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NON-POLIO ENTEROVIRUSES: THEIR CIRCULATION
IN THE ENVIRONMENT AND INTRIGUING PATHOGENESIS

Bopegamage Shubhada

Slovak Medical University in Bratislava, Faculty of Medicine,
Enterovirus Laboratory/National Reference Center for Identification of Enteroviruses
Limbova 14, 833 03 Bratislava
shubhada.bopegamage@szu.sk

Genus Enterovirus (EV) belongs to family of Picornaviridae, it consists of 158 species and 68
genera. This genus comprises of 15 species of which 7 species are human pathogens [1]. The
clinical manifestations occur as minor illness with fever to a wide range of serious conditions.
Chronic diseases such as type 1 diabetes, chronic myocarditis and dilated cardiomyopathy are
also associated with EV infections [2]. Transmission of these viruses is by the fecal-oral
route. Infected individuals, with or without symptoms may shed the virus in the feces for
several weeks therefore they can be detected in the sewage. WHO mandatory sewage
surveillance program monitors the statistics of non-polio enteroviruses (NPEV) and their
prevalence [5]. Coxsackievirus (CV) which belongs to the genus EV show multiple organ
tropism. The pathogenesis clinical manifestations these infections are complex. Mice are the
best models for studying the pathogenesis of CVs because they carry the mouse
coxsackievirus adenovirus receptor (NCAR) similar to the human CAR (hCAR).

Our aim is to understand the pathogenesis of CVs. We have studied the oral infection of
CVBs in mice (all experiments conducted with the university and state ethics committee
permissions). It is the natural route of infection in humans. Our focus has been the pancreas,
but we have studied other organs (heart, brain, small intestines, large intestines, and spleens).
We have investigated different CVB prototypes in mice, using different mice strains (outbred,
inbred, a specific model with a cut DEXDc domain), infection during gravidity and infection
with different environmental and clinical isolates (in close association with the Public Health
Laboratories) [2,5]. Our systematic analysis showed that there was a difference between the
oral and intraperitoneal routes of infection. Interferon alpha was not the primary factor in
protection of the pancreatic physiology*. Study of CVB4-E2 infection of different mouse
strains with different genetic backgrounds showed that inflammation of the exocrine pancreas
depends not only on the route of infection but also on the CVB strain, mouse genetics and
immune system [6]. Our studies on gestational infection by CVB4-E2 on the pancreas of both
dams and their challenged pups showed that time of infection during gravidity regulated the
effect of virus infection [7]. Altogether, our research has not only enriched understanding
different aspects of CVB pathogenesis but has also created questions for future research
which will further help in the EV prevention, prophylaxis and for translational studies.

Acknowledgements: Mechanism EEA and Slovak Government—Project SK0082.
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ANTIMIKROBIALNA AKTIVITA KOMPLEXOV STRIEBRA
Badova Ivana!, Rendosova Michaela?, Vargova Zuzana?, Olejnikova Petra?,

Slovenskd technickd univerzita, Fakulta chemickej a potravindrskej technoldgie, Ustav
biochémie a mikrobiologie, Radlinského 9, 821 37 Bratislava
2Univerzita P. J. Safdrika v Kosiciach, Prirodovedecka fakulta, Katedra anorganickej chémie,
Moyzesova 11, 041 54 KoSice
ivana.bacova95@gmail.com

Liecba infekcii sa v poslednych rokoch stdva Coraz narocnejSou. Pri¢inou je vznikajuca
mikrobidlna rezistencia, kedy si mikroorganizmy buduji odolnost’ voci bezne pouzivanym
lieckom. Z tohto dévodu je nevyhnutné pracovat’ na vyvoji novych lieCiv, respektive na
zvySeni u¢innosti tych pouzivanych.

Striebro sa na liecbu infekénych ochoreni pouzivalo po starocia. Hoci s objavom antibiotik
upadlo jeho pouzivanie do tzadia, v dnesnej dobe zaziva renesanciu.

Ciel'om tejto prace bola priprava a charakterizacia komplexov striebra s aminokyselinovymi
ligandami. Zamerali sme sa na stanovenie antimikrobialnej aktivity definovanim inhibi¢nych
koncentracii MIC90 a IC50, okrem modelovych mikroorganizmov, ktoré su citlivé na
antibiotika pouzivané v klinickej praxi, sme medzi mikroorganizmy zaradili aj rezistentny
klinicky izolat Staphylococcus aureus L12. Vsetky testované zluceniny vykazovali
bakteriostaticky u¢inok, pri¢om citlivost’ rezistentnych a citlivych kmenov bola porovnatel'na.
Potencidlnu mutagénnu aktivitu komplexov sme otestovali prostrednictvom Amesovho testu
na Salmonella Typhimurium TA98 a Salmonella Typhimurium TA100. Ani jeden
z komplexov nepreukdzal mutagénnu aktivitu. Vplyv na tvorbu biofilmu sme pozorovali
farbenim kryStalovou violetou, na tento G¢el sme pouzili Staphylococcus aureus atiez
niektoré¢ druhy kvasiniek rodu Candida sp. Schopnost’ tvorby biofilmu sa znizila len v pripade
baktérii.

Vysledky tejto Stadie naznacuju, Ze testované komplexy maju potencidlne vyuzitie pri
navrhovani novych antimikrobialnych latok, predovSetkym antibakteridlnych. Antibakteridlna
aktivita komplexov pravdepodobne zavisi od afinity transportérov vo¢i aminokyselindm, resp.
dipeptidom (ligandy). Vzhl'adom na totoznost prvej aminokyseliny v testovanych
komplexoch (glycin) mozno z vysledkov usudzovat, Ze o afinite rozhoduje druha naviazana
aminokyselina v poradi — najvyssia afinita bola pozorovana pre alanin.

Pod’akovanie: Tato praca bola podporena grantom VEGA 1/0697/18.
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IZOLAT Z ODPADOVYCH VOD COXSACKIEVIRUSU B4 INDUKUJE
PANKREATITIDU V MYSIACH PO ORALNEJ INFEKCII

Benkoova Brigital, Pospisilova Michaelal, Kramna Lenka?, Kissova Renata®, Berakova
Katarina®, Klement Klement?, Cinek Ondrej?, Bopegamage Shubhada®

Slovenska zdravotnicka uUniverzita, Lekdrska fakulta, Ustav mikrobioldgie,
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2Univerzita Karlova, Lékaiska fakulta
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Pocetné sérotypy, ktoré patria do rodu Enterovirus (EV), vykazuji variabilitu vo svojej
virulencii a klinickych prejavoch. Vzhl'adom na to, ze Sirenie enterovirusovych infekcii je
hlavne fekalno-oralnou cestou, je mozné predpokladat’ ich pretrvdvanie a cirkuladciu v
prostredi. V podzemnych, odpadovych a povrchovych vodach prevladaji rézne sérotypy EV.
Je tiez zname, ze pocas obehu v prostredi a populacii prechddzaji zmenami sposobenymi
mutaciami a rekombindciami. Nase predchadzajice Studie ukazali, ze ordlna infekcia indukuje
pankreatitidu v zavislosti od Specifickych podmienok, ako je napriklad gravidita, alebo v
outbrednych mysiach. Nasim cielom v tejto Studii bolo d’alej preskumat’ histopatologiu
pankreasu na modeli outbrednych mysi po oralnej infekcii klinickymi izoldtmi od pacienta,
ktory mal asepticki meningitidu, a izolatom z odpadovej vody ziskanej v oblasti bydliska
pacienta. Izolaty boli v tkanivovej kulture identifikované ako coxsackievirus B4 (CVB4).
Tento konkrétny izolat z odpadovych vod vyvolal pankreatitidu po oralnej infekcii. Naopak,
pankreatitida po infekcii klinickymi izolatmi nebola zistena. Virusové izolaty (klinické a
environmentalne) sa analyzovali sekvenovanim druhej generacie (NGS), a porovnanim
ziskanych gendmov s referenénymi gendmami z databazy (GeneBank) sa zist'ovali rozdiely
medzi jednotlivymi izoldtmi, na zaklade ktorych sme skonStruovali fylogeneticky strom.
Porovnanie polyproteinovych sekvencii ukézalo, ze oSetrené kmene z odpadovych vod sa
lisili od izolatov pacienta 0 9 a 11 aminokyselin. Dospeli sme k zaveru, ze izolaty klinického
a environmentalneho povodu sa liSili vo svojich patogénnych vlastnostiach a vykazovali
genetické variacie.

Pod’akovanie: Vyskum podporili: MZ SR projekt 2016/3-RUVZBB-3; Bohdan Malaniak
CSMC - RECOOP Young Scientists (BMYS) Research Grant: BMYS RG 2019-2020
Benkbéova & Pospisilova - Bopegamage #010. Starostlivost’ o zvieratd: Tato Studia bola
vykonana so sthlasom Etickej komisie Slovenskej zdravotnickej univerzity a Statnej

veterinarnej a potravinovej spravy SR. Platnost’ povolenia: 1.10.2016 az 30.12.2020. Cislo:
C.k. Ro 3248/16-221.
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VPLYV KULTUR KYSLOMLIECNYCH BAKTERIi NA INHIBICIU
ESCHERICHIA COLI

Beranova Petra, Medved’ova Alzbeta

Slovenskda technicka univerzita v Bratislave, Fakulta chemickej a potravindrskej technologie,
Oddelenie vyzivy a hodnotenia kvality potravin, Radlinského 9, 812 37 Bratislava
beranova.petral@gmail.com

Pre z&vaznost’ ochoreni, Casty vyskyt v prostredi, dobry rast v rozlicnych podmienkach a
genetickll vybavenost’, bol cielovym mikroorganizmus pre tito pracu zvoleny prave druh E.
coli. Druhou mikrobidlnou skupinou boli zvolené komer¢ne dostupné zakysové kultary
baktérii mlieCneho kysnutia, ktoré pdsobia antagonisticky vo¢i E. coli vich spoloénom
prirodzenom mlie¢nom prostredi. Ciel'om tohto prispevku je kvantitativnhe zhodnotit’ vplyv
kultary Fresco DVS 1010 a kultiry A na dynamiku rastu izolatov E. coli BR a E. coli PSIl v
mlieku v zavislosti od teploty inkubdcie. Izolat PSII v spolo¢nej kultivéacii s kultirou A o
pociatoénom mnozstve (d’alej len No) No = 3 log KTJ.ml? rastol s rastovou rychlostou (dale;
len Gr) Gr = 0,699 log KTJ.mlt.h? pricom lag faza trvala 1,5 h, az dospel ku konecnej
hodnote 7,71 log KTJ.mI. Vyssi pridavok kultiry A sposobil znizenie koneéného poétu o
33 % a spomalenie rastu o 21 % pri skratenej lag fdze o polovicu. Pri vy$Som pridavku
kultary A bola zaznamenana dizka lag fazy pH 2 hodiny, o je o 6 hodin menej ako v pripade
s niz§im pridavkom. Pri teplote 15 °C izolat PSII v ko-kultivacii s kultrou Fresco (s No = 6
log KTJ.mI") po 5,7 h lag faze dosiahol maximalny pocet 5,83 log KTJ.ml? s Gr = 0,111 log
KTJ.mI't.h?! Kultira A nesposobila vi&si pokles koneéného poétu E. coli PSII (6,26 log
KTJ.mlY), pri€¢om rychlost rastu bola porovnatelnd ako pocas spoloéného rastu s kultirou
Fresco (0,117 log KTJ.mlth?). Kultira Fresco dokdzala vyprodukovat tolko kyseliny
mliecnej, Ze po 2 dnoch kultivacie klesla hodnota pH na tGroven 4,5. Na druhej strane, kultara
A za ten isty Cas dokazala znizit' pH mlieka len na hodnotu 5,7, avSak aj napriek pomalému a
nevyraznému poklesu pH bol rast E. coli zastaveny uz po 24 h. Pri dynamike rastu E. coli
PSII v zavislosti od inkubacnej teploty bolo zistené, ze izolat PSII pri teplote 10 °C s No = 3
log KTJ.ml* a Gr = 0,039 log KTJ.mlI"2.h*! dosiahol staciondrnu fazu po 72 h s poétom 5,24
log KTJ.ml? v ko-kultivacii s kultiirou Fresco s No = 6 log KTJ.mlt. Monokultirny rast
1zolatu, bez pridavku zakysovej kultary, dosahoval ovel'a vysSie poCty v stacionarnej faze a to
8,60 log KTJ.ml. Hodnota pH poklesla o 2 jednotky za 62 h. Naproti tomu, s vysSou
teplotou a s tym spojenym rychlej§im metabolizmom mikroorganizmov sme zaznamenali, Ze
izolat PSII v spolo¢nom médiu s kulturou Fresco rastol rychlejSie takmer o 6 % a pritom
dosiahol vyssiu kone¢nu koncentraciu v stacionarnej faze az o 78 %, v porovnani s nizSou
teplotou. Dolezité je, ze napriek vyssiemu poctu nastala uspesna inhibicia E. coli PSII.
Hodnota pH zacala klesat’ po 2 h pri¢om stacionarna faza sa dosiahla az po 13 h. Na zaklade
dosiahnutych vysledkov mozno konStatovat, Ze rastova rychlost a maximalne dosiahnuty
pocet v stacionarnej faze oboch izolatov E. coli dosahovali vysSie hodnoty, ¢im bola teplota
inkubacie vyssia a naopak, s vysSim pridavkom baktérii mlie¢neho kysnutia ich hodnoty
klesali.

Pod’akovanie: Tato praca vznikla s podporou grantu VEGA 1/0532/18 a APVV-19-0031.
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POROVNANIE PROTILATOK NAMIERENYCH PROTI POVRCHOVEMU
PROTEINU CR3-RP A ICH VPLYVU NA KVASINKY RODU CANDIDA

Bilska Katarina, Dekkerova Jaroslava, Bujdakova Helena

Univerzita Komenského, Prirodovedecka fakulta, Katedra mikrobiologie a virologie,
llkovicova 6, Mlynska dolina, 842 15 Bratislava
bilska6@uniba.sk

Povrchové Struktury kvasiniek maji vyznamnt ulohu v zabezpeCovani interakcii buniek
sokolim. Znich prave povrchové proteiny nesi nezastupitelna twlohu v kontakte
s hostiteI'skymi bunkami a mnohé zohravaji ulohu aj pri adherencii k povrchom, a nasledne
Vv tvorbe biofilmu. Jednym z tychto povrchovych antigénov kvasiniek rodu Candida je
komplementovému receptoru 3-podobny protein (CR3-RP). Cielom prace bolo porovnat
niektoré vlastnosti subklonov myS$ich protilatok proti antigénu CR3-RP. Ako kontrola sa
pouzilo mysie polyklonalne sérum anti-CR3-RP. Porovndvand bola schopnost’ protilatok
identifikovat’ synteticky pripraveny protein CR3-RP a protein CR3-RP v proteinovych
lyzatoch kvasiniek rodu Candida, ato C. albicans SC5314, C. auris H261, C. auris R, C.
auris S. Protein CR3-RP bol exprimovany vo vy$$ej miere v 48-h biofilme vSetkych
testovanych kmeniov  kvasiniek v porovnani s planktonickymi bunkami. Vysledky
experimentov tiez ukézali vysSiu reaktivitu polyklondlnej protilatky anti-CR3-RP v porovnani
s monoklondlnymi protildtkami pri detekcii antigénu CR3-RP. Pri charakterizacii
monoklonalnej protilatky anti-CR3-RP nebola dokazana jej toxicita in vivo na modeli
Galleria mellonella. Zaroven boli selektované najreaktivnejSie subklony monoklonalne;j
protilatky anti-CR3-RP, a to 912/88, 912/94 a 413/67. Vsetky testované protilatky mali
inhibi¢ny uc¢inok na hydrofobicitu bunkového povrchu planktonickych buniek kvasiniek
V porovnani so suspenziou buniek, ktoré neboli opracované protilatkou. Najvyraznejsi vplyv
mali protilatky anti-CR3-RP na hydrofobicitu kvasinky C. auris R, pricom vsetky testované
subklony protilatky znizili percento hydrofobnych buniek o viac ako 41%. Najmensi vplyv
mali subklony protilatok anti-CR3-RP na Standardny kmen C. albicans SC5314. Subklony
912/88 a 912/94 znizili percento hydrofébnych buniek o 20,26% a 29,02%, zatial’ co subklon
413/67 iba 02,59%. Protilatky inhibovali aj metabolickt aktivitu 48-h biofilmu kvasiniek
v porovnani s biofilmom, ktorého bunky neboli opracované protilatkami. Statisticky
vyznamny vplyv mala mysia polyklonalna protilatka anti-CR3-RP na 48-h biofilm kmetiov C.
albicans SC5314 a C. auris H261, pricom metabolicka aktivita 48-h biofilmu kmena C.
albicans SC5314 opracovaného protilatkou anti-CR3-RP bola znizena o 16,21%. V pripade
kmena C. auris H261 doslo k zniZeniu metabolickej aktivity 48-h biofilmu opracovaného
mysou polyklonalnou protilatkou o 11,66%. Na 48-h biofilm kvasiniek C. auris S a C. auris
R, ktorych 48-h biofilm mal nizs$iu metabolicku aktivitu ako kmene C. albicans SC5314 a C.
auris H261, mala mysia polyklonalna protilatka anti-CR3-RP $tatisticky zanedbatelny vplyv.
Vysledky prace sice neukazali moznost’ priameho vyuzitia subklonov protilatky anti-CR3-RP,
no mdézu pomoct’ k lepSiemu pochopeniu funkcie povrchového proteinu CR3-RP.

Pod’akovanie: Praca bola podporena Agentirou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade
zmluvy ¢. APVV-15-0347 a grantom VEGA 1/0537/19 financovaného MSVVaS SR.

12



CO VIME O LIVESTOCK-ASSOCIATED MRSA A JEHO VYSKYTU V CR?

Brodikova Kristyna

Masarykova univerzita, Lékarska fakulta, Ustav verejného zdravi,
Kamenice 5, 625 00 Brno, Ceskd republika
460963 @mail.muni.cz

Bakterie rezistentni k riiznym typtim antibiotik, mezi které se fadi i1 meticilin rezistentni
Staphylococcus aureus, znamy pod zkratkou MRSA, jsou vyznamnym globalnim problémem.
Pozornost je vénovana zejména kmentm, které koluji v nemocni¢nim prostiedi ¢i v Komunité
[1]. Vlastni skupinu tvofi kmeny oznacované jako livestock-associated MRSA (LA-MRSA),
které se vyskytuji zejména u potravinovych zvifat. Jejich pritomnost byla potvrzena
predevs§im u prasat, neni ovSem vyjimkou vyskyt u skotu, koz, ovci i dribeze [2,3]. U této
skupiny kmentl existuje riziko pfenosu na osoby v blizkém kontaktu se zvifaty a nésledné
Studie shrnuje znalosti o vyskytu LA-MRSA na tzemi Ceské republiky [2,3,4]. Studie
zahrnuje data z prostiedi farem, od zvifat i od oSetfujiciho personalu. K detekci MRSA byla
pouzita kultivaéni metoda s pomnozenim v selektivnim médiu a ndslednym vyockovanim
suspenze na selektivni agar. Takto ziskané suspektni kolonie byly konfirmovany druhoveé
specifickou PCR. Soucasti studii bylo rovnéz sledovani rezistence k antibiotikiim diskovou
difuzni metodou. Pro blizsi charakterizaci kmenli byly provedeny metody MLST a spa
typizace.

Z vysledkt vyplyva, ze na ¢eskych farmach koluji kmeny fadici se mezi LA-MRSA a patiici
zejména do klonalniho komplexu CC398, které se pfenasi mezi zvitaty, ale jsou také schopné
Sifit se na pracovniky na farmach. Otazkou také zlistdva moznost Sifeni téchto kment pfi
jateéném opracovani a vyrobé potravin a posléze i ke koneénym spotiebitelim. Podil
animalnich kment ziskanych od pacientii s infekci krevniho fecisté naznacuje Sifeni v lidské
populaci napfi¢ riznymi regiony Ceské republiky [5].
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Odpadova voda moze predstavovat vektor mikropolutantov, ako su rezidua
antimikrobialnych latok ¢iinych farmaceutik a ich metabolitov. Tie m6zu v subinhibicnej
koncentracii pdsobit’ na mikroorganizmy nachadzajuce sa v odpadovej vode, a tym viest’ ku
vzniku mikrobialnej rezistencie voci antibiotikam a biocidom. Odpadové vody su takisto
rezervoarom rezistentnych baktérii a génov rezistencie voc€i antibiotikdm. Cielom tejto prace
bolo vyhodnotit' kvantitativny vyskyt rezistentnych koliformnych baktérii v odpadovych
vodach z &istiarne odpadovych vod (COV) Petrzalka v Bratislave a izolovat’ a identifikovat
vybrané kmene koliformnych baktérii pre d’alSiu charakterizaciu.

Vzorky pritokovej vody do COV boli odobraté automatickym vzorkovatom pocas 24 h
a transportované do laboratoria. Vzorka odpadovej vody bola riedena desiatkovym riedenim
vo fyziologickom roztoku a prislusné riedenia boli vyockované na agarové platne
s Chromocult Coliform Agarom bez alebo s pridavkom antibiotik ampicilin, gentamicin,
ciprofloxacin, chloramfenikol (koncentracia podla EUCAST), tetracyklin (koncentracia podla
CLSI) a biocidu triklozan (100 pg/ml). Inkubacia prebiehala pri 37°C, 24 h. Po inkubacii boli
spocitané koldnie koliformnych baktérii. Vybrané kolonie boli rozo€kované bakteriologickym
oc¢kom na agarové platne a identifikované pomocou MALDI-TOF MS.

V priebehu mesiacov oktober — december 2020 bolo vyhodnotenych 6 vzoriek pritokovej
vody (oktober 1, november 4, december 1). Celkové pocty koliformnych baktérii vo vzorkach
sa pohybovali od 4,42 po 5,27 log KTJ/ml, pricom ich najvyssi pocet bol zaznamenany
v decembrovej vzorke. Z jednotlivych antibiotik bolo najviac koliformov rezistentnych voci
ampicilinu — 92,5 az 97,8% z celkového poctu koliformov. Rezistencia vo¢i ampicilinu je
u koliformov okrem E. coli prirodzena, ¢izZe tento udaj bol o¢akavany. Voci gentamicinu bolo
rezistentnych 76,0 — 97,2% stanovenych koliformnych baktérii. U ostatnych antibiotik bolo
percento rezistentnych baktérii nizSie (gentamicin 72,0 — 78,8%; chloramfenikol 59,0 —
bolo 53,9 az 72,8% koliformnych baktérii. Z agarovych platni bolo izolaciou ziskanych
celkom 29 cistych kultiur koliformnych baktérii. Izolaty boli hmotnostnym spektrometrom
identifikované nasledovne: 21 izolatov (72,4%) E. coli, 4 izolaty (13,8%) Citrobacter freundii
a po 2 izolaty (6,9%) Klebsiella pneumoniae a Morganella morgannii.

Vysledky monitoringu potvrdzuju, ze koliformné baktérie nachadzajuce sa v odpadovych
vodach pritekajucich na COV sii vo velkej miere rezistentné voéi antibiotikim (jednému
alebo viacerym). Mikropolutanty obsiahnuté v tejto vode moézu vznik a Sirenie rezistencie
podporovat’. Je preto dolezité, aby procesy v COV dokazali v dostatoénej miere odstranit’
nielen vac¢Sinu rezistentnych baktérii, ale aj mikropolutantov. Na zaklade ziskanych vysledkov
mozeme tvrdit, ze v priebehu sledovanych mesiacov neboli zaznamenané vyrazné vykyvy
V poctoch koliformnych baktérii v odpadovej vode. Ziskané izolaty budu podrobené d’alsej
charakterizécii (profil rezistencie, tvorba biofilmu, pritomnost’ génov rezistencie).

Pod’akovanie: Autori d’akujii za finanéni podporu Vedeckej Grantovej agentire MSVVaS
SR a SAV v ramci projektu VEGA 1/0464/21.
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Karbapenemazy triedy D predstavuji zavazné riziko z hladiska moznosti identifikacie
a rychlosti Sirenia. Vyskyt OXA-48 bol zaznamenany pri mnohych rodoch baktérii. Produkcia
tohto typu karbapenemazy je zodpovedna za rezistenciu proti penicilinom, cefalosporinom
I all. generacie, aztreonamu avo vicSej alebo mensej miere aj voci karbapenémovym
antibiotikam. Z hl'adiska diagnostiky je pomerne narocné uréit’ spolahliva detekciu, prave
kvoli slabSej hydrolyze karbapenémovych antibiotik. Jednou zmoZnosti je diagnostika
zalozena na spravne zostavenych antibiotikogramoch. Vzorky pochadzali z Univerzitnej
nemocnice Louisa Pasteura v Kosiciach. Z celkového poétu 40 vzoriek, bolo 20 kmenov rodu
Pseudomonas aeruginosa a 20 kmenov rodu Acinetobacter baumanii. Karbapenemazu OXA-
48 sa nam podarilo zachytit’ pri vSetkych kmefioch Pseudomonas aeruginosa. Pri kmefioch
Acinetobacter baumanii sa predominantne vyskytovala karbapenemaza OXA-23. Pre detekciu
sme pouzili diskova difiznu metédu s moznost'ou automatického odcitania inhibiénych z6n
prostrednictvom BacMed 6iG2.

Pod’akovanie: Projekt bol realizovany s podporou projektu TRANSFEC 2019/34-UPJS-6.
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Bunky zivych organizmov disponuju plazmatickou membranou, ktord tvori fyzicka bariéru
medzi extracelularnym a intracelularnym prostredim. Plazmatickd membrana je komplexna
a dynamické Struktura, ktord obsahuje najma lipidy a proteiny. Lipidy reprezentuju priblizne
50 % zcelkového obsahu membrany [1]. Vyznamnou skupinou lipidov pritomnych
V plazmatickej membréane su steroly. Hlavnym sterolom v bunkéch kvasiniek je ergosterol,
ktory zodpoveda za mechanicki pevnost membrany, ovplyviuje jej fluiditu a permeabilitu,
ako aj funkciu resp. aktivitu na membranu viazanych proteinov [2]. Na biosyntéze ergosterolu
sa podiela priblizne 25 enzymov, pricom zavereéné kroky katalyzuju enzymy, ktoré su
$pecifické pre kvasinky. Specifickou reakciou kvasiniek je aj reakcia katalyzovana enzymom
sterol 24-C metyltransferaza, ktory je kodovany génom ERG6. Erg6p, ktory pripaja metylova
skupinu na alifaticky retazec v Struktire sterolu, sa povazuje za potencionalne novy ciel
antifungalnej terapie [3,4]. V prezentovanej praci sme sa zamerali na analyzu vlastnosti
plazmatickej membrany u delecného mutanta Cgerg64 oportinne patogénnej kvasinky
Candida glabrata. Fenotypova analyza dele¢ného mutanta ukazala, Ze nepritomnost” CgErg6ép
vedie K zvysenej citlivosti mutanta na soli alkalickych kovov, ako aj naslabé kyseliny.
Ziskané vysledky poukazuju na zmeny v usporiadani cytoplazmatickej membrany. Schopnost’
dele¢ného mutanta Cgerg64 rast’ je zniZzena aj v pritomnosti hygromycinu B, sperminu, TMA
a SDS. Stanovenie membranového potencialu ukazalo, ze delécia génu ERG6 v kvasinkach C.
glabrata vedie K hyperpolarizacii plazmatickej membrany. Analyza fluorescenénej
anizotropie pouzitim Specifickych sond ukazala, ze plazmaticka membrana dele¢ného mutanta
Cgergb64 ma v porovnani sizogénnym kmenom Standardného typu Statisticky vyznamne
znizenu fluiditu. Nepritomnost' CgErg6p viedla k zniZzenej osmotickej stabilite protoplastov
pripravenych z buniek mutanta v porovnani s rodi¢ovskym kmenom. Ukazali sme tiez, Ze
zmeny V usporiadani plazmatickej membrany veda U deleéného mutanta Cgerg64 k zmene
v aktivite efluxnych transportérov. Ziskané vysledky naznacujt, Ze pritomnost’ produktu génu
CgERGS je nevyhnuta pre spravnu funkciu plazmatickej membrany kvasiniek C. glabrata.

Pod’akovanie: Tato praca bola podporena projektom VEGA 1/0697/18, Slovenskou
agenturou na podporu vyskumu a vyvoja APVV-19-0094 a grantom UK/62/2021.
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Styrene monooxygenases (SMOs) are highly enantioselective flavoprotein monooxygenases
that catalyse the epoxidation of alkenes to chiral epoxides. SMOs consist of two subunits—
FAD-dependent monooxygenase (StyA) and NADH-dependent flavin-reductase (StyB)—
encoded by styA and styB of styABDE gene cluster responsible for the degradation of styrene
in native bacterial species. Initially, when the question of biocatalytic production of chiral
epoxides arose, wild-type SMOs from Pseudomonas and Rhodococcus were widely studied
and used. Since then, many other bacterial species expressing styrene degradation pathways
have been described. Such discoveries, together with the expansion of recombinant
technologies, metagenomics, and protein engineering, have led to the generation of novel
SMOs with improved properties [1-3].

Chiral compounds containing oxirane ring or products of their hydrolysis comprise a group of
important building blocks and precursors in organic synthesis in the pharmaceutical industry.
However, biocatalysis still suffers from the low availability of enzymes in large quantities and
is often replaced by chemical catalysis on an industrial scale. Chiral epoxides production
usually involves Sharpless and Jacobsen oxidation that demand extreme reaction conditions
and suffer from poor enantioselectivity [4,5]. SMOs, on the other hand, operate under mild
conditions, are highly enantioselective, and exhibit an affinity towards a broad substrate
spectrum. Thus, the establishment of cost-effective upscaled SMO production and further
improvement of their catalytic properties could remarkably reduce the costs of chiral epoxides
production and eliminate the environmental burden brought on by their chemical synthesis.
The genes of StyA and StyB originating from Marinobacterium litorale encoding SMO were
selected by genome mining and designed for fusion via the linker peptide L2 recently
published in [2]. SMO was then expressed as a fused protein (StyAL2StyB) in Escherichia
coli BL21(DE3) under the control of IPTG inducible lacT7 promoter. Firstly, high cell
density fermentation was optimised on the 1.5 L scale reaching 35 gocw/L. SMO was further
purified characterised and tested for epoxidation of 34 structurally different alkenes. It was
found, that with increasing purity of enzyme, the catalytic activity decreases dramatically.
Whole-cell SMO was therefore proven to be the most suitable biocatalyst and chosen for
upscale epoxidation of 5 selected alkenes. Eventually, (S)-4-chlorostyrene oxide, (S)-
allylbenzene oxide, (2R,5R)-1,2:5,6-diepoxyhexane, 2-(3-bromopropyl) oxirane, and (S)-4-
(oxiran-2-yl)butan-1-ol were produced in excellent enantiopurity (ee > 99%, 95%, 97%, 99%,
and 99%, respectively) [1].

Acknowledgment: Tato praca bola podporena Agentirou na podporu vyskumu a vyvoja na
zaklade Zmluvy ¢. APVV-18-0254. Téato praca vznikla vd’aka podpore v ramci Operaéného
programu Integrovand infrastruktira pre projekt: ,Strategicky vyskum v oblasti SMART
monitoringu, liecby a preventivnej ochrany pred koronavirusom (SARS-CoV-2)", Kod
ITMS2014+: NFP313011ASSS8, spolufinancovany zo zdrojov Europskeho fondu
regionalneho rozvoja.
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V ostatnych rokoch narasta pocet pripadov polymikrobialnych infekcii vyvolanych kvasinkou
Candida albicans a baktériou Staphylococcus aureus. Zlozitost' tychto zmiesanych infekcii
predstavuje ndrocnd ulohu v hladani efektivnych sposobov ich eradikacie a liecby. Jednym
Z inovativnych sposobov moéze predstavovat’ fotodynamickd inaktivacia (photodynamic
inactivation - PDI). Predkladana praca sa zaobera G¢inkom PDI v kombinacii s quorum
sensing molekulou farnezolom (FAR), v in vivo modeli — larvach Galleria mellonella.
V prvom kroku bol optimalizovany infekény model na sledovanie priebehu samostatnej
infekcie, ako aj koinfeckie Standardnych kmenov C. albicans SC5314 a S. aureus CCM 3953.
Testované boli viaceré infekéné davky patogénov na larvu (C. albicans: 2,5.10%-5.10° b/larva;
S. aureus: 3.10°-1.10° b/larva). Podl'a optimélneho sklonu krivky preZivania bolo nasledne
vybraté optimalne inokulum pre C. albicans (2,5.10° b/larva), S. aureus (1.10° b/larva) a pre
koinfekciu (C. albicans — 5.10% b/larva; S. aureus — 6.10° b/larva). Nésledne bola stanovena
proliferacia S. aures a C. albicans pocas koinfekcie in vivo, vypocitana ako jednotky tvoriace
kolénie (CFU) na larvu na zdklade poctu vyrastenych kolonii pri Specifickych riedeniach.
Dalej sa porovnavalo prezivanie lariev G. mellonella medzi infikovanymi / koinfikovanymi
skupinami a lieCenymi skupinami. Terapia lariev zahffiala aplikdciu metylénove; modrej
(MB), MB a PDI, atiez kombinacie MB s FAR a PDI. Jednotlivé skupiny neodpovedali na
liecbu rovnako. Najvyssi terapeuticky efekt sa dosiahol pri skupine lariev infikovanych
S.aureus po aplikacii PDI v kombinacii s 0,5 mM MB a 150 uM FAR, v ktorej bol po
deviatich dnoch od infekcie pozorovany 50% rozdiel v preZivani jedincov medzi lie€enou
aneliecenou skupinou. V ostatnych skupindch sa nepodarilo dosiahnut’ dostato¢ny
terapeuticky efekt. Vysledky naznacuju, ze MB v kombinacii s FAR v procese PDI je
pravdepodobne vhodna len na eradikacu infekcie sposobenej S. aureus.

Pod’akovanie: Tato praca bola podporend Grantom UK ¢ UK/345/2021 s nazvom:
Fotodynamicka inaktivacia — inovativny sposob liecby zmieSanych infekcii a biofilmov
Candida albicans a Staphylococcus aureus, projektom VEGA 1/0537/19 a Slovenskou
agentirou na podporu vyskumu a vyvoja na zdklade zmluvy ¢. SK-PT-18-0006
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V poslednych rokoch verejnost, politika kvality Eurdpskej unie, priemyselnd vyroba a aj
vyskumni pracovnici venuju svoju pozornost’ kvalite a bezpecnosti potravin. Pre udrzanie
kvality a bezpecnosti relativne rychlo sa kaziacich potravin, ako su napr. mlieko a mliecne
vyrobky, je dolezit¢, aby bol aplikovany koncept prediktivnej mikrobioldgie
a mikrobiologického hodnotenia rizika. Vystupy z prediktivneho modelovania mézu navrhnut’
nové rieSenia pre potravinarsku prax tak, aby bola zaru¢ena pozadovana kvalita a doba
spotreby produktu [1]. Jednym z mikroorganizmov, ktory sa ¢asto spéja s kazenim, znizenim
senzorickej kvality mlie¢nych vyrobkov a k naslednym ekonomickym stratdm je aj
mikroskopicka huba je Geotrichum candidum [2,3]. Cielom naSej prace bolo ziskat
kvantitativne a kvalitativne idaje o raste tejto hygienicky relevantnej huby, ktoré umoznia
presnejs$i odhad miery neziaduceho ucinku z mikrobiologického hl'adiska. Zamerali sme sa na
ziskanie rastovych tudajov G. candidum na agarovych médiach, ktoré ¢o najviac simuluju
prostredie mlie¢nych produktov (SMA — agar s obsahom odstredeného suSen¢ho mlieka,
CHBM - syntetické syrové médium s modifikovanym zlozenim podl'a Kagkli a kol. [4])
a Vv realnom mlie¢nom médiu - jemnom hrudkovitom tvarohu s obsahom tuku 2,5 % (Rajo a.s,
Bratislava, Slovenska republika). Obe syntetické kultivatné médid predstavovali vhodné
rastové médium pre rast skimanych kultar, ktoré vykazovali rast uz pri 6 °C. Podobne aj
tvaroh predstavoval nutricne vhodny rastovy substrat pre rast G. candidum. Navyse,
pozorované izolaty dokézali rast uz aj pri teplote 4 °C. Z uvedeného vyplyva, Ze druh
G. candidum je schopny rast aj pri chladiarenskych teplotach, a tymto spOsobom
kontaminovat’ mlie€ne vyrobky a zhorSovat’ ich kvalitu. Ziskané predikcie sa mézu aplikovat’
aj v skuto¢nych potravinach na hodnotenie mikrobialnej zataze tak, aby sa vyrdbali o
najkvalitnejSie findlne mliecne vyrobky a zachovala sa ¢o najdlhSia doba spotreby.

Pod’akovanie: Tato praca vznikla vdaka finan¢nej podpore APVV-19-0031 a VEGA
1/0532/18.
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Listeria monocytogenes je povodcom listeridzy, zavazného ochorenia u l'udi a jedného z
najvyznamnej$ich ochoreni prenaSanych potravinami. L. monocytogenes je psychrotrofny
mikroorganizmus, bezne sa vyskytujici v prostredi, kde moze rast’ pri nizkych teplotach a
Sirokom rozmedzi hodnot pH. Tieto vlastnosti spdsobuju, ze rast L. monocytogenes je t'azko
kontrolovatel'ny v zmysle hygienickych opatreni, najmi v mliekarenskej vyrobe (Cerstvé syry,
Syry z nepasterizovaného mlieka), co moze viest’ k vzniku alimentarnych ochoreni, pripadne k
vzniku epidémii [1].

L. monocytogenes je schopna adherovat’ na mnohych povrchoch prichadzajicich do styku
s potravinami [2], priCom existuju rozne teorie, ktoré sa snazia vysvetlit' perzistenciu L.
monocytogenes v potravinarskych zavodoch. Jedna teoéria sa tyka pritomnosti obzvlast
perzistentnych, spiacich, nedeliacich sa buniek, ktoré predstavuji zvySent schopnost’ prezit
environmentalne stresy [3,4]. Perzistencia mdze suvisiet’ jednak s neschopnostou odstranit’
bunky z t'azko Cistitelnych miest v potravinarskom prostredi, kde mozu prezit’ a rast, ale aj S
pritomnost'ou izoldtov s jedineCnymi vlastnostami vedicimi k perzistencii. Naopak, d’alSou
teoriou je, Ze bakteridlna perzistencia pravdepodobne stvisi s tvorbou biofilmu, pretoze bunky
v biofilmoch st odolnejSie voci biocidom a stresovym podmienkam (vratane cistenia a
dezinfekcie/sanitacie).

Cielom préce je porovnanie dynamiky rastu dvoch izolatov L. monocytogenes, perzistentného
(NS1-LM 9611) asporadicky sa vyskytujuceho izolatu (NS4-LM 120/5/h1) izolovaného
Z prvovyroby ov€ieho mlieka, pri chladiarenskych teplotach. Kultivacia sa uskutocnila
VvV modelovom TSB médiu pri 6 °C a 10 °C. Na stanovenie po¢tov sa pouZzilo TSA agarové
médium a Petriho misky sa inkubovali pri 37 °C po dobu 48 hodin. Dynamika rastu L.
monocytogenes sa sledovala ako zavislost’” po¢tu buniek od Casu pre jednotlivé teploty
skladovania pouzitim D-modelu [5].

Na zaklade doposial’ ziskanych vysledkov vyplyva, Ze rozdiel medzi izolatmi bol pozorovany
v trvani lag-fazy pri 6°C, pri¢om lag-faza sa pri sporadickom izolate NS4 predizila v priemere
0 2 hodiny. Pri 10 °C sa pozoroval rozdiel v rastovej rychlosti Gr, pricom rastova rychlost’ pre
izolat NS1 bola 0,51 log KTJ/mlLh, ¢o bolo 0 9,8 % viac ako Vv pripade izolatu NS4. Pilotné
experimenty poukazuju na mozné rozdiely v rastovych parametroch (trvanie lag-fazy, rastova
rychlost) u perzistentného a sporadického izolatu L. monocytogenes. Z uvedeného vyplyva,
7e bude nutné izolaty porovnat’ aj pri d’alSich faktoroch rastu (teplota, hodnota pH, aktivita
vody), za ucelom ziskania vacSieho mnoZstva dat, potrebnych na ich bliz$iu charakterizaciu.
Pretoze L. monocytogenes najdeme v najréznejSich potravinarskych vyrobkoch, vicSina
potravinarskeho priemyslu musi byt doéslednd pri dodrziavani vyrobnych a sanitacnych
postupov, ako aj vo svojom dizajne a prevadzke. Rovnako ako v pripade inych potravinovych
patogénov, navrh a implementidcia zdsad HACCP mo6zu byt prvou obrannou liniou pri
predchadzani kontaminécie potravinového vyrobku. Rovnako je potrebné dodrziavat’ zasady
spravnej vyrobnej a hygienickej praxe ana vyrobu potravin pouzivat kvalitné a bezpecné
suroviny. Tak isto je potrebné spravne zaobchadzat’ s potravinami, s dorazom na chladenie,
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spravne tepelné spracovanie a skladovanie ako aj elimindciu podmienok umoznujucich tvorbu
biofilmu.

Pod’akovanie: T4to praca bola podporena projektmi VEGA 1-0532-18 a APVV 15-0006.
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Hepatitidy typu B a C patria medzi zdvazné, krvou prenosné ochorenia l'udskej populacie
sposobujice celosvetovo vyznamnu morbiditu a mortalitu. Z taxonomického hladiska
zarad’'ujeme ich infekéné agensy do ¢el'ade Hepadnaviridae, rod Orthohepadnavirus (virus
hepatitidy B; VHB) a ¢elade Flaviviridae, rod Hepacivirus (virus hepatitidy C; VHC).
S narastom medzindrodného cestovania amigracie sa za posledné desatrocia
pravdepodobnost’ infekcie VHB a VHC zvySuje. Podla poslednych Statistik Svetovej
zdravotnickej organizacie (WHO) trpi hepatitidou B az 296 milionov a hepatitidou C
priblizne 58 milionov l'udi, pricom pri oboch ochoreniach je evidovany ro¢ny prirastok 1,5
milidna pacientov [1]. Na Slovensku boli od roku 2019 kazdoro¢ne zaznamenané v priemere
desiatky novych pripadov akutnej (typ B - 25; typ C - 18) a stovky chronickej formy  (typ B
- 183; typ C - 157) vyssie uvedenych hepatitid [2].

Cielom nasho pracoviska, Narodného referenéného centra pre virusové hepatitidy, je
konfirmacia vySetreni vzoriek pacientov, s potvrdenymi sérovymi diagnostickymi markermi
VHB aVHC infekcie. Detekcia tychto markerov je zaloZzena na principe enzymovej
imunoanalyzy (EIA), v pripade antigénov a protilatok, a kvantitativnej polymerazovej
retazovej reakcie pre potvrdenie pritomnosti prislusnej nukleovej kyseliny.

Diagnostika vykondvand metodou EIA zahffia vySetrenia na dokaz povrchového (HBsAg),
obalového (HBeAg) a jadrového (HBcAg) antigénu VHB a na dokaz protilatok proti vyssie
uvedenym antigénom VHB (anti-HBs, anti-HBe, anti-HBc) a protilatok proti VHC (anti-
HCV). Na konfirmaciu tychto markerov sa vyuzivaju supravy typu Monolisa™ (Bio-Rad).
Virusova zataz VHB a VHC je detegovana prostrednictvom dvoch typov suprav, GeneXpert®
(Cepheid) a EliGene® (Elisabeth Pharmacon).

Zo Sstatistickych dat jednotlivych druhov konfirmacii v rokoch 2019 az 2021 vyplyva, Ze za
celé obdobie bolo 455 vzoriek sér vySetrenych na VHB virusova zataz s priemernou ronou
10% pozitivitou, pricom v pripade VHC sa jednalo o 333 vzoriek s priemernou roc¢nou
26,24% pozitivitou. V ¢asovom rozmedzi 2020-2021 bolo metodou EIA spracovanych 2724
sér. Majoritne sa jednalo o vySetrenia na pritomnost’ HBsAg, pricom miera priemernej ro¢nej
pozitivity predstavovala 48,72%, anti-HBc (58,86%) a anti-HCV (29,2%).

Na zéklade tychto informécii sme vSak zistili, Ze pocet vySetreni za jednotlivé roky poklesol.
Aj ked’ evidovany ubytok mohlo spdsobit’ viacero faktorov, domnievame sa, Ze jeho pri¢inou
bolo prednostné zameranie na prebiehajiicu pandémiu COVID-19.
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Rozsahl¢ vyuzivani fosilnich zdroji uhliku se v poslednich dekadach ukazuje jako
problematické vzhledem k negativnimu dopadu na Zivotni prostiedi. Biometanizace,
mikrobidlni produkce metanu z nefosilnich zdroja, je proto jednou z potencialné slibnych
technologii otevirajici cestu k vhodngjsi vyrobé energie. Strategickou roli v tomto procesu
mohou hrat podzemni zasobniky plynu (PZP). Mikrobiologické vyzkumy PZP prokézaly
piitomnost Zivotaschopnych mikroorganismi [1,2] a jejich znaény vliv na biologické a
geochemické procesy v téchto prostiedich [3]. PZP poskytuji vhodné prostiedi pro
metanogenni archea, ktera jsou schopna pfeménit antropogenni CO2 a obnovitelny H, na
biometan, tj. aplikaci technologie Power to (BIO)Methane. Pravdépodobné prvni, kdo
pozoroval zmény ve slozeni méstského plynu v PZP vyvolané mikroorganismy, byl Smigan
v 90. letech [4]. Zaznamenany pokles objemu Hz a CO; spojeny s narGstem objemu CHg
poukézal na moZnost existence mikrobialnich spolecenstev osidlujicich tyto prostredi. O tficet
let pozdéji méfeni stabilnich izotopd potvrdila biologickou produkci metanu na pavodni
lokalité i na dalsich zkoumanych PZP v ramci CR. Soudasny vyzkum byl roziifen o studium
mikrobidlnich spolecenstev pomoci metod sekvenovani nové generace (NGS). Pro zjisténi
pocetnosti metanogennich archea byla pouzita kvantitativni RT-PCR. Zamérem studie bylo
zjistit, zda toto pfirozené prostfedi sedimentarnich hornin mize byt vhodné pro vyrobu
biometanu prostiednictvim technologie Power-to-Methane. Vysledky vyzkumu ukazuji, Ze
puvodni pfedpoklad se podatilo potvrdit a technologie spojena s biometanizaci se tak jevi jako
velmi slibny pfistup, jak v budoucnu piispét ke sniZzeni emisi sklenikovych plyni.
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Soforolipidy (SLs) st bioaktivne latky syntetizované pri prirodzenom fermentaénom procese
viacerych druhov nepatogénnych kvasiniek. Tieto povrchovo aktivne latky obsahuju
hydrofilni (sacharid) a hydrofébnu cast (lipidy, mastné kyseliny), ktoré su spojené [3-
glykozidickou védzbou. St zname od 60. rokov 20. storoCia, ale zaujem o ne sa zvysil az v
poslednych desatroc¢iach, najmi pre ich Setrnost k zivotnému prostrediu, nizkej toxicite a
vyuzitel'nosti v r6znych odvetviach od farmaceutického priemyslu a mediciny az po textilny
a potravinarsky priemysel [1]. V naSom laboratériu sme testovali rézne soforolipidy.
Najvyssiu antivirusovl aktivitu z nich vykazoval kurkumin soforolipid (CSL). Kurkumin je
prirodna latka so Sirokym spektrom biologickej aktivity, ale v organizme sa vstrebava iba
v malej miere. V CSL komplexe je hydrofobny kurkumin solubilizovany a nano-kapsulovany
v acidickej forme SLs, ktory tu pdsobi ako systém na distribuciu kurkuminu v organizme. V
dosledku toho sa zlepsuje jeho rozpustnost’ vo vode, stabilita, biologicka dostupnost’ a tym aj
terapeutickd aktivita [2]. Cielom prace bolo Studovat antivirusova aktivitu CSL proti
vybranym DNA (MHV-68) a RNA (CVB3 Nancy a CVB4 JVB) virusom. Cytotoxicitu aj
najvyssiu netoxicka koncentraciu latky sme stanovili s pouzitim MTT testu na Vero bunkovej
linii. Testom redukcie plakov sme detekovali antivirusova aktivitu latky. Pozorovali sme
rozdielny vplyv CSL na vybrané virusy. Bola zisten4 nizka antivirusova aktivita CSL proti
MHV-68. Zlu¢enina vyvolala zmeny vo velkosti a tvare MHV-68 plakov, ale ich pocet nebol
znizeny. V porovnani s virusovou kontrolou boli plaky menS$ie a neboli ostro ohranicené.
Zmeny plakov naznacuju, Ze Sirenie virusu bolo potla¢ené. Po inkubacii CSL s CVB3 Nancy
a CVB4 JVB doslo v oboch pripadoch k redukcii mnozstva plakov a K miernemu zniZeniu
titra virusu. Pri CVB3 Nancy boli vytvorené plaky vyrazne menSie ako plaky v kontrole
virusu. Z vysledkov vyplyva, Ze testovana zlucenina inhibovala tvorbu plakov a vyznamne
spomalila proces replikdcie CVB3 Nancy. Zaujimalo nas, ¢i maju tieto zmeny suvislost’ so
zmenami vo virusovom genome. Plakové purifikaty CVB3 Nancy (virus po inkubacii s CSL
a kontrola virusu bez oSetrenia sktimanou latkou) sme preto analyzovali metdédou
celogenomového sekvenovania — sekvenovanie novej generdcie (NGS). Ziskané sekvencie
boli namapované na referencny genom a vysledné gendémy sme medzi sebou porovnavali.

Pod’akovanie: Tato praca bola podporend grantom VEGA 1/0617/15, Norskym grantom,
grantom EHP, Staitnym rozpoctom SR (SK 0082), vramci realizacie projektu "Centrum
excelentnosti environmentalneho zdravia", ITMS ¢.24240120033 a grantom RECOOP #010
BMYS RG 2019-2020.
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Proteiny sa v poslednych desatrociach stali dolezitou sucastou mnohych priemyselnych
odvetvi. Medzi aplikované proteinové preparaty patria nielen priemyselné a diagnostické
enzymy, ale aj lieCiva a vakciny proteinového charakteru. Jednou z hlavnych prekazok
priemyselnej aplikacie proteinovych produktov je ich produkcia v dostatoénom mnozstve.
Izolacia proteinov a enzymov z ich prirodzeného zdroja je Casto nédkladna a naroc¢na. Pouzitie
rekombinantnych technologii a technik génovej manipuldcie umoziiuje ekonomicka
produkciu proteinov s pozadovanymi vlastnostami [1].

Expresny systém Pichia pastoris je Coraz CastejSie vyuzivany na produkciu priemyselne
aplikovanych proteinov. Medzi najvéac¢sie vyhody pouzitia tejto metylotrofnej kvasinky patri
jej schopnost’ vykonavat eukaryotické posttranslaéné modifikacie, vratane tvorby
disulfidovych vizieb ¢i glykozylacie, ktora je kIi¢ova najmi pre proteiny s aplikaciou vo
farmaceutickom priemysle. Hyperglykozylované proteiny, ktoré st typické napriklad pre
expresny systém Saccharomyces cerevisiae, mézu v cielovom organizme vyvolat” imunitnt
odpoved’. Proteiny produkované v Pichia pastoris sa vyznacuju glykozylaciou podobnou
Pudskym proteinom, preto je riziko neziadlicej imunitnej reakcie organizmu vyrazne nizsie.
Proteiny je naviac mozné produkovat’ extraceluldrne do média, o vyrazne ulahcuje ich
naslednu purifikaciu [2].

Jednym z proteinov, ktoré su v poslednom obdobi intenzivne skimané V suvislosti
s prevenciou a lie¢bou rakoviny, je enzym myrozinaza. V rastlinach katalyzuje hydrolyzu
glukozinolatov — sekundarnych rastlinnych metabolitov — na Siroktl Skéalu bioaktivnych
produktov. Izotiokyanaty, vznikajuce pri neutralnom pH, boli uz v minulosti spojené so
znizenym vyskytom rakoviny. Glukozinolatovo-myrozinazovy systém preto predstavuje
zaujimavl alternativu sucasnej chemoterapeutickej liecby [3,4]. Do dnesného dna bolo
identifikovanych mnoZstvo myrozinaz nielen v rastlinach, ale aj hubach ¢i hmyze. Existuje
predpoklad, Ze myrozinaza je v rastlindich membranovo viazana prostrednictvom kratkeho
hydrofobneho signalneho peptidu [5]. Jeho nedokonalé odstiepenie pocas rekombinantnej
produkcie by mohlo viest k zadrzaniu myrozindzy v hostitel'skych bunkach, a tym aj
Kk niz§iemu vyt'azku rekombinantného proteinu.

V tejto praci bol sledovany vplyv nativnej signalnej sekvencie na produkciu rekombinantne;j
TGG1 myrozinazy z Arabidopsis thaliana v metylotrofnej kvasinke Pichia pastoris.
Myrozinaza bola produkovana podl'a optimalizovaného protokolu v 3-litrovych fermentoroch
[6]. Produkovand myrozinaza bola purifikovana a enzymaticky charakterizovana. Boli
porovnané vlastnosti myrozinazy produkovanej s a bez nativnej signalnej sekvencie. Cistota
purifikovanej myrozindzy bola stanovend pomocou kvapalinovej chromatografie
a tandemovej hmotnostnej spektrometrie [7].
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Pandémia koronavirusu ochromila fungovanie takmer celého sveta, pricom sa tymto virusom
nakazilo cez 210 miliénov l'udi a vySe 4 miliony mu priamo podl'ahlo (20/8/2021, WHO).
Kvoli vysokej infektivite je potrebné monitorovat’ §irenie virusu, aby sa zabranilo vzniku
novych ohnisk. Monitorovanie odpadovej vody pontuka vel'mi Gi¢inny néstroj na podchytenie
ohnisk a ispesne zvladnutie epidemiologickej situacie. Takisto sledovanie vyskytu mutacii z
odpadovych vod pomocou genetického sekvenovania, méze pomdct’ pri nastavovani opatreni.
V na$om vyskume sme sa zamerali na genetické sekvenovanie odpadovej vody z COV
Bratislava Petrzalka a Vrakuna. V praci popisujeme metodiku od odberu vzorky, cez
predipravu a izolaciu RNA SARS-CoV-2 az po sekvenovanie a bioinformaticku analyzu,
ktora urCuje tkz. ,variants of concern“, C¢ize varianty virusu obsahujuce mutacie
znepokojujuce pre d’alSie mozné Sirenie.
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Pandémia ochorenia COVID-19 spoésobeného koronavirusom SARS-CoV-2 aj nadalej ostava
celosvetovou vyzvou. Pacienti s ochorenim COVID-19 su lieCeni Sirokospektralnymi antibiotikami
a su vystaveni vys$Siemu riziku vzniku infekcie Clostridioides difficile (CDI) [1]. Infekénym agensom
CDI su anaerobne sporulujtiice baktérie Clostridioides difficile (CD). Pri¢inou vysokej incidencie CDI
st rychlo $iriace sa hypervirulentné kmene CD, ku ktorym patria RT 027, 176, 106, 078, 017 [2].
Cielom tejto Studie bolo potvrdit’ pritomnost” baktérie CD u hospitalizovanych pacientov v UNLP
v Kosiciach v obdobi pandémie COVID-19 a uizolatov CD stanovit’ citlivost na antimikrobialne
latky, pritomnost’ toxinov a urCit’ ribotypy.

CDI bola diagnostikovana na zaklade vySetrenia stolice rychlotestom CD. Do Studie bolo zaradenych
42 vzoriek stolice (14 spotvrdenim ochorenim COVID-19 a28 bez etiologie COVID-19)
s pozitivnym vysledkom rychlotestu a naslednou kultivaciou a identifikaciou CD pomocou MALDI
TOF. Multiplexnou PCR boli u izolatov CD detekované 3 toxiny (toxin A, toxin B a binarny toxin).
Toxin A atoxin B boli potvrdené pri vSetkych izolatoch CD
(14 COVID-19 a28 non-COVID-19). Binarny toxin bol potvrdeny v 22 vzorkach stolice
(6 COVID-19 a 16 non-COVID-19). Kapilarnou elektroforézou boli uréené ribotypy (RT). V nasom
analyzovanom stbore CD non-COVID-19 dominoval RT 176 (n = 16), ktory patri medzi
hypervirulentné ribotypy. Potvrdené boli aj RT 001 (n = 8), RT 020 (n = 1), RT 014
(n = 3). V stbore CD COVID-19 boli potvrdené RT 176 (n = 7) a RT 001 (n = 7). Pri vSetkych
izolatoch bola stanovena citlivost’ na 6 antimikrobidlnych latok (metronidazol, vankomycin, rifaxamin,
tigecyklin, doxycyklin, tetracyklin). Rezistencia na rifaxamin bola potvrdena u 14 izolatov (7 COVID-
19 a 17 non-COVID-19). Dva izolaty non-COVID-19 boli rezistentné na vankomycin a jeden izolat
COVID-19 bol rezistentny na doxycyklin. Vysledky tejto prace poukazuju na potrebu zavedenia
Specifickych  protiepidemickych opatreni na vybranych oddeleniach UNLP s vyskytom
hypervirulentnych ribotypov CD. U pacientov isCOVID-19 je vzhladom na hospitalizaciu
a antimikrobialnu lieCbu riziko infekcie hypervirulentnymi kmenmi CD vel'mi vysoké, preto je
dolezité pokracovat’ v zbere aanalyze CD azaroven ucinnymi opatreniami predchadzat vzniku
d’alsich infekeii.

Pod’akovanie: Tento vyskum bol realizovany s podporou projektov TRANSFEC 2019/34-
UPJS-6 a VVGS-2019-1300.
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Onkologicki pacienti podstupujici alogénnu transplantdciu kostnej drene (TKD) trpia
vedlajSimi diagnézami ako su febrilnd neutropénia, reakcia Stepu proti hostitelovi alebo
gastrointestinalna enteritida. Prave v tychto pripadoch boli komplikacie korelované so
zmenami V ¢revnej mikrobiote. Cielom prace bola identifikacia zmien v ¢revnej mikrobiote u
pediatrickych pacientov pred alogénnou transplantaciou kostnej drene a zdravych deti. Do
analyzy sme zahrnuli 21 pacientov transplantacnej jednotky (TJ) Narodného ustavu detskych
chorob v Bratislave (3-18 rokov) a 14 zdravych deti (4-18 rokov). ZloZenie bakterialnej Casti
crevnej mikrobioty sme urcili na zédklade bioinformatickej analyzy dat masivne-paralelného
sekvenovania 16S rRNA génu. Stanovenim indexov diverzity Simpson a Chaol sme dokazali
nizSiu diverzitu ¢revnej mikrobioty u pacientov z TJ v porovnani so zdravymi jedincami.
Statistickou analyzou sme u zdravych deti identifikovali 99 signifikantne viac zastiipenych
OTUs, kym u pacientov pred TKD sme zaznamenali vyznamny narast pocetnosti 15 OTUs
(LEfSe analyza), z ktorych sme na urovni rodu identifikovali taxény Enterococcus,
Streptococcus a Enterobacter. Rod Enterococcus tvoril ~50% celkovej charakterizovanej
bakterialnej mikrobioty u pacientov pred TKD. U zastupcov tohto rodu sme zaznamenali
vysoku diverzitu. Spomedzi tychto zéastupcov sme identifikovali 6 Statisticky signifikantne
viac zastapenych druhov u pacientov z TJ (E. asini, E. durans, E. faecalis, E. faecium, E.
flavescens, E. hirae). Prave zastipenie rodu Enterococcus je spajané s vedl'ajsimi diagnézami
U pacientov podstupujucich TKD ako st hnacky, febrilnd neutropénia alebo reakcia Stepu
proti hostitelovi. Jeho vyssSie zastGpenie u pacientov s predtransplantacnou liecbou moze
predikovat’ vznik asociovanych komplikacii [1]. Charakterizaciou bakteridlnej komunity
U pacientov podstupujlicich predtransplantacnt lie€bu sme dokazali pokles diverzity a rapidny
narast zastupcov baktérii, ktoré st spajané s predikciou d’alSich vedl'ajSich diagnoéz.

Pod’akovanie: Tento vyskum bol financovany z projektov APVV-17-0099.
Pouzita literatura:
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Candida parapsilosis je stale castejSie sa vyskytujucou patogénnou kvasinkou pocas
poslednych desatro¢i. Rovnako, ako v pripade inych kvasiniek, akou je Candida albicans, sa
infekcie C. parapsilosis objavuji u pacientov s katétrami ¢i protetickymi nahradami, pri¢om
modze byt tato kvasinka aj nozokomialnym patogénom. Medzi zndme mechanizmy rezistencie
voci flukonazolu (FLC) pri C. parapsilosis patria mutacie v génoch ergosterolovej drahy
(hlavne ERG11), ¢i zmena ich expresie. Testované boli dva klinické izolaty C. parapsilosis od
toho istého pacienta, pricom zdrojom bol centralny vendzny katéter (CVC) a hemokultira
(HC). Porovnavané boli ku dvom zbierkovym kmenom C. parapsilosis CDC317 a C.
parapsilosis ATCC 22019. Cielom prace bolo zistit’, ¢i sa klinické izolaty odliSuju v expresii
génov ergosterolovej drahy, v zastupeni sterolov, fosfolipidov a mastnych kyselin. Spektrum
citlivosti/rezistencie bolo stanovené pomocou E-testov. Testovali sa 4 antifungalne latky:
FLC, vorikonazol (VO), anidulafungin (AND) a amfotericin B (AMB). V pripade FLC a VO
neboli pozorované zony inhibicie. Pri AND bola minimdalna inhibi¢n4d koncentracia (MIC)
stanovend na 0,125 pg/ml pre oba kmene a v pripade AMB 0,5 pg/ml. Ked’ze oba izolaty boli
vysoko rezistentné vo¢i FLC (> 256 pg/ml) , bola stanovena aj MICsp, a to mikrodilu¢nou
metddou (8 pg/ml). Schopnost” tvorit’ biofilm bola stanovena pomocou krystalovej violete
a ich metabolicka aktivita bola stanovend pomocou XTT, pricom oba klinické izolaty netvorili
robustny biofilm (OD570 < 0.2). Nasledne sa Studovali zmeny Vexpresii génov
ergosterolovej drahy (ERG6, ERG9 aERG11) spolu slipazou 2 (LIP2) — délezitym
virulencnym  faktorom. Ako kontrola bol pouzity kmen C. parapsilosis
CDC317 normalizovany na hodnotu 1. Zmena expresie bola vyhodnotena pomocou 244t
metddy. Vysledky neukézali zmeny v regulacii génov ERG6 a ERG9 pri oboch klinickych
izolatoch. ZniZenie regulacie génu ERG11 bolo pozorované pri oboch izolatoch, pricom pri C.
parapsilosis CVC bolo vyrazné (0,44-krat) oproti Standardnému kmeniu CDC 317. V géne
LIP2 bola pozorovana znizena regulacia pri C. parapsilosis HC (0,8-krat). Na analyzu
kvalitativneho zastipenia sterolov a fosfolipidov sa pouzila tenkovrstvova chromatografia
(thin-layer chromatography — TLC), pomocou plynovej chromatografie (gas chromatography
— GC) bolo stanovené zlozenie pritomnych volnych mastnych kyselin. Pri oboch izolatoch
neboli pozorované kvalitativne zmeny v zloZeni sterolov a fosfolipidov, ani vyrazné zmeny v
percentudlnom zastiipeni vol'nych mastnych kyselin. Predpoklada sa, Ze rezistencia vo¢i FLC
moze byt’ spésobend znizenou regulaciou ERG11, ale aj moznymi mutdciami v génoch ERG6
a ERG11. Komparativna analyza lipidov naznacuje, ze medzi klinickymi izoldtmi nebol
pozorovany rozdiel, ktory by ovplyviioval rezistenciu, priCom rozdiel v expresii faktorov
virulencie bude predmetom d’alSieho Studia.

Pod’akovanie: Tato praca bola podporend projektom VEGA 1/0537/19 a Slovenskou
agenttrou na podporu vyskumu a vyvoja na zdklade zmluvy ¢. SK-PT-18-0006.
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COVID-19 pandemic caused by severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2), has emerged in the world as well as in Slovakia since the beginning of 2020.
The genome of the virus has been continually generating new mutations. This is leading to
new variants, including those with higher transmissibility and the ability to evade the immune
system response. Consequently, continuous sequencing of SARS-CoV-2 is a necessary tool to
monitor the current state of the pandemic and prevent the spread of more dangerous variants
in the population.

In this report, we present sequencing data from approximately 2300 SARS-CoV-2 positive
clinical samples, collected from all over Slovakia between May to October 2021. MinlION
nanopore sequencer (Oxford Nanopore Technologies) was used for sequencing. The SARS-
CoV-2 sequences were determined on a MinlON sequencer (Oxford Nanopore Technologies)
using a PCR amplicon-tiling protocol. The early samples from May 2021 showed almost
100% prevalence of Alpha variant (B.1.1.7 pangolin lineage) as a result of the final period of
the second wave of the pandemic in Slovakia. Only a few cases of different lineages (B.1.351,
C.36.3, and B.1.621) were detected. At the end of Jun 2021 first cases of Delta variant
(B.1.617.2) were detected. The proportion of Delta variant sequences quickly increased. Since
the end of the August B.1.617.2 variant and its AY pangolin lineages became 100% prevalent.
The arrival of new concerning Deltas sub-variants such as AY.4.2 underlines the importance
of continuous monitoring of emerging SARS-CoV-2 variants.

Acknowledgment: This project was supported by the Slovak Research and Development
Agency grant PP-COVID-20-0017.
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Mikroorganizmy Candida albicans a Staphylococcus aureus su stéastou Iudského
mikrobiomu, priCom moézu vyvolat aj ochorenia, ato hlavne uimunokompromitovanych
pacientov. Tieto infekcie sa spajaji s formovanim biofilmov, ktoré su rezistentné voci
konvenénym liecivam. Na eradikaciu tychto biofilmov sa preto hladaji rdzne alternativne
metody, medzi ktoré patri aj fotodynamicka inaktivacia (photodynamic inactivation - PDI).
Predmetom vyskumu bola optimalizacia podmienok PDI v pritomnosti fotosenzibilizatora
metylénovej modrej (methylene blue - MB) na 24 a48-h jednodruhovych
a dualnych biofilmoch tvorenych mikroorganizmami C. albicans a S. aureus s cielom
dosiahnut’ maximalnu Uc¢innost. Testovali sa rézne koncentracie MB (0,25 mM; 0,5 mM
a 1 mM), rozne doby predinkubacie s MB (1 h; 2 h; 4 h; 16 h) a dva Casy ozarovania
biofilmov &ervenym laserom (190 mW / cm?, A 660 nm; 1x1 min; 3x1 min).

Z vysledkov vyplynulo, Ze za danych podmienok PDI minimalne redukovala jednodruhovy
biofilm C. albicans, pricom ale bola vysoko u¢inna na biofilm tvoreny S. aureus, pri ktorom
sa dosiahla vysoka redukcia preZivania baktérii, a to 3,4 logio, (16 h; 0,25 mM MB; 1x1 min);
2,5-10g10 (4 h; 0,25 mM MB, 1x1 min) a 2,1-log10 (2 h; 0,25 mM MB, 1x1 min). PDI znizila aj
prezivanie dualnych biofilmov, ktoré bolo zavislé od dizky predinkubacie s MB, a to 0,3-log1o
(2 h), 2,5-log10 (4 h), a 2,8-log1o (16 h) a testovanej koncentracie MB. Dosiahli sa nasledovné
uéinnosti PDI: 2,5-logio (1 mM), 2,2-logio (0,5 mM) a 0,3-logio (0,25 mM). Pridanie 2 %
glukézy v kombinacii s 0,25 mM MB zniZilo preZivanie buniek dudlnych biofilmov iba o 1,5-
logio oproti kontrole.

Celkovo sa potvrdilo, ze efektivita PDI je zavisla od réznych testovanych podmienok, pricom
sa ukézalo, Ze najvyssia inhibicia po PDI by sa mohla dosiahnut’ na polymikrobidlne biofilmy
pri 4-h predinkubacii s 0,5 MM MB.

Pod’akovanie: Tato praca bola podporena projektom VEGA 1/0537/19, Slovenskou
agentirou na podporu vyskumu a vyvoja na zdklade zmluvy ¢. SK-PT-18-0006 a Grantom
schvalenym Europskou komisiou ¢. 952398 - CEMBO, vyzva: H2020-WIDESPREAD-05-
2020 — Twinning.
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The resistance of pathogens from the kingdom Fungi to antifungal drugs is a known
phenomenon causing concerns mainly due to the limitation in number of compounds used to
treat mycoses. However, for evolving the resistance, the fungus first needs to be able to
tolerate the presence of antifungal compound, to adapt to stress caused by such a compound.
In this work, we analysed transcriptional response of Neurospora crassa — filamentous fungus
naturally susceptible to most used antifungal drugs — azoles. Real-time PCR analysis revealed
that despite being susceptible to azoles, the expression of the gene cyp51, encoding azole
target, increased in the cells of N. crassa. The same was true for genes encoding enzymes in
ergosterol biosynthesis immediately downstream of lanosterol-14a-demethylase (CYP51).
Moreover, the stress caused by azoles caused transcriptional changes (just over 2-fold
increase in expression) in other genes involved in maintenance of plasma membrane —
phospholipid translocators and sphingolipid synthesis enzymes. However, there appeared a
difference in the response to tested imidazole (prochloraz) and triazoles (fluconazole,
voriconazole and ravuconazole). Surprisingly, we detected the increase in expression of genes
encoding chitin synthases, again with response to imidazole slightly differing from that to
triazoles. After staining the mycelium of N. crassa exposed to azoles with Congo Red (binds
to chitin, fluorescent dye), we observed the presence of aberrant, considerably branched
hyphae (not present in control) with strong red glow under fluorescence microscope. Finding
transcription factors facilitating response of N. crassa to azoles may reveal new potential
target sites for antifungal compounds. We detected slight response up to 2-fold increase in
expression to azoles showed transcription factor genes ads4, acul5 and ccg8 (only to
prochloraz exposure), while the expression of global transcriptional repressor cspl decreased,
hence allowing the fungus to respond to azole stress. Taken together, our results showed that
even fungi naturally susceptible to azoles, respond to the presence of the inhibitory
compounds in their environment.

Acknowledgment: This work was supported by the Slovak Research and Development
Agency under the Contract No. APVV-19-0094, by the Grant Agency of Ministry of
Education, Science, Research and Sport of the Slovak Republic, research project No. VEGA-
1/0697/18 and by the Grant scheme for Youg Scientis, STU The Assessment of the effect of
antifungal compounds on the growth and stress genes expression of Neurospora crassa
(Posudenie efektu antifungalnych zlucenin na rast a expresiu génov stresovej odpovede
Neurospora crassa).
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