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. Sekvenciranje naslednje generacije (NGS)

Glavni koraki:
osamitev DNK

priprava Knjiznic

sekvenciranje

analiza podatkov
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Podrobna analiza genoma je potrdila prisotnost genov, ki naj bi sodelovali pri uravnavanju izražanja virulentnih dejavnikov, ki med drugim vplivajo na: produkcijo biofilma, zavirajo imunski odziv gostitelja, omogočajo prilagoditev na okolje, celično adhezijo, delujejo kot mediatorji vnetja, spodbujajo sintezo polisaharide kapsule, CAMP faktorjev, lipaz, esteraz, proteinov vročinskega šoka in drugih. Na prisotnost katerih se želimo podrobneje osredotočiti tudi v doktorski nalogi. 
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. Sekvenciranje naslednje generacije (NGS)

Primeri analiz:

- analiza genov za antibiotiCno rezistenco
- analiza virulentnih dejavnikov

- analiza izbruhov na podlagi sorodnosti

- tipizacija bakterijskih sevov
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Metode doloCanja virulentnih dejavnikov

Poravnava z blast

gen ABC

» Poravnava sekvenc (blastn, blastp)

nepopolno sestavljen gen - nizek % ujemanja velikosti

Virulence
factor

Identity | Template Position in contig Protein function Accession number
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. Metode dolocCanja virulentnih dejavnikov

Poravnava z blast

gen ABC

« Poravnava sekvenc (blastn, blastp)

nepopolno sestavljen gen - nizek % ujemanja velikosti

« Mapiranje odcitkov na genske sekvence (BWA, KMA)
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. Metode dolocCanja virulentnih dejavnikov

Poravnava z blast

gen ABC

« Poravnava sekvenc (blastn, blastp)

nepopolno sestavljen gen - nizek % ujemanja velikosti

« Mapiranje odcitkov na genske sekvence (BWA, KMA)

» Anotiranje genomov (prokka, bakta)

dolo€anje odprtih bralnih okvirjev (ORF), primerjava ortolognih skupin
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 Virulence Factor Database (VFDB)

VirulenceFinder

Service Instructions Output Article abstract Citations

Software version: 2.0.5 (2024-01-31)
Database version: (2022-12-02)

Select species

Listeria
S. aureus
Escherichia coli

Enterococcus v

Vir: https://cge.food.dtu.dk/services/VirulenceFinder/

Znizanje meje identitete in pokritosti gena, priprava lastnih sekvenénih zbirk

. Podatkovne zbirke virulentnih dejavnikov

Version history

» Kaj Ce naSe vrste ni v zbirkah?

Acinetobacter
Aeromonas
Anaplasma

Bacillus
Bartonella
Bordetella

Brucella
Burkholderia
Campylobacter
Chlamydia
Clostridium
Corynebacterium
Coxiella
Enterococcus
Escherichia
Francisella
Haemophilus
Helicobacter
Klebsiella
Legionella
Listeria
Mycobacterium
Mycoplasma
Neisseria
Pseudomonas
Rickettsia
Salmonella

Shigella

Staphylococcus
Streptococcus

Vibrio
Yersinia
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Vir: http://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm
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Vir: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/66621598

- Prlprava pOdatkovnlh Zblrk National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Gene | Gene v ||
Advanced

* Pregled literature -> pridobitev sekvenc FullReport -

clpS ATP-dependent Clp protease adapter ClpS [ Cutibacterium acnes HLO96PA1 ]

Gene |D: 66621598, updated on 6-Jun-2024

indeksiranje sekvenc

>htal
ATGACCACATCGGCCATGCGCAAAATCGTCGCCAGTGTGCTCGGGGCCATCTTGGCCCTTACCGGAGTGT
TGATCACTCCGGCGGCATGEGECAGCTEGTCCGACGLTAACCGTGATACCAGTAGGTCGGGAGGGAGETRA
[ ] —

bIaSt (makeblaStdb) TATCACCATCAGTGGGAAGGGATTCTCGACTACCGGCTTCGETGTCTACGTTGCTGTGGCACCGGCCTCG
GTGCCCGAGTTCTATGGCAATTCGRACAAGTTCTACGGCTATGACCCGAGCAAGGACACGACGGAGTCLCC
CTCACCACGAAGGCTCATGGAGTTGGTAAGACAGATCACTCTGACGATACCCGTACTCCGGTGACCTATC

. . TCCTATTGCCAATGGCTCGTGGAAGCTTTCGGGCGGCGCCAACTGGAACGGTTCGGCCTTCACTTTCCCT
) maplra nje (npr. KMA db) El’iﬁgi,ﬁGCGGCTC&TTCG&TCCTGCT&CCAAAT

ATGAAGGTTAAGTTCTTAGCAGCGCCGCTGATTGTTGETGCCTTGATGGCGCCGGCAGCTTTCTCTGGAG
CGACAGCTCATGCTGCCCCGRTTGLCCCCATAGTTGCGGTGAGCGCCACTCAGCCCAATAAGACCCTTTC
ATCAGCTGAAGGACGAAATGGCGGCTGTGAAGAAGGCTCTTGCGGAGGL TCAGAAGATGCCTGACCTCAA
ACCCAACGATGTGGCCACCTTCTACACCAAGACCAAGCTGTCCCGTGTGCTTCGCCAGATTCGTTTCG
»>CAMP2
ATGAAGAAGACCCATCTTGTAGCTCCCCTCCTTGTCGECGCAATGCTCGTACCAGCGGCGCTGTCAGCTC
CCAGTGCTCATGCTGTCGAGCCGACGACGACCATCTCGGCGACCAGCACCCACGAGCTCTCGGCCAGTGA
CGCTCGCAATAGCATCCAGCTTCTGAACGCACATATTGCGACCCTTCAGTCAGTACAGAMATCCGTCCCC
GGTTCTGACTACTCTGACCAGATCCGAGATCTTCTCAAGGCTGCCTTCRACCTGCGTGGCCTCATCGAGA
CCCTTGCCCATGGGGGGATCCCGTTCTACGACCCTTCGACGATCATGCCGAGGATCAAGTTGGTCGCCAC
CACTATTGACACCATTCACACTGCTACCACCACTCTCCAAAACAAGGTCCGCCCCGCCCACGTCGAACTC
ATTCAACTCCCCCGATGTCAAGAAGGCTGCCTGA
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B Cutibacterium SPP. (C acnes) - G + baci

1. Kot oportunisticni patogen in kontaminant/predstavnik kozne mikrobiote

Otezuje diagnostiko okuzb 2. Zaradi po&asne rasti (podalj$ana inkubacija do 14 dni)

vsadkov; predvsem je 3. Tvorba biofilma - otezena kultivacija
otezeno razlikovanje med

okuzbo in kontaminacijo V zadnji letih je vedno veC diagnosticiranih primerov okuzb tudi z drugimi

predstavniki iz rodu Cutibacterium -2 C. avidum, C. granulosum, C.

namnetense, C. humerusii
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. DOMNEVNI VIRULENTNI DEJAVNIKI C. acnes

» Vplivajo na produkcijo biofilma,

 zavirajo imunski odziv gostitelja,

« omogocajo boljso prilagoditev bakterije na okolje,
» spodbujajo celicno adhezijo,

 delujejo kot mediatorji vnetja,

« kodirajo CAMP faktorje, adhezine, proteine

toplotnega Soka, lipaze, itd.
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__ Sekvenciranje celotnega genoma pri izbranih bakterijskih izolatih iz
L rodu Cutibacterium spp. in analiza virulentnih dejavnikov

64 izolatov Cutibacterium spp. prehodno izoliranih pri bolnikih s sumom na okuzbo razli¢nih
vsadkov med leti 2012 in 2022:

» C. acnes (53), C. avidum (6), C. granulosum (4), C. namnetense (1).

Bakterijski izolati:

‘ microorganisms MD\PL)
» 51/64 vzorcev iz sonikacijske tekoCine
° 1 3/64 tklvnlh homogenizatov Microorganisms. 2023 Dec; 11(12): 2971. PMCID: PMC10745319
Published online 2023 Dec 12. doi: 10.3390/microorganisms11122971 PMID: 38138116
. Comparative Genomic Analysis of Cutibacterium spp. Isolates in Implant-Associated
|zolate smo opredelili kot: Infections
" v 1gs . Anja Erbeznik, Conceptualization, Methodology, Software, Validation, Data curation, Writing — original draft, Writing —
>
1' povezanl z OkUZbo ( - 2 pOZItlvnI review & editing, Visualization, Andraz Celar Sturm, Conceptualization, Methodology, Software, Validation, Data
kuzn | n| Z |St| m patogenom (ku |t|VaC|Ja) curation, Writing — original draft, Writing — review & editing, Katja Strasek Smrdel, Conceptualization, Methodology,
. . . . v Software, Validation, Resources, Writing — review & editing, Supervision, Project administration, Tina Triglav,
all 2 50 CFU/mI \' SonlkaCIJSkl te kOCInI)a Conceptualization, Software, Writing — review & editing, Supervision, Project administration, and Polona Maver Vodicar,

Conceptualization, Resources, Writing — original draft, Writing — review & editing, Supervision, Project administration’

2. manj verjetno oz. nepovezani z
okuzbo.

Maria Guembe, Academic Editor
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B Sekvenciranje celotnega genoma

* lllumina NextSeq 550 > sekvenciranje kratkih odcCitkov obeh
koncev (2x150 bp) z minimalno pokritostjo 150x.

« Anotacija bakterijskih genomov - Prokka v1.14.6; referencni
genom HLO96PA1 (C. acnes)

Dolo¢anje potencialnih virulentnih dejavnikov:

1. |Izbranih 40 predhodno opisanih pri Cutibacterium acnes - ABRIicate
v.1.0.1. ter zDB.

2. Dodatni vrstno specificni (C. granulosum, C. avidum, C. namnetense)
homologi = in silico (blastn_ffa, tblastn in blastp znotraj orodja zDB).

3. Homologe smo opredelili kot:
» homologi z zelo visoko identiteto (> 95 %),
» homologi z visoko identiteto (>80 % in <95 %),
* homologi z nizko identiteto (>60 % in <80 %) in
* homologi z zelo nizko identiteto (<60 %).



Presenter Notes
Presentation Notes
Illumina NextSeq 550  sekvenciranje kratkih odčitkov obeh koncev (2×150 bp) z minimalno pokritostjo 150×. 
Priprava knjižnjice  Nextera XT DNA Library Preparation 
Obdelava in preverjanje kakovosti surovih odčitkov  Fastp v0.23.2 ter FastQC v0.11.9.
Sestavljanje odčitkov v soseske  SPAdes v3.15.3.
Ocena kakovosti sosesk  Quast v5.2.0. (N50 > 20 kbp, število sosesk dolžine > 1000 bp manjše od 500, skupna dolžina sosesk približno enake velikosti kot genomi bakterij iz rodu Cutibacterium spp.)
Anotacija bakterijskih genomov  Prokka v1.14.6; referenčni genom HLO96PA1 (C. acnes). 
Bioinformacijska obdelava podatkov  Ridom SeqSphere ter zDB. 
Analiza jedrnega genoma/celotnega genoma  Roary v3.13.0. 
Filogenetsko drevo  FastTree v. 2.1.10. glede na prisotnost in odsotnost skupin genov v jedrnem ter celotnem genomu  vizualizacija iTOL v.6.3. 
Klasifikacija  sekvenciranje posameznega lokusa – SLST baza (Single-Locus Sequencing type) Aarhus University.
Določanje VD  40 predhodno opisanih pri Cutibacterium acnes  ABRicate v.1.0.1. ter zDB.
Dodatni vrstno specifični (C. granulosum, C. avidum, C. namnetense) homologi  in silico (blastn_ffa, tblastn in blastp znotraj orodja zDB). 
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s Prisotnost vseh izbranih VD smo potrdili med preiskovanimi
. genomi.

C. acnes in C. namnetense > najvecCje Stevilo VD in najbolj
podobna razporeditev.

C. granulosum najmanjSe Stevilo identificiranih VD in najbolj
raznolika porazdelitev v primerjavi z drugimi vrstami
Cutibacterium spp.

Z analizo nismo dokazali specific(ne prisotnosti VD v
povezavi z:

1. dolo¢enimi anatomskimi mesti ali

2. klinicno manifestacijo (izolat povezan z okuzbo ali izolat manj
verjetno oz. nepovezan z okuzbo).

Razlike opazne v prisotnosti VD na ravni:
1. vrste,
2. podvrste in

3. filotipa Cutibacterium spp.




POTENCIALNI VD ZA RAST IN ZORENJE BIOFILMA

1A, IA, IB IC ] m C. namnetense C. avidum C. granulosum

dsA1/dsA2 — dermatan sulfat — vnetje in poskodba tkiva, spodbuda kolonizacije

rcsB — sinteza
enkratcelularnih
polisaharidov — biofilm

luxS - kvorum zaznavanje — adhezija na povrsino

flp pili — adhezija, kolonizacija, spodbujanje vnetja, poskodbe tkiva

YaaT - spodbujanje kolonizacije in vnetja, preZivetje NIZJA IDENTITETA

Putativni adhezivni proteini — adhezija, kolonizacija, formacija biofilma

acsA -acetil-CoA sintetaza — pridobivanje energije, prezivetje

YhjD/YihY/BrkB — formacija biofilma

ytpA — rast, prezivetje, formacija biofilma

srtF — sortaza F — pritrjevanje povrsinskih beljakovin — adhezinov. Tvorba biofilma srtF
nanA/B - sialidaze — kolonizacija, rast biofilma, mediator vnetja 1 izolat
Glikozidaza — spodbujanje vnetja, posSkodbe tkiva, kolonizacija 2 izolata

i




1A, 1A, IB Ic n mn C. namnetense C. avidum C. granulosum

Dppb (pridobivanje in uporaba peptidov za rast in preZivetlje) dppB_2

deoR (regulacija presnove sladkorjev/pomembni za prilagoditev in preZivetje bakterij na kozZi)

clpS (prezZivetje bakterije) clpS clpS

PUFA izomeraza (presnova in uporaba mascobnih kislin)

Lipohidrolaza (menH) (hidroliza lipidov, patogeneza aken)

Endo-B-N-acetilglukosaminidaza (razgradnja glikolipidov in glikoproteinov — spodbujanje vnetja)

Endoglikokeramidaze (spodbujanje vnetja)

gntK Glukozaminil-N-acetil transferaza — sinteza
celicne stene bakterije + preZivetje v Zlezah na kozi

RoxP — odziv na stres, omogoca prezivetje

htaA — vezava hemoglobina — spodbujanje vnetja, omogoca prezZivetje

CAMP 1-5 CAMP 1,3,4,5 CAMP 3,5 CAMP 3-5

HYL-IA /IB/ll HYL-IB/Il HYL-IA HYL-IA

HSP

gehA - lipaze — patogeneza nastanka aken

gehB - patogeneza nastanka aken Nizka identiteta

]
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* Proteinski adaptor Clp proteaza -> vpliv na
znotrajceliCco razgradnjo proteinov (odziv na stres,
formacija biofilma.

* V literaturi poro€ajo o prisotnosti v filotipu IA >
kar se ujema z nasimi rezultati.

« Dodatno smo potrdili prisotnost gena cipS Se v filotipu
lll ter C. avidum.

« Gensko zaporedje z visokim téemanjem clpS-ja smo
potrdili tudi v drugih izolatih C. acnes. Pri tem smo
opazili znacilno insercijo nukleotida T na poziciji 129.

* Predvidevamo, da bi lahko le-ta povzroCila zamik
bralneg{a okvirja in poslediCno odsotnost proteinskega
produkta.
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