bodo o nadaljnjem poteku pandemije in njenih posledicah odlocali odgovori na vprasanja kot
so: ali smo sposobni razviti ucinkovito cepivo, ali in v koliksni meri smo sposobni ljudi pridobiti
za izvajanje preventivnih ukrepov, ali se bo virus v bodoce pojavljal endemsko, kako bomo
uravnotezili izvajanje ukrepov in gospodarsko skodo, ki zaradi njih nastaja, in kako bomo kot
druzba uporabili nauke, ki nam jih daje pandemija.

Kljucne besede: SARS-CoV-2; pandemija; ukrepi
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Mikrobi in
zdravje

Bakterije uropatogenega seva J96 na povrsini celi¢ne kulture prasi¢jega urotelija (zgoraj, vrsti¢na elektronska mikroskopija) in v citoplazmi
propadajoce urotelijske celice (spodaj, presevna elektronska mikroskopija). Sliki sta nastali na Indtitutu za biologijo celice, UL MF (Luka
Predojevi¢, Taja Zeleznik Ramuta, Peter Verani¢, Marjanca Starcic Erjavec, Mateja Erdani Kreft).
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Tematski sklop: Mikrobi in zdravje

Mikrobiologija in ‘Eno zdravje’

Maja Rupnik'
'Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano, Prvomajska ulica 1, 2000 Maribor
?Medicinska fakulteta Maribor, Taborska ulica 8, 2000 Maribor

maja.rupnik@nlzoh.si

Eno zdravje (@ang. One Health) je pojem, ki se je pricel uporabljati v zadnjem desetletju. Opisuje
pristop, pri katerem smo sprva upostevali, da je za optimalno zdravje ¢loveka pomembno tudi
zdravje zivali in okolja. Kasneje se je v konceptu Eno zdravje pri¢elo pojavljati tudi zdravje rastlin.
Ceprav se je paradigma Eno zdravje oblikovala najprej predvsem kot odgovor na naras¢anje
zdravstvenih problemov povezanih z nalezljivimi boleznimi, se mikroorganizmi oz. mikrobiote
Sele sedaj vkljucujejo kot pomemben del Enega zdravja.

Koncept Eno zdravje uporablja pristope, ki so interdisciplinarni in medsektorski. To pomeni
predvsem dvoje: potrebujemo interdisciplinarna znanja in sodelovanje; ne le med znanstvenimi
disciplinami, temve¢ tudi horizontalno in vertikalno znotraj upravnih in odlocevalskih struktur.
Akademska skupnost, institucije in drzave so se na razvoj podro¢ja Eno zdravje odzvali z
oblikovanjem posebnih medresorskih skupin, nacionalnih in mednarodnih iniciativ, zoblikovanjem
Studijskih programov, specializiranih znanstvenih srecanj in specializiranih revij.

Tipicni primeri s podroc¢ja Enega zdravja so raziskave zoonoz, porajajocCih se bolezni in
protimikrobne odpornosti. V idealnem primeru te raziskave razen mikrobioloskih komponent
vkljuCujejo tudi klinicne, veterinarske, javnozdravstvene, prehransko-agronomske, okoljske,
socioloske, ekonomske in politicne vidike.

Ceprav so patogeni mikroorganizmi motivirali nastanek Enega zdravja, bodo koristni
mikroorganizmi tisti, ki bodo postali najpomembnejsa povezovalna komponenta med ¢lovekom,
zivalmi, rastlinami in okoljem: Eno zdravje — Ena mikrobiota.

Kljucne besede: protimikrobna odpornost; porajajoce bolezni; zoonoze
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Bacili tuberkuloze pod fluorescentnim mikroskopom, povecava 1000 X (a) in obarvani po Ziehl-Neelsenu pod svetlobnim mikroskopom,

detektorjem rastj, ki fluorescira pod UV lu¢jo ob zmanjsani koncentraciji kisika (d). Slike so nastale na Univerzitetni kliniki za plju¢ne bolezniin
alergijo Golnik (Manca Zolnir-Dov¢ - slike (a),(c) in (d), Eva Sodja - slika (b)).
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Porajajoce se zoonoze - vecni izziv

Tatjana Avai¢-Zupanc

Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Zaloska 4, 1000 Ljubljana

Zoonoze so nalezljive bolezni, ki se prenasajo iz okuzenih ali bolnih Zivali na ljudi. Zoonoze
(po)ostajajo nenehno rastoca groznja, neresena uganka, ki predstavija sencnik pod katerim se
skrivajo Stevilne nalezljive bolezni. Pojavnost in epidemiologija zoonoz je kompleksna in aktivna,
saj je odvisna od raznolikih dejavnikoy, ki jih lahko opredelimo kot antropogeni, podnebno-
okolijski in dejavniki povezani z lastnostmi mikroorganizmov. V zadnjih desetletjih se soo¢amo
s povecano globalizacijo ljudi, Zivali in njihovih produktov. Tovrstni premiki omogocajo izredno
hitro Sirjenje infekcij, kar zahteva najstrozje mere kontrole in nadzora. Clovek nenehno posega
v naravne habitate, najpogosteje s povecevanjem populacije ali turizma. Da bi nahranili vedno
bolj rasto¢o populacijo ljudi imamo zvecano potrebo po pridelavi hrane. To pogosto vodi v
temeljite spremembe v kmetijskin postopkih, ki nemalokrat vkljucujejo ogromne koli¢ine Zivali
ali celo razli¢ne vrste Zivali, ki sobivajo na istem, omejenem prostoru, pogostokrat skupaj z [judmi.
TakSen nacin zivljenja omogoc¢a mikroorganizmmom preskok iz ene Zivalske vrste na drugo in
nenazadnje na ¢loveka. Iziemno pomemben dejavnik so podnebne spremembe, saj dovoljujejo
Siritev ugodnih Zivljenjskin pogojev nekaterim prenasalcem kakor tudi naravnim rezervoarjem
zoonoti¢nih mikroorganizmov. Eden vidnejsih primerov je vnos, ohranitev in obsezna razdiritev
invazivne tropske vrste komarja Aedes albopictus (tigrasti komar) v zadnjih dveh desetletjin v
Italiji, od koder se je znatno razsiril v sosednje drzave, vklju¢no s Slovenijo. Pogoste mutacije in
genetske rekombinacije mnogokrat vodijo v take oblike patogenih mikroorganizmov, ki imajo
spremenjeno, najpogosteje povecano raven sposobnosti ohranitve in Sirjenja v naravnem okolju.
Spremembe v ekologiji in pestrosti patogenih mikroorganizmov nedvoumno vodijo v nastanek
novih genetskih razlicic, ki imajo spremenjen patogenetski potencial. Le-ta se kaze v povecani
invazivnosti, zmoznosti hitrega Sirjenja v ogrozeni populaciji, izdelovanju toksinov in pridobivanju
protimikrobne odpornosti. Z neprestanimi spremembami v demografiji ljudi in Zivali, ter s
spremembami v okolju in povzrociteljih lahko pri¢cakujemo vedno nove in ponovno pojavne,
Znane zoonoze.
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Ugotavljanje minimalne inhibitorne koncentracije za ciprofloksacin z E-testom (zgoraj). Difuzijski antibiogrami za bakterije, izolirane iz
prebavnega trakta kopenskega raka enakonozca. Sliki sta nastali na Oddelku za biologijo BF UL (Jerneja Ambrozi¢ Avgustin, Brigita Nograsek).
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Odpornost bakterij proti antibiotikom - stari in novi izzivi

Mateja Pir$

Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloska 4, 1000 Ljubljana

mateja.pirs@mf.uni-lj.si

Odpornost Stevilnih klinicno pomembnih bakterijskih vrst proti antibiotikom naras¢a po vsem
svetu in je eden izmed pomembnih javnozdravstvenih problemov. Svetovna zdravstvena
organizacija med kriticno pomembne antibiotike (angl. critically important antimicrobials, CIA)
Z najvisjo prioriteto uvrsca cefalosporine 3. do 5. generacije, glikopeptide, makrolide, polimiksine
in kinolone, med CIA z visoko prioriteto pa med drugimi uvrs¢a karbapeneme, aminoglikozide,
protipseudomonasne penicline ter peniciline v kombinaciji z zaviralci betalaktamaz.

S problematiko odpornih bakterij se srecujemo tako v zunajbolnisni¢énem kot tudi v bolnisnicnem
okolju. Posebej pomembne so t.i. veckratno odporne bakterije (VOB), to so bakterije, ki so odporne
proti trem ali vec razli¢nim skupinam antibiotikov. Okuzbe z VOB so lahko vzrok za zapoznelo
uvedbo ustreznega antibioti¢nega zdravljenja, dolgotrajnejso hospitalizacijo, vecjo smrtnost in
vecje stroske zdravljenja. TeZzave povzrocajo predvsem uspesni kloni VOB z visokim tveganjem za
Sirjenje, ki so odporni proti klju¢nim klinicno pomembnim antibiotikom, se ucinkovito prenasajo
med bolniki, povzroc¢ajo dolgotrajno kolonizacijo oziroma hude in/ali invazivne okuzbe. Vnos
novih klonov VOB z novimi rezistentnimi ali virulentnimi determinantami v bolnisnico lahko vodi v
bolnisni¢ne izbruhe, vnos v domace okolje pa prispeva k Sirjenju bakterij VOB v zunajbolnisni¢nem
okolju.

Med najbolj problemati¢cnimi VOB, predvsem v bolniSnicnem okolju, so gramnegativne
bakterije kot sta Escherichia coli in Klebsiella pneumoniae, ki izlocata encime ESBL, v zadnjem
desetletju tudi karbapenemaze. Med pomembnimi bolnisni¢nimi VOB so tudi neferementativni
gramnegativni bacilli, kot sta Pseudomonas aeruginosa in Acinetobacter baumannii, odporna
proti vecini betalaktamskih antibiotikov, med grampozitivnimi bakterijami pa proti meticilinu
odporen  Staphylococcus aureus in proti glikopeptidom odporen Enterococcus faecium. S
problemom odpornosti proti antibiotikom se srecujemo tudi v zunajbolnisnicnem okolju; med
pomembnejsimi patogeni je E. coli, ki izlo¢a encime ESBL, pomembni pa so tudi npr. salmonele,
kampilobaktri in gonokoki.

Spremljanje pojavljanja odpornosti bakterij proti antibiotikom je ena od klju¢nih aktivnosti za
pripravo priporocil za izkustveno zdravljenje in sprotno prilagajanje trenutni situaciji. Omogoca
pripravo ustreznih strategij za upocasnitev naras¢anja odpornosti bakterij proti antibiotikom,
pomaga pri razvoju novih protimikrobnih ucinkovin in odkrivanju novih inovativnih nacinov
boja proti bakterijam. Klju¢nega pomena je, da se socasno trudimo upocasniti nadaljnji razvoj
in Sirjenje odpornosti proti obstojecim antibiotikom z racionalno rabo antibiotikov v humani
medicini, ter prepreciti Sirfjenje odpornih sevov med bolniki z ukrepi bolnisni¢ne higiene. Za
ohranjanje ucinkovitosti obstojecih antibiotikov in preprecevanje Sirjenja odpornih sevov pa je
klju¢no, da strategije niso omejene le na humano medicino, temvec da k reSevanju problematike
pristopimo celostno v okviru Enega zdravja (angl. One health).
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Novo opisana vrsta kvasovk izolirana iz grozdja Starmerela vitis sp. nov. (zgoraj, vegetativne celice zrasle na gojis¢u bogatem z enostavnimi
sladkorji). Na gojiscih s kompleksnimi viri ogljika tvori z lipidi bogate strukture, klamidospore (spodaj, klamidispore, oznacene s puscico,
nastale na gojis¢u bogatem s krompirjevim skrobom). Povecava, 1000x; dolzina merila, 10 um. Slike so nastale na Oddelku za Zivilstvo, BF UL
(Neza Cade?).
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Razvoj in proizvodnja bioloskega materiala za zacetek klini¢ne Studije

Frenk Smrekar, Barbara Hubad

JAFRAL, Stegne 13A, 1000 Ljubljana

frenk.smrekar@jafral.com

V zadnjih letih se povecuje Stevilo klini¢nih testiranj, kjer se preverja varnost in ucinkovitost razlicnih
bioloskih zdravil. JAFRAL se ukvarja z razvojem proizvodnih procesov in proizvodnjo bioloskih
zdravil za zacetne faze klini¢nih testiranj, ki temeljijo na osnovi virusov, pDNA ali rekombinantnih
proteinov.

Pri razvoju bioloskega zdravila v zacetnih predklini¢nih in zacetnih klini¢nih fazah je pomembno
osnovno poznavanje bioloskih lastnosti zdravilne ucinkovitosti. Pri tem je nujno potrebno za
dobro sledljivost podatkov dobro dokumentirati vso raziskovalno-razvojno znanje.

Iz proizvodnega stalis¢a je najprej potrebno razumeti zahteve za koncno kakovost produkta,
da so v skladu z GMP in ICH smernicami. Nadalje je potrebno razviti proces, ki bo omogocal
proizvodnjo takega produkta, ga bo seveda isto¢asno mogoce tudi izvesti v industrijskem merilu,
bo robusten in bo vkljuceval surovine, ki so varne za uporabo.

Tako razviti proces je potrebno nato izvesti v Cistih prostorih z vso potrebno GMP dokumentacijo,
ki je kasneje tudi predmet pregleda regulatornih institucij.

Kratek opis razvoja in proizvodnje bioloskega material bo predstavljen na dveh primerih bioloskih
molekul: zdravilo na osnovi bakteriofagov ter plazmidna DNA.

Klju¢ne besede: bioloska zdravila; GMP proizvodnja; bakteriofagi; pDNA
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Razli¢ni fenotipi arkti¢nega izolata bakterije Janthinobacterium swalbardensis (zgoraj in v sredini). Bakterija Janthinobacterium swalbardensis
v druzbi z glivo (spodaj). Slike so nastale na Oddelku za biologijo BF UL (Jerneja Ambrozi¢ Avgustin).
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Od epidemiologije rastlinskih virusov do SARS-CoV-2

Maja Ravnikar'?, Denis Kutnjak!, Katarina Ba¢nik'?, Natasa Mehle!, Anja Pecman'?, Magda Tusek Znidaric¢’, Olivera
Maksimovic Carvalho Ferreira'?, lon Gutierrez Aguirre!

' Nacionalni institut za biologijo, Ve¢na pot 111, 1000 Ljubljana;
2 Univerza Nova gorica, Vipavska 13, 5000 Nova gorica
3 Mednarodna podiplomska $ola Jozefa Stefana, Jamova cesta 39, Ljubljana, Slovenija

maja.ravnikar@nib.si

Virusi so najstevilcnejsi mikrobi na zemlji in bivajo v tako rekoc vseh tipih organizmov. Za prenos
med gostitelji uporabljajo razlicne prenasalce ali pa se prenasajo s kontaktom. Za nekatere vemo,
da se prena$ajo preko aerosolov ali dosezejo svojega gostitelja preko vode.

Ce so prisotniv zelo nizkih koncentracijah, jih moramo koncentrirati in za njihovo zaznavo uporabiti
zelo obcutljive metode, kot sta kvantitativni in digitalni PCR. Za iskanje vseh prisotnih virusov pa
so najbolj uveljavljene metode visoko zmogljivega sekvenciranja (HTS). To so metode, ki nam
omogocajo tudi opazovanje virusnih populacij v gostitelju, lo¢evanje razlicnih genotipov ter
sledenje spremembam virusnih genomov po prehodu med gostitelji ter metagenomske Studije.
HTS uporabljamo za odkrivanje celotnega viroma gostiteljev, od patogenih pa do nepatogenih
virusov. Kljub napredku molekularne biologije pa elektronska mikroskopija ponovno postaja
nezamenljiva metoda za dopolnitev studija in karakterizacije virusov.

Ugotovili smo, da so nekateri virusi oziroma njihove nukleinske kisline, kljub svoji nanometerski
velikosti in izpostavljenemu proteinskemu ali lipidnemu ovoju, neverjetno stabilni v ekstremnih
okoljih, kot so odpadne vode, jamske vode ali prst. To pomeni, da lahko z pregledom virusov v
vodotokih ugotovimo prisotnost novih virusov na podrodju, ki ga vodotok pokriva, kar raziskujemo
v okviru EU MSCA ITN projekta INEXTVIR. Analiza odpadnih voda nam odkrije tudi tako nove
viruse kot je SARS-CoV-2 in pomaga pri njegovem sledenju v populaciji.

Krozenje virusov v naravi je kontinuirano in Sele v zadnjih desetletjih ugotavljamo kako virusi
menjavajo medije kot sta voda in zrak ter gostitelje. Taksen primer je virus blage lisavosti paprike
(PMMoV), ki preko prehranjevanja infektiven precka humani prebavnitrakt, se odplakne v odpadne
vode in po prehodu cistilne naprave koncna v rekah, ki se lahko uporabljajo za namakanje. Tako
ponovno pride v kontakt s primarnim gostiteljem in krog je sklenjen.

Kljucne besede: virusi; okolje; epidemiologija
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Model proteina LexA (cian, ¢rno) v kompleksu z aktivnim filamentom proteina RecA (rumeno) (zgoraj). NaDS PAGE analiza produktov cepitve
proteina LexA ter mutanta LexA s povezano DNA vezavno domeno. Po sprozitvi cepitve LexA z RecA so bili proteini pre¢no povezani z
glutaraldehidom (v sredini). Model holoencima RNA-polimeraza (cian) ter dveh dimerov LexA (zeleno) vezanih na DNA (spodaj levo) Test
zamika elektroforezne mobilnosti odseka DNA v kompleksu z RNA-polimerazo in LexA (spodaj desno). Slike so nastale na Oddelku za biologijo
BF UL v sodelavi s kolegi iz Kemijskega instituta ter iz Instituta Jozef Stefan (Matej Butala, Lidija Kovaci¢, Milan Hodoscek).

38



Vabljeno sekcijsko predavanje
Tematski sklop: Mikrobi in molekularne interakcije

Mali proteini kot pika na i odziva SOS

Anja Pavlin’, Nadine Fornelos?, Nathanael Caveney?, Gregor Bajc', Douglas F. Browning?, Zdravko Podlesek’, Miha
Bahun', Margarita Salas®, Natalie C. J. Strynadka®, Matej Butala'

! Biotehniska fakulteta, Ve¢na pot 111, 1000 Ljubljana
2The Broad Institute of MIT and Harvard, Cambridge, ZDA
3 University of British Columbia, Canada
“University of Birmingham, Velika Britanija
5 Universidad Auténoma de Madrid, Spanija

Matej.butala@bf.uni-lj.si

V odziv na poskodbe genomske DNA vecina bakterij sprozi odziv SOS. Klju¢na regulatorna
proteina tega odziva sta: (i) represor odziva, transkripcijski faktor LexA ter (i) aktivator odziva,
protein RecA. Poleg genov, katerih produkti sluZijo za popravilo DNA, protein LexA v nekaterih
bakterijah omogoci vzpostavitev lizogenega cikla bakteriofagov.

Z bioinformatskimi, molekularno bioloskimi ter pristopi strukturne biokemije smo pred leti
dokazali, da konformacijska sprememba v proteinu LexA, omogodi specificno interakcijo tega
represorja z DNA. Pomena te konformacijske spremembe takrat nismo povsem razumeli.

Pri bakterijah Bacillus thuringiensis ter Acinetobacter baumannii smo nedavno dokazali obstoj
malih proteinov velikosti ~50 aminokislin, ki interagirajo direktno s homologi proteina LexA ter
izboljsajo DNA vezavne lastnosti represorja odziva SOS. Dokazemo, da ti mali proteini povzrocijo,
da protein LexA prevzame DNA vezavno konformacijo.

Nase raziskave nakazujejo, da poleg sistema LexA/RecA obstaja dodaten nivo uravnave odziva
SOS. Mali proteini z vezavo na LexA omogocajo represorju prepoznavo dodatnih vezavnih
mest na genomu bakterije ter tako npr. ¢asovno usklajen prepis poznih genov bakteriofaga
GILOT s sprozitvijo popravljalnih mehanizmov v bakteriji B. thuringiensis, komunikacijo med vec
bakteriofagi v tej bakteriji ter skrbno uravnavano sproZitev prepisa genov za mutagene polimeraze
v patogenu A. baumannii.

Klju¢ne besede: bakteriofag; odziv SOS; poskodba DNA
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Mikrobi in
zdravje

Zaradi okuzbe s sevom PAdV-SVN1 propadajoce celice v kulturi prasi¢jega urotelija (spodaj, fazno-kontrastna mikroskopija). Slike so nastale na
Institutu za biologijo celice, UL MF (Urska Dragin Jerman, Mateja Erdani Kreft).
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Izbrano sekcijsko predavanje
Tematski sklop: Mikrobi in zdravje

Propadanje lesk v Sloveniji zaradi okuzbe s ‘Candidatus Phytoplasma
fragariae’ in z izolati sorodnimi povzrociteljici zlate trsne rumenice

Natasa Mehle', Nejc Jakos', Mojca Rot?, Miro MesP, Joze Miklavc?, Bostjan Matko?®, Alenka Ferlez Rus?, Maja
Ravnikar'”, Marina Dermastia’
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Leska (Corylus avellana) predstavlja 2,8% povrsine intenzivnih sadovnjakov v Sloveniji. V zadnjih
nekaj letih v nekaterih nasadih lesk v Sloveniji opazamo propadanje posameznih vej ali celih
grmov.

Da bi ugotovili ali so s propadanjem lesk v Sloveniji povezane fitoplazme, smo ekstrahirali DNA iz
korenin in/ ali poganjkov grmov z in brez bolezenskih znamenj po postopku, ki temelji na vezavi
DNA na magnetne kroglice. Za ugotavljanje prisotnosti fitoplazem smo uporabili test na osnovi
verizne reakcije s polimerazo v realnem casu. Identifikacijo in genetsko karakterizacijo fitoplazem,
ki smo jih zaznali, smo proucevali na genih 165 rRNA, secY, map in na operonu za ribosomski
protein.

V rastlinskem materialu iz grmov lesk brez izrazenih bolezenskih znamenj, prisotnosti fitoplazem
nismo dokazali. V rastlinskem materialu iz grmov lesk, vzorcenih v razli¢nih nasadih v Sloveniji z
izrazenimi bolezenskimi znameniji, smo dokazali prisotnost treh razli¢nih fitoplazem (Mehle in
sod., 2019, European Journal of Plant Pathology 155: 1117-1132). Ugotovili smo, da sta v nasadih
leske najbolj razsirjeni ‘Candidatus Phytoplasma fragariae’ (fitoplazma podskupine 16SrXII-E) in
fitoplazma iz skupine 16SrV, ki sta tudi odgovorni za propadanje leske. Fitoplazme iz teh dveh
skupin smo zaznali tudi pri drugih rastlinskih vrstah v Sloveniji. Molekularna karakterizacija dela
gena 165 rRNA, secY, map in operona za ribosomski protein, ki smo jo izvedli na izolatih fitoplazme
iz skupine 16SrV odkritin na leskah, kaze, da so ti izolati identi¢ni karantenskim fitoplazmam, ki
na vinski trti povzrocajo zlato trsno rumenico. Za dolocitev epidemioloskih poti smo ovrednotili
potencialne zuzelCje prenasalce (Mehle in Dermastia, 2019, Phytopathogenic Mollicutes 9: 49-50).
Zdi se, da je vzhodnjaski skrzatek (Orientus ishidae) verjeten prenasalec fitoplazme 16SrV med
grmi lesk, moZnega prenasalca ‘Candidatus Phytoplasma fragariae’ pa Se nismo identificirali.

Za dolocitev in uvedbo ustreznih ukrepov, ki bodo ucinkovito preprecevali Sirjenje propadanja v
nasadih lesk zaradi okuzbe s fitoplazmami, so potrebne nadaljnje raziskave epidemiologije teh
fitoplazem.

Kljucne besede: fitoplazme; leske; propadanje
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Izbrano sekcijsko predavanje
Tematski sklop: Mikrobi in zdravje

Adhezija bakterij Campylobacter na abiotsko ter biotsko povrsino in
vklju¢eni mehanizmi
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Bakterije Campylobacter so s hrano prenosljivi vodilni povzrocitelji ¢revesnih okuzb ljudi v razvitih
drzavah. Njihova odpornost predstavlja aktualni problem v proizvodnji obstojne in varne hrane.
Eden od mehanizmov odpornosti je biofilm, ki bakterije 3¢iti pred neugodnimi dejavniki in
imunskim odzivom gostitelja. Razvoj novih alternativnih nacinov omejevanja kontaminacij in/
ali zdravljenje mikrobnih okuzb je usmerjen v preprecevanje adhezije na abiotske povriine za
zmanjSanje okuzb ter na biotske povrsine za zmanjSanje patogenosti bakterij.

Izhodis¢e je kvantitativho ovrednotenje adhezije C. jejuni NCTC11168 na abiotsko povrsino
polistirena. Virulentnost bakterij smo ovrednotili preko adhezije na biotsko povrsino celi¢nih
linij Caco-2 v ¢asovnem intervalu od 3 ur do 120 ur. V nadaljevanju smo pojasnili osnovne
mehanizme, vkljucene v adhezijo in sicer (i) na nivoju metabolizma preko karakterizacije rasti,
gibljivosti, morfologije ter biomase mutant ter (i) adhezinov celice preko vezave lektinov na
povrsino bakterij. Pri tem smo zaradi nespecificne vezave ter vklju¢enosti zunajcelicnega sloja
EPS, ki ga tvori C. jejuni izbrali model abiotske povrsine polistirena.

Po prvotni fazi adhezije na polistirenu v prvih 12 urah, Stevila celic $e malo naraste do 24 ur, nato
Stevilo celic v formiranem biofilmu pada. Obratno, adhezija ter posledi¢no virulentnost celic na
Caco-2 se povecuje do 72 ur, a ne spreminja v zivalskem modelu misk. Preko modela adhezije na
polistiren smo dokazali:

vpliv celi¢nih mehanizmov, saj lahko preko vpliva na izlivne ¢rpalke moduliramo tudi adhezijo
ter virulentnost, ter preko vpliva na sisteme signalizacije moduliramo stresni odgovor celice ter
posledi¢no zmanjsamo adhezivnost.

vklju¢enost specifitnih adhezinov ter dolocili nove molekule zunajcelicnega matriksa, ki so
vpletene v adhezijo, kot so: flagelin A, poglavitni protein zunanje membrane, tirozin kinaza
zunanje membrane, fibronektin-vezavni protein zunanje membrane, periplazemski protein, ki
veze aminokisline.

Adhezija je nova potencialna tarc¢a alternativne strategije za zmanjsevanje kontaminacij in infekcij
z bakterijami Campylobacter.

Kljucne besede: Campylobacter jejuni; adhezija/virulentost; mehanizem
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Tematski sklop: Mikrobi in zdravje

Izsledki raziskav nematicidnih bakterij vrste Bacillus firmus in ozko
sorodnih sevov Bacillus sp. na zdravje rastlin

Nik Susi¢, Sasa Sirca, Barbara Geri¢ Stare
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Bakterije Bacillus firmus so Gram-pozitivne pali¢aste sporogene bakterije, ki jih izoliramo predvsem
iz tal. V kmetijstvu jih uporabljamo za obvladovanje rastlinsko-parazitskinh nematod. Najvec se
uporablja sev B. firmus I-1582 v obliki biopesticida VOTIVO®, ki znatno zmanjsa napad razli¢nih vrst
nematod pri kmetijskih rastlinah.

Tekom vecletnih raziskav smo raziskovali delovanje bakterijskih sevov B. firmus in ozko sorodnih
sevov Bacillus sp. na zdravje rastlin. Nematicidno aktivnosti treh sevov Bacillus spp. smo vrednotili
proti parazitskima vrstama Meloidogyne incognita in M. luci v in vitro ter lon¢nih poskusih. Vsi
testirani sevi so pokazali nematicidno aktivnost; v in vitro poskusih je bil najbolj ucinkovit Bacillus
sp. ZZV12-4809, ki je popolnoma preprecil izleganje licink, v lon¢nih poskusih pa sev B. firmus
I-1582, ki je za 62% zmanj3al reprodukcijo nematod. Dolocili smo nukleotidno zaporedje celotnih
genomov komercialnega seva I-1582 in nematicidnega slovenskega izolata Bacillus sp. ZZV12-
4809. S primerjalno genomiko smo pri obeh dolodili sirok nabor moznih virulentnih dejavnikov
odgovornih za nematicidni ucinek; od proteaz, hitinaz do biosinteznih genskih skupin za
sekundarne metabolite kot so antibiotiki, bakteriocini, lantipeptidi, toksini in siderofori. Dodatno
smo z analizo povprec¢ne nukleotidne identitete genomov Bacillus spp. pokazali, da sev ZZV12-
4809 ne spada v nobeno od opisanih vrst in bo verjetno potreben opis nove vrste (Susic et
al, 2020, G3, 10(3), 881-890). V lon¢nih in mikroparcelnih poskusih smo pokazali, da 1-1582 na
rastline paradiznika napadene z nematodami deluje tako nematicidno kot tudi z mehanizmom
spodbujanja rasti rastlin, kar smo pokazali z meritvami morfologije rastlin, relativne vsebnosti
klorofila, vsebnostjo elementov in analizo hiperspektralnih posnetkov (Susi¢ et al., 2020, Plants, 9,
592).

Kemicni nematicidi kot primarni nacin varstva pred nematodami v kmetijstvu se zaradi eko-
toksi¢nosti opuscajo, v ospredje pa prihajajo nove strategije zdravstvenega varstva rastlin,
vklju€ujo¢ z bioloskim varstvom na osnovi biopesticidov, kjer je aktivna snov bakterijski sev, ki
pozitivno vpliva na zdravje in rast rastlin.

Klju¢ne besede: Bacillus; nematicidno; zdravje rastlin
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Dolocanje strukturnih in povrsinskih lastnosti biofilmov Bacillus subtilis: (a) merjenje visko-elasti¢nih lastnosti plavajocega biofilma oprijetega
na merilni sistem rotacijskega viskozimetra, ki ga sestavljajo gosto povezane celice (b) vidne z DIC mikroskopijo; v konfokalni tehniki lahko
opazimo razpokanost in nagubanost biofilmske strukture (d); tekoca kultura adsorbirna na poly-L lizinsko steklo; (e) preucevanije pritrjevanja
biofilmov na povrsino kovanca; (f) nastanek biofilmov v mikropreto¢nih sistemih. Slike so nastale na Oddelku za Zivilstvo BF UL (Iztok Dogsa
in Mojca Krajnc).
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Tematski sklop: Mikrobi in analitika

Potrditev uporabnosti biomimetic¢nega in vitro modela prasi¢jega
urotelija za ocenitev patogenosti sevov bakterije Escherichia coli
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Biomimeticni in vitro model praSi¢jega urotelija seCnega mehurja smo uporabili za ocenitev
patogenosti sevov bakterije Escherichia coli. Model smo najprej testiralizdobro znanimiin opisanimi
sevi E. coli: uropatogenima sevoma J96 in 536 (pozitivni kontroli), cloveskim komenzalnim sevom
SE15 ter laboratorijskima sevoma MG1655 in DH5a (negativne kontrole). Stopnjo patogenosti
sevov smo ugotavljali z dolocanjem viabilnosti normalnih prasicjih urotelijskih celic (NPU) tega
modela po triurni okuzbi s sevi E. coli. Ker so rezultati teh prvotnih poskusov nakazali, da model
omogoca razlikovanje patogenih od nepatogenih sevov E. coli, je bil namen nasih nadaljnjih
poskusov preveriti uporabnost vzpostavljenega modela na Sirsem naboru naravnih ¢loveskih
sevov E. coli.

Iz zbirke sevov E. coli Skupine za molekularno genetiko, Oddelka za biologijo, Biotehniske fakultete
smo izbrali 20 razli¢nih sevov: 10 uropatogenih sevov (UPEC), izoliranih iz urinov bolnikov z okuzbo
secil, ter 10 komenzalnih sevov, izoliranih iz blata zdravih ljudi. Celice biomimeti¢cnega modela
normalnega prasi¢jega urotelija smo za 3 ure izpostavili posameznim sevom E. coli. Zatem smo
celice NPU z encimi locili od podlage in med seboj, jih obarvali, presteli Zive in mrtve celice in
dolocili odstotek viabilnosti. Morebitne patoloske spremembe celic NPU, zaradi adhezije in invazije
sevov E. coli, smo ugotavljali z elektronsko mikroskopijo. S kompletom Porcine ProcartaPlex™ smo
v supernatantu okuzenih celic NPU izvedli analizo prisotnosti devetih citokinov (IL-1B, -4, IL-6, IL-
8, I-10, I-12p40, IFN-q, IFN-y in TNF-q).

Rezultati okuzbe celic NPU z naravnimi sevi E. coli so potrdili uc¢inkovitost modela za ocenitev
patogenosti sevov in visoko zmoznost lo¢evanja med patogenimi in nepatogenimi sevi E. coli.
Izsledki vrsti¢ne in presevne elektronske mikroskopije so potrdili adhezijo patogenih sevov na
povrsino modela ter invazijo v celice NPU. Razlike v Stevilu in koli¢ini izlocenih citokinov ob okuzbi
s sevi E. coli kazejo na razlicen vpliv sevov na urotelij, ki vodi v razlicno mocen imunski odgovor
celic NPU.

Klju¢ne besede: citokini; adhezija; invazivnost
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V prvi vrstici je prikazan protimikrobni ucinek (a) svezega in (b) krioshranjenega homogenata humane amnijske membrane na klini¢ni sev
uropatogene bakterije Escherichia coli. V drugi vrstici sta z vrsti¢no elektronsko mikroskopijo prikazana (c) epitelij in (d) stroma sveZe amnijske

membrane, v tretji vrstici pa (e) epitelij in (f) stroma krioshranjene amnijske membrane (Taja Zeleznik Ramuta, Marjanca Starci¢ Erjavec, Mateja
Erdani Kreft).
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Tematski sklop: Mikrobi in protimikrobne ucinkovine

Protimikrobni potencial hidrolata smilja Helichrysum italicum
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Sredozemska rastlina smilj (Helichrysum italicum (Roth) G. Don), predstavlja bogat vir bioaktivnih
uc¢inkovin, s protimikrobnimi in protivnetnimi lastnostmi. Namen Studije je bil testirati
protimikrobno in antioksidativno ucinkovitost hidrolata smilja, stranskega produkta ekstrakcije
etericnega olja.

Protimikrobno ucinkovitost hidrolata smilja smo testirali z metodo mikrodilucije v mikrotiterski
plosci in za dolocanje Zivosti uporabili reagent PrestoBlue. Minimalno inhibitorno koncentracijo
(MIC) smo dolocili za seve Campylobacter jejuni 81-176, C. jejuni 3B-432 in 3B-425 (klini¢na
izolata, NIJZ, Slovenija), Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27583 in
Staphylococcus aureus 25923. V nadaljevanju smo hidrolat v koncentraciji 1/8 MIC uporabili za
preverjanje protiadhezivnega ucinka z metodo barvanja s kristal vijoli¢nim (KV). Antioksidativen
potencial hidrolata smilja smo dolocili na osnovi analize sposobnosti lovljenja prostih radikalov
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil). Preverili smo tudi citotoksi¢nost hidrolata na naslednjih modelih
celi¢nih linij: epitelne celice kolorektalnega adenokarcinoma Caco-2 (ATCC® HTB37™) in primarni
¢revesni fibroblasti CCD112CoN (ATCC® CRL1541™).

Vsi testirani bakterijski sevi, z izijemo S. aureus 25923, so bili na hidrolat obcutljivi v razponu najbolj
obcutljivih sevov bakterij C. jejuni (12.5 v/v %), MIC vrednosti za E. coli in P. aeruginosa pa so bile 100
v/v %. Hidrolat smilja je deloval protiadhezivno v primeru E. coli (p<0.001), P. geruginosa (p=0.019)
in S. aureus (p=0.024), ne pa tudi v primeru sevov C. jejuni. Antioksidativen potencial hidrolata
je znaSal 4,47 ug ekvivalentov askorbinske kisline/mL hidrolata in pri koncentraciji 25 v/v % ni
izkazoval toksi¢nosti za testirane celi¢ne linije.

Pridobljeni rezultati nakazujejo na vsestranskost uporabe hidrolata smilja, kot protimikrobnega
sredstva naravnega izvora, s hkratnim antioksidativnim potencialom in nizko stopnjo toksi¢nosti
za testirani Crevesni celi¢ni liniji. Izsledki Studije bodo uporabljeni pri nadaljnjem raziskovalnem
delu, na podrodju preprecevanja pojava in Sirjenja protimikrobne odpornosti.

Klju¢ne besede: hidrolat smilja; protimikrobno; antioksidativno delovanje; citotoksi¢nost
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Sirokospektralno protimikrobno delovanje homogenata humane
amnijske membrane na uropatogene bakterije
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Okuzbe secil spadajo med najpogostejse bakterijske okuzbe, katerih povzrocitelji so vse
pogosteje odporni proti antibiotikom. Humana amnijska membrana (hAM) obdaja in Sciti
zarodek oz. kasneje plod ter vzdrzuje homeostazo amnijske tekocine. Nasa predhodna raziskava
je pokazala, da koscki sveze (svAM) in krioshranjene hAM (kAM) nimajo protimikrobnega ucinka
na izbrane seve uropatogenih bakterij, zato je bil namen te Studije ovrednotiti protimikrobni
ucinek homogenatov svAM in kAM.

V raziskavi smo uporabili 25 sevov razli¢nih bakterijskih vrst, ki so znane kot povzrociteljice okuzb
secil. Na njih smo testirali protimikrobno ucinkovitost homogenatov svAM in kKAM. Homogenat
smo nanesli na mehki agar, inokuliran z bakterijskimi kulturami ter po prekonocni inkubaciji
izmerili premer zaviralne cone, poleg tega smo ovrednatili u¢inek homogenata AM na izbrane
seve tudi v tekoCem gojiscu. Dodatno smo proucili protimikrobni uc¢inek homogenata AM na z
bakterijami okuzenih modelih normalnega in rakavo spremenjenega urotelija in vitro.

Protimikrobni u¢inek homogenatov svAM in kAM smo ugotovili pri 6 sevih uropatogene bakterije
Escherichia coli, pri po dveh sevih bakterij Staphylococcuss aureus, odpornem proti meticilinu,
Acinetobacter baumanii in Klebsiella pneumoniae, ki izlo¢a betalaktamaze Sirokega spektra
delovanja ter pri po enem sevu bakterij £. coli DH5q, E. colj, ki izlo¢a betalaktamaze Sirokega spektra
delovanja, Staphylococus aureus, Staphylococcus saprophyticus, Morganella morganii, Providencia
rettgeri, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis in Enterobacter spp. Poleg tega je homogenat
deloval protimikrobno tudi v tekocem gojis¢u ter na z bakterijami okuzenih modelih normalnega
in rakavo spremenjenega urotelija in vitro.

Dokazali smo, da imajo homogenati svAM in kAM zaradi svojega protimikrobnega delovanja na
Sirok nabor po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih uropatogenih bakterijskih sevov ter
celo dolocenih bakterijskih sevov, odpornih proti vec¢ antibiotikom, velik potencial za klini¢no
uporabo.

Klju¢ne besede: amnijska membrana; uropatogene bakterije; protimikrobni ucinek
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Ocetnokislinske bakterije tvorijo pri staticnem nacinu gojenja na povrsini zunajceli¢ne polisaharide nanocelulozo, acetan in/ali levan (zgoraj).
Vrrsti¢na elektronska mikrografija bakterije Komagataeibacter europaeus namnozene v gojis¢u RAE ob prisotnosti 3 % etanola in 7 % ocetne
kisline (spodaj, merilo predstavlja 1 um). Slike so nastale v Laboratoriju za mikrobiologijo Oddelka za biologijo FNM UM (Kim Fijok, Janja Trcek).
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Dvig donosa oksitetraciklina v bakteriji Streptomyces rimosus s
povecanjem stevila kopij celotne otc gruce biosinteznih genov
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Bakterije rodu Streptomyces predstavljajo bogat vir antibiotikov in drugih aktivnih spojin, vendar jih
proizvajajo v koncentracijah, ki so pogosto prenizke za nadaljnje aplikacije. Dvig donosa zeljenega
antibiotika ali drugega cilinega metabolita je rezultat izvedbe intenzivnih in dolgotrajnih selekcij.
Zaradi kompleksnosti metabolnih in requlatornih poti vkljucenih v biosintezo naravnih ucinkovin,
se v industriji Se vedno najpogosteje uporablja naklju¢na mutageneza in dolgotrajna selekcija
sevov kot pristop za izboljsanje donosa. Z razvojem molekularnih metod in zmoznost kloniranja
velikih gruc biosinteznih genov (GBG) so metode biosinteznega inzenirstva in sintezne biologije
omogodili tudi pristope povecevanja Stevila kopij dolocenih klju¢nih biosinteznih genov ali pa
celo celotnih biosinteznih poti. GBG, ki kodirajo biosintezo sekundarnih metabolitov so navadno
iziemno velike, in pogosto obsegajo regije velike vec kot 50 kb. Tako velike DNK fragmente je
iziemno zahtevno gensko spreminjati. Se veliko teZje pa je tovrstne genske manipulacije izvajati
v visokodonosnih industrijskih sevih, saj so ti sevi selekcionirani ze desetletja in so ciljni donosi ze
izjemno visoki.

Bakterija Streptomyces rimosus velja za enega najbolj ucinkovitih industrijskin proizvajalcev
antibiotika oksitetraciklin (OTC), saj na industrijski skali doseze donos OTC tudi preko 35 g/L.

V obsegu studije smo razvili u¢inkovita orodja, ki so nam omogocila vnos velikin DNK fragmentov.
Klonirali smo celotno GBG za biosintezo OTC. GBG, ki kodira biosintezo OTC smo v nadaljevanju
izrazali v treh razli¢nih S. rimosus sevih; divji sev in dva industrijska seva. Uporabljena industrijska
seva, ki sta bila razvita v desteletjin intenzivne selekcije proizvajata OTC v visokih donosih. V
obsegu tega projekta smo pokazali, da lahko z vnosom ene ali dveh dodatnih kopij otc genske
gruce Se dodatno povecamo donos OTC v diviem tipu S. rimosus. Zelo zanimivi pa so tudi rezultati,
ki kazejo, da je prislo do dviga donosa tudi v obeh testiranih industrijskih sevih S. rimosus,

Klju¢ne besede: Streptomyces rimosus; oksitetraciklin; gruca biosinteznih genov
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Izguba genov kot evolucijska prednost bipolarno brstecih kvasovk
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Rod bipolarno brstecih kvasovk Hanseniaspora s pospeseno evolucijo predstavlja zanimiv model
za razumevanje alternativnih mehanizmov evolucije, saj izgube funkcionalnih skupin genov
vodijo v reproduktivno izolacijo oz. v nastanek novih vrst. Dokazali smo namrec, da je rod izgubil
Stevilne gene, med njimi najve¢ genov za popravljalne mehanizme DNA, zato sklepamo, da je
bila pod okoljskim selekcijskim pritiskom adaptivna evolucija Hanseniaspora drugacna kot pri
kvasovkah rodu Saccharomyces.

S sekvenciranjem in analizami genomov 21 vrst rodu Hanseniaspora smo lahko postavili robustno
filogenijorodu, postaviligenomskikonceptvrste zuporabo razlicnihindeksov sorodnostigenomov
in z analizami prisotnosti/odsotnosti genov sklepali na nacin nastanka novih vrst ter prilagoditve
na substrate iz katerih smo jih izolirali. Kot primer adaptacije na fermentativen metabolizem, je
izguba mitohondrijskih genov in genov, ki kodirajo proteine elektronske transportne verige pri
tipskem sevu vrste H. valbyensis v primerjavi s sorodno vrsto H. smithiae, ki je izolirana iz naravnih
substratov. Z analizami genomov tako poskusamo razumeti mehanizme adaptacije na razlicne
naravne substrate in na ¢lovekovo okolje fermentiranih Zivil.

Uporabnost izsledkov is¢emo tudi v uporabni vrednosti poznavanja tega rodu. V zgodnjih fazah
fermentacije grozdnega in jabol¢nega mosta, namre¢ kvasovke Hanseniaspora spp. mocno
prevladujejo, njihova vloga pa je povezana z vecjo senzoricno globino koncnega izdelka. Zato
smo postavili presejalne teste za dolocanje industrijskih lastnosti 151 sevov Hanseniaspora za
uporabo pri proizvodnji piva. Med te lastnosti sodijo na primer toleranca na etanol, sposobnost
privzema maltoze in b-liazna aktivnost. Tako smo poleg genomske karakterizacije pripravili se
obsezen pregled fenotipskih lastnosti, ki so pomembne pri proizvodniji fermentiranih Zivil.

Kljucne besede: kvasovke; ekologija; genomika; pivo
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Glive vrste Fusarium solani iz peska na plazi (zgoraj), nova vrsta rodu Penicillium iz ledu na Grenlandiji (opti¢na mikroskopija v vidni svetlobi;
povecavi: zgoraj: 400 X%, spodaj: 1000 Xx). Slike so nastale na Oddelku za biologijo BF UL (Polona Zalar).
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Studij vpliva bakterij na rast zelezo oksid hidroksidnih kapnikov (FeOOH-
polimorfi) z uporabo SEM-EDS in ATR-FTIR spektroskopije
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V rudniku Sitarjevec pri Litiji so kopali srebrovo, Zivo srebrovo in cinkovo rudo ze v rimskih casih.
V nekaterih opuscenih rudniskih rovih so zrasli Stevilni Fe-oksid-hidroksidni kapniki (FeOOH-
polimorfi). Razlicne kapniske strukture najdemo v rovih, nad katerimi se nahajajo Zile bogate
s sulfidno rudo. Kapniki rastejo zelo hitro (ca 3-5 cm letno) v zelo kislem okolju. pH vode nad
kapniki in ob njih je med 3,3 in 3,4, temperatura v rovih je okrog 10 oC, relativna vlaznost je 95 —
99 %. Sklepamo, da h kinetiki rasti kapnikov poleg kemijskega obarjanja, znaten delez prispevajo
razlicni mikroorganizmi prisotni v vodi in rudniskem okolju. Namen raziskave je bil poiskati vzroke
za hitro rast kapnikov in poiskati mozne interakcije med mikroorganizmi in ioni Fe2+ oziroma
nukleacijskimi jedri. Kapnik je po prerezu sestavljen iz razlicnih plasti, na povrsini previadujejo
mocno porozne luskaste plasti - tipicne mikrostromatolitne strukture. Posamezna zrna so urejena
v grozdaste skupke. Kristali so iglicaste oblike, dolgi ca 100-180 nm in Siroki do 8 -10 nm. Vzorec
urejenosti se ponavlja po celotnem prerezu kapnika. Med razpokami in porami najdemo razlicno
dolge mineralizirane palicaste strukture. Elementna analiza kapnika se od mesta do mesta
spreminja, ve¢inoma je kapnik sestavljen iz Fe in O. Na mestih, prekritih z mikrobnimi biofilmi
je tudi preko 50 % ogljika. Analiza ATR-FTIR je potrdila, da je skorja kapnika prekrita z mikrobno
zdruzbo. V notranjosti kapnika je C prisoten v sledovih (okrog 0,2 %). Iz posnetkov SEM opazimo,
da se bakterije povezujejo preko zrn in skupkov z EPS (zunaj celicne polimerne snovi). Nukleacija
oz. obarjanje Fe-kristalov se zacne ob ovirah kot so trakovi, mikrobne cevaste tvorbe, kristali soli.
Spektri ATR-FTIR nakazujejo interakcije bakterij s povrsinskimi skupinami FeOOH. Bakterije vplivajo
tako na hitrost obarjanja Fe(OH)3 (kinetiko rasti) kot na morfologijo plasti kapnika.

Klju¢ne besede: FeOOH - polimorfi; SEM-EDS; ATR-FTIR; bakterije; kapniki
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Ko se tudi bliznji sorodniki ne marajo - sorodstvena diskriminacija
patogenih bakterij Campylobacter jejuni
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Bakterijske interakcije so zanimivo in hitro razvijajoce se podrocje mikrobiologije. Vendar je
znanje na tem podrodju, in Se posebej na podrocju sorodstvene diskriminacije, kot znotrajvrstne
interakcije bakterij, Se vedno mocno omejeno in v primeru bakterij Campylobacter jejuni povsem
neraziskano.

Sorodstveno diskriminacijo bakterij C. jejuni smo preucili pri kombinacijah 24 sevov, pri katerih
smo sorodnost predhodno dolodili s tipizacijo MLST oz. primerjavo sedmih hiSnih genov (aspA,
glnA, gltA, glyA, tkt, pgm in uncA). Sevi, ki smo jih najpogosteje osamili iz vzorcev zivil, Zivali in
humanih klini¢nih vzorcev, so pripadali trem razli¢cnim klonskim kompleksom, in sicer ST21, ST45
in ST353. Fenotipsko smo izbranim kombinacijam sevov dolocili nastanek mejne linije med
rojenjem bakterij na mehki agarski plos¢i (N=24), spremembo koagregacijskega indeksa (N=24)
in fitnesa v kokulturi (N=4) glede na monokulturo in raziskali povezavo dobljenih fenotipskih
rezultatov in genetske sorodnosti sevov.

Potrdili smo sorodstveno diskriminacijo sevov patogenih bakterij C. jejuni, saj so sevi tvorili mejne
linije na mehki agarski plosci v odvisnosti od genetske sorodnosti sevoy, prav tako se je ta odrazila
v povecanem koagregacijskem indeksu v mesanih kulturah manj sorodnih sevov. V kokulturi smo
zmanjsanje fitnesa dolodili pri enem sevu v kombinacijah manj sorodnih sevov.

Rezultati kaZejo na sorodstveno diskriminacijo med sevi C. jejuni ter tudi tekmovanje med manj
sorodnimi sevi. To je novo spoznanje o vedenju patogene bakterije C. jejuni, kar je potrebno
upostevati v nadaljnjih studijah bakterijskih interakcij s tem patogenom. Izboljsano razumevanje
sorodstvene diskriminacije pri patogenih bakterijah, kot je C. jejuni, lahko odpira nove moznosti
za omejevanje prenosa kontaminacije in okuzb s to bakterijo.

Klju¢ne besede: Campylobacter jejuni; znotrajvrstna interakcija sevov; sorodstvena diskriminacija
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Desetletje genomike gliv iz ekstremnih okolij
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Sredi leta 2010 smo dolocili genomsko zaporedje prvega ekstremno halotolerantnega evkarionta.
V desetletju, ki je minilo od tedaj, smo od obotavljivih prvih korakov v genomiko prispeli do
stopnje, ko po zaslugi hitrega napredka tehnologij visokozmogljivega sekvenciranja hitrosti
dolocevanja glivnih genomov ne doloca vec¢ dostopnost metod, temvec sta ozko grlo v procesu
postala priprava zacetnih vzorcev ter znanje in ¢as, ki ju potrebujemo za analizo podatkov.

Do danes smo v raziskavah gliv iz ekstremnih okolij dolocili zaporedje ve¢ kot 200 genomov.
Njihove analize smo se lotili z vec pristopi in raziskovalnimi vprasanji. Toleranca na stres, ki je za
preZzivetje v ekstremnih razmerah nujna, je kompleksen fenotip, ki ga zgolj na podlagi genomskega
zaporedja ni mogoce razumeti. Zlasti pri iskanju genomske podlage za halotoleranco smo se
zato kmalu preusmerili v primerjalno genomiko vrst in sevov z razli¢no sposobnostjo rasti pri
visokih koncentracijah soli. Tako smo med drugim ugotovili, da Stevilo razli¢nih mehanizmov
obrambe pred stresom pri ekstremotolerantnih in ekstremofilnih glivah bistveno presega Stevilo
pri modelnih vrstah. S pomocjo populacijske genomike smo pokazali, da je razmnozevanje gliv
iz ekstremnih okolij ne le zapleteno, temvec tudi zelo raznoliko; in da ta raznolikost vsaj do neke
mere sovpada s prezivetveno strategijo vrste, ki jo lahko opisemo bodisi kot generalisticno, bodisi
kot specialisticno. Dotaknili smo se tudi uporabnosti genomskih podatkov v biotehnologiji in v
taksonomiji.

Eno najpomembnejsih spoznanj raziskovalnega dela z genomi je, paradoksalno, da to delo
nikakor ne ponuja odgovorov na vsa vprasanja. Kljub temu pa nas lahko s pazljivo izvedenimi
analizami in dobro umerjenimi pricakovanji genomika privede do dragocenih odkritij — in Se zlasti
v primeru slabo raziskanih vrst predstavlja eno najzmogljivejsih raziskovalnih orodij, kar jih imamo
na razpolago.

Kljucne besede: genomika; primerjalna genomika; populacijska genomika; glive; ekstremna
okolja
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Odziv mikrobne zdruzbe na mnozi¢no pojavljanje in odmiranje meduz v
morju
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Oceani in morja, ki prestavljalo najvecji povezan ekosistem na Zemlji, so nenehno podvrzeni
Stevilnim naravnim in antropogenim perturbacijam. Kompleksna mesSanica raztopliene
organske snovi (ang. DOM) v morju predstavlja enega najvecjih rezervoarjev ogljika v biosferi
in je skoraj izklju¢no dostopna raznolikim skupnostim morskih mikroorganizmov. S svojo visoko
presnovno aktivnostjo in Stevilcnostjo mikroorganizmi pomembno vplivajo na biogeokemicno
stanje oceanov. Za napovedovanje odziva morskih ekosistemov na perturbacije je zato klju¢no
razumevanje mehanizmov razmerja med DOM in metabolnim omrezjem, ki ga upravlja mikrobna
skupnost. Eno vedjih perturbacij obalnih morskih ekosistemov (in njegovih storitev) predstavlja
mnozi¢no pojavljanje meduz. Zlasti po pojavu mnozicnih cveten, velike koli¢ine meduznega
detrita prestavljajo pomemben, a sicer mo¢no spregledan, s proteini bogat vir DOM za morske
mikroorganizme. Natancni procesi in mehanizmi mikrobne razgradnje detrita meduz ter posledice
le-tega za delovanje morskih ekosistemov ostajajo nejasne.

V nasi najnovejsi raziskavi smo dolocili sestavo detrita meduze, vrste Aurelia aurita s, ki se
pogosto mnozi¢no pojavlja v obalnih morjih Sirom sveta, z uporabo najsodobnejsih analitskih
orodij. V laboratorijskem eksperimentu smo sledili spremembam sestave meduznega detrita na
nivoju posameznih spojin ter jih povezali s presnovnimi procesi, ki jih izvaja mikrobna skupnost,
ki razgrajuje meduze, tako da smo zdruzili morsko meta- in ekso-proteomiko z metagenomskim
pristopom.

Pokazali smo, da je priblizno polovica detrita meduz v obliki DOM in torej izklju¢no dostopna
mikroorganizsmom. Vecino labilnega meduznega detrita (> 98% proteinov, ~ 70% aminokislin
in celoten raztopljeni organski ogljik) je v < 2 dneh razgradil konzorcij, ki so ga sestavljali
Pseudoalteromonas, Alteromonas in Vibrio. Te bakterije, so predstavljale > 90% vseh metabolno
aktivnih predstavnikov zdruzbe, ki je razgrajevala meduzni detrit. Nasi rezultati kazejo, da se
velik del meduznega detrita prenese v biomaso oportunisti¢nih bakterij, z visoko ucinkovitostjo
rasti, in da mikrobna razgradnja meduznega detrita vodi do kopic¢enja anorganskih nutrientoy, s
potencialno pomembnimi posledicami za biogeokemicne cikle v morju.

Klju¢ne besede: mnoZi¢ni pojav meduz; morske mikrobne skupnosti; biogeokemicni cikli
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Glive iz rodu Acremonium na odtisu plesnive stene (zgoraj in spodaj: opti¢na mikroskopija s fluorescenco; v sredini: opti¢na mikroskopija v
vidni svetlobi; povecave: zgoraj: 400 X, sredina in spodaj: 1000 X). Slike so nastale na Oddelku za biologijo BF UL (Polona Zalar).
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Probiotiki za nadzor kontaminacije rej perutnine s kampilobaktri in
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Bakterije iz rodov Campylobacter in Salmonella so glavni povzrocitelji s hrano prenosljivih
enteritisov pri ljudeh. Alternativni pristop za zmanjSevanje kolonizacije revesja perutnine s temi
bakterijami je uporaba probiotikov. V okviru nase raziskave smo ugotavljali stopnjo kontaminacije
s kampilobaktri in S. Infantis na farmah brojlerjev v povezavi z dvema razli¢nima aplikacijama
probiotika PoultryStar (Biomin).

Izbrali smo dve farmi, vsako s $estimi hlevi, ki smo jih razdelili v tri poskusne skupine. Zivalim
iz prve skupine smo dodajali probiotik v vodo za pitje in uporabili probiotik za Skropljenje
pis¢ancev ob vselitvi v hley, zivalim iz druge skupine smo dodajali probiotik v krmo, tretja skupna
pa je bila kontrolna (brez probiotika). Pri starosti 3, 8, 20 in 33 dni smo vzorcili cekume brojlerjev
(n = 240) in vpojne prevleke (n = 24) ter izvedli standardno bakteriolosko preiskavo na salmonele
in kampilobaktre. Na koncu vzrejnega cikla brojlerjev smo na klavnici odvzeli po deset vratnih
koz piS¢ancev iz posameznega hleva in z metodo PCR v realnem ¢asu kvantificirali salmonele in
C. jejuni.

S. Infantis smo dokazali Ze pri osem dni starih brojlerjih, medtem ko so bile vpojne prevleke v
dveh hlevih pozitivne Ze po treh dneh vzreje. Kampilobaktre smo dokazali po 20. dnevu vzreje.
Vpliva dodajanja probiotika na pojav salmonel in kampilobaktrov nismo ugotovili. Vse vratne
koze so bile pozitivne na C jejuni, medtem ko smo le v posameznih vzorcih dokazali nizko Stevilo
salmonel. Ob zakolu Zivali iz farme 1 je v primeru dodajanja probiotikov Stevilo kampilobaktrov
v 50 % vzorcev padlo pod mejo kvantifikacije (150 CFU/g koZe) v primerjavi s kontrolno skupino,
medtem ko je bilo stevilo C. jejuni v vzorcih iz farme 2 v primerjavi s farmo 1 visje. Po drugi strani
pa je bilo v vzorcih iz farme 2 v kontrolni skupini ve¢ vzorcev pozitivnih na salmonele v primerjavi
s skupinama, ki sta prejemali probiotike.

Pozitiven vpliv probiotikov se kaze predvsem v koncnifazi vzreje, tj. pridelavi mesa za potrosnika. Za
potrditev preliminarnih rezultatov in pripravo priporocil za vsakodnevno prakso vzreje perutnine
bo treba vkljuciti Se tehnoloske posebnosti posameznih rejcev in klavnic, saj se nakazuje njihov
pomemben vpliv.

Klju¢ne besede: perutnina; probiotiki; Salmonella Infantis; kampilobaktri
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Pregled in vitro studij in Studij, narejenih na zivalih, o ucinkovitosti
uporabe probiotikov kot antagonistov proti patogenom koznih ran
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Probiotiki so zivi mikroorganizmi, ki imajo koristne ucinke na zdravje gostitelja, kadar jih
apliciramo v zadostnem Stevilu. Najbolj poznani so doloceni sevi mle¢nokislinskih bakterij iz
heterogene skupine laktobacilov, ki je z letom 2020 reklasificirana v 25 rodov, in sevi bakterij
iz rodu Bifidobacterium. Veliko kakovostnih klini¢nih $tudij dokazuje, da probiotiki pomagajo
pri razlicnih prebavnih motnjah, pomagajo lahko tudi pri celjenju ran, anksioznosti, depresiji in
luskavici. Mehanizmi delovanja probiotikov vkljucujejo proizvodnjo bakteriocinov, proizvodnjo
kratkoveriznih mascobnih kislin, moduliranje imunskega sistema in drugo. Izvedli smo pregled
in analizo literature na tematiko ucinkovitosti uporabe probiotikov za inhibicijo patogenov koze,
v podatkovnih bazah PubMed/Medline in ScienceDirect. V analizo smo vkljucili polno dostopne
clanke in na podlagi vkljucitvenih in izkljucitvenih kriterijev smo v koncno analizo vkljucili 14
in vitro Studij in 8 studij, narejenih na Zivalih. Najpogosteje uporabljeni probioticni sevi so bili:
Lactiplantibacillus plantarum ATCC 10241, Limosilactobacillus reuteri ATCC 55730, Lacticaseibacillus
rhamnosus GG, ter sevi Limosilactobacillus fermentum, Lacticaseibacillus casei, Lactobacillus
acidophilus in Bifidobacterium bifidum. Njihovo inhibitorno aktivnost so najpogosteje proucevali
na patogenih sevih vrst Pseudomonas aeruginosa in Staphylococcus aureus, osamljenih iz okuzenih
koznih ran. V in vitro Studijah z metodama lise na agarju in metode difuzije na agarju, so ugotovili
ucinkovito inhibicijo vseh izbranih sevov patogenov. V Studijah, narejenih na Zivalih (misi,
podgane, kunci), so na razlicne vrste ran nanesli patogene bakterije in nato v vecini primerov
testirali u¢inkovitost lokalne uporabe probiotikov. Raziskave so pokazale izboljSanje statusa rane
zivali in zmanjsanje bremenitve s patogeni po aplikaciji mesanice probiotikov. Rezultati kazejo,
da imajo lokalno uporabljeni probiotiki potencial proti koznim patogenom in so zato smiselne
nadaljnje raziskave.

Klju¢ne besede: koristni mikroorganizmi; probiotiki; patogeni; antagonizem

62



Poster
Tematski sklop: Mikrobi in zdravje

Dejavniki virulence in odpornost proti antibiotikom pri humanih klini¢nih
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Enterokoki so pogojno patogeni mikroorganizmi, ki so v zadnjih desetletjih pommembni predvsem
kot veckratno odporni povzrocitelji z zdravstvom povezanih okuzb, povzrocajo pa tudi razlicne
okuzbe secil in ran, bakterijski endokarditis, sepso in katetrske okuzbe. K njihovi patogenosti
pripomorejo tudi Stevilni dejavniki virulence. Zdravljenje enterokoknih okuzb je tezavno
zaradi njihove naravne in/ali pridoblijene odpornosti proti Stevilnim skupinam antibiotikom.
Najpomembnejsi vrsti v humani medicini sta Enterococcus faecalis in Enterococcus faecium.

Vraziskavi smo ugotavljali dejavnike virulence in odpornost proti antibiotikom priizolatih £. faecalis
(n = 71) in E faecium (n = 30), pridobljenih iz razli¢nih klini¢nih vzorcev ljudi. Proti vankomicinu
odporni enterokoki niso bili del raziskave. Z metodo PCR smo ugotavljali prisotnost genov za
sedem najpogostejsih dejavnikov virulence (asal, gelE, cylA, esp, hyl, efaA in ace). Z mikrodilucijsko
metodo dolocanja minimalne inhibitorne koncentracije smo analizirali obCutljivost za 12 razli¢nih
antibiotikov iz devetih razli¢nih skupin.

Gene za dejavnike virulence smo statisticno pogosteje ugotovili pri izolatih E. faecalis, razen
gena hyl. Pri izolatih E. faecalis smo ugotovili 14 razlicnih virulen¢nih tipov z najpogostejsim
vzorcem ace-asal-cylA-efaA-esp-gelE, medtem ko smo pri izolatih E. faecium ugotovili 6 razli¢nih
virulen¢nih tipov z najpogostejsim vzorcem esp-hyl. Najvecji delez odpornosti smo ugotovili pri
izolatih E. faecium, med katerimi jih je bilo ve¢ kot 70% odpornih proti trem ali vec razlicnim
skupinam antibiotikov (VOB, veckratno odporne bakterije), najpogosteje proti eritromicinu
(76,7%), ampicilinu in ciprofloksacinu (oba 70%). V skupino VOB smo uvrstili tudi 29,6% izolatov E.
faecalis, z najvecjim delezem odpornosti proti tetraciklinu (78,9%).

Enterokoki kot normalni predstavniki Crevesne mikrobiote predstavljajo stalen rezervoar za
okuzbe ljudi, nabor ustreznih antibiotikov za zdravljenje pa je precej omejen. To velja Se posebej
za vrsto E. faecium, pri kateri smo v raziskavi potrdili zelo velik deleZ veckratno odpornih izolatov.
Manj odpornih sevov je bilo pri vrsti E facealis, vendar pa smo pri teh izolatih dokazali Stevilne
gene za dejavnike virulence, ki igrajo pomembno vliogo pri nastanku okuzb.

Klju¢ne besede: klinicni humani enterokoki; odpornost proti antibiotikom; dejavniki virulence
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Povrsinski proteini so raznolika skupina proteinov, ki se nahajajo na stiku med mikrobno celico
in okoljem. Udelezeni so v procesih zaznavanja in obrambe pred zunanjimi vplivi, klju¢no viogo
imajo tudi pri pritrjevanju na razli¢ne povrsine ter pri invaziji in patogenezi. Bakterije iz rodu Listeria
so ubikvitarne, najbolj preucena vrsta pa je L. monocytogenes, saj povzroCa okuzbe s hrano, kjer so
zapleti zelo pogosti. Njej filogenetsko najbliZja vrsta je L. innocua, ki pa nima virulen¢nih faktorjey,
in jo zato pogosto omenjajo kot modelni organizem za L. monocytogenes. Obe vrsti sta zelo
odporni na okoljske strese, rasteta pri temperaturi hladilnika ter tvorita biofilme na raznovrstnih
povrsinah. Pri procesu pritrjevanja in rasti biofilma so dokazano udeleZzeni mnogi povrsinski
proteini, L. monocytogenes pa je znana po tem, da v genomu nosi najvec zapisov za povrsinske
proteine med grampozitivnimi bakterijami. V tem delu smo zato primerjali genoma ter nabor
povrsinskih proteinoy, ki jih najdemo v modelnih sevih L. monocytogenes ATCC 19115 in L. innocua
ZM39. Za obe vrsti smo ugotovili dinamiko rasti biofilma na abiotskih povrsini ter analizirali sestavo
ter zgradbo biofilma. Podatke smo na osnovi genetskih omreZij povezali z literaturnimi podatki
in predvideli kako razlike v naboru povrsinskih proteinih vplivajo na sposobnost tvorbe biofilma
ter njegove znacilnosti.

Klju¢ne besede: Listeria; biofilm; povrsinski proteini
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Stabilna mikrobiota ¢loveske koze je pomembna tudiz vidika zascite pred okuzbami, ki so posledica
invazije patogenih bakterij, gliv ali virusov. Ceprav $e ni popolnoma dokazano, na ravnovesje v
kozni mikrobioti vplivajo tudi bakteriofagi. Na zdravi ¢loveski koZi prevladujejo bakterije iz rodov
Cutibacterium in Staphylococcus in kljub temu, da gre za nepatogene in stabilne ¢lane zdruzbe, ju
pogosto omenjajo kot povzrocitelja mnogih ortopedskih okuzb in aken.

Namen nade raziskave je bil ugotoviti znacilnosti kolonizacije zdrave in aknaste koZze zomenjenima
bakterijskimna rodovoma ter njunimi bakteriofagi ter potencialni vpliva pri razvoju te koZne bolezni.

V vzorcih zdrave koze (6 prostovoljcev) smo ugotovili prisotnost tako bakterij C. acnes kot tudi
S. epidermidis skupaj z bakteriofagi specificnimi za C. acnes. Le v enem od njih je bil prisoten
tudi bakteriofag specificen za S. epidermidis. Genotipizacija pridobljenih sevov je pokazala, da
sevi vrste C. acnes sodijo v skupino |, prevladujoci MLST tip S. epidermidis pa je bil ST73.V vzorcih
aknaste koze (13 prostovoljcev) je bila C. acnes prisotna le v 38 % primerih in pridobljene bakterije
iz rodu Staphylococcus smo v vrsto S. epidermidis lahko uvrstili le v 69 % primerih. Iz teh vzorcev
smo lahko osamili le bakteriofage specifitne za C. acnes, ki pa so si bili med seboj zelo podobni
glede na liti¢ni spekter in morfologijo. Ta je bil neobicajno sirok, saj so bakteriofagi delovali liticno
na vecino sevov iz te Studije. Nasprotno pa je bakteriofag specificen za S. epidermidis deloval
liticno le proti sevom ST73.

Rezultati Studije nakazujejo, da je sestava mikrobiote zdrave ¢loveske koze med razli¢nimi ljudmi,
ki ne bivajo skupaj, zelo podobna. Na njej sobivajo tako bakterije C. acnes, S. epidermidis kot tudi
bakteriofagi specificni za C. acnes. Na aknasti koZi je to ravnovesje poruseno, razloge pa bomo
poiskali v nadaljnjih Studijah.

Klju¢ne besede: Cutibacterium; Staphylococcus; bakteriofagi; akne; koza
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Sekvenciranje in primerjava genomskih zaporedij trenutno predstavlja pristop s katerim lahko zelo
natancno opredelimo izolate kot sorodne ali nesorodne. Predvsem na podrodju javnozdravstvene
mikrobiologije je primerjava genomskih zaporedij ze postala metoda izbora za tipizacijo izolatov
za potrebe raziskovanja izbruhov in sledenja prenosov.

Na Oddelku za mikrobioloske raziskave, NLZOH, uporabliamo primerjave genomskih zaporedij
na razlicnih podrogjih in za razlicne mikroorganizme. Raziskovalno nas zanima predvsem
epidemiologija bakterije Clostridioides difficile v povezavi z iniciativo Eno zdravje. V sodelovanju
z drugimi oddelki NLZOH in drugimi inStitucijami pa pristope primerjalne genomike najveckrat
uporabimo za sledenje prenosov in tipizacije in silico medicinsko pomembnih mikroorganizmov.
Genome sekvenciramo s sistemom MiSeq (lllumina). Za doloc¢anje sorodnosti izolatov pa
najveckrat uporabljamo pristop analize polimorfizmov posameznih nukleotidov (@naliza SNV) ali
primerjave alelnega profila jedra genoma (cgMLST). V prispevku predstavljamo nekaj primerov iz
nase prakse.

V' nedavni raziskavi smo pokazali, da so podplati obuval v bolnisnicnem okolju pogosto
kontaminirani s sporami bakterije C. difficile, ter da lahko podplati igrajo pomembno vlogo pri
prenosu spor v bolnisnici. Prav tako pa lahko predstavljajo tudi nevarnost za okuzbe hospitaliziranih
bolnikov, saj so izolati iz podplatov gentsko sorodni z izolati, ki jih izoliramo iz bolnikov. Prav tako
raziskujemo ali je povecanje Stevila okuzb s C. difficile PCR ribotipom 150 v Sloveniji posledica
Sirjenja dolocenega klona, ter kaj so potencialni rezervoarji tega ribotipa. S pristopom primerjalne
genomike in SNV analizo smo npr. pokazali, da je priSlo do prenosa okuzbe z bakterijo S. aureus iz
matere na dojencka, vir okuzbo pa je bilo materino mleko. V primeru nedavnega izbruha okuzb z
monofazno Salmonella Typhimurium smo potrdili, da je za izbruh v Sloveniji odgovoren en klon,
ki pa ni soroden sevom, ki po povzrocali izbruhe v drugih evropskih drzavah. Vpeljano imamo
metod genoserotipizacije salmonel. Tekom epidemije COVID19 smo vpeljali tudi metagenomski
pristop sekvenciranja SARS-CoV-2.

Klju¢ne besede: NGS; SNV analiza; prenosi
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Pandemija koronavirusne bolezni (COVID-19) je aktualna tematika. Bolezen povzroca virus SARS-
CoV-2, klini¢no pa jo zaznamo z RT-gPCR. Pomanijkljivost tak$ne detekcije je, da moramo ciljati na
posameznike, ki razvijejo simptome, tezje pa je diagnosticirati posameznike, katerih bolezen je
asimptomatska. V preteklosti so na primerih virusov SARS-CoV in MERS-CoV dokazali, da se virusni
delciin/ali RNK izlocajo s ¢loveskimi iztrebki. Za SARS-CoV-2 je ze bilo dokazano, da se tako izloca
pri simptomatskih in asimptomatskih posameznikih. Za oceno razsirjenosti virusa pri doloceni
populaciji  lahko uporabimo epidemiologijo na osnovi odpadnih voda. Ta pristop je bil ze
uporabljen za odkrivanje RNA SARS-CoV-2 v vec Studijah na obmocjih z visoko prevalenco okuzb.
V &asu vzorcenja je bilo na preu¢enem obmodju le malo posameznikov z diagnozo COVID-19.

Odvzeli smo 15 24-urnih kumulativnih vzorcev na Kliniki za nalezljive bolezni in vrocinska stanja
v Ljubljani (IK). Vzorce smo analizirali na dva nacina: 1) ekstrakcija RNA in detekcija z RT-gPCR
neposredno iz odpadne vode; in 2) koncentracija virusnih delcev / RNA s centrifugalnimi filtri
Amicon® Ultra-15, cemur je sledila ekstrakcija RNA in detekcija z RT-gPCR.

Testirali smo dve velikosti filtrov (30 kDa in 10 kDa) za katera se je izkazalo, da sta bila uspesna. 10
kDa filtri so bili u¢inkovitejsi od 30 kDa. Virusna RNA je bila zaznana iz bolnisni¢ne odpadne vode,
ko je bilo na IK prisotnih le nekaj pozitivnih posameznikov. Preizkusene metode koncentracije so
ucinkovito orodje za koncentracijo SARS-CoV-2 pred molekularno detekcijo.

To je prva studija opravljena z vzorci odpadne vode iz najvecje bolnisnice z nalezljivimi boleznimi
v Sloveniji, za katere smo pri¢akovali pozitivne rezultate. Tudi v bolnisni¢ni odpadni vodi je korak
koncentracije pred molekularnim odkrivanjem z RT-gPCR klju¢nega pomena. Testirana metoda
koncentracije je ucinkovita, vendar je potrebna nadaljnja optimizacija. Kljub temu je uporabna
tudi za obmodja z majhnim Stevilom posameznikov, okuzenih s SARS-CoV-2.

Kljucne besede: COVID-19; SARS-CoV-2; odpadna voda
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Genotipizacija sevov vrste Escherichia coli, izoliranih iz kraskih
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Za ugotavljanje kakovosti in Cistosti pitnih vod se navaja Stevilo E. coli, ne pa podatka o dejanskem
patogenem potencialu, ki ga deloma lahko ovrednotimo na osnovi prisotnosti genov za dejavnike
virulence (DV). Kraski vodonosniki zagotavljajo kar 50% pitne vode za vodooskrbo Slovenije,
vendar so zelo ranljivi za onesnazevanje. V raziskavi smo preverili prisotnost genov za DV pri sevih
E. coli; ki so bili pridobljeni iz razlicnih vodnih teles na krasu, med njimi je bilo tudi zajetje pitne
vode izvira Malenscica. Vse seve smo fenotipsko testirali za odpornost proti 7 antibiotikom (AB) Z
metodo ERIGPCR smo izlocili klonalne izolate, vzor¢ene naisti lokaciji v istem dnevu. Z reakcijo
PCR smo 100 izolatov, ki smo jih vkljucili v nadaljnje analize, uvrstili v filogenetske skupine. Za vsak
izolat smo preverili prisotnost 44 genov za DV.

Ugotovili smo, da se je celokupno najvec izolatov uvrstilo v filogenetsko skupino B1 (36%), sledili
pa so izolati skupin A (32%), B2 (22%) ter D (10 %). Med najpogosteje potrjenimi geni za DV so
bili poleg fimH (98%) in crl (97%) Se irp2 (41%), fyuA (34%), traT (26%), fluA ter kpsMTII, (23%), iroN (21
%) in hra (20 %). Po Stevilu genov za DV so izstopali nekateri izolati, Se posebej na lokacijah izvira
Malenscice (22 genov), sledijo izolati iz reke Reke (Skocjanske jame) z 20 geni, Raka (Planinska jama)
in reke Pivke (Postojnski jamski sistem) z 18 geni. Ceprav je bil deleZ proti AB odpornih izolatov
relativno nizek (10%), je zaskrbljujoce, da je bil edini proti vsem AB odporen sev izoliran iz izvira
Malenscice, ki sluzi za vodooskrbo prebivalstva na Postojnskem in Pivékem. Rezultati raziskave
nakazujejo, da so v kraskih vodah raznoliki sevi E. coli, nekateri tudi s Stevilnimi DV, ki so znacilni za
humane in Zivalske patogene.

Kljucne besede: £ coli; dejavniki virulence; kras
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Paenibacillus larvae je povzrocitelj hude gnilobe cebelje zalege, zelo nalezljive bakterijske bolezni,
ki lahko vodi v propad ¢ebeljih druzin. Sekvenciranje celotnega genoma (WGS) se uveljavlja kot
metoda izbora za tipizacijo bakterij, vklju¢no s P. larvae. Sestavni del preiskav izbruhov je postavitev
meje za zamejitev genetsko ozko sorodnih in epidemiolosko povezanih izolatov. Raznolikost
izolatov P. larvae znotraj istega vzorca, ¢ebelnjaka ali cebelarstva je slabo poznana.

V tej raziskavi smo ugotavljali genetsko raznolikost izolatov iz enega Cebelarstva s tremi cebelnjaki.
Izolate smo pridobili jeseni 2019 iz vzorcev bolne zalege in pripadajo¢ega medu, v sklopu
preiskave izbruha hude gnilobe. Pri treh vzorcih medu smo tipizirali po pet izolatov, iz zalege
pa po enega. Vse izolate (n = 40) smo tipizirali z metodo ERIGPCR in na osnovi polimorfizmov
posameznih nukleotidov (SNP) v celotnem genomu z orodjem Snippy. Filogenetsko drevo smo
izrisali z orodjem RAXML.

Vsiizolati so pripadali tipu ERICII. Povprec¢na raznolikost znotraj ¢ebelarstva je bila 13 polimorfizmov
SNP (razpon 0-27); najvecja raznolikost (27 SNP) je bila dosezena ze znotraj enega Cebelnjaka.
Povprecna raznolikost znotraj posameznega vzorca medu je znasala od 10, 12 in 16 polimorfizmov
SNP. Filogenetsko drevo ni pokazalo jasnega razvrScanja izolatov glede na pridruzene podatke
(vrsta vzorca, Cebelnjak ali panj). Potrdili smo monoklonalno naravo izbruha, kar potrjuje prenos
seva P. larvae znotraj Cebelarstva.

Za opredelitev gruce izolatov, ki je povzrocila izbruh, moramo upostevati ugotovljeno genetsko
raznolikost znotraj vzorca, Cebelnjaka in cebelarstva. Nase ugotovitve predstavljajo pomemben
doprinos k razumevanju genetske raznolikosti epidemiolosko in mikrobiolosko povezanih
izolatov P. larvae.

Kljucne besede: huda gniloba cebelje zalege; Paenibacillus larvae; sekvenciranje celotnih
genomov (WGS)
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Crevesna mikrobiota spada med bolje raziskane populacije mikroorganizmov pri ¢loveku. Na
Oddelkuza mikrobioloske raziskave (NLZOH) imamo postavljeno platformo za analizo kompleksnih
bakterijskih in glivnih zdruzb ter obsirno bazo sestave Crevesne mikrobiote za populacijo zdravih
prostovoljcev ter oseb z naborom razlicnih bolezenskih stanj, vklju¢no s kroni¢nimi vnetnimi
Crevesnimi boleznimi.

Mikrobne zdruzbe v celotni bazi so bile primerjane glede na dostopne meta-podatke ter
neodvisno od znanih parametrov z uporabo nenadzorovane metode grucanja (strojno ucenje) z
namenom dolo¢anja mikrobnih zapisov znacilnih za zdravo ali poruseno mikrobioto.

PoruSenje ravnovesja v cCrevesni mikrobioti je bilo opazeno izklju¢no pri posameznikih z
zdravstvenimi tezavami in se je kazalo v dveh razlo¢nih tipih disbioze. Tipa sta bila neodvisna
od lastnosti posameznika ter osnovnih bolezenskih stanj, temvec povezana predvsem s stopnjo
vnetja. Za prvi tip je bil znacilen porast enterokokov, za drugi pa porast enterobakterij. Pri obeh
tipih smo opazili znacilen upad v prisotnosti jedrne zdruzbe. Disbioza je bila v primeru glivne
zdruzbe definirana izklju¢no s porastom razli¢nih vrst iz rodu Candida. Delez obolelih, med
drugim tudi kroni¢ni vnetni Crevesni bolniki v zagonu, niso kazali ocitnih znakov porusenja. Pri
teh smo zaznali manjsi upad v zastopanosti rodov Faecalibacterium ter Roseburia, zastopnikov
jedrne zdruzbe, katere predlagamo kot potencialne oznacevalce za zgodnje zaznavanje disbioze.

Oba razli¢na tipa znacilne disbioze tako omogocata kolonizacijo tistih skupin, ki imajo velik
potencial za razvoj oziroma pridobivanje genov za odpornost proti antibiotikom. To kaze na
pomen porusene mikrobiote kot rezervoarja za protimikrobno odpornost ter vzdrzevanje zdrave
mikrobiote kot tarce za obvladovanje Sirjenja protimikrobne odpornosti.

Kljucne besede: crevesna mikrobiota; disbioza; kroni¢ne vnetne Crevesne bolezni
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Trenutna pandemija COVID-19 je pripeljala do uvedbe Stevilnih ukrepov za prepreCevanije Sirjenja
virusa, pri Cemer testiranje in zaznavanje virusa predstavljata osnovo za razumevanje poteka
epidemije. Nedavna potrditev, da se SARS-CoV-2 izloca z blatom okuzenih posameznikov v
zgodnijih fazah okuzbe in ne glede na simptome bolezni, je odprla moZnost za uporabo tako
imenovane epidemiologije odpadnih voda, ki temelji na analizah odpadne vode, za spremljanje
prisotnosti in Sirjenja virusa v dolo¢enem okolju oziroma populaciji ljudi. Studije iz tujine,
vecinoma izvedene v regijah z visoko incidenco COVID-19, so potrdile prisotnost virusa v odpadni
vodi ze zgodaj ob pojavu prvih primerov okuzb, vendar vedno v izredno nizkih koncentracijah.
Tudi pri nas smo konec marca zaceli z vzorcenjem in analizami dotokov Sestih Cistilnih naprav
iz razlicnih predelov Slovenije. V ta namen raziskujemo razlicne nacine koncentriranja vzorcev
vod (Centricone ©, Vivacell®, CIM® monolitna kromatografija) ter validirali visoko obcutljive gPCR
in ddPCR teste, ki temeljijo na razlicnih tar¢nih genih virusnega genoma (N1, N1, E, RdRp). Pri
tem smo uporabljali ustrezne referencne materiale, kot so inaktivirani delci SARS-CoV-2 in
virusna RNA. Prve analize aprilskih vzorcev odpadne vode so pokazale nizke koncentracije virusa
v odpadni vodi; pozitivnih je bilo le nekaj vzorcey, kar pripisujemo nizkemu Stevilu okuzb v
Sloveniji. Nadaljujemo z vzorcenjem na razlicnih lokacijah ter optimizacijo postopkov analize, ki
bi omogocala testiranje vegjih volumnov odpadne vode, s ¢imer bi se povecala verjetnost za
detekcijo virusa in spremljanje trenda narasCanja oziroma upadanja koncentracij virusa. Glede
na trenutno situacijo je razvoj ucinkovitih metod za analizo odpadnih voda pomemben, saj ta
predstavlja komplementaren nacin spremljanja zgodnjega pojavljanja okuzb, Sirjenja virusa SARS-
CoV-2 ter ugotavljanja ucinkovitosti ukrepov, ter uposteva tako simptomatske kot asimptomatske
posameznike in je neodvisen od izbire in Stevila testiranih oseb.

Kljucne besede: SARS-CoV-2; odpadne vode; epidemiologija odpadnih voda
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Stevilo otrok v vrtcih nenehno naras¢a, pri cemer se posledi¢no poveca izpostavljenost
mikroorganizsmom in nalezljivim boleznim. Vrtci predstavljajo okolje, ki je idealno za Sirjenje
nalezljivih bolezni. Namen raziskave je bil analizirati higiensko stanje povrsin, opreme, igrac in rok
strokovnih delavk ter ugotoviti higienske navade glede umivanja rok pri strokovnih delavcih in
otrocih prvega starostnega obdobja.

S pomocjo opazovalne liste smo izvedli opazovanje strokovnih delavk, kako si med delovnim
procesom umivajo in po potrebi razkuzujejo roke. Isto¢asno smo pri otrocih prvega starostnega
obdobja opazovali, kako izvajajo umivanje rok med bivanjem v vrtcu. V izbranih vrtcih smo z
odvzemom vzorcev brisov na snaznost iz vnaprej dolocenih vzorénih mest ugotavljali prisotnost
bakterij Staphylococus aureus, streptokokov, enterobakterij in SSMO pred in po izvedenem ¢is¢enju
ter morebitnem razkuzevanju.

Z odkritim opazovanjem smo ugotovili, da strokovne delavke ustrezno skrbijo za higiensko
prakso, prav tako so v veliko pomoc otrokom pri umivanju rok. 1z rezultatov brisov rok vzgojiteljic
in pomocnic vzgojiteljic je razvidno, da je bila bakterija Staphylococcus aureus poleg streptokokov
in enterobakterij najpogosteje prisotna na rokah vzgojiteljic in v enem primeru pri pomocnici
vzgojiteljice. Na dolocenih povrsinah so bili po cis¢enju najveckrat najdeni streptokoki, sledile so
bakterija Staphylococcus aureus in enterobakterije.

V vrtcih je vzdrzevanje higiene povrsin, opreme in igrac zelo pomembno, vklju¢no z doslednim
umivanjem in po potrebi razkuzevanjem rok strokovnih delavk in umivanjem rok otrok. Tako
strokovne delavke kot otroci bi za dosego ucinkovito umitih rok morali podaljsati ¢as umivanja
rok. ObstojeCa nacrta ciSenja in razkuzevanja povrsin, opreme ter igra¢ sta v izbranih vrtcih
ustrezno tehnic¢no pripravljena, vendar izvedba cidcenja v enem vrtcu ni bila dovolj u¢inkovita.

Kljucne besede: vrtci; bakterije; higiena; umivanje rok; razkuzevanje rok; ¢iscenje; razkuzevanje
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Cryptococcus neoformans sensu lato so ene izmed najpomembnejsih patogenih kvasovk, ki
povzrocajo okuzbe priimunokompromitiranih bolnikih. Tradicionalno povezujemo C. neoformans
sensu lato z golobjimi iztrebki v urbanih okoljih, vendar novejsi podatki kazejo, da lahko najdemo
to glivo tudi v ruralnem okolju, v povezavi z nekaterimi drevesnimi vrstami. Namen raziskave je
bil ugotoviti prisotnost in vrstno zastopanost kriptokokov na drevesih v razli¢nih delih Slovenije.

V raziskavo smo vkljucili 332 vzorcey, ki so vkljucevali listje, lubje, plodove, prst v neposredni blizini
vzorcenih dreves, pticje iztrebke na drevesih ter brise votlin in razpok na povrsini dreves. Vzorcena
drevesa so pripadala rodovom Platanus, Pinus, Betula, Prunus in Vitis. Vzorcili smo v Sestih statisti¢nih
regijah Slovenije. Odvzeli smo 267 brisov lubja, razpok in votlin. Vzorcili smo z bombaznimi brisi, ki
smo jih vstavili v 5mL raztopine kloramfenikola (10mg/L). Po vorteksiranju in usedanju smo 100ulL
supernatanta konfluentno nanesli na agarske plosce z izvleckom semen abesinske gizotije (NSA).
Odvzeli smo 65 trdih vzorcev (plodovi, prst, listje, lubje): 5g vzorca smo fragmentirali v terilnici
in prelili s 50mL raztopine kloramfenikola. Po usedanju smo 100uL supernatanta konfluentno
nanesli na NSA. Plos¢e smo inkubirali 10 dni pri 37°Cin jih vsakodnevno pregledovali. Temnorjave
kolonije smo identificirali z MALDI-TOF MS po proizvajal¢evih navodilih.

Glivo C. neoformans sensu lato smo osamili iz treh pinij (Pinus pinea) in ene oljke (Olea europea)
v Obalno-Kraski statisti¢ni regiji, kar predstavlja 1,2% vseh vzorcev. Izolate smo identificirali kot C
neoformans sensu stricto (prej C. neoformans var. grubii). Vse izolate smo osamili iz razpok in votlin
na povrsini dreves.

Na drevesih mediteranskega dela Slovenije nam je uspelo dokazati vrsto C. neoformans sensu
stricto, ki je prisotna v majhnem deleZu vzorcev. Submediteranska flora v Sloveniji tako predstavija
potencialni vir kriptokoknih okuzb.

Klju¢ne besede: Cryptococcus; Slovenija; vir okuzb
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Sekvenciranje naslednje generacije (NGS) se uveljavlja kot osnovna metoda spremljanja
javnozdravstveno pomembnih povzrociteljev nalezljivih bolezni, kar je poglavitna naloga
Oddelka za javnozdravstveno mikrobiologijo (OJM) Ljubljana, NLZOH. V primerjavi z drugimi
metodami genotipizacije ima velik potencial za prepoznavanje porajajocih se nevarnosti za javno
zdravje, identifikacijo in tipizacijo bakterij in drugih mikroorganizmov, ugotavljanje sorodnosti,
njihove virulence in odpornosti proti protimikrobnim zdravilom.

Na OJM Ljubljana tipiziramo razlicne javnozdravstveno pomembne povzrocitelje nalezljivih
bolezni, osamljene iz humanih in drugih vzorcev. Genome bakterij, kot so Listeria monocytogenes,
verocitotoksigena E. coli (VTEC), Salmonella enterica, Neisseria meningitidis, Campylobacter, Brucella,
Klebsiella, sekvenciramo s sistemom MiSeq (lllumina). Za ugotavljanje sorodnosti izolatov
najpogosteje uporabliamo analizo na osnovi primerjave alelnega profila jedra genoma (cgMLST)
in analizo polimorfizmov posameznih nukleotidov (SNP). 1z podatkov celotnega genoma za
posamezen izolat pa poleg genetskih studij tipizacije in sorodnosti, analiziramo tudi funkcionalno
genomiko, zlasti proucevanje antigenov, povezanih s cepivi in s protimikrobno odpornostjo.

V sodelovanju z laboratoriji NLZOH, Institutom za mikrobiologijo in imunologijo (IMI) Medicinske
fakultete Univerze v Ljubljani, medicinskimi laboratoriji nekaterih bolnisnic in Nacionalnim
inStitutom za javno zdravje (NIJZ) zbiramo in tipiziramo izolate iz vse drzave. Tako smo osnovali
obseZne zbirke izolatov in baze podatkov o lastnostih izolatov. Podatkom, ki jih pridobivamo z
drugimi metodami, stalno dodajamo podatke, ki jih pridobivamo s sekvenciranjem. Za namene
nacionalnega spremljanja smo izvedli sekvenciranje celotnega genoma 89 invazivnih izolatov
N. meningitidis, prejetih v obdobju 2010 — 2020. Nase baze med drugim obsegajo sekvence
okrog 140 invazivnih izolatov L. monocytogenes, nad 80 izolatov salmonel in 25 izolatov VTEC.
Te podatke posredujemo Evropskemu centru za preprecevanje in obvladovanje bolezni (ECDC),
ter z njim tesno sodelujemo pri spremljanju nalezljivih bolezni, hitremu odzivanju, obravnavi
in razjasnjevanju izbruhov tako v Sloveniji kot tudi v Evropi in svetu. Analiziranje genomov
predstavlja izzivin se Ze uveljavlja kot metoda izbora za poglobljeno spremljanje javnozdravstveno
pomembnih mikroorganizmov.

Klju¢ne besede: NGS; javnozdravstveni laboratorij; spremljanje
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Askomicetna gliva Phyllosticta citricarpa  (McAlpine) Van der Aa je ekonomsko pomemben
patogen, ki povzroca ¢rno pegavost vseh vrst agrumov (Citrus black spot, CBS). Bolezen se kaze
z lezijami na listih in poganjkih, prezgodnjim odpadanje plodov ter pegavostjo na plodovih, ki
niso primerni za trg. Razvoj in epidemiologija bolezni CBS je kompleksna, saj gliva P. citricarpa
tvori spolne (askospore) in nespolne trose (konidije) kot vir novih okuzb. Askospore se do rastne
sezone razvijejo na odpadlem listju okuzenih dreves in jih na daljSe razdalje raznasa veter,
medtem ko konidiji nastajajo v pegah okuzenih plodoy, zelenih listov in poganjkov in se Sirijo na
krajSe razdalje v krosnji s skropljenjem deznih kapelj. Bolezen je prisotna v Stevilnih delih sveta z
ugodnimi klimatskimi pogoji, medtem ko v Evropi bolezen Se ni bila zaznana. V okviru projekta
»SMART-Surveillance« (EFSA) v vzorcih zraka in deZja iz Malte, Spanije, Italije in Grcije dolocamo
prisotnost trosov P. citricarpa s tar¢no specifitnimi gPCR testi in z netar¢nim pristopom visoko
zmogljivega sekvenciranja metagenoma zraka.

S pripravo in gPCR testiranjem vzorcev zraka in dezja zdodanim znanim Stevilom trosov P, citricarpa
smo dolocili mejo detekcije celotnega postopka. Rezultati kazejo, da za zanesljivo zaznavo
potrebujemo vsaj 1000 trosov v vzorcu zraka vzorcenega v 1 dnevu. Tudi metagenomski pristop
je primeren za dolocanje nizkih koli¢in glivnih trosov, saj je obcutljivost te metode primerljiva z
metodo gPCR.

Trenutno objavljeni gPCR testi ne omogocajo locitve karantenske glive P. citricarpa od njene
tesno sorodne nekarantenske vrste Phyllosticta paracitricarpa. Zato smo razvili specificen gPCR
test, ki ti dve vrsti uspeSno loci in tako predstavlja novo orodje pri bolj zanesljivi diagnostiki tega
karantenskega organizma.

Rezultati raziskav in optimizirani postopki, poleg ugotavljanja prisotnosti P. citricarpa v vzorcih
zraka in deZja, prinasajo tudi $irse moznosti, ki nam jih ponuja aerobiologija za nadzor in oceno
tveganj Sirjenja drugih skodljivih karantenskih organizmov.

Klju¢ne besede: Phyllosticta citricarpa; aerobiologija; gPCR

75



Poster
Tematski sklop: Mikrobi in zdravje
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Paenibacillus larvae je najpomembnejsi bakterijski patogen cebel, ki povzro¢a hudo gnilobo
Cebelje zalege. Za epidemioloski nadzor bolezni je klju¢na tipizacija pridobljenih izolatov.
Tipizacija na osnovi enterobakterijskin ponavljajocih se medgenskih ohranjenih zaporedij (ERIG
PCR) je uveljavljena metoda za tipizacijo P. larvae, ki razvrsca izolate v pet tipov (I-V). Od teh sta
epidemiolosko pomembna tipa Iin I.

V tej raziskavi smo ugotavljali pojavnost tipov ERIC med izolati P. larvae iz razli¢nih slovenskih
obmodij v letih 2017-2019: zahodne (n = 147), osrednje (n = 248) in vzhodne (n = 22) Slovenije.
Izolati so izvirali tako iz medu kot zalege iz 255 ¢ebelnjakov. Vse izolate smo tipizirali z metodo
ERIGPCR in pomnoZzke locili s kapilarno elektroforezo QlAxcel (Qiagen). V analizo smo vkljucili do
tri izolate istega tipa ERIC iz posameznega ¢ebelnjaka.

Ugotovili smo dva podtipa ERIC | (la in Ib), ki sta se od tipa ERIC | loCila v enem pasu. Sekvenciranje
celotnih genomov (WGS) je pokazalo, da se podtipa la in Ib filogenetsko uvrscata v skupino ERIC
. Skupno je 294/417 (70,5 %) izolatov pripadalo tipu ERIC II, 74/417 (17,7 %) tipu ERIC |, 39/417 (94
%) tipu la in 10/417 (2,4 %) tipu Ib. V vzhodni Sloveniji je bila pojavnost tipa ERIC Il znacilno (p <
0,0001) nizja kot v osrednji Sloveniji, vendar ne v letu 2018. Pojavnost tipov ERIC se je spreminjala
tako po obmodjih kot skozi Cas.

Ta raziskava predstavlja prvi opis pojavnosti tipov ERIC pri bakteriji P. larvae v Sloveniji. Spremljanje
tipov ERIC je pomembno z vidika napovedi klini¢ne slike bolezni, saj se tipi ERIC razlikujejo glede
njihove virulence. Pri preiskavah izbruhov hude gnilobe lahko metodo ERIGPCR uporabimo kot
presejalni test za pripravo nabora izolatov za nadaljnjo tipizacijo z metodo WGS.

Kljucne besede: huda gniloba cebelje zalege; Paenibacillus larvae; ERIGPCR
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Vpliv Crevesne mikrobiote na zdravje in pocutje v zadnjih letih pridobiva na pomenu. Med
drugim crevesna mikrobiota pripomore k ohranjanju homeostaze, uravnava delovanje in
sodeluje pri razvoju imunskega sistema ter z zasedanjem ekoloskih nis prepreCuje okuzbe ob
stiku s patogenimi mikroorganizmi. Nedavne raziskave pa Crevesno mikrobioto povezujejo tudi
z motnjami cirkadiane ure gostitelja, ki vpliva na mnogo metabolnih, fizioloskih in vedenjskih
procesov organizma in tako pomaga ohranjati homeostazo. Dolgotrajne motnje cirkadiane ure
vodijo do razvoja sr¢no-zilnih in rakavih obolenj ter metabolnih moten.

V raziskavi smo se osredotocili na pomembnega predstavnika mikrobiote, bakterijo Escherichia
coli (E. coli), in preiskovali njen vpliv na evkariontsko cirkadiano uro v vzpostavljeni stabilni kokulturi
s Clovesko jetrno celi¢no linijo HepG2. Zaradi tesne povezave mikrobiote z imunskim sistemom
in ze opisanega vpliva imunskega sistema na cirkadiano uro smo v kokulturi preverili tudi odziv
imunskega sistema. Za poskuse smo iz zbirke sevov E. coli, pridobljenih iz vzorcev blata zdravih
posameznikov, izbrali dva predstavnika te bakterijske vrste, sev BJ23 s Stevilnimi, in sev BJ17 z le
nekaj zapisi za z virulenco povezanimi dejavniki. Po 4-urni inkubaciji seva BJ v kokulturi s celicno
linijo HepG2 smo izpostavljene celice HepG2 vzorcili 72 ur in analizirali koli¢ino relativne mRNA
cirkadianih (Clock, Bmall, Perl, Per2, Per3, Cry1 in Cry2) ter imunskih genov (Tir-4, II-6r, Ifn-Y in ll-4) z
metodo kvantitativnega PCR v realnem casu. Preverili smo tudi koncentracijo citokinov v gojis¢u.

Ugotovili smo, da bakterijski sev BJ23 po 72-ih urah mocneje vpliva na gene cirkadiane ure
celic HepG2, medtem ko pri aktivaciji genov imunskega sistema zaradi nizkega izrazanja
MRNA testiranih imunskih genov v izbrani celi¢ni liniji med sevoma ni bilo opaznih razlik, tudi
koncentracija citokinov v gojiscu je bila zelo nizka.

Z naso raziskavo smo ugotovili, da tudi lastnosti posameznih bakterij, ki so del mikrobiote,
odlocajo o stopniji vpliva na cirkadiano uro.

Klju¢ne besede: mikrobiota; cirkadiana ura; imunski sistem
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Genotipizacija 19 izolatov bacilov tuberkuloze z metodo RFLP IS 6110 (zgoraj). Identifikacija mikobakterij z molekularnimi testnimi listici in
dolocanje ob¢utljivosti proti antibiotikom (spodaj). Sliki sta nastali na Univerzitetni kliniki za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik. (Manca Zolnir-
Dov¢ - slika zgoraj, Sara Truden - slika spodaj).
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Bakterijsko uvelost koruze oz. Stewartovo bolezen povzro¢a bakterija Pantoea stewartii subsp.
stewartii (Pss). Poglavitna gostiteljska rastlina je koruza (Zea mays L), bolezen pa je razsirjena
predvsem v doloCenih drzavah Ameriske celine. Na obmocju EU in EPPO regije je bakterija
uvrs¢ena na seznam karantensko Skodljivin organizmov. Po zadnjih porocilih naj bi bila bakterija
prisotna v ltaliji, ampak v omejenem obsegu, in prehodno prisotna na obmocjih med Slovenijo
in Ukrajino. Ker le pravocasna detekcija okuzenih semen in rastlin omogoca zanesljiv nadzor
patogena v okolju, je uporaba dobrih detekcijskih sistemov izrednega pomena.

V EU projektu VALITEST (GA773139) smo v okviru mednarodne primerjalne Studije (angl. test
performance study, TPS) ovrednotili molekularne teste za detekcijo Pss v semenih koruze.
Teste smo izbrali na podlagi izkusenj in literature in sicer 4 teste PCR v realnem casu, 2 PCR in 2
LAMP testa. Vsak udeleZzenec TPS je prejel 20 referencnih vzorcev, ki so bili po sestavi razdeljeni
na: pozitivne vzorce (75% vzorcev, koncentracija Pss od 2,9 do 4,6 log(CFU/mL)), vzorce, ki so
vsebovali navzkrizno reaktivne bakterije Ps. subsp indolgenes ter negativne vzorce. Vsi vzorci so
bili preverjeno stabilniin homogeni.V TPS je sodelovalo 21 udeleZzencev iz razli¢nih drzav. Skupno
smo prejeli 114 setov rezultatov, od tega je 90 setov (79%) dosegalo zahtevano kakovost in so bili
vklju€eni v nadaljnje analize.

Najvecji doprinos izvedenega TPS je izboljsava v pripravi referen¢nega materiala tj. testnih in
kontrolnih vzorcev. Referencni material smo natan¢no ovrednotili v sklopu dolocitve koncentracije
kvantifikacije tar¢e v referenénem materialu. Dodatno pa smo dolodili tudi dolgoro¢no in
kratkoro¢no stabilnost materiala ter limito detekcije s pomocjo nelinearnega modeliranja. Koncne
rezultate TPS smo predstavili v obliki diagnosti¢nih parametrov izracunanih za posamezni test in
dolocili molekularni test, ki najbolj ustreza izhodis¢nemu namenu in obsegu Studije.

Klju¢ne besede: Pantoea stewartii subsp. stewartii; primerjalna studija; referen¢ni material
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Primerjava dveh metod za ugotavljanje prisotnosti bakterije Escherichia
coli v vodi Podpeskega in Rakiskega jezera in dokazovanje njenih
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Mikrobiolosko kakovost vode Podpeskega in RakiSkega jezera smo spremljali v vseh Stirih letnih
Casih. V vsakem obdobju smo vzorcili trikrat na dveh odvzemnih mestih obeh jezer in v vzorcih
ugotavljali stevilo enterokokov ter koliformnih bakterij, vklju¢no z bakterijo E. coli. Za locevanje
kolonij bakterij E. coli od ostalih koliformnih bakterij smo primerjali selektivnost dveh standardnih
X-Glucoronide Agar) z inkubacijo pri 44 °C.V vodi obeh jezer je bilo povprecno stevilo koliformnih
bakterij 1 x 104 CFU/100 mL, termotolerantnih koliformnih bakterij 5,6 x102 CFU/100 mL, bakterij
E. coli 60 CFU/100 mL in Stevilo enterokokov 87 CFU/100 mL. Glede na standarde kakovosti za
mikrobioloske parametre celinskih voda je 91,7 % vzorcev spadalo v razred z odli¢no kakovostjo.
Ugotovili smo znacilne razlike v Stevilu koliformnih bakterij med vsemi Stirimi sezonami, med
Stevilom bakterij £. coli med pomladnim ter jesenskim obdobjem, ter med Stevilom enterokokov
v zimskem obdobju glede na ostale sezone. Med obema jezeroma razlike v Stevilu koliformnih
nismo ugotovili, potrdili pa smo jih pri Stevilu enterokokov in bakterije E. coli Med obema
metodama znacilnih razlik v Stevilu bakterij £. coli ni bilo, visoko znacilne razlike v Stevilu koliformnih
bakterij (p <0,0001) pa so verjetno posledica drugacne temperature inkubacije. lzmed 276 za E.
coli znacilnih kolonij smo to vrsto potrdili pri 210 (78,7 %) sevih, pri katerih smo z metodo PCR
dobili genska zaporedja stx pri 32,2 %, eaeA pri 54 % in ipaH pri 13,7 % vzorcev. Serotip E. coli 0157
smo ugotovili pri 2 % sevov.

Klju¢ne besede: povriinske vode; E. coli; virulenca
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Preverjanje usposobljenosti nacionalnih referencnih laboratorijev za
molekularno dolocanje bakterije Xylella fastidiosa v okviru Referen¢nega
laboratorija EU za skodljive organizme rastlin na bakterijah

Tanja Dreo, Manca Pirc, Spela Ali¢

Nacionalni institut za biologijo, Oddelek za biotehnologijo in sistemsko biologijo, Ve¢na pot 111, 1000 Ljubljana
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EU je leta 2019 imenovala referen¢ne laboratorije EU za Skodljive organizme rastlin na bakterijah.
Nacionalni institut za biologijo je kot eden od Stirih partnerjev konzorcija EURL za Skodljive
organizme rastlin na bakterijah, organiziral prvi tets usposobljienosti nacionalnih referen¢nih
laboratorijev (NRL). Namen testa je bila ocena usposbljenosti NRL za doloc¢anje karantenske
bakterije Xylella fastidiosa z molekularnimi testi.

Pripravili smo 14 vzorcev, meSanic DNK gostiteljskih rastlin (Olea europaea, Coffea arabica, Polygala
myrtifolia, Spartium junceum, Lavandula angustifolia, Prunus avium in Vitis vinifera) in (za pozitivhe
vzorce) DNK Xyf iz 6 razli¢nih sevov podvrst pauca (3), multipleks (2) ali fastidiosa (1). Stevilo kopij Xyf
DNK je ustrezalo koncentracijam zaznanih v naravno okuzenih vzorcih, kar je pomenilo priblizno
104 kopij DNK/m. Koncentracija je bila dolo¢ena s kapljicno digitalno PCR reakcijo.

Skupno je 26 NRL sporocilo 364 posameznih rezultatov. Od tega jih je bilo 354 (97 %) ustreznih.
Neustrezni rezultati so vkljucevali kombinacije podvrste multiplex in sivke ter podvrste fastidiosa
in vinske trte. Za podvrsto pauca, ki v Italiji povzroca obsezno propadanje oljk, so vis NRL podali
100 % ustrezne rezultate. Primerjalna analiza je pokazala, da pri pravilni optimizaciji in uporabi
vse uporabljene metode, PCR v realnem casu, PCR in LAMP, omogocajo pravilno dolocitev vseh
testiranih vzorcev. Za sedem udelezencev so bile ugotovljene tocke, kjer bi bilo potrebno teste
izboljsati.

Rezultati testa PT so pokazali, da NRL laboratoriji iz EU uspeSno zaznavajo koncentracije bakterije
Xyf, kakrdne pri¢akujemo v naravno okuzenih vzorcih, ne glede na to katero metodo, test, aparat,
reagent in redcitve vzorcev uporabljajo. To kaze na to, da strokovnost in znanje presegata potrebo
po vedji standardizaciji.

Klju¢ne besede: referencni laboratorij; test usposobljenosti laboratorijev; Xylella fastidiosa
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Studija razsirjenosti bakterije Pseudomonas syringae pv. aesculi v divjih
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Divji kostanj (Aesculus hippocastanum L)) je bilo priljubljeno drevo v Sloveniji ob koncu 19. stoletja.
Samo v Ljubljani je vec kot 1500 dreves, nekatera so zasCitena kot naravni ali kulturni spomeniki.
Divji kostanj lahko prizadenejo Stevilne bolezni. Bakterija Pseudomonas syringae pv. aesculi (Pse)
povzroca bolezen kostanjev bakterijski skorjemor, za katero je znacilno odmiranje skorje, izcejanje
mesanice rastlinskih sokov in bakterij iz nekroz ter odmiranje dreves. V letu 2018 smo prisotnost
bolezni v Ljubljani potrdili tudi z laboratorijskimi testi.

Razsirjenost skorjemora po Sloveniji smo zaceli ugotavljati s projektom Euphresco Urban Trees
(2018-(G285), v katerem smo tudi optimizirali popis bolezenskih znamenj, postopke vzoréenja in
laboratorijskega testiranja. Zaradi Stevil¢nosti divjega kostanja smo v okviru projekta No¢Moc¢2020
(www.nocmoc.eu, Horizon 2020 GA955391) v spremljanje bolezni divjega kostanja vkljucili tudi
splosno javnost. Oblikovali smo javno dostopen spletni obrazec (https://kostanj.nocmoc.eu),
primeren za uporabo na mobilnih telefonih, ki omogoca enostavno beleZenje nahajalis¢ in
zdravstvenega stanja dreves. Zbrani podatki so javno dostopni in prikazani v obliki posamicnih
opazanj, kot galerija slik in v obliki zemljevida.

Pse smo s PCR v realnem casu zaznali v 11/25 (44 %) vzorcev dreves z izcedkom iz debla, rjavimi
madezi na skorji ali svetlejso krosnjo. Drzavljani so v prvem mesecu projekta divji kostanj opazovali
62-krat na 14 lokacijah in v 52 primerih (84 %) opozorili na bolezenska znamenja. Najveckrat (34-
krat) so bile opazene poSkodbe zaradi kostanjevega listnega zavrtaca in osemkrat skorjemora.
Preverjanje etiologije bolezni v drevesih identificiranih v projektu za drZavljanje in analize
mikrobioma v vzorcih dreves z znacilnimi bolezenskimi znamenji in negativnim rezultatom PCR
v realnem casu, so v teku.

Kostanjev bakterijski skorjemor je prisoten na vec¢ lokacijah po SlovenijiVkljucitev splosne
javnosti v popis bo povecalo prepoznavnost pomena zdravja rastlin. Vecje Stevilo podatkov bo
omogocilo usmerjeno vzorcenje in izvajanje laboratorijskih analiz, kar bo pomembno prispevalo
k oblikovanju ustreznih ukrepov omejevanja bolezni.

Klju¢ne besede: divji kostanj; Pseudomonas syringae pv. aesculi; kostanjev bakterijski skorejmor
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Medicinske maske za obraz so razli¢nih tipov: |, II, IR in morajo ustrezati zahtevam standarda
EN 14683:2019, kjer je predpisanih vec razlicnih parametrov, od zracne prepustnosti, bioloske
zdruZljivosti oziroma citotoksicnosti, Cistosti na mikrobe (bio obremenitev) do ucinkovitosti
bakterijske filtracije (ang. bacterial filtration efficiency, BFE). BFE pove, koliko odstotkov bakterij
ujetih v kapljice s povprecno velikostjo 3 + 0,3 um preide masko. Zaradi velike potrebe po
preskusanju primernosti medicinskih mask v ¢asu epidemije COVID-19, smo na NIB-u, na Oddelku
za biotehnologijo in sistemsko biologijo, v sodelovanju s podjetjem LOTRIC Meroslovje, vzpostavili
preskusni sistem za dolocanje BFE.

Za preskusanje BFE se uporablja suspenzijo bakterije Staphylococcus aureus, ki je kokoidne oblike,
velikosti 1 um in tvori skupke po nekaj celic skupaj. Suspenzija bakterij se v prvi fazi aerosolizira
tako, da nastanejo kapljice razli¢nih velikosti v rangu od 0,65 um do 7 um. Kapljice razli¢nih velikosti
smo ulovili na plosce z gojis¢em, ki smo jih namestili v 6-stopenjski vzorevalnik Andersen, v
katerem se kapljice sortirajo po velikostnem redu. Med postopkom preskusanja smo vzdrzevali
konstanten pretok zraka, ki ustreza dihanju (tj. 28,3 I/min).

Z vzpostavljenim postopkom smo preskusili nabor razli¢nih tipov komercialno dostopnih mask
razlicnih proizvajalcev. Rezultati so v veliki meri ustrezali predpisanim zahtevam za dolocen tip
maske. Tako smo potrdili npr. 999 % BFE za maske tipa Il. Pri nekaterih maskah smo dolocili niZji
BFE (npr. 80 %), vendar Se ustrezajo minimalnim zahtevam za maske za splosno rabo za enkratno
uporabo, skladno s slovensko tehni¢no specifikacijo (SIST-TS 1200:2020).

V prihodnje bomo vzpostavili Se preskusanje ucinkovitosti virusne filtracije (VFE), kjer bomo
uporabili modelni virus (npr. bakteriofag ali koronavirus). S primerjavo rezultatov BFE in VFE bomo
lahko pripravili smernice za proizvajalce mask, kot tudi za preskusanje mask.

Kljucne besede: S. aureus; ucinkovitost bakterijske filtracije; 6-stopenjski vzorcevalnik zraka
Andersen
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V preteklem desetletju se je mocno razvilo podrocje genske terapije, kjer so se za vnos
genetskega materiala v bolnike uveljavili tudi virusni vektorji. Med njimi kazejo izjemne prednosti
z adenovirusi povezani virusi (@ng. adeno-associated viruses, AAV), na podlagi katerih so nastala
tudi genska zdravila trenutno dostopna na svetovnem trzisCu. Tekom razvoja zdravil in tudi za
ovrednotenje kon¢nega produkta je potrebno vzorce testirati s serijo analitskih metod. Najvedja
tezava je, da mnoge analitske metode ne ocenjujejo istih parametrov, njihovi rezultati pa so zato
tezko primerljivi.

V' nadi raziskavi smo se osredotocili na dva tipa AAV9 vektorjev (enoverizno in samo-
komplementarno obliko). Vektorje, ki so bili proizvedeni z uporabo klasi¢ne trojne transfekcije
v HEK293T celicah ter ocisCeni s pomocjo ultracentrifugiranja v CsCl gradientu smo dobili iz
Internacionalnega centra za genetsko inZenirstvo in biotehnologijo ICGEB (Trst, Italija). Dobili
smo 4 frakcije (tezko, srednjo, lahko in polno), ki smo jih nato analizirali s Stevilnimi analiticnimi
metodami. Virusni titer smo dolocili z uporabo digitalnega kapljicnega PCR (ddPCR), pri c¢emer
smo uporabili tri sete oligonukleotidov in sond, ki so ciljale razlicne dele v virusnem genomu (ITR
regijo, CMV promotor in GFP). Prisotnost ostankov gostiteljskih beljakovin in DNA smo ovrednotili
s pomocjo komercialno dostopnih kompletov kemikalij (resDNASEQ Quantiative DNA Kit in HEK
293 HCP Elisa Kit). Dodatno smo prisotnost gostiteljskih beljakovin, drugih necisto¢ (praznih
in poskodovanih virusnih delcev) ter agregatov ocenili e s pomocjo presevne elektronske
mikroskopije (TEM). Z uporabo visoko zmogljivega sekvenciranja (HTS) smo ovrednotili prisotnost
nezelenih nukleinskih kislin znotraj virusnih delcev.

Rezultati so pokazali velike razlike med preucevanimifrakcijami ter tudi med obema preucevanima
vektorjema. S pomocjo sekvenciranja smo potrdili prisotnost nezelenih nukleinskih kislin v
virusnih kapsidah.

S primerjavo razlicnih metod smo dolocili korelacije med rezultati, kar nam bo v prihodnje
omogocilo boljse razumevanje rezultatov posameznih metod ter omogocilo uporabo hitrejsih
metod za enostavnejse ovrednotenje produktov tekom razvoja.

Kljucne besede: z adenovirusi povezani virusi; genska terapija; digitalni kaplji¢ni PCR
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Plazmidi, izvenkromosomski elementi DNA, lahko kodirajo tudi gene, povezane z virulentnimi
dejavniki, kot so adhezini, toksini in sistemi za privzem zeleza. Preliminarne raziskave in delno
sekvenciranje pribl. 150-kb velikega naravnega plazmida pRK100 iz uropatogenega seva bakterije
Escherichia coli so razkrile, da je ta plazmid podoben plazmidu F, poseduje dve funkcionalni
replikacijski regiji (RepFIB in RepFlIA), ima zapisa za dva sideroforja (aerobaktin in salmohelin), za
dva bakteriocina (MccV in Colla) ter ima dve insercijski zaporediji, IS2 in 1S3, ter transpozon Tn5431,
na katerem sta zapisani odpornost proti ampicilinu in tetraciklinu. Ugotovljeno je bilo tudi, da
pRK100 poseduje regijo tra in se je s konjugacijo sposoben prenesti v recipientsko bakterijsko
celico.

V tej Studiji smo sekvencirali in sestavili celotno nukleotidno zaporedje plazmida pRK100 z
uporabo lllumina, PacBio in Sanger sekvenciranj ter uporabo racunalniskih programov Unicycler
ter BLAST oz. BLAST2n. Za anotacijo dobljenega plazmidnega nukleotidnega zaporedja smo
uporabili racunalniski program Prokka. Dodatno smo izvedli fenotipsko karakterizacijo na
plazmidu na novo odkritih genov macAB: pRK100 smo s konjugacijo prenesli v E. coli MG1655,
ki ima na kromosomu zapis za gen tolC, ki je potreben za delovanje proteinskega kompleksa
makrolidne cCrpalke MacAB-TolC. Makrolidna ¢rpalka MacAB-TolC potrebuje za svojo aktivnost
namrec tri gene: macAB-tolC.

Analiza sestavljenega celotnega nukleotidnega zaporedja pRK100 je pokazala, da ima plazmid
142.357 bp. Doloc¢ena dolzina je v skladu s predhodno dolo¢eno dolzino pribl. 150 kb. Primerjalna
analiza z lllumino in PacBio pridobljenimi zaporediji je razkrila 7 neujeman, ki so bila razresena s
Sanger sekvenciranjem. Potrjene so bile vse na plazmidu predhodno dolocene regije, z iziemo
IS3. Fenotipska analiza genov macAB v sevu MG1655 ni potrdila aktivnosti makrolidne ¢rpalke
MacAB-TolC, ki je delno kodirana na pRK100.

V celoti sestavljeno nukleotidno zaporedje konjugativnega plazmida pRK100 je tako potrdilo vse
predhodne rezultate, z iziemo prisotnosti regije 1S3.

Klju¢ne besede: plazmid pRK100; celotno nukleotidno zaporedje; sekvenciranje
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V raziskavi smo primerjali uCinkovitost treh komercialnih kompletov reagentov za osamitev DNA
bakterije Clostridioides difficile (C. difficile) v vzorcih mesa in mesnih pripravkov. Zaradi anaerobne
narave se C. difficile v hrani nahaja predvsem v obliki spor. Plas¢ spor je zelo odporen in ga je teZko
lizirati, zato je sprostitev nukleinskih kislin iz spor omejena. Tudi prisotnost mascob in beljakovin v
vzorcih mesa lahko negativno vpliva na osamitev DNA in na potek verizne reakcije s polimerazo
(PCR). Z raziskavo smo zeleli dolociti najbolj ucinkovito metodo osamitve DNA, da bi s tem
izboljsali obc¢utljivost dokazovanja C. difficile.

Za osamitev DNA bakterije C. difficile smo uporabili tri razlicne komercialne komplete reagentov:
foodproof Sample Preparation kit Il (Biotecon Diagnostics, Nemcija) (FP), High Pure PCR Template
Preparation kit (Roche Diagnostics, Nemcija) (HP) in DNA Isolation from Complex Samples (Institute
of Metagenomics and Microbial Technologies, Slovenija) (ICS). Raziskavo smo izvedli v dveh delih.
V prvem delu smo uporabili vzorce mletega mesa, katere smo inokulirali s tremi razlicnimi sevi
C. difficile in znanim Stevilom bakterij. Da bi ugotovili, ali lastnosti razli¢nih sevov lahko vplivajo
na uspesnost metode, smo vzorce mletega mesa inokulirali z vsakim sevom posebej ter pri treh
razlicnih koncentracijah. V drugem delu raziskave smo uporabili vzorce razlicnih vrst mesa in
mesnih pripravkoy, ter jih inokulirali z mesanico vseh treh sevov C. difficile.

V obeh delih raziskave je bil glede na rezultate metode PCR v realnem casu s sondo TagMan
najucinkovitejsi komercialni komplet reagentov ICS. Manj ucinkovit je bil FP, najmanj pa HP. Z
raziskavo smo ugotovili, da je za optimalno osamitev DNA C. difficile iz razli¢nih vrst mesa in
mesnih pripravkov priporocljivo kombinirati mehanske ter encimsko-kemijske postopke lize,
skupaj s toplotno obdelavo vzorcev. Prav tako smo dokazali, da veckratno razbijanje bakterij in
spor s kroglicami pripomore h ucinkovitejsi osamitvi DNA C. difficile.

Klju¢ne besede: C. difficile; sporulacija; meso in mesni izdelki; liza celic; osamitev DNA
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Virus pegavosti in uvelosti paradiznika (ang.: tomato spotted wilt tospovirus; TSWV, Tospoviridae)
lahko okuzi veC kot 1000 wvrst rastlin in je eden izmed desetih ekonomsko najnevarnejsih
rastlinskih virusov. Izgube pridelkov, ki nastanejo zaradi okuzbe s TSWV ocenjujejo na vec kot
milijardo dolarjev letno. Zaradi tega je bil TSWV v okviru EU projekta VALITEST (www.valitest.eu)
prepoznan kot eden izmed 11 najpomembnejsih reguliranih skodljivcev rastlin, ki potrebujejo
celovito validacijo diagnosticnih testov.

Na Nacionalnem institutu za biologijo smo v okviru projekta VALITEST na osnovi pregleda
literature, in-silico analiz in laboratorijskih raziskav na izbranih izolatih izmed 76 objavljenih testov
izbrali osem najprimernejsih za ugotavljanje prisotnosti in za dolocanje TSWV. To so razli¢ni
encimskoimunski testi (ELISA), obratno prepisovanje in verizne reakcije s polimerazo (RT-PCR), RT-
PCR v realnem ¢asu in testi, ki se uporabljajo za odkrivanje na terenu.

Izbrane teste smo vkljucili v medlaboratorijsko primerjalno raziskavo, v kateri je sodelovalo 21
usposobljenih diagnosti¢nih laboratorijev (18 iz EU in 3 iz drzav zunaj EU). Marca 2020 smo
sodelujocim laboratorijem poslali do 5 serij s po 22 vzorci; rezultate vseh sodelujocih laboratorijev
smo prejeli v zacetku julija. Z namenom, da pridobimo boljSi vpogled glede validacijskih
parametrov pridobljenih v okviru medlaboratorijske primerjalne raziskave je v teku evalvacija
rezultatov s pomocjo statisticnih analiz.

Rezultati, dobljeni v tej Studiji, bodo omogocili izbor hitrih in najzanesljivejsih testov za odkrivanje
in dolocanje TSWV. Pravocasno in natan¢no odkrivanje je klju¢ni prvi korak pri premagovanju
bolezni, ki jih povzrocajo rastlinski virusi.

Klju¢ne besede: virus pegavosti in uvelosti paradiznika; medlaboratorijska primerjava testov;
diagnostika
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Uporaba visokozmogljivostnega sekvenciranja za odkrivanje virusov, ki
povzrocajo bolezen prej neznane etiologije na Iris sp. v Srbiji
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Gojenje okrasnih rastlin se v zadnjem desetletju nenehno povecuje, med njimi so tudi perunike
(Iris sp.), pri katerih patogeni virusi lahko povzrocijo znatno skodo. V mestu Krnjaca (okrozje
Beograda, Srbija) so v letu 2013 na perunikah opazili bolezenska zamenja na 80 % rastlin s trzno
izgubo 95%. Bolezenska znamenja, kot so mocno zavrta rast in mozaik na listih, je spremljalo tudi
zakasnelo cvetenje ali pa rastline sploh niso cvetele.

Zbrani vzorci so bili testirani na prisotnost tospovirusov z uporabo ELISA in RT-PCR metod,
vendar noben od teh virusov ni bil zaznan. Zato smo izbrali tri vzorce, jih zdruzili in analizirali z
visokozmogljivim sekvenciranjem malih RNA na platformi Illumina HiSeq. Analizo podatkov smo
izvedli s programom CLC Workbench (Qiagen) z uporabo avtomatiziranega delotoka, ki smo ga
razvili na Nacionalni institut za biologijo.

S tem pristopom je bila odkrita prisotnost dveh virusov, ki pripadata rodu Potyvirus, virusa mozaika
pticjega mleka (Ornithogalum mosaic virus, OrMV), prvi¢ odkritega v Srbiji, in virusa blagega
mozaika perunike (Iris mild mosaic virus, IMMV). Rezultati so bili potrjeni s klasi¢nim RT-PCR, ki je
razkril meSane okuzbe v vseh treh vzorcih.

Ta Studija je potrdila, da je visokozmogljivo sekvenciranje zelo mocno netar¢no orodje za
odkrivanje vzrokov bolezenskih znamenj neznanega izvora v rastlinah, kakor smo to Ze dokazali
tudi s prvo najdbo virusa mozaika zobnika (Henbane mosaic virus, HMV) v paradizniku (Pecman
in sod., 2018).

Klju¢ne besede: /ris sp.; visokozmogljivo sekvenciranje; OrMV; IMMV

Raziskava je bila financirana iz projektov: COST FA1407, ArimNet Emaramb (GA_618127), ARRS
programa P4 -0165 in projekta 451-03-68/2020-14/200116 Ministrstva za izobrazevanje, znanost in
tehnoloski razvoj, Republika Srbija

Pecman A, Kutnjak D, Mehle N, Znidari¢ Tusek M., Gutiérrez-Aguirre |, Pirnat P, Adams |, Boonham
N., Ravnikar M. 2018. High-Throughput Sequencing Facilitates Characterization of a “Forgotten”
Plant Virus: The Case of a Henbane Mosaic Virus Infecting Tomato. Frontiers in Microbiology: 9,
2739.DOI: 10.3389/fmicb.2018.02739
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Indukcija ekspresije proteinov z metanolom in pH profiliranje z uporabo
aparata BioLector® PRO
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Metilotrofne kvasovke Hansenula polymorpha in Pichia pastoris so ze dobro poznane kot
gostiteljski vektor za heterologno gensko ekspresijo. Njihova sposobnost uporabe metanola kot
vira ogljika omogoca izolacijo metanolno induciranih promotorjey, kot sta format dehidrogenaza
(FMD) in alkoholna oksidaza (AOX 1). Ta lastnost nam s povezavo zelenega gena z npr. genom za
AOX 1 omogoca ekspresijo tujega proteina v celici kvasovke. Te preferencno rastejo pri nizjih pH
vrednostih, med pH=4in pH=6.V Studiji je za kontrolo optimalne pH vrednosti rasti bil uporabljen
princip merjenja pH-ja z opti¢nimi pH senzorji, kar omogoca precizno kontrolo v kislem obmodju
tudi v zelo majhnem volumnu gojisca.

Cilj Studije je najprej bilo merjenje biomase z metanolom, kot virom energije v Sarznem nacinu
ter tudi v Sarznem sistemu z dohranjevanjem. Nadalje, Zeleli smo preveriti, kako je rast z indukcijo
z metanolom povezana z razlicnimi pH vrednostmi gojis¢a. Zanimalo nas pa je tudi, kako je
produkcija proteinov inducirana s strani metanola odvisna od razli¢nih nacinov dovajanja samega
metanola.

Uporaba tehnologije mikro fluidnih ¢ipov, na katerih bazira aparat BioLector® PRO omogoca
on-line merjenje biomase, vrednosti pH in DO ter ekspresije GFP fluorescirajocega proteina.
Tehnologija omogoca revolucionarno kontrolo pH vrednosti v majhnih volumnih gojis¢a ter
metanolno inducirano ekspresijo proteinov, so¢asno na do 32 mikro-reaktorskih pozicijah.

89



Mikrobi in
protimikrobne
ucinkovine

Protimikrobni ucinek bakteriofagov iz vode v greznici na sev MC4100 bakterije Escherichia coli (zgoraj — vidni so plaki, ki so nastali zaradi lize
z bakteriofagi okuzenih celic) in bakteriocinogenih sevov bakterije E. coli na sev MC41000 (spodaj — vidne so razlicno $iroke cone lize, ki so
nastale zaradi produkcije razli¢nih bakteriocinov v razli¢nih sevih; sev MSE259 ni bil bakteriocinogen). Obe sliki sta nastali na Oddelku za
biologijo, BF UL (Petra Drcar).
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Dolocanje rezistoma v vzorcih izmeckov iz plju¢ z uporabo
visokozmogljivega sekvenciranja
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Rezistom je zbirka vseh genov za odpornost na antibiotike (AMR-geni) in njihovih prekurzorjev
prisotnih v nekem okolju. Nabor znanih genskih zapisov povezanih z odpornostjo lahko v
kompleksnih vzorcih dolocamo z visokozmogljivim sekvenciranjem. Tar¢no sekvenciranje
omogoca ¢asovno manj zamudno analizo podatkov v primerjavi s sekvenciranjem celokupne
DNA. Cilj nase studije je bila dolocitev rezistoma v klini¢nih vzorcih izmeckov iz pljuc izbranih
pliu¢nih bolnikov na Kliniki Golnik. Tar¢no sekvenciranje je bilo izbrano kot dopolnilna metoda
metagenomski analizi dolocanja mikrobioma.

Celokupno DNA smo izolirali iz vzorcev izmeckov iz plju¢ s kompletom reagentov Hain GXT
NA Extraction Kit. Tar¢ne regije DNA smo pomnozili s kompletom reagentov lon AmpliSeg™
Pan-Bacterial Research Panel za detekcijo AMR-genov in z lon 165™ Metagenomics Kit za
metagenomsko analizo. Knjiznice za sekvenciranje smo pripravili s kompletom reagentov lon
AmpliSeg™ Library Kit 2.0. Pomnozena tar¢na zaporedja smo sekvencirali z visokozmogljivim
sekvenatorjem druge generacije lon Torrent, lon S5™ System. Rezultate sekvenciranja smo
analizirali s programsko opremo proizvajalca.

Z zgoraj opisanim pristopom nam je uspelo dolociti rezistom in mikrobiom v devetnajstih
klini¢nih vzorcih izmeckov iz plju¢. Skupno smo v vzorcih zaznali 74 razli¢nih genov povezanih
z odpornostjo na antibiotike. Povpre¢no Stevilo na vzorec je bilo 16, vzorci so vsebovali od 4
do 30 genov. Najpogosteje zaznan AMR-gen je bil msr(D)/mel (v 18 vzorcih), ki je odgovoren
za odpornost na makrolide. Skupno je bilo v dvajsetih vzorcih zaznanih 334 bakterijskih vrst.
Najpogosteje zaznana vrsta je bil Streptococcus sinensis (v 18 vzorcih). S kombinacijo pristopov
smo v nekaterih vzorcih zaznali znane povzrocitelje bolezni, ki s klasi¢nim pristopom izolacije na

.....

S kombiniranjem rezultatov analiz mikrobioma in rezistoma v vzorcih izmeckov iz plju¢ smo
dobili nov vpogled v mikrobiom spodnjih dihal. Tovrstni podatki so klju¢nega pomena pri hitri in
pravilni diagnozi bakterijskih povzrociteljev bolezni dihal in dolo¢anju odpornosti na antibiotike.
Nadejamo se, da bo taka tehnologija v bliznji prihodnosti postala del rutinskih diagnosti¢nih
testiran].

Klju¢ne besede: rezistom; mikrobiom; visokozmogljivo sekvenciranje
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Odpornost ocetnokislinskih bakterij proti izbranim antibiotikom in
Sibkim organskim kislinam
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Zaradi vse vecje ozaveScenosti potrosnikov o uzivanju naravnih zivil se povecCuje povprasevanje
po jabol¢nem kisu pridobljenem iz neskropljenih jabolk, kot tudi po kisu, ki na koncu tehnoloSkega
procesa ni prefiltriran ter tako vsebuje Se bakterije, zaradi ¢esar ga imenujemo motni jabolcni kis.
Ta trend pa pred proizvajalca in potrosnika postavlja vprasanje, ¢e so ocetnokislinske bakterije
odporne proti antibiotikom, predvsem tistim, ki so klinicno relevantni, in Ce se te lastnosti lahko
prenesejo v patogene bakterije. V tej raziskavi smo zato pri 34 izbranih sevih ocetnokislinskih baterij
iz rodov Komagataeibacter in Acetobacter preucevali odpornost proti naslednjim antibiotikom:
ampicilinu, kloramfenikolu, ciprofloksacinu, —eritromicinu, gentamicinu in trimetoprimu.
Odpornost smo ocenilis pregledovanjem rasti okrog diskov, prepojenih z znanimi koncentracijami
antibiotikov. Sest sevov je bilo odpornih proti vsem testiranim antibiotikom, 16 sevov proti petim
antibiotikom, 11 sevov proti stirim antibiotikom in en sev proti trem antibiotikom. V nadaljevanju
smo v genomskih sekvencah preiskanih referen¢nih sevov poiskali gene, ki potencialno kodirajo
proteine za odpornost proti testiranim antibiotikom. Pritem smo uporabili bazo CARD s poznanimi
geni za odpornost proti antibiotikom. Najpogostejsa funkcija genov, ki smo jih identificirali, je bila
Crpalka za transport antibiotikov iz celice. Poleg odpornosti proti antibiotikom smo pri Stirih sevih
iz rodu Komagataeibacter in Stirih sevih iz rodu Acetobacter preiskali tudi odpornost proti ocetni
in citronski kislini s testiranjem sposobnosti rasti v tekocem gojiSCu v prisotnosti 1% etanola in
razlicnih koncentracij ene izmed obeh kislin. Najvisjo odpornost proti ocetni kislini (4,5%) smo
ugotovili pri sevu Acetobacter pomorum LMG 18848T in Acetobacter pasteurianus T6K1, najmanjso
(1,5%) pa za sev Acetobacter aceti LMG 1504T. Najvecjo odpornost proti citronski kislini (3,5%) smo
ugotovili za sev Komagataeibacter sp. AV429, najmanjso (0,69%) pa za seve Acetobacter pomorum
LMG 18848T, Acetobacter pasteurianus LMG 1262T in Acetobacter pasteurianus TeK1. Zaradi
ugotovljene odpornosti ocetnokislinskih bakterij proti klini¢no relevantnim antibiotikom, bomo v
nadaljevanju raziskavo razsirili na vecje Stevilo sevov iz te skupine bakterij.

Klju¢ne besede: ocetnokislinske bakterije; odpornost proti antibiotikom
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In vitro raziskava antagonisti¢ne ucinkovitosti probiotikov proti
patogenim sevom Escherichia coli
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Escherichia coli je pomembna komenzalna bakterija v Crevesju, vendar obstaja veliko patogenih
sevov, ki lahko povzrocajo razlicne hude Crevesne in izven-Crevesne okuzbe. Zaradi vse vecjega
pojava odpornosti £. coli proti antibiotikom so pomembne raziskave alternativnih protibakterijskih
ucinkovin in terapij. Ena izmed teh je uporaba probiotikov z antagonisticnim ucinkom proti
patogenim E. coli. Vecina objavljenih raziskav s podrocja raziskuje samo en sev £ coli in probiotike
z enim sevom. Cilj nase raziskave je bil oceniti antagonisticno aktivnost izbranih probioti¢nih
dopolnil, ki vsebujejo razlicno stevilo sevoy, proti izbranim klini¢nim patotipom E. coli z metodo
lise na agaju in metodo sokultiviranja. Za dokazovanje laktobacilov in bifidobakterij ter nekaterih
izbranih sevov v probioti¢nih dopolnilih smo uporabili molekularne metode. Z metodo lise na
agaju smo dokazali, da so vecsevni probiotiki ucinkovitejsi od enosevnih. Z metodo sokultiviranja
smo ugotovili nasprotni rezultat. Najucinkovitejsa probiotika z enim sevom sta bila: Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BB-12 in Limosilactobacillus reuteri DSM 17938. Najucinkovitejsi probiotiki
z vec sevi so vsebovali laktobacile, bifidobakterije in enterokoke, s ¢imer dokazujemo, da so
mlecnokislinske bakterije in bifidobakterije najucinkovitejsi probiotiki proti patotipom E. coli.
Skupni rezultati obeh in vitro testov razkrivajo, da so vsi izbrani probiotiki imeli antagonisticno
aktivnost proti vsem patotipom E. coli. Z vidika javnega zdravja so se tako probiotiki izkazali za
uspesne pri zaviranju rasti £. coli in je zato smiselno nadaljnjo raziskovanje uporabe probiotkov kot
adjuvantno terapijo pri okuzbah z E. coli.

Klju¢ne besede: koristni mikroorganizmi; probiotiki, Escherichia coli; antagonizem
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Protimikrobna aktivnost slovenskega medu razli¢cnega porekla

Mateja Kokalj', Nika Horvat', Tanita Kranjc', Tomaz Samec?, Natasa Lilek?, Andreja Kandolf Borovsak?, Sonja Smole
Mozina'

! Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, Jamnikarjeva 101, Ljubljana
2 Cebelarska zveza Slovenije, Brdo pri Lukovici, Slovenija

mateja.kokalj@bf.uni-lj.si

Med se zaradi svojih funkcionalnih lastnosti Ze od nekdaj uporablia v prehrani, preventivi
zdravja in zdravljenju razli¢nih bolezni, poskodb, ran, opeklin. Pri tem je klju¢nega pomena tudi
protimikrobno delovanje medu. Podatki o funkcionalnih lastnostih slovenskih medov s poznanim
geografskim in botani¢nim poreklom so pomanijkljivi, zato smo v okviru aplikativne raziskave
karakterizacije ¢ebeljih pridelkov v obdobju maj-julij 2020 preiskali protimikrobno ucinkovitost 50
vzorcev medu slovenskih in zamejskih cebelarjev. Z metodo razred¢evanja v mikrotitrski plo3cici
in dolocitvijo vrednosti CFU/ml na trdnem gojis¢u smo dolocili minimalno inhibitorno (MIK) in
baktericidno (MBK) koncentracijo medov za referencne seve treh G+ (Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes in Bacillus cereus) in dveh G- (Escherichia coli in Pseudomonas aeruginosa)
patogenih bakterij. Vsem vzorcem smo z melisopalinolosko metodo dolocili botani¢no poreklo,
elektricno prevodnost, vsebnost vode in skupnih fenolnih spojin (metoda Folin-Ciocalteu) in
antioksidativno aktivnost (metodi DPPH in FRAP). Namen raziskave je ugotoviti povezave med
omenjenimi lastnostmi medu.

Najvecjo protimikrobno aktivnost izkazujejo temni in manini medovi, predvsem proti G+
bakterijam (MIK 16-500 mg/ml, MBK 62,5->500 mg/ml), gozdni mesani in vrstni, kot je kostanjev,
hojin, javorjev in lipov med. Zelo dobro protimikrobno aktiven je tudi ajdov med. Slab3a je
protimikrobna aktivnost svetlejsih medov (cvetli¢ni, akacijev in med oljne ogrscice) in proti G-
bakterijam (MIK 62,5->500 mg/ml, MBK 125->500 mg/ml). Vecina sveZih slovenskih medov je
proti testiranim sevom izkazala vecjo protimikrobno aktivnosti kot primerjalno testirani manuka
med MGO 100+ V teku je primerjalna analiza kemijske karakterizacije in protimikrobne aktivnosti
preiskovanih vzorcev medu, katere rezultat bo preveritev hipoteze o neposredni povezanosti
vsebnosti skupnih fenolnih spojin ter antioksidativne in protimikrobne aktivnosti medov.

Imamo dobre naravne razmere za pridelavo medu z najboljsimi bioaktivnimi lastnostmi, zato bi
morali posvetiti veC pozornosti tudi proizvodnji in priznanju te kakovosti na trgu. K temu zelimo
prispevati s pricujoco raziskavo protimikrobne aktivnosti medov razlicnega porekla.

Zahvala: Dosezeni rezultati so nastali v okviru Programa ukrepov na podro¢ju cebelarstva v
Republiki Sloveniji v letih 2020-2022, ki je bil financiran iz sredstev drzavnega proracuna in
proracuna Evropske unije.

Klju¢ne besede: protimikrobno delovanje, med, funkcionalne lastnosti
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ucinkovinam pri sevih bakterije Escherichia coli, izoliranih iz morske in
jezerske kopalne vode in sedimentov
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V' Sloveniji monitoring kopalnih voda obicajno vkljucuje kvantifikacijo koliformnih bakterij in
enterokokov. Ceprav analiza fenotipskih in genotipskih lastnosti ne sodi v redni monitoring,
je lahko klju¢na za ovrednotenje potencialne patogenosti sevov, bremena genov povezanih z
odpornostjo proti protimikrobnim uc¢inkovinam v naravnih vodah in za ugotavljanje potencialnega
vira onesnazenja. V nasi Studiji smo raziskovali pojavnost genov za dejavnike virulence (DV) in
odpornost proti 7 antibiotikom pri sevih vrste £ coli, izoliranih iz vzorcev vode in sedimentov, ki
smo jih tekom enega leta 1-krat mesecno pridobili iz 3 lokacij na Blejskem jezeru in kopalis¢a v
Portorozu. Z metodo ERIGPCR smo izlocili klonalne izolate, ki smo jih pridobili na isti dan na isti
lokaciji vzorcenja. V analizo je bilo vkljuc¢enih 62 izolatov, ki smo jih smo uvrstili v filogenetske
skupine po Clermontu in z metodo PCR preverili prisotnost 27 genov, povezanih z DV. Pri vseh
izolatih preverili fenotipsko odpornost proti izbranim antibiotikom, ter genotipsko za skupino
genov CTX-M in PMQR. Najvec izolatov smo pridobili iz vzor¢nega mesta Veslaski center Bled
(30) ter kopalis¢a Zaka, najmanj pa iz plaze v Portorozu (1 izolat). Vecina izolatov se uvrs¢a v
filogenetsko skupino A (39%), sledijo skupine B1 (21%) in D (24%) in B23 (16%). Stevilo genov za
DV na izolat se giblije med 1 in 9. Sevi z najve¢ genov za DV so bili izolirani iz vode pri Veslaskem
centru in v Zaki. Fenotipsko je bilo proti vsaj eni testirani protimikrobni ucinkovini odpornih 28
izolatov, od tega pet proti dvema in deset proti trem ali vec hkrati. Pri 6-ih izolatov smo potrdili
gene skupine TEM, in CTX-M-1 ter PMQR. Nasi preliminarni rezultati nakazujejo, da so sevi E. colj,
prisotni v kopalnih vodah, zelo raznoliki, od potencialno patogenih in veckratno odpornih do
obcutljivih, brez klju¢nih DV. Veckratno odporni, CTX-M pozitivni in izolati z najve¢ genov za DV
so bili izolirali v mesecih februar, april in junij v vodi Veslaskega centra. Potencialni vir onesnazenja,
glede na genotip izolatov, ¢as izolacije in mesto vzoréenja, je verjetno kmetijska dejavnost.

Klju¢ne besede: Escherichia coli, naravne kopalne vode, dejavniki virulence, odpornost proti
protimikrobnim ucinkovinam
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Proti antibiotikom odporni izolati Escherichia coli iz prehrnske verige so
lahko odporni tudi proti razkuzilom in tezkim kovinam

Manja Krizman', Majda Golok?, Irena Zdovc?
!Institut za varno hrano, krmo in okolje, Veterinarska fakulteta, Gerbiceva 60, 1000 Ljubljana,
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Pojavljanje bakterij vrste Escherichia coli, ki so odporne proti glavnim skupinam antibiotikov, v
zadnjih dveh desetletjih strmo narasca povsod po svetu. Odporne bakterije pogosto pridobijo
gene za odpornost v razli¢nih fazah prehranske verige, imajo pa tudi zoonoti¢ni pomen, zato je
pri proizvodnji zivil zelo pomembno preprecevanje mikrobioloske kontaminacije hrane. Za te
namene je nujno potrebna uporaba razkuzil, proti katerim bakterije lahko razvijejo odpornost,
podobno kot proti antibiotikom. V zivinoreji se kot prehranski dodatki uporabljajo tudi spojine,
ki vsebujejo tezke kovine s protimikrobno aktivnostjo in pospesujejo rast. V nasi raziskavi smo
pregledali 54 izolatov E. coli z razSirjenim spektrom betalaktamaz (ESBL/AmpC) pridobljenih iz
razli¢nih virov: i) farme (n=2), ii) Zivilsko pridelovalna industrija (n=31), iii) in Zivila Zivalskega izvora
(n=21). Z metodo verizne reakcije s polimerazo (PCR) smo glede odpornosti proti razkuzilom iz
skupine kvartarnih amonijevih spojin dolocali gene qacEA1, gack, gacG, gack in sugk(p). Gen
gacEA1 in gacF smo zaznali v 12,9% (n=7), gen sugk(p) pa v 259% (n=14). S PCR smo preverili tudi
gene za odpornost proti tezkim kovinam: svincu (pcoR, pcoC, pcoA), arzenu (arsA), kadmiju in cinku
(crzC) bakru (copB), kadmiju (cadD) in Zzivemu srebru (merA). Skupno je 30 (55,6%) sevov imelo vsaj
en gen za odpornost proti tezkim kovinam. Najbolj pogosti so bili geni za odpornost proti svincu
(40,7% za gen pcoR in 29,6% za gena pcoC in pcoA) in proti zivemu srebru (11.1% za gen merA).
Genov za odpornost proti drugim tezkim kovinam nismo zaznali. Zivila Zivalskega izvora so lahko
rezervoar za veckratno odporne bakterije E. coli. Uporaba razkuzil ali kovin za dekontaminacijo v
zivinoreji in prehranski industriji pa lahko predstavlja dodaten negativni selekcijski pritisk. Nabor
dovoljenih razkuzil za uporabo v zivilski industriji je zelo omejen, zato je ohranjanje obcutljivosti
bakterij za te snovi Se posebej pomembno.

Kljucne besede: £. coli; razkuzila; tezke kovine
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Preverjanje protimikrobne uéinkovitosti seva ZP na patogenih sevih

Aleksander Lesar'?, Sara Petrin'?, Grégory Jubelin?, Mateja Erdani Kreft?, Marjanca Starcic¢ Erjavec’
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V Skupini za molekularno genetiko BF so pripravili sev ZP, ki vsebuje plazmid, na katerem je gen
»kill«, ki omogoca sintezo bakteriocina ColE7, ter ima v kromosomu gen »anti-kills, ki omogoca
sevu ZP zas¢ito pred ColE7. S konjugacijo se plazmid prenese v recipienta, kjer se gen »kill« izrazi,
to pa vodi v propad recipienta, saj le-ta nima gena »anti-killc. Sev ZP tako predstavlja nov tip
protimikrobnega dejavnika, ki temelji na konjugaciji. U¢inkovitost tega seva smo preizkusili v
razlicnih poskusih.

V poskusih konjugacije zdonorskim sevom ZP oz. kontrolnim sevom MSE259 (sev s konjugativnim
plazmidom, a brez gena “kill"), smo kot recipiente najprej uporabili cloveske Crevesne patogene
rodentium. Poskuse konjugacije smo izvajali v teko¢em gojis¢u LB v aerobnih in anaerobnih
razmerah. lzvedli smo tudi poskuse konjugacije seva ZP oz. MSE259 z recipientskim uropatogenim
sevom E. coli DL82 in z laboratorijskim sevom E. coli RU4405. Te konjugacije smo izvedli v tekocem
gojis¢u LB, v mediju za gojenje celic Caco-2 in na kulturi celic Caco-2.

Konjugacija je bila pri vseh crevesnih patogenih uspesna, a se je frekvenca konjugacije
med sevi razlikovala, 1,7x107+1,0x10° pri EDL933, 3,2x107%+19x10* pri C rodentium,
44x10°41,3x10°  pri B2F1 in  44x10°+2,5%10° pri E2348. Frekvenca konjugacije s
sevom DL82 je bila v gojis¢u LB 2,5x10°£1,9%x10° v mediju za celice Caco2 29x10°
+5,8%107 in na kulturi celic Caco-2 2,7x10°+2,0x10>. Pri konjugaciji z laboratorijskim sevom
RU4405 je bila frekvenca konjugacije v gojiscu LB 3,8x10%+3,0x10*, v mediju za celice Caco-2
3,4x1074£3,3x10* in na kulturi celic Caco-2 2,7x107°+2,4x10°. V poskusih konjugacije s sevom ZP
nismo dobili transkonjugant.

Na podlagi rezultatov lahko zaklju¢imo, da ima sev ZP potencial za uporabo kot protimikrobni
dejavnik, saj konjugacija s tem sevom poteka uspe$no z razlicnimi sevi v razlicnih gojitvenih

razmerah.

Kljucne besede: protimikrobni dejavnik; konjugacija; bakteriocin
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Vpliv postopka priprave eteri¢nega olja sivke (Lavandula hybrida) na
biolosko aktivnost proti bakteriji Campylobacter jejuni

Janja Ogrizek, Dina Rami¢, Sonja Smole MoZina

Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, Jamnikarjeva 101, 1000 Ljubljana

ogrizek.janja@gmail.com

Sivka (L. hybrida), poznana tudi kot lavandin, je naravni hibrid med vrstama sivke L. angustifolia
in L. latifolia. Eteri¢no olje (EO) pridobivajo s postopkom destilacije iz cvetov sivke in je rastlinski
pripravek, potencialno uporaben za obvladovanje s hrano prenosljive Crevesne patogene
bakterije C. jejuni. Ta je v zivilstvu problemati¢na z vidika pritrjevanja na kontaktne povrsine ter
posledicnega prenosa kontaminacije.

Vraziskavi smo preucili biolosko aktivnost dveh vzorcev eteric¢nih olj sivke L. hybrida, pridobljenih s
postopkom parne destilacije v destilatorju iz nerjavnega jekla (LHEO 1) in stekla (LHEO 2). Dolocili
smo protimikrobno delovanje z metodo makrodilucije, ucinek na zacetno pritrjevanje bakterij C.
Jjejuni NCTC 11168 na polistirensko povrsino ter zaviranje mehanizma medceli¢nega signaliziranja
z merjenjem bioluminiscence s porocevalskim sevom Vibrio harveyi MM30 in ovrednotili razlike v
bioloski aktivnosti obeh vzorcev.

Ugotovili smo enak protimikroben ucinek (MIK 250 mg/L). Za nadaljnje poskuse smo uporabili
subinhibitorno koncentracijo (1/4 MIK), ki e ne zavira rasti bakterij, a Zze ucinkovito zmanjsuje
bakterijsko adhezijo in medceli¢no signaliziranje bakterij C. jejuni. LHEO 2 je pokazal boljsi ucinek
tako pri zmanjsanju adhezije, kot tudi bioluminiscence. Vzorec LHEO 1 je zmanjsal adhezijo za
094 + 0,09 log10 CFU/mL in bioluminiscenco za 31,6 + 59 %, LHEO 2 pa je zmanjsal adhezijo za
2,0+ 0,15 log10 CFU/mL ter bioluminiscenco za 44,1 + 1,2 %. Rezultati potrjujejo povezanost obeh
lastnosti bakterij in nakazujejo, da je medceli¢no signaliziranje zanimiva tar¢a za obvladovanje
bakterij C. jejuni. Prav tako destilacija eteri¢nega olja v destilatorju iz razlicnih materialov vpliva na
kemijsko sestavo eteri¢nih olj, kar posledi¢no doloca njihovo biolosko aktivnost. V teku je kemijska
karakterizacija obeh vzorcev eteri¢nih olj sivke L. hybrida, kar nam bo pomagalo razumeti biolosko
aktivnost vzorcev in vpletenost njihovih kemijskih komponent v protibakterijsko delovanje.

Klju¢ne besede: etericno olje sivke; protiadhezijsko delovanje; Campylobacter jejuni
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Odpornost bakterijskih celic Escherichia coli na sonolizo

Ziga Pandur'?, Matevz Dular', David Stopar’
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Bakterijske celice imajo kompleksno veckomponentno strukturo celicnega ovoja kjer vsaka plast
doprinese h kon¢ni stabilnosti celice na razli¢ne fizikalno kemijske stresorje. Ultrazvocna sonikacija
je Siroko uporabljena metoda v laboratorijih za lizo celic. Kljub Siroki uporabnosti soniciranja pa e
vedno ni poznan to¢en mehanizem delovanja sonikacije na posamezne plasti bakterijskih celic.
V tem delu smo dolocali odpornost bakerije Escherichia coli s selektivno oslablienim celi¢nim
ovojem na sonolizo. Uporabili smo bakterijski sev Escherichia coli MG1655 in mutanto seva (eps),
ki je imela okvarjene gene za sintezo komponent zunajcelicnega matriksa (kodrov, kolanske
kisline in PGA). Celice v eksponentni in stacionarni fazi rasti smo tretirali z razli¢nimi kemijskimi
agensi (cefaleksin, lizocim, EDTA in EDTA + lizocim). Tretirane celice smo sonicirali z ultrazvo¢no
sondo in dolocali spremembe v Zivosti bakterijskih celic. Za vizualizacijo morfoloskih sprememb
na celicah smo uporabili konfokalno lasersko mikroskopsko tehniko in transmisijsko elektronsko
mikroskopijo. Z daljSanjem casa soniciranja se efekt inaktivacije bakterijskih celic povecuje.
Rezultati kazejo, da imajo razli¢ni sloji ovoja razlicne doprinose k stabilnosti celice. Modificiranje
peptidoglikanskega sloja s cefaleksinom ima najvedji vpliv na lizo celic pri soniciranju. Tretiranje z
ostalimi kemijskimi agensi in odstranitev komponent zunajcelicnega matriksa niso signifikantno
vplivale na spremembo stabilnosti pri soniciranju. S spremembo fizioloskega stanja se obcutljivost
za delovanje ultrazvoka spreminja. Celice v stacionarni fazi so zelo odporne na delovanje
ultrazvoka.

Klju¢ne besede: Escherichia coli; sonoliza; bakterijski ovoj
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Mehanizem delovanja eteri¢nega olja sivke na mutanto Campylobacter
jejuni 11168AluxS
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Zivilsko-prehranska oskrbovalna veriga intenzivno is¢e reditve za obvladovanje patogenih
bakterij, ki so prenosljive s hrano. V EU veljajo bakterije vrste Campylobacter jejuni za najpogostejse
povzrocCite Crevesnih okuzb. Tveganje predstavlja predvsem uzivanje nezadostno toplotno
obdelanega okuzenega perutninskega mesa. Bakterije vrste C. jejuni prezivijo pri nizki temperaturi
v pis¢ancCjem soku dlje Casa kot v bogatem gojiscu. V teh razmerah se bolje izraza gen luxS, ki
je pomemben za centralni metabolizem bakterij vrste C. jejuni, saj uravnava sintezo esencialne
aminokisline metionin. Mutanta /uxS se slabse adherira na abiotske in biotske povrsine, posledi¢no
je manj filmotvorna. Prav tako slabse kolonizira pis¢ance in je bolj podvrZzena oksidativnemu
stresu.

Raziskovali smo mehanizem delovanja etericnega olja sivke na mutanto C. jejuni 11168AluxS
v primerjavi z referenénim sevom C. jejuni NCTC 11168, saj bi z modulacijo izraZzanja gena uxS
lahko zmanjsali tveganje za kontaminacijo zivilskin proizvodov in okuzbe z njimi. V ta namen
smo kulture bakterij C. jejuni NCTC 11168 in C. jejuni 11168AluxS 30 min tretirali s sub-inhibitorno
koncentracijo eteri¢nega olja sivke in z naslednjo generacijo sekveniranja proucili transkriptom
ter ovrednotili mehanizem delovanja. Ugotovili smo, da etericno olje sivke povzro¢a mocnejsi
oksidativni stres pri mutanti luxS kot referen¢nem sevu ter da se je 458 genov izrazalo drugace pri
mutanti /uxS v primerjavi z referenénim sevom. Med njimi, 242 genov kaZe niZji nivo izrazanja in
so vecinoma del centralnega metabolizma bakterij.

Modulacija izrazanja gena /uxS in genov, ki so pomembni za centralni metabolizem bakterij
predstavlja kljucen korak za obvladovanje bakterij vrste C. jejuni v Zivilsko-prehranski oskrbovalni
verigi. Etericno olje sivke se je pokazalo kot potencialna alternativna protimikrobna ucinkovina pri
obvladovanju bakterij vrste C. jejuni.

Klju¢ne besede: Campylobacter jejuni; mehanizem; eteri¢no olje sivke
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Higiena povrsin in pripomockov za veckratno uporabo v zdravstveni
ustanovi
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V' zdravstvenih ustanovah se za razkuzevanje povrsin, materialov in opreme intenzivno
uporabljajo biocidni proizvodi (@ntiseptiki in razkuzila), ki predstavljajo pomoc pri obvladovanju
in prepreCevanju Sirjenja mikroorganizmoyv, ki povzroc¢ajo okuzbe povezane z zdravstvom in
zdravstveno oskrbo. Namen projekta je bil preveriti higieno povrsin, ki so namenjene veckratni
uporabi oskrbovancev ter preveriti prisotno mikrobno populacijo na taksnih povrsinah. V
prostorih fizioterapije, delovne terapije in skupnih prostorih smo popisali protokol in uporabljena
dezinfekcijska sredstva za razkuzevanje povrsin 12 pripomockov za veckratno uporabo. Povrsine
pripomockov smo vzorciliz metodo jemanija brisov pred uporabo, po uporabi in po razkuzevanju.
Identifikacija in kvantifikacija mikroorganizmov je potekala z klasi¢nimi gojitvenimi metodami
in metodo MALDI-TOF. Izbrana zdravstvena ustanova je za razkuzevanje povrsin pripomockov
uporablja robcke Incidin alcohol wipe (Ecolab) in Mikrozid sensitive wipes (Schulke). Rezultati so
pokazali, da so pripomocki veckrat kontaminirani ze pred uporabo ali pa se le ti Se dodatno okuzijo
ob uporabi v stiku s pacientom. Zaskrbljujoce je, da mikroorganizmi ostajajo na pripomockih tudi
po razkuzevanju, kjer so bile identificirane naslednje vrste: Staphylococcus capitis, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus hominis in Micrococcus luteus in sicer v koncentracijah od 1 do 300 cfu/
mL. Vzroki za kontaminacijo izbranih pripomockov bi lahko bili odvisni od protokolov ¢iscenja, saj
le te v prostorih fizioterapije razkuzujeta bolnicarka ali fizioterapevt en krat na dan ali po uporabi
ob potenju ali vidni kontaminaciji. V prostorih delovne terapije pa pripomocke razkuzuje Cistilka ali
terapevt en krat na teden oz. po vsakem koloniziranem pacientu. Kontaminirane in neprimerno
razkuzene povrsine in pripomocki lahko sluzijo kot pomemben rezervoar za potencialno patogene
mikroorganizme in predstavljajo izvor okuzb ter pot prenosa patogenih mikroorganizmov preko
neposrednega kontakta. V kompleksnih mikrobnih zdruzbah na povrsinah in ob intenzivni
uporabi razkuzil obstaja moznost nastanka pridobljene bakterijske odpornosti proti biocidom,
kar lahko posledi¢no vodi tudi do bakterijske odpornosti proti antibiotikom.
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Obcutljivost mlecnokislinskih bakterij in bifidobakterij iz agro-zivilske
verige za protimikrobne spojine
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Odpornost patogenih bakterij proti protimikrobnim spojinam  predstavlja resno groznjo
zdravju ljudi. Nedavne Studije so razkrile Sirok rezervoar genskih determinant odpornosti
pri_komenzalnih bakterijah iz raznolikih okolij. Namen predstavijenega dela je bil raziskati
obcutljivost mle¢nokislinskih bakterij in bifidobakterij, namerno vnesenih v agro-zivilsko verigo,
za protimikrobne spojine in prisotnost genskih determinant odpornosti v celih genomih izbranih
sevov.

Obcutljivost za protimikrobne spojine smo dolocili za 470 bakterijskih sevov (153 probioti¢nih in
starterskih kultur, 154 sevov iz fermentiranih mlecnih izdelkov, 90 iz humane Crevesne sluznice in 73
izhumanega mleka) zrazred¢evalno metodo v mikrotiterskih ploscah (Statens Veterinarmedicinska
Anstalt, Uppsala, Svedska), skladno s standardom I1SO 10932. Genske determinante odpornosti
smo ugotavljali v celih genomskih zaporedjih, ki smo jih pridobili s sekvenciranjem genomov
izbranih predstavnikov ali iz javnih podatkovnih zbirk.

Kot pri¢akovano smo najvisjo stopnjo fenotipske odpornosti proti vsaj enemu antibiotiku
zaznali pri sevih iz humane crevesne sluznice (77,8 %), najnizjo pa pri sevih iz starterskih kultur
(40,8 %). Bimodalno razporeditev vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracij, ki nakazujejo
na pridobljeno odpornost, smo zaznali za 10 antibiotikov. Skupina probiotikov je izkazovala
najvisjo stopnjo fenotipske odpornosti proti eritromicinu (9,8 %) in klindamicinu (159 %). V celih
genomskih zaporedjih izbranih predstavnikov smo zaznali pridobljene gene za odpornost proti
aminoglikozidom, kloramfenikolu, makrolidom in tetraciklinom ter Stevilne mutacije v genih, ki so
bili predhodno povezani z odpornostjo proti protimikrobnim spojinam. Dodatna in silico analiza
je pokazala Siroko razsirjenosti gena tetl/ med mlecnokislinskimi bakterijami in bifidobakterijami
ter povezavo z mobilnimi genetskimi elementi.

Mlecnokislinske bakterije in bifidobakterije, namenoma vnesene v agro-Zivilsko verigo, lahko
predstavljajo rezervoar odpornosti proti protimikrobnim spojinam, vendar so rezultati nase
raziskave nakazali manjSo pojavnost odpornosti prinamerno vnesenih mle¢nokislinskih bakterijah
in bifidobakterijah (starterske kulture, probiotiki) kot pri tistih, ki so naravno prisotne v agro-Zivilski
verigi oziroma v vzorcih humanega porekla.

Kljuéne besede: odpornost proti protimikrobnim spojinam; mlecnokislinske  bakterije;
bifidobakterije
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Protimikrobna in citotoksic¢na aktivnost izvleckov gob
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Gobe so bogat vir novih bioaktivnih snovi, ki jih lahko uporabimo pri razvoju inovativnih
strategij za nadzor pojava biofilmov. Biofilmi predstavljajo nenehen vir kontaminacij v prehranski
verigi in hkrati S¢itijo bakterije pred neugodnimi pogoji okolja. Med najbolj problematic¢nimi
bakterijami, ki povzrocajo zastrupitve s hrano sta Listeria monocytogenes zaradi visoke smrtnosti
in Campylobacter jejuni zaradi visoke pogostnosti.

Analizirali smo vodne izvlecke 24 gob in tartufov glede na njihove protimikrobne in protiadhezivne
lastnosti proti grampozitivnim  bakterijam L. monocytogenes in Staphylococcus aureus ter
proti gramnegativnim bakterijam C. jejuni in Escherichia coli s spremljanjem rasti in z uporabo
metode Stetja kolonij in analize adhezije na polistiren. Za potrditev protimikrobnega delovanja
L-aminokislinskih oksidaz smo uporabili test s katalazo. Hkrati smo za izvlecke z najboljso
aktivnostjo proti izbranim bakterijam preverili tudi njihovo citotoksi¢nost na ¢loveske epitelijske
celice Caco-2 s testom MTS in z ustreznim razponom redcitev posameznega izvlecka dolodili
njegovo IC50. Celice smo nadalje inkubirali v prisotnosti citotoksi¢ne koncentracije izvlecka ter
katalaze in z uporabo 7-AAD s pretoc¢no citometrijo dolocili, ali je delovanje izvlecka posledica
vsebnosti L-aminokislinskih oksidaz.

Protimikrobno delovanje smo ugotovili pri 10 izvleckih, delovanje je bilo vrstno specificno
z veCjo dovzetnostjo bakterij S. aureus in C. jejuni. Na vse stiri bakterije so delovali izvlecki gob
Caloboletus calopus, Pseudohydnum gelatinosum in Tylopilus felleus. Noben izvlecek v subinhibitorni
koncentraciji ni zmanjsal adhezije bakterij. S testom s katalazo smo pokazali, da je protimikrobno
delovanje izvleckov izniceno in tako najverjetneje posledica delovanja L-aminokislinskih oksidaz.
Ta aktivnost se je nadalje pri treh izvleckih pokazala tudi kot toksi¢na za celice Caco-2.

Vodni izvlecki gob so vir protimikrobnih L-aminokislinskih oksidaz, ki delujejo toksi¢no tako na
grampozitivne kot na gramnegativne bakterije. Prav tako delujejo toksicno na ¢loveske epitelijske
celice. To delovanje pa ni povezano z uzitnostjo gob, saj so tako uzitne kot strupene gobe
pokazale podobno stopnjo protimikrobne in citotoksi¢ne aktivnosti.

Klju¢ne besede: biofilm; protimikrobno delovanje; citotoksi¢no delovanje
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Filmotvornost bakterije Pseudomonas fragi na jekleni povrsini in njeno
obvladovanje s polimerno-MoO, nanokompozitno previeko

Meta Sternisa', Urska Gradisar Centa?, Maja Remskar?, Sonja Smole MoZina'

! Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, Jamnikarjeva 101, 1000 Ljubljana
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Pseudomonas fragi je najpogosteje dolocena bakterijska vrsta v pokvarjenih beljakovinskih
zivilih, kot so ribe, meso, mleko in mlecni izdelki. Dobra prilagodljivost na okoljske stresorje,
psihrotrofnost in enostavne prehranske potrebe ter pritrjevanje in tvorba biofilma na povrsinah
razlicnih materialov jim omogoca perzistenco v pogojih zivilske industrije.

V predstavljenem delu smo dolocili filmotvornost bakterije P. fragi na jekleni povrsini z dolo¢anjem
Stevila kultivabilnih pritrjenih celic pri 5 °Cin 15 °C po 1, 3 in 7 dneh inkubacije. Kot medij smo
testirali fiziolosko raztopino ter homogenata ribjega in pis¢ancjega mesa. Jekleno povrsino smo
prevlekli s polimernim nanokompozitom, ki ga sestavljajo inerten polimer poli(viniliden-fluorid-
ko-heksafluoropropilen) (PVDF-HFP) in vodotopen polivinilpirolidon (PVP) ter MoO3 nanoZice.
Nanokompozitno povrsino smo karakterizirali (morfologija, hidrofobnost) in dolocili proti-
adhezivno (po 4 h) in proti-biofilmsko (po 24 h) delovanje.

Ugotovili smo, da bakterija P. fragi tvori biofilm hitreje pri 15 °C in bolj izrazito pri homogenatu
ribjega in pis¢ancjega mesa, a tudi v mediju brez hranil (fizioloska raztopina). Nadalje smo testirali
MoO3 nanokompozitno prevleko, ki je zgladila jekleno povrsino in povecala hidrofobnost glede na
Cisto jekleno povrsino. Topografijo nanokompozitne povrsine karakterizirajo priblizno mikronske
polkrozne strukture in posamezne manjse strukture. V fizioloski raztopini je nanokompozit izkazal
odli¢no protimikrobno delovanje in po 24 h ni bilo prisotnih zZivih bakterij, kar povezujemo s
padcem vrednosti pH. V homogenatu ribjega in pis¢an¢jega mesa ni prislo do padca pH, a se je
po 24 h zmanjsalo Stevilo pritrjenih celic za ve¢ kot 2 log CFU/cm?2.

Bakterija P. fragi se hitro adherira in tvori biofilm pri nizkih temperaturah na jeklenih povrsinah.
MoO3 nanokompozitna prevleka deluje protimikrobno, a v odvisnosti od puferske kapacitete
medija. Ob prisotnosti kompleksnega medija, kot je homogenat Zivila, sklepamo, da pride do
interakcije med nanokompozitom in bakterijami, kar se odrazi z dobrim proti-biofilmskim
delovanjem.

Klju¢ne besede: proti-biofilmsko delovanje; MoO3 nanofZice; Pseudomonas fragi
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Fotoakusticno odstranjevanje biofilmov Enterococcus faecalis iz titanovih
povrsin z laserjem Er:YAG s super kratkimi pulzi
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Omejena ucinkovitost trenutno veljavnih metod zdravljenja peri-implantnih bolezni je v prvi
vrsti posledica tezko dostopnih mest v peri-implantnem prostoru, ki jih med terapijo ni mogoce
neposredno doseci. V tem delu smo za odstranjevanje biofilmov uporabili posredno lasersko
metodo, ki uporablja super kratke pulze (Er: YAG-SSP) in temelji na kavitaciji in turbulentnem
mesanju irigantov. Biofilme Enterococcus faecalis smo gojili na titanovih plod¢icah. Odstranjevali
smo jih kemijsko z razlicnimi dezinfekcijskimi sredstvi (npr. klorheksidin in vodikov peroksid) in
s kombinacijo dezinfekcijskih sredstev ter ErYAG-SSP fotoakusti¢nega pretakanja. Ucinkovitost
odstranjevanja biofilmov in dezinfekcije povrsine smo ugotavljali z lasersko konfokalno vrsticno
mikroskopijo. Rezultati kaZejo, da je Er.YAG-SSP fotoakusti¢no pretakanje bistveno ucinkovitejse
za odstranjevanje biofilmov in dezinfekcijo titanovih povrsin v primerjavi s kemi¢no obdelavo
s standardnimi dezinfekcijskimi sredstvi. Dezinfekcija biofilmov s kombinirano kemi¢no in
fotoakusticno obdelavo se ni bistveno razlikovala od dezinfekcije biofilmov s fotoakusti¢no
obdelavo v fizioloki raztopini, kar kaZe, da kemi¢na obdelava ni bila potrebna za odstranjevanje
biofilmov in dezinfekcijo titanovih povrsin. Ker ErYAG-SSP tehnika uspesno zajema glavne cilje
Cis¢enja in dezinfekcije zobnih vsadkov: 3-D pretakanje iriganta nad biofilmi, povecano penetracijo
iriganta v biofilme, brezkontaktno odstranjevanje biofilmov in nekemi¢no dezinfekcijo povrsine
vsadka menimo, da bi to lahko postala obetavna nova metoda pri peri-implantatnem zdravljenju.

Klju¢ne besede: titanove povrsine; zobni vsadki; biofilmi; ErYAG laser; Enterococcus faecalis;
fotoakusti¢no pretakanje
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Kolonije Streptomyces sp. (zgoraj levo), micelij, (zgoraj desno, svetlobna mikroskopija; povecava 2000 x) in identifikacija sekundarnih
metabolitov kulture Streptomyces sp. s pomocjo tankoslojne kromatografije (spodaj). Slike so nastale na Oddelku za Zivilstvo BF UL (Martina
Avbelj, Lucija Slemc, Spela Pikl, Hrvoje Petkovi¢).
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Biometanski potencial kisle sirotke in moznosti njene uporabe v
proizvodnji bioplina iz odpadnega bioloskega blata
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' Biotehniska fakulteta, Groblje 3, 1230 Domzale
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Sirotka je tekoc stranski produkt mlekarske industrije, ki nastaja pri predelavi mleka v sir in druge
fermentirane mlecne izdelke. Uporaba neobdelane sirotke ni zelo razsirjena, najvec se je porabi
za krmljenje zivali in v zivilski industriji. Vecina sirotke tako $e vedno konca v odpadnih vodah, kjer
zaradi visoke vsebnosti organske snovi predstavlja veliko obremenitev. V ze obstojecih bioplinskih
napravah lahko v procesu anaerobne presnove sirotka predstavlja dodatni substrat, pri cemer
vpliv njene nizke alkalinitete in pH na anaerobni proces ni podrobno raziskan.

Namen raziskave je bil izmeriti biometanski potencial (BMP) sirotke v kombinaciji z meSanico
bioloskega blata iz primarnega in sekundarnega usedalnika Centralne istilne naprave Domzale-
Kamnik d.o.o. pri mezofilnih pogojih, ugotoviti najvecjo koli¢ino dodane kisle sirotke v pilotni
bioplinski digestor, ki S omogoca nemoteno delovanje procesa in z metodo TRFLP ugotoviti, ali
dodana sirotka vpliva na spremembe v sestavi mikrobne zdruzbe.

Test BMP smo izvajali 32 dni pri 39 °C in ugotavljali, kako dodatek sirotke v kombinaciji z mesanico
primarnega in sekundarnega bioloskega blata vpliva na proizvodnjo bioplina in delez metana v
njem. Ob koncu testa smo najvec bioplina izmerili v mesanicah s samo sirotko. Delez metana v
proizvedenem bioplinu je bil 65 %. Dodatek sirotke k bioloskem blatu v primerjavi z meSanicami
s samim blatom v testu BMP ni povecal proizvodnje bioplina in metana.

Poskus na pilotnem nivoju smo izvajali 238 dni v dveh 200-litrskih digestorjih pri 39 °C. V oba
digestorja smo dnevno dodali mesanico primarnega in sekundarnega blata, v eksperimentalni
digestor pa smo dodajali tudi razli¢no koli¢ino sirotke. Dodatek sirotke v eksperimentalni digestor
ni imel vecjega vpliva na vrednost pH, vsebnost KMK, suhe in organske snovi, sestavo bioplina in
KMK. Opazen je vpliv faktorja redcenja pri alkaliniteti ter vsebnosti amonijevega in Kjeldahlovega
dusika. Dnevna proizvodnja bioplina je bila v eksperimentalnem digestorju visja kot v kontrolnem.
Analiza spreminjanja mikrobne zdruzbe je pokazala velje premike v arhejski kot v bakterijski
mikrobni zdruzbi.

Ugotovili smo, da je sirotka ustrezen substrat za hkratno anaerobno razgradnjo z odpadnim
bioloskim blatom iz istilnih naprav, saj dodatek sirotke poveca proizvodnjo bioplina.

Kljucne besede: kisla sirotka; biolosko blato; bioplin
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Opis novih vrst ocetnokislinskih bakterij Komagataeibacter melaceti sp. in
Komagataeibacter melomenusus sp., izoliranih iz jabol¢nega kisa
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Iz industrijskih bioreaktorjev za proizvodnjo jabol¢nega kisa v Kopivniku smo osamili nove
seve ocetnokislinskih bakterij. Analiza njihovih medgenskih regij 165-23S rDNA je odkrila dva
seva (AV382 in AV436), ki potencialno predstavljata novi bakterijski vrsti. Fenotipska preiskava
je obsegala opazovanje morfologije kolonij, barvanje po Gramu, katalazni in oksidazni test,
sposobnost sinteze celuloze in oksidacije ocetne kisline, identifikacijo posameznih vrst glukonskih
kislin, analizo celokupnih mascobnih kislin, rast na razlicnih virih ogljika, rast v prisotnosti 30 %
glukoze, sposobnost uporabe N iz (NH4)2S04 ob prisotnosti razlicnih virov ogljika, rast brez
etanola in ocetne kisling, rast ob prisotnosti 1 % ali 3 % etanola in razlicni koncentraciji ocetne
kisline ter rast v anaerobnih in aerobnih razmerah. Pregledali smo nukleotidna zaporedja genov
za 165 rRNA in medgenske regije 165-23S rDNA ter celotna genomska zaporedja. Genomsko
zaporedje seva Komagataeibacter sp. AV382 je najbolj podobno vrsti Komagataeibacter kakiaceti
(ANIb 88,73 %) in seva Komagataeibacter sp. AVA36 vrsti Komagataeibacter xylinus (ANIb 91,55
%). Na podlagi fenotipskih lastnosti lahko sev Komagataeibacter sp. AV382 razlikujemo od
najbolj sorodnih vrst rodu Komagataeibacter po tem, da producira 2-keto in 5-ketoglukonsko
kislino, ne raste ob prisotnosti 30 % glukoze, sintetizira mascobno kislino C19:0 cyclo w8c, ob
prisotnosti etanola pa tolerira do 5 % ocetne kisline. Sev Komagataeibacter sp. AV436 lahko na
podlagi fenotipskih lastnosti od najbolj sorodnih vrst rodu Komagataeibacter razlikujemo po tem,
da tvori 5 keto-glukonsko kislino, dobro raste na propanolu, sintetizira celulozo in v prisotnosti
etanola tolerira do 5 % ocetne kisline. Na podlagi kombinacij fenotipskih, kemotaksonomskih in
filogenetskih lastnosti, predstavljata seva AV382 in AV436 novi vrsti ocetnokislinskin bakterij, za
kateri predlagamo ime Komagataeibacter melaceti in Komagataeibacter melomenusus.

Klju¢ne besede: ocetnokislinske bakterije; kis; Komagataeibacter
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Proizvodnja nizina v osiromaseni kisli sirotki in primerjava dveh metod
izolacije s HPLC
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Kisla sirotka nastane kot stranski produkt pri proizvodnji skute in grskega jogurta. Za razliko od
sladke sirotke vsebuje kisla sirotka mlecno kislino, ki otezuje nadaljnjo tehnolosko obdelavo z
ustaljenimi postopki in se zato pogosto obravnava kot odpadek. V nasi raziskavi smo osiromaseno
kislo sirotko, iz katere smo predhodno odstranili laktoferin in del drugih proteinov, uporabili kot
surovino za gojenje laktokokov in proizvodnjo bakteriocina nizina, ki se zaradi svoje robustnosti
in Siroke protimikrobne aktivnosti s pridom uporablja v zivilski industriji.

Mikrofiltrirano osiromaseno kislo sirotko smo obogatili z dodatkom 2,5 % kvasnega ekstrakta
in jo v treh Sarznih procesih v 2,5-litrskin bioreaktorjih fermentirali z Lactococcus lactis ssp.
lactis IM145, lastnim izolatom iz kislega mleka. Tekom fermentacije smo spremljali pH, opti¢no
gostoto in protimikrobno aktivnost proti indikatorskemu sevu Lactobacillus sakei ATCC 15521.
Po koncani fermentaciji smo brozgo centrifugirali in iz supernatanta izolirali nizin s pomocjo
kationsko-izmenjevalne HPLC ali RP-HPLC. Frakcije smo analizirali z NaDS-PAGE in izmerili njihovo
protimikrobno aktivnost.

Vzpostavili smo uspeden protokol proizvodnje nizina v ve¢jem merilu s sevom IM145, ki je dosegel
stacionarno fazo po 8 h inkubacije. Najbolj primeren ¢as za zakljucek procesa je bil po 8 h, saj je
bila takrat bakteriocinska aktivnost najvisja. Po frakcionaciji s HPLC smo na podlagi analize NaDS-
PAGE ugotovili, da pri danih pogojih kationsko-izmenjevalna HPLC za ¢iscenje nizina ni primerna,
saj so v nizinski frakciji previadovali proteini 3-laktoglobulin, IgG in BSA. Z metodo RP-HPLC pa
smo uspeli pridobiti bolj ¢ist nizin.

Z naso raziskavo smo pokazali, da je kisla sirotka ustrezen medij za gojenje mlecnokislinskih
bakterij in tako prikazali nov nacin izrabe ter zmanjsanja odpadka mlekarske industrije. UspeSno
smo razvili dve metodi detekcije in ¢is¢enja nizina s HPLC. Metoda RP-HPLC se je izkazala za bolj
uspesno, zato bomo naslednje aktivnosti usmerili v optimizacijo te metode na preparativhem
nivoju.

Kljuéne besede: nizin; kisla sirotka; HPLC
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Mikrobno recikliranje odpadne ov¢je volne
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Odpadna ovc¢ja volna v drzavah srednje Evrope dan danes vec¢inoma predstavlja odpadni organski
material bogat s tezko razgradljivim keratinom. Z namenom pospesevanja bioloskega recikliranja
odpadne ov¢je volne, nacrtujemo razvoj mikrobnih starterskih kultur za kompostiranje, gnojenje
in proizvodnjo bioplina. V tej raziskavi smo iz kompostnega kupa volne in iz zemlje pod njim, pri
treh razli¢cnih temperaturah (30 °C, 55 °C in sobna temperatura), izolirali 69 keratinoliticnih sevov.
Zmoznost razgradnje volne smo privseh izoliranih sevih testirali na agarskih plos¢ah z neobdelano
ov¢jo volno in keratinom v prahu, kot edinem viru ogljika in dusika. Na ploSc¢e s keratinom v prahu
smo pridobili jasno vidne ciste cone okrog kolonij. Sev S3018, ki je kazal najboljso aktivnost pri
testih na plos¢ah, smo dodatno testirali s Keratin azure, kot edinim virom ogljika in dusika, kjer
smo razgradnjo volne spremljali tudi s svetlobno mikroskopijo. V nadaljevanju smo pri identifikaciji
seva 53018 primerjali sekvenco 16S rRNA s homolognimi sekvencami v GenBank in odkrili 99,8
% homologijo s Streptomyces coelicoflavus. Zaceli smo s testiranjem keratinoliticne aktivnosti
izolatov, pri sevih izoliranih pri 55 °C noben sev ni pokazal visoke keratinoliticne aktivnosti, pri
sevih izoliranih pri 30 °C, je 8 sevov pokazalo visoko keratinoliticno aktivnost (6.300 — 25.500 U),
pri sevih izoliranih pri sobni temperaturi pa so 4 sevi pokazali visoko keratinoliticno aktivnost
(5900 - 35900 U) tudi visjo od nekaterih pozitivnih kontrol (Bacillus subtilis, PS216 — 10.600 U,
Streptomyces fradiae — 41.000 U) pri ¢emer je ena enota keratinoliti¢ne aktivnosti definirana kot
koli¢ina encima, ki povzroc¢i dvig koncentracije prostih aminokislin v supernatantu za 0,1 pmol/L
v 14 dneh pri izbranih pogojih. Nac¢rtujemo identifikacijo najbolj aktivnih keratinoliti¢nih izolatoy,
karakterizacijo njihovih encimov in opis njihovih potencialov za pripravo ucinkovitih starterskih
ali bioaugmentacijskih kultur.

Klju¢ne besede: ov¢ja volna; keratin; mikrobno recikliranje
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Kemijske in mikrobioloSke spremembe v pozabljeni steklenici viskija
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Viski je priljubljena in svetovno poznana Zgana pijaca, ki je tradicionalno proizvedena v vec
korakih od pridobivanja je¢menovega slada, fermentacije v alkoholno sladico in destilacije, ki ji
sledi vsaj 3 leta trajajoce staranje v hrastovih sodih in kon¢na filtracija. Pred kon¢no uporabo in
stekleni¢enjem destilat razredcijo na kon¢no koncentracijo alkohola priblizno 40%. V postopku
fermentacije viskija so klju¢ni mikroorganizmi, a so le-ti lahko hkrati tudi njegovi kvarljivci.

Raziskovalni izziv nasega laboratorija je bilo nenavadno okolje za rast mikroorganizmov, in
sicer pozabljena odprta in pol prazna steklenica Scotch viskija. Izhajali smo iz stalis¢a, da viski
ne predstavlja primernega okolja za rast mikroorganizmov. Odlocili smo se za multidisciplinarni
pristop. Z meritvijo pH smo ugotovili, da se le-ta tekom let ni spremenil. Spremembe v kemijski
sestavi smo preucili z ATR-FTIR sprektroskopijo, ki je pokazala, da se je koncentracija alkohola
znizala iz zacetnih 40 % na priblizno 30 %. Raznovrstnost in zastopanost ¢lanov mikrobne
skupnosti je bila analizirana z metagenomsko analizo s kombiniranjem naslednje generacije
sekveniranja (NGS) s targetiranjem gena 165 rRNA in podenote D2 gena LSU, ki kodira del rRNA
pri glivah. Ugotovili smo, da je v pozabljenem viskiju le zelo malo Stevilo aerobnih mezofilnih
bakterij (<10 CFU/ml). Metagenomska analiza je razkrila veliko in raznovrstno mikrobno skupnost,
ki je Zivela v pozablienem viskiju. Med najpogostejsimi mikroorganizmi so bili ¢lani obicajne
¢loveske mikrobiote, nekaj potencialno patogenih bakterij kot tudi kvarljivcev hrane, na primer
bakterije rodu Pseudomonas. Presenetljivo smo potrdili prisotnost tudi nezanemarljivega Stevila
tipicno okoljskih vrst. Z metagenomsko anallizo podenote D2 gena LSU pa smo dokazali 14
druzin razli¢nih glivV nasi poljubnoznanstveni raziskavi smo prikazali uspesno povezovanje in
prepletanje razli¢nih vej bioloskih in kemijskih znanosti ter hitro, zanesljivo, obcutljivo in cenovno
ugodno identifikacijo mikroorganizmov v skupnosti z uporabo NGS.

Kljuéne besede: viski; bakterije; glive
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Raznolikost vodotopnih zunajceli¢nih heteropolisaharidov
ocetnokislinskih bakterij in njihove viskoelasticne lastnosti

Tadeja Vajdi¢!, Jure Skraban', Kim Fijok!, Nina Janci¢', Iztok Dogsa?, David Stopar?, Janja Tréek!
! Fakulteta za naravoslovje in matematiko, Koroska cesta 160, 2000 Maribor

2 Biotehniska fakulteta, Jamnikarjeva ulica 101, 1000 Ljubljana

tadejavajdic@um.si

Ocetnokislinske bakterije ob produkciji ocetne kisline pridobivajo pomen tudi kot varni
mikroorganizmi za proizvodnjo zunajcelicnih  polisaharidov. Med njimi sta najbolj znana
homopolisaharida celuloza in levan. Ob teh, ocetnokislinske bakterije proizvajajo tudi
heteropolisaharidne vodotopne acetane. Heteropolisaharidi zaradi kompleksne in razvejane
strukture ze pri nizkih koncentracijah povecajo viskoznost tekocih substratov, kar omogoca
uporabo v raznih industrijah. V pricujoCem delu smo okarakterizirali ter preucevali reologijo
vodotopnih zunajcelicnih heteropolisaharidov sevov Acetobacter aceti LMG 15041, Acetobacter
pomorum LMG 18848T ter Komagataeibacter oboediens AV380. Monosaharidna sestava (dolocena
s tankoplastno kromatografijo po hidrolizi) je pokazala prisotnost fruktoze, ramnoze, glukoze,
manoze, glukuronske kisline ter galaktoze. Sevi so se glede deleza in sestave monosaharidov
razlikovali. ReoloSka analiza viskoznosti in elasti¢nosti vzorcev z rotacijskim viskozimetrom je bila
opravljenas 1,5%raztopinamiv citratno-fosfatnem pufru (pH=2,4 ali 7). Privseh heteropolisaharidih
smo opazili psevdoplasticnost. Za razliko od heteropolisaharidov A. pomorum in K. oboediens,
ki so kazali obnasanje znacilno za viskoelasti¢ne trdnine, je heteropolisaharid iz A. aceti tvoril
viskoelasti¢no tekocino. Najvecjo viskoznost in viskoelasti¢nost smo opazili pri heteropolisaharidu
seva K. oboediens, ki kaze reoloSke podobnosti s ksantanom. Te lastnosti nakazujejo, da je ta
heteropolisaharid zanimiv za uporabo v industriji.

Kljucne besede: ocetnokislinske bakterije; zunajceli¢ni heteropolisaharidi; viskoelasti¢nost
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Izsek kolonije ¢rne kvasovke Hortaea werneckii iz solin (levo zgoraj, pod stereomikroskopom). Plodisce pepelaste plesni Erysiphe s povrsine
lista hrasta (desno zgoraj, mikroskopija v temnem polju; povecava: 400 X). Aspergillus destruens obarvan s fluorescentnimi barvili (v sredini,
opti¢na mikroskopija s fluorescenco; povecava: 400 X). Izsek kulture Penicillium claviforme (spodaj, pod stereomikroskopom). Slike so nastale
na Oddelku za biologijo, BF UL (Polona Zalar, Mitja Gajsek).
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Dva nova rodova bazidiomicetnih gliv iz svalbardskih in grenlandskih
ledenikov: Callizyma gen. nov. in Psychromyces gen. nov.
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V okviru preucevanja raznolikosti gliv na grenlandski ledeni plosci, na obmodju temnega ledu in
na ledenikih na Svalbardu (Arktika), sso osamili kvasovke iz snega, Cistega in temnega ledeniskega
ledu, ledeniske vode in kriokonitnih lukenj. Potrdili smo, da bazidiomicetne kvasovke v polarnih
obmodjih previadujejo nad askomicetnimi kvasovkami. Med bazidiomicetnimi kvasovkami
so previadovale tri filogenetsko sorodne skupine sevov, ki so predstavljale tako polovico vseh
osamljenih sevov kot tudi polovico vseh bazidiomicetnih kvasovk dolo¢enih na osnovi NGS analize
ITS2 v celokupni okoljski DNA. Na osnovi poravnav zaporedij ribosomskih in gospodinjskih genov
smo opravili filogenetske analize in ugotovili, da predstavljajo Se neopisane psihrofilne vrste.
Predlagali smo dva za znanost nova rodova: Callizyma in Psychromyces. Rodova, ki se v glivnem
deblu Basidiomycota uvrscata v poddeblo Pucciniomycotina in razred Microbotryomyces, sta i
filogenetsko tesno sorodna in obsegata tri nove vrste: Callizyma arctica, Callizyma psychrophila in
Psychromyces glacialis.

Sevi novih vrst kvasovke rastejo izredno pocasi, pri temperaturah med 5 in 15 °C, predvsem na
celice so polne vkljuckov. Njihove morfoloske znacilnosti smo proucili s pomocjo gojenja,
mikroskopije in krizanja z namenom dolocitve zmoznosti spolnega razmnozevanja. Asimilacijo
razli¢nih virov ogljika in dusika smo proucili klasi¢no, z APl 20C AUX ter Biolog testi (YT, PMA).
Zaradi psihrofilne, in oligotrofne narave sevov, pocasne rasti in potencialne odvisnosti od
prisotnosti ledeniskih alg v njihovem naravnem okolju, smo se na nivoju dolocevanja asimilacijskih
sposobnosti soodili s tehni¢nimi tezavami. Zgoraj omenjeni komercialni testi niso primerni
za dolge case inkubacije, kar vodi do lazno pozitivnih rezultatov. S pomocjo dodatnih analize
(Biolog PM5) smo pri nekaterih sevih ugotovili avksotrofnost, saj potrebujejo dodatek specificnih
prekurzorjev za aminokisline in vitamine. To pri¢a o tesni povezavi mikroorganizmov v mikrobni
zdruzbi, ki je prilagojena na Zivljenje v enem najbolj ekstremih okolij na Zemlji.

Klju¢ne besede: kvasovka; psihrofili; ledeniski led
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Metagenomska analiza virusne raznolikosti v vzorcih jamskih voda

Katarina Bac¢nik'2, Denis Kutnjak', Monika Novak Babic¢?, Martina Turk®, Rok Kostanjsek?, Polona Zalar?, Cene
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Virusi v vodnih okoljih so bili v zadnjem desetletju intenzivno preucevani, vendar pa virusi v jamskih
vodah ostajajo slabo opisani. Cilj raziskave je bila karakterizacija viroma vode vzorcene v razli¢nih
jamah, v katerih Zivijo tudi predstavniki vrste Proteus anguinus oziroma ¢loveske ribice. Predstavniki
dvozivk, ki zivijo v tako obcutljivih vodnih okoljih, so izpostavljeni Stevilnim povzrociteljem
bolezni, vklju¢no z virusi. Vzorci jamske vode (5 L) iz sedmih razli¢nih lokacij po Sloveniji so bili
najprej koncentrirani z uporabo CIM monolitne kromatografije, metode ki uc¢inkovito koncentrira
viruse iz vecjih volumnov vodnih vzorcev. Z metodami visokozmogljivega sekvenciranja smo
pridobili sekvencne podatke, ki smo jih analizirali oziroma primerjali z bazo podatkov vseh
znanih proteinskih zaporedij in jih taksonomsko klasificirali. Virusne sekvence, ki so se klasificirale
kot bakteriofagi iz reda Caudovirales so bile najbolj pogosto zastopane v vseh vzorcih jamske
vode. Veliki DNA virusi (Nucleocytoplasmic large DNA viruses) iz druzin Asfarviridae, Iridoviridae,
Mimiviridae, Phycodnaviridae so bili prav tako pogosto zastopani, skupaj z virofagi (Lavidaviridae),
ki za okuzbo potrebujejo pristnost velikih DNA virusov. ssDNA bakteriofagi iz druZin Inoviridae
in Microviridae ter evkariontski CRESS (circular Rep-encoding single-strand) DNA virusi so bili
prav tako prisotni v vecini vzorcev. Sekvence ssRNA rastlinskih virusov so bile bolj zastopane v
nekaterih vzorcih iz bolj kmetijsko obremenjenih lokacij. S tar¢no detekcijo (qQPCR) nismo ugotovili
prisotnosti ranavirusov (druzina Iridoviridae), pomembnih virusnih povzrociteljev bolezni pri
dvozivkah. Ranavirusov prav tako nismo zaznali v metagenomski analizi vzorcev jamske vode.
Rezultati opisane Studije predstavljajo vpogled v virom jamskih vod in opisujejo najpogostejse
predstavnike virusov v podzemnih jamskih vodah ter izpostavijo razlike v prisotnosti patogenov
oziroma virusnih indikatorjev zaznanih na razli¢nih lokacijah.

Klju¢ne besede: virom; jamske vode; metagenomska analiza
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Evolucija socialnih interakcij med roji sevov B. subtilis
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Rojeci sevi Bacillus subtilis lahko razlikujejo med bolj in manj sorodnimi sevi, kar poimenujemo
sorodstveno razlikovanje (KD). Med roji manj sorodnih »non-kin« sevov prihaja do nastanka
mejnih linij, a roji bolj sorodnih »kin« sevov se zdruzujejo. Med roji sevov lahko prihaja tudi do
izmenjave DNA, kar omogoca povecanje raznolikosti. Ni pa Se znano, kako socialne interakcije
vplivajo na frekvenco izmenjave DNA med roji sevov in kako le ta vpliva na razvoj novih tipov
KD. Zato smo na obmodju srecanja rojev ugotavljali frekvenco izmenjave DNA med »kin« oz.
»non-kin« sevi, pri cemer smo ugotovili, da je frekvenca izmenjave DNA pogostejsa na obmodju
sreCanja »nonkin« rojev, kar ni posledica povecane koncentracije DNA zaradi antagonizma med
»non-kin« sevi na obmodju mejnih linij, temvec so razlog spremembe v izrazanju kompetencnih
genov za transformacijo. Kako razlike v frekvenci transformacije in interakcije vplivajo na evolucijo
interakcij smo ugotavljali s periodi¢nim izpostavljanjem rojecega seva PS-216 stiku z roji »kin«
ali »non-kin« sevov. Preverjali smo vpliv stika na razvoj novih sevov s spremenjenim tipom KD
glede na starSevski sev PS-216 (pojav linije med novo evolviranim sevom in starSevskim sevom
PS-216). Vendar nismo opazili vpliva povisane frekvence transformacije na pojav novih tipov
KD. Transformacija ima pomembno viogo pri bakterijski evoluciji, saj s pridobivanjem novih
genov omogoca hitro prilagajanje na nove ekoloske niSe in prevlado nad drugimi sevi, vendar
v primeru evolucije socialnih interakcij verjetno prevladujejo spontane mutacije, ki omogocajo
postopno prilagajanje in imajo morda pomembnejso viogo pri kompenzaciji negativnih ucinkov
novo pridobljenih genov. Razumevanje evolucije socialnih interakcij je klju¢nega pomena pri
obvladovanju Sirjenja odpornost proti antibiotikom, patogenih bakterij, okoljske problematike in
biotehnoloskih procesov.

Klju¢ne besede: Bacillus subtilis; sorodstveno razlikovanje; evolucija
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Primerjava fenotipskih lastnosti sevov oportuno patogene glive
Aureobasidium melanogenum in sorodnih vrst
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Biotehniska fakulteta, Ve¢na pot 111, 1000 Ljubljana
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Aureobasidium melanogenum spada med poliekstremofilne ¢rne kvasovke, saj lahko preZivi tako
v slanih (do 3.0 M NaCl), bazi¢nih in kislih (pH 3-10), hladnih (4 °C) in toplih (37 °C) okoljih kot tudi
pri oligotrofnih pogojih. Pomembna je iz medicinskega stalid¢a, saj gre za eno izmed porajajocih
se oportunisti¢nih gliv, ki okuzuje predvsem imunsko kompromitirane osebe. Vrste, sorodne A.
melanogenum, so vrsta A. pullulans, katere sevi se biotehnolosko uporabljajo za biokontrolo okuzb
sadja, vrsta A. subglaciale, ki je pomemben predstavnik gliv v polarnih okoljih, ter vrsta A. namibiae,
ki naseljuje puscavski pesek. Za razliko od A. melanogenum te vrste niso znane kot oportunisti¢ni
patogeni. V okviru raziskave smo Zeleli dolociti fenotipske lastnosti, ki loCujejo patogeno vrsto A.
melanogenum od nepatogenih vrst.

Med seboj smo primerjali lastnosti 50 razlicnih sevov vrste A. melanogenum, osamljenih iz
razlicnih okolij, vse od vodovodne vode do pomivalnih strojev, ki smo jih dodatno primerjali s sevi
ostalih, zgoraj omenjenih, vrst rodu Aureobasidium. Dolocali smmo zmoznost rasti pri temperaturi
37 °C, sposobnost hemolize in produkcije sideroforov, sposobnost rasti na razli¢nih humanih
nevrotransmitorjih ter zmoznost rasti na razli¢nih ogljikovodikih kot edinem viru ogljika. Ugotovili
smo, da obstajajo pomembne razlike med posameznimi sevi vrste A. melanogenum glede
sposobnosti rasti na razli¢nih ogljikovodikih ter zmoznosti asimilacije razli¢nih nevrotransmitorjev.
Primerjava lastnosti A. melanogenum in drugih vrst iz rodu Aureobasidium pa je izpostavila kot
glavno razliko termotoleranco oz. sposobnost rasti pri telesni temperaturi cloveka, ki je tudi glavni
indikator potencialne patogenosti za ¢loveka.

Klju¢ne besede: Aureobasidium melanogenum; oportunisti¢ni patogen; ekstremofilne glive
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Proucevanje raznolikosti in zivosti glivne zdruzbe na slikah na platnu

Mitja Gajsek, Martina Turk, Polona Zalar

Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, Ve¢na pot 111, 1000 Ljubljana

polona.zalar@bf.uni-lj.si

Stare umetniske slike so pogosto okuzene s plesnimi, ki se skupaj s prahom in drugimi okoljskimi
necisto¢ami nalagajo na slike. Ob ugodnih mikroklimatskih pogojih in prisotnosti organskih
materialov se plesni na slikah razrasc¢ajo, biokemijsko razgrajujejo snovi in povzro¢ajo mehanske
poskodbe. Posledi¢ne estetske spremembe, vidne kot obarvanje ali razbarvanje, zmanjsajo
vrednost umetnin in ogrozijo njihov obstoj. Odkrivanje in prepoznavanje okuzb s plesnimi na
slikah je torej za ohranjanje tovrstne kulturne dedis¢ine izrednega pomena. Omejitev in izziv
dela na umetninah so minimalne velikosti vzorcev za analizo in neinvazivnost metod odvzema.
Tezavo predstavlja tudi razlikovanje med Zivimi, metabolno aktivnimi ali dormantnimi celicami
gliv ter mrtvimi celicami gliv, ki predstavljajo preteklo okuzbo.

V' okviru projekta smo se osredotocili na: (i) vizualizacijo kontaminacije, (ii) diverziteto
kontaminantnih gliv in (jii) kvantifikacijo glivne okuzbe. Viabilnost gliv na slikah smo dolocali z
barvanjem Zivo/mrtvo, Live/Dead Yeast Viability (Termofischer Scientific), na vzorcih odtisnjenih
na lepilni trak (vizualizacija Zivih in mrtvih celic). Za dolocitev glivne diverzitete smo uporabili
DNA, brez dodatne obdelave, kar omogoca detekcijo celokupne zdruzbe (Zive in mrtve celice)
ter s predobdelavo celic s propidijevim monazidom PMA (Biotium), kar omogoca detekcijo Zive
zdruzbe. Kvantifikacijo okuzbe smo ocenili z uporabo gPCR na osnovi beta aktinskega gena.

Detekcija gliv na osnovi flurescentnega barvila kalkofluor belo omogoca uspedno vizualizacijo,
tezavo predstavljajo melanizirane glive, ki jih lahko spregledamo, zato je nujna tudi vizulizacija
pod vidno svetlobo. Barvilo Fun1 ne oznacuje nedvoumno le zZivih celic, saj pride tudi pri mrtvih
celicah do izrazanja difuzno rdecega barvila. Na vidno okuzenih delih slik smo mikroskopsko, pa
tudi z gojitvenimi in NGS tehnikami prepoznali in identificirali predvsem kserofilne predstavnike
rodov Aspergillus (sekciji versicolor, restricti), Cladosporium in Penicillium.

Klju¢ne besede: NGS sekvenciranje; gPCR; fluorescenca
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Globalna biotska raznovrstnost tal in ekosistemske storitve tal - kako
dobro jih poznamo?
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Tla predstavljajo pomemben vir globalne biotske raznovrstnostiin ekosistemskih funkcij. Trenutno
poznavanje razporejanja in makroekologije talnih (mikro)organizmov je klju¢no, tako s stalis¢a
potencialnih funkcij, kot tudi za ustrezna prizadevanja za njihovo ohranjanje ter upravljanje
njihovih potencialnih uporab.

Za boljse razumevanje trenutnega vedenja in objavljenih znanj o biotski raznovrstnosti tal, in
zlasti za namen prepoznavanje vrzeli v razpoloZljivih informacijah, smo v Studiji analizirali literature
podatke za 17186 vzor¢nih mest po vsem svetu in na vseh kontinentih. Primerjali smo geografsko
in ekolosko porazdelitev vzorcnih mest in ugotavljali v kolikSni meri so za posamezno vzor¢no
mesto na voljo podatki o biotski raznovrstnosti in/ali ekosistemskih funkcijah tarénih skupin talne
biote.

V analizi smo odkrili bistvene vrzeli v poznavanju vseh taksonomskih in funkcionalnih skupin
talnih organizmov, v njihovi prostorski in ekoloski razporeditvi, ter popolno odsotnost podatkov
pridobljenih v ¢asovni vrsti. Pri primerjavi podatkov biotske raznovrstnosti in ekosistemskih
funkcijah tal smo ugotovili, da le 0,3% vseh Studij oziroma vzor¢nih mest vkljucuje oba vidika
pestrosti, in Se v teh primerih so avtorji analizirali razlicne taksonomske in funkcionalne skupin
organizmov. Po pri¢akovanju je pretezni del Studij omejen na podrocja Evrope, Severne Amerike
in JV Azije, medtem ko nekatera obmodja s prepoznano visoko biotsko raznovrstnostjo (t.i.
megadiverse spots) z vidika poznavanja biotske raznovrstnosti in ekosistemskih funkcij se vedno
popolna neraziskana. Na podlagi izvedene metanalize lahko izpeljemo tudi prednostne naloge
in cilina podro¢ja raziskovanja talne biotske raznovrstnosti in ekosistemskih funkcij za boljso
podporo in razsiritev makroekoloskih raziskav tal.

Klju¢ne besede: biotska raznovrstnost tal; delovanje ekosistema; metaanaliza; globalni pogled

Guerra, CA, Heintz-Buschart, A, Sikorski, J. et al. Blind spots in global soil biodiversity and
ecosystem function research. Nat Commun 11, 3870 (2020). https://doi.org/10.1038/541467-020-
17688-2
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Bakteriofagi predstavljajo pomembno, a zapostavljeno komponento crevesne mikrobiote.
Majhno Stevilo izoliranih in opisanih predstavnikov mocno otezuje analize metagenomskih studij
Crevesnih viromov. Izolacija novih Crevesnih bakteriofagov je tako klju¢na za razumevanje te
kompleksne zdruzbe.

Z metodo dvojnega agarja smo izolirali tiri revesne bakteriofage, jin karakterizirali in dolocili
nabor gostiteljev. Izoliranim fagom in gostiteljskim bakterijskim sevom smo dolocili celotno
sekvenco genoma.

Izolirani bakteriofagi sodijo v druzino repatih bakteriofagov Siphoviridae in pripadajo novemu
virusnemurodu—Bacuni.Conelize so povzrocalipritrehrazlicnih vrstah bakteroidesov,namnozevali
pa smo jih lahko le na sevih Bacteroides uniformis. Predstavljajo prve liticne bakteriofage, genomi
katerih kodirajo »retroelemente, ki generirajo diverzitetok, tako imenovane DGR-je (diversity
generating retroelements). Te regije prispevajo k fagni adaptaciji na spreminjajoce se okoljske
dejavnike in pripomorejo k Sirsemu naboru gostiteljev. Podobnost Bacuni fagov na nukleotidni
ravni je 99,83%, a kljub temu okuzijo razlicne seve B. uniformis. Pokazali smo, da na tropizem
Bacuni fagov najbrz vpliva preplet sekvencnih variacij v fagnih vezavnih proteinih, ki jih povzroca
DGR, in mutacij v membranskih proteinih gostitelja. V obstoje¢ih podatkovnih bazah smo nasli
profage v genomih bakterij rodu Prevotella sp. in B. acidifaciens, ki se na aminokislinskem nivoju
z Bacuni fagi ujemajo v 85%, v vec kot polovici genoma. Navkljub pogostosti rodu Bacteroides
v ¢revesni mikrobioti, smo Bacuni fage zaznale le v redkih objavljenih ¢revesnih metagenomih.

Fagi izolirani v tej Studiji, ki predstavljajo nov rod, so prvi primer fagov gostitelja B. uniformis in so
eni izmed redkih liticnih fagov izoliranih iz prebavnega ekosistema ter prvi liticni fagi z DGR.

Klju¢ne besede: Bacteroides; bakteriofag; DGR (Diversity Generating Retroelement)
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Izolacija in identifikacija bakterij in gliv iz Triglavskega ledenika in
ledenika pod Skuto

Masa Jarci¢', Polona Zalar?, Nina Gunde-Cimerman?

! Fakulteta za naravoslovje in matematiko, Koroska cesta 160, 2000 Maribor
2 Biotehniska fakulteta, Jamnikarjeva 101, 1000 Ljubljana

Masa jarcic@gmail.com

Dolgo je veljalo, da so ledeniki asepticna okolja. Danes vemo, da ledeniki predstavljajo
pomemben rezervoar bioloske aktivnosti. Naseljujejo jih raznovrstni mikroorganizmi, od bakterij,
arhej, gliv do mikroalg. V svetovnem merilu so bili raziskani predvsem polarni ledeniki, nekaj pa
tudi gorskih, predvsem alpskih ledenikov. Slovenski ledeniki so bili doslej povsem nepreuceni.
Nasa raziskava je bila osredotocena na raziskovanje mikrobnih zdruzb obeh slovenskih ledenikov,
Triglava in Skute, ki se zaradi globalnega segrevanja vedno bolj krcita in bosta po predvidevanjih
v naslednjih letih izginila. VzorCenje ledu je potekalo septembra 2018. Vzorci so bili preneseni
v laboratorij, asepti¢no staljeni in filtrirani preko membranskih filtrov in inkubirani na razli¢nih
glivne in bakterijske filogenetske oznacevalce ter sekvencirali pomnozke. Izolirane bakterije so
bile identificirane do nivoja vrste na osnovi nukleotidnih sekvenc 16S rRNA, izolirane glive so bile
identificirane do nivoja vrst na osnovi pomnozevanja genskih regij ITS, gena za aktin (ACT), beta
tubulin (BTB) in D1/D2 domene velike ribosomske podenote (LSU).

Iz Triglavskega ledenika smo celokupno izolirali 45 bakterijskih sevov, iz dvanajstih rodov:
Cryobacterium, Duganella, Flavobacterium, Mesorhizobium, Glacimonas, Janthinobacterium,
Mucilaginibacter, Pedobacter, Polaromonas, Pseudoarthrobacter, Pseudomonas, Serratia. 1z ledenika
Skuta smo uspesno izolirali 51 bakterijskih sevov, iz desetih rodov: Bacillus, Bosea, Brevundimonas,
Devosia, Flavobacterium, lodobacter, Janthinobacterium, Pedobacter, Pseudomonas, Xylophilus. 1z
triglavskega ledenika smo izolirali 57 gliv, iz enajstih rodov: Alternaria, Arthrinium, Cladosporium,
Cryptococcus,  Filobasidium, — Goffeauzyma, Microstroma, Mucor,  Penicillium, — Sarocladium,
Visniacozyma. 1z ledenika Skuta smo izolirali 36 gliv, iz osmih rodov: Bulleromyces, Cladosporium,
Epicoccum, Goffeauzyma, Mucor, Penicillium, Peniophora, Trametes.

Stevilni mikroorganizmi, ki so se tisoc¢letja razvijali v izoliranih ledeniskih okoljih, se s taljenjem ledu
sproscajo v okolje in pomembno vplivajo na biogeokemicne procese in mikrobno biodiverziteto
mezofilnih okolij s $e neznanimi posledicami.

Klju¢ne besede: psihrofilni; psihrotolerantni mikroorganizmi; triglavski ledenik
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Viskoelasticne lastnosti novo nastajajocih peliklov bakterije Bacillus
subtilis na interfazi tekocina/zrak
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Bakterijski biofilmi predstavljajo velik gospodarski problem v medicini, industriji in okolju. Bakterija
Bacillus subtilis lahko tvori biofilm na trdnih povrsinah kot tudi v tekocinah. V tekocih kulturah se
celice na stiku tekocine in zraka povezejo v vecceli¢no strukturo imenovano pelikel. Mehanske
lastnosti peliklov niso poznane. V tem delu smo z uporabo modularnega oscilacijskega reometra
ininterfaznih merilnih sistemov spremljali razlike v mehanskih lastnostih novo nastajajocih peliklov
divjega tipa B. subtilis seva PS-216 ter razlicnih mutant seva, ki imajo znacilen vpliv na formacijo
le-teh. Dolocili smo modul elasti¢nosti in viskoznosti. V kombinaciji s fluorescentno mikroskopijo
smo dolocili ¢asovni okvir nastanka in propada pelikla. Rezultati kazejo, da spremenjena genska
ekspresija zunajceli¢nih komponent matriksa znacilno vpliva na mehanske lastnosti med fazo
rasti in zorenja peliklov, medtem ko na zacetek nastanka in propad nima tako velikega vpliva. Med
izbranimi vzorci se mocno razlikuje debelina in morfologija nastalega pelikla. Kohezivna trdnost
pelikla, ki je izrazena preko elasticnega modula, se med razvojem biofilma zelo spreminja in se
odvisno od faze razvoja lahko bistveno poveca ali zmanjsa.

Klju¢ne besede: interfazna reologija; Bacillus subtilis; pelikel
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Crna zilavka kapusnic (Xanthomonas campestris pv. campestris) v Sloveniji:
sprememba patogena?
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Crna Zilavka kapusnic je gospodarsko pomembna bakterijska bolezen kapusnic (zelje, cvetaca,
koleraba, ohrovt), ki se prenasa s semenom in jo povzrocajo bakterije Xanthomonas campestris
pv. campestris (Xcc). Nanjo so obcutljive Stevilne sorte zelja, med njimi tudi avtohtona sorta
varazdinsko zelje.

Bakterija v rastlino vstopa skozi hidatode ob listnih robovih, od mesta okuzbe pa se Siri v rastlini
po prevodnem sistemu. Sprva pri¢nejo odmirati zunaniji listi in ko bakterija doseze steblo odmrejo
tudi osr¢ja zeljnih glav. Se pred 30 leti v Sloveniji to ni bila pomembna bolezen, medtem ko
je danes ena najpomembnejsih. So se v tem Casu spremenili okoljski pogoiji ali se je spremenil
patogen ali gostitelj?

Vemo, da Xcc ni homogena temvec iziemno heterogena skupina razdeljena na razlicne fizioloske
rase, serotipe in genotipe. V Sloveniji je patogen razsirjen, a podatkov o zastopanosti omenjenih
skupin ni. V letu 2020 smo na Kmetijskem institutu Slovenije priceli sodelovati s pridelovalci
kapusnic zaradi vse vedjih izgub pridelka v letih 2015-2019. Razumevanje epidemioloske slike je
prvi korak za razumevanje bolezni in njenih posledic, za kar pa je potrebno dobro poznavanje
treh klju¢nih dejavnikov: patogena, gostitelja in okolja. Pri tem pa so Se posebej kriticne tocke
primarni vir patogena, njegova raznolikost, nacin vzgoje sadik, sortni izbor kapusnic in izbor/
izvajanje kolobarja.

Z zbiranjem podatkov o stanju v Sloveniji smo priceli letos in jih bomo zbirali Se v naslednjih
letih. V okviru Studije bomo identificirali najpogostejse povzrocitelje ¢rne Zilavke, ter na podlagi
nukleotidnega zaporedja ohranjenih genov ocenili raznolikost izolatov Xcc, ki so pri nas razsirjeni.
Iz objav je namrel razvidno, da se v svetu vedno pogosteje pojavljajo sevi Xcc sposobni
povzro¢anja bolezni na odpornih sortah. Izvor agresivnejsih sevov Xcc je najverjetneje okuzen
semenski material. Rezultati raziskave nam bodo sluZili za pripravo usmerjenega reSevanja in
obvladovanja te pomembne bolezni kapusnic v Sloveniji.

Kljucne besede: ¢rna zilavka; epidemiologija; Xanthomonas
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Analiza vode za namakanje v proizvodnji paradiznika v Sloveniji in Srbiji
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Kot posledica skodljivcev in bolezni rastlin letno izgubimo priblizno 40 % pridelka. Eden od
pomembnih povzrociteljev bolezni rastlin so virusi, za katere vemo, da se lahko prenasajo tudi
z vodo. Zato je potrebno, da poskusamo razumeti viogo vode pri prenosu Vvirusov v povezavi
z ekonomsko pomembnimi rastlinami. Vendar pa voda predstavlja zahteven matriks za analizo
prisotnosti virusov in njihovih nukleinskih kislin, saj so v vodi prisotne razlicne kontaminante,
koncentracije virusov pa so nizke. Stevilni postopki nam lahko pomagajo pri analizi zahtevnih
vodni vzorcev in omejitvah, s katerimi se sreCujemo od vzorcenja vode do visokozmogljivega
sekvanciranja. Viruse smo z uporabo CIM™ monolitne kromatografije iz zacetnih 5 L vzorca
skoncentrirali v 25 mL, nato pa smo iz koncentratov izolirali RNA. Pred pripravo knjiznice smo
izvedli dodaten korak naklju¢ne preamplifikacije, ki poveca koli¢ino nukleinskih kislin v vzorcu.
Za sekvenciranje vzorcev vode smo uporabili lllumina MiSeq platformo, ki zagotavlja netar¢no
zaznavanje rastlinskih (RNA) virusov. Z uporabo opisane metodologije smo analizirali 15
vzorcev vode iz 7 lokacij v Sloveniji in dveh lokacij v Srbiji. Voda je bila uporabljena oziroma
posredno povezana z namakalnimi sistemi za gojenje paradiznikov v rastlinjakih. Prvi rezultati so
pokazali prisotnost stevilnih druzin rastlinskih virusov (Bromoviridae, Tombusviridae, Virgaviridae,
idr) z nekaterimi izstopajocimi virusnimi vrstami (npr. virus mozaika paradiznika), vklju¢no s
pomembnimi rastlinskimi patogeni in virusi na seznamu karantenskih skodljivih organizmov. V
nekaterih vzorcih smo zaznali tudi sekvence, ki potencialno predstavljajo nove virusne vrste. Za
njihovo dolocitev pa bodo potrebne dodatne analize.

Klju¢ne besede: voda za namakanje; rastlinski virusi; paradiznik
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Mikrobioloska zbirka Ex (IC Mycosmo)
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Mikrobioloska zbirka Ex predstavlja pomemben integralni del infrastrukturnega centra Mycosmo,
ki deluje v okviru MRIC UL. Zbirka Ex, ki je bila ustanovljena leta 1998, se nahaja na Oddelku za
biologijo Biotehniske fakultete UL. Zbirka trenutno obsega 15400 sevov gliv, 6100 sevov bakterij, 50
sevov arhej in 9 sevov alg. Velika vecina sevov je javno dostopna. Podatki o kulturah so objavljeni
v katalogu sevov na spletni strani (http.//www.ex-genebank.com/), ki se sproti dopolnjuje. Za
vodenje podatkov o sevih uporabljamo prav za zbirko Ex prirejen racunalniski program Biotree.

Zbirka Ex je edinstvena v svetovnem merilu, ker je specializirana na ekstremofilne glive, ki so bile
tekom let osamljene iz razli¢nih skrajnostnih okolij. Prevladujejo izredno hladna okolja polarnih in
visokogorskih ledenikov in ledenih plos¢, sneg, morska voda in izjiemno slana okolja solarnih solin
ter slanih jezer. Sevi ekstremofilnih gliv so bili osamljeni tudi iz vrocih in hladnih puscav, okolice
gejzirjev, morskih globin ter s hranilnimi snovmi izredno revnih okolij, kot so kamnine in voda.
V zadnjih letih smo zbirko Ex obogatili Se s sevi osamljenimi iz ekstremnih okolij nasih domov,
predvsem iz gospodinjskih naprav in kuhinj. Izvedli smo obseZzno vzorcenje predmetov kulturne
dedis¢ine in vzorcenje endemitske cloveske ribice.

Poglavitna naloga mikrobioloske zbirke Ex je, poleg osamitve mikroorganizmov, tudi identifikacija
in shranjevanje mikroorganizmov na genetsko stabilen nacin. Kulture so shranjene predvsem v
V letu 2020 bomo uvedli nov, dodaten nacin trajnega shranjevanja kultur z liofilizacijo. Vecina
kultur v Ex je identificirana na osnovi molekularnih karakteristik. Zbirka Ex nudi naro¢nikom
razli¢ne usluge: varno shranjevanje sevov na osnovi zaupne pogodbe, osamitev in identifikacijo
mikroorganizmov po narocilu ter izvedbo razli¢nih analiz v sklopu IC Mycosmo.

Klju¢ne besede: Mycosmo; mikrobioloska zbirka Ex; ekstremofili
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Virusi vinske trte v Sloveniji - stari in novi znanci
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Vinska trta je ena najstarejsih udomacenih rastlin, ki so jo gaojili ze okrog 6.000 do 8.000 let
p.n.5. Danes imamo v svetu ze ve¢ kot 10.000 sort pridobljenih z Zlahtnjenjem. Dolga Zivljenjska
doba vinske trte in vegetativno razmnozevanje sta razlog za kopicenje virusov v vinski trti, zato
v rastlinah obicajno zaznavamo socasne okuzbe z vec virusi. Take meSane okuzbe omogocajo
interakcije med virusi, tudi sinergisticne, posledi¢no pa zato mocnejSe izrazanje bolezenskih
znamenj in pojav hujsih oblik bolezni.

Kljub temu, da nas trta spremlja Ze tako dolgo, pa so Sele na zacetku 20. stoletja predvidevali, da
so vzrok nekaterih bolezni vinske trte lahko virusi. Prvi opis virusa vinske trte, virusa pahljacavosti
listov vinske trte (GFLV) pa je sledil Sele leta 1960. GFLV je verjetno najpomembnejsi virus vinske
trte v svetu, sledijo pa mu virusi, povezani z boleznijo zvijanja listov vinske trte. Tudi v Sloveniji
sta bolezni, ki ju povzrocajo ti virusi, najpomembnejsi. V zadnjih dveh letih namre¢ opazamo v
pridelavi vse vel tezav z mo¢no zmanjsano rodnostjo kot posledico okuzbe z GFLV.

Po letu 2000 smo v Sloveniji zaceli opazati Se dve bolezni na vinski trti, ki sta kazali na mozno
vzroCno povezavo z virusi. Pri prvi smo opazili znacilne linijske vzorce na listih pri sorti Laski
rizling. Gre za okuzbo z virusom grmicavosti in pritlikavosti malinjaka (RBDV), ki je moc¢no razsirjen
virus na malinah in robidah, razsirjen pa je predvsem v Podravju in Posavju, zelo omejeno pa na
Primorskem. Druga bolezen pa se kaze kot moc¢na zakrnelost in deformacije listov vinske trte.
Identifikacijo povzrocitelja te bolezni pa je prinesla Sele tehnologija sekvenciranja naslednje
generacije (NGS/HTYS).

Dolgoletne raziskave in diagnostika virusov vinske trte, ki potekajo v naSem laboratoriju, sta
financirali Agencija za raziskovalno dejavnost RS in Uprava za varno hrano, veterinarstvo in varstvo
rastlin RS.

Kljucne besede: GFLV; RBDV; diagnostika
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Tako kot vsa Ziva bitja tudi rastline ogrozajo razli¢ni skodljivi organizmi. Stevilni povzrocitelji
bolezni in Skodljivci negativno vplivajo na vitalnost rastlin, njihovo rast in razvoj, zmanjsujejo
odpornost na razli¢ne stresne dejavnike ter koli¢ino in kakovost pridelka. Vse to je pomembno
za zagotavljanje prehranske varnosti drzav in dostopnost kakovostne hrane. Zaradi rastlinskih
bolezni in Skodljivcev vsako leto izgubimo do 40 odstotkov svetovnih prehranskih pridelkov.

Z razmahom globalne mednarodne trgovine, mnozi¢nih migracij in transporta se povecuje
moznost nenamernega vnosa skodljivin organizmov na obmodja, kjer le-ti niso prisotni. Tam
se lahko ti organizmi nenadzorovano razsirijo in povzrocijo veliko gospodarsko skodo. Tudi za
Slovenijo je zato pomembno spremljanje morebitnega vnosa novega skodljivega organizma, saj
lahko le z zgodnjim in odlo¢nim ukrepanjem njihov pojav zajezimo in izkoreninimo.

Po drugi strani pa klimatske spremembe omogocajo Sirjenje ze znanih gospodarsko pomembnih
skodljivih organizmov na nova obmodja, spremenjeni okoljski dejavniki pa pogosto zmanjSujejo
odpornost rastlin na te ze znane bolezniin skodljivce. Posledicno se v kmetijski pridelavi pogosteje
srecujemo s Skodljivimi organizmi, ki pred desetletji sploh niso veljali za problematicne.

Generalna skup$c¢ina Zdruzenih narodov je leto 2020 razglasila za Mednarodno leto zdravja
rastlin. Aktivnosti, ki v okviru tega projekta potekajo tudi v Sloveniji so namenjene ozavesc¢anju
javnosti o pomenu zdravja rastlin, pridelavi kakovostne in zdrave hrane, pridelave hrane na
okoljsko sprejemljiv nacin ter o pomenu odgovornega obnasanja ob vraanju s potovanj po
svetu ali naroCanju semen in sadik preko interneta. Tudi turisticna potovanja so namre¢ lahko
pomemben vir vnosa novih Skodljivih organizmov v drzavo, njihovega Sirjenja in posledi¢no
velike gospodarske Skode.

Kljucne besede: zdravje rastlin; kakovost hrane; skodljivi organizmi
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Bakterija Escherichia coli je pogojno patogeni prebivalec Crevesa toplokrvnih Zivali, in ljudi, v
jamah pa je lahko indikator fekalno onesnaZene kraske vode in zunanjega vnosa z obiskovalci
oziroma zivalmi. Vecina sevov E. coli je nenevarnih, Ce pa imajo sevi v svojem genomu gene z
zapisi za dejavnike virulence pa lahko pri cloveku in Zivalih povzrocijo bolj ali manj tezke okuzbe.
V okviru raziskovalnega dela smo analizirali 75 neklonalnih izolatov E. coli, ki so jih na Institutu
za raziskovanje krasa ZRC SAZU v letih od 2017 do 2019 izolirali iz brisov pohodnih povrsin (47)
in iz netopirskega gvana (28) v kraskih jam v Sloveniji (Postojnska jama, Predjama, Skocjanske
jame, Zupanova jama). Za vse izolate smo izdelali profile ERIGPCR in jih uvrstili v filogenetske
skupine. Z metodo PCR smo preverili prisotnost 37 razlicnih genov za dejavnike virulence in gene
z zapisi za razlicne betalaktamaze ter uvrstitev sevov v sekvencne skupine ST69, ST73, ST95 in
ST131. Ugotovili smo, da se najvec sevoy, izoliranih iz kontaktnih povrsin uvrs¢a v skupino BT,
sledijo pa skupine B2, D in A. Med izolati iz gvana pa jih je bilo najvec iz skupin B2 in D, najmanj
pa iz skupine AV obeh skupinah izolatov, tako iz gvana kot povrsin, smo ugotovili prisotnost
relativno visokega deleZa nekaterih genov za pomembne dejavnike virulence (fluA, vat, hlyF usp,
iss, fyuA, iroN, sitA, kpsMTIl in hlyF). Statisticno znacilne razlike med skupinama pa smo potrdili
za prisotnost genov vat, iss in kpsMTI. Na podlagi primerjanih genotipov za posamezne izolate,
ugotavljamo, da je znaten delez E. colj, izoliranih iz jam, potencialno patogenih, da imajo sevi iz
gvana ve¢ pomembnih genov za dejavnike virulence, in da sevi iz gvana niso enaki sevom, ki so
bili izolirani iz pohodnih povrsin. Vnos slednjih lahko poteka preko fekalno kontaminiranih vod ali
z obiskovalci jam. Delez odpornih izolatov proti testiranim antibiotikom je bil nizek.

Kljucne besede: Escherichia coli; dejavniki virulence; kraske jame
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Glive v pesku plaz - diverziteta in potencialni vpliv na zdravje
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Ljudje vseh starostnih skupin namenjamo del ¢asa pocitku in rekreaciji. Med priljubljenimi
lokacijami so pescene plaze, kjer smo izpostavljeni tudi najrazli¢nejSim mikroorganizsmom, med
njimi oportuno patogenim glivam. Ceprav obstajajo smernice in monitoringi kopalne vode, ki
temeljijo v glavnem na preverjanju prisotnosti fekalnih indikatorjev, pa le-te ne veljajo za plaze,
kjer ljudje v povprecju prezivijo vec ¢asa kot v vodi. Da bi preucili prisotnost gliv v pesku plaz
in njihov potencialni vpliv na zdravje smo v sklopu vseevropskega projekta »Mycosands« med
marcem 2018 in februarjem 2019 mesecno vzorcili pesek in morsko vodo na Centralni plazi v
Portorozu. Dodatno smo spremljali tudi parametre, kot so temperatura zraka, tal in morja, zracna
vlaznost, koli¢ina padavin, osvetljenost, zracni pritisk, hitrost vetra, vreme na dan vzorcenja,
vlaznost peska, pH ter ¢iS¢enje plaze. Vzorce peska smo 20 minut spirali v destilirani vodi, po 100
ulL izpirkov pa v triplikatih nanesli na gojis¢a SDA, Mycosel in MEA z dodanim kloramfenikolom ter
jih inkubirali pri 30 in 37 °C, do 21 dni. Porasle kolonije smo presteli, makromorfolosko razli¢ne pa
nacepili do ¢istih kultur in jih nadalje identificirali z uporabo uveljavljenih molekularno-genetskih
taksonomskih markerjev. V pesku smo identificirali 44 razli¢cnih rodov in 75 vrst gliv, od tega je
10 vrst spadalo v 2. stopnjo bioloSke varnosti. Najpogostejse glive, prisotne skozi vse leto, so
bile vrste rodov Aspergillus, Fusarium, Penicillium in Rhizopus, v ¢asu kopalne sezone pa smo
dodatno opazili pojav Chaetomium, Meyerozyma in Stachybotrys. Med nastetimi je predvsem za
rod Aspergillus znan pojav okoljskih rezistenc, zato smo te seve osamljene tekom kopalne sezone,
testirali z diagnostic¢nim sistemom Sensititre Yeast One. Zmerne rezistence na vorikonazol smo
opazili pri A. flavus in A. niger, na amfotericin B pa pri A. flavus in A. nidulans. Dobljeni rezultati so
primerljivi z evropskimi partnerji »Mycosands« projekta in nakazujejo potrebo po sledenju pojava
oportuno patogenih gliv v pesku plaz.

Klju¢ne besede: glivna diverziteta; pesek plaz; vpliv na zdravje
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Interakcije med bakterijama Salmonella enterica serovar Typhimurium in
Bacillus subtilis v biofilmu

Eli Podnar', Andi Erega', Tjasa Danevcic!, Bram Lories?, Eva Kovacec', Hans Steenackers?, Ines Mandi¢-Mulec'
! Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, Katedra za mikrobiologijo, Ve¢na pot 111, 1000 Ljubljana
2 KU Leuven, Kasteelpark Arenberg 20, 3001 Leuven, Belgija
eli.podnar@bf.uni-lj.si

Bakterija Salmonella enterica serovar Typhimurium je pogosta povzrociteljica crevesnih okuzb pri
Cloveku in prispeva k Sirjenju odpornosti proti antibiotikom, kar je Se posebej problematicno v
biofilmih. Obetavna strategija pri zmanjsevanju tega problema je uporaba probiotikov, ki lahko
omejujejo okuzbe s patogenimi bakterijami v Crevesu. Po Gramu pozitivna in sporogena bakterija
Bacillus subtilis je ze v uporabi kot probiotik, vendar sta narava interakcij z bakterijo S. enterica
serovar Typhimurium ter vpliv hranil na te interakcije slabo raziskani. Testirali smo kompetitivnost,

.....

hranil.

Bakteriji Bacillus subtilis in Salmonella enterica serovar Typhimurium smo oznacili s konstitutivho
izrazenimi fluorescencnimi proteini (mKate2 in GFP) in ju gojili v kokulturi v nered¢enem, 5 krat
red¢enem (1/5) in 20 krat red¢enem (1/20) gojiscu TSB. S konfokalno mikroskopijo smo spremljali
razporeditev celic v vzorcu. PreZivetje celic smo ovrednotili z dolocanjem Stevila kolonijskih enot
(CFU).

Rezultati so pokazali, da je inhibicija rasti obojestranska. Vsebnost hranil vpliva na rast in prezivetje
bakterij v kokulturi ter na pozicioniranje biofilma in razporeditev celic. V nered¢enem gojis¢u TSB je
bakterija B. subtilis tvorila plavajoci in potopljeni biofilm, bakterija S. enterica serovar Typhimurium
je oblikovala biofilm le na dnu. Z red¢enjem gojisca se je tudi biofilm bakterije B. subtilis pozicioniral
le na dnu, vendar se s tem ucinkovitost inhibicije rasti patogena ni povecala. Kljub tesnejsemu
prostorskemu stiku obeh bakterijskih vrst, ki smo ga omogocili z uporabo mutante bakterije B.
subtilis AepsA-O, ki ne tvori polisaharidnega matriksa, se kompetitivni indeks bakterije S. enterica
serovar Typhimurium ni zmanjsal v primerjavi s pogoji, ko sta bili vrsti prostorsko bolj loceni.

Ugotovili smo, da hranila in tvorba polisaharidnega matriksa vplivata na prostorsko pozicioniranje
bakterije B. subtilis v biofilmu, kar ne vpliva na kompetitivni indeks bakterije S. enterica serovar
Typhimurium in protimikrobno ucinkovitost protencialnega probiotika.

Klju¢ne besede: biofilm; probiotik; patogen
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Mikrobna zdruzba reke Kamniske Bistrice in frekvenca konjugacijskega
prenosa plazmida pKJK5 med dvema sevoma bakterije Escherichia coli
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Escherichia coli (E.coli) je bakterija, ki je del normalne crevesne mikrobiote ljudi in zivali s stalno
telesno temperaturo. |z Crevesja se E. coli z iztrebki izloca v naravo, kjer se mikroorganizmi zaradi
selekcijskega pritiska prilagajajo na spreminjajoce se okolje, vklju¢no na prisotnost antibiotikov.
To vodi k hitremu Sirjenju antibiotskih rezistenc. Cilj poskusa je bil ugotoviti, ali je E. coli zmozna
konjugacijskega prenosa plazmida pKJK5 v re¢nih sedimentih in kakSna je sestava mikrobne
zdruzbe sedimentov reke Kamniske Bistrice.

Da bi lahko ocenili frekvenco konjugativnega prenosa plazmida pKJK5 med sevi E coli v
naravi, smo kot medij za konjugacijo uporabili re¢ni sediment. Poskuse konjugacije smo izvedli
pri razlicnih temperaturah ter ob prisotnosti oziroma odsotnosti dodanih hranil. Izmerjene
frekvence konjugacij smo primerjali s frekvencami konjugacij izmerjenimi na trdnem gojis¢u z
in brez hranil, vzporedno pri istih temperaturah kot eksperiment v re¢nem sedimentu. Tako smo
lahko ugotavljali ne le vpliv temperature in prisotnosti hranil na frekvenco konjugacije, temvec
tudi vpliv konjugacijskega medija. Ugotovili smo, da je frekvenca konjugacije tako v re¢nem
sedimentu kot na trdnem gojis¢u najvisja pri 34 °C, da pada s temperaturo ter je pri nekaterih
temperaturah odvisna od prisotnosti hranil. Frekvenca konjugacije v recnem sedimentu je pri
vseh temperaturah nizja kot na trdnem gojiscu, vendar pri visjih temperaturah $e vedno znatna.
Da povzamemo, rezultati kazejo, da je konjugacija plazmida pKJK5 med sevi £. coli v naravi mozna,
vendar v dolocenih razmerah.

Poleg frekvence konjugacije nas je zanimala tudi sestava mikrobne zdruzbe sedimentov reke
Kamniske Bistrice, ki smo jo dolocali z metodo sekvenciranja naslednje generacije (tar¢no
sekvenciranje PCR pomnozkov gena za 16S rRNA). Ugotovili smo, da najvedji delez mikrobne
zdruzbe spada v debla Proteobacteria, Nitrospirae, Bacteroidetes in Cyanobacteria.

Klju¢ne besede: sediment; mikrobne zdruzbe; frekvenca konjugacije
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Temperaturna odvisnost tvorbe biofilma in potenciala za kvar zivil
bakterij Pseudomonas iz rib
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Bakterije Pseudomonas so prevladujoci mikroorganizmi, ki povzrocajo kvar aerobno shranjenih
beljakovinskih Zivil. Te bakterije proizvajajo zunajcelicne polimerne snovi, pigmente in hidroliticne
encime, ki vzajemno prispevajo h kvaru zivil, pri ¢emer ima temperatura odlocilni vpliv. Bakterije
Pseudomonas lahko tvorijo biofilm na abiotskih povrsinah in tudi Zivilih, zato perzistirajo in so
stalen vir mikrobioloSkega onesnazenja v zivilski industriji. To pospesuje kvar zivil in vpliva na
prezivetje patogenih bakterij - in s tem varnost zivil.

Iz pokvarjenega ribjega mesa smo izolirali in molekularno identificirali 30 sevov vrst bakterij
Pseudomonas. Raziskali smo sposobnost rasti, encimsko aktivnost in tvorbe pigmentov ter
biofilma pri 5 °C, 15 °Cin 30 °C, po 24 h in 48 h na jeklu in polistirenu z dolocitvijo Stevila Zivih
biofilmskih celic in biomase biofilma.

Prevladujoca identificirana vrsta je bila P. fragi, sledile so vrste P. extremaustralis, P. baetica, P. lactis,
P.migulae, P. graminis, P. frederiksbergensis, P. helmanticensis in P. psychrophila. lzmed teh vrst je
imela skupina fluorescentnih pseudomonasov bolj izrazeno proteazno in lipazno aktivnost, ki sta
bili najbolj aktivni pri 15 °C. Poleg hidroliti¢nih encimoyv, ki so klju¢ni za kvar zivil, so proizvajale
tudi zelatinazo in lecitinazo, ki sta poznana virulentna dejavnika. Filmotvornosti nismo dokazali
korelacije med stevilom biofilmskih celic in biomaso biofilma, ki pa je bila vecja na jeklu kot na
polistirenu. Fluorescentni pseudomonasi so tvorili ve¢ biomase pri nizjih temperaturah.

Rezultati so jasno pokazali, da temperatura doloca fenotip bakterij Pseudomonas in njihov pomen
za kakovost in tudi varnost Zivil. Razlika med 5 °C'in 15 °C je namrec izrazito pospesila rast, vplivala
na sintezo in aktivnost encimov, ob ¢emer sklepamo na pospesitev kvara zivil ob prekinjeni
ali neupostevani hladni verigi. Filmotvornost bakterij Pseudomonas lahko predstavlja tveganje
za zdravje ljudi in zato bi morala biti ta lastnost v SirSem obsegu vklju¢ena v oceno tveganj in
nadzora Zivilske proizvodnje.

Kljucne besede: Pseudomonas; mikrobna ekologija hrane; filmotvornost in mikrobioloski kvar
Zivil
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Mikrobiom Secoveljskih solin
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Secoveljske soline sestavljajo zaporedni bazeni, v katerih morska voda hlapi in se postopoma
gosti. Slanost bazenov je od 3 Bé pa do 35 Bé. Po obarjanju NaCl (halit) ostane v bazenih grencica
oz. mati¢na luzina, kjer prevladujejo magnezijeve soli. Bazene s slanico naseljujejo halotolerantne
in halofilne glive, bakterije in arheje. Grencica je zaradi prisotnih kaofilnih Mg soli do nedavnega
veljala za asepti¢no okolje, inhibitorno za vecino mikroorganizmov, zadnje raziskave so pokazale,
da jo lahko naseljujejo kaotolerantne glive.

V okviru raziskave mikrobne diverzitete solin smo se osredotocili na slanico in grencico, s
poudarkom na glivah (553/168 izolatov v zbirki Ex od 1997-2019). Uporabili smo klasi¢ni pristop,
ki temelji na predhodnem gojenju mikroorganizmov in molekularni identifikaciji, ter od gojenja
neodvisen metagenomski pristop s sekvenciranjem naslednje generacije (NGS). Poseben izziv je
predstavljalo koncentriranje vzorcev za izolacijo DNA.

Najpogostejsi predstavniki gliv v Secoveljskih solinah so ¢rne in druge kvasovke in Stevilne vrste
iz rodov Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, Scopulariopsis in Wallemia. Stevil¢nost in
pestrost gliv v grencici je manjsa kot v slanici. Iz slanice smo izolirali in identificirali 48, iz grencice
pa le 18 rodov gliv. Med njimi je le 12 takih, ki so prisotni v obeh osmotsko stresnih okoljih:
Alternaria, Arthrinium, Aspergillus, Cladosporium, Debaryomyces, Hortaea, Meyerozyma, Penicillium,
Phaeotheca, Verrucocladosporium, Vishniacozyma in Wallemia. Samo v grencici pa so bili prisotni
rodovi: Cadophora, Peroneutypa, Pseudotaeniolina, Toxicocladosporium in Bulleromyces. 1z grencice
smo leta 2019 na hranilnem agarju (HA) s 25 % NaCl izolirali tudi arheje iz rodov Halorubrum,
Haloferax in Haloarcula, nismo pa izolirali bakterij, ki smo jih osamili le iz slanice.

Za razliko od gliv, ki so bile prisotne v Sirokih razponih slanosti, so se doloceni bakterijski rodovi
pojavljali le v slanici nizje koncentracije (3 Bé — 16 Bé): Chromohalobacter, Cobetia, Larsenimonas in
Salinicola, alipa samo privisoki koncentraciji: Salicola. Rodovi Bacillus, Halomonas in Staphylococcus
pa so bili prisotni tako pri nizji kot pri vigji slanosti (16 Bé — 35 Bé).

Klju¢ne besede: slanica; grencica; halofili
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Vpliv plazme in izbranih ekoloskih pripravkov na mikrobno zdruzbo
koruznih semen
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Razkuzevanje in obdelava semenskega materiala trenutno temelji na uporabi fitofarmacevtskih
sredstev, vendar vse vedji pomen dobiva razvoj alternativnih in bolj ekoloskih metod. V nasi
raziskavi smo analizirali u¢inek plazme in izbranih ekoloskih pripravkov na bakterijsko in glivno
zdruzbo na semenih koruze.

Koruzna semenaizekoloskegain konvencionalnega nacina pridelave smo obdelali s kombinacijami
dveh vrst plazme in dveh izbranih ekoloskih pripravkov. Za primerjavo smo uporabili neobdelana
semena in semena obdelana s fitofarmacevtskimi sredstvi. Analiza viabilnih bakterij in gliv je
potekala tako z gojenjem kot z visokopretoc¢nim sekvenciranjem (NGS). Skupno 20 vzorcev smo
gojili na dveh bakterioloskih gojiscih (LB in TSA, po 5 zrn na posamezno plos¢o agarja) ter gojiscu
DGI18 za gojenje gliv (po 2 zrni). Rast smo opredelili na osnovi poraslih kolonij (Stevilu CFU/plo3co),
porasle celokupne kulture pa analizirali z NGS (MiSeq platform; lllumina).

Na koruznih semenih je bilo bistveno manj kultivabilnih bakterij kot gliv. V vseh 20 analiziranih
vzorcih koruze smo zaznali 51 bakterijskih OTU-jev ter 70 glivnih OTU-jev. V bakterijski zdruzbi
so prevladovali predstavniki debel Firmicutes, Proteobacteria ter Actinobacteria, medtem ko
so glivno zdruzbo v vecji meri zastopale vrste iz debla Ascomycota. Pri obeh tipih koruznih
semen je na pestrost bakterijske zdruzbe najbolj vplival Ekoloski pripravek 2, kjer smo dolocili
upad bakterij iz redov Bacilliales, Flavobacteriales, Sphingobacteriales in Burkholderiales. Na upad
glivnega bremena in pestrosti je najbolj vplivala Plazma 2 v kombinaciji z Ekoloskim pripravkom
2, predvsem na predstavnike iz rodu Penicillium.

Klju¢ne besede: mikrobiota; okolje; hrana; razkuzevanje
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Cloveska ribica, proteus ali moceril (Proteus anguinus) je endemitna dvozivka, ki stalno Zivi le v
podzemlju dinarskega krasa. Kot ranljiva vrsta je uvrsCena na Rdeci seznam, poleg spreminjanja
naravnega okolja groznjo za njen obstoj predstavljajo razli¢ne infektivne bolezni.

V okviru prve raziskave gliv in bakterij na mocerilih in njihovih neposrednih vodnih okoljih smo
vzorce vode in brise zivali (zdravih in bolnih) jemali v kraskem jamskem sistemu na lokacijah
JelSevnik, Vir pri Sti¢ni, Kréka, Kompoljska, Planinska in Postojnska jama ter v ujetnistvu (Oddelek
za biologijo BF in Tular). Odvzeli smo brise 40 zivali (22/11 zdravih naravno okolje/ujetnistvo, 4/3
bolnih naravno okolje/ujetnistvo). Z namenom detekcije patogenih hitridnih gliv Batrachochytrium
dendrobatidis in B. salamandrivorans, ki po celem svetu ogrozajo dvozivke, smo analizirali vodo
ter vodne vabe (lev kacje koze, pti¢je perje, dializna cev). Patogenih hitrid nismo dolocili ne z
gojitvenimi tehnikami ne molekularno.

Osamili pa smo 435 gliv in 2140 bakterij, ki smo jih molekularno identificirali. Med 90 rodovi gliv, s
potencialno novimi vrstami (rodovi Acremonium, Cystofilobasidium, Geotrichum, Paracremonium),
so najvedji delez izolatov iz vode predstavljale glive rodov Trichoderma in Mucor. Na osebkih, vabah
in v zraku so bile pogosteje zastopane glive rodov Penicillium in Cladosporium. |z treh zdravih
osebkov iz naravnega okolja smo izolirali potencialno nevarne glive rodu Pseudogymnoascus.
Samo na osebkih iz ujetnistva so bile prisotne potencialno patogene glive rodu Candida. Ribe in
dvozivke ogrozajoce glive rodu Saproglenia smo izolirali iz vod Krske in Planinske jame ter z dveh
osebkov (iz narave in ujetnistva). Oba sta imela na telesu viden micelij. Pri bakterijah pa je bilo
najvec izolatov oportunisti¢no patogenih rodov Pseudomonas, Aeromonas, Stenotrophomonas in
Flavobacterium.

Analiza podatkov nakazuje vecjo pestrost glivnih rodov pri bolnih osebkih in pri osebkih v
ujetnistvu, v primerjavi z zdravimi osebki oz. z osebki v naravnem okolju, pri bakterijah pa tega
nismo opazili. Bakterijska zdruzba na Zivalih je podobna kot v njihovem okolju.

Klju¢ne besede: Proteus anguinus; mikroorganizmi; jamski ekosistem
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Biofilmi razli¢nih parov ozkosorodnih sevov Bacillus subtilis s konstitutivno izrazenimi fluoresce¢nimi proteini: (a) kolonija na agarski plosci- seva
se slabo mesata; (b) jasno je razvidna lo¢nica med obema sevoma; () seva se dobro mesata; (d) primer preucevanja kokulture v plavajocem
biofilmu s konfokalno lasersko mikroskopijo; (e) 3D rekonstrukcija plavajocega biofilma dveh sevov. Slike so nastale na Oddelku za Zivilstvo BF
UL (Iztok Dogsa in Mojca Krajnc).
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Bakterija Bacillus subtilis regulira tvorbo surfaktina - lipopeptidnega antibiotika in genetske
kompetence preko kooperativnega signaliziranja s sistemom za zaznavanje kvoruma ComQXPA
(QS). To je klju¢nega pomena za horizontalni prenos genov, evolucijo odpornosti proti vec
razli¢nim antibiotikom in diverzifikacijo mikrobnih zdruzb. Primodelni bakteriji Bacillus subtilis smo
preucevali povezavo med zaznavanjem kvoruma, tvorbo surfaktina in genetsko transformacijo.
Spremljali smo izrazanje promotorja gena za sintezo surfaktina, frekvenco transformacije in
kolicino zunajcelicne DNA pri razli¢nih sevih Bacillus subtilis. Pokazali smo, da mutante brez signala
QS ne razvijejo kompetence za sprejem DNA in so hiperkompetente, ko jih meSamo s producenti
signala. To daje celicam prehodno prednost, vendar le pod pogoji, ki favorizirajo pridobitev
novih lastnosti. Ugotovili smo tudi, da je obcutljivost bakterijskih celic na signal QS regulirana
z DegQ, ki ima pomembno regulatorno vlogo pri tvorbi surfaktina in posledi¢no razvoju
genetske kompetence. Poleg tega smo odkrili, da ne samo genetska transformacija, temve¢ tudi
tvorba surfaktina vplivata na horizontalni prenos genov. Surfaktin namre¢ inducira celi¢no lizo v
subpopulaciji celic, s cimer spodbuja spro$canje DNA v okolje in izmenjavo genetskega materiala
znotraj vrste.

Klju¢ne besede: zaznavanje kvoruma; horizontalni prenos genov; surfaktin
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Virusi so eni izmed najpomembnejsih patogenih mikrobov rastlin, ki lahko znatno vplivajo na
prezivitveno sposobnost rastlin. Imunski odziv rastlin na viruse je sestavljen iz omrezja odzivnih
mehanizmov, ki vkljucuje zaznavo napadalca, signalizacijo in spremembe v fiziologiji rastlin.
Nekatere spremembe, ki se sprozijo ob okuzbi rastline z virusom, se lahko ohranijo, tudi ko virus
ni ve¢ prisoten v rastlini in se lahko prenesejo tudi na potomce okuzenih rastlin. Take spremembe
lahko morda omogocijo hitrejsi ali mocnejsi odziv rastlin ob kasnejsi okuzbi z drugim virusom.

Da bi ugotovili vpliv predhodnih prehodnih okuzb rastlin z virusom na odziv rastlin na kasnejso
okuzbozdrugimvirusom, smo vzpostavili eksperimentalni sistem, ki vkljucuje navadnirepnjakovec
in tri razli¢ne viruse, ki okuzujejo to rastlino. V seriji eksperimentov smo rastline najprej inokulirali
z virusom Selestenja tobaka in virusom mozaika tobaka, nato pa smo inokulirane liste odstranili,
preden sta se virusa razdirila po rastlini. V nadaljevanju smo na tak nacin inducirane rastline
inokulirali z virusom mozaika repe in spremljali infektivnost, virulentnost in titer tega virusa v
induciranih in neinduciranih rastlinah.

Rezultati poskusov kazejozmanjsano infektivnostin/ali virulentnost virusa mozaika repe v rastlinah,
ki so bile inducirane s prehodno okuzbo z virusom Selestenja tobaka ali virusom mozaika tobaka
ter nakazujejo na manjse razlike v titru virusov v nekaterih induciranih in neinduciranih rastlinah.

V seriji poskusov smo zaznali medsebojni vpliv nesocasnih virusnih okuzb v rastlinah navadnega
repnjakovca: rastline, ki so bile predhodno prehodno okuzene s prvim virusom, so spremenile
svoj odziv na okuzbo z drugim virusom. Z nadaljnjimi analizami obstojecih vzorcev in poskusi
bi lahko raziskali mehanizme, ki uravnavajo spremembe odziva rastlin na nivoju rastlinskega
imunskega odgovora.

Kljucne besede: rastlinski virusi; interakcije; imunski odziv
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Izsek iz gojis¢a z nanesenim brisom pomivalnega stroja: ¢rne kolonije Aureobasidium melanogenum, rjave kolonije Exophiala dermatitidis,
zelene kolonije Penicillium crustosum, bele kolonije: Candida parapsilosis (levo zgoraj, pod stereomikroskopom). Kultura ¢rne kvasovke
Exophiala dermatitidis, izolirana iz vodovodne vode na Lofotih, Norveska. Vzorec vodovodne vode na gojis¢u DRBC, kvasovke in ¢rne kvasovke

(spodaj levo, pod stereomikroskopom). Glive iz zraka na gojiscu (spodaj desno). Slike so nastale na Oddelku za biologijo, BF UL (Jerneja
Zupancic - zgoraj, Monika Novak Babi¢ - spodaj levo, Polona Zalar - spodaj desno).
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IzboljSajte homogenizacijo
biopsijskih vzorcev s
ProbeAX

Zagotovite maksimalen izkoristek in zmanjSajte moznost kontaminacije.

Optimizirajte cas — krajSa priprava vzorca brez dodatnega cCiSc¢enja.

IzboljSana sledljivost — en proces transporta, homogenizacije in shranjevanja.

Validiran za uporabo v avtomatiziranih sistemih za procesiranje mikrobioloskih vzorcev.
- Ena posodica za shranjevanje, transport in homogenizacijo vzorca

- Primerno tako za mikrobioloSko kot molekularno nadaljno obravnavo

-Na voljo kot enojno, dvojno in blister pakiranje

- Gama steriliziran izdelek
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Clean visions.

Iskra P10, d.o.0. je druzba z domacim kapitalom, ki ima sedez in
proizvodne prostore v Sentjerneju na Dolenjskem. Osnovna dejavnost
druzbe je projektiranje in izdelava opreme za Ciste in Cistilne
tehnologije. Druzba je bila ustanovljena leta 1991, ko je pricela
dejavnost z 18 zaposlenimi. Danes podjetje redno zaposluje 120
delavcey, od tega dobro polovico z najmanj visjo izobrazbo.

Na podlagi dolgoletnih izkusenj, z intenzivnim izobrazevanjem in
uvajanjem novosti, nenehno razvijamo opremo, najveckrat projektne
narave za znanega kupca. Iskra PIO je edini proizvajalec tovrstne
opreme v Sloveniji, s katero enakovredno nastopamo tudi na tujem
trziscu, kateremu je namenjena dobra polovica proizvodnje.

Nas proizvodni program obsega:

e ZasCitne mikrobioloske komore (razred I, razred Il, razred IlI)

e lzolatorje (hermeti¢no zaprti procesi)

« LAF komore (vzorCenje, tehtanje ...)

¢ Procesna oprema za manipulacijo in obdelavo surovin (dvigala,
manipulatorji, mesalniki) in pripadajoc¢a oprema (mlini, sita,
tehtnice)

« (Ciste sobe

e Ultrazvocni Cistilniki

* ALU oprema

Narocniki nasih proizvodov so farmacevtska podjetja, medicinske
ustanove, lekarne ter raziskovalni instituti doma in v tujini. Z
intenzivnim zaposlovanjem visoko strokovnega kadra v vseh letih se
stalno povecuje asortiman in obseg proizvodnje, ter zviSuje nivo
kakovosti izdelkov. V projektnem oddelku druzbe Iskra PIO je zaposlenih
vec kot 30 inZenirjev, ki se ukvarjajo s projektiranjem opreme,
konstrukcijo ter dokumentacijsko pokritost proizvedene opreme. V
sklopu razvoja deluje tudi registrirana razvojna skupina s 14
raziskovalci, ki sledijo in odgovarjajo potrebam trga, snujejo in
nacrtujejo nove izdelke za nove tehnologije mnogih podrocjih. Tudi v
prihodnje bomo v podjetju razvojno naravnani, ter z veliko optimizma
in delovne vneme sledili napredku zlasti na tujih trgih.

V podjetju Iskra P10 d.0.0 se zavedamo, da so kakovost poslovanja,
odgovorno ravnanje z okoljem ter skrb za varnost in zdravje zaposlenih,
kljuéni elementi pri graditvi uspesnosti podjetja. Sistem vodenja stalno
nadgrajujemo in izboljSujemo na osnovi prilagajanja zahtevam kupcev,
zaposlenih, lokalne skupnosti in drugih zainteresiranih strank ter
zakonskim in drugim pravnim zahtevam. Nas cilj je izdelovanje varnih,
funkcionalnih in zanesljivih proizvodov za nase kupce, ki si Zelijo
najsodobnejSo opremo. Prizadevamo si, da na vseh podrocjih procesa,
od nabave materialov do prodaje proizvoda, preprecujemo izvore
napak, morebitne nastale napake takoj odstranimo in procese stalno
izboljSujemo. Kupcem ponujamo celostne resitve na podrocju Cistih in
Cistilnih tehnologij. Podjetje je registrirano pri InZenirski zbornici
Slovenije, tako lahko zagotavljamo projektno dokumentacijo v skladu z
veljavno zakonodajo.

Proizvodnja poteka v lastnih prostorih in poseduje moderno strojno
opremo, ki omogoca veliko prilagodljivost in fleksibilnost glede na
potrebe. S tesnim sodelovanjem projektnega in tehnoloskega oddelka
je v stalnem izpopolnjevanju postopkov in metod proizvodnega
procesa. Proizvodnja izdelkov Iskre PIO se odvija po smernicah
kakovosti sistema 1SO 9001, kar zagotavlja nasim kupcem dodatno
sledljivost, kontrolo in konéno kakovost izdelkov.

Iskra PIO je kljub stalni rasti in vpeljavi globalnih poslovodnih sistemov
ostala prilagodljiva potrebam kupcev in fleksibilna v proizvodnih
procesih. To ji daje prednost pred konkurenco saj se lahko hitro odziva
Zeljam narocnikov opreme v smislu:

* Sodelovanja Ze pri idejnih zasnovah

e Sprememb v fazi procesa izvedbe

» Dokumentacije in verificiranja opreme

»  Optimizaciji rokov dobave in zagona

* Poprodajnih aktivnostih

Sodelujemo z vec kot 100timi podjetji po Evropi in SirSe. Nasa oprema
se v teh podjetjih uporablja za manipulacijo s surovinami, zas¢ito
tehnoloskih procesov, ter zascito okolja in ljudi na zelo zahtevnem
nivoju. V zadnjem casu zlasti na podrocju varnega rokovanja z aktivnimi
surovinami, kjer pride do izraza nas program lzolatorske tehnike.
Procesi se odvijajo v hermeti¢no zaprtih delovnih okoljih, ki
predstavljajo varnost za operaterje in produkt. Predstavljajo tudi veliko
omejitev za manipulacije in veliko mero prilagodljivosti. Tako smo razvili
in patentirali precizno izolatorsko tehtnico, ki ustreza zahtevam
procesa, nacine rokovanja in deponiranja nevarnih odpadkov, nacine
varnega vnosa in iznosa surovin. Vse te nove pridobitve plemenitijo
nase koncne izdelke, postavljajo pred konkurenco in pomenijo dodano
vrednost tako za dobavitelja opreme kot za uporabnika.




g MICROBIUM

Detekcija in eliminacija mikrobov

V podjetju Microbium d.o.o. nudimo storitve in
izdelke za ucinkovito spremljanje mikrobioloskih
parametrov v tekocCinah, trdninah in zraku.

Lasten laboratorij nam omogoca razvoj novih
metod za zaznavanje mikrobov glede na potrebe
uporabnikov.

lzvajamo mikrobioloSke preskuse glede na
uveljavljene ISO standarde.

Sodelujemo s stevilnimi slovenskimi in tujimi
vodovodi ter proizvodnimi podjetji na podrocju
mikrobioloskega nadzora kakovosti in odpravljanja
mikrobioloskin kontaminacij.

g °n, A

Za vec informacij nam pisite.
info@microbium.si

Vas zanima delo v nasem podjetju?
Predstavite se nam!
hr@microbium.si

M +386 30 255 470
E info@microbium.si
W  www.microbium.si



Povecajte ucinkovitost
v svojem laboratoriju.

RN

o

Laboratorijski mikroskopi ZEISS

Vsak dan uzivajte v udobju laboratorijskih mikroskopov ZEISS za vsa-
kodnevne preglede. Izberite mikroskop, ki je enostaven za uporabo,
ima dolgo zivljenjsko dobo in zagotavlja izjemno kakovost slike. S
pametno mikroskopijo spremenite svojo digitalno dokumentacijo in
preprosto pospesite svoje dnevne rutine.

zeiss.com/routine

.
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Seeing beyond
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CHEMASS

Agilent Technologies ponuja Sirok nabor plinskih

. i in tekocinskih ki t, fov, lektivnih
UNBELIEVABLY == .. |l viiwiydce
POWERFUL : programsko opremo. Kjerkoli so potrebni
REMARKABLY SMALL : 7 ; 'Y zanesljivi in ponovljivi rezultati, kot jih zahtevajo

najnovejSi analitski standardi, lahko ra¢unate
na odlicne inStrumente z zanesljivo storitveno
podporo.

Siroka ponudba Agilent mikromrez, NGS panelov
za selektivno bogatenje targ, velik izbor zanesljivih
reagentov - (Q)PCR, kloniranje CRISPR / Cas,
mutageneza - inovativni instrumenti ter napredna
programska oprema omogocajo fleksibilnost in
specifitnost bioloskih ter genetskih raziskav od
genske ekspresije, strukture in funkcije proteinoy,
pa vse do spremljanja metabolizma Zivih celic.

Agilent Dako integrirane resitve s podrogja
patologije za IHC, H&E, specialna barvanja in
FISH zagotavljajo zanesljive diagnosti¢ne rezultate.
Preverjeni reagenti, protitelesa in barvalci gradijo
na zaupanju in prepri¢anju v to kar vidite. Razvoj
molekularne genetike za patologijo vam omogoca
ostati v sredis¢u ter brez tezav slediti najnovejsim
trendom s podrog¢ja PDL-I| in uporabe NGS v
patologiji. Premikajte meje mogocega Ze danes!

www.chemass.si

Chemass d.o.o. * Baznikova ulica 2 * 1000 Ljubljana * info@chemass.si « T 0l 4277 560




EXACTUM

Spremlja namesto vas!
EXACTUM Laboratory za samodejni nadzor parametrov v prostoru ali napravah zagotavlja
ucinkovito in varno izvedbo postopkov terbrezskrbno shranjevanje vzorcev.

Kako deluje?

STALNO MERJENJE IN DOSTOP NA ENEM MESTU

EXACTUM Laboratory samodejno zajema izmerjene vrednosti iz merilnih
mest, opremljenih s senzoriji. Upravljanje izvaja pametno senzorsko
sredisce (smart sensor hub).

TAKOJSNJE OPOZORILO IN REAGIRANJE

V primeri da meritve preseZejo nastavljene opozorilne mejne vrednosti,
EXACTUM Laboratory sproZzi zvocni alarm in poslje elektronsko ali SMS
sporocilo. To vam omogoci pravocasen odziv ter ustrezno prilagoditev
pogojev.

BAZA PODATKOV ZA OPTIMIZACIJO PROCESOV

EXACTUM Laboratory omogoca samodejno shranjevanje, pregledovanje
in izpisovanje zgodovine merjenj ter Kriticnih dogodkov. Vse zajete
podatke lahko izvozite v .pdf in excel obliko ter uporabljate za analize.

POVEZLJIVOST

Izbirate lahko med tremi razli¢nimi moZnostmi povezljivosti sistema:
Wi-Fi (brezzi¢no), Ethernet (mrezni kabel), preko USB vmesnika.
Pogled preko tablice ali mobilnega telefona omogoca hitri pregled
delovanja sistema, samo upravljanje pa je mogoce s pomocjo osebnega

racunalnika.
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EXACTUM Laboratory
za vas spremlja:

Temperaturo, relativno vlago, tlak, pretok
zraka, CO,, pH, VOC:

e vZzorcev in naprav;

« v hladilnikih in zamrzovalnikih za
shranjevanje vzorcev ter reagentov;

v peceh, kopelih in susilnikih;

o v avtoKlavih;

¢ v inkubatorjih;

« v laboratorijskih in Cistih prostorih.
Druge parametre po vasih Zeljah.

R T

T:+386 4517 07 00

~ LOTRIC Meroslovje d. 0. o.
I LOTRI c I METROLOGY Selca 163 F:+386 4 517 07 07

SI-4227 Selca E: info®@lotric.si
MI MERIMO. VI RASTETE. Slovenija, EU W: www.lotric.si
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www.exactum.com :

=]



Inteligentne resitve
za vse laboratorijske aplikacije

METTLER TOLEDO precizni intrumenti so bistvo laboratorijev povsod po svetu.
Nas Sirok izbor izdelkov vam omogoca fleksibilnost in preciznost pri vsaki aplikaciji.

e Tehtanje e Pipetiranje

e Titracije e UV/VIS spektroskopija

¢ Meritve pH e Avtomatizirana kemija

e Karakterizacija materialov * Programska oprema

e Fiziéne lastnosti e Servisne storitve in kalibracija

» www.mt.com/lab

/ £00



Tests Per Kit: 96

Contents:

e Color-Coded Reagent Tubes e Caps

* Pre-Dispensed and ¢ Reagent Control (2)
Ready-To-Use Lysis Solution e Negative Control

Storage Conditions: 2—8°C (shelf-life dated on label)

Studies are underway through the AOAC® Research
Institute Performance Tested Method™ program.

Environmental
1. One (1) sponge/either 225mL or 100mL,

or one(1) swab/10mL pre-warmed 3M DFBB*
2. Homogenize thoroughly for thirty (30) seconds
3. Incubate at 37°C (+ 1°) for 26—30 hours

Processed Dairy

*Do not use Demi Fraser Broth Base or Fraser Broth Base containing Ferric Ammonium Citrate (FAC), either already in

1. 259/225mL pre-warmed 3M DFBB*
2. Homogenize thoroughly for two (2) minutes
3. Incubate at 37°C (= 1°) for 24—28 hours

Other Foods

1. 259/225mL pre-warmed 3M DFBB*

2. Homogenize thoroughly for two (2) minutes
3. Incubate at 37°C (+ 1°) for 24—26 hours

4. Transfer 0.1mL into 10mL 3M FBB*

5. Incubate at 37°C (+ 1°) for 24—26 hours

the broth base or as an added supplement, when using the 3M Moleculor Detection Assay Listeria monocytogenes.

e | |8

Set up run in software.

Heat lysis tubes, then chill.

mg
Ao

Place speed loader tray into instrument.

Amplification and detection in real time.

3M Food Safety
3M Center Post Office Box 5757
Building 275-5W-05 London, Ontario N6A 4T1
St. Paul, MN 55144-1000 Canada

USA 1-800-364-3577
1-800-328-6553
www.3M.com/3MMolecularDetectionSystem

3M Canada

The 3M Molecular Detection System uses continuous amplification by a
unique, high fidelity DNA polymerase that makes our system less prone to
matrix interference. To assist with your verification process, we offer the
3M™ Molecular Detection Matrix Control to check for sample inhibition.
3M recommends using the Matrix Control during validation periods when
adopting the 3M method or testing new or unknown matrices.

Catalog
Number Description Qty.

MDALM96NA | 3M™ Molecular Detection Assay Listeria monocytogenes 1
MDMC96NA | 3M™ Molecular Detection Matrix Control 1
BP0118500 3M™ Demi Fraser Broth Base, 5009 (DFBB) 1
BP0118005 3M™ Demi Fraser Broth Base, 5 Ib (DFBB) 1
BP0210500 3M™ Fraser Broth Base, 500g (FBB) 1
BP0210005 | 3M™ Fraser Broth Base, 5 Ib (FBB) 1

3M is a trademark of 3M. Used under license in Canada. AOAC is a trademark
of the Association of Analytical Communities International. Performance Tested
Method is a servicemark of the AOAC Research Institute.

Please recycle. Printed in U.S.A. © 3M 2013. All rights reserved.
70-2009-9506-9 Rev-0613



NAPREDNE RESITVE
V BIOTEHNOLOGIJI

Acies =0

¥ @AciesBio www.aciesbio.com




Clinical Diagnostics

Autoimmune - Serology - BioPlex ®2200 Multiplex Testing - Diabetes Testing - Hemaglobinopathies
Bacteriology / Mycology - Newborn Screening - Quality Control - Special Chemistry
Critical Raw Materials - Remote Monitoring & Support - Access Virology and Antibodies - Imunohematology

Distributer za Slovenijo:

sdiahem

Diahem d.o.0., Apace 207, 2324, Lovrenc na Dr. polju, Slovenija
+386 51425963 # info@diahem.si



DONAU LAB Ljubljana
m 2 p - I a bS \ / Member og LF'F’JgrOup

MIKROBIOREAKTORIJI Q

Inteligentne platforme za mikro-fermentacijo

Visoko zmogljiva kultivacija vecine tipov mikroorganizmov:
= Aerobni

» Mikroaerofilni

» Striktni anaerobi

Aplikacije: Selekcija sevov, presejanje klonov, Studije promotorjev rasti
in ekspresije proteinov, sintezna biologija, funkcionalna genomika in
Se veliko vec.

Mikrofluidna bioprocesna kontrola
Kontinuirna kontrola dovajanja hranil in pH vrednosti ob so¢asnem merjenju
biomase, pH in DO vrednosti ter fluorescence. Brez rocne manipulacije te-
koc¢in in potrebe po dodatnih ceveh.

Spremljanje fermentacije v realnem ¢asu Avtomatizacija procesa fermentacije

Visoko zmogljiva mikro-fermentacija z online merjenjem biomase, pH-ja, DO Kombinacija mikro-bioreaktorja z robotsko roko za pipetiranje, RoboLector®,
in fluorescence. BioLector® deluje na principu neinvazivnega opti¢nega sen- omogoca pripravo medijev, avtomatsko vzoréenje in doziranje, induk-
zorja, sposobnega meritev tudi med samim procesom intenzivnega stresanja. cijo ter fed-batch procesiranje.

Donau Lab d.o.0., Ljubljana
m2p-labs = Thilisijska 85
ONAU LAB Ljubljana  sI-1000 Ljubljana
Member of LPPgrour  www.donaulab.si
office-si@donaulab.com

The Microbioreactor Company info@m2p-labs.com
www.m2p-labs.com Phone +49 2401 805-330
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DOMZALE-KAMNIK
d.o.0.

nadgradnja ali izgradnja novih
Cistilnih naprav

optimizacija procesov

reSevanje tezav pri
obratovanju

izracuni obremenitve,
zmogljivosti, sprejemljivosti
specifi¢cnih odpadnih vod

greznicne gosce
blato iz malih ¢istilnih naprav

biolosko razgradljivi
tekoci odpadki

industrijske odpadne vode

pilotni poskusi

zahtevnejse laboratorijske
analize

mikrobioloske preiskave
aktivnega blata

simulacije procesev ¢iscenja
aktivnega blata

vodenje procesa vecje CN
problematika malih CN
individualna izobraZevanja
seminarji tujih strokovnjakov
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\\ mediline
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Prodaja in servis specializirane N\
laboratorijske opreme, potrosnih
materialov in diagnosticnih reagentov.

Mikrobiologija

Molekularna biologija

Celicna biologija

Analitika

Laboratorijska diagnostika

Sekvenciranje naslednje generacije (NGS)
Avtomatizacija

Bioinformacijske resitve ... www.mediline.si

Mediline, mesSana trgovska druzba, d.o.o., Perovo 30, p.p. 5, SI-1241 Kamnik, Slovenija

T +386 (0)1 830 80 40, F +386 (0)1 830 80 70/63, info@mediline.si




Millipore

Preparation, Separation,

Filtration & Monitoring Products

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.

© 2020 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All Rights Reserved. Merck, the vibrant M, Ultrafree, Durapore, and
Millipore are trademarks of Merck KGaA, Darmstadt, Germany or its affiliates. All other trademarks are the property of their respective

owners. Detailed information on trademarks is available via publicly accessible resources.
MK_FL5655EN 31068 3/2020

Ultrafree®
Spin Filter for
Clarification

Clarify your sample fast with high
reproducibility

Sterile Ultrafree®-MC and CL centrifugal filter
units with microporous membrane

e Easy, pre-sterilized, centrifugal sample units for
either 0.5 mL (MC) or 2 mL (CL) maximum volumes

¢ High recovery Durapore® (PVDF) membrane
¢ Fast filtration and highly reproducible performance

¢ Use in fixed-angle rotors for 1.5 mL tubes (MC) or
15 mL tubes (CL)

Volume Pore Size

Description (mL) (um) Qty/Pk Cat. No.
Ultrafree®-MC Filter 0.5 0.22 50 UFC30GV0S
Ultrafree®-CL Filter 2.0 0.22 50 UFC40GV0S

For more details, please visit
SigmaAldrich.com/ultrafree




Mikre-so0lo

VAS PARTNER ZA LABORATORIJ

Predstavljamo dobavitelja BIOMERIEUX -
pionirja na podrocju mikrobiologije

BIOMERIEUX

DIAGNOSTICS IS POWER

The power to fight infectious diseases

VRHUNSKI DIAGNOSTICNI APARATI
INDUSTRIJSKA IN KLINICNA MIKROBIOLOGIJA

Obiscite nas virtualni razstavni prostor,
kontaktirajte nas neposredno - 23.9. in 24.9. smo vam
med 14. in 15. uro z veseljem na voljo.

&

NINA LESNIK, univ. dipl. biol.

T 02 614 33 02, M 031 374 435
E ninalesnik®mikro-polo.si

t h‘ NATASA KODRA, mag. biotehn.
- ( T 02 614 33 73, M 030 602 032

‘{ L. » E natasa.kodra@mikro-polo.si
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analytikjena

An Endress+Hauser Company

PCRin qPCR

Demo aparat TAdvanced
z menljivimi bloki po izredni ceni 4.566 €

qPCR KITI
T

za 7ivilsko industrijo (Biotecon) ® BIOTECON Diagnostics
za medicinsko diagnostiko (Viasure)

L & I.' i:\\ —
A, | VIASURE SARS-CoV-2, Flu & RSV
¥ Real Time PCR Detection Kit

INVITEK

Molecular
Ekstraktorji nukleinskih kislin

VIVALYTIC

45 min COVID-19 test
po principu gPCR metode

Sanolabor praznuje 70 let

preverite nase akcije v oktobru!




For Healthcare Professionals Only

Roche farmacevtska druzba d.o.o.
Stegne 13g, 1000 Ljubljana

T: +386 1 56 80 260
www.roche.si

From the
diagnostics
of today

to the limitless
potential of tomorrow.

A clinical laboratory customized to meet
your daily needs, enabling you to get

the most from your time, space and staff.
We make it possible today.

WHERE CARE LEADS

MC-SI-00126



Roche Molecular Work Area
Partnering to achieve improved
outcomes and patient care

Donor screening

MPX  Zika

WNV CHIKV/DENV

DPX Babesia
HEV

cobas p 312
Pre-analytical

Sexual health Transplant

HPV CT/NG TV/MG CMV  EBV

Infectious diseases
HIV-1 HCV
HBV  HIV-1/2Quant*

2
N cobas omni Utility Channel

for Lab Developed Tests

System
cobas® connection
e - .

cobas p 512/612

Pre-analytical System

Pre-analytical System

BKV

Respiratory
MTB  MAI
MPLX Respiratory*

Antimicrobial stewardship
* n MTB-RIF/INH

cobas® IT Solutions
& Data Analytics

1

cobas® 8800 System

cobas® prime cobas® 6800 System

STANDALONE OR CONNECTED SOLUTIONS SHARED REAGENT CONCEPT COMMON USER INTERFACE

*in development

N

N
7

Shift the molecular lab into l
new dimension of complete

connectivity

Generate trusted, reproducible
results with proven
performance

For Healthcare Professionals Only

Roche farmacevtska druzba d.o.o.
Stegne 13g, 1000 Ljubljana

T: +386 1 56 80 260
www.roche.si

Levemge absolute automation to
drive increased efficiency

Deliver unmatched flexibility
to meet your molecular testing
demands - today and tomorrow

MC-SI-00125



Redefining what is possible in
fighting Covid-19 pandemic.
This is where we are going next.
Imagine where we can go next, together.

Innovating for the patient \‘_3@& ﬂ@ m ShE

Innovating for you to help

. Early February 12 March 3 May Soon YE 2020
ou manage Covid-19 related
y . . g L. qPCRTIB MOLBIOL cobas ® SARS-CoV-2 test Elecsys®Anti-SARS-CoV-2 cobas SARS-CoV-2 & cobas Liat SARS-CoV-2 &
diagnostic challenges efficiently assays test Influenza A/B test on Influenza A/B test
cobas 6800/8800 system SARS-CoV-2 Rapid Antigen
Elecsys Anti-SARS-CaV-2 Test

"S" for quantitative
detection of Anti-SARS-CoV-2
antibodies

Integrate beyond the lab

True integration within the lab ﬁl N
and beyond through digital - -0 e
solutions is leading the change . e -

in patient care

Partnering to deliver value-based care

MAVIFY Symgtom Tracker for COVID-19

-
L4

Supporting you

to transform lab

as a service into a :
healthcare information I
provider for clinical L =

decision support

% covip-19
‘5‘? 161572

[ —
uring the parebres

5 " -

Navify Symptom Tracker Digital App Medical & Scientific education Roche Healthcare

The power to care better

Comprehensive solution
for Covid-19 patients
management across
different indications

Roche farmacevtska druzba d.o.o.
Stegne 13g, 1000 Ljubljana

T: +386 1 56 80 260
www.roche.si

MC-SI-00127



	Pozdravni nagovor
	Organizacija kongresa
	Sponzorji
	Program kongresa
	Plenarna predavanja Zoisovih nagrajenk
	Na črnem ledu Grenlandije cvetijo alge in glive
	Laura Perini1, Polona Zalar2, Cene Gostinčar2, Rok Kostanjšek2, Jens C. Frisvad3, Christopher Williamson4, Alexandre M. Anesio1, Nina Gunde-Cimerman2
	Skrivnosti prirojenega imunskega odgovora na okužbe
	Mojca Benčina

	Mehanizmi in posledice socialnih interakcij v biofilmu
	Ines Mandić-Mulec1, Barbara Kraigher1, Iztok Dogša1, Polonca Štefanič1, Tjaša Danevčič1, Mihael Špacapan1, Katarina Belcijan1, Andi Erega1, Eli Podnar1, Katarina Šimunović1, Maja Bolješič1, Eva Kovačec1, Mojca Kranjc1, David Stopar1, Sonja Smole Možina2 



	Vabljena "korona" predavanja
	SARS-CoV-2 in covid-19
	Mateja Logar
	Ugotovljene koronavirusne okužbe pri živalih v Sloveniji
	Ivan Toplak

	Okužbe z virusom SARS-CoV-2 – kako naprej?
	Tjaša Žohar Čretnik



	Vabljena sekcijska predavanja
	Mikrobi in zdravje
	Mikrobiologija in ‘Eno zdravje’
	Maja Rupnik1,2


	Mikrobi in analitika
	Porajajoče se zoonoze - večni izziv
	Tatjana Avšič-Županc


	Mikrobi in protimikrobne učinkovine
	Odpornost bakterij proti antibiotikom – stari in novi izzivi
	Mateja Pirš


	Mikrobi in biotehnologija
	Razvoj in proizvodnja biološkega materiala za začetek klinične študije
	Frenk Smrekar, Barbara Hubad


	Mikrobi in okolje
	Od epidemiologije rastlinskih virusov do SARS-CoV-2  
	Maja Ravnikar1,2, Denis Kutnjak1, Katarina Bačnik1,3, Nataša Mehle1, Anja Pecman1,3, Magda Tušek Žnidarič1, Olivera Maksimović Carvalho Ferreira1,3, Ion Gutierrez Aguirre1


	Mikrobi in molekularne interakcije
	Mali proteini kot pika na i odziva SOS 
	Anja Pavlin1, Nadine Fornelos2, Nathanael Caveney3, Gregor Bajc1, Douglas F. Browning4, Zdravko Podlesek1, Miha Bahun1, Margarita Salas5, Natalie C. J. Strynadka3, Matej Butala1



		Izbrana sekcijska predavanja
	Mikrobi in zdravje
	Propadanje lesk v Sloveniji zaradi okužbe s ‘Candidatus Phytoplasma fragariae’ in z izolati sorodnimi povzročiteljici zlate trsne rumenice 
	Nataša Mehle1, Nejc Jakoš1, Mojca Rot2, Miro Mešl3, Jože Miklavc3, Boštjan Matko3, Alenka Ferlež Rus4, Maja Ravnikar1,5, Marina Dermastia1

	Adhezija bakterij Campylobacter na abiotsko ter biotsko površino in vključeni mehanizmi
	Anja Klančnik1, Dina Ramič1, Katarina Šimunovič1, Jerica Sabotič2, Maja Šikić Pogačar1, Darinka Vučković3, Maja Abram3, Meta Sterniša1, Magda Tušek Žnidarič4, Sonja Smole Možina1

	Izsledki raziskav nematicidnih bakterij vrste Bacillus firmus in ozko sorodnih sevov Bacillus sp. na zdravje rastlin
	Nik Susič, Saša Širca, Barbara Gerič Stare


	Mikrobi in analitika
	Potrditev uporabnosti biomimetičnega in vitro modela prašičjega urotelija za ocenitev patogenosti sevov bakterije Escherichia coli
	Luka Predojević1, Mateja Erdani Kreft2, Darja Keše3, Peter Veranič2, Taja Železnik Ramuta2, Darja Žgur Bertok1, Marjanca Starčič Erjavec1


	Mikrobi in protimikrobne učinkovine
	Protimikrobni potencial hidrolata smilja Helichrysum italicum 
	Katja Bezek, Katja Kramberger, Darja Barlič Maganja

	Širokospektralno protimikrobno delovanje homogenata humane amnijske membrane na uropatogene bakterije
	Taja Železnik Ramuta1, Tina Šket1, Katja Seme2, Marjanca Starčič Erjavec3, Mateja Erdani Kreft1


	Mikrobi in biotehnologija
	Dvig donosa oksitetraciklina v bakteriji Streptomyces rimosus s povečanjem števila kopij celotne otc gruče biosinteznih genov
	Špela Pikl1, Lucija Slemc1, Martina Avbelj1, Andrés Felipe Carrillo Rincón1, Dušan Goranovič2, Krešimir Gjuračić2, Hilda Sucipto3,4, Andriy Luzhetskyy3,4, Hrvoje Petković1, Vasilka Magdevska2

	Izguba genov kot evolucijska prednost bipolarno brstečih kvasovk  
	Neža Čadež1, Diego Libkind2, Miha Tome1


	Mikrobi in okolje
	Študij vpliva bakterij na rast železo oksid hidroksidnih kapnikov (FeOOH-polimorfi) z uporabo SEM-EDS in ATR-FTIR spektroskopije
	Minka Kovač1, Marjan Bele2, Leon Korošec1, Miha Kovač1, Nataša Toplak1, Simon Koren1, Anja Veronovski1, Mateja Kokalj3, Barbara Jeršek3, Miha Jeršek4, Boris Orel2, Anton Kovač1

	Ko se tudi bližnji sorodniki ne marajo – sorodstvena diskriminacija patogenih bakterij Campylobacter jejuni
	Katarina Šimunović, Sonja Smole Možina, Ines Mandić Mulec

	Desetletje genomike gliv iz ekstremnih okolij
	Cene Gostinčar1,2, Metka Lenassi3, Janja Zajc4, Martina Turk1, Jerneja Zupančič1, Ana Plemenitaš3, Polona Zalar1, Zewei Song5, Nina Gunde-Cimerman1

	Odziv mikrobne združbe na množično pojavljanje in odmiranje meduz v morju
	Tinkara Tinta1,2, Zihao Zhao1,3, Alvaro Escobar1, Katja Klun2, Barbara Bayer1,4, Chie Amano1, Gerhard J. Herndl1,3,5



	Postri
	Mikrobi in zdravje
	Probiotiki za nadzor kontaminacije rej perutnine s kampilobaktri in salmonelami
	Jana Avberšek, Darja Kušar, Maja Kavalič, Jasna Mićunović, Igor Gruntar, Bojan Papić, Olga Zorman Rojs, Tina Pirš, Matjaž Ocepek 

	Pregled in vitro študij in študij, narejenih na živalih, o učinkovitosti uporabe probiotikov kot antagonistov proti patogenom kožnih ran
	Sabina Fijan1, Anita Frauwallner2, Tomaž Langerholc3, Bojan Krebs4, Jessica A. ter Haar5, Adolf Heschl2, Dušanka Mičetić Turk1,6, Irena Rogelj7

	Dejavniki virulence in odpornost proti antibiotikom pri humanih kliničnih enterokokih 
	Majda Golob1, Urška Dermota2, Helena Ribič2, Jana Avberšek1, Mateja Pate1, Darja Kušar1, Bojan Papić1, Irena Zdovc1

	Vpliv raznolikosti nabora površinskih proteinov na sposobnost tvorjenja biofilmov Listeria spp. na abiotskih površinah
	Nika Janež, Blaž Škrlj, Jerica Sabotič

	Značilnosti kolonizacije zdrave in aknaste kože z bakterijami Cutibacterium acnes in Staphylococcus epidermidis ter njihovimi bakteriofagi
	Nika Janež1, Maja Štokelj1, Jasmina Tušar1, Kristina Nemec1, Silvija Špehar2, Valerija Balkovec3, Matjaž Peterka1

	Analize genomskih zaporedij za slednje prenosov medicinsko pomembnih mikroorganizmov
	Sandra Janežič1,2, Aleksander Mahnič1, Alenka Štorman1, Marija Trkov1, Maja Rupnik1,2

	Detekcija SARS-CoV-2 RNK v bolnišničnih odpadnih vodah
	Tom Koritnik1, José Gonçalves1, Verica Mioč1, Marija Trkov1, Katarina Prosenc Triar1, Metka Paragi1, Bojana Beović2

	Genotipizacija sevov vrste Escherichia coli, izoliranih iz kraških vodonosnikov
	Kaja Kotnik1, Janez Mulec2, Jerneja Ambrožič Avguštin1

	Raznolikost izolatov Paenibacillus larvae znotraj istega čebelarstva
	Darja Kušar, Bojan Papić, Alenka Žugelj, Mira Jenko Rogelj, Urška Zajc, Jana Avberšek, Majda Golob, Maja Lepen, Metka Pislak Ocepek, Matjaž Ocepek, Irena Zdovc

	Različni tipi disbioze v črevesni mikrobioti
	Aleksander Mahnič1, Maja Rupnik1,2

	Analize odpadnih voda za spremljanje epidemije novega koronavirusa v Sloveniji
	Olivera Maksimović Carvalho Ferreira1, 2, Katarina Bačnik1, 2, Zala Kogej1, Denis Kutnjak1, Nataša Mehle1, Mojca Milavec1, Maja Ravnikar1,3, Ion Gutiérrez-Aguirre1

	Higiensko stanje v izbranih enotah vrtcev
	Maša Štrakl1, Urška Jamnikar-Ciglenečki2, Stanka Vadnjal2, Majda Biasizzo2, Urška Henigman2, Mojca Jevšnik1

	Pojavljanje glive Cryptococcus neoformans sensu lato na drevesnih vrstah v Sloveniji
	Rok Tomazin, Nika Božič, Tadeja Matos

	Uporaba metode sekvenciranja naslednje generacije v javnozdravstvenem laboratoriju 
	Marija Trkov1, Tamara Kastrin1, José Gonçalves1, Tom Koritnik1, Verica Mioč1, Metka Paragi1

	Razvoj in optimizacija qPCR testov za določanje glive Phyllosticta citricarpa v vzorcih zraka in dežja
	Janja Zajc1,2, Sara Fišer1, Maja Ravnikar1, Antonio Vincent3, Neil Boonham4, Polona Kogovšek1

	Tipizacija izolatov Paenibacillus larvae z metodo ERIC-PCR v Sloveniji
	Alenka Žugelj, Darja Kušar, Bojan Papić, Urška Zajc, Majda Golob, Olga Kosar, Jerica Vreček Šulgaj, Lucija Žvokelj, Maja Kavalič, Jana Avberšek, Metka Pislak Ocepek, Irena Zdovc

	Odziv imunskega sistema na izbrane seve bakterije Escherichia coli in vpliv na cirkadiano uro
	Zala Žužek1, Urša Kovač2, Katka Pohar3, Miha Moškon4, Alojz Ihan3, Damjana Rozman2, Marjanca Starčič Erjavec1


	Mikrobi in analitika
	Mednarodna primerjalna študija molekularnih testov za določanje za rastline patogene bakterije Pantoea stewartii subsp. stewartii v semenu koruze
	Špela Alič1, Manca Pirc1, Tadeja Lukežič1, Maja Ravnikar1,2, Tanja Dreo1

	Primerjava dveh metod za ugotavljanje prisotnosti bakterije Escherichia coli v vodi Podpeškega in Rakiškega jezera in dokazovanje njenih virulentnih sevov
	Maša Ceglar1, Tatjana Rupel2, Karmen Godič Torkar1

	Preverjanje usposobljenosti nacionalnih referenčnih laboratorijev za molekularno določanje bakterije Xylella fastidiosa v okviru Referenčnega laboratorija EU za škodljive organizme rastlin na bakterijah
	Tanja Dreo, Manca Pirc, Špela Alič

	Študija razširjenosti bakterije Pseudomonas syringae pv. aesculi v divjih kostanjih: znanost in projekt za državljane
	Tanja Dreo1, Dušan Jurc2,3, Peter Smolnikar2, Boštjan Kukovec4, Aleksander Benčič1,5, Nataša Toplak6, Simon Koren6, Špela Alič1, Barbara Piškur2, Marina Dermastia1

	Vzpostavitev postopka preskušanja medicinskih mask: učinkovitost bakterijske filtracije
	Katja Fric1, Mojca Janc1, Nika Savodnik1, Tamara Košir1, Arijana Filipić1, Miha Zakotnik2, Primož Hafner2, Polona Kogovšek1

	Korelacija analitičnih metod uporabljenih na področju genske terapije
	Mojca Janc, Kaja Zevnik, Magda Tušek Žnidarič, Maja Šalekar, Nejc Košir, Rebecca Vollmeier, Tjaša Jakomin, Polona Kogovšek, Jana Žel, Maja Ravnikar, David Dobnik 

	Plazmid pRK100: sekvenciranje, sestava in analiza celotnega nukleotidnega zaporedja
	Karmen Jeseničnik1, Andrej Kastrin2, Tatyana Sysoeva3, Lauren Elam3, Tim Johnson4, Marjanca Starčič Erjavec1

	Primerjava različnih kompletov za osamitev nukleinskih kislin bakterije Clostridioides difficile iz mesa in mesnih pripravkov
	Katarina Pavlin, Majda Biasizzo, Stanka Vadnjal, Urška Henigman, Andrej Kirbiš, Urška Jamnikar-Ciglenečki

	Medlaboratorijska primerjava testov za diagnostiko virusa pegavosti in uvelosti paradižnika
	Ana Vučurović1,2, Nejc Jakoš1, Maja Ravnikar1,3, Nataša Mehle1

	Uporaba visokozmogljivostnega sekvenciranja za odkrivanje virusov, ki povzročajo bolezen prej neznane etiologije na Iris sp. v Srbiji
	Ana Vučurović1,2 , Denis Kutnjak1, Nataša Mehle1, Zala Kogej1, Ivana Stanković2, Branka Krstić2, Maja Ravnikar1,3

	Indukcija ekspresije proteinov z metanolom in pH profiliranje z uporabo aparata BioLector® PRO
	Anna Korona1, Roland Weis2, Aid Atlic2


	Mikrobi in protimikrobne učinkovine
	Določanje rezistoma v vzorcih izmečkov iz pljuč z uporabo visokozmogljivega sekvenciranja
	Aleksander Benčič1,2, Nataša Toplak3, Simon Koren3, Viktorija Tomič4, Dane Lužnik4, Tanja Dreo1

	Odpornost ocetnokislinskih bakterij proti izbranim antibiotikom in šibkim organskim kislinam
	Eva Cepec, Lora Klanfar, Jure Škraban, Janja Trček

	In vitro raziskava antagonistične učinkovitosti probiotikov proti patogenim sevom Escherichia coli 
	Sabina Fijan1, Dunja Šulc2, Andrej Steyer3

	Protimikrobna aktivnost slovenskega medu različnega porekla
	Mateja Kokalj1, Nika Horvat1, Tanita Kranjc1, Tomaž Samec2, Nataša Lilek2, Andreja Kandolf Borovšak2, Sonja Smole Možina1

	Geni za dejavnike virulence in odpornost proti protimikrobnim učinkovinam pri sevih bakterije Escherichia coli, izoliranih iz morske in jezerske kopalne vode in sedimentov
	Veronika Ana Kralj1, Jerneja Ambrožič Avguštin2

	Proti antibiotikom odporni izolati Escherichia coli iz prehrnske verige so lahko odporni tudi proti razkužilom in težkim kovinam
	Manja Križman1, Majda Golob2, Irena Zdovc2 

	Preverjanje protimikrobne učinkovitosti seva ŽP na patogenih sevih 
	Aleksander Lesar1,2, Sara Petrin1,3, Grégory Jubelin2, Mateja Erdani Kreft3, Marjanca Starčič Erjavec1 

	Vpliv postopka priprave eteričnega olja sivke (Lavandula hybrida) na biološko aktivnost proti bakteriji Campylobacter jejuni
	Janja Ogrizek, Dina Ramić, Sonja Smole Možina

	Odpornost bakterijskih celic Escherichia coli na sonolizo
	Žiga Pandur1,2, Matevž Dular1, David Stopar2

	Mehanizem delovanja eteričnega olja sivke na mutanto Campylobacter jejuni 11168ΔluxS
	Dina Ramić1, Anja Klančnik1, Barbara Jeršek1, Nataša Toplak2, Minka Kovač2, Urban Kunej1, Sonja Smole Možina1

	Higiena površin in pripomočkov za večkratno uporabo v zdravstveni ustanovi
	Urška Rozman1, Darja Duh2, Mojca Cimerman2, Sonja Šostar Turk1

	Občutljivost mlečnokislinskih bakterij in bifidobakterij iz agro-živilske verige za protimikrobne spojine
	Vita Rozman, Petra Mohar Lorbeg, Tomaž Accetto, Bojana Bogovič Matijašić

	Protimikrobna in citotoksična aktivnost izvlečkov gob
	Meta Sterniša1, Urša Pečar Fonović2, Tine Grebenc3, Anja Klančnik1, Jerica Sabotič4

	Filmotvornost bakterije Pseudomonas fragi na jekleni površini in njeno obvladovanje s polimerno-MoO3 nanokompozitno prevleko
	Meta Sterniša1, Urška Gradišar Centa2, Maja Remškar2, Sonja Smole Možina1

	Fotoakustično odstranjevanje biofilmov Enterococcus faecalis iz titanovih površin z laserjem Er:YAG s super kratkimi pulzi
	Saša Terlep1, Michaela Hympanova2, Iztok Dogša3, Franja Pajk1, David Stopar3


	Mikrobi in biotehnologija
	Biometanski potencial kisle sirotke in možnosti njene uporabe v proizvodnji bioplina iz odpadnega biološkega blata
	Lijana Fanedl1, Blaž Petek1, Maruša Lah1, Marjetka Levstek2, Romana Marinšek Logar1

	Opis novih vrst ocetnokislinskih bakterij Komagataeibacter melaceti sp. in Komagataeibacter melomenusus sp., izoliranih iz jabolčnega kisa
	Leon Marič1, Ilse Cleenwerck2, Tomaž Accetto3, Peter Vandamme2, Janja Trček1,4

	Proizvodnja nizina v osiromašeni kisli sirotki in primerjava dveh metod izolacije s HPLC
	Jernej Oberčkal1, Diana Paveljšek1, Neja Pristovšek1, Marko Kete2, Maja Zupančič Justin2, Bojana Bogovič Matijašić1

	Mikrobno recikliranje odpadne ovčje volne
	Blaž Petek, Romana Marinšek Logar

	Kemijske in mikrobiološke spremembe v pozabljeni steklenici viskija
	Ajda Pristavec1, Simon Koren2, Barbara Jeršek3, Anja Veronovski2, Leon Korošec2, Miha Kovač2, Minka Kovač2, Nataša Toplak2

	Raznolikost vodotopnih zunajceličnih heteropolisaharidov ocetnokislinskih bakterij in njihove viskoelastične lastnosti 
	Tadeja Vajdič1, Jure Škraban1, Kim Fijok1, Nina Jančič1, Iztok Dogša2, David Stopar2, Janja Trček1


	Mikrobi in okolje
	Dva nova rodova bazidiomicetnih gliv iz svalbardskih in grenlandskih ledenikov: Callizyma gen. nov. in Psychromyces gen. nov.
	Kristina Andrejašič1, Laura Perini1, Nina Gunde-Cimerman1, Cene Gostinčar1,2, Polona Zalar1

	Metagenomska analiza virusne raznolikosti v vzorcih jamskih voda
	Katarina Bačnik1, 2, Denis Kutnjak1, Monika Novak Babič3, Martina Turk3, Rok Kostanjšek3, Polona Zalar3, Cene Gostinčar3, Janez Mulec4, Nina Gunde-Cimerman3, Maja Ravnikar1, 5, Ion Gutierrez Aguirre1

	Evolucija socialnih interakcij med roji sevov B. subtilis
	Katarina Belcijan, Polonca Štefanič, Ines Mandić Mulec

	Primerjava fenotipskih lastnosti sevov oportuno patogene glive Aureobasidium melanogenum in sorodnih vrst
	Anja Černoša, Cene Gostinčar, Nina Gunde-Cimerman

	Proučevanje raznolikosti in živosti glivne združbe na slikah na platnu
	Mitja Gajšek, Martina Turk, Polona Zalar

	Globalna biotska raznovrstnost tal in ekosistemske storitve tal - kako dobro jih poznamo?
	Carlos A. Guerra1,2, Anna Heintz-Buschart1,3, Johannes Sikorski4, Antonis Chatzinotas5,1, Nathaly Guerrero-Ramírez1,6, Simone Cesarz1,6, Léa Beaumelle1,6, Matthias C. Rillig7,8, Fernando T. Maestre9,10, Manuel Delgado-Baquerizo9, François Buscot3,1, Jörg 

	Nov rod črevesnih bakteriofagov in njihov mehanizem zamenjave gostitelja 
	Stina Hedzet1, Tomaž Accetto2, Maja Rupnik1,3 

	Izolacija in identifikacija bakterij in gliv iz Triglavskega ledenika in ledenika pod Skuto
	Maša Jarčič1, Polona Zalar2, Nina Gunde-Cimerman2

	Viskoelastične lastnosti novo nastajajočih peliklov bakterije Bacillus subtilis na interfazi tekočina/zrak
	Mojca Krajnc, Polonca Štefanič, Ines Mandić-Mulec, David Stopar, Iztok Dogša

	Črna žilavka kapusnic (Xanthomonas campestris pv. campestris) v Sloveniji: sprememba patogena?
	Janja Lamovšek, Neja Marolt, Irena Mavrič Pleško

	Analiza vode za namakanje v proizvodnji paradižnika v Sloveniji in Srbiji
	Olivera Maksimović Carvalho Ferreira1, 2, Katarina Bačnik1, 2, Denis Kutnjak1, Maja Ravnikar1, 3, Ion Gutierrez-Aguirre1

	Mikrobiološka zbirka Ex (IC Mycosmo)
	Mojca Matul, Polona Zalar, Nina Gunde-Cimerman

	Virusi vinske trte v Sloveniji – stari in novi znanci
	Irena Mavrič Pleško1, Ivan Žežlina2, Mojca Viršček Marn1

	2020 – Mednarodno leto zdravja rastlin
	Irena Mavrič Pleško1, Janja Lamovšek1, Primož Žigon1, Zala Kogej2, Nataša Mehle2, Maja Ravnikar2, Tanja Dreo2, Mojca Viršček Marn1

	Karakterizacija bakterij vrste Escherichia coli, izoliranih iz netopirskega gvana in pohodnih površin iz kraških jam
	Ana Miglioranza1, Janez Mulec2, Jerneja Ambrožič Avguštin1

	Glive v pesku plaž – diverziteta in potencialni vpliv na zdravje
	Monika Novak Babič1, Nina Gunde-Cimerman1, João Brandão2

	Interakcije med bakterijama Salmonella enterica serovar Typhimurium in Bacillus subtilis v biofilmu
	Eli Podnar1, Andi Erega1, Tjaša Danevčič1, Bram Lories2, Eva Kovačec1, Hans Steenackers2, Ines Mandić-Mulec1

	Mikrobna združba reke Kamniške Bistrice in frekvenca konjugacijskega prenosa plazmida pKJK5 med dvema sevoma bakterije Escherichia coli
	Urška Skamen1, Nataša Mori2, Tatjana Simčič2, Marjanca Starčič Erjavec1

	Temperaturna odvisnost tvorbe biofilma in potenciala za kvar živil bakterij Pseudomonas iz rib
	Meta Sterniša, Neža Čadež, Sonja Smole Možina

	Mikrobiom Sečoveljskih solin 
	Ivana Strmečki1, Martina Turk1, Cene Gostinčar1,2, Nina Gunde Cimerman1, Polona Zalar1

	Vpliv plazme in izbranih ekoloških pripravkov na mikrobno združbo koruznih semen
	Valerija Tkalec1,2, Aleksander Mahnič1, Primož Titan3, Peter Gselman3, Nina Recek4, Maja Rupnik1,2

	Osamitev in identifikacija mikroorganizmov s človeške ribice (Proteus anguinus) iz narave in ujetništva 
	Polona Zalar1, Martina Turk1, Ana Gubenšek1, Ivana Bokan1, Cene Gostinčar1, 2, Rok Kostanjšek1, Jani Mulec3, Nina Gunde-Cimerman1


	Mikrobi in molekularne interakcije
	Povezava med tvorbo surfaktina in genetsko kompetenco spodbuja horizontalni prenos genov pri bakterji Bacillus subtilis
	Tjaša Danevčič1, Anna Dragoš1,2, Mihael Špacapan1, Polonca Štefanič1, Iztok Dogša1, Ákos T. Kovács2, Ines Mandić-Mulec1

	Medsebojni vplivi nesočasnih virusnih okužb v rastlinah
	Denis Kutnjak1,2, Régis L. Corrêa2,3, Paula Agudo2, Francisca de la Iglesia2, Santiago F. Elena2,4



	Kazalo avtorjev

