MIKROBIOLOG.SI

Letnik 2, stevilka 1
April 2022




MIKROBIOLOG.SI

Gl
dr

asilo Slovenskega mikrobioloskega
ustva

ISSN 2784-4463

Odgovorna urednica

dr

Gl
dr.

. Marjanca Starcic Erjavec

avna urednica
. Polonca Stefanic

Uredniski odbor

dr
dr
dr
dr
dr
dr
dr
dr

. Tomaz Accetto

. Darja Barli¢ Maganja

. Polona Kogovsek

. Urska Kuhar

. Hrvoje Petkovi¢

. Marjanca Starcic Erjavec
. Polonca Stefanic¢

. Valerija Tkalec

Rok Tomazin

Lektoriranje
Rok Dovjak

Oblikovna zasnova

dr

. Polonca Stefani¢

Graficna priprava

dr

. Marjanca Starcic Erjavec

Revija je brezplacna in izhaja 3 x let-
no

Spletna revija se nahaja v obliki pdf
dokumenta na spletni strani SMD:
www.smd.si

Brez pisnega dovoljenja izdajatelja so prepove-

da

ni reproduciranje, distribuiranje, javna obja-

va, predelava ali druga uporaba tega avtorske-

ga
ob

dela ali njegovih delov v kakr$nemkoli
segu ali postopku.

Prispevke posiljajte na naslov
polonca.stefanic@bf.uni-lj.si

Naslovnica
Mesana kolonija dveh visokosorodnih sevov
Bacillus subtilis (PS-216-RFP in PS-13-YFP),

pos
Mz

neto s fluorescentnim stereomikroskopom,
FLII (Leica) — 8x povecava, avtorica Mojca

Krajnc.

Novice iz sveta mikrobiologije

Ugotavijanje raznolikosti bakterije Paenibacillus larvae znotraj
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Pred vami je prva stevilka novega, drugega letnika glasila
Slovenskega mikrobioloskega drustva, Mikrobiolog.si, glasila,
katerega namen je, da mikrobiologi drug drugemu predstavimo in
priblizamo svoje delo.

V tej stevilki nadaljujemo predstavitev posameznih prispevkov na
dogodku Raziskovalni programi se predstavijo 2021, ki smo ga
izvedli na daljavo v novembru 2021. Takrat so namrec raziskovalni
programi s podrocja virusa SARS-CoV-2 in bolezni COVID-19
predstavili svoje rezultate. V decembrski stevilki prvega letnika smo
tako Ze objavili povzetke prispevkov iz sekcif DruZzbeno-pravni vidiki
COVID-19, Diagnostika SARS-CoV-2 in Klinicni vidiki COVID-19, v tef
stevilki pa boste lahko nasli se prispevke iz obeh delov sekcije
Pristopi  k zdravijenju COVID-19. V rubriki Novice iz sveta
mikrobiologije boste prebrali zanimiv prispevek o ugotavijanju
raznolikosti bakterije Paenibacillus larvae znotraj izbruhov bolezni in
prizadetega cebelarstva s sekvenciranjem celotnih genomov, ki so
Jih pripravili kolegi iz Veterinarske fakultete. S to stevilko pa
zacenjamo tudi objavijanje prispevkov v dveh novih sekcijah: Djjaki
v svetu mikrobiologife, ki prinasa clanke o djjaskem raziskovalnem
delu, in Slovenski mikrobiologi v tujini ki prikazuje dosezke
slovenskih mikrobiologov na tujih tleh. Seveda pa smo za vas
pripravili tudi Iskrice in pa pesem prof. Rasporja.

V upanju, da si boste z veseljem prebrali to stevilko in tudi prispevali
svoje prispevke za naslednjo, vas prav lepo pozdravijam in vam Zelim
lepo pomlad in poletje.
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Novice iz sveta mikrohiologije

Ugotavijanje raznolikosti bakterije Paenibacillus
larvae znotraj izbruhov bolezni in prizadetega
Cebelarstva s sekvenciranjem celotnih genomov

Bojan Papi¢, Majda Golob, Irena Zdovc, Jana
Avberiek, Metka Pislak Ocepek, Darja Kusar
Raziskava je bila opravljena v okviru
cilinega raziskovalnega projekta Ugo-
tavljanje poti Sirjenja hude gnilobe
Cebelje zalege z genetsko tipizacijo sevov
povzrocitelja bolezni (V4-1804, trajanje:
1. 11. 2018-30. 11. 2020, vodja: Darja
Kusar) in objavljena v reviji Microbial
Genomics. Avtorji smo zaposleni na
Veterinarski fakulteti Univerze v Lju-
bljani oz. Nacionalnem veterinarskem
institutu, na Institutu za patologijo,
divjad, ribe in cebele (Enota za
zdravstveno varstvo in gojitev divjadi,
Cebel in akvakultur: M. Pislak Ocepek)
in InStitutu za mikrobiologijo in
parazitologijo (Enota za bakteriologijo in
mikologijo: preostali avtorji), kjer opra-
vljamo znanstvenoraziskovalno, stroko-
vno in pedagosko delo.

Vir: Bojan Papi¢, Majda Golob, Irena Zdovc, Jana
Avbersek, Metka Pislak Ocepek, Darja Kusar. Using
whole-genome sequencing to assess the diversity of
Paenibacillus larvae within an outbreak and a

beekeeping operation. Microbial Genomics. 2021,
7(12):000709.

Povezava do c¢lanka.

w ebele imajo zaradi svoje
oprasevalske funkcije pomem-
bno gospodarsko vlogo, hkrati

pa so z ekoloskega vidika nepogresljive

pri ohranjanju biotske raznovrstnosti.

Huda gniloba ¢ebelje zalege (HGCZ) je

ena od najresnejSih bolezni cebelje

zalege, ki jo povzrofa po Gramu po-
zitivna bakterija Paenibacillus larvae.

Li¢inke se s sporami P. larvae okuZijo s

kontaminirano hrano. Spore so zelo

odporne proti Stevilnim okoljskim
dejavnikom in  lahko  ostanejo

WGS) je metoda izbora za
genotipizacijo mikroorganizmov z
veliko mocjo razlikovanja. Omenjena
metoda v kombinaciji s pridruzenimi
epidemioloskimi oz. epizootioloskimi
podatki omogoca ugotavljanje poti
sirjenja in  opredelitev izbruhov
bolezni. Za namen bioinformacijske
obdelave podatkov WGS smo v
okviru projekta V4-1804 izdelali
stabilno shemo za tipizacijo bakterije
P. larvae na osnovi zaporedij lokusov
celotnega genoma (wgMLST) s 5745

»Huda gniloba ¢ebelje zalege (HGCZ)
je ena od najresnejsih bolezni cebelje
zalege, ki jo povzroca po Gramu
pozitivna bakterija Paenibacillus
larvae.«

infektivne vec desetletij. Zaradi bolezni
postopoma oboleva in odmira Cebelja
zalega, kar vodi do popolnega propada
Cebeljih druZin (slika 1). Bolezen se
zatira v skladu s Pravilnikom o ukrepih
za ugotavljanje, zatiranje, obvescanje
in preprecevanje HGCZ (Uradni list RS,
§t. 10/20 in 61/20). Okoli na novo
ugotovljenega Zaris¢a bolezni se uvede
zapora premikov Cebel in ¢ebelarske
opreme v polmeru tri kilometre (t. i.
kuzni krog), dokler se Zaris¢e ne sanira
in se klinicno pregledajo vse cebelje
druZine znotraj zapore. Ce se znotraj
zapore pojavi novo Zaris¢e, se kuzni
krog wustrezno razsSiri. Bolezen ni
ozdravljiva, vse klini¢no bolne cebelje
druzine je treba neskodljivo uniciti,
zato je za uspe$no zatiranje HGCZ
najucinkovitejsi ukrep preprecevanje
sirjenja bolezni.

Sekvenciranje celotnih genomov

(ang. whole-genome sequencing,

lokusi [1] ter dolocili tudi okvirno
genetsko mejo (< 35 alelov wgMLST)
za  zamejitev  gru¢  genetsko
povezanih (klonalnih) izolatov, na
osnovi katere lahko dokonéno
potrdimo izbruhe in poti prenosa
HGCZ [2]. Skupno smo z metodo
WgMLST tipizirali 202 izolata P.
larvae iz Slovenije iz obdobja 2017-
2019. Z mejo 35 alelov na
minimalnem vpetem drevesu (ang.
minimum  spanning tree, MST)
wgMLST smo dosegli najvisjo
specifi¢nost in obcutljivost, pri emer
smo specificnost  definirali kot
sposobnost razlikovanja genetsko in
epidemiolosko povezanih izolatov od
nepovezanih, obcutljivost pa kot
sposobnost  identifikacije  vseh
genetsko in epidemiolosko pove-
zanih izolatov.
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W Slika 1: Znacilna bo-
lezenska sprememba
pri  hudi  gnilobi
Cebelije zalege je
presledkast oz. ne-
strnjen videz pokrite
zalege s posame-
znimi  vdrtimi  po-
krovci temnejse bar-
ve. Obolele licinke
odmrejo in se spre-
menijo v vlecljivo
maso rjave barve, ki
se lahko povlece iz
satne celice.



https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/mgen/10.1099/mgen.0.000709
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» Slika 2: Minimalno
vpeto drevo wgMLST
za 59 izolatov
Paenibacillus larvae,
ki so bili povezani z
izbruhom (M, ), in
Sest z izbruhom
nepovezanih izolatov
(O); ‘beekeeper 1’
oznacuje ¢ebelarstvo
s tremi prizadetimi
Cebelnjaki, iz kate-
rega smo pridobili 40
izolatov. Stevilke na
¢rtah oznacujejo raz-
like v alelih (AD, ang.
allele  differences),
dolZine ¢ért so pri-
kazane v logaritem-
skem merilu. Do-
locene razdalje zno-
traj gruce 1 (ang.
outbreak cluster 1)
niso oznacene, ven-
dar so vse < 11 AD.
Izolati znotraj gene-
tske meje < 35 AD so
obrobljeni s sivo.

Ugotavljali smo tudi raznolikost
izolatov P. larvae znotraj izbruha HGCZ
v primerjavi z raznolikostjo znotraj
prizadetega Cebelarstva, ¢ebelnjaka in
Cebelje druZine (predstavljena
raziskava). Za ta namen smo z metodo
WGS tipizirali 59 izolatov, povezanih z

PL189

PLS2
24
PL108 34 PL100
4

izbruhom hude gnilobe v severo-
zahodni Sloveniji v letu 2019 (slika 2).
Od tega je 40 izolatov izviralo iz enega
Cebelarstva s tremi cebelnjaki. Vsi
izolati so pripadali tipu ERIC 11-ST11,
analiza wgMLST pa ni pokazala
razvrsanja izolatov glede na vrsto
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vzorca (med ali zalega), Cebelnjak ali
Cebeljo druzino (panj). V povprecju so
se izolati iz istega cebelarstva
razlikovali v 10 alelih wgMLST, najvecja
genetska razdalja med pari izolatov pa
je bila 22 razlik v alelih. To kaze na
znatno genetsko raznolikost med
izolati P. larvae iz istega Cebelarstva, ki
jo moramo upostevati pri opredelitvi
klonalnih  odnosov med izolati
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drugi strani lahko v primeru ugotovitve
istega klona P. larvae na razdaljah, ki
znatno presegajo preletno razdaljo
Cebel (tudi 20 km in vec), upravi¢eno
sklepamo na Sirjenje okuibe z
aktivnostjo Cebelarjev, npr. zaradi
prevoza bolnih ¢ebeljih druzin na paso
ali pri prodaji. Znotraj kuznih krogov
smo ugotovili tudi prisotnost ne-
sorodnih sevov P. larvae, kar kaze na

»Rezultati kazejo, da trikilometrski
kuzni krog zajame vse prenose okuzb, ki
so posledica naravne aktivnosti cebel. Po
drugi strani lahko v primeru ugotovitve

istega klona P. larvae na razdaljah, ki
znatno presegajo preletno razdaljo cebel
(tudi 20 km in vec), upraviceno
sklepamo na Sirjenje okuzbe z
aktivnostjo cebelarjev, npr. zaradi
prevoza bolnih cebeljih druzin na paso
ali pri prodaji.«

(preiskave izbruhov in ugotavljanje
poti Sirjenja) in izboru Stevila kolonij za
tipizacijo. Za zanesljivejSo opredelitev
klonalnih odnosov med izolati so
zazeleni izErpni epizootioloski podatki,
tipizacija vedjega Stevila izolatov iz
danega okolja (npr. istega ¢ebelarstva)
in izdelava statisticno podprtega
filogenetskega drevesa, ki temelji na
polimorfizmu posameznih nukleotidov
(ang. single nucleotide polymorphism,
SNP).

Rezultati kaZejo, da trikilometrski kuzni
krog zajame vse prenose okuzb, ki so
posledica naravne aktivnosti ¢ebel. Po

kompleksne poti Sirjenja povzrocitelja
HGCZ in mesane (multiklonalne)
izbruhe.

Viri:

1. Papic¢ B, Diricks M, Ku3ar D. Analysis of the global
population structure of Paenibacillus larvae and
outbreak investigation of American foulbrood using
a stable wgMLST scheme. Frontiers in Veterinary
Science. 2021, 8:582677. URL:
https://doi.org/10.3389/fvets.2021.582677, zadnji
dostop: 21. 6. 2022.

. Zugelj A, Papi¢ B, Zdovc , Zajc U, Golob M in sod. ERIC
and WGS typing of Paenibacillus larvae in Slovenia:
investigation of ERIC | outbreaks. Insects. 2021,
12(4):362. URL:
https://doi.org/10.3390/insects12040362, zadniji
dostop: 21. 6.2022.
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Dijaki v svetu mikrobiologije
Mikrobi v probioticnih jogurtih

Julija Erjavec

Na sestavo mikrobiote lahko vplivamo
s prehrano, torej tudi z jogurti [2]. Sevi
probioti¢nih bakterij veljajo za varne in
zdravju koristne [1]. V preglednici 2 so

MIKROBIOLOG.SI

predstavljeni najbolj znani bakterijski
rodovi, za katere porocajo, da imajo
probioti¢ni potencial, in njihov vpliv na
zdravje.

¥ Preglednica 2: Naj-
bolj znani probiotski
bakterijski rodovi in
njihovi  udinki na
zdravje. Povzeto po

Zavod sv. Stanislava - Skofijska klasi¢na gimnazija, 1210 Ljubljana-Sentvid

julija.erjavec@stanislav.si

Kljucne besede: probioticni jogurti, mikrobi, mikrobiota.

Hrana, ki jo zauZijemo, na nase zdravje vpliva ne
samo s sestavo Zivila, ampak tudi s prisotnimi
mikrobi. Probioti¢ni jogurti prispevajo k naSemu
zdravju, saj vsebujejo probioti¢ne bakterije, ki so
koristne za nase zdravije.

uvoD

Za zdravje vsakega Cloveka je jih izdelujejo razlicna industrijska
pomembna sestava Zivil, ki jih zauZije.  podjetja oz. mlekarne [1].

Probioti¢ni jogurti veljajo za Zivila, ki
pozitivno vplivajo na zdravje ¢loveka,

Y  Preglednica 1:
Ucinki na zdravje
gostitelja nekaterih
bakterijskih vrst, ki so
del mikrobiote. Po-
vzeto po [2].

Vemo, da je sestava Crevesnih bakterij,
ki so del mikrobiote, za zdravje ¢loveka

in to predvsem, ker vsebujejo probio- kljuéna, saj so spremembe v sestavi
ticne bakterije. Na trgu se tako pojavlja  mikropiote lahko vzrok za nastanek
vetje Stevilo probioti¢nih jogurtov, ki (4. lignih bolezni (preglednica 1).

[1].

Bakterijski rod Ucinek na zdravje

Lactobacillus® .

IzboljSana toleranca laktoze in razgradnja le-te
Izboljsano ¢revesno mikrobno ravnovesje
Zaviralni u¢inek na patogeno bakterijo Helicobacter pylori
IzboljSanje delovanja ¢revesja

Zmanijsanje koli¢ine holesterola

Sinteza vitaminov B

Zdravljenje in preprecevanje driske
Spodbujanje imunskega odgovora

Zascita pred rakom debelega crevesa

Zascita pred vnetjem noznice in seil

Blazji alergi¢ni odziv

Blazji vnetni Crevesni sindrom

Bifidobacterium

Izbolj$anje delovanja ¢revesja
Zmanjsanje koli¢ine holesterola
Sinteza vitaminov B

Zdravljenje in preprecevanje driske
Spodbujanje imunskega odgovora
Zascita pred rakom debelega crevesa
Blazji alergi¢ni odziv

Propionibacterium

Zascita pred rakom debelega crevesa

Streptococcus

IzboljSanje delovanja Crevesja
Zmanjsanje koli¢ine holesterola
Sinteza vitaminov B

Zdravljenje in preprecevanje driske

Bakterijska vrsta

Povezanost z zdravjem

Bacteroides spp.

e povecano Stevilo teh bakterij pri debelosti

Bifidobacterium spp. e zmanjsano stevilo teh bakterij pri debelosti
e povecano Stevilo teh bakterij pri Rettovem sindromu
Bilophila spp. ® povecano Stevilo teh bakterij pri kolitisu

zmanjsano Stevilo teh bakterij pri avtizmu

Clostridium spp

zmanjsano Stevilo teh bakterij pri vnetni crevesni bolezni
povecano Stevilo teh bakterij pri avtizmu, pri Rettovem sindromu in pri
diabetesu tipa 2

Escherichia coli

povecano Stevilo teh bakterij pri vnetni ¢revesni bolezni in pri diabetesu tipa 2

Eubacterium spp.

zmanjsano Stevilo teh bakterij pri vnetni ¢revesni bolezni, pri aterosklerozi in pri
diabetesu tipa 2

Faecalibacterium prausnitzi

zmanjsano Stevilo teh bakterij pri vnetni ¢revesni bolezni, pri debelosti in pri
diabetesu tipa 2

Lactobacillus lantarum

zmanjsano Stevilo teh bakterij pri debelosti

Lactobacillus reuteri

povecano Stevilo teh bakterij pri debelosti

Roseburia spp.

zmanjsano Stevilo teh bakterij v vnetni crevesni bolezni
zmanjsano Stevilo teh bakterij pri aterosklerozi

Roseburia intestinalis

e zmanjSano Stevilo teh bakterij pri debelosti in pri diabetesu tipa 2

? Nekdaj so se v rod Lactobacillus uvrscali tudi nekateri predstavniki iz rodov Levilactobacillus,
Lacticaseibacillus, Limosilactobacillus in Lactiplantibacillus.

Eden izmed najbolj znanih probioti¢nih
mikroorganizmov v jogurtih je ba-
kterija Lactobacillus casei (L. casei).
L. casei je fakultativno anaerobni po
Gramu pozitivni mikroorganizem, ki
ne tvori spor ter je katalaza negativen
[3]. Zanj je znadilno, da spada med
najbolj raziskane in uporabljane
probioticne vrste laktobacilov. V
literaturi se najdejo zapisi, da to
bakterijsko vrsto povezujejo s po-
zitivnimi ucinki na razli¢na zdravstvena
stanja, od atopijskega dermatitisa do

raka. Mehanizmi, s katerimi te
bakterije neposredno ali posredno
ugodno vplivajo na zdravje ljudi, Se
niso popolnoma razumljeni in za-
htevajo nadaljnje raziskave [4]. Namen
moje raziskovalne naloge je bil
ugotoviti, koliko bakterij L. casei na ml
je prisotnih v probioticnem izdelku
Actimel. Nadalje me je zanimalo, kaj se
zgodi s Stevilom probioti¢nih bakterij
v Actimelu po enomesecni oz. dvo-
mesecni inkubaciji pri sobni tem-
peraturi oz. v hladilniku pri +4 °C.
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¥ Preglednica 3: Ste-
vilo bakterij Lacto-
bacillus casei v 1 ml
izdelka Actimela ob
nakupu ter po eno-
oz. dvomesecni inku-
baciji pri sobni tem-
peraturi oz. pri +4 °C.
NST- nestevno.

METODA

Za ugotavljanje Stevila bakterij na
ml probioti¢nega izdelka sem uporabila
metodo iz u¢benika Janc in Rupnik [5].
Najprej sem si pripravila redcitveno
vrsto 9 mikrocentrifugirk s po 900 pl
fizioloske raztopine. Iz plastenke
Actimel, ki sem jo pretresla, sem nato
odpipetirala 100 pl napitka v prvo
mikrocentrifugirko in dobro preme-
Sala s potresavanjem, da sem dobila
red¢itev 107%. Iz mikrocentrifugirke z
red¢itvijo 107! sem odpipetirala 100 pl
v naslednjo mikrocentrifugirko, po-
novno pretresla in tako dobila redcitev
1072. Postopek sem ponavljaja, vse
dokler nisem dobila redgitve 1078, Ko
sem imela pripravijene vse redcitve
izdelka Actimel, sem po 100 ul
suspenzije posameznih redcitev pre-
nesla na gojis¢a LB ter jih z obZgano
spatulo po Drigalskem enakomerno
razmazala do suhega. Tako sem na
plo$¢ah dobila konéne red¢itve od 1072

REZULTATI Z RAZPRAVO

Na ovojnini Actimel pise, da je v
posamezni plastenki izdelka 20 milijard
bakterij L. casei. Ker je navedeno, da je
v eni plastenki 94 ml napitka, sem
izraunala, da naj bi bilo v 1 ml izdelka

do 107°. Plod¢e sem nato inkubirala pri
sobni temperaturi, da so porasle
kolonije bakterije L. casei in sem
njihovo Stevilo lahko prestela ter na
podlagi tega izracunala titer bakterij —
kot povprecje Stevila vseh kolonij na
plos¢ah posameznih redcitev. Pri
metodi ugotavljanja titra bakterij je
navedeno, da so Stevne plosce tiste, na
katerih zraste med 30 in 300 kolonij
in da je titer treba doloditi v vsaj dveh
ponovitvah. Ker Zal nisem imela na
razpolago dovolj materiala, sem
poskus lahko izvedla samo brez
dodatnih ponovitev in priizracunu titra
upostevala tudi plosée, na katerih je
zraslo ve¢ kot 300 kolonij, pod
pogojem, da se je dalo kolonije med
sabo lepo lo¢iti. Stevilo bakterij sem
dolocala priizdelku Actimel, kupljenem
na dan razmazovanja, inkubiranem pri
sobni temperaturi 1 oz. 2 meseca ter
inkubiranem v hladilniku pri 4° C en
oz. dva meseca.

Actimela 2,3 x 108 bakterij L. casei. Na
plos¢ah LB sem tako pripravila kon¢ne
red¢itve od 1072 do 107°. Dobljeni
rezultati so zbrani v preglednici 3.

Poskus $t. kolonij na ploi¢ah LB s konéno redéitvijo Titer
102 | 10 | 10®* | 10° | 10° | 107 | 10°® | 107

22. 1. 2022 - izhodiséna kultura NST | NST | NST | NST | 489 37 5 0 4,2 x 10°

22. 2. 2022~ inkubacija pri sobni NST | NST | NST | NST | 299 | 36 4 0 3,5 x 10%

temperaturi

22.2.2022 NST | NST | NST | NST | 232 30 2 0 2,4 x 10°

— inkubacija pri 4 °C

22.3.2022 NST | NST | 238 21 2 0 0 0 2,2 x 10°

- inkubacija pri sobni temperaturi

22.3.2022 NST | NST | 254 | 49 5 0 0 0 4,2 x10°

—inkubacija pri 4 °C

Izhodiséni titer, 4,2 x 108, je za kupljen
izdelek Actimel povsem pri¢akovan
rezultat. Po enomesecni inkubaciji sem
ugotovila, da se je titer pri obeh
temperaturah inkubacije  nekoliko
zmanjsal. Na sobni temperaturi je
padel s 4,2 x 108 na 3,5 x 108, pri 4 °C
na 2,4 x 108. Tako majhen padec sem
pric¢akovala, saj ima izdelek rok trajanja
okoli en mesec, v tem casu naj bi
ohranil Stevilo bakterij, ki ga podaja
proizvajalec na ovojnini. Pri¢akovala
sem, da se bo Stevilo bakterij na ml
pri  sobni temperaturi obcutneje
zmanjsalo, saj na izdelku pise, da ga je
treba hraniti pri najve¢ +8 °C, da se
njegova kvaliteta ohrani do
maksimalnega roka trajanja, ki je
naveden na ovojnini.

MIKROBIOLOG.SI

Po dvomesecni inkubaciji sem
ugotovila, da se je titer pri obeh
temperaturah inkubacije zelo
zmanjsal, in sicer kar za stokrat. Pri
sobni temperaturi je padel na 2,2 x 10°,
pri 4 °C na 4,2 x 105 Ker je med
dvomesecno inkubacijo rok trajanja
izdelku Ze potekel, sem pricakovala, da
se bo to odrazilo pri Stevilu bakterij.
Moja pri¢akovanja so bila sicer, da bo
Stevilo padlo samo za ok. desetkrat.
Na ovojnini Actimela je navedeno, da
so ob L. casei v izdelku tudi druge
navadne bakterije, ki se jih najde v
jogurtih, ¢esar pa moji rezultati niso
pokazali, saj so bile vse kolonije drobne
in znadilne za L. casei (slika 1).

< Slika 1: Plo%a s
kon¢no redcitvijo
10® Actimela po

enomesecni inku-
baciji  pri  sobni
temperaturi pred

Stetjem kolonij L.
casei (A) in po Stetju
kolonij L. casei (B).
Plos¢a s koncno
redéitvijo 107 Acti-
mela po enomesecni
inkubaciji pri sobni
temperaturi pred
Stetjem kolonij L.
casei (C) in po Stetju
kolonij L. casei (D).
Plos¢a s koncno
red¢itvijo 107 Acti-
mela po enomesecni
inkubaciji pri sobni
temperaturi pred
Stetjem kolonij L.
casei (E) in po Stetju
kolonij L. casei (F).

10
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ZAKLUCEK
Vizhodis¢nem izdelku Actimel je bilo toliko bakterij, kot jih je proizvajalec

Viri:

navedel, to je 20 milijard.

Po enomesecni inkubaciji se je titer pri obeh temperaturah inkubacije,
sobni temperaturi in temperaturi hladilnika, nekoliko zmanjsal. Pri sobni
temperaturi je padel s 4,2 x 10 na 3,5 x 108, pri 4 °C na 2,4 x 108.

Po dvomesecni inkubaciji se je titer pri obeh temperaturah inkubacije
zelo zmanjsal, in sicer kar za stokrat. Pri sobni temperaturi je padel na
2,2 x 108, pri 4 °C na 4,2 x 10°. Dobljeni rezultati se ujemajo z napovedjo
proizvajalca o roku trajanja tega izdelka.
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Vpliv razliénih naéinov izpostavitve hladni kisikovi plazmi
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na dekontaminacijo gliv s semen tatarske ajde
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Klju¢ne besede: hladna plazma, glive, tatarska ajda.

Glive pogosto kontaminirajo semena rastlin in s
tem povzrofajo bolezni rastlin ali pa izlocajo
mikotoksine. Preucevali smo vpliv razliénih
nacinov izpostavitve hladni plazmi na glivne
zdruzbe semen tatarske ajde. NajviSja raven
dekontaminacije je bila doseZena pri neposredni
izpostavitvi (ob delovanju reaktivnih kemijskih
zvrsti ter UV-sevanja), posredna izpostavitev
plazmi (izpostavitev le obstojnejSim kemijskim
zvrstem, ne pa tudi UV-sevanju) pa je bila manj

ucinkovita.

uvobD

S strmo narascajoim svetovnim
prebivalstvom bodo za svetovno oskrbo
s hrano klju¢ne nove, okolju prijazne
tehnologije za zas¢ito pridelkov ali
prehranskih proizvodov pred skodljivci
[1]. Eno izmed tak$nih alternativ
predstavlja tehnologija obdelave semen
s hladno plazmo (HP), ki ima potencial za
nadomestitev  uveljavljenih  nadinov
dekontaminacije semen.
Tatarska ajda (Fagopyrum tataricum
Gaertn.) ima zelo visoko hranilno
vrednost, saj je bogata z antioksidanti,
hkrati pa je zelo skromna in nezahtevna
rastlina, primerna za ekolosko pridelavo
[2]. Glivne okuzbe semen so

problematicne, saj lahko povzrocajo
bolezni rastlin, mikotoksini, ki jih izlocajo
nekatere glive, pa so nevarni za ljudi in
zivali. Glive obicajno zatiramo s fungicidi,
ki so Skodljivi za okolje in nase zdravje,
zato so potrebne nove metode
dekontaminacije bioloSkega materiala
[3].

HP je cetrto agregatno stanje snovi,
ioniziran plin, ki ga pridobimo z
dovajanjem energije plinu (v obliki
elektricnega toka ali toplote) [4]. HP je
uporabna kot sredstvo za dekon-
taminacijo semen, saj ne dosega visokih
temperatur, ki bi poskodovale toplotno
obcutljiv bioloski material. Za dekon-

12
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taminacijo kljuéni komponenti HP sta
UV-sevanje in reaktivne kemijske
zvrsti, ki uCinkujejo na  povrsini
obdelovanega materiala [5]. Tega
lahko HP izpostavimo na dva nacina:
pri neposredni izpostavitvi je material v
obmodju nastajanja HP in nanj
ucinkujejo vse njene komponente
(reaktivne kemijske zvrsti ter UV-
sevanje), pri posrednem nacinu pa je

METODE

Semena tatarske ajde, ki so bila
ekoloske pridelave (pridobljena iz
Mlina Rangus), smo kisikovi HP
izpostavili neposredno (za 30 in 60 s) in
posredno (za 60, 120, 180 in 240 s). HP
smo proizvedli z induktivno sklopljenim
radiofrekvenénim napajalnikom (fre-
kvenca 27,12 MHz, tlak 50 Pa, delovna
mo¢ 700 W). Kontrolna semena niso
bila izpostavljena HP (pozitivha
kontrola), vakuumska kontrola je bila
izpostavljena le  vakuumu, kot
negativno kontrolo pa smo imeli
klasi¢no povrSinsko  sterilizirana
semena (20 min v 30 % H,0,). Semena
smo razporedili na gojis¢a PDA (ang.
potato dextrose agar) in jih inkubirali
en teden v rastni komori (22 °C, 60 %
RH, tema). Zrasle glivne kolonije smo
razvrstili glede na njihove morfoloske
lastnosti v skupine (glivne morfotipe)
in po dva predstavnika precepili na
sveze plosée, da smo pridobili Ciste

REZULTATI Z RAZPRAVO

Skupno smo osamili 436 glivnih
izolatov, ki smo jih razvrstili v 16
razli¢nih glivnih morfotipov (slika 1).
Povprecno Stevilo glivnih morfotipov
na seme je pri kontrolni skupini znasalo
okoli 1,7 (slika 2). Vakuumska kontrola
se ni razlikovala od neobdelanih
semen, torej sam vakuum nima vpliva.
DaljSe posredne izpostavitve HP (120,

zunaj razelektritvenega obmodja in je
izpostavljen le obstojnejSim kemijskim
zvrstem, ne pa tudi UV-sevanju [6].

V raziskavi smo preucevali u¢inkovitost
kisikove HP pri dekontaminaciji semen
tatarske ajde. Domnevali smo, da se
bosta z daljSanjem Casa izpostavitve HP
zmanjsevali tako Stevilnost prisotnih
gliv kot tudi njihova raznovrstnost.

kulture. Po enotedenski inkubaciji smo
jih postrgali s plos¢, zamrznili s teko¢im
dusikom in strli, nato pa iz njih s
komercialnim kompletom izolirali DNA
ter v PCR namnozili s specifi¢nimi
zacetnimi oligonukletodi zaporedje
regije ITS [7]. Uspesnost pomnozZitve
zaporedja regije ITS smo preverili z
gelsko elektroforezo. Uspesno
pomnoZene vzorce smo poslali na
sekvenciranje. Pridobljena zaporedja
smo bioinformacijsko obdelali in z
orodjem BLAST (NCBI) identificirali
glivne morfotipe do ravnirodu ali vrste.
Pri vzorcih, za katere nismo pridobili
nukleotidnega zaporedja, smo glive
dolocili le glede na morfoloske
znacilnosti. Na koncu smo izvedli Se
statistichno  analizo  podatkov s
programom Statistica StatSoft (eno-
smerna ANOVA, Tukeyjev post hoc
test), za grafi¢ni prikaz podatkov pa
uporabili program MS Excel.

180 in 240 s) so se razlikovale od
kontrolnih semen, povprecno Stevilo
glivnih izolatov na seme se je zmanjsalo
za 2543 % (slika 2). Pri obeh
neposrednih izpostavitvah pa se je
povprec¢no Stevilo glivnih izolatov
zmanjsalo za priblizno 80 %. Prav tako
sta se neposredni izpostavitvi HP
izkazali za primerljivo  ucinkoviti

klasi¢ni povrsinski sterilizaciji semen, saj
med njimi ni bilo statisticno znacilnih
razlik. Ugotovili smo, da je neposredna
izpostavitev semen tatarske ajde HP
ucinkovitejSa pri dekontaminaciji semen

MIKROBIOLOG.SI

kot posredna, kar je verjetno posledica
izpostavljenosti UV-sevanju, ki velja za
enega glavnih mehanizmov dekon-
taminacije s HP [5].

Povpretna &tevilo glivnih izolatov na seme
o
&

AG 60 AG 120

Natin obdelave

MK WVK MAG60 MAG120 MAGI180 JAG240 WGL30 MGLE0 MKS

)
16 ab
14
be
12
c
c
1,0
g stavitev; KS - po-
06 vriinsko sterilizirana
o d 4 kontrola. Razli¢ne
¢rke  predstavljajo
o ” statistiéno pomemb-
00 —— ne razlike med obde-
VK

< Slika 1: Razliéni glivni
morfotipi, izolirani iz
semen tatarske ajde.

< slika 2: Povpreéno
Stevilo glivnih  izo-
latov na seme
tatarske ajde pri
razlicnih  izpostavi-
tvah HP. K—kontrola;
VK - vakuumska kon-
trola; GL — nepo-
sredna izpostavitev;
AG — posredna izpo-

AG 180 AG 240 6L30 GL6O ks

lavami (p < 0,05;
enosmerna ANOVA;
Tukeyjev test post
hoc).
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» Slika 3: Zastopanost
glivnih redov glede
na razlicne nacine
izpostavitve HP. K —
kontrola; VK -
vakuumska kontrola;
GL - neposredna
izpostavitev; AG -
posredna
izpostavitev; KS —
povrsinsko
sterilizirana kontrola.

» Slika 4: Delezi
posameznih  glivnih

morfotipov med
osamljenimi izolati s
semen. Skupno

Stevilo  analiziranih
glivnih izolatov: 436.

15

HP je vplivala tako na Stevilnost glivnih
izolatov kakor tudi na njihovo razno-
vrstnost, in sicer se je ta pri vseh

90

Skupno stevilo glivnih izolatov

K AG60  AG120 AG180 AG240
Natin obdelave

Trije najpogosteje izolirani morfotipi so
skupaj predstavljali 72 % vseh gliv (slika
4). Glive rodu Hannaella so epifiti, ki jih

30
70
Red:
60
m Sporidiobolales
(kvasovke)
50
@ Tremellales
(kvasovke)
40
@ Ostale nitaste giive
» = ' Morfotip £
20 @ Xylariales
10 I m Pleosporales
0
VK

izpostavitvah zmanjsala, najbolj pri
neposredni izpostavitvi (slika 3).

GL30  GL60 KS

najdemo na povrsini rastlinskih tkiv [8],
in so obsegale kar 36 % vseh glivnih
izolatov.

Morfotipiz
B X- Hannaella sp.
¥ - Arthrinium arudinis
E - Botrytis cinerea / Phiebia sp.
D - Didymella sp. / Cladesporium sp.
AL - Didyrmella sp.
F - Epicoccum nigrum
A2 - Montagnula opulenta
H - Rhizopus sp.
¥ - Rhodoterulo glutinis
A3 - Exserohilum turcicum
A4 - Bigolaris sp.
B Aureobasidium pullulons
G- Pithomyces chartarum / Aspergilius <p.
I - Fusarium sp.

1- sordaria sp.

IR R EEEEERETSTEENEESR

K - Penicillium brevicompactum

Z daljSanjem izpostavitve HP se je okuzba
s to glivo zmanjsevala, najbolj pri
najdaljsi neposredni izpostavitvi (za 80 %
glede na kontrolo), kljub temu pa nam je
ni uspelo popolnoma zatreti. Vrsta
Arthrinium  arundinis  je  rastlinski
patogen, povzro¢a pegavost zrn tatarske
ajde [2] in je predstavljala 25 % vseh
glivnihizolatov. Z daljSanjem izpostavitve
HP njen delez pada, pri neposredni
obdelavi se gliva ne pojavi. Vzorca
morfotipa E (11 % vseh gliv) smo
identificirali kot dve razli¢ni vrsti, in sicer

ZAKUUCEK
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Phlebia sp., ki povzroca belo plesen, in
Botrytis cinerea, ki povzroca sivo plesen
na poljsc¢inah, kot sta koruza in ajda [9].
Izpostavitev HP ni bistveno vplivala na
pojavnost tega morfotipa. Prav tako
izpostavitev HP ni imela ucinka na vrste
Didymella sp. oz. Cladosporium sp.
(morfotipa Al in D) in Epicoccum nigrum
(morfotip F). Slednja je tipi¢en endofit in
oportunisti¢ni patogen [10], zaradi ¢esar
je verjetno bolj odporna proti obdelavi s
HP, saj se nahaja znotraj rastlinskih tkiv,
kamor komponente HP ne prodrejo.

e  Ugotovili smo, da je izpostavitev semen HP (predvsem pri neposrednem
nacinu) uéinkovita metoda dekontaminacije semen tatarske ajde, saj je
zmanjsala Stevilnost in raznovrstnost osamljenih glivnih izolatov.

e Tehnologija HP je obetavna alternativa klasicnim metodam sterilizacije, nase
ugotovitve pa predstavljajo prve tovrstne rezultate na semenih ajde.
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1. Plasma in Food and Agriculture. In: Misra N N, Schltter
O, Cullen P J. Cold Plasma in Food and Agriculture:
Fundamentals and Applications. Academic Press; 2016,
p. 1-17.

2. Germ M, Vombergar M, Vogrinti¢ M, Golob A, Kreft I.
Tatarska ajda v Sloveniji. Proteus. 2019 Jun; 82(1): 15—
19.

3. Mravlje J, Regvar M, Vogel-Mikus K. Development of
Cold Plasma Technologies for Surface Decontamination
of Seed Fungal Pathogens: Present Status and
Perspectives. Journal of Fungi. 2021 Aug; 7(8): 650.

4. Introduction to plasmas. In: Goldston RJ. Introduction
to Plasma Physics. CRC Press; 2020, p. 1-19

5. Liao X, Liu D, Xiang Q, Ahn J, Chen S et al. Inactivation
mechanisms of non-thermal plasma on microbes: A
review. Food control. 2017 May; 75 (1): 83-91.

6. Stari¢ P, Grobelnik Mlakar S, Junkar I. Response of two
different wheat varieties to glow and afterglow oxygen

plasma. Plants. 2021 Aug; 10(8): 1728.

7. Likar M, Regvar M. Isolates of dark septate endophytes
reduce metal uptake and improve physiology of Salix
caprea L. Plant Soil. 2013 Sept (370): 593-604.

8. Miceli M H, Diaz J A, Lee S A. Emerging opportunistic
yeast infections. The Lancet infectious diseases. 2011
Jan; 11(2): 142-151.

9. Wang C, Yuan S, Zhang W, Tzibun N, Ye X. Buckwheat
antifungal protein with biocontrol potential to inhibit
fungal (Botrytis cinerea) infection of cherry tomato.
Journal of agricultural and food chemistry. 2019 May;
67 (24): 6748-6756.

Mohamed A M. One-step functionalization of silver
nanoparticles using the orsellinic acid compound
isolated from the endophytic fungus Epicoccum nigrum:
characterization and antifungal activity. International
Journal of Nanomaterials and Chemistry. 2015 Jun; 1(3):
103-110.

1

124

16



MIKROBIOLOG.SI

17

Dijaki v svetu mikrohiologije
Droii: od bakterij in divjih kvasovk do kruha

Anton Zabkar!, Brigita Brajkovi¢!, Neza Cadez?, Metka
Novak? Sonja Smole Mozina?

1Zavod sv. Stanislava - Skofijska klasi¢na gimnazija, 1210 Ljubljana-Sentvid
20ddelek za Zivilstvo, Biotehniska fakulteta, Univerza v Ljubljani, 1000 Ljubljana

30ddelek za genetsko toksikologijo in biologijo raka, Nacionalni institut za
biologijo, 1000 Ljubljana

anton.zabkar@gmail.com

Kljucne besede: drozi, kruh, divje kvasovke, mle¢nokislinske bakterije.

DroZi so naravno fermentirana zmes moke in
vode. Ob stalnem dodajanju moke in vode se v
njej razmnozijo divje kvasovke in mleno-
kislinske bakterije. Raziskovali smo vpliv
razliénih meSanic moke na aktivnost droZi. Med
gojenjem droZi smo merili vrednost pH in
volumen zmesi. V vzorcih smo s fluorescentnim
mikroskopom opazovali bakterije in kvasovke in
dolocali njihovo koncentracijo s $tevno metodo
na agarskih plos¢ah. Po $tevilu mikroorganizmov
in aktivnosti so izstopale ajdove in rZene droZi, ki
so se razvile hitreje od drugih in so bolj vzhajale.
Kruh s temi droZmi je bil bolj homogenega videza
in boljSega okusa.

uvobD

encime in povzrocajo fermentacijo. Eden
od moinih  nacinov  pridobivanja
naravnega kvasa je gojenje droZi.

Kruh velja za eno najstarejsih
pripravlijenih jedi. Ze Sumerci in stari
Egipcani so pripravljali kvasen kruh, ker je
rahlejsi in ga laze jemo [1]. Obstaja ve¢  DroZi so fermentirana mesanica moke
vrst kvasenega kruha, razlikujejo se  in vode pri sobni temperaturi, ki se Se
predvsem po vrsti kvasa, ki ga dodamo  danes uporablja kot vzhajalno sredstvo
testu. Kvas je organska snov iz  pri pripravi testa v pekarstvu,
enoceli¢nih gliv kvasovk, ki proizvajajo  predvsem za peko kruha. Moka

naravno vsebuje razliéne kvasovke in
bakterije. Ko moki primesamo vodo,
naravni encim amilaza razgradi Skrob
na glukozo in maltozo, ki ju lahko
presnavljajo prisotne kvasovke [2].
Rec¢emo jim tudi divje kvasovke, da jih
razlikujemo od v Zivilstvu obicajnih
kvasovk vrste Saccharomyces cere-
visiage. Vse pri fermentaciji proizvajajo
ogljikov dioksid, zaradi katerega testo
vzhaja.  Mlecnokislinske  bakterije
droZzem dajo znacilen kiselkast okus, ki
ga Cutimo tudi v kruhu z drozmi [3].
Kislo okolje v droZeh vpliva na razvoj
encimov, ki razgrajujejo proteine in
rahljajo glutenske vezi. Kvasovke in
bakterije se v droZeh nahajajo priblizno
v razmerju 1 : 100. Stevilo mle¢no-
kislinskih bakterij je okoli 10%-10°

METODE

Vzorce drozi smo pripravili iz razli¢nih
mesanic moke. Pripravo droZi in peko
kruha smo izvedli po receptu K. Dennis
[6]. Pripravili smo sedem razlicnih
vzorcev in pri vseh uporabili 70 %
sonaravno pridelane psenicne
polnozrnate moke Natur pur, le vzorec
$t. 7 je imel 100 % belo moko. Za
preostalih 30 % smo uporabili
naslednje znamke moke (vzorce smo
ostevilCili; oznake v nadaljevanju
uporabljamo za poimenovanje
vzorcev):

1. Bio pSenicna polnozrnata, Natur
pur
Crna moka, Mlinotest, tip 1100
Bio ajdova moka, Natur pur
Bio rZena polnozrnata, Natur pur
Koruzna moka, Mlinotest
Bela posebna moka, Zito, tip 400
Bela posebna moka, Zito, tip 400
(brez dodatka polnozrnate)

NoupswnN

Pred hranjenjem smo merili
prostornino droZzi, enkrat dnevno tudi
vrednost pH. Vzorce droZi smo hranili
pri sobni temperaturi in konstantni

MIKROBIOLOG.SI

CFU/g, kvasovk pa okoli 105107 CFU/g.
DroZi pravilno delujejo v obmocju pH
med 3 in 6. Z rednim hranjenjem
poskrbimo, da pH ni prenizek, kar bi
namre¢ onemogocilo delovanje ami-
laze in drugih encimov ter unicenje
bakterijskih sevov [4]. Kruh z droZmi
ima veliko dobrih lastnosti: je boljse
kakovosti (senzori¢ne, tehnoloske in
prehranske), vsebuje razlicne produkte
bakterijske fermentacije, ki so koristni
debelemu crevesju, omogoca lazjo
absorpcijo mineralov [5], povzroca
manjsa nihanja stopnje krvnega
sladkorja kot obicajen kruh. Poleg tega
je kruh z droZmi obstojnejsi, predvsem
zaradi zaviranja rasti plesni, kar pa
posredno zmanjsuje  koli¢ino  za-
vrzenega kruha in hrane sploh.

zraéni 30

vlagi

% (slika 1).

Da bi kvalitativno ocenili prisotnost
bakterij in kvasovk, smo vzorce droZi
opazovali pod fluorescentnim
mikroskopom Nicon Eclipse Ti s
kamero Nikon LWd 0.52, in sicer 8 dni
stare vzorce, ki smo jih hranili v
zamrzovalniku, in en aktiven vzorec, pri
katerem je od zadnjega hranjenja
minilo 12 ur, enako kot pri
zamrznjenih. Vzorce smo odtalili ter od
vsakega odvzeli 500 mg drozi, jih
vstavili v 1,5-mililitrske  mikro-
centrifugirke in dodali 300 mikrolitrov
vode. Vzorce smo nato premesali na
vrtinéniku. Po 4 urah posedanja trdnih
delcev pri sobni temperaturi smo dobili
dovolj jasne vzorce, primerne za
mikroskopiranje.

v Slika 1: Kozarci z
razli¢nimi vzorci
drozi.
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Nanesli smo jih na objektno stekelce
ter pred opazovanjem dodali 40
mikrolitrov barvila akridin oranzno,
razred¢enega v MQ-vodi v razmerju 1 :
100. Akridin oranzno je za nukleinsko
kislino selektivno fluorescentno
barvilo, ki prehaja skozi celicno
membrano, kar omogoca interakcijo z
DNA. Ko se akridin oranino veZe na
DNA, ima fluorescentno barvilo
najvecje vzbujevalno obmocje od 525
nm (zeleno) do 460 nm (modro). Sve-
tlobo pa oddaja pri 650 nm (rdeca).
Opazovali smo pod dvajsetkratno
povecavo.

Koncentracijo  Zivih  kvasovk in
mlec¢nokislinskih bakterij smo dolocili
pri sedmih razli¢nih vzorcih drozi:

e Bio rzena polnozrnata moka — 2. dan
e Bio ajdova moka—2.dan

e Koruzna moka — 2. dan

e Crnamoka~—2.dan

e Bio ajdova moka—12. dan

e Bio rzena polnozrnata moka —12. dan
e Bio rzena polnozrnata moka —21. dan

Vzorce droZi smo stehtali in 1 g droii
prenesli v 9 ml sterilne fizioloske
raztopine. Nato smo jih serijsko redcili
z redCitveno vrsto do 10% S pri-
pravljenimi redcitvami smo asepticno

REZULTATI Z RAZPRAVO

Prostornina in vrednost pH

Iz podatkov o prostornini droZi
vidimo, da se je tretji dan droZem
prostornina mocno povecala.
Prostornina se nato naslednjih 5 dni
pri vecini vzorcev ne poveca bistveno.
Izjemi sta vzorca iz ajdove in riene
moke, pri katerih opazimo inten-
zivnejSe vzhajanje Ze peti in sedmi dan,
kar je tri dni prej kot pri preostalih
vzorcih. Vse droZi, razen droZi iz
izkljucno bele moke, nazadnje do-
sezejo trikratno prostornino, kar
pomeni, da bo kruh odli¢cno vzhajal.

nacepili agarske plosce z gojiscem MRS
(za mlecnokislinske  bakterije, a
zrastejo tudi kvasovke, katerih kolonije
se morfolosko razlikujejo od ba-
kterijskih) v dveh ponovitvah tako, da
smo na gojis¢a odpipetirali po 100 pl
redCitve ter razmazali s plasticno
spatulo po Drigalskem. Nacepljena
gojis¢a smo prenesli v anaerobni lonec
ter jim dodali generator anaerobnih
razmer in inkubirali 5 dni pri sobni
temperaturi.

Po inkubaciji je sledilo Stetje kolonij
kvasovk in mlec¢nokislinskih bakterij, ki
so zrasle na plos¢ah MRS. Presteli smo
vse Stevne plosce posameznih redcitev
ter nato izracunali koncentracijo celic
(CFU/g, tj. kolonijskih enot na gram
vzorca, kijih interpretiramo kot st. Zivih
celic na g ali ml vzorca) po enacbi:

[CFU
(n1+l]1 ® nz}xd

kjer je:

N ... povprecna koncentracija

5C ... vsota kolonij na vseh plos¢ah

n; ... Stevilo plos¢ prve redcitve

n; ... Stevilo plos¢ druge redcitve

d ... razredcitveni faktor prve redcitve

Drozi iz zgolj bele moke (vzorec 7) so
ves ¢as povsem neaktivne, torej se
kvasovke niso namnofzile. To potrjuje
tudi mikroskopska slika tega vzorca in
rezultat analize Zivih celic s Stevno
metodo na plosc¢ah.

Na grafu vrednosti pH v odvisnosti od
¢asa opazimo, da pH najhitreje pada
ajdovim in rZzenim droZem, kar kaze na
to, da so se bakterije v tem okolju
najhitreje razmnoZile. Nazadnje vse
droZi doseZejo pricakovani pH med 3 in
4, razen bele droZi, ki imajo pH ves ¢as
6 (slika 2).
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Razlike so se pokazale tudi med pripravo
testa. Najbolje je vzhajalo testo z ajdovimi
drozmi, temu je sledilo testo z rZzenimi
droZmi. Ostala testa so vzhajala zmerno.

Mikroskopiranje

Pod fluorescentnim mikroskopom smo
opazovali vseh sedem vzorcev drozi, ki
smo jih med postopkom priprave
zamrznili, in vzorec nezamrznjenih
aktivnih rZenih drozi za primerjavo. Sam
postopek priprave in mikroskopiranja
ne omogoca kvantitativne analize v
posameznem vzorcu prisotnih kvasovk
in bakterij. Kvalitativno smo opazili
precej razlik med posameznimi vzorci. Ti
se med seboj razlikujejo tako po gostoti
bakterij in kvasovk kot po njihovi obliki.

Najve¢ kvasovk opazimo pri vzorcih

® bela moka 100%

droZiiz riene in ajdove moke. Privzorcih
¢rnih, koruznih, polnozrnatih in belih
droZi so prav tako vidne kvasovke,
vendar v manjsi meri. Pri vseh vzorcih je
bilo opaziti veliko Stevilo bakterij
razliénih oblik. Te, kot je vidno na slikah,
pogosto tvorijo skupke in so zgoscene
predvsem okoli delov moke, ki se niso
posedli. Pri vzorcu belih droZi lahko
opazimo razlog neaktivnosti — vidne so
le bakterije, ki jih prav tako ni veliko.
Kvasovk med pregledovanjem nismo
nasli. Dale¢ najvec kvasovk je vidnih na
vzorcu nezamrznjenih rZenih drozi.
Ceprav je okoli njih veliko rastlinskih
delov iz moke, so kvasovke lepo vidne
(slika 3).

MIKROBIOLOG.SI

< Slika 2: A. Povecanje
prostornine vzorcev
drozi, gojenih na
razlicnih mokah, na
vsakih 12 wur inku-
bacije (v kratniku
povecanja prostorni-
ne od zacetka
inkubacije posame-
znega vzorca). B. pH
razli¢nih vzorcev dro-
Zi v odvisnosti od
Casa.
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» Slika 3:

Mikro-

skopska slika vzorca
drozi iz ajdove moke.

» Preglednica 1: Kon-

centracije
ganizmov v
vzorcih drozi.
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mikroor-
razli¢nih

Koncentracija mikroorganizmov v
drozeh

Kot lahko vidimo v preglednici 1, se po

prvin dveh dneh priprave droZi v
mesanici do meje zaznave razvijejo le
mlec¢nokislinske bakterije.

Peka kruha

Vsa testa so bila pripravljena iz iste
moke, v vsako pa smo dodali druge
droZi. Vsa testa so vzhajala. V
prerezu sta bila najbolj homogena
hlebca z droZmi z ajdovo in rZeno
moko (vzorca 3 in 4). Nekoliko
manj homogena sta bila hlebca z
droZmi s polnozrnato in ¢rno moko
(vzorca 1 in 2). Kruh s koruznimi
drozmi je bil v sredini zbit in trd.
Najslabsi je bil kruh z belimi drozmi
(vzorec 6, 30 % bele moke); v
prerezu je bil nehomogen in v
primerjavi z drugimi izrazito manj
rahel. Presenetljiv je tudi vpliv
vrste drozi na okus kruha. Vsak

ZAKUUCEK

hlebec je imel drugacen okus.
Razlike smo opazili vsi, ki smo ga
okusali. Ceprav je v testu zelo
majhna koli¢ina (okrog 4 g)
razli¢nih vrst moke, ima kruh zelo
znacilen okus po moki. Sklepamo,
da k okusu s svojo metabolno
aktivnostjo  prispevajo  mikro-
organizmi,  predvidoma  mle-
¢nokislinske  bakterije. Kruh z
droZmi s koruzno moko je imel
mocan okus koruznega kruha.
Enako velja za kruh, pripravljen z
droZmi z ajdovo moko. Ta dva
vzorca sta bila najizrazitejSa, saj
imata tudi obe vrsti kruha, iz
ajdove in koruzne moke,
najznacilnejsi okus.

Moka Koncen- Razmerje Starost Zmrznjene/
tracija MKB in | (dni) sveze drozi
(CFU/mI) | yasovk
Bio ajdova, 1,69x10° | 95 % MKB 2 sveie
Natur pur 5 % kvasovk
Bio ajdova, 1,70x10° | 85 % MKB 12 zmrznjene
Natur pur 15 % kvasovk
Koruzna, 9,60x10* | 100 % MKB 2 sveze
Mlinotest
€rna, Mlinotest, 6,20x10° | 100 % MKB 2 sveze
tip 1100
Bio rZena polno- 3,70x10° | 100 % MKB 2 sveze
zrnata, Natur pur
Bio riena polno- 4,12x10° | 93 % MKB 12 zmrznjene
zrnata, Natur pur 7 % kvasovk
Bio rzena polno- >1,0x10% | 80 % MKB 21 sveze
zrnata, Natur pur 20 % kvasovk
Iziema je vzorec ajdovih droZi, pri  starosti 12 dni kaZeta pricakovane
katerem so se na gojis¢u razmnozile tudi  koncentracije  kvasovk in

kvasovke in 10-100-krat ve¢ mikro-
organizmov kot pri drugih primerljivih
vzorcih. Poleg tega lahko primerjamo
isti vzorec iz drozi iz rzene moke razli¢nih
starosti  razvoja.
povecan delez kvasovk in tudi Stevilo
splosno. Za-  enako
mrznjena vzorca nista manj aktivna in v

mikroorganizmov

na

Opazimo

mocno

podobni

kislinskih  bakterij,
bakterije in kvasovke v droZeh preZzivijo
zamrzovanje. Prav tako
koncentraciji

mlec¢nokislinskih bakterij, kar kaZe na to,
da sta rZena in ajdova moka priblizno
za  gojenje

dobri
(preglednica 1).

kar pomeni,

imata zelo
kvasovk

Viri:

Iz rezultatov lahko sklepamo, da sta ajdova in riena moka
najprimernejsi vrsti moke za pripravo droZi. DroZi iz meSanic z
dodatkom teh dveh mok so najhitreje vzhajale (meritve
prostornine), najhitreje so dosegle vrednost pH 3 in tudi najbolje
vzhajale testo — najbolj enakomerno. Pri teh drozeh smo opazili vecje
Stevilo kvasovk in bakterij tudi pod mikroskopom in vecje Stevilo
kolonij na gojiscih.

Povsem neuspesne so bile bele droZi iz stoodstotne bele moke, saj
se kvasovke niso razmnozile. DroZi posledi¢no niso vzhajale in
rahlega kruha se iz njih ne bi dalo speci. Preostale droZi so si po
aktivnosti podobne in jih lahko umestimo med uspesne, saj uspesno
vzhajajo kruh. Najvecje odkritje je vpliv ajdovih droZi na intenzivnost
vzhajanja testa.

Ce se Zelimo poigrati z okusi kruha z uporabo navadne moke, lahko
le dodamo drozi z dodatkom Zelene moke in bo to zadostovalo za
spremembo okusa kruha.

4. Robertson C. Tartine bread. Chronicle Books
LLC, San Francisco, 2010, str. 45-50.

Fraberger V, Ungera C, Kummerb C,
Domig K J. Insights into microbial
diversity of traditional Austrian 5.
sourdough. LWT — Food Science and
Technology, 2020, vol. 127, 109358.

Arora K, Ameur H, Polo A, Di Cagno R,
Rizzello C G et al. Thirty years of knowledge
on sourdough fermentation: A systematic
review. Trends in Food Science &
Technology, 2021, p. 70-74, 78-80.

Dough G. The sourdough for
beginners, Independently published

2021, str. 5 6. Dennis K. Notes and Timestamps -
Forkish K. Flour water salt yeast. Ten sourdough starter from scratch [online].
URL:

Speed Press, New York, 2012, str. 82—
100. https://fullproofbaking.gumroad.com/I/hd
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Verodostojnost testov za SARS-CoV-2

Lara Pregelj
Gimnazija BrezZice, 8250 BrezZice

lara.pregelj06 @gmail.com

Kljuéne besede: kisline, pufri, antigensko testiranje.

V €asu epidemije COVID-19 so se po spletu zaceli
Siriti razliéni nasveti, kako lahko pridobimo
pozitiven rezultat v hitrem antigenskem testu za
SARS-CoV-2, med drugim tudi ta, da uporabimo
pomaranéni sok ali pa kokakolo. V svoji
raziskovalni nalogi sem preverila, ali ti testi
reagirajo s kislinami in bazami. Moji poskusi so
tako izkazali pomembnost spostovanja navodil
proizvajalca in vlogo pufra pri testnem postopku.

uvobD

Decembra 2020 je avstrijski poslanec
Michael Schnedlitz sredi parla-
mentarne seje na mizo poloZil test
za samotestiranje na SARS-CoV-2 in
na testno plos¢ico nakapal kokakolo.
Test je Cez nekaj trenutkov pokazal
pozitivni rezultat. Schnedlitz je teste
takoj razglasil za nezanesljive. Njegov
»poskus« so ponovili Stevilni po-
samezniki in posnetke delili na
druzbenih omreZjih. Pa so testi za
samotestiranje na SARS-CoV-2 res tako
nezanesljivi? Testi za samotestiranje so
namre¢ sestavljeni iz treh vrst
protiteles, ki se veZejo na virusne
antigene; mnoge snovi, ki ob

predvideni  uporabi testov  niso
prisotne, pa lahko motijo njihovo
delovanje, kar vodi v lazne rezultate.

Po pregledu literature o biologiji in
zgodovini virusov, ter tehnoloskem
ozadju delovanja testov za
samotestiranje [1-6], sem oblikovala
dve hipotezi:

1. Test bo ob nanosu kisline (citronska
kislina, fosforjeva V kislina, ocetna
kislina) neposredno na testno ploscico
pokazal pozitiven rezultat.

2. Test bo ob nanosu baze (natrijev
hidrogen karbonat) neposredno na
testno ploscico pokazal pozitiven rezultat.

METODE

Pregledala sem ponudbo testov za
samotestiranje na spletnih straneh
lekarn in izbrala teste proizvajalca
Hotgen (Kitajska) ter se lotila
eksperimentalnega dela. Vsem
tekoCinam, ki sem jih uporabila v
eksperimentu, sem izmerila pH. Na
testno ploscico sem v prvem delu
poskusa na testno plosc€ico nanesla 3
kapljice kisline, baze ali mesanice
kisline in priloZzenega pufra. Kot kislino
sem uporabila pomaranéni sok, ki
vsebuje citronsko kislino, za bazo pa
raztopino sode bikarbone. Rezultate
testov sem pregledovala po casu,
navedenem v navodilih proizvajalca.
Naredila sem 4 ponovitve poskusa na
nabavljenih testih proizvajalca Hotgen.

REZULTATI Z RAZPRAVO

Pomaranc¢ni  sok je pri vseh
ponovitvah dal pozitivni rezultat,
medtem ko sta bili mesanica kisline in
priloZenega pufra ter raztopina sode
bikarbone pri vseh ponovitvah ne-
gativni. Kokakola in ocetna kislina sta
dali negativni rezultat, kecap pa zaradi
vedje viskoznosti ni stekel po celulo-
znem listicu v antigenskem testu in
tako zanj nisem dobila rezultata.

Potrdila sem, da se ob upostevanju

MIKROBIOLOG.SI

V drugem delu poskusa sem preverjala,
ali tudi druga kisla Zivila vplivajo na
rezultate testov proizvajalca Hotgen.
Uporabila sem limonin in pomarancni
sok (citronska kislina), kokakolo
(fosforna kislina), raztopino citronske
kisline, ocetno kislino, radler (citronska
kislina) in keCap (ocetna kislina).
Nasteto sem s pipeto nanesla na testno
plos¢ico v dveh ponovitvah. Po 15
minutah sem odditala rezultate in teste
fotografirala na naravni svetlobi in s
¢rno-belim  filtrom zaradi  boljse
kontrastnosti. Kot pozitivne rezultate
sem upostevala vse, pri katerih sta se
prikazali kontrolna in testna Crtica, ne
glede na to, kako dobro je bila ¢rtica T
vidna.

proizvajaléevih navodil (uporabi pri-
loZenega pufra) moZnost za laZen
pozitivni rezultat znatno zmanjsa in
ugotovila, da na rezultate testov od
preizkusenih snovi vpliva samo citron-
ska kislina, ko je nakapana neposredno
na test (slika 1). Prvo hipotezo sem
delno potrdila (test je bil pozitiven v
primeru uporabe pomaranénega soka
in citronske kisline), med tem ko sem
drugo hipotezo ovrgla.

O - -
—p—

15min

0'__-.
—— « & v

M M Hotgcr?l‘
50k | £

< Slika 1: Rezultati
testov, na katere je
bila nakapljana
raztopina natrijevega
hidrogen karbonata
(5B46), mesanica
kisline in  pufra
(5P43) ter citronska
kislina (5K47).
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e  Ugotovila sem, da pomaran¢ni sok (citronska kislina) da pozitiven rezultat
hitrega antigenskega testa proizvajalca Hotgen.

e  Druge uporabljane tekocine oz. kisla Zivila niso dala pozitivhega rezultata
testa.

e  Za pravilne rezultate hitrih antigenskih testov je pomembno spostovati
navodila proizvajalca za uporabo testa.

Viri:

1. Kaye AD, Cornett EM, Brondeel KC, Lerner ZI,
Knight HE, Erwin A, Charipova K, Gress KL, Urits
1, Urman RD, Fox CJ, Kevil CG. Biology of
COVID-19 and related viruses: Epidemiology,
signs, symptoms, diagnosis, and treatment.
Best Pract Res Clin Anaesthesiol. 2021
Oct;35(3):269-292.

2. Mak GC, Cheng PK, Lau SS, Wong KK, Lau CS,
Lam ET, Chan RC, Tsang DN. Evaluation of rapid
antigen test for detection of SARS-CoV-2 virus.

3.2022 iz BBC FUTURE:
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-how-children-are-spoofing-covid-19-tests-
with-soft-drinks

Prinzi A. (31. 8 2020). How the SARS-CoV-2 EUA
Antigen Tests Work. Pridobljeno 30.3.2022 iz
American Society for Microbiology.
https://asm.org/Articles/2020/August/How-
the-SARS-CoV-2-EUA-Antigen-Tests-Work
Poljak M, Petrovec M. Medicinska virologija.
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S holesterolom povezani oznacevalci
bolezni COVID-19 ter kamelidna
nanoprotitelesa
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Kljuéne besede: holesterol, oznacevalci, nanotelesa.

* prispevek predstavili na dogodku »Raziskovalni programi COVID-19 se
predstavijo 2021«, predstavitve dostopne na SMD strani

olesterol, kljuéna komponenta

celicnih  membran sesalcev,

vpliva na ucinkovitost vstopa
SARS-CoV-2 v celice gostitelja. Visja
raven holesterola v membranah
sovpada z viSjo ucinkovitostjo vstopa
koronavirusov v celice, medtem ko
motena lipidna sestava s holesterolom
bogatih lipidnih raftov vstop inhibira.
Dosedanje raziskave kaZejo, da se pri
bolnikih s COVID-19 razvije hipo-
lipidemija, ki se tekom bolezni sto-
pnjuje, vendar vloga celicne sinteze
holesterola e ni bila temeljito
raziskana. V raziskavi smo se osre-
dotodili na holesterol in njegove
intermediate v serumu bolnikov ho-
spitaliziranih zaradi COVID-19. Da bi
primerjali resnost bolezni pri posa-
meznem bolniku so vzorci odvzeti v
vecih casovnih tockah. Vlogo hole-
sterola in drugih sterolov pri interakciji
spike proteina SARS-CoV-2 preucujemo
v nesmrtnih celi¢nih linijjah z moteno

sintezo holesterola. Cilj raziskave je
oceniti posamezne sterole kot po-
tencialne oznacevalce napovedi na-
predovanja in izida bolezni ter njihov
vpliv na vstop SARS-CoV-2 v celice.
Rezultati kazZejo, da se sterolni profili
tekom hospitalizacije spreminjajo ter da
se razpon razmerij med njimi razlikuje,
vendar konc¢nih zakjuckov ne moremo
podati, saj je raziskava Se vedno v teku.
Informacije, v kolikSni meri je neravno-
vesje krvnega in membranskega hole-
sterola povezano s patologijo COVID-19,
bodo dale pomemben vpogled in
smernice glede zdravljenja bolnikov z
zdravili za zniZevanje lipidov. Pri
zdravljenju bolezni COVID-19 imajo velik
potencial nanotelesa. To so antigen-
prepoznavni deli tezkoveriznih proti-
teles, ki jih proizvajajo le nekatere Zivali,
npr. kamele in morski psi. V primerjavi s
klasi¢nimi protitelesi imajo nanotelesa
veC prednosti, npr. vecja stabilnost ter
enostavna in ekonomicna proizvodanja.
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» Slika 1:
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prikaz poti
holesterola.

shematski

sinteze

Zaradi edinstvene oblike para-
topov lahko nanotelesa v nasprotju
s klasi¢nimi protitelesi doseZejo
skrite in konkavne epitope. Razvoj
protivirusnih majhnih molekul je
namrec zelo dolgotrajen proces, za
monoklonska protitelesa pri proti-
virusnem zdravljenju pa je izkazalo,
da imajo nizko ucinkovitost,
njihova proizvodnja pa je zelo
draga. Cilj drugega dela nase
raziskave je bil iz naSe Ze obstojece
knjiznice pridobiti nanotelo,
usmerjeno proti receptorju za
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vezavno domeno (RBD) proteina
spike virusa SARS-CoV-2. S tremi
imunoafinitetnimi  obogatitvami
smo pridobili dve potencialni
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vezavno afiniteto dolocili z metodo
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telesi nista specificni za pre-
poznavanje RBD.

HMG-CoA Reduktaza

Farnezil pirofosfat

A\
Skvalen
A\
Lanosterol

FF-MAS

T-MAS
HSD1787 i

cimostero
4-dehidrolatosterol
SC5D i

dehidrodezmosterol

dezmostero

>

MIKROBIOLOG.SI

Raziskovalne skupine v svetu SARS-CoV-2 in COVID-19

Inhibicija kimotripsinske proteaze 3CLP"
virusa SARS-CoV-2 z rastlinskimi

polifenoli

Program: Biokemijska in biofizikalno-kemijska

karakterizacija naravnih snovi

Vodja: Natasa Poklar Ulrih

Clani: Miha Bahun*, Luka Kranjc, Marko Juki¢, Domen Oblak, Gregor
Bajc, Matej Butala, Kristof Bozovicar, Tomaz Bratkovic, Crtomir

Podlipnik

Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Fakulteta za kemijo in kemijsko
tehnologijo, Fakulteta za farmacijo; Univerza v Mariboru, Fakulteta za kemijo in

kemijsko tehnologijo

Kljuéne besede: 3CLP™, polifenoli, proteazni inhibitor.

* prispevek predstavil na dogodku »Raziskovalni programi COVID-19 se pred-
stavijo 2021«, predstavitve dostopne na SMD strani

olifenoli so raznovrstna skupina

aromatskih  spojin. So po-

memben del prehrane, saj so
prisotni v uZitnih rastlinah in izkazujejo
bioaktivno delovanje. Stevilne razi-
skave so nakazale koristne ucinke
polifenolov na zdravje, med drugimi
tudi njihovo protivirusno aktivnost.
Pandemija COVID-19 je nemudoma
sprozZila iskanje nacinov za zajezitev
respiratornega  virusa  SARS-CoV-2,
povzroCitelja te bolezni. V nasem
raziskovalnem programu smo proucili
delovanje razlicnih rastlinskih  poli-
fenolov na proteazo 3CLP™ virusa SARS-
CoV-2, ki je klju¢na za uspesno pomno-
Zevanje virusne RNA v celicah in je torej
ena izmed glavnih tar¢, upostevanih pri
razvoju  virusnih inhibitorjev.  Pri
raziskavi smo uporabili razlicne in silico
ter in vitro pristope ugotavljanja vezave
polifenolov na proteazo 3CLP™ in njene
inhibicije. Izmed 19 preizkusenih

polifenolov so proteazo 3CLP™ v najvecji
meri inhibirali  elagi¢na kislina,
kvercetin, kurkumin, epigalokatehin
galat ter resveratrol. Koncentracije
teh petih najaktivnejsih polifenolov za
50-% inhibicijo proteaze 3CLP™ so bile
v mikromolarnem obmocju. S sprem-
ljanjem cirkularnega dikroizma smo
ugotovili, da polifenoli ne porusijo
sekundarne zgradbe 3CLP™, torej
proteazo najverjetneje inhibirajo s
steri¢nim oviranjem njenega aktivnega
mesta. To smo potrdili s simulacijami
molekulske dinamike, ki so pokazale
stabilne interakcije omenjenih poli-
fenolov z aminokislinskimi ostanki v
aktivnem mestu proteaze 3CLP™. Ne-
posredno  vezavo polifenolov  na
proteazo 3CLP™® smo potrdili tudi s
povrSinsko  plazmonsko resonanco.
Rezultati raziskave podpirajo mozZnost
uporabe naravnih polifenolov kot
izhodis¢nih spojin za razvoj inhibitorjev

28



MIKROBIOLOG.SI

29

» Slika 1: Grafi¢ni
povzetek raziskave.

proteaze 3CLP™ virusa SARS-CoV-2.V
sklopu raziskovalnega programa smo
v bakterijah Escherichia coli ter
kvasovkah  Pichia  pastoris za

nadaljnje analize skusali proizvesti
tudi preostale pomembne proteine
virusa SARS-CoV-2, proteazo PLP™,
protein E in domeno RBD proteina S.

(Cae™ 118257 44

Na levem delu slike so prikazane zgradbe nekaj izmed polifenolov, vkljuéenih v
raziskavo. V osrednjem delu slike je z vijoli¢no prikazana elagi¢na kislina, vezana v
aktivno mesto proteaze 3CLP™®. Zgornji diagram prikazuje odvisnost aktivnosti
proteaze 3CLP™ od koncentracije elagi¢ne kisline, spodaj pa je prikazan senzorgram
vezave elagi¢ne kisline na 3CLP™ pri razli¢nih koncentracijah.
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Raziskovalne skupine v svetu SARS-CoV-2 in COVID-19

Genski elektroprenos kot platforma za
vnos cepiva DNA proti SARS-CoV-2

Program: Razvoj in ovrednotenje novih terapij za zdravljenje

malignih tumorjev

Vodja: Gregor Sersa

Clani: Maja €emazar*, Masa Bosnjak, Nina Boc, Tim Bozi¢, Erik Brecelj,

Nusa Brisar, Andrej Coer, Jasmina Causevi¢, Rok Devjak, Ibrahim
Edhemovi¢, Blaz Groselj, Jani Izlakar, Tanja Jesenko, Urska Kamensek,
Tilen Komel, Jerneja Kos, Simona Kranjc Brezar, UrSa Lampreht Tratar,
Bostjan Markelc, Ziva Modic, Tjaéa Vaupoti¢ Pe¢nik, Monika Savarin,
Marko Snoj, Barbara Staresinic, Katja Ursi¢ Valentinuzzi, §pe|a Kos,

Urska Matkovic

Onkoloski institut Ljubljana; Univerza na Primorskem, Fakulteta za vede o zdravju

Klju¢ne besede: genski elektroprenos, plazmidna DNA, vakcinacija, elektroporacija,

endotelijske celice.

* prispevek predstavila na dogodku »Raziskovalni programi COVID-19 se
predstavijo 2021«, predstavitve dostopne na SMD strani

azSiritev  nasega programa

temelji na dolgoletnih

izkusnjah s podrodja genske
terapije z uporabo plazmidne DNA ter
elektro-poracije (genski elektroprenos
— GEP) za vnos plazmidov v tumorje in
druga tkiva. V sklopu projekta
SmartGene.si smo osnovali tehnologijo
za pripravo terapevtskih plazmidov, ki
jo lahko prilagodimo tudi za primer
vakcinacije 'z DNA-cepivom proti
COVID-19.
V prvem sklopu razsiritve programa
smo razvijali cepljenje, ki temelji na
GEP mesanice plazmidne DNA z
zapisom za protein bodice (S) in
protein nukleokapside (N). /n vitro smo
testirali ucinkovitost GEP mesSanice
plazmidov v misi¢nih mioblastih C2C12
in koznih fibroblastih 1929 kot
modelnih celi¢nih linijah za vakcinacijo
misicnega tkiva ali koZe. Potrdili smo

GEP mesanice plazmidov, saj smo
dokazali izrazanje vnesenih genov S in
N na ravni mRNA. Protein N smo
zaznali v lizatu, pa tudi v samem
gojiscu, kar kaze na to, da protein N
obstaja tudi v sekretorni obliki.
Detekcija proteina S se je izkazala za
zahtevnejSo in Se poteka. Zaradi
uspesnih rezultatov GEP in vitro sedaj
tecejo poskusi in vivo, pri katerih
raziskujemo ucinkovitost pripravljene
vakcine po GEP meSanice plazmidov v
koZo ali v miSico.

V drugem sklopu razsiritve programa
smo se osredotodili na raziskovanje
u¢inkov okuzbe endotelijskih celic z
virusom SARS-CoV-2. Virus SARS-CoV-2
lahko namrec¢ neposredno vpliva tudi
na endotelijske celice. Pokazali smo, da
tudi in vitro gojene humane
endotelijske  celice Hulec-5a ter
Hmec-1 izraZzajo receptor ACE2, ki je
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» Slika 1: Potek
vakcinacije proti
SARS-CoV-2 na
osnovi dostave
plazmidne DNA v
misi¢na vlakna.
Dostava plazmidne
DNA je mozZna tako v
kozo, kot tudi v
miSice.
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pomemben za vstop virusa SARS-
CoV-2 v celico, medtem ko
endotelijske  celice  EA.hy926
receptorja  ACE2 ne izrazajo.
Za testiranje tropizma virusa SARS-
CoV-2 k humanim endotelijskim

celicam smo pripravili psevdo-
tipizirane SARS-CoV-2 lenti-
virusne delce, ki nosijo zapis za
zeleni fluorescencni protein (GFP),
ter pokazali, da ti delci humane
endotelijske celice lahko okuZijo.

DNA-vakcinacija na osnovi elektroporacije

4
Genski
elektroprenos
v kozo

Plazmid z zapisom za
antigene SARS-

Antigen predstavitvena
celica prevzame.
antigene SARS-CoV-2

Misi¢na vlakna
izrazajo/sproséajo
antigene SARS-CoV-2

Genski
elektroprenos
v misico

Aktivacija humoralnega
imunskega odziva
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Raziskovalne skupine v svetu SARS-CoV-2 in COVID-19

Genska elektrotransfekcija z uporabo
visokofrekvencnih kratkih bipolarnih
elektricnih pulzov in vitro inin vivo

Program: Elektroporacija v biologiji, biotehnologiji in medicini

Vodja: Damijan Miklav¢i¢

Clani: Tjasa Poto¢nik*, Eva Pirc, Matej Rebersek, Alenka Macek Lebar,
Katja Balantic, Tina Batista Napotnik, Helena Cindri¢, Janja Dermol
Cerne, Tadeja Forjani¢, Sasa Haberl Megli¢, Dusa Hodzi¢, Tomaz Jarm,
Bor Kos, Tadej Kotnik, Peter Kramar, Matej Kranjc, Zana Lovéin, Samo
Mahni¢-Kalamiza, Lea Rems, Lea Vukanovi¢, Tamara Polajzer, Spela
Zver, Angelika Vizintin, Maria Scuderi, Peter Lombergar, Rok Smerc

Univerza v Ljubljani, Fakulteta za elektrotehniko

Kljuéne besede: elektroporacija, genska elektrotransfekcija (GET), genski elektroprenos
(GEP), visokofrekvencna elektroporacija, elektroporator.

* prispevek predstavila na dogodku »Raziskovalni programi COVID-19 se
predstavijo 2021«, predstavitve dostopne na SMD strani

bicajno je razvoj cepiva
O dolgotrajen proces, a izbruh

virusa SARS-CoV-2 nas je
prisilil, da ¢im prej razvijemo cepivo in
preizkusimo razlicne tehnologije cepiv.
Razvoj idealnega cepiva naj bi bil hiter,
cepivo pa enostavno za uporabo, tem-
peraturno stabilno in cenovno ugodno.
Cepiva na osnovi nukleinskih kislin imajo
Zelene lastnosti, zato so bila na voljo
med prvimi. Zal pa dosedanje izku$nje
kazejo, da ta cepiva vzbudijo razme-
roma slabo imunogenost. Elektro-
poracija olajsa vstop tovrstnih cepiv
(plazmide DNA in mRNA) v gostiteljsko
celico in izboljsa njihovo imunogenost.
Naprave za elektroporacijo, ki so na
voljo, uporabljajo dolge monopolarne
elektricne pulze, ki povzrocajo kréenje
misic, nelagodne obcutke in bolecino,
ter v tkivu sproZijo elektrolizo, kar lahko
poskoduje celice in vpliva na obstojnost

pDNK. Vse to omejuje splosno rabo
tovrstnega cepljenja v preventivne
namene. Za ireverzibilno elektro-
poracijo, ki se uporablja za ablacijo
tkiva, so bili nedavno predlagani kratki
bipolarni elektri¢ni pulzi, ki zmanjSujejo
nastete teZave. NaSa raziskovalna
skupina je Ze razvila prototipe naprave,
ki generirajo kratke bipolarne elektri¢cne
pulze, namenjene elektroporaciji (HF-
BP). Zato smo lahko primerjali ucin-
kovitost GET s HF-BP, monopolarnimi
mili- in  mikrosekundnimi pulzi pri
razlicnih  koncentracijah  plazmidne
DNA. Potrdili smo, da lahko dosezemo
uspesno GET tudi s pulzi HF-BP in vitro,
ampak z visjimi koncentracijami pla-
zmidne DNA. Tudi preliminarni poskusi
in vivo so potrdili GET, ¢eprav nizje
ucinkovitosti kot pri daljsih mo-
nopolarnih pulzih. Za predklini¢ni pro-
totip elektroporatorja HF-BP smo pri-
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» Slika 1: Genska
elektrotransfekcija  z
uporabo visokofre-
kvencnih  kratkih  bi-
polarnih  elektri¢nih
pulzov in vitro in in
vivo.
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pravili

vso potrebno tehni¢no
dokumentacijo ter naredili analizi
elektromagnetne kompatibilnosti

N

in elektri¢ne varnosti, ki sta potre-
bni za skladnost medicinskih pripo-
mockov s standardom IEC60601-1.
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Raziskovalne skupine v svetu SARS-CoV-2 in COVID-19

Raziskave detekcije okuzb, inhibitorjev in
cepiva proti SARS-CoV-2

Program: Molekularna biotehnologija

Vodja: Roman Jerala

Clani: Mojca Ben¢ina*, Monika Avbelj, Sabina Bozi¢ Abram, Robert
Bremsak, Karen Butina Ogorelec, Misa Mojca Cajnko, Maja Cernilec,
Manuela Citar, Vladka Curin Serbec, Petra Dekleva, Igor Drobnak, Hana
Esih, Tina Fink, Vida Forstneri¢, Rok Gaber, Anja Golob Urbanc, Tea
Govednik, Helena Gradisar, Iva Hafner Bratkovi¢, Filip Ivanovski,
Karolina Ivi¢ak Kocjan, Vid Jazbec, Lucija Kadunc, Valerija Kova¢, Anja
Kristl, Dusko Lainscek, Fabio Lapenta, Tina Lebar, Katja Leben, Matic
Legisa, Ajasja Ljubeti¢, Jan Lonzari¢, Sanjin Luli¢, Andreja Majerle,
Mateja Mancek Keber, Tjasa Marolt, Estera Merljak, Maja Mesko,

Martina Mohorci¢, Sandra Omejec, Sara Orehek, Darija Oven, Gabriela
Panter, Anja Perci¢, Tina Tinkara Peternelj, Tjasa Plaper, Jelka Pohar,
Arne Praznik, Jure PreSeren, Primoz Pristovsek, Uro$ Rajcevi¢, Erik
Rihtar, Tadej Satler, Mojca Serucnik, Anze Smole, Bostjan Smrekar, Jaka
Snoj, Bojana Stevovic, 2iga Strmsek, Petra Susjan, Irena Skraba, Tamara
Smidlehner, Anze Verbi¢, Sara Vidmar, Weijun Zhou

Kemijski institut

Klju¢ne besede: mehanizem fuzije SARS-CoV-2, detekcija okuzbe, cepivo.

* prispevek predstavila na dogodku »Raziskovalni programi COVID-19 se
predstavijo 2021«, predstavitve dostopne na SMD strani

okviru programa smo testirali

registrirana zdravila na osnovi

reducentov  in tiol-aktivnih
spojin kot zaviralcev vezave proteina S
(Spike) na receptor ACE2. Dokazali smo,
da ima celovitost disulfidnih vezi znotraj
receptor vezavne domene (RBD)
pomembno vlogo v procesu fuzije
membrane, ¢eprav motnja teh, torej
posamezna mutacija, ne preprecuje
vezave proteina S na ACE2. Pokazali
smo, da N-acetilcistein amid, L-
askorbinska kislina, JTT-705 in auranofin
zavirajo vstopanje virusa v celico in
nastanek sincicijev ter zmanjsujejo

pogostost virusne okuzbe pri miskah
(Manéek-Keber et al FASEB J. 2021).

Na osnovi pomnoZevanja RNA z RT-
PCR smo razvili metodo za odkrivanje
okuzbe s SARS-CoV-2. Slino, zbrano v
pufru za stabilizacijo RNA, smo toplotno
obdelali in analizirali neposredno, ne da
bi RNA iz nje ekstrahirali. Diagnosti¢na
obcutljivost RT-gPCR na osnovi sline
presega 95 % na realnih vzorcih asim-
ptomatskih in simptomatskih posa-
meznikov. Test RT-qPCR za odkrivanje
virusa v slini je preprost za izvedbo in
omogoca visokozmogljivo in hitro
testiranje velike populacije (Rajh et al.
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» Slika 1: Graficni
povzetek raziskave.
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Molecules 2021). Za predstavitev do-
mene RBD proteina S smo primerjali
polipeptidna ogrodja razlicnih ve-
likosti in oligomerizacijskih stanj.
Primerjali smo nanoogrodja foldona,
feritina, lumazin sintaze in B-anulusa.
Titri protiteles in nevtralizacija virusa
so bili najmocnejsi pri fuziji RBD-B-
anulusa. Konstrukt je podaljsal
zadrzevanje  domene RBD v

bezgavkah in najmocnejSo virusno
nevtralizacijo sproZil pri imunizaciji z
rekombinantnim proteinom. Rezul-
tati podpirajo uporabo platforme
nanoogrodij za nacrtovanje cepiva.
Razvili smo enostavno in obcutljivo
metodo za merjenje celicne fuzije
glede na interakcijo med proteinom S
in receptorjem ACE2 (Plaper et al. Sci
Rep 2021).

Zas¢ita: nanoogrodja, kot nosilci proteina Spike (domene RBD) za cepiva
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Raziskovalne skupine v svetu SARS-CoV-2 in COVID-19

Molekularna evolucija, integrativna
genomika in iskanje zdravil proti COVID-19

Program: Toksini in biomembrane

Vodja: Igor Krizaj

Clani: Uro$ Petrovi&*, Matej Butala, Dugan Kordis, Toni Petan, Gregor

Gundar

Institut Jozef Stefan; Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta in Fakulteta za kemijo

in kemijsko tehnologijo

Kljuéne besede: genomska analiza, molekularna evolucija, integrativna genomika,
interaktomika, od RNA odvisna RNA polimeraza (RdRp), suramin.

* prispevek predstavil na dogodku »Raziskovalni programi COVID-19 se pred-
stavijo 2021«, predstavitve dostopne na SMD strani

a uporabo obstojecih zdravil

proti drugim boleznim in razvoj

novih in ucinkovitejsSih zdravil
proti COVID-19 je nujno potrebno
podrobno razumevanje molekulskih
mehanizmov Zivljenjskega cikla virusa
SARS-CoV-2 v cloveskih celicah. V pro-
gramski skupini Toksini in biomembrane
uporabljamo Stiri medsebojno pove-
zane pristope, s katerimi prispevamo k
boljSemu  razumevanju SARS-CoV-2
oziroma COVID-19. Z raziskavami
osvetljujemo epidemioloske, temeljne
in klinicne vidike bolezni in njenega
povzrocitelja.
V prvem sklopu smo z analizo genomske
molekularne evolucije SARS-CoV-2 in
drugih  koronavirusov sledili sevom
virusa, ki so med pandemijo prevla-
dovali v svetu oz. v Sloveniji. Tako smo
identificirali gene oz. razli¢ice proteinov
SARS-CoV-2, ki so najverjetnejsi vzrok
posebnih znacilnosti COVID-19. V dru-
gem sklopu smo z metodo integrativne
genomike SARS-CoV-2 pri humanih
celicah dolodili nabor potencialnih tarc
proteina ORF8, ki bi lahko pojasnil

njegovo sposobnost aktivacije
citokinskega viharja, inhibicije signalne
poti IFN tipa 1, pospesSevanja nastanka
plju¢ne fibroze oz. zmanjsanja koli¢ine
izpostavljenih molekul MHC1. Z me-
ritvijo sposobnosti tvorbe binarnih
interakcij proteina ORF8 smo potrdili,
da zrela oblika proteina ORF8 interagira
z zunajcelicnimi domenami ve¢ hu-
manih proteinov, vkljuéno s TGFB1, ki je
bil nedavno opisan kot kljucni dejavnik
pri hujSem poteku COVID-19. V tretjem
sklopu smo uporabili gojene humane
celice, s katerimi preko fizioloskih
ucinkov proteinov SARS-CoV-2 pre-
verjamo njihovo vpletenost v celicne
procese, ki sodelujejo pri okuzbi s SARS-
CoV-2. V Cetrtem sklopu smo s spektro-
skopijo s povrsinsko plazmonsko reso-
nanco analizirali interakcije od RNA
odvisne RNA polimeraze (RdRp) SARS-
CoV-2 s potencialnimi zdravili proti
COVID-19. S temi eksperimenti, katerih
rezultati so Ze objavljeni (Mravinec et al.
J Virol Methods 2021), smo pokazali, da
suramin prepreci interakcijo RdRp z RNA
oz. jo celo aktivno prekine.
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Raziskovalne skupine v suvetu SARS-CoV-2 in COVID-19

Nukleinske kisline kot orozje proti SARS-
ColV-2

» Slika 1: Shematski
prikaz merjenja
udinka potencialnih
protivirusnih  ucin-
kovin na interakcijo
med RdRp in RNA z
uporabo spektro-
skopije s povrsinsko
plazmonsko reso-
nanco (Mravinec et
al. J Virol Methods

Program: Kemija in struktura bioloskih ucinkovin

Vodja: Janez Plavec
analit - u€inkovina v . . vev . . .
Od RNA odvisna RNA Clani: Maja Marusic*, Maria Toplishek*, Anastasia Nechevska, Jelena
A _—— polimeraza SARS-CoV-2 Strbac

Kemijski institut

S oligonukleotid Kljuéne besede: NMR-spektroskopija, mRNA, struktura, Nsp3c, TMPRSS.
RNA
* prispevek predstavili na dogodku »Raziskovalni programi COVID-19 se
predstavijo 2021«, predstavitve dostopne na SMD strani
Biotin-tetraetilenglikol ri razdirjanju znanja o delovanju  ekspresije TMPRSS2 izredno pomem-
. virusa SARS-CoV-2 ter razisko-  bno natan¢no poznavanje strukture in
Cip SA vanju nacinov, kako ga oslabiti,  dinamike regulacijskih elementov, smo
se usmerjamo v dva pristopa, pri katerih  izvedli podrobno analizo z NMR-
so udeleZene ribonukleinske kisline, s  spektroskopijo. Ugotovili smo, da 5'-
poudarkom na njihovih strukturnih  UTR mRNA TMPRSS2 vsebuje z gvanini
znacilnostih in vplivu teh na interakcije. bogato zaporedje, ki tvori ve¢ struktur v
Prvi pristop se osredotoda na receptor  obliki paralelnih G-kvadrupleksov z
TMPRSS2, ki omogoca vstop virusnih  razlicno dolZino zank. Na primeru
delcev v celico in je tako kljuéen za izbranega G-kvadrupleksa smo dolodili
razvoj in potek okuzbe. NaSe raziskave  strukturne detajle in izvedli titracijo z
slonijo na hipotezi, da obstaja moznost  ligandom PhenDC3. Pokazali smo, da
zaviranja prevoda mRNA-receptorja  interakcija z ligandom poteka preko
TMPRSS2 v protein z regulacijskimi  nalaganja aromatskih obrocev liganda
elementi v 5’-neprevedeni regiji (5'- na zunanji G-kvartet. Nastali kompleks
UTR) mRNA. je dobro definiran, kar omogoca
Ker je pri razvoju pristopov za nadzor  nadaljnje strukturne Studije.
SARS-CoV:2 < slika 1: Vpliv na
timunski odziv potek virusne okuzbe
o ¥patogenost e mogot s
preprecevanjem
TwRSS \ interakcije med
yvstop v celico virusnim proteinom
l [ @ Nsp3c ter celi¢nimi
mRNA  oziroma z
RNA zaviranjem izraZanja
celi¢nih receptorjev,
ki so klju¢ni za vezavo
"'Ay//vq,-//,,, Sars-CoV-2, preko
G-kvsa;z:llnj:tESIeks St?l.)il-i-zaci!'e
stirivijacnih DNA
struktur.
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V drugem pristopu proucujemo
interakcijo med domeno Mac3
nestrukturnega proteina Nsp3 in
3’-UTR humanih mRNA, ki kodirajo
proteine, vklju¢ene v regulacijo
apoptoze in imunskega odziva
celice. Domena Mac3 proteina
Nsp3 je prisotna samo v SARS-CoV-
2 in drugih zelo podobnih virusih, ki
okuZijo netopirje, ne pa pri
preostalih koronavirusih, zato naj

bi  bila povezana z veliko
patogenostjo SARS-CoV-2. Nasi
preliminarni rezultati kaZejo, da
kratki oligonukleotidni odseki 3’-
UTR  humanih  mRNA veiejo
peptide domnevnega vezavnega
mesta Mac3 preko lizinskih in
tirozinskih aminokislinskih ostan-
kov, nastanek kompleksov pa
preprecuje polimorfno obnasanje
peptidov in jih stabilizira.
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Raziskovalne skupine v svetu SARS-CoV-2 in COVID-19

Odprta platforma za razvoj peptidaznih
zaviralcev za zdravijenje okuzb s

koronavirusi

Program: Farmacevtska biotehnologija: Znanost za zdravje

Vodja: Janko Kos*

Clani: Borut Strukelj, Boris Rogelj, Jerica Saboti¢, Anja Pislar, Tomaz

Bratkovi¢, Mojca Lunder, Ales Berlec, Milica Perisi¢ Nanut, Ana Mitrovi¢,

Helena Motaln, Ursa Pecar Fonovi¢, Nika Janez, Samo Kreft, Tanja

Jakos, Tina Plavec, Zahirovi¢ Abida, Ravnikar Matjaz, Emanuela Senjor,

Schoss Katja, Ursa Cercek

Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo; Institut Jozef Stefan

Kljuéne besede: peptidaze, inhibitoriji, nitroksolin, protivirusna zdravila.

* prispevek predstavil na dogodku »Raziskovalni programi COVID-19 se pred-
stavijo 2021«, predstavitve dostopne na SMD strani

oronavirusi so skupina

enoveriznih ~ RNA-virusov  z

ovojnico. Vsebujejo zapis za
poliproteine replikaze, ki se procesirajo
z virusnimi peptidazami v krajse
nestrukturne proteine, ti pa regulirajo
sintezo RNA. Koronavirusne papainu
podobne cisteinske peptidaze in
kimotripsinu podobne 3CL cisteinske
peptidaze so esencialne za virusno
replikacijo in predstavljajo zanimive
tarce za razvoj protivirusnih ucinkovin.
Po drugi strani pa koronavirusi za vstop
v gostiteljsko  celico  uporabljajo
gostiteljske peptidaze za aktivacijo
membranskega konicastega glikopro-
teina. Pri tem sta zelo pomembni
cisteinski peptidazi katepsina B in L.
Nasa programska skupina je razvila
platformo za razvoj  ucinkovitih
inhibitorjev  cisteinskih in  drugih
peptidaz za uporabo pri zdravljenju
raka, imunskih in nevrodegenerativnih
bolezni. Vkljuuje tudi s strukturo
podprto nacrtovanje zdravil (SBDD),
katerega del je digitalno reSetanje

knjiznic spojin ter naértovanje zdravil in
njihova sinteza de novo. Nacrtovane
spojine se lahko uporabijo tudi za
protivirusno zdravljenje. Druga moznost
uporabe platforme je ponovno
reSetanje in priprava novih peptidaznih
inhibitorjev, optimalnih za inaktivacijo
virusnih peptidaz. Za reSetanje novih
spojin smo kot model za virusni vstop
razvili inovativno metodo celi¢nih
kokultur z izrazenim konicastim gliko-
proteinom in receptorjem ACE-2. Spo-
jine, ki so se pri drugih modelih izkazale
kot najboljse, smo testirali na modelu
replikacije virusa SARS-CoV-2 na celicah
Vero. Nasi rezultati kaZejo, da so naj-
ucinkovitejsi zaviralci vstopa virusa v
celice inhibitorji katepsina B, kar prica,
da ima pri vstopu virusa v celice ta
cisteinska peptidaza pomembno vlogo.
Nitroksolin in njegove derivate, ki smo
jih z naSo platformo prepoznali kot
ucinkovite zaviralce katepsina B in
virusne replikacije, smo predlagali za
nadaljnje  predklinicno in  klinicno
testiranje. V ta namen smo ustanovili
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mednarodno projektno skupino, ki  bo izvajala in usklajevala raziskave.

» Slika 1: Mehanizmi
vstopa virusa SARS-
CoV-2 v gostiteljske
celice (PiSlar et al.

(A) Endocitoza

PloS Pathogens Celitna membrana
2020) . N

(B) Membransko zlitje

Citoplﬂzmi/

Legenda

SARS-CoV-2 Virusna RNA Vezikel

&P
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Podvojevanje virusne RNA
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Protein bodica ACE2 TMPRSS2  Katepsin L
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Raziskovalne skupine v svetu SARS-CoV-2 in COVID-19

Razvoj pljucnega modela in vitro za
testiranje protivnetnih ucinkovin,
uporabnih pri zdraviljenju COVID-19

Program: Bio-psiho-socialni model kvalitete Zivljenja
Vodja: Uros Maver

Clani: Jan Rozanc*, Marko Milojevi¢, Bostjan Vihar, Eneko Madorran,
Mirjam Grebenc

Univerza v Mariboru, Medicinska fakulteta; Univerzitetni kliniéni center Maribor

Kljuéne besede: plju¢ni model in vitro, virusu SARS-CoV-2 podobni delci, citokinska
nevihta, protivnetne ucinkovine.

* prispevek predstavil na dogodku »Raziskovalni programi COVID-19 se pred-
stavijo 2021«, predstavitve dostopne na SMD strani

oronavirusna bolezen 2019 povsem napovedljivo incidenco. Na
(COVID-19), ki jo povzroéa udaru so predvsem starejsi bolniki ter

koronavirus  SARS-CoV-2, je
povzroc€ila krizo javnega zdravstva po
vsem svetu. Okuzba se pojavlja pri
razlicnih populacijah in v razlicnem
obsegu klini¢nih zapletov in to s Se ne

Vstavek za vodnjak

Pljucni epitelij

Prepustna membrana
(mikroporozna)

Imunske celice

A A
PMN Makrofagi ~ CD8+ CD4+
T Citokinska nevihta

1 TNFa
116
118

T MCP-1

1 MIP-2
1 IFNy

tisti z boleznimi srca in dihal. Pri slednjih
je verjetnost napredovanja bolezni v
plju¢nico z vrocino, sindrom akutne
dihalne stiske, tudi odpoved vec
organov in smrt, veliko vecja.

__~Spike protein (S)

SARSCoV2 32~
vLp

__Membranski protein (M)

Ovojnicni protein (Q)

SARS-Cov2
LP

‘O v
0 ace2
PRSI

i
|

Epitelj dihalnih poti

Regulacija receptorjev
ACE-2 in TMPRSS

4
Vstop SARS-CoV-2

Razvoj
plju¢nega modela in
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Obsezne raziskave v zadnjem letu
so privedle do spoznanja, da virus
v klinicno pomembnem obsegu
napada epitelij dihalnih poti,
vstopna tocka v celice pa so
receptorji ACE2 in TMPRSS2.
Vsaka okuzba z virusom SARS-
CoV-2 je tesno povezana s
prekomernim vnetjem, pri cemer
imajo posebno vlogo monociti/
makrofagi in celice T. To se kaze
kot nenormalno  spros¢anje
vnetnih citokinov, kar vodi v
poskodbo plju¢ in odpoved
organov (t. i. citokinska nevihta).
Za zmanjsanje umrljivosti iz
omenjenih  vzrokov je zato
potrebno opredeliti nove tera-
pevtske pristope, ki imajo ugoden
varnostni profil, vecnamensko
delovanje ter lahko sinergijsko
omilijo citokinsko nevihto. Po-
membno je, da so njihovi ucinki
imunomodulatorni ne pa imuno-

supresivni.

Pri testiranju ucinkovin v zgodnjih
fazah razvoja novih zdravil je
pomembna uporaba fiziolosko
ustreznih sistemov in vitro, ki ob
podpori gibanja za zamenjavo,
zmanjSevanje  in izboljsanje
uporabe poskusov in  vivo
predstavljajo tudi priloZznost za
personalizirano obravnavo po-
teka  bolezni ter samega
zdravljenja. V sklopu projekta raz-
vijamo pljuéni model in vitro, z
uporabo virusu podobnih delcev
pa poskusamo posnemati vnetni
odziv ob okuzbi s SARS-CoV-2. Cilj
projekta je pripraviti napreden in
funkcionalen bolezenski model, s
katerim bi lahko testirali pro-
tivnetne ucinkovine, in razvoj
novih terapevtskih strategij za
zdravljenje COVID-19 in drugih
respiratornih virusnih obolen;j.

MIKROBIOLOG.SI

Raziskovalne skupine v svetu SARS-CoV-2 in COVID-19

Razvoj aktivnih ucinkovin in povrsin proti

virusom z ovojnico

Program: Mikrobiologija in biotehnologija Zivil in okolja

Vodja: Ines Mandi¢ Mulec

Clani: Katja Molan*, David Stopar, Sonja Smole Mozina, Hrvoje
Petkovi¢, Martina Avbelj, Valentina Malin, Simona Leskovec, Sara
Gorsek, Katarina Belcijan, Daniel Krklec

Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta

Klju¢ne besede: protivirusne ucinkovine, virucidne povrsine, virus HCoV-NL63,

surogat bakteriofag Phi6.

* prispevek predstavila na dogodku »Raziskovalni programi COVID-19 se
predstavijo 2021«, predstavitve dostopne na SMD strani

a razvoj aktivnih ucinkovin in

povrsin, ki bi delovale proti

virusom z ovojnico, smo svoje
raziskave usmerili v (1) razvoj proti-
virusnih in inhibitornih u¢inkovin ter (2)
razvoj virucidnih povrsin. Razvoj novih
protivirusnih  spojin je temeljil na
rastlinski spojini emodin, ki lahko deluje
proti proteinu S virusa SARS-CoV-2 in s
tem prepreCuje zdruZitev virusa z
gostiteljsko celico. Obetajoci inhibitorji
membranske fuzije med virusom in
gostiteljsko celico so tudi surfaktanti, ki
jih producirajo bakterije Bacillus subtilis.
Omenjenim spojinam smo dolodili
njihovo protivirusno delovanje. Kovin-
ske in keramic¢ne povrsine smo pripravili
z uporabo novih tehnologij (SLM-SPS), ki
omogocajo tridimenzionalno tiskanje
kovin. Potencialen virucidni in anti-
adhezivni u¢inek smo preverjali tudi na
plasticnih kompozitnih materialih, na
katere smo nanesli razlicne sloje
funkcionaliziranih premazov.

Za testiranje ucinkovin in povrsin proti
virusu SARS-CoV-2 je zaradi visoke
stopnje patogenosti potrebno delo v
laboratorijih s tretjo stopnjo bioloske
varnosti in primerna usposobljenost
zaposlenih. Zato smo v prvi fazi raziskav
u¢inkovine in povrsine testirali na
surogatih, kot je bakteriofag Phi6. Na
podlagi rezultatov smo naredili izbor
zanimivih spojin in materialov, ki smo jih
v nadaljevanju testirali na protivirusno
in virucidno delovanje proti virusu SARS-
CoV-2.

Raziskave smo izvedli v sodelovanju s
Fakulteto za strojnistvo Univerze v
Ljubljani (dr. Miha Brojan, dr. Ramin
Rahmani) in Univerze v Mariboru (prof.
dr. Lidija Fras-Zemlji¢), Fakulteto za
kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze
v Ljubljani (dr. Jernej Iskra, Monika
Horvat, dr. Andrai Suligoj) ter
Veterinarsko fakulteto Univerze v
Ljubljani (prof. dr. Olga Zorman Rojs, dr.
Urska Kuhar, dr. Uro$ Krapez).
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» Slika 1: Graficni
povzetek raziskave.
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Razvoj protivirusnih spojin

Oblikovanie virucidnih
povrsin

Testiranje uéinkovistosti na
surogaty

|

Testiranje virucidnosti na

surogatu

Testiranje uinkovitosti na
SARS-CoV-2

Testiranje virucidnosti na

SARS-CoV-2

SARS-CoV-2
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Raziskovalne skupine v svetu SARS-CoV-2 in COVID-19

Modificirana naravna barvila za
funkcionalne protivirusne barvne

tekstilije

Program: Kemija za trajnosti razvoj

Vodja: Uréka Lavrencic¢ Stangar

Clani: Jernej Iskra*, Monika Horvat, Gri$a Grigorij Princi¢, Rohini A.

Khobragade, Tatiparthi Vikram Sagar, Martina Avbelj, Hrvoje Petkovic,

Marija Gorjanc, Mihajlo Banjanac

Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, Biotehniska in Naravoslovnotehniska

fakulteta; Fidelta Ltd.

Klju¢ne besede: antrakinonska barvila, halogeniranje, emodin, protibakterijske

ucinkovine, tekstilije.

* prispevek predstavil na dogodku »Raziskovalni programi COVID-19 se pred-
stavijo 2021«, predstavitve dostopne na SMD strani

astline so cloveku Ze tisocletja

vir naravnih  ucinkovin in

nekatere med njimi imajo
protivirusno delovanje. Emodin (1,3,8-
trihidroksi-6-metilantracen-9,10-dion)
je naravno barvilo, ki je prisotno v
Stevilnih rastlinah, lisajih in plesnih, ter
je prav tako biolosko aktivna spojina
(deluje protibakterijsko, protivnetno,
protivirusno ...).
Nasa skupina raziskuje moznosti
selektivne modifikacije aromatskega
obro¢a emodina. Pri dosedanjem delu
smo se osredotodili na elektrofilne
aromatske substitucije (halogeniranje,
nitriranje, sulfoniranje) in nato pripravili
knjiznico  modificiranih  emodinskih
derivatov.
Funkcionalizacija emodina je spre-
menila njegovo barvo in jakost vezave
na tekstil (bombaz, poliester, volna in
poliamid), pri ¢emer smo tekstilije
pobarvali brez dodatnih mordantov,
barve pa so imele dobre lastnosti.
Modificiranim emodinskim derivatom
smo dolocili protibakterijsko aktivnost

na Sirokem naboru bakterij in ugotovili,
da imajo halogenirani derivati dobro
protibakterijsko  aktivnost na za
meticilin obcutljive bakterije
Staphylococcus aureus (MSSA). Ugo-
tovili smo, da se aktivnost emodinov
ohrani ob vezavi na poliamid in volno.

Protivirusno  aktivnost  emodinskih
derivatov smo testirali na humanem
koronavirusu NL63 (HCoV-NL63), ki
povzroca vnetja zgornjih dihal in huda
vnetja spodnjih dihalnih poti pri otrocih,
krup in bronhitis. HCoV-NL63 je odlicen
analog virusa SARS-CoV-2, saj se oba
veZeta na receptorje ACE2. V nasi
knjiznici emodinskih derivatov je imel
najvisjo aktivnost jodiran emodinski
analog, katerega aktivnost je bila
primerljiva z aktivnostjo remdesivirja.
Za Studijo toksi¢nosti smo uporabili
obcutljive celice Vero in pokazalo se je,
da imajo emodinski derivati neZeleno
toksi¢nost, SAR-Studija pa je hkrati
pokazala pot za nadaljnjo modifikacijo,
ki bi vodila v ucinkovine z boljsim
profilom. Dobre barvne in vezavne
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Slovenski mikrobiologi v tujini

lastnosti kaZejo na uporabnost
derivatov emodina na funkcionalnih

materialih, saj toksi¢nost v teh

aplikacijah ne predstavlja tezave. .
Zagovor doktorske naloge MatevZa Rumpreta, mag.

mikrobiol., na Univerzi v Utrechtu na Nizozemskem

» Slika 1: Dvojna vloga E DHES O E \ ’
derivatov emocina - ‘O Marjanca Star¢i¢ Erjavec
arvila za tekstilije in Ho
protivirusna N E 0 E
aktivnost. » f _ a Matevia Rumpreta mika mesto mladega raziskovalca v skupini
4 E =HaliNO,, SOz, Br, CI tujina, je bilo razvidno 7e véasu  prof. dr. Linde Meyaard v Centru za
4 v njegovega Studija na drugi translacijsko imunologijo (Center for
%Y LN stopnji mikrobiologije na Biotehniski Translational Immunology, University
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Nepobarvan tekstil

fakulteti v Ljubljani. Ze takrat je
namre¢ velik del raziskav za svoje
magistrsko delo opravil v tujini, v
laboratoriju prof. dr. Josa van Puttna
na Veterinarski fakulteti (Faculty of

Medical Center Utrecht) in pricel
raziskave za svojo doktorsko di-
sertacijo na podrodju imunskega
odziva v odnosu mikrob—gostitelj.
Prouceval je inhibitorne receptorje

Matevz Rumpret, mlad slovenski
mikrobiolog, ki je tako prvo kot drugo
stopnjo mikrobiologije zakljucil na
Biotehniski fakulteti Univerze v Ljubljani,
je 17. 3. 2022 uspesno ubranil svojo
doktorsko disertacijo z naslovom Immune
inhibtory receptors in host-microbe interaction
na Nizozemskem.

Veterinary Medicine) v Utrechtu na
Nizozemskem.  Svoj  Studij na
Biotehniski fakulteti je tako koncal leta
2014 z  uspeSnim  zagovorom
magistrske  naloge z naslovom
Conjugal transfer of the plasmid
pOX38 with the colicin E7 gene.

Ze leta 2014 se je Matevi vrnil na
Nizozemsko, v Utrecht, a na Uni-
verzitetni medicinski center (Uni-
versity Medical Center Utrecht), kjer
je raziskoval v laboratoriju dr. Nine
van Sorge na Oddelku za medicinsko
mikrobiologijo (Department of Me-
dical Microbiology). Leta 2015 je dobil

gostiteljev, ki po prepoznavi svojih
mikrobnih ali endogenih ligandov
zavirajo imunski odziv. Povod za
raziskave so bila odprta vprasanja s
tega podrocja, in sicer, zakaj ima
imunski sistem toliko inhibitornih
receptorjev, zakaj so razlicno ura-
vnavani in kakSno prednost ima
imunski  sistem z inhibitornimi
receptorji v primerjavi z imunskim
sistemom, ki jih nima.

V 2017 je Mateviu za njegovo
raziskovalno delo Nizozemsko
imunolosko drustvo (Dutch Society for
Immunology) podelilo nagrado bright

v Slika 1: Naslovnica
doktorske disertacije
Matevia Rumpreta
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Immune
inhibitory
receptors in
host-microbe
interaction

MatevZ Rumpret
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v Slika 2: Mentorica
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prof. dr. Linde
Meyaard  Matevzu
Rumpretu podeljuje
doktorsko listino.

spark, saj je v njem prepoznalo
mladega  talentiranega znan-
stvenika. V letu 2018 mu je
Evropska organizacija za
molekularno biologijo (European
Molecular Biology Organisation)
podelila Stipendijo, da se je lahko
pridruzil dr. Meytal Landau na
Technionu - izraelskemu tehno-
loskemu institutu v Hajfi v Izraelu,
kjer je Studiral proteinsko strukturo
enega izmed inhibitornih re-
ceptorjev v kompleksu z ligandom.
Pandemija COVID-19 je razi-
skovanje Matevza sicer nekoliko
upocasnila, med drugim se sploh ni
ve¢ dalo dobiti vseh reagentov za

delo s celi¢nimi kulturami, a kljub

vsemu je Matevzu uspelo pridobiti

rezultatov za kar 5 ¢élankov, ki so

potem tvorili srz njegove doktroske

disertacije:

1. Rumpret M, Drylewicz J,
Ackermans L J E, Borghans J A
M, Medzhitov R, Meyaard L.
Functional categories of
immune inhibitory receptors.
Nat  Rev  Immunol. 2020
Dec;20(12):771-780. doi:

10.1038/s41577-020-0352-z.
PMID: 32612208. (2. poglavje v
doktorski disertaciji).

Rumpret M, von Richthofen H J,
van der Linden M, Westerlaken
G H A, Talavera Ormefio C, Low
T Y, Ovaa H, Meyaard L.
Recognition of S100 proteins by
Signal Inhibitory Receptor on
Leukocytes-1 negatively
regulates human neutrophils.
Eur J Immunol. 2021
Sep;51(9):2210-2217. doi:
10.1002/eji.202149278. PMID:
34145909; PMCID:
PM(C8457157. (3. poglavie v
doktorski disertaciji).

Rumpret M, Salinas N, Barneea
E, Meyaard L, Landau M.
Distinct structural features of S.
aureus PSMa3 mediate its
diverse functions. V pripravi (4.
poglavje v doktorski disertaciji).
Rumpret M, von Richthofen H J,
van der Linden M, Westerlaken
G H A, Talavera Ormefio C, van
Strijp J A G, Landau M, Ovaa H,
van Sorge N M, Meyaard L.
Signal inhibitory receptor on
leukocytes-1 recognizes
bacterial and endogenous
amphipathic a-helical peptides.
FASEB J. 2021
Oct;35(10):e21875. doi:
10.1096/fj.202100812R. PMID:
34533845. (5. poglavie v
doktorski disertaciji).

Rumpret M, von Richthofen H J,
Peperzak V, Meyaard L.
Inhibitory pattern recognition
receptors. J Exp Med. 2022 Jan
3;219(1):e20211463. doi:
10.1084/jem.20211463. PMID:
34905019; PMCID:
PMC8674843. (6. poglavie v
doktorski disertaciji).

Prvo in zadnje, sedmo poglavje
doktorske disertacije predstavljata
Uvod in Diskusija. Vmesna poglavja bi
lahko povzeli takole. V 2. poglavju je
podan pregled znanih inhibitornih
receptorjev in njihovih ligandov,
njihovo izraZzanje in uravnavanje
izraZzanja. Uporabljeni so  tudi
matemati¢ni modeli za delovanje
inhibitornih receptorjev in predlagan
konceptualni okvir, ki predstavlja
razlicne  funkcionalne  kategorije
inhibitornih receptorjev. V 3. poglavju
se je Matevi osredotoCil na
inhibitorni receptor SIRL-1 in razkril
njegove prve endogene ligande,
druzino beljakovin S100 DAMP, ter
pokazal, da SIRL-1 po interakciji s temi
ligandi zavira sintezo reaktivnih
kisikovih zvrsti v nevtrofilcih. V 4.
poglavju so razkrite strukturne in
funkcionalne lastnosti v fenolu topnih
modulinov, amfipatskih a-vijacnih
peptidov, ki jih izloajo po Gramu
pozitivne bakterije iz rodu
Staphylococcus. V 5. poglavju
je razkrito, da so stafilokokni
v fenolu topni modulini
bakterijski ligandi za SIRL-1
ter da je njim podoben
humani protimikrobni peptid
katelicidin LL-37 endogeni
ligand SIRL-1. Na podlagi
ugotovitev, da SIRL-1
prepozna beljakovinsko
druZino DAMP (3. poglavje) in
skupino strukturno in
funkcionalno podobnih
stafilokoknih  in  ¢loveskih
peptidov (5. poglavje), v 6.
poglavju Matevz poda
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teorijo, da lahko inhibitorni receptorji
prepoznajo specificne molekularne
vzorce, kar tudi pokaze na molekulah
endogenega in mikrobnega izvora in
predlaga, da lahko delujejo za
uravnotezenje imunskega odziva.

Zagovor doktorske disertacije je
potekal na za Nizozemsko neverjetno
lep sonéen dan v sredis¢u mesta v
Academiegebouw, kjer je sedei
Univerze v Utrechtu. Zagovori tam
potekajo po tradicionalnem
protokolu pred vec¢lansko komisijo,
ki ima na razpolago 45 min, da
kandidatu zastavlja vprasanja in tako
preveri, ali si zasluzi, da se mu podeli
doktorski naziv. Ve¢ o poteku
zagovora na Univerzi v Utrechtu lahko

najdete na tej povezavi:
INSTRUCTIONS TO THE DOCTORAL
CANDIDATE (uu.nl)

https://www.uu.nl/sites/default/files

/aanwijzingen en 1.pdf.

v Slika 3: Academie-
gebouw — sedez Uni-
verze v Utrechtu, kjer
potekajo  zagovori
doktorskih disertacij.
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» Tudi bakterije doleti

pomlad... S0 | SPLIT INTO
Na  Cartoonstock ‘ TWO. AND THAT'S lT?)

lahko najdete 3e vel
prisrénih  mikrobio-
loskih ilustracij.

Scddlnn--

Harry has the little talk

about the birds and the bees.

» Pestrost mikrobov iz
brisa tesnila pomi-
valnega stroja. Avto-
rica: Neja Zupandi¢
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Vidni in nevidni

Covidni €as se zdi da usiha
morebiti virus res $e malo diha,
mogode tiho se mnoii.

A vetino politikov to ve¢ ne skrbi.

...saj se nova igra ze vrti...

So z maskami dobro si postlali,
od respiratorjev delez prijateljem darovali,
obljubljali zdravstvu so nagrado,
zablesteli pred narodom s parado.

..a nova igra ne miruje...

Volitve so kot narocene,
da pogrejejo stare Ze kaljene
in ponudijo obraze smele,
da bi narod na limanice ujele.

...in spet si igre nove snuje...

Je vojne treba spet imeti,
brate in sestre spreti
in klati bratsko kri,
da orozarska mafija Zivi.

...kot kaze igri kraja ni...

Postenih politika ve¢ ne obisce,
saj parlament spletkarstva je vadis¢e
in nabira take v lasten kup.
da $e modreci utonejo v brezup.
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...ker igra se 3e bolj zapleta...

Se vam zdi, da mikrobi v svojem svetu Zdijo,
in ¢akajo na novo ljudsko polomijo,
z odpadki vred nas bodo v humus spremenili,
mogoce novi kulturi boljsi svet odkrili.

...igra pa $e dalje gre...

Ne vem, ¢e igre take res zelim.
Saj z mikrobi ze dolgo misel in delo si delim.
A bolj kot gledam, bolj ko ¢utim,
bolj trpim in bolj jasno slutim.
Sleherniku se tak priskutim

..igra pa se traja, traja...

Vse kaze,
da gen pogoltnosti nima vrlin narave,
zato tudi ni nikoli prave sprave.
Da ohranil bi naravo v ravnotezju,
ni resitev v medmrezju.

Clovek je iztiril - ne vemo kdaj.
Saj ko grabez se za¢ne - ni poti nazaj.
Resitev, gotovo je nekje,

V dusi. V srcu, ée sploh je?

Mogocée v obdobju dolgih zim,

ko se ¢lovek bo zavedal nature vseh prvin.
(Peter Raspor, 13. 12. 2021)
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Resitev mikrokriZanke iz prejSnje Stevilke
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Vodoravno Navpiéno

2. Vranicni prisad

5. Parazitska kozna nalezljiva bolezen

7. Nalezljiva epidemi¢na ¢revesna bolezen,
nezdravljena je smrtna v 25-50 %

8. Povzroci lahko tudi do 83% smrtnost

11. Okraj$ava za verizno reakcijo s polimerazo

12. NajmanjSe bakterije

13. Nalezljiva virusna bolezen, ki prizadene zZiv¢ni
sistem in povzroca ohromitve

15. Akutna ali kroni¢na Crevesna nalezljiva bolezen, ki
jo povzro€a Entamoeba histolytica

16. Je nalezljiva bolezen, ki jo povzro¢ajo nekatere
vrste zajedavskih prazivali iz razreda trosovcev

17. NajpogostejSa bakterijska povzroéiteljica spolno
prenosljivih okuzb

1.Herpes zoster

3. Povzroca jo virus, ki prizadene osrednje Zivcevje
toplokrvnih Zivali in loveka

4. Oslovski kaselj

6. Imenovana tudi mediteranska, gibraltarska ali
maltska bolezen

9. Nalezljiva virusna bolezen dihal, ki jo povzro¢ajo
RNA-virusi iz druzine Orthomyxoviridae

10. Griza

14. Treponema pallidum
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