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• Sekvenciranje bakterijskih genomov s pristopom sekvenciranja naslednje generacije 
(sekvenciranje kratkih odčitkov):

od izolata do genomske sekvence

• Pristopi analize genomskih sekvenc
cg-/wgMLST,

AMR – rezistom

• Projekt SloSeq

prvi rezultati spremljanja VOB (CR-CP/CP)

Vsebina
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CATATATCAACAGGAGATATATTCAGAAAGAATATAAAAGAGGGAACAGAACTTGGAAAAAAGCTAAAGAATACAGTACCAGATGAGTTAACTGTA

Genomska DNA

Sekvenciranje / določanje nukleotidnega zaporedja
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Genomska DNA

Fragmentacija

Sekvenciranje bakterijskih genomov 
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Sestavljanje genomskih sekvenc („assembly“)

Rekonstrukcija genoma iz več milijonov kratkih odčitkov

Odčitki:

Sestavljanje prekrivajočih se odčitkov
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Analiza genomskih zaporedij nam omogoča:

- identifikacijo izolata,

- odkrivanje genov povezanih z virulenco,

- odkrivanje genov/mutacij povezanih z odpornostjo,

- analizo plazmidov in mobilnih genetskih elementov (MGE)

Določanje sorodnosti:

- in silico karakterizacijo (MLST, spa tipizacija…),

- odkrivanje/raziskovanje prenosov in izbruhov, ugotavljanju 
poti širjenja okužbe, rezervoarjev in virov okužbe

Informacije, ki jih lahko dobimo iz genomskih zaporedij

Leopold et al., JCM (2014)
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Odkrivanje genov in mutacij za odpornost proti antibiotikom

Za iskanje (znanih) mehanizmov odpornosti so na voljo referenčne podatkovne baze/orodja:

- AMRFinderPlus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/antimicrobial-resistance/AMRFinder/)

- ResFinder (http://genepi.food.dtu.dk/resfinder)

- CARD-RGI (https://card.mcmaster.ca/analyze/rgi)

- …
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Analiza plazmidov in mobilnih genetskih elemenov
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Tipizacije bakterij za spremljanje širjenja

- Globalno širjenje (pripadnost 
določeni filogenetski liniji, 
klonskemu kompleksu)

- Lokalno širjenje in raziskovanje 
izbruhov/prenosov (poti prenosa 
in identifikacija vira okužbe)

PFGE, MLVA

MLST

+ ostale, vrstno 
specifične, metode 
(spa-tipizacija, PCR-
ribotipizacija…)

cgMLST, wgMLST
SNP-analiza
tipizacija In silico

Analize genomov
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Pristopi za primerjavo genomskih zaporedij

1) Analiza polimorfizmov posameznih nukleotidov (analiza SNV ali SNP, angl. single 
nucleotide variant (SNV) ali single nucleotide polymorphism (SNP) analysis) 

2) Primerjava alelnega profila genoma (cg-/wgMLST, angl. „core-/whole genome 
multiple locus sequence typing«) 
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Primerjava alelnih profilov

MLST sekvenčni tip (ST)

ST-1

ST-2

ST-3

ST-3
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MLST
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Primerjava alelnih profilov, od MLST do wgMLST

MLST - primerjava alelnega profila (običajno) 7 hišnih („housekeeping“) genov/lokusov (enotna nomenklatura ST)

cgMLST – primerjava alelnega profila jedrnega genoma („core genome multiple locus sequence typing“)
= vnaprej izbran set dobro ohranjenih genov/lokusov (>2000), ki predstavljajo jedro genoma (so prisotni pri večini izolatov) 

wgMLST – primerjava alelnega profila celotnega genoma („whole genome multiple locus sequence typing“)
= jedrni genom in pomožni genom (variabilno prisotni pri izolatih znotraj vrste)
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Vizualizacija sorodnosti – minimalno vpeto drevo (MST)

K. pneumoniae
cgMLST 2358 lokusov
MST gruča ≤ 7 lokusov 

MLST-ST
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Projekt SloSeq

SloSeq: „Konsolidacija in integracija sekvenciranja celotnega genoma v rutinski monitoring v
Sloveniji“

https://www.nlzoh.si/programi-in-projekti/sloseq/

Sodelujoče inštitucije:

• Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano (NLZOH) (vodilna),

• Nacionalni inštitut za javno zdravje (NIJZ),

• Inštitut za mikrobiologijo in imunologijo (IMI, UNI LJ)

DS3 - Cilji

• Vzpostavitev, optimizacija in konsolidacija protokolov sekvenciranja genomov in analitičnih
pristopov ter poročanja za potrebe spremljanja VOB.
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Na NLZOH v rutinsko sekvenciranje vključujemo:

- Primoizolate pri katerih so potrjene karbapenemaze - CR-CP in CP (ne glede na bakterijsko 

vrsto). 

- Primoizolate brez določenega tipa karbapenemaze.

Analiza:

- cgMLST in

- AMR (tip karbapenemaze)

- Začetek: 1. 1. 2024

Projekt SloSeq – analize genomov za spremljanje VOB
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cgMLST 2358 lokusov 
MST gruča ≤ 7 lokusov (0.003x število lokusov)

Klebsiella pneumoniae CRE-CPE

Vrsta / CP #
Klebsiella pneumoniae 69

blaNDM-5 / blaOXA-48* 42
blaOXA-48 17
blaVIM-1 7
blaNDM-1 2
blaNDM-5 1
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cgMLST 2390 lokusov
MST gruča ≤ 9 lokusov

Acinetobacter baumannii - CRAb

                                                                                           

                                                         

                                 

                                   

                                                                  

                                                   

                                                         

                                                                                                             

                             

                                     

                                                                  

                                                     

Vrsta/CP #
Acinetobacter baumannii 29

blaOXA-23  / blaOXA-66  24
blaOXA-66  / blaOXA-72 5
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cgMLST 2513 lokusov 
MST gruča  ≤ 10 lokusov

Escherichia coli – CRE-CPE
Vrsta/CP #
Escherichia coli 25

blaOXA-48 9
blaVIM-1 9
blaOXA-244 (OXA-48 like) 7

Janezic Sandra et al., 12. Likarjev simpozij 2024

 

 

 

    

  

    

    

    

    

    

    

  
    

       

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

   

   

    

   

    

    

    

  

  

   

     

   

   

   

  



Zaključek

Analiza genomskih zaporedij je metoda izbora za spremljanje širjenja 
povzročiteljev okužb (WHO, ECDC…).  

- Določanje sorodnosti – primerjava genomskih sekvenc ima 
neprimerljivo večjo moč razlikovanja od predhodnih metod. V 
kombinaciji z epidemiološkimi podatki nam omogoča zanesljivo 
spremljanje širjenja povzročiteljev okužb (na nacionalni in 
globalni ravni), ter raziskovanje prenosov/izbruhov. 

- Ena preiskava –> veliko informacij (določanje sorodnosti, 
odkrivanje genov za virulenco, mehanizmov odpornosti, 
plazmidov in MGE…).
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